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RESUMEN

En este estudio se evalué el comportamiento metabdlico de la. cafeina en cultivo de linfocitos
humanos, asf como el papel que juega ésta en la expresién de lesiones inductoras de intercambio de
cromatidas hermanas (ICHs) producidas por el pentdxido de vanadio.

Para estudiar el metabolismo de la cafeina, a un primer grupo de cultivos se les adiciond cafeina
desde el inicio y los tiempos de cosecha fueron 2y 72 h A un segundo Iote de cultivos se les aplico
la cafeina 24 h horas después del inicio y las cosechas se realizaron a las 26 y 72 h, El ultimo
grupo de cultivos fue tratado con la cafeina 48 h después de iniciados y la cosecha se realizo a las
50 y 72 h. Alfinal de los tratamientos los cultivos se sonicaron, se centrifugaron y el sobrenadante
se empled para los estudios en cromatografia liguida de alta resclucién (CLAR). A partir de esta
metodologia se obtuvieron los tiempos de retencion y los resultados fueren comparados contra los
obtenidos para el grupo testigo y los estandares utilizados: cafeina, tecbromina, 1,7-dimetilxantina,
teofilina y B-hidroxietilteofilina,

Los resultados sugieren que los linfocitos son capaces de metabolizar a la cafeina originando la
aparicion de sus principales metabolitos {teobromina y tecfilina), lo cual se cobservd desde las 2
primeras horas de cuitivo.

FPara determinar el papel de la cafeina en la expresidn de lesiones inducidas por el vanadio, se
realizaron cultivos de linfocitos a partir de donadores clinicamente sanos, y se trataron con pentdxido
de vanadio (2, 4 y 6 ng/ml) en combinacion con la cafeina (20 ug/ml). En ambos casos las sustancias
fueron agregadas a ires diferentes tiempos de cultivo, 0, 24 v 48 h considerando todas las
combinaciones de tiempos para las dos. Por otro lado se realizaron los mismaos tratamientos con
vanadio, sin embargo la cafeina se adiciond en el periodo S/G2 del primero 6 S/G2 del segundo ciclo
de divisidn. A las 72 h se realizd la cosecha y se obtuvieron las laminillas con cromosomas mediante
la técnica convencional para tincién diferencial de cromatidas hermanas (ICHs) y se evalud la
frecuencia de ICHs, el indice de replicaciéon (IR} v el Indice mitético (IM).

Cuando evalué el IM se encontré que este tiende a disminuir (p< 0.05) en todes los casos, mientras
que el IR mostré un comportamiento similar. La frecuencia de ICHs mostré un incremento en (p<
0.05) los cultivos en los que el vanadio (4 y 6 pg/ml) estuvo presente durante 24 h y la cafeina por 24
648 h.

De igual manera se obtuvo un aumento {p< 0.05) en la frecuencia de ICHs cuando el vanadio (6
ug/ml) estuvo presente en el medio durante 48 h vy la cafeina se adicioné en la fase de S/G2 del
primer ciclo (43 h de iniciados los cultivos) é cuando la cafeina fue adicionada en 8/G2 del segundo
ciclo {(a las 67 h), desde la concentracion de 4ug/ml de vanadio. Cuando el vanadio estuvo presente
por 24 h y la cafeina se agregd en S/G2 de la primera ¢ de la segunda divisién se observé un
incremento (p< 0.05) de los ICHs en las dos concentraciones mas altas

Los datos obtenidos permiten concluir que el V,05 es citotdxico, lo mismo que la combinacién
vanadio méas cafeina la cual también resulta ser genotdxica. Por ofro lado se observa que el V,Os,
tiene una vida media como inductor de lesiones al ADN no mayor de 24 h y que tales lesiones no se
acumulan. Esto Gltimo sugiere una réapida accién del vanadio y de los mecanismos de reparacién,
aunque se cree que la cafeina interfiere con ellos durante un periodo corte de tiempo y es posible
que posteriormente sea alguno de sus metabolitos.

Finalmente se propone que los ICHs inducidos en el segundo ciclo de divisién celular son debidos a
la accion del vanadio sobre al ADN durante la fase de S, provocando posiblemente un aumento en
su duracién normal, como consecuencia de esto y por accion de la cafeina en la fase G2, (donde se
da uno de los puntos de control genético del ciclo celular o checkpoint), se favorece un acortamiento
de la duracion normal de la misma fase, rebasando la capacidad de la célula de reparar las lesiones
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ABSTRACT

The caffeine’s metabolic behavior as its the role in lesions-expression induced by
vanadium pentoxide was evaluated in human lymphocytes cultures.

We made different assays to determinate caffeine metabolism in vifro. In the first
group we applied caffeine since the beginning at the cultures, the harvest time was 2
and 72 hours later. A second group was treated with caffeine 24 h after the beginning
and then the harvest was at 26 and 72 h. Finally the last group treated was with
caffeine 48 h after cultures beginning and the harvest time at 50 and 72 h. Then cells
were sonicated, centrifuged and the homogenated supernatant of tissue was injected
into the high performance liquid chromatography (HPLC). The results were compared
with single blood as control and standards: theobromine, 1,7-dimethyxantine,
theophylline, B-hidroxistiltheophylline and caffeine.

The results shown that human lymphocytes are capable to metabolize caffeine in two
main metabolites: theobromine and theophyiline since the first 2 h.

Lymphocytes cultures were prepared from non-smoking healthy males, 28-30 years
old, to determinate the caffeine role in the expression of lesions induced by vanadium.
These cultures were treated with vanadium (2, 4 and 6 pg/ml) in combination with
caffeine (20 ug/ml) at different times of treatment (72, 48 and 24 h). At the same times
were treated with vanadium plus caffeine in the first and second S/G2-phases of cell
cycle divisions (43 and 67 h). The slides were made for differential staining of sister
chromatid exchanges (SCE). SCE frequency, replication index (RI) and mitotic index
(MI) were analyzed.

Comparing the experimental groups with the controls, the Mi and RI decreased (p <
0.05). In lymphocytes cultures treated at different times with V,0s plus caffeine, SCE
frequency increased (p< 0.05) at 6 ug/ml dose when the V.05 was added 24 h after the
culture beginning and the caffeine at 43 h. With caffeine treatments at 67 h, the
frequency increase too (p < 0.05) at 4 and 6 ug/ml. When vanadium was present the
last 24 h to lymphocyte cultures and the caffeine at 43 or 67 h (in S/G2 of first o second
cell cycle division), the sister chromatid exchange frequency increased (p< 0.05) in the
two highest doses and caffeine treatments.

The results suggest that the vanadium pentoxide is cytotoxic with or without
caffeine. However, in combination with caffeine was genotoxic. By other hand the
vanadium pentoxide has half-life around 24 h to induce DNA lesions, it means early
damage and very efficient repair mechanisms where caffeine act in approximately 2
h and maybe later a caffeine’s metabolite. According to some authors and taking into
account data presented here, its possible that, the induction of SCE’s in the second cell
cycle division was due to a shortening of G phase induced by the caffeine (produce a
jump of G2 checkpoint) with a possible increase in the length of S phase caused by
vanadium treatment.



1. INTRODUCCION

La mayoria de los elementos en la biosfera son metales. Cada afio se extraen millones
de toneladas de metales de las minas y subsecuentemente se dispersan en la biosfera
(aire, suelo, agua). La definicion mas util de metal desde el punto de vista toxicolégico,
es la que se basa en las propiedades de los iones en solucién acuosa: un metal €s un
elemento que bajo condiciones bioldgicas significativas puede reaccionar, perdiendo
uno o mas electrones y formar asi un catioén (Vouck, 1990).

L.os metales, aunque algunos son micronutrientes esenciales en muchos organismos,
en altas concentraciones son téxicos, debido a que la mayoria de ellos tienen a formar
complejos con las moléculas organicas, cuando se fijan y se acumulan en los tejidos
(Villanueva et &/, 7988) . Aunque el término esencial esta basado en la observacion de
un estado deficiente de cierios metales que conduce al retraso en el crecimiento y
aparicion de malformaciones en varias especies de animales y vegetales en las cuales,
dicho estado puede ser revertido por la administracion del metal del que se carece
(Elinder ef al.,1988).

En los mamiferos, el sodic (Na), el potasio (K}, el cobre (Cu), el cobalto (Co), el
magnesio (Mg), el molibdeno (Mo) y el zinc (Zn), pueden ser considerados como
esenciales, mientras que otros como el cromo (Cr), el niquel (Ni) y el vanadio (V), asi
como los metaloides arsénico (As) y selenio {Se), se consideran elementos esenciales
para al menos alguna especie de mamiferos. En contraste, elementos como el cadmio
(Cd), el plomo (Pb) y el mercurio (Hg) y aun el As, son notablemente tdxicos y causan

efectos adversos en los mamiferos (Kazantzis et al,, 1986).

La exposicion ocupacional a metales esta restringida a niveles permisibles los cuales
reflejan ampliamente el potencial toxicolégico de cada elemento, mientras que la
exposicion ambiental a metales pesados (todos los mencionados anteriormente
excepto el arsénico) estd asociada también a un amplio rango de efectos tdxicos.
Desgraciadamente, no se tiene gran conocimiento de estos elementos y compuestos,
ni de los efectos clinicos que éstos producen, pero se sabe que causan enfermedades
ocupacionales prevalentes y graves, tanto en paises desarrollados como en
subdesarrollados (Sharma y Talukder, 1987).



En relacién a lo anterior no es raro que dentro de los elementos considerados como
muy peligrosos tanto por el Programa de las Naciones Unidad para el Medio Ambiente
(PNUMA), como por la Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos estén
los metales, ya que con el tiempo se ha demostrado ampliamente su toxicidad y los
efectos adversos que producen sobre los organismos (Ortiz Monasterio et al.,, 1987).
Ademas de su gran potencial toxicologico algunos metales como ef Cr, el Pb, el Ni, el
Zn, el Cd y el Hg son capaces de inducir mutaciones y alterar el proceso reproductivo
(ECETOC, 1983; Villanueva et al., 1988). La mayoria de los organismos muestran poca
estabilidad y adaptabilidad a elevadas concentraciones de estos elementos (Deknudt y
Deminnatti, 1978).

En relacidn con los efectos carcinogénicos de los metales tenemos que, un agente
quimico considerado como carcinégeno puede iniciar los cambios malignos por accion
directa o por una variedad de mecanismos indirectos, sin embargo el unico mecanismo
comun conocido esta relacionado con reacciones electrofilicas las cuales hacen que
estos elementos sean capaces de reaccionar con varios centros neutrofilicos en las
células, como son los acidos nucleicos y las proteinas, acciones que poseen los
compuestos metalicos. La hipotesis actual plantea la iniciacién quimica del cancer, lo
cual implica mecanismos genéticos y epigenéticos (Miller y Miller, 1981).

Pocos metales parecen ser de accién directa o carcindgenos finales, mientras que
algunos ofros pueden actuar como promotores, posiblemente modificando la
susceptibilidad de la célula a otros carcinégenos. Sin embargo, los mecanismos

moleculares de la carcinogénesis quimica no esta bien entendida.

A partir de estudios epidemiolégicos, tres de los metales han sido inequivocamente
considerados como carcinégenos en humanos, estos son: él Ni, el Cry el As, sin
embargo no se han realizado estudios de este tipo para los otros metales, por lo que
existe una gran carencia de datos en carcinogénesis humana. Hay algunas evidencias
recientes no concluyentes, de que él Cd, y posiblemente fambién el berilio (Be),
puedan ejercer un efecto carcinogénico en el hombre ya que pruebas de laboratorio
han mostrado inducir cancer en animales, aungue, las condiciones de exposicion no
son comparables con las del humano. Algunos otros metales como el Co, el fierro (Fe),
el Pb, el manganeso (Mn), el platino (Pt), el titanio (Ti), y el Zn han inducido tumores en
animales, pero las dosis usadas han sido diferentes de cualquier situacién de
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exposicion humana conocida (Kazantzis y Lilly, 1986). Hasta el momento no se tienen
datos claros del vanadio y sus efectos en el proceso carcinogénico (Sabbione ef al.,
1991) Desafortunadamente, la mayoria de las sociedades no tienen conocimiento del
peligro que encierran estos elementos, el riesgo de su empleo es muy alto y aunque su
uso es indispensable para la vida diaria en muchos casos es desmedido vy sin control,
por lo que en la actualidad una de las necesidades inmediatas es la de incrementar el
estudio de los efectos tdxicos, mutagénicos, reproductivos y carcinogénicos de los
metales tanto a nivel de laboratorioc como a nivel epidemiolégico y darlos a conocer
para tratar de eliminar en lo posible este problema.

1.1 VANADIO

El vanadio pertenece al grupo Vb de los metales de transicién, dentro de los cuales se
incluye el niobio (Nb) y el tantalio (Ta) (Phillips et al., 1983), aparece en la naturaleza
en forma combinada en los estados de oxidacion 1, 0, *2. *3, *4 y 5, y se encuentra
ademas en forma de is6topo V*° y V®'! (Baroch, 1983; Phillips et af.,, 1983).

Aunque el vanadio no es un contaminante comun en el ambiente, se pueden encontrar
grandes cantidades de éste en el medio por efecto del uso de combustibles de tipo fosil
como el petroleo y de elementos como el carbédn que se utilizan para la obtencién de
energia, esto da como resultado la acumulacién de vanadio en el ambiente,
produciéndose asi un gran impacto en la salud humana (Sabbioni ef al, 1983). La
forma mas comun del vanadio en la extraccién, comercializacién y como desecho es la
pentavalente (como pentdxido de vanadio), también ésta es la forma mas toxica para
fos mamiferos (Hansen y Stern, 1984).

Aunque no existen datos de alteraciones producidas por deficiencias de este metal en
el hombre, el vanadio ha mostrado ser esencial en la nutricion de algunos organismos
como los polios y las ratas (Hopkins y Mohor, 1974; Siemon et al, 1982),
observandose que la eliminacién de este metal de la dieta produce alteraciones

metabdlicas importantes (Sabbioni et af,, 1983).

Los efectos del vanadio y de sus compuestos se han estudiado en varias especies y es
importante sefialar que la mayoria de los estudios que se han efectuado, han utilizado
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pentoxido de vanadio Este compuestc se ha administrade por inhalacién o
intragastrico y recientemente se describen estudios hechos con este metal donde se
administra por via intraperitoneal (Roschin, 1967; Roschin, 1968; WHO; 1988, Roldan,
1992; Altamirano, et al., 1993, Sakurai, 1994, Zhong; et al,, 1994),

La toxicidad del vanadio en animales de experimentacion depende principalmente de la
especie y la via de administracion. En general, la toxicidad es menor cuando el metal
es administrado por la via oral, moderada cuando es por via respiratoria y alta cuando
se aplica por via parenteral (WHO, 1988). La toxicidad de este elemento también varia
considerablemente con la naturaleza del compuesto, el vanadio es toxico ya sea como
catién 0 como anidn, y se sabe que la toxicidad se incrementa de forma directamente
proporcional a su valencia, de tal forma que el V° es el mas toxico. Entre los dxidos de
vanadio, ¢l pentdxido de vanadio es €l mas soluble y es mas toxico que el triéxido o
dioxido (WHO, 1988).

El vanadio presenta varios estados de oxidacién y frecuentemente forma polimeros
(Nechay, 1984). En fluidos biolégicos (pH de 4 a 8) el estado de oxidacién
predominante es VO (estado de oxidacion *5, vanadato), mientras que en las células
el vanadato puede ser reducido a VO (estado de oxidacidn *4, vanadilo). Se ha
descrito que en tejidos de ratas inyectadas con vanadio en estado de oxidacién *5, sélo
se encuentra la forma de oxidacion *4. Esta dltima forma es la que representa el estado
de oxidacién mas estable para el vanadio Casi todos los complejos de V™ se derivan
a partir de los iones vanadilo (VO*). En el estado de oxidacién como en V.0j, el
vanadio es completamente basico y es un agente reductor fuerte que es atacado
lentamente por el agua, libera iones H* y da como resultado V** (Waters, 1977).

El principal mecanismo de accién del vanadio es el bloqueo de numerosos procesos
metabdlicos celulares por inhibicibn de enzimas como las ATPasas, fosfatasas,
quinasas y muchas otfras (Jones y Basinger, 1983, Sabbioni et al, 1983), hecho que
indica que el vanadio posee un amplio espectro de accién en el cuerpo y que su accion
toxica no es analoga a la mostrada por otros metales (Roschin, 1968).



1.2 CINETICA DEL VANADIO

Desde el punto de vista metabdlico, el tamafio de la particula y la solubilidad
determinan la absorcibn por inhalaciébn en la respiracion. Se estima que
aproximadamente el 25% de los compuestos solubles de vanadio, al ser inhalados son
absorbidos. En el caso del vanadio probablemente se absorbe por el tracto
gastrointestinal (<1-2%) y es eliminado principalmente por heces. El vanadio absorbido
se transporta en el suero, unido a la transferrina. Poco después de la absorcién, se
observa una distribucién uniforme y equitativa en tejidos blandos, sin embargo, los
sitios de almacenamiento a largo plazo son el hueso, el muscuio y la médula ésea
(Alessio et al, 1988).

Los datos sobre la excrecion de vanadio son limitados. No obstante se sabe que la via
urinaria es la ruta predominante para la eliminacién de este compuesto cuando ha sido
absorbido. En los trabajadores ocupacionalmente expuestos, la cinética de eliminacién
esta influenciada por el grado de exposicién (Kawai et al., 1989).

1.3 EFECTOS TOXICOLOGICOS

Los efectos téxicos en drganos blanco durante la exposicién ocupacional a cenizas y
gas de vanadio, pueden ser irritacion aguda en el tracto respiratorio lo cual finalmente
desarrolla rinorrea, epistaxis, disnea y bronquitis asmatica aguda (Alessio ef al., 1988).
Los efectos aparecen algunas horas después de cumplir con la jornada laboral y
desaparecen en algunos dias. No hay consenso de coOmo estos efectos pulmonares del
vanadio llevan de forma progresiva a la bronquitis crénica y al enfisema después de

que la exposicion cesa

El vanadio también causa efectos gastroentéricos tales como nausea, vomito y dolor
abdominal. Es frecuente observar en trabajadores expuestos a altas concentraciones
de vanadio que la lengua toma una coloracidn verde, registrandose en ellos,
alteraciones de tipo eczema o urticaria generalizada (Elinder et al., 1988).
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1.4 EFECTOS MUTAGENICOS

Se conoce poco sobre las interacciones del vanadio con el ADN (acido
desoxirribonucleico) asi como su posible accion carcinogénica y su efecto sobre el
proceso reproductivo en el humano (WHO, 1988), aunque se ha descrito que en
animales de laboratorio este metal en forma de metavanadato se acumula en la
placenta y es excretado en la leche (Hansen y Stern, 1984; Graedel ef al.,, 1986; WHO,
1988).

In vitro el vanadio 5° dependiendo de la concentracion presente en el medio, tiene
efectos estimulantes e inhibitorios de la sintesis del ADN, (WHO, 1988, Sabbioni et
al,1983), mientras que en cultivos de linfocitos humanos no incrementa la frecuencia
de intercambioc de cromatidas hermanas (ICH's) (Sun, 1987; Roldan y Altamirano,
1990; Roldan, 1992) En los ensayos realizados para mutaciones letales dominantes,
los resultados obtenidos para el pentdxido de vanadio parecen ser negativos (Sun,
1987).

Sun y colaboradores (1987), asi como Roldan y Altamirano (1990), sefialan que en
cultivo de linfocitos humanos tratados con diferentes concentraciones de V,0Os no hay
incremento en la frecuencia de ICHs. Asi mismo Zhong y colaboradores (1994),
evaiuaron la frecuencia de ICHs en cultivos de células V79 fratadas con V205 (1,2,3, vy 4
ug/ml por 24 horas y con bromodesoxiuridina) y encontraron que tampoco hubo un
incremento significativo en las concentraciones probadas, sin embargo Owusu-Yau ef
al., (1990), utilizando cultivos de células de hamster Chino evaluaron los efectos de
tres sales de vanadio, y los resultados mostraron un ligero incremento en la frecuencia
de ICHs sin encontrar una relacién con la dosis. Por su parte Altamirano y
colaboradores (1993 y 1996), indican que cuandc se trataron ratones macho de la
cepa CD-1 con V205 (5.75, 115 vy 23 mg/Kg), no se modifico la frecuencia de ICHs en
células de médula ésea.

Estudios realizados en Alfium cepa mostraron que los iones vanadato son capaces de
inhibir la formacion de la placa celular lo que induce la aparicion de células binucleadas
(Navas et al., 1986); mientras que en los ensayos bacterianos, compuestos como el
VOCI,, V;05 y el NH, VO, dan resultados positivos moderados de dafio directo al ADN
(Kanematsu ef al., 1980). Sin embargo el metavanadato de amonio es fuertemente
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mutagénico para Salmonella typhimurium TA1535. Mientras que en los ensayos con
Salmonella, cepas TA1535, TA1537, TA98 6 TA100, el pentéxido de vanadio da
resultados negativos (WHO, 1988). Aunque en ciertos estudios se demuestra que el
pentoxido de vanadio aplicado por via subcutanea o por inhalaciéon incrementa la
frecuencia de micro nucleos en ratones de la cepa 615, no se observan los mismos
efectos en la cepa Kunming albina (Sun, 1987).

En pocos trabajos se han descrito los efectos del vanadio en células de mamifero in
vitro. El trabajo de Cande y Wolniak (1980) ha destacado los efectos citogenéticos en
los cuales los compuestos de vanadio pueden inhibir los movimientos cromosémicos
hacia los polos. El oxido de vanadio, el sulfato de vanadilo y el metavanadato de
amonio, han mostrado ser clastogénicos en células del ovario de hamster Chino
(CHO), con una alta incidencia de aberraciones cromosdmicas e ICHs (Owusu-Yaw et
al., 1990). Asi mismo se ha mostrado, que el pentoxido de vanadio no incrementa la
frecuencia de aberraciones estructurales ni de ICHs en cultivo de linfocitos humanos,
sin embargo si hay un aumento en la frecuencia de células poliploides y en las células

con asociaciones de cromosomas satelitados (Roldan y Altamirano, 1990).

La toxicidad de los compuestos de vanadio depende de su forma quimica. Sabbioni y
colaboradores en 1991 mostraron el potencial carcinogénico de compuesios de
vanadato en ia linea celular BALB/3T3, mientras que el sulfato de vanadilo mostré sélo
efectos citotéxicos, pero no la capacidad de inducir transformaciones malignas.

Por su parte Migliore y colaboradores en 1993, evaluaron en linfocitos humanos la
genotoxicidad de cuatro compuestos de vanadio, metavanadato de sodio (NaVOs),
metavanadato de amonio (NH4VO;), ortovanadato de sodio (Nas;VO,) y sulfato de
vanadilo (SVO,). Estos compuestos no incrementaron la frecuencia de aberraciones
estructurales, pero si se encontré un aumento en las aberraciones numeéricas,
micronucleos y asociaciones de satélites. A partir de estos resultados se intentd
relacionar un posible mecanismo de accién del vanadio como un veneno del huso
mitético. Asi mismo, la técnica de hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) fue
aplicada la prueba de microntcleos de linfocitos humanos, por medio de una sonda de
ADN alfoide, especifico para centrdmero. Las cuatro sales de vanadio mostraron un
incremento significativo (mayor al 68%) de micronticleos con sefial positiva (presencia



del cromosoma completo con centrémero), en todas las dosis probadas, lo que
confirma el potencial aneuploidégeno del vanadio.

Se ha descrito que el vanadio es capaz de afectar los procesos normales de sintesis del
ADN (Sabbioni et al, 1991) intetfiriendo al mismo tiempo con otras moléculas
involucradas en el metabolismo celular, como el motor que impulsa el movimiento
cromosomico (Migliore ef al., 1993). Por su lado Cohen, (1992), mostrd que el vanadato
requiere 24 horas para inducir una respuesta citotéxica dosis dependiente. La entrada
del VO* (vanadato) a la célula, es mas rapida dentro de las primeras cuatro horas de
exposicion (Sabbioni et al, 1991), encontrando una detoxificacion citoplasmica que
ocurre por la reduccion det ion vanadilo (tetravalente), que es el menos téxico o por la
formacién de complejos con algunos ligandos celulares. Posteriormente hay una
transferencia del vanadio presente en el citoplasma a la fraccién nuclear y a los

diferentes organelos celulares.

En los trabajos efectuados previamente en el Laboratorio de Citogenética y
Mutagénesis de la Unidad de Investigacién en Genética y Toxicologia Ambiental
(UNIGEN) de la FES-Zaragoza, utilizando linfocitos humanos tratados con pentéxido
de vanadio se encontrd que no se incrementa la frecuencia de aberraciones
estructurales ni de ICHs pero si aumenta significativamente la frecuencia de células
poliploides y disminuye el indice mitdtico (Roldan y Altamirano, 1990; Altamirano et al.,
1998), sin embargo cuando los cultivos fueron tratados con pentéxido de vanadio en
combinacién con cafeina se observo un incremento en la frecuencia de ICHs, (Roldan,
1992, Roldan et a/,,1997), existiendo una relacion entre el tiempo de tratamiento con la

cafeina y el incremento de los ICHs.



1.5 CAFEINA

La caracteristica mas importante de la cafeina, es su influencia en ciertos efectos
biolégicos inducidos por mutadgenos como las radiaciones ¢ los agentes alquilantes. La
cafeina amplifica el dafio cromosémico producido por estos agentes tanto en células
animales como en células vegetales, debido a que evita que las células dafiadas
puedan reparar las lesiones producidas, por lo que favorece la formaciéon de estas
aberraciones a partir de lesiones inducidas principalmente por agentes S-dependientes
(Gonzalez-Fernandez ef al, 1985; Kesavan y Natarajan, 1985). Los efectos
mutagenicos, co-mutagénicos y anti-mutagénicos mostrados por la cafeina han

despertado un gran interés, debido a su amplio uso.

La cafeina es el principal componente de! café, té, chocolates, y muchos refrescos,
principalmente los de cola, asi como de analgésicos y otros farmacos (Pollart ef al,
1987). Ademas sirve como fungicida, herbicida e insecticida, para las plantas que la
producen (Shin et al, 1990). Su consumo es elevado entre un gran numero de

personas.

El contenido de cafeina varia segun el producto del que se trate. En café expreso se
tiene desde 170 mg/taza, 110 mg/taza en el filtrado, 75 mg/taza en el instantaneo y 1
mg/taza en el descafeinado. En el t& de bolsa hay 50 mg/taza y en el de hojas y el
instantaneo 30 mg/taza. En el chocolate tenemos 40 mg/barra de 40 g. Los refrescos
de cola dietéticos o regulares contienen 45 mg/180 ml. Estos valores permiten
establecer el calculo total del consumo de cafeina al sumar la ingesta de café, teé,
refrescos de cola y chocolate (Beaulacu-Baillargeon y Desrosiers, 1987).

La cafeina es un ingrediente en muchos farmacos prescritos como: los estimulantes,
analgésicos para el dolor de cabeza y resfriados, tabletas para el dolor menstrual, para
el control de peso y diuresis (US Food and Drug Administracién, 1980). La cafeina se
usa en una variedad de farmacos orales, frecuentemente en combinacion con
analgésicos tales como la aspirina, paracetamol (IARC, 1990), fenacetina (IARC, 1987)
y propoxifeno, para dolores de cabeza y dolor menstrual, con tartrato de ergotamina
para el tratamiento de migrafias en combinacién con algunos antihistaminicos para
cotrarrestar sus efectos soporiferos (Gennaro, 1985; Griffith, 1989, McElvoy, 1989,
Consumers Unién, 1990; US Pharmacopeial Convention, 1990). La cafeina (como
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citrato de cafeina) ha sido usada por via intravenosa en el tratamiento de apnea
neonatal (McElvoy, 1989), para control de sintomas asmaticos y en espasmos
bronquiales (Stavric, 1988)

1.6 DISTRIBUCION Y METABOLISMO DE LA CAFEINA

La cafeina puede ser detectada en todos los fluidos del cuerpo y puede pasar a través
de las membranas biolégicas. Pasa también la barrera hematoencéfalica y la placenta.
En humanos, unicamente del 0.5 al 2% de la ingesta de cafeina es excretada sin
cambio por la orina. Asi mismo la absorcion de la cafeina por el tracto gastrointestinal
es rapida y completa en humanos, el 99% de la dosis administrada es absorbida en 45
minutos aproximadamente (Daly, 1993).

La cafeina es eliminada en animales por biotransformacion en el higado a
dimetilxantina, acidos dimetil y monoetilurico y derivados del uracilo, aungue hay
diferencias en la formacién y eliminacion de los metabolitos en diferentes especies de
mamiferos (ratas, ratones y hamster Chino) (Arnaud, 1985). En monos la cafeina es
completamente metabolizada a teofilina (Gilbert et al,, 1985, 1986). Sin embargo Nolan
y Kidder {(1979) sugieren que los linfocitos humanos pueden no ser capaces de

metabolizar la cafeina.

En humanos después de la ingesta de la cafeina, los metabolitos tales como teofilina,
teobromina, y paraxantina son detectados en los fluidos del cuerpo. Las
concentraciones de teofilina y teobromina en el plasma se incrementan en pequefia
proporcién. En contraste las concentraciones de paraxantina son diez veces mas altas
que la teofilina y la teobromina. Las concentraciones de cafeina en el plasma decrecen
mas rapidamente que la paraxantina, a pesar de las diferencias interindividuales, las
concentraciones de la paraxantina son mas altas que las de la cafeina despues de
ocho a diez horas de la administracion. Este perfil metabdlico en plasma, caracteriza a
todas las especies animales, la teofilina es el principal metabolito de la cafeina en el
plasma de monos, mientras que en ratas la paraxantina, teofilina y teobromina estan
presentes en cantidades similares. La cafeina, se metaboliza por enzimas
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microsomicas hepaticas y no se ha demostrado la contribucién por otros érgancs
(Arnaud y Welsh, 1980; Grant ef a/.,, 1987, Berthou ef a/l., 1989).

En la Figura 1, se presentan las vias metabdlicas de la cafeina, la teofilina y la
teobromina en el hombre. Después de la ingestion de 1 g de teobromina, el principal
producto de excrecién que se encontra en la orina de dos sujetos, expresado como
porcentaje de la dosis, es 7-metilxantina (28-30%), 3-metilxantina (14-21%), y
teobromina sin cambio (11-12%). También se excreta una pequefia cantidad de acido 7-
metilurico (3-4%), lo cual sugiere que la demetilacidon ocurre mas rapidamente en la
posicién 3 que en la 7 (Cornish y Christman, 1957).

Estudios en animales han sugerido que la cafeina induce algunas formas del citocromo P-
450 y que puede inducir su propio metabolismo. La induccién del metabolismo de la cafeina
ha sido demosfrado en animales pretratados con 3-metilcolantreno y naftoflavona (Aldrige
et al, 1977; Aldrige y Neims, 1979; Wietholtz ef al, 1981; Bonati ef al, 1982). El
fenobarbital practicamente no tiene efecto sobre la eliminacién de la cafeina. Se mostraron
efectos similares del 3-metiicolantrenc y fenobarbital en cultivo de hepatocitos humanos
(Ratanasavanh ef al., 1990).
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FIGURA 1 Metabolitos primarios de la cafeina en el hombre.

La induccién de la desmetilacion por 3-metilcolantreno, originando paraxantina y
teobromina, correlacioné significativamente, pero no para la formacién de Ila
teobromina, lo que sugiere que al menos dos isoenzimas de la familia P-4501A estan
implicadas. En otro estudio se establecido que la demetilacion de la posicidon 3 (3-
demetilacion) de la cafeina fue catalizada por el citocromo humano P-4501A2 (Butler ef
al, 1989). Esta enzima no participa en las desmetilaciones N-7 y N-1 de la cafeina las
cuales son mediadas al menos parcialmente por otras enzimas P-450 (Berthou ef al,
1991). Las vias metabdlicas muestran desmetilaciones multiples y separadas,
oxidacién del carbono 8 (C-8) y formacién de uracilo en humanos y roedores. Esta
transformacién ocurre en los microsomas del higado excepto para la oxidaciéon del C-8
de la 1-metilxantina en acido 1-metiturico, la cual esta mediada por la xantina oxidasa.
La biotransformacion reversa de teofilina a cafeina fue descrita inicialmente en infantes
prematuros tratados en el manejo de apnea. En los bebes tratados con teofilina, la
acumulacion de cafeina es debida a la inmadurez de las enzimas microsémicas
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hepaticas que corresponden unicamente a una tercera parte del nivel adulto normal
(Aranda et a/,,1979). En adultos, la cafeina producida a partir de ia conversién de
tecfilina a cafeina es metabolizada extensivamente y ha sido evaluada en un 6% de la
dosis de tedfilina (Tang-Liu y Riegelman, 1981) Ei metabolismo de Teofilina a Cafeina
ha sido mostrada en rata, pero la importancia cuantitativa de esta via no se ha
establecido {Arnaud, 1993).

El metabolismo de cafeina rinde productos demetilados farmacolégicamente activos
como la teofilina, la paraxantina, la teobromina y las monometilxantinas. Ademas son
formados metabolitos de anillos oxidados inactivos {uratos) y anillos abiertos (uracilos).
Las rutas metabdlicas para la cafeina son especie especificas. En humanos, el 70%
del producto del metabolismo son paraxantinas, la cual es también metabolizada en 1-
y 7- metilxantinas, aunque también se forman teofilina y teobromina, mientras que el
5% lo constituyen el anillo oxidado y el anillo abierto. En contraste con los humanos, la
teofilina puede ser el principal metabolito en otras especies, por ejemplo, unicamente el
60% del metabolismo es por via de la demetilacién en la rata, en contraste con el 95%

en humanos (Daly, 1993).

1.7 METABOLISMO DE CAFEINA DE CELULAS EN CULTIVO

Las enzimas que metabolizan diferentes tipos de farmacos estan distribuidas en tejidos
hepaticos y extrahepaticos como el cerebro, rifion y pulmdn (Wheeler ef al.,1990;
Hedlund et al, 1998). Se han identificado y incluso caracterizado los P450 y las
enzimas de conjugacién en muchos tejidos, mientras que su distribucion en el tejido
sanguineo ha recibido poca atencién debido a la dificultad que esto implica.

En cultivo de células humanas y de ratén la cafeina es metabolizada por desmetilacion:
en la exposicion de 1 a 3 h con una concentracién milimolar de cafeina marcada, se
vid que mas del 90% de los productos consistian en moléculas marcadas del
metabolismo y menos del 10% era atn cafeina. Los grupos metilo son transferidos y
utilizados en la sintesis de novo de timina, guanina y adenina en los acidos nucleicos.
La cafeina es metabolizada de forma similar en fibroblastos normales, de Lesch-
Nyhann, de xeroderma pigmentosum, células Hela, células de raton silvestre y células
deficientes en adenina fosforribosil-transferasa (Goth y Cleaver,1976). Sin embargo
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otros autores como Nolan y Kidder (1979), sugieren que los linfocitos humanos
posiblemente no son capaces de metabolizar cafeina.

1.8 EFECTOS GENETICOS Y CELULARES DE LA CAFEINA

En relaciéon con los efectos de tipo genético que presenta la cafeina yfo sus
metabolitos, en las células B-16 de melanoma de ratén Kolb y Mansfield (1980),
establecieron que la teofilina inhibié la sintesis del ADN, redujo el crecimiento celular,
elevo los niveles intracelulares de AMPc vy sus potenciadores en otras lineas celulares.
La inhibicion de la sintesis del ADN se asume como un efecto secundario del
incremento en los niveles de AMPc, resultado de la inhibicién de la fosfodiesterasa del
AMPc por la teofilina. Se sabe que el AMPc inhibe el crecimiento celular y el transporte
de metabolitos, también participa en la inhibicion por contacto, la formaciéon de las
estructuras del citoesqueleto e incrementa la adhesividad celular {Rajaraman y Fulker,
1984).

"Por otro lado, los efectos celulares de las metilxantinas en células tratadas con agentes
mutagénicos se pueden resumir de la siguiente forma (Roberts, 1984}

1) Invierte el efecto de los agentes que inducen disminucion en la sintesis de ADN.

2) Cambia el efecto de agentes que inducen inhibicién de la iniciacion del replicon.

3) Disminuye el tamafio de los replicones (aun en ausencia del ADN dafiado)

4) Inhibe la elongacion del ADN naciente.

5) Inhibe de forma tiempo-dependiente la nueva cadena del ADN.

6) Induce rompimientos de doble cadena del ADN de forma tiempo-dependiente.

7) Inhibe la escisién de la base dafiada.

8) Induce la sintesis protéica.

9) Previene el retraso de la fase S y arresto de G2 (induccién de mitosis prematuras)
Se sabe que la cafeina es metabolizada por la funcién oxidasa de la fraccion
microsomal hepatica (Arnaud y Welsh, 1980). Se puede incrementar la actividad
enzimatica en la metabolizacién del farmaco, en dosis altas (75 mg/Kg de peso
corporal). Sin embargo, los estudios in vifro no mostraron induccién o inhibicién de la
actividad de las enzimas microsomales después de seis dias de tratamiento con una
dosis oral de 37.5 mg/Kg de peso de cafeina (Aeschbacher y Wurzner, 1975).
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1.9 LA CAFEINA COMO POTENCIADORA DE DANO INDUCIDO AL ADN
POR AGENTES QUIMICOS

Existen muchos trabajos en la literatura que describen a la cafeina como un agente que
es capaz de amplificar el dafio genotéxico producido por muchos agentes fisicos o
quimicos La cafeina (1mM) ha sido utilizada para inhibir la reparacién del dafio
cromosomico p'roducido por la mitomicina-C en linfocitos humanos (Okoyoma y Kitao,
1981) y también para amplificar el efecto de la luz UV en células de Xeroderma
pigmentosum a una concentracion de 0.1 mM, concentracién que no afecta a las células
normales (Tohda y Oikawa, 1988). También se sabe que la cafeina en altas
concentraciones actua sobre la cadena sencilla del ADN (desnaturalizado) y se une
preferencialmente en regiones ricas en A-T, induce ligeros incrementos de Intercambios
de ICHs en linfoblastos de pacientes con Xeroderma pigmentosum y aumenta la
expresion de sitios fragiles en pacientes con fragilidad heredable (Timson, 1977; IARC,
1991) '

Se ha observado que la cafeina actia como modulador de quimicos mutagénicos y
carcinogénicos como la N-metil-N-nitrosourea (MNU) ¢ la N-metil-N"-nitro-N-
nitrosoguanidina (MNNG) aplicados en Salmonella typhimurium, antes, durante o
después del tratamiento, en donde ia cafeina en combinacién con alguno de los
mutagenos produce una amplificacion significativa del dario, lo cual se atribuye a la
inhibicion de alguno de los mecanismos especificos de la reparaciéon del ADN (Samson
ef al., 1988; IARC, 1991; Balansky, 1992).

Se sabe que la cafeina y otras xantinas metiladas tienen efectos pleiotropicos en
muchos organismos y en los sistemas de cultivo de células. Estos efectos incluyen
mutagénesis, induccién de aberraciones cromosdmicas, inhibicion de la reparacion
post-replicativa en células de mamifero irradiadas con luz UV, alteracion de la
frecuencia de mutaciones inducidas por radiaciones o agentes quimicos, reduccion de
ta carcinogénesis de piel inducida por la UV, incremento in vitro de la transformacion
inducida por quimicos carcinégenos y modificacién de los niveles del AMP-ciclico.
Todos estos efectos muestran que la cafeina puede interactuar con el material genético,
pero los mecanismos moleculares no estan bien entendidos. Algunos efectos pueden
ser mediados por la cafeina por si misma, mientras que otros pueden estar mediados
por sus productos metabolicos y los efectos encontrados en los propios animales
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pueden implicar diferentes vias bioguimicas (Goth y Cleaver, 1976, Nolan y Kidder,
1979).

Se han descrito varios mecanismos de accién de la cafeina sobre los sistemas

bioldgicos de prueba. La cafeina tiene la capacidad de:

(a) Incorporarse en los sitios dafiados del ADN. Hay evidencias de que la cafeina puede
ser integrada en sitios dafiados del ADN (Lehmann, 1972) y de esta forma las enzimas
de reparacion ya no son capaces de reconocer el dafio y participar en la restauracion de
la estructura del ADN.

(b) Realizar modificaciones conformacionales del ADN. Lang en 1975 presentd
evidencias de que los sitios de reconocimiento para las enzimas de reparacién son
modificados por insercién de las moléculas de la cafeina dentro del ADN cambiando la

estructura tipo-B.

(c) Permite una desactivacion de la inhibicién de la divisién celular inducida por
radiacién en la replicacién. Painter (1980b) atribuyd la interaccion enire el dafio de la
radiacion y la cafeina como un incremento en el numero de sitios activos de inicio de los
replicones en presencia de cafeina, evitando un alargamiento de la fase-S producida
por la radiacién, impidiendo que la célula cuente con suficiente tiempo para los procesos

de reparacion.

(d) Desactivar el bloqueo de la fase G2 inducida por la radiacién. Existen numerosos
trabajos que describen que la cafeina reduce el tiempo en G2 de las células que son
irradiadas. (Scaife, 1971; Boynton ef al., 1974; Walters ef al., 1974, Snyder et af , 1977;
Tolmach et al,, 1977; Busse et al., 1978; Tomasovic y Deweyy, 1978; Kimler et al., 1962,
Lucke-Huhle, 1982; Lucke-Huhle ef af, 1983). Asi mismo, se ha descrito que la cafeina
juega un papel crucial en los procesos de fosforilacién de las proteinas. El principal
efecto de la cafeina es una reduccién en el tiempo disponible para la reparacién antes

de que finalmente se fije el dafio durante la mitosis.

(e) Interfiere con la reserva de elementos precursores del ADN. La cafeina inhibe la
sintesis de novo y utilizacion de purinas adicionales exdgenas, asi como la sintesis de

nuevas pirimidinas (Waldren ef al., 1983).
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(f) Inhibe de manera directa las enzimas de reparacion del ADN. Frecuentemente, se ha
especulado que la cafeina puede afectar directamente enzimas de reparacion
especificas (Kihiman, 1977). Los mecanismos fueron identificados por Selby y Sancar
(1990a,b) en Escherichia coli, y explican al menos el mecanismo de inactivacion de las

enzimas de reparacion por escision.

La cafeina tiene una estructura quimica similar a las purinas del ADN (Kligerman et &/,
1988). Bloquea los receptores de adenosina, inhibe la fosfodiesterasa del AMP-ciclico,
se une a una de las cadenas del ADN, modifica la distribucién intracelular de calcio e
inhibe la actividad de la poli (ADP)-polimerasa, la topoisomerasa Il y las fosforilasas
(IARC, 1991). Todas estas acciones pueden ser sumadas a uno o varios procesos
celulares importantes incluyendo: fa reparacion del ADN (escision, fotorreactivacion y el
post-replicativo) y la divisién celular (Selby y Sancar, 1990a,b; IARC, 1991; Rowley,
1992). Algunos estudios han mostrado que la cafefna puede afectar el metabolismo de
los precursores del ADN (Haynes et al, 1984), asi como inhibir fas enzimas que
participan en el metabolismo de las purinas y pueden por lo tanto alterar la proporcion
normal de la reserva de los. precursores del ADN, y esto inducir errores en el

apareamiento de las bases.

Se ha descrito que la cafeina también puede inhibir tanto fa sintesis de novo, como la
utilizacién exégena de purinas. La fidelidad de la replicacion se ve afectada
relativamente por una disminucién en las concentraciones de desoxirribunucléotidos
trifosfatados (dNTPs). Debido a ambos desbalances en el aporte de los dNTPs y a una
disfuncién en el sistema de reparacion se producen las mutaciones, las aberraciones

cromosémicas y los ICHs en células de mamifero en cultivo (Reichard, 1988; IARC,
1991).
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1.10 INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS

Muchos compuestos catalogados como mutagenos-carcindgenos (Shiraishi y Sandberg,
1980) y los clastdgenos no mutagénicos (Hori, 1981; Madle et al., 1981; Oikawa et al.,
1980) son capaces de inducir ICHs en células humanas y su actividad inductora es
aproximadamente paralela a su actividad mutagénica en sistemas de prueba
bacterianos {Giri ef al,, 1979; Tucker y Preston, 1986, Donovan ef a/,1997; Giri y
Mukhopadhyay, 1998; Eliopoulos y Mourelatos, 1998; Steiner y Kuempel, 1998). Sin
embargo este hecho no significa necesariamente que todos los humanos respondan
similarmente a un mutagenc o a un clastégeno particular, debido a que se sabe gue la
habilidad de los seres humanos para metabolizar estos agentes quimicos y reparar el
dafo introducido por ellos es muy heterogénea. Como ejemplos extremos tenemos a las
células del sindrome de Bloom y Xeroderma pigmentosum, donde ambas enfermedades
predisponen al cancer, muestran una frecuencia alta y espontéanea de ICHs y son
susceptibles a la induccion de éstos por luz ultravioleta (UV), (Chaganti et al.,, 1974; De
Weer—KasteIeih etal., 1977; Tucker et al., 1993).

Los ICHs son el reflejo del dafio al ADN, inducido por agentes quimicos
mutagénicos, carcinogénicos, ultrasonido, luz UV, radiacién ionizante, desnutricion y
temperatura entre otros (Kato, 1980; Ortiz y Betancourt, 1984; Morales-Ramires et
al., 1987, 1988;Tsuji et al , 1988; Barale, et af, 1993; Gennart et al,, 1993; Lakhanisky ef
al, 1993; Betancourt et al 1992; Leonard y Gerber, 1994). Los ICHs, son
transposiciones simétricas en el mismo /ocus entre las cromatidas de un mismo
cromosoma, que no producen alteraciones estructurales, y su frecuencia es utilizada
como un indicador de dafio producido al material genético y su analisis ofrece la
posibilidad de ensayos rapidos, sensibles y cuantitativos empleando dosis de 10 a 100
veces menores que las utilizadas para inducir aberraciones cromosdmicas (Sivikova y
Dianovsky, 1995; Donovan et al., 1997).

Se ha demostrado que para dar origen a un intercambio de doble hebra de ADN
entre cromatidas hermanas, es necesario que la célula pase por la etapa de sintesis del
cicto celular y que el sitio para la formacidn de los ICHs este confinado a la horquilla de
replicacion (Kato, 1980), mientras que Schvarztman y colaboradores (1979), proponen
gue la induccién de ICHs aumentaba durante la replicacién del ADN debido a la
presencia de lesiones no reparadas. Estas evidencias indican que la etapa en la que se
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producen los intercambios en las cromatidas hermanas es durante la sintesis del ADN,
ya que es el momento en que las zonas homélogas de las cadenas nacientes del ADN
se encuentran mas cercanas, permitiendo que se lleven a cabo dichos intercambios de
manera simétrica y equivalente a nivel molecular, lo que significa un menor costo de
energia para la célula que si ocurriera después de la fase de sintesis del ADN, ya que
implicaria un sistema de reconocimiento y de asociaciéon de las moléculas del ADN ya

duplicadas. (Figura2a y b).

Painter en 1980(a) propuso, que lfos ICHs son el reflejo de errores en la sintesis, e
involucran rompimiento y reunién del ADN en loci homologos de las cromatidas, como
resultado de una mala replicacién de la hebra molde de ADN dafiado, probablemente por
recombinacion o pérdida de velocidad de la hoquiiIIa de replicacion. Los intercambios de los
dos filamentos entre las dos moléculas de ADN posiblemente ocurren por alguna de las fres
siguientes vias: 1) Un intercambio entre crométidas que han sido rotas independientemente
en sitios homdlogos; 2) Un sistema de reparacion que opera durante la replicacién del ADN
y 3) Un error en la repiicacién del ADN. Sin embargo, el mecanismo molecular responsable
para el infercambio todavia no se conoce (Knuutila, 1979; lannuzi ef al, 1991; Morales-
Ramirez ef al., 1995b; Tucker y Preston, 1996).
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FIGURA 2a. Fotomicro

intercambios de crométidas hermanas {Ki
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FIGURA 2b, Incorporacién de Brdy {ww-—vw) en cromosomas de linfocitos humanos

durante dos ciclos de Replicacién: {A) primer ¢iclo, (B) segundo ciclo, (C) segundo ciclo
mostrando un intercambio terminal (T} e intersticial (1)
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Por muchos afios la prueba de ICHs ha sido considerada como una de las técnicas mas
sensibles para detectar dafio por exposicién a agentes mutagénicos, quizas mas que la
de aberraciones cromosodmicas (Hartmann et al, 1995; Sivikova y Dianovsky, 1995). A
pesar de que los mecanismos de formacidén y su significado biolégico no han sido
establecidos, es claro que las lesiones inducidas en el ADN durante su duplicacion
conducen a la aparicion de ICHs, pueden diferir en origen (Cortés ef al,, 1994) y seguir
varios caminos, de modo que: 1) las lesiones pueden perderse por muerte celuiar, 2)
diluirse mediante la divisién de las células precursoras, o por reparacion del ADN
(Kiigerman et al, 1988), sin embargo se sabe que un porcentaje de estas lesiones en el
ADN, capaces de inducir ICHs, pueden persistir en algunos casos a través de
generaciones celulares sucesivas (Cortés et al, 1994; Daza et &, 1992; Morales-
Ramirez et al., 1995a,b).

1.11 CICLO CELULAR Y SU CONTROL GENETICO

El estudio de la division y el ciclo celular fue posible principalmente con el desarrollo
del microscopio en el siglo XVII, seguido por el desarrollo de la Teoria Celular en el
siglo XIX (Ford, 1998). Pero desde 1953 Howard y Pelc demostraron que la sintesis de
ADN ocurre en un periodo discreto entre mitosis y se le denomino fase S. El periodo
previo a la fase S fue denominado como Gap (hueco) 1 (G1) el periodo posteriora Sy
antes de la mitosis fue denominado Gap 2 (G2) (Baserga, 1985). Es decir el ciclo
celular fue dividido en cuatro fases distintas G1,S, G2 y M (mitosis) (Howard Y Pelc,
1953; Baserga, 1985). Poblaciones de células viables y metabdlicamente activas que
no se estan dividiendo, come las células diferenciadas, se dice que estan en GO.
(Figura 3).

Rao y Johnson en 1970 realizaron experimenios fusionando células que estaban en
diferentes fases del ciclo celular. Cuando las células en fase S se fusionaron con
celulas en G1 o G2, el nucleo en fase G1 enfraba en sintesis de ADN prematura,
mientras que el niicleo en G2 se bloqueo hasta que el nicleo en fase 8 completo la
replicaciéon de su ADN. No asi en el caso en que se fusiona células en S con células en
fase de G2. Sin embargo resulto que la célula en G2 re-replicd su ADN. Estos
resultados indican que: 1) las células en fase S tienen un factor promotor de la sintesis
(SPF), 2) ias células en G2 son resistentes a los efectos del SPF, y 3) las células en
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fase S contienen factores que inhiben la entrada a mitosis hasta que el ADN se ha
replicado completamente.

— G2

Células que
no se dividen

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Anafase * " Metafase

Figura 3. Representacion esquematica de las fases de un ciclo celular tipico.
Después de la mitosis (M), la célula inicia un nuevo ciclo G1). Las c¢élulas pueden
no dividirse (GO) o continuar por G1, viéndose reforzadas a comenzar la sintesis
de ADN (S) y completar el ciclo (G2 y M). Después de la mitosis se produciran
dos células hijas. (Klug y Cummings, 1999).

En experimentos similares, las células en metafase (M) fusionadas con células en
cualquier punto de [a interfase originaron células con la membrana nuclear
fragmentada y condensacién prematura de la cromatina de estas ultimas, demostrando
que las células en M poseen un factor promotor de la mitosis (MPF) que es
transdominante con respecto a todas las células interfasicas. Es claro entonces que las
células en division presentan factores que actuan a través del ciclo celular asegurando
un orden progresivo a lo largo del mismo, que también se encargan de que cada
evento ocurra en el tiempo correcto y que no sea inapropiadamente repetido u omitido.

Oftra area importante en el estudio del ciclo celular es la permanencia de la integridad
del genoma y la habilidad de las células para reparar el ADN dafiado antes de su
replicacion y de la mitosis, ya que si esto no fuera asi resultaria en muerte celular y/o
acumulacion de mutaciones (Kaufmann y Paules, 1996). Incluidas dentro de los
mecanismos que las células utilizan para asegurar la integridad del genoma, estan las
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vias de sobrevivencia conocidas como control genético del ciclo celular (cell cycle
checkpoints). La respuesta al control genético del ciclo celular ha sido considerada
cOmMo una pausa inducida activamente en progresién a través del ciclo celular después
de la exposicion a agentes que causan dafic. Esta pausa temporal se piensa que es
para que las ceélulas reparen su ADN dafiado antes de reiniciar el ciclo y completar la

mitosis.

Despues de los trabajos de Rao y Johnson (1970) con diferentes sistemas que
incluyeron levaduras, moscas de la fruta, invertebrados marinos, anfibios y células de
mamifero, se ha llegado a un mejor entendimiento de los MPF y SPF, los eventos
moleculares que controlan la progresion del ciclo celular y las funciones del control
genético. Punto central de lo anterior son las actividades de complejos protéicos
formados por una subunidad protéica reguladora conocida como ciclina y una
subnidad de proteina quinasa con actividad catalitica (referida como quinasas
dependientes de ciclinas). Ambos el MPF y el SPF forman parte de estos complejos
proteinicos. Diferentes complejos ciclinas/quinasa (ciclina/cdk) son ensamblados vy
activados en puntos diferentes del ciclo celular (lliakis, 1995; Nigg, 1995) (Figura 4).

Ciclinas de la fase G1

En G1 temprana, hay una serie de eventos moleculares que determinan si ia célula
entra al ciclo o permanece en G0, Lo predominante en esta G1 temprana e induccién
de las ciclinas tipo D y la subsecuente fosforilacién de la proteina del retinoblastoma
(pRb). Desde el inicio hacia la mitad de G1, si se retiran los factores de crecimiento
externos resulta un rapido descenso de las concentraciones de la ciclina D y el paso a
la siguiente fase del ciclo (Matsushime et al, 1991). Al final de G1 ocurre un punto,
referido como punto de restricciéon donde el que se retiren los factores externos de
crecimiento hace que el bloqueo de la progresion falle y la célula es
irreversiblemente llevada a proseguir el ciclo celular (Pardee etf al., 1978). Este punto
de restriccion se ha perdido en muchos de los tumores humanos (Levine et al,, 1991}
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Figura 4. Las ciclinas y las ciclinas dependientes de cinasas (cdks) son
esenciales para el control del ciclo celular en eucariontes. Las ciclinas
(subunidades reguladoras se unen a las cdks (subunidades cataliticas) para
formar los complejos actives ciclincdk, (explicacién en el texto). (Tomado de
Pharmigen).

La ciclina D juega un papel importante en la continuidad de G1 a la fase S. Las
ciclinas tipo D tienen una vida media relativamente corta de aproximadamente 20 min y
rapidamente desaparecen cuando se remueven los factores de crecimiento o con la
aparicion de sefiales antiproliferativas (Matsushime ef al, 1991). En poblaciones
celulares en donde las células se estan dividiendo continuamente las concentraciones
no cambian a largo del ciclo celular. Hay tres isoformas de ciclinas D, conocidas en
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mamiferos (D1, D2 y D3). Cada tiene su propio patrén de expresién en diferentes tipos
celulares (Motokura et al., 1991; Kiyokawa et al., 1992; Won, et a/., 1992; Ajchenbaum
et al, 1993). Las ciclinas tipo D normalmente se asocian con las kinasas 4 y 6 (Figura
4). Los complejos ciclina D/cdk4/6 funcionan en la fosforilacion de la famiilia de
proteinas pRb, esta y otras proteinas relacionadas actuan atrapando y por lo tanto
inactivando numerosos factores que participan en la progresion del ciclo celular
(Herwig y Strauss 1997). Los mejor caracterizados son la familia de proteinas 2F2, que
estan integradas por factores de transcripcién los cuales se unen y secuestran formas
hiperfosforiladas de pRb. En la fosforilacién por el complejo ciclina D (cdk4/6, las
proteinas E2F son liberadas y pueden ser asociadas con ofras proteinas como la
familia DP-1, para formar complejos que actuan como activadores transcripcionales
para varios genes requeridos en la fase de S, Entre estos genés estan los de: la
timidina quinasa, la dihidrofolato reductasa, la ciclina E, la ADN polimerasa «, el E2F1,
el antigeno nuclear de Ia prolifreracion celular, la histona H2A y la Cdc2 (Dou ef al,
1991; Dyson, 1998).

La actividad de la ciclina E sigue a la actividad temporal de la ciclina A. La ciclina E se
asocia con la quinasa 2 y tiene una mayor especificidad de sustratos que el complejo
D/Cdk ya que es capaz de fosforilar una variedad de proteinas ademas de pRb (Dulic
et al., 1992; Koff ef al, 1992). Los complejos de las ciclinas D y E, parecen actuar
cooperativamente en la fosforilacidén de pRb (Lundberg y Weingberg, 1998).

Ciclinas de la fase S

La ciclina A aparece primero en G1 y aumenta durante la fase S, mientras ocurre la
replicacién del ADN, continua aumentando hasta G, y se degrada en la fase de M
(Minshull ef al., 1990; Murray y Hunt, 1993, , Pines y Hunter, 1990). La ciclina A se
requiere para la transicién de la fase G1 a S, la progresion de S y la continuacion de
G2 a M. La ciclina A se asocia con Cdk2, Cdc2 (o Cdk1) (Pines y Hunter, 1990,
Rosenblatt ef al., 1992). Hay evidencias que apoyan el hecho de que la actividad del
complejo ciclina A/Cdk esta presente en ambas fases S y G2, mientras que fa ciclina
A/Cdc2 existe principaimente en G2. (Figura 4). El ensayo de quinasas in vitro ha
mostrado que el complejo ciclina A/Cdk2 tiene actividad de quinasa en pRb y la histona
H1, mientras que A/Cdc2 fosforila la histona H1 (Minshull ef af, 1990; Pines y Hunter,
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1990). Se ha establecido que asi como las ciclinas D y E, la A esta desregulada en
algunos tumores humanos (Chao et a/,, 1998).

Ciclinas de la fase G2/M

El paso de las células de G2 a Mitosis esta regulado por la ciclina A y por la ciclina
B/Cdc2 como ya se mencioné. La ciclina B aparece primeramente en la fase S, se
incrementa a través de G2 y se degrada durante la anafase (Figura 4). La ciclina
B/Cdc2 alcanza su mayor actividad al final de G2 y asi permanece hasta que se
degrada (Pines y Hunter, 1989). La ciclina B/Cdc2 se ha identificado como el principal
componente de MPF (Arion ef al., 1988; Gautier, 1990). En las células de mamifero se
han caracterizado tres isoformas de la ciclina B: la B1. B2 y B3. Las ciclinas B1 y B2
son citoplasmicas hasta la transicion G2/M, estas entran en el nucleo justo antes de
que se rompa la envoltura nuclear (Pines y Hunter 1991, Li, et al, 1997). La
localizacion nuclear de las ciclinas B1 y B2 parece estar reguiada en parte por la
fosforilaciéon y es requerida para la funciéon normal (Li, ef al, 1997) La ciclina B3
parece ser nuclear, asociada con ambas Cdc2 y cdk2, y tiene similitudes con la ciclina
A

La funcién del control genético del ciclo celular

Bajo circunstancias normales el ciclo celular progresa sin interrupciones. Sin
embargo si las ciclinas celulares sufren dafio, las células usualmente tienen la
capacidad de parar temporalmente en las fases G1, S, o G2, reparar el dafio (si es
posible), y regresar al ciclo celular. Cuando el dafio es severo, las células pueden
alternativamente sufrir apoptosis o entran en el esto GO de forma irreversible. Las vias
moleculares que monitorean el movimiento a través del ciclo celular, inspeccionan el
dafio celular y generan una pausa en la progresion del ciclo celular si ocurrié el dafio,
son denominadas puntos de control (chekpoints) (Figura 5) (Hartwell y Weiner, 1989,
Elledge, 1996). Estos frecuentemente implican cancelacién en la actividad de las

ciclinas/Cdk.
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Control genético en fase G1

Después del dafio en G1 temprana a media, las células pueden retrasarse en G1en el
punto de control de esta fase (Figura 5). Esto depende del incremento de la expresion
y activacion de los productos génicos de p53 (Kastan et a/., 1991). El gen p53 ha sido
caracterizado como un supresor de tumores ya que se ha encontrado mutado en mas
del 50% de los tumores humanos. El gen p53 tiene normalmente una vida media corta
(aproximadamente 15 min), pero es inducido y activade a través de mecanismos
postraduccionales en respuesta al ADN dafiado (, Maltzman y Czyzyk, 1984; Kastan et
al, 1991). Agentes como la radiacién ionizante (Rl), la ultravioleta (UV), los agentes
guimicos radiomimeticos y el estrés oxidativo pueden también inducir a p53 (Kastan ef
al, 1991).

Control genético en fase S

La respuesta al control genético de la fase de la que menos se conoce es S
comparada con G1 y G2. Similarmente a estas fases, la respuesta al control genético
en S es estereotipica para una amplia variedad de dafio al ADN (Kaufmann y Paules,
1996). Agentes carcinogénicos conocidos incluyendo la R, la radiacién UV-B y UV-C,
el metil metano sulfonato, y el benzo(a)pireno, dafian al ADN y disparan la repuesta en
fase S; asi como algunos agentes quimioterapéuticos como la bleomicina, amsacrina,
etc. La actividad de la ciclina A/Cdk2 se requiere para la progresién de la fase S y la
sintesis de ADN (Figura 4). La RI suprime fuertemente la actividad de la ciclina A/Cdk2
(Beamish et al,, 1996}, Sin embargo esta supresién no ocurre en células de individuos
con ataxia telangiectasia (AT), indicando que el producto génico mutado de la AT el
pATM puede ser un regulador en cascada de la actividad de la ciclina A/Cdk2
(Beamish et al., 1996).

El control genético de la fase G2

Agentes como la Rl y el estrés oxidativo pueden disparar una respuesta al control
genético en G2 (Figura 5) que resulta en un retraso en la activacion de la ciclina
B/Cdk2 en el limite de Gu/M (Figura 4). Células tratadas con RI resuitan en la
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acumulacién de Cdc2 fosforilado en los residuos 14-treonina/15 tirosina, lo que da
como resuttado la inhibicién de la actividad de la ciclina B/Cdk2 (Loch y Ross, 1990a,b;
Herzinger ef al., 1995; Paules et al., 1995). La activaciéon de la ciclina B/Cdc2 se da a
través de ia accion de la fosfatasa CDC25C la cual remueve los residuos fosforilados
14-treonina/15 tirosina (Gautier ef al, 1991, Strausfeld et af, 1991). La
hiperfosforilacion de CDC25C correlaciona con un incremento en la actividad cercana a
G2/M y esta hiperfosforilacién no ocurre en las células arrestadas en G2 por dafio al
ADN. Similarmente, el complejo ciclina B/Cdc2 y CDC25C, el cual normalmente se
asocia con G2/M, no asi en las células con el ADN dafiado (O 'Connor et al., 1994),

Existen otros niveles de regulacién del control genético en G2, Como ya se mengiono,
el complejo ciclina B/Cdc2 es citoplasmico en S/G2 y entra al nucleo al final de G2
(Pines y Hunter, 1991, Gallan y Nigg, 1992} El complejo B/Cdc2 es retenido en el
citoplasma después del tratamiento con RI, sugiriendo que sus diferentes
localizaciones pueden tener importancia en algun aspecto para la funcién del control
genético en G2 (Smeets et al, 1994, Toyoshima ef al, 1998), especialmente esta

activo si la exposicion es continua.

Control genético de la fase M

El uitimo punto de control se encuentra en la misma mitosis (Figura 5). En este punto
se comprueba, antes de iniciarse la migracion de los cromosomas en la anafase, tanto
la formacién correcta de las fibras del huso como su unién a los cinetocoros de las
cromatidas. Si por alguna razén el huse no se ha formado completamente o no ha
ocurrido un adecuado enganche, la mitosis se detiene, antes de la iniciacion de la
anafase (la separacion de las cromatidas hermanas hacia los polos de huso mitético) la
célula verifica que todos los cromosomas estén propiamente alineados con las fibras
del huso unidas a cada cinetocoro (Tyson, 1999, Molinari, 2000). Este punto de control
parece estar regulado, no por un complejo Cdk-ciclina, sino méas bien por enzimas
proteoliticas especificas cuya producciéon se ha estimulado por el MPF (Klug y
Cummings 1999).

Todavia no se ha clarificado completamente ef mecanismo preciso mediante el cual el
complejo Cdk-ciclinas y las méteculas que son fosforiladas funcionan para llevar a cabo
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los controles discutidos anteriormente No obstante se dispone de una gran cantidad
de informacién que proporcionara las bases para una comprension global de la
regulacién genética del ciclo celular. Estos conocimientos indudablemente
proporcionaran informacién basica sobre la comprension y tratamiento del céancer (Kiug

y Cummings 1999)

Las metilxantinas y la “anulacién” del control genético

Hipotéticamente las respuestas al control genético en G1, S y G2 es seguida por
células dafiadas ya sea para reparar el dafo, particularmente del ADN, vy
alternativamente sufrir apoptosis ¢ entrar en estado GO permanente (Pardee et al,,
1978; Murray y Hunt, 1993). En apoyo a esta hipétesis se tiene la habilidad de algunas
metilxantinas, como la cafeina y la pentéxifilina para liberar los retrasos en los puntos
de control en G1, S y G2 después de la exposicion a Rl y agentes alquilantes (Russell
et al,, 1995; Chang et al,, 1997). Los tratamientios simultaneos de células con ambas
metilxantinas y agentes gue dafian al ADN realzan la letalidad de estos (Fingert et
al.,1986; Russell et al., 1995). Por ejemplo, cuando células de hamster en G1/S se
trataron con 0.5 uM de mostaza nitrégenada, sobreviven el 90% mientras que el
mismo tratamientos combinado con 2mM de cafeina resultd de 5 a 10 veces mas letal
(Lau y Pardee, 1982) Los mecanismos por los cuales se ejerce la accion de las
metilxantinas sobre la supresidn de los puntos de control no son claros, pero parece
ser que estan implicados os eventos que gobiernan la fosforilacién de los residuos 14-
treonina/15 tirosina sobre Cdc2, antes mencionados (Poon ef af,, 1996).
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Figura 5. La regulacion del ciclo celular es como el confrol de una lavadora de plates. El
selector se gira en el sentido de las manecillas del reloj de un punto de control (“checkpoint”)
hacia el siguiente. Las fases del ciclo celular son como las fases de un ciclo de lavado:
remojar, lavar, enjuagar y secar. El control de la lavadora tiene al menos un checkpoint, al
final del ciclo, para asegurarse que la puerta se abra y se cierre (presumiblemente para sacar
los platos limpios e introducir los sucios) antes de que comience el nuvo ciclo. El ciclo de las
células embrionarias es aveces como una lavadora fuera de control, pasan varios ciclos de
lavado aunque no haya ningin plato sucio en la maquina (Tayscn, 1999).
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1.12 LINFOCITOS HUMANOS IN VITRO COMO SISTEMA DE PRUEBA

Los linfocitos son muy pequefos con una alta proporcién nucleo/citoplasma. Hay dos
tipos de linfocitos, los T (dependientes del timo) y las células B (dependientes de la
bursa o de la médula dsea). Los primeros estan relacionados con la inmunidad
mediada por células y los ultimos con la inmunidad humoral No se distinguen
morfolégicamente, pero pueden ser identificados en base a técnicas que denoten los
marcadores de membrana (Watt y Stephen,1986).

La materia extrafa (antigenos) provoca dos tipos principales de respuesta inmune in
vitro: los linfocitos T se sensibilizan con inmunoglobulinas, mientras que ios linfocitos B
producen anticuerpos libres. Después de la exposicién a un apropiado antigeno,
ambos linfocitos T y B tienen la capacidad de convertirse en células proliferantes con
una apariencia inmadura (transformacion blastica). Las células T son la mayoria (70%)
y pueden ser divididas en ios tipos cooperadores, supresores y citoldxicos. La
diferenciacion de linfocitos B humanos en células plasméticas que secretan
anticuerpos esta regulada por estos subgrupos de linfocitos T funcional y
fenotipicamente diferentes. La identificacién de las subpoblaciones de las células T se
ha facilitado por la disponibilidad de anticuerpos monoclonales que reconocen varios
antigenos de diferenciacién de las células T. De aqui que la actividad mitdtica de las
células B implique a las células T y una complicada cooperacién entre estos tipos es

esencial para la competencia inmunoldgica (Watt y Stephen, 1986).

El ciclo celular promedio de los linfocitos es de aproximadamente 24 h. Donde G1 tiene
una duracién aproximada de 12 h y el tiempo promedio de la fase de sintesis (S) del
ADN en éstas células es aproximadamente de 6 horas y G2 es de 4 h. Actualmente la
mitosis (profase, metafase, anafase y telofase), tiempo durante e cual los cromosomas
son visibles, es de aproximadamente una hora (Watt y Stephen, 1986).

Por su parte los estudios de individuos expuestos, y de células en cultivo, han
mostrado que los linfocitos humanos de sangre periférica son un indicador
extremadamente sensitivo de cambios en la estructura cromosdmica inducidos tanto in
vivo (Evans, 1982, Evans et al,1979), como in vitro (Evans, 1970; Buckton y Evans,
1973). Dichos cambios en la estructura cromosémica ofrecen una evidencia
morfoldgica de dafio al material genético. A pesar de los problemas que existen en la
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extrapolacion de los resultados in vifro a la situacion in vivo, los linfocitos ofrecen las

siguientes ventajas como sistema de prueba:

1.

Se obtiene facilmente un gran numero de células humanas: en pocos ml de sangre
periférica que se extraen facil y repetidamente de un individuo se obtienen por cada
ml de 1 a 3 x 10° linfocitos.

Los linfocitos se distribuyen en todo el cuerpo, circulando en todos los tejidos y una
proporcién tiene vida iarga.

Virtualmente todos los linfocitos de sangre periférica son una poblaciéon celular
sincronizada en el mismo estado G0 o G1 de la interfase, y en individuos sanos,
estas celulas no se encuentran en proliferacion mitética in vivo.

Una proporcion de los linfocitos puede ser estimulada por mitogenos para inducirlos
a la division en cultivo, son faciimente cultivables y esto provee de una fuente
rapida de células en divisién para la evaluacion de parametros citogenéticos como
las aberraciones cromosémicas numéricas (ACN) y estructurales (ACE) y los
intercambios de cromatidas hermanas (ICHs), el indice mitético (IM), la cinética del
ciclo celular (CCC) el indice de replicacién (IR), tasa de proliferecion linfocitica
(TPL), cromosomas satelitados asociados (AS), etc. (Roldan y Altamirano, 1990)
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2, JUSTIFICACION

En experimentos previos se ha mostrado que el pentdxido de vanadio no aumenta la
frecuencia de ICHSs, sin embargo cuando se combina con cafeina se obtiene un
incremento en Ia frecuencia de este parametro. Se sabe que [a cafeina es un agente
que inhibe los mecanismos de reparacion post-replicativos Y por escision y amplifica el
dafio producido por agentes mutagénicos tanto fisicos como quimicos, por lo tanto el
incremento en [a frecuencia de ICHs es posible que se deba a Ia accion de la cafeina
sobre los mecanismos de reparacion, los cuales dependen de la fase del ciclo y del
numero de divisiones celulares en los que actue la cafeina, expresandose de esta
manera las lesiones producidas por el pentéxido de vanadio en forma de ICHs,

Por estos motivos y conociendo el hecho de que la cafeina presenta un consumo
significativo entre las poblaciones, el presente trabajo pretende elucidar cual es e
mecanismo de accion de la cafeina y sU papel en la expresién de lesiones inducidas
por el pentdxido de vanadio en cultivo de linfocitos humanos y que son capaces de
manifestarse como ICHs, asf como caracterizar su comportamiento metabdlico en los
mismos cultivos.,

TRSIS CON
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3. HIPOTESIS

El pentdxido de vanadio es un agente metélico que no incrementa la frecuencia de ICHs
en linfocitos humanos in vitro, sin embargo es capaz de producir lesiones en el ADN que
son eliminadas rapidamente por los mecanismos de reparacién de las células. La cafeina
es un compuesto que inhibe los mecanismos de reparaciébn por escisidbn y post-
replicativos Por lo tanto si cultivos de linfocitos humanos son tratados con V,0s5 y con
cafeina en diferentes tiempos y etapas del ciclo celular, esta combinacién favorecera que
las lesiones producidas por el vanadio se expresen como ICHs debido a la accién de la
cafeina o alguno de sus metabolitos sobre los mecanismos de reparacion.

OBJETIVOS

Generales:
1. Estudiar el comportamiento metabdélico de la cafeina en cultivo de linfocitos humanos.

2. Evaluar el papel de la cafeina en la expresién de lesiones inductoras de ICHs

producidas por el V,0s

Especificos:

1. Analizar el posible metabolismo de la cafeina en cultivos de linfocitos humanos.

2. Establecer la vida media de |la cafeina en los cultivos de linfocitos humanos.

3. Estudiar el efecto del vanadio en la induccién de ICHs en diferentes ciclos de
replicacién.

4. Estudiar el papel de la cafeina sobre la frecuencia de ICHs inducida por el vanadio en

diferentes etapas del ciclo celular y diferentes ciclos de replicacion.
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4. METODOLOGIA

4.1 Cultivo de linfocitos humanos

A partir de donadores humanos del sexo masculine y clinicamente sanos, se extrajeron
por puncidon venosa 5 ml de sangre periférica, con una jeringa heparinizada.
Posteriormente 0.5 ml de esta sangre se cultivaron en 4.75 ml de medio McCoy 5A
suplementado con 0.25 ml de fitohemaglutinina M (Microlab) y se incubaron durante 72
horas a 37° C en |la obscuridad.

A las 24 horas de iniciados los cultives, se les adiciond 0.1 ml de una soluciéon de 5-
bromodesoxiuridina (BrdU, Sigma) en una concentracion de 5 pg/ml. A las 70 horas se
le adiciond 0.1 ml de una solucidon de colchicina en una concentracion de 4 ug/ml

(Merck) y se le dejé actuar 2 h.

Una vez transcurrido este tiempo los cultivos se centrifugaron a 1000 RPM durante 5
min y el paguete celular se sometié a un chogue hipotdnico con una solucién de KCI
(Merck), 0.075 M por 20 min a 37° C. Posteriormente se realizé otra centrifugacion y
las células se fijaron en una solucién de metanol-acido acético (3:1) (Merck), con tres
cambios de la mezcla fijadora, 20, 15 y 10 min respectivamente. Se hicieron

preparaciones por goteo y se dejaron secar al aire.

4.2 Tratamientos

Lotes : Por cada concentracién utilizada se realizaron dos experimentos y cada uno
por duplicado, contando con lotes testigo y tratados, distribuidos de la siguiente
manera:

1) testigo

2) cafeina (20 pg/ml)

3) vanadio (2 ug/mi)

4) vanadio (4 ug/ml)
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5) vanadio (6 ug/mi)

6) cafeina (20 pg/ml) + vanadio (2 pg/ml)
7) cafeina (20 pg/ml} + vanadio (4 pg/mi)
8) cafeina (20 pg/ml) + vanadio (6 pg/ml)

a) Para determinar el efecto del pentdxido de vanadio sobre la division celular y de la
cafefna sobre los mecanismos de reparacion del ADN, a las cero h (fase de
adaptacion) se adicionaron tres concentraciones de pentdxido de vanadio (2, 4 6 6
ug/ml). La cafeina (Sigma, Co.) se adiciond a las cero, 24 y 48 h respectivamente. La
bromodesoxiuridina (Sigma) se adiciond a las 24 h (Figura 6 A).

b) Para determinar el efecto del pentdxido de vanadio (Merck) sobre el primer ciclo de
replicacion, este se adiciond a las 24 h de iniciados los cultivos, a las mismas
concentraciones. La cafeina (Sigma, Co) (20 pg/ml), se adiciond a las cero, 24 y 48 h

de iniciados los cultivos (Figura 6 B).

¢) Para determinar el efecto del pentoxido de vanadio en el segundo ciclo éste se
adicioné a las 48 h de iniciados los cultivos y la cafeina en las condiciones antes
mencionadas (Figura 6 C).

d) Para evaluar el efecto de la cafeina (Sigma Co.) en los mecanismos de reparacién
postreplicativos, esta se adicioné en G2 del primero ¢ del segundo ciclo de replicacion,
en cultivos tratados con pentdxido de vanadio a las cero, 24 y 48 h de cultivo. En todos

los casos los cultivos se dejaron hasta completar 72 h (Figuras 7 A,B y C).

4.3 Tincion diferencial de cromatidas hermanas (ICHs)

Una vez hechas las preparaciones, se irradiaron con [uz ultravioleta (UV) por 20 rﬁin
sumergidas en una solucién citrato salina 2XSSC (Cloruro de sodio 0.30M + citrato
sodio 0.03 M) (Merck) Transcurrido este tiempo se incubaron por 20 min en una
solucion citrato salina 2XSSC, a 60° C. Finalmente las preparaciones se lavaron y
tifieron con una solucién de Giemsa (Sigma) (1:10) en agua durante 10 min, despues
se lavaron en agua corriente y se dejaron secar al aire. Todas las evaluaciones se

realizaron en doble ciego en un microscopio de campo claro.
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El andlisis de la frecuencia de ICHs se realizé en 50 metafases bien extendidas en
segundo ciclo de duplicacion. Se cuantificé el nimero y tipo de ICHs, considerando a
los intercambios terminales como uno y a los intersticiales como dos (FIGURA 2b),

Para la determinacion del Indice de Replicacién (IR) se observaron al azar 100 células
en metafase por tratamiento y se cuantificaron las células en primera, segunda y
tercera divisiones sucesivas de acuerdo a la siguiente formula:

IR= 1(M) + 2(M;) + 3(M;)/100

donde M4, My M3 son células en primera, segunda y tercera division respectivamente.
En el caso del IM, se evaluaron 1000 células por tratamiento incluyendo células en

division y en interfase, de acuerdo con la siguiente formula:

IM= No. de células en division / No. Total de células X 100

4.4 Determinacion de metabolitos de cafeina

Los metabolitos de la cafeina se determinaron mediante cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) de la siguiente manera. Se realizé la siembra con una muestra de
sangre periférica heparinizada de donadores clinicamente sanos, en 5 ml de medio de
cultivo RPMI-1640 (Sigma, Co. USA) suplementado con 1.5 ml de fitohemaglutinina
(Sigma, Co. USA), durante cero, 24,48y 72 ha 37°C.
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Figura 6. Diagrama de tratamientos de V,0; mas cafeina a diferentes tiempos

(0, 24 y 48 h} en cultivo de linfocitos humanos in vitro.
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Figura 7. Esquema de tratamientos: (A) primer tratamiento V,0s presente durante 72 h (0
de iniciados los cultivos) y cafeina a las 43 o las 67 h de cultivo. (B) segundo
tratamiento:V;0; presente durante 48 h {aplicado a las 24 h de iniciados los cultives) y
cafeina a las 43 y 67 h de cultivo. (C) tercer tratamiento:V;0; presente durante 24 horas
(aplicado a las 48 h de iniciados los cultivos y cafeina a las 43 y 67 h.
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Tratamientos:

Los cultivos se dividieron en tres grupos y en todos los casos se realizaron dos
experimentos y cada uno por duplicado, de ia siguiente forma:

Grupo A: A todos los cultivos , se les adiciond cafeina a las cero h y los tiempos de

cosecha fueronalas 2y 72 h (Figura 8 A).

Grupo B: Se adicioné cafeina a las 24 h y los tiempos de cosecha fueron 26 y 72 h
después del tratamiento (Figura 8 B).

Grupo C: La cafeina se agregé a las 48 h, y la cosecha se realizé 50 y 72 h después
del tratamiento (Figura 8 C).

Cosecha y tratamiento de la muestra para someterla a HPLC:

La cosecha de cada uno de los tratamientos se realizd en los tiempos antes
mencionados. lLas muesiras se sonicaron aproximadamente durante 30 seg.
Posteriormente se centrifugaron a 14,000 RPM durante 10 min, se desechd el botén y
se trabajo con el sobrenadante. Se tomé una alicuota de 1.5 ml y se filtro tres veces, la
primera con un filtro de 0.45 um y las ofras dos con 0.22 um. Después se realizé una

dilucién 1:9 con fase moévil, y finalmente se inyecto en el HPLC.

Fase movil

Se preparé un amortiguador de fosfato de potasio de la siguiente forma: 24% de una
solucién 10 mM de KH,PO,4 a pH de 4.8, con agua grado HPLC, se ajusto el pH y se
filtré tres veces a través de membranas (Millipore) de 0.45 y 0.22 um. enseguida se
degasificé en una corriente de Helio durante 10 6 15 min; posteriormente se degasifico
con vacio en el bafio de ultrasonido (aproximadamente 10 min ¢ hasta que
desaparecieran las burbujas). Finalmente se preparo una solucion (v/v) con acetonitrilo
(4%) y tetrahidrofuano (2%) y de agua (96%) grado HPLC. Se filtrd con membranas
(Millipore) de 0.22 um. Se tomé una alicuota de 100 ul de cada uno y se llevaron a 1 ml

con agua grado HPLC.
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Preparacion de Estandares

Los estandares utilizados fueron: cafeina, teobromina, 1,7-dimetilxantina, teofilina y -
hidroxietilteofilina (Sigma-Chemical Co.) las concentraciones utilizadas fueron 10
mg/10 ml de fase mdvil, respectivamente. Primeramente se inyecté uno por uno y
posteriormente se hizo una mezcla de todos. Se utilizaron los tiempos de retencion
(TR) para cada uno de los estandares por separado y en la mezcla. El método seguido

fue el de estandar externo.

Condiciones del HPLC:

El HPLC (Perkin-Elmer) fue utilizado a temperatura ambiente, en el detector de fuz
ultravioleta (UV) se seleccioné la longitud de onda () de 254 nm, la velocidad de flujo
fue de 1.5 ml/min, 1500 P.S I. {pound square inches), se utilizé una bomba isocratica y
0.2 A.UF.S. (Absorbance units, full scale). El sistema de registro fue automatizado y se

obtuvo la impresién de los cromatogramas.
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Figura 8. Diagrama de tratamientos de cafeina para determinar su comportamiento
metabélico en linfocitos humanos in vitro, mediante HPLC. (A) cafeina Oh, (B) cafeina 24h
y (C) cafeina 48h. Con diferentes tiempos de cosecha a las 2, y 72h (tomando en cuenta

el tiempo en que se trata con cafeina).
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5. RESULTADOS

5.1 INDICE MITOTICO

En la tabla 1 y la figura 9 A, B, C se presentan los resultados obtenidos de los
tratamientos con V.05 por 72, 48 6 24 h en combinacién con los tratamientos con
cafeina por 72, 48 6 24 h (Figura 6 A, B y C). Como se puede observar cuando el
tiempo de tratamiento con vanadio fue de 72 h, el IM muestra una tendencia a
disminuir, y es significativo (p< 0.05) soélo con la dosis de 6 pg/ml de vanadio en
combinacion con los tratamientos de cafeina por 72 y 24 h.

Cuando se analizaron los resultados de los tratamientos realizados con V.05 por 48 h.
en combinacion con los de cafeina (Figura 6B) no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el IM, excepto con 6 ug/ml vanadio con cafeina a las
48 h en donde se observd una disminucién estadisticamente significativa del IM en

comparacion con el testigo negative (Tabla 1).

En los resultados con vanadio por 24 horas en combinacién con los diferentes
tratamientos con cafeina (figura 6C), se observé que el IM tiende a disminuir, aunque
los uUnicos casos en los que se muestran diferencias significativas fueron en las
concentraciones de 4 y 6 ug/ml de vanadio en combinacién con los tratamientos de

cafeina durante 48 y 24 horas.

En la tabla 2 y ia figura 10 A, B, C se presentan los resuitados de IM después de 72, 48
y 24 horas de tratamiento con V.05 en combinacion con cafeina aplicada a las 43
horas (fase S/G2 del primer ciclo celular) y a las 67 horas (S5/G2 del segundo ciclo
celular) {protocolos en la figura 7A,B y C). Cuando se agregd el V»0s solo por 72 horas
el IM disminuyé significativamente en las concentraciones de 4 y 6 pg/ml en
comparacion con el testigo, sin embargo cuando se realizaron los tratamientos de
vanadio por 72 horas en combinacion con cafeina no se observaron diferencias. Los

resultados del IM en linfocitos humanos después de 48 y 24 horas de tratamiento con
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vanadio en combinacion con tratamientos de cafeina a las 43 y 67 horas muestran que
en ambos casos el IM tiene una tendencia a disminuir de rnanera significativa en la
mayoria de los tratamientos.

TABLA 1. iNDICE MITOTICO DE LINFOCITOS HUMANOS IN VITRO TRATADOS CON V.05
ALAS 72,48 Y 24 H EN COMBINACION CON CAFEINA A LAS 72,48 Y 24 H.

CONCENTRACION )
Y TIEMPO DE TIEMPO DE TRATAMIENTO CON CAFEINA
TRATAMIENTO DE
‘VANADIO (png/mil)
[ 1DE 72 HORAS 48 HORAS 24 HORAS
CAFEINA
(20 ug/mi)
INDICE MITOTICO (%)
72 HORAS

363 3.63. 363

----- + 3.10 3.35 2.90

2 + 270 3.15 2.60

4 + 3.30 265 330

6 + 2.05% 2.70 2.05°

48 HORAS

----- 328 3.28 328

+ 3.15 3.15 2.90

2 + 3.60 3.60 3.05

4 + 3.65 365 2.70

6 + 2.70 2.20° 2.65

24 HORAS

3.26 3.26 326

+ 3.10 315 290

2 + 2.40 2.20 2.30

4 + 230 1.80™ 2.00°

6 + 2.25 1.50° 1.80%°

3 p< 0.05 Vs testigo negativo (—-) ° p< 0.05 Vs testigo de cafeina © p< 0.05 Vs 4 pg/mi de
vanadio Ohs, prueba de “Z” para proporciones
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% células

Figura 9. indice mitético de de linfocitos humanos in vitro con 72 (A), 48 (B) y 24(C) h de
tratamiento de V,0; en combinacién con cafeina durante 72, 48y 24 h

? p < 005 Vs testigo negativo ®p < 005 Vstestigo cafeina, ¢ p< 005 Vs 4 p g/ml vanadio 72 h 'Z' para proporciones
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TABLA 2. INDICE MITOTICO (IM) EN LINFOCITOS HUMANOS INVITRODE 72,48 Y 24
HORAS DE TRATAMIENTO CON VANADIO EN COMBINACION CON CAFEINA EN LA
FASE DE $/G2 DEL PRIMERO Y SEGUNDC CICLOS DE DIVISION.

TIEMPO DE CONCENTRACION INDICE MITOTICO %)
TRATAMIENTO CON DEL TRATAMIENTO
CAFEINA CON VANADIO (72 HORAS) (48 HORAS) 24 (HORAS)
(20 pgimi) {ng /ml)
- - 240+ 0.51 240+ 057 2 40 +0.57
- 2 190+ 0.84 2.20+0.23 185 +0.31
- 4 150+ 0.58° 200+ 054 1.80+0.21
- 6 1.30 +0.48° 170 +0.48 170 + 0 54
G2 DEL PRIMER
CICLO DE DIVISION
(43 HS)

+ - 260+ 0.35 2,60+ 0,35 260+£035
+ 2 240 %053 1.60 £ 0.21 1.40 £ 0.37%
+ 4 180+ 0.21 150 +0.37* 1.25 + 0.42%
+ 6 160+0.32 1.15+013%® 080+0.31°

G2 DEL SEGUNDO

CICLO DE DIVISION

(67 HS)

+ - 2.30 +0.30 230+ 0.30 2.30+0.30
+ 2 210+0.79 0.80 + 0.43%% 1.05 + 0.68%
+ 4 205+ 048 0.65 +0.37° 0.90 + 0 58
+ 6 1.65 + 0.20 0.60 + 0.19° 0.40 + 0.39°

“p< 0.05 Vs testigo negativo, , ° p< 0.05 Vs testigo de cafeina en $/G2 (43 h), ° p< 0.05 Vs

testigo de cafeina en S/G2 (67 h), ¢ tratamientos de vanadio, prueba de “Z” para proporciones.
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Figura 10.- indice mitdtico de tinfocitos humanos in vitro de 72 {A), 48 (B)y 24 (C) h de
tratamiento con vanadio en combinacion con cafeina en la fase de S/G2 del primer y segundo
ciclos de division

"p <005 Vs testigo absoluto, ®p < 005 Vs testigo de cafeina en S/G2 (43 h) ¢ p <005 Vs testigo de cafeina en S/G2 (67 h) “p <
005 Vstratamiento de vanadio {respectivo} prueba de "Z" para proporciones
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5.2 INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS (ICHs)

En la tabla 3 y la figura 11 A, B, C se presentan los resultados de la frecuencia de ICH
en linfocitos humanos en cultive tratados con V.05 durante 72, 48 6 24 horas, en
combinacion con cafeina aplicada por 72, 48 6 24 horas. Como se puede observar las
frecuencias de 1CH no se modificaron en la combinacién de vanadio durante 72 horas
0 48 horas y los diferentes tratamientos de cafeina, sin embargo en los cultivos
tratados por 24 horas con V,0s y cafeina a los tres tiempos se observé que solo en los
tratamientos con cafeina por 48 6 24 horas las dos dosis mas altas de vanadio

incrementaron de manera significativa la frecuencia de ICHs.

En la tabla 4 y la figura 12 A, B, C, se presentan los resultados al tratar durante 72, 48
6 24 horas con V205 a los cultivos de linfocitos en combinacidn con la cafeina aplicada
a las 43 o 67 horas de iniciados los cultivos (en S/G2 del primero o segundo ciclo de

division respectivamente) (Figura 7A, By C).

Cuando el tiempo de tratamiento con vanadio fue de 72 horas la frecuencia de ICHs
no se modificé en ninguno de los casos, sin embargo cuando el tiempo de tratamiento
con vanadio fue de 48 horas o de 24 horas se observé que la frecuencia de ICHs
tienden aumentar, siendc mas evidente en el tratamiento de vanadio por 24 horas en

combinacion con fa cafeina.

5.3 INDICE DE REPLICACION (IR)

En la tabla 5 y la figura 13 A, B, C, se presentan los resultados del IR obtenido de los
tratamientos con V,0s durante 72, 48 6 24 horas en combinacion con los tratamientos
won cafeina a tres diferentes tiempos. Los datos encontrados muestran que el IR no se
modificé debido a los tratamientos, aunque su comportamiento es irregular en todos los
casos. Cuando se analizd el IR en los cultivos de linfocitos después de los tratamientos
durante 72, 48 6 24 horas con V.05 en combinacion con tratamientos de cafeina a las
43 horas (S/G2 del primer ciclo de divisién) y a las 67 horas (S/G2 del segundo ciclo de
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division), se encontré que el IR tiende a disminuir en todos los tratamientos, siendo
mas evidente cuando los linfocitos fueron tratados por 48 horas o por 24 horas en
combinacion con la cafeina agregada durante la fase de G2 del segundo ciclo(tabla 6 y
Figura 14).

TABLA 3. INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS (ICHs) EN LINFOCITOS
HUMANOS /N VITRO TRATADOS CON V;0; A LAS CERO, 24Y 48 H EN COMBINACION
CON CAFEINA A LAS CERO, 24 Y 48 H.

.CONCENTRACION Y
TIEMPO DE TIEMPO DE TRATAMIENTO CON CAFEINA
APLICACION DE
VANADIO (ug/inl)
[ ]DE CAFEINA 72 HORAS 48 HORAS 24 HORAS
{20 ngiml}
ICHs /CELULA (x te.e.)
72,HORAS
3.17+0.09 3-17 £ 009 3.17 £ 0.09
----- + 3.92+0.23 3.890+013 311+034
2 + 377+0.26 3.49+0.35 2641034
4 + 3001023 357 +0.31 3.64 + 0.34
6 + 2.87 +0.26 3.39 + 0.25 3.97 + 0.44
48 HORAS
----- 317 +0.09 317 +0.09 317 +0.09
+ 3,15+ 028 257 +024 3.06+0.35
2 + 267 +0.32 1.96 + 0.24 386042
4 + 2600.37 229020 3.40 + 0.28
6 + 3.00 £0.34 2.39 +0.32 3.06 + 0.32
24 HORAS ,
317 +0.09 317 +0.09 3.17 £ 0.09
+ 280+025 2.76 +0.33 2.86+0.38
2 + 294 +024 3.03 +0.31 367 +0.37
4 + 3234028 3.86 £ 0.28° 470+ 0.44%
6 + 3.20 + 0.23 449 +0.29% 5.22 + 0.44™

2 p< 0.05 Vs testigo absoluto y testigo de cafeina, ® p<0.01 Vs 6 pg de vanadio 72h,°p <

0.002 Vs 4ug de vanadio 48 y 72 h, prueba de “t" de Student.
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X ICHsicélula

Figura 11 - Intercambio de cromatidas hermanas en linfocitos humanos in vitro de 72 (A),
48 (B) 24 {C) h de tratamiento con vanadio en combinacidén con cafeina durante 72,48y 24 h

#1520 05 Vs testigo absoludo v testigo de cafeina *p< 001 Vs6ugvanadio72h ¢ p< 0062 Vs 4 ug vanadio 72h 't de
Student
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TABLA 4. INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS (ICHs) EN LINFOCITOS
HUMANOS IN VITRO DE 72, 48 Y 24 HORAS DE TRAMIENTO CON VANADIO EN
COMBINACION CON CAFEINA EN LA FASE DE $/G2 DEL PRIMERO Y SEGUNDO

CICLOS.
TIEMPO DE CONCENTRACION ICHS/CELULA
TRATAMIENTO DEL (X +e.e.)
CON CAFEINA TRATAMIENTO
(20 ug/mi) CON VANADIO (72 HORAS) (48 HORAS) (24 HORAS)
{ug /mli)
- - 519 + 0.28 519 + 028 519 + 028
- 2 532 + 0.36 500 £ 0.36 5.90 + 036
- 4 577 + 044 548 + 0.29 580 + 029
- 6 6.00 + 0.29 5.66 + 0.28 6.30 + 0.37
G2 DEL PRIMER
CICLO DE
DIVISION (43 H)
+ - 495 + 044 530 + 048 594 + 0.82
+ 2 550 + 0.40 5.62 + 0.40 6.14 = 0.61
+ 4 6.09 + 0.83 5.88 + 0.50 730 £ 061*
+ 6 640 + 065 638 £+ 034° 780 + 050°
G2 DEL SEGUNDO
CICLO DE
DIVISION (67 H)
+ - 430 + 0.51 495 + 044 543 + 049
+ 2 5.07 + 0.57 625 + 0.70 540 + 0.52
+ 4 533 + 068 7.25 + 048"  7.30 + 0.55%°
+ 6 6.07 + 0.65 7.71 + 0.68 8.00 + 0.69%

2p< 0.05 Vs testigo negativo, ® p< 0.05 testigo de cafeina S/G2 (67 h), ®p< 0.05 Vs 4ug de
vanadio solo, ¢ p <0.05 Vs 6ug de vanadio solo, con “t” de Student
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Figura 12. intercambio de crométidas hermanas en linfocitos humanos in vitro de
72,48 y 24 h de tratamiento con vanadio en combinacién con cafeina en la fase de
$/G2 del primero y segundos ciclos de divisién

a p < 0.05 VS testigo negativo, b p < 0 05 VS testigo de cafeina G, (67 h). ¢ p<001 V84 ugdevanadiosolo dp <
0 {5 VS 6ug de vanadio solo 't de Student
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TABLA 5. INDICE DE REPLICACION (IR) EN LINFOCITOS HUMANOS IN VITRO
TRATADOS CON V,0; A LAS 72, 48 Y 24 H EN COMBINACION CON CAFEINA A LAS 72,

48Y 24 H.
CONCENTRACION Y .
TIEMPO DE TIEMPQ DE TRATAMIENTO CON CAFEINA
TRATAMIENTO CON
VANADIO {.g/ml)
[ 1DE 72 HORAS 48 HORAS 24 HORAS
CAFEINA
(20 pg /ml)
INDICE DE REPLICACION
72HORAS
1.94 1.94 1.94
+ 1.84 210 2.03
2 + 1.82 208 1.92
4 + 1.68° 2.08 1.88
6 + 1.94 1.98 1.87
48 HORAS
1.98 1.98 1.98
+ 2.03 1.81a 2.03
2 + 2.01 197 2.14
4 + 1.95 1.93 215
6 + 2.02 1.85 2.18%
24 HORAS
198 1.98 1.98
2.03 2.03 2.03
2 + 2.00 1.82 1.80
4 + 2.00 1.88 173
6 + 1.88 1.71° 1.64°

2p< 005 Vs testigo negativo (--—), " p< 0 05 Vs testigo de cafeina (24 h) y 6ug de vanadio

(24 h), con X2
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Figura 13. Indice de replicacién en cultivo de linfocitos humanos in vitro con 72,48 y 24
h de tratamiento con V,0; en combinacion con cafeina durante 72,48 y 24 h

21 = 005 VS testigo negativo »p< 003 VS testigo de cafeina y 8 ng de vanadio (24 h) con X2

TESIS CON
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TABLA 6. INDICE DE REPLICACION EN LINFOCITOS HUMANOS IN VITRODE 72,48 Y 24
H DE TRATAMIENTO CON VANADIO EN COMBINACION CON CAFEINA EN LA FASE DE
$/G2 DEL PRIMERO Y SEGUNDO CICLOS DE DIVISION.

TIEMPO DE CONCENTRACION INDICE DE
TRATAM!ENTO DEL TRATAMIENTO REPLICACION
CON CAFEINA (20 CON VANADIO

ug/mi) {ug /ml) (72) (48) (24)
- - 194 1.94 1.94
- 2 1.87 1.85 1.73%
- 4 1.74° 1.73° 1.89°
- 6 1672 1.66° 1.62°

G2 DEL PRIMER
CICLO DE
DIVISION (43 H)

+ - 195 1.95 1.95
+ 2 1 74% 1.78 1.81

+ 4 171% 1.50%%° 177

+ 6 1.62% 1 45%¢ 1,74%®

G2 DEL SEGUNDO
CICLO DE
DIVISION (67 H)

+ - 1.96 1.96 1,96

+ 2 1.86 187 1,65
+ 4 1.75° 1.66% 159%
+ 8 1.71%® 1.50% 1.38%

3 p< 0.05 Vs testigo negativo, ° p< 0.05 testigo de cafeina correspondientes p< 0 05 Vs 4 ug de
vanadio en $/G2 primer ciclo (43 h) , ¢ p< 0.05 Vs 6 ug de vanadio solo, prueba de X*
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Figura 14. Indice de replicacién en linfocitos humanos in vitro de 72 h de tratamiento con
vanadio en combinacion con cafeina en la fase de $/G2 del primer y segundo ciclos de divisién

2 p < 0 05 Vs testigo negative, ® p < 0 05 testigo de cafelna, ¢ p < 0 05 vandio solo (6 pg), ? p < 005 Vs 4 ug de vanadio
en $/G2 primer ciclo (43 h) prueba de X2
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5.4 METABOLISMO DE CAFEINA

Para establecer la posible biotransformacién de la cafeina, cultivos de linfocitos
humanos tratédos con cafeina durante 72, 48 6 24 horas, fueron cosechados 2 horas
despues de los tratamientos (2, 26 y 50 horas de cultivo; protocolos en la figura 8A, By
C) y analizados mediante HPLC. Del analisis de los cromatogramas, se obtuvieron los
tiempos de retencidn y se presentan en la tabla 7, y en la figura 15 el cromatograma de
la cafeina. Como se puede observar en el tratamiento con cafeina (10 mg/10ml} a las
cero horas de iniciados los cultivos y cuya cosecha se realizo a las dos horas, se
encontraron metabolitos como la teobromina con un tiempo de retencidn (Tr) de 1.1, la
teofilina Tr = 1.59 y la presencia de la cafeina con un Tr = 2.0. En el mismo tratamiento
pero con tiempo de cosecha de 72 horas obtuvimos teobromina (Tr = 1.20). En el
tratamiento de 24 horas con tiempo de cosecha a las 26 horas se detecto teobromina
(Tr = 1.17), teofilina (Tr = 1.58) y cafeina (Tr = 2.10). Cuando la cosecha de este
mismo tratamiento se realizo a las 72 horas solo se encontrdé teobromina (Tr = 1.186).
En el tratamiento en el que se adiciono cafeina a las 48 horas se detecto teofilina (Tr =
1.58), cafeina (Tr = 2.01). Y en la cosecha a las 72 horas de este mismo tratamiento se
encontraron los metabolitos teobromina (Tr = 1.20), teofilina (Tr = 1.57) y cafeina {(Tr =
2.09).
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Figura 15. Cromatograma de una muestra estandar de cafeina
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TABLA 7. DETERMINACION DE LOS TIEMPOS DE RETENCION DE LA
CAFEINA Y LOS METABOLITOS PRIMARIOS EN LINFOCITOS HUMANOS
IN VITRO MEDIANTE HPLC

Adicion de cafeina a los

cultivos
A B c
Oh 24 h 48 b

Cosecha (h) Cosecha (h) | Cosecha (h)
2 | 72 26 | 72 50 | 72

] Tratamientos
Estandares TR (min/abs)

TR {min/abs)
141 | 111 | 120 | 147 | 120 | 0.0 | 120

Teobromina
Teofilina 1569 | 159 00 158 00 1.58 00

Cafeina 201} 200 | 00 | 210 | OO0 | 201 0.0

Testigo 265 | 265 | 265 | 265 | 265 | 265 (265

TR = Tiempo de retencion, as = absorbencia, h = hora, in = minutos.
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6. DISCUSION

6.1 INTERCABIO DE CROMATIDAS HERMANAS

Estudios previos, han mostrado que el V305 no induce ICHs en linfocitos humanos
(Roldan y Altamirano 1990, Altamirano ef al.,1998), sin embargo en este mismo sistema
de prueba y mediante la técnica de electroforesis unicelular alcalina se pudo demostrar
que provoca rupturas de cadena sencilla del ADN (Rojas ef af ., 1996). Asi mismo
cuando el V05 se combind con cafeina se observo un incremento en la frecuencia de
‘intercambios. Estos resultados fueron presumiblemente atribuidos al V,0s, debido a
que la dosis de cafeina empleada en ése trabajo (1mM) fue baja (Roidan et al., 1997),
en comparacioén con lo reportado por otros autores para la induccién de ICHs y de
aberraciones cromosémicas y utilizando el mismo sistema de prueba (Weinstein ef al.,
1975).

Por otro lado Aida y Bodell (1987) al tratar lineas celulares 9L y 9L2 con varias
concentraciones de 1,3-bis(2-cloroetil)-1-nitrosourea (BCNU) y que son respectivamente
sensibles y resistentes a este compuesto, seguido de tratamientos con 1mM de
cafeina, encontraron que habia un incremento adicional en la acumulacién de las
células en S-G2-M del ciclo celular que inducia el BCNU. Estos autores concluyeron
que la cafeina potencia la citotoxicidad de la BCNU y la induccién de ICHs por un
mecanismo que es independiente de la reparacion de productos de alquilacién, pero
que puede depender de las alteraciones en la replicacién de las células tratadas con

dicho compuesto.

Los resuitados encontrados en el presente trabajo mostraron un incremento en la
frecuencia de ICHs en los tratamientos con vanadio por 24h en combinacion con los
tratamientos con cafeina por 48 6 24 h. Esto indica que cuando ambos compuestos
estan mas proximos al tiempo de cosecha hay una mayor induccién de intercambio de
cromatidas hermanas en comparacién con los otros protocolos empleados. Esto sugiere
que el vanadio tiene un tiempo corto de accion (de menos de 24 h) y que se es posible
que se requiera de lesiones frescas para que se puedan originar los ICHs. Por otro lado
a partir de estos datos también se puede inferir que las lesiones que este compuesto
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produce en el ADN son eficientemente reparadas por los mecanismos de reparacion
intrinsecos a la célula, por lo cual no es posible observar ICHs en los otros protocolos.

A pesar de que se sabe que el vanadio es capaz de interactuar con una gran cantidad
de enzimas, incluyendo a la topoisomerasa Il, enzima esencial para la replicacion del
ADN vy que se ha propuesto que estd implicada en la formacidn de los ICHs (Painter,
1980 a; Cieaver, 1981), no hay muchas evidencias de dafio genotdxico por este metal
(Roldan y Altamirano, 1990; Migliore ef al., 1993; Altamirano et al., 1998), sin embargo
hay datos que muestran que este elemento es capaz de producir estrés oxidativo, por lo
que las lesiones producidas al ADN y que pueden originar intercambio de cromatidas
hermanas pueden estar relacionadas con la produccién de especies reactivas de
oxigeno por el vanadio (Cortizo et al., 2000). Estas evidencias estan apoyadas por los
trabajos de Rojas ef al, (1996) y Altamirano et al, (1998) los cuales encuentran
rupturas de cadena sencilla del ADN en linfocitos humanos en GO asi como en linfocitos
inducidos a la divisién (con fitohemaglutinina), tratados con pentéxido de vanadio (3000,
30y 0.3 uM vy evaluados mediante la técnica de electroforesis unicelular alcalina, tanto
in vitro como in vivo, demostrandose ademas que in vitro, hay una rapida reparacién de
este dafio (Rojas ef af ., 1996).

6.2 TRATAMIENTOS EN 5/G2

Cuando se realizaron los tratamientos con el V.05 0 la cafeina por separado durante el
periodo de S/G2 del primero ¢ del segundo ciclo, no se observé un incremento de las
frecuencias de ICHs, datos que confirman lo previamente reportado tanto in vifro como
in vivo (Aeschbacher et al., 1984; Krishna et al, 1985; Roldan y Altamirano, 1990;
IARC, 1991; Altamirano-Lozano et al., 1993; Zhong ef al,, 1994). Sin embargo, en los
experimenios realizados en los que la cafeina fue aplicada durante la fase de S/G2 del
primero o del segundo ciclo de division en combinacién con el V,05 se observé un
aumento significativo en la frecuencia de ICHs.

Hay evidencias experimentales que demuestran que la cafeina puede ser integrada en
los sitios dafiados del ADN (Lehmann, 1972), lo que ocasionaria que las enzimas de

reparacidon ya no sean capaces de reconocer el dafio y por lo tanto de participar en la
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restauracion de la estructura del ADN, originando que ese dafio se traduzca como ICHs.
Este mecanismo es posiblemente el que esta sucediendo en nuestro caso.

En los cultivos expuestos a V05 por 72 horas mas cafeina, no hubo diferencias en la
frecuencia de ICHs Sin embargo, cuando se aplicé la cafeina en S/G2 del primer ciclo o
en 8/G2 del segundo ciclo los resultados mostraron que en los tratamientos con vanadio
por 48 h o por 24 h hubo un incremento en las frecuencias de ICHs, siendo mas
evidente en los tratamientos con vanadio por 24 h. El hecho de que los tratamientos
efectuados durante S/G2 del primero y segundo ciclos de divisidén, en tratamientos
cortos si se observaran ICHs y en los tratamientos largos no, apoyan la idea de que
deben de existir lesiones frescas inducidas por el vanadio para que puedan ser
transformadas en ICHs, por lo que en el primer tratamiento en el cual el tiempo de
exposicion fue muy largo con respecto a la adicién de la cafeina disminuye la posibilidad
de tener lesiones frescas. Se sugiere por lo tanto que el posible tiempo de actividad del
V205 para inducir lesiones es de aproximadamente 24 h (Roldan et af., 1997).

Por otro lado el hecho de que en los tratamientos con cafeina en S/G2 del primer ciclo o
en $/G2 del segundo ciclo y V,0s por 48 h se incrementara la frecuencia de ICHSs,
hace pensar que el compuesto fue capaz de inducir lesiones tempranamente las cuales
estan presentes cuando el tratamiento con cafeina fue aplicado (a las 43 h de iniciados
los cultivos), y estas lesiones pudieron expresarse como ICHs al final de la primera fase
de S (sintesis), mientras que cuando la cafeina se aplicé a las 67 h de cultivo, los
incrementos observados pudieron deberse a la presencia de algunas lesiones
persistentes (Morales-Ramirez et al, 1995a) las cuales originaron los ICHs en. el
segundo ciclo. El hecho de que no hubiese diferencias significativas entre los
tratamientos con cafeina de 43 y 67 h y los tratamientos con vanadio por 24 y 48 hes
también evidencia de que estas lesiones no fueron acumulativas.

En estudios realizados con linfocitos humanos en cultivo, estimulados con
fitohemaglutinina y a los cuales se les adiciond 2 mM de cafeina en el medio, se
encontrdé que hay una inhibicién de la poli(ADP-ribosa)polimerasa. Estos resultados son
importantes debido a que las reacciones de poli ADP-ribosilacion estan distribuidas
ampliamenie entre los eucariontes e intervienen en el ciclo celular normal de células de
mamiferos, particularmente en los eventos moleculares que ocurren en la fase de S. La
inhibicién de las reacciones de poli ADP-ribosilacién por las metilxantinas puede dar
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como resultado efectos genéticos y modular a su vez efectos de este tipo inducidos por
otros agentes como luz UV, radiacién ionizante y quimicos mutdgenos y carcindégenos.
Estas reacciones estan involucradas en la mayoria de ias funciones de la cromatina,
como son: reparacion del ADN, actividades de replicacién y transcripcién del ADN
(Gonzalez-Fernandez ef al., 1985; Shin et al., 1990; IARC, 1991).

En el presente trabajo podemos suponer que la cafeina esta actuando como modulador
del efecto que ocasiona el vanadio y que este efecto tiene que ver principalmente con la
reparacién del ADN, aunque también es posible que la cafeina pueda actuar a nivel del
pool de nucleotidos e interferir con la replicacion, ocasionando asi una fase S quizas
mas larga lo cual seria una explicacion para la aparicién de ICHs en algunos de

nuestros tratamientos.

En este sentido Gonzalez-Fernandez (1985) propone que la cafefna ejerce dos efectos
principales sobre las células con el ADN dafiado en la fase de G2: éstas canceian su
retraso mitético y tienen un efecto inhibitorio sobre las vias de reparacion del ADN. Los
agentes que acortan la G2 retrasada (gjemplo la cafeina y la hidroxiurea (HU) que fue
inducida por agentes mutagenos (el vanadio probablemente), pueden inducir
condensacion cromosdmica prematura. Estos efectos explican porque la HU induce
aberraciones en G2 temprana, amplifica el dafio cromatidico y los ICHs en G2 tardia
(Kihiman, 1966; Andersson, 1983). Posiblemente esto sea lo que este pasando en
nuestro sistema con el vanadio y la cafeina y el porque tenemos ICHs cuando se
combinan el vanadio mas la cafefna en S/G2 del primero y segundo ciclos.

Asi mismo se sabe que la exposicion de células a algunos agentes mutagénicos puede
inducir retraso en la reunidén de grupos de replicones, éste retraso se puede reflejar en
el retraso de G2 (inducida por la mayoria de agentes metalicos incluyendo al V.Os).
Cuando el ADN es reparado efectivamente las células entran en mitosis. Las
alteraciones cromosémicas y los ICHs se pueden formar cuando la cromatina se
entreteje y condensa para formar los cromosomas mitdticos antes de que los grupos de
replicones sean ligados y pueden estar enire los replicones mas que en los sitios de
ADN dafiado {Kihlman, 1966; Andersson, 1983).

En E. coli y otros microorganismos, existen mecanismos de reparacioén del ADN como la
reparacion por excisién que son sensibles a la cafeina (Timson, 1977). Este alcaloide
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aplicado después del tratamiento con un agente clastogénico incrementa la induccidn
las aberraciones cromosdmicas y se ha demostrado que es un inhibidor potencial de la
reparacion post-replicativa en la fase G2 del ciclo celular (Gonzalez-Fernandez y Lopez

Séez, 1982). Dicho aumento de aberraciones se revierte parcialmente por efecto de la
adenosina (Gonzalez-Fernandez et al, 1985). Estos mismos autores postulan que la
cafeina tiene dos efectos diferentes en la fase G2 de células, con ADN previamente
danado: 1) cancela el retraso mitdtico y 2) inhibe algunas vias de reparacion def ADN.
Dados los resuitados obtenidos se considera que ambos efectos son posibles, en este
caso efectos que son alternativas que la célula tiene como posibilidad de sobrevivir sin
mutaciones o alteraciones en el ADN y que estas alteraciones son ocasionadas por el

vanadio y potenciadas por |la cafeina.

Los estudios sobre los compuestos de vanadio y sus efectos mutagénicos han
mostrado que modifican la sintesis y la reparacién de ADN in vitro (WHO, 1988;
Sabbioni et al, 1983), e induce enlaces cruzados ADN-proteinas (Cohen, 1992). Sin
embargo el tratamiento con V,Cs no mostrd incremento en aberraciones cromosémicas
o ICHs en linfocitos humanos (Roldan y Aitamirano, 1990), médula 6sea de ratén
(Altamirano ef al, 1993) o células V79 de hamster Chino (Zhong et al, 1994), sin
embargo Rojas y colaboradores, (1996) establecieron que el V>05 induce rompimientos
de una sola cadena y que este tipo de dafio es reparado rapidamente. Estos resultados
pueden explicar porque en estudios previos el V.05 no indujo ICHs.

Los ICHs ocurren durante la sintesis de ADN y su produccion se inicia por dafio primario
al ADN. A partir de este momento el dafio que permanece es reparado, de tal manera
gue cuando el ADN es suficientemenie reparado, las células entran en mitosis. Las
alteraciones cromosomicas y los ICHs se pueden formar cuando las fibras de cromatina
se condensan en cromosomas mitoticos antes de que los grupos de replicones queden
unidos, y pueden estar localizados entre los replicones mas que en los sitios de dafio
del ADN (Kihlman, 1968; Andersson, 1983). Aunque no todas las lesiones son capaces
de inducir ICHs, hay evidencias de que al menos algunas de estas lesiones son
capaces de persistir y por lo tanto no son facilmente reparables (Morales-Ramirez ef al.,
1988, Morales-Ramires ef al, 1995 a, b), induciendo ICHs en divisiones celulares
sucesivas. Esto posiblemente este sucediendo en este caso sobre todo para los
tratamientos efectuados con diferentes tiempos de vanadio mas cafeina en S/G2 del

primero y segundo ciclo de division,
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Los resultados sugieren que el vanadio puede inducir lesiones al ADN. Sin embargo,
esta actividad tiene un tiempo de vida media de 24 h y que una parte de estas lesiones
son persistentes. Por otro lado las aiteraciones en el proceso de reparacién inducidas
por la cafeina pueden ayudar parcialmente a incrementar el numero de lesiones
inducidas por el V.05 las cuales pueden en algun momento ser transformadas en ICHs.
De acuerdo con algunos autores (Kihiman, 1966; Shiraishi et al, 1979; Andersson,
1983) y tomando en cuenta los datos aqui presentados, es posible que, la induccién de
ICHs en el segundo ciclo de division sea debida a un acortamiento en la fase de G2, por
la accidn de la cafeina, con un posible incremento en la duracién de fa fase S el
tratamiento de vanadio.

6.3 METABOLISMO DE LA CAFEINA

El hecho de haber detectado por medio del HPLC los diferentes metabolitos primarios
de la cafeina como son: la teofilina y la teobromina a las 2 y 72 horas de iniciados fos
cultivos nos permite suponer que el sistema de cultivo de linfocitos humanos fue capaz
de metabolizar a la cafeina y que dicha transformacién esta ocurriendo en un lapso no
mayor de 2 h, lo cual concuerda con otros estudios realizados tanto in vitro (Goth y
Cleaver, 1976), como in vivo (Daly, 1993), en los cuales se mencionan que la cafeina se
metaboliza rapida y extensivamente en células en cultivo de humano y ratén. Algunos
datos en la literatura muestran que algunos de los efectos atribuidos a la cafeina
pudieran deberse en parte a sus productos metabdlicos (Weinstein ef al., 1975, Renner,
1982).

Se sabe que la via catabdlica de la cafeina in vivo es la de las purinas y pirimidinas, de
tal forma gue los metilos de la cafeina son transferidos y utilizados en la sintesis de
novo de la timina (purina), la guanina y de la adenina (pirimidina) (Cornihs y Christman,
1957; Goth y Cleaver, 1976), por lo tanto al metabolizarse se originan derivados o
metabolitos que pueden estar facilitando la accién del vanadio e inducir los ICHs.

En el metabolismo de la cafeina esta implicado el citocromo P450 1A2 (CYP1A2),
enzima responsable de la primera reaccién de metabolizacion via desmetilacion (N-3
de la cafeina a paraxantina). Pero no es el Unico, tambien participa el citocromo P450
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2A86 (CYP2AB), en el paso de 1,7-dimetiixantina (paraxantina) a 1,7-acido dimetilurico
(Denaro et al,, 1996). Aunque no obtuvimos informacion suficiente en este trabajo para
mostrar cual de los metabolitos podria ser el responsable de los efectos que estamos
encontrando, este aspecto se podria profundizar mas y seria interesante seguir

investigandolo.

Por otro lado es necesario mencionar que la teofilina es un metabolito que se encuentra
en una concentracion méxima a las dos primeras horas y que tiene una vida media de 7
h in vivo, y esta es metabolizada por el CYP1A2 (Colberberk y Back 1995), citocromo
que se encuentra principalmente en los hepatocitos (90%) y en un 2% en células
extrahepaticas. Esto nos ayuda para poderla descartar como uno de los responsables
de los efectos observados, sin embargo hay que realizar otros experimentos.

A diferencia de la tecfilina, la teobromina es metabolizada por el citocromo de la familia
CYP1A y no se sabe especificamente cual, pero es principalmente extra-hepatico, lo
cual hace factible su participacién en los resultados encontrados. Asi mismo Kalow y
Tang, (1991) proponen que el 12% de la cafeina total es desmetilado a teobromina y el
3.7% se transforma en teofilina. Con los resultados y los antecedentes anteriores
suponemos que la teobromina es un metabolito mas estable y con una vida media
mayor a la de la teofilina (ya que se detecto a las 2 y 72 h de cosecha) mientras que la
teofilina solo se registro en el primer tiempo de cosecha (2h de iniciados los cultivos),
debido posiblemente a que a las 72 h estos este compuesto se habia transformado en

otros sub-metabolitos que no se evaluaron,

Tomando en consideracidon los antecedentes anteriormente mencionados y sabiendo
que tipo de citocromos son los que expresan los leucocitos y cuales son los que se
requieren en el metabolismo de la cafeina, podemos decir que en una muestra de
sangre completa donde tenemos diferentes tipos celulares (plaguetas, células blancas,
y células rojas), es posible que las células que se estan encargando del metabolismo de
la cafeina sean los linfocitos (células blancas), ya que son los que presentan los
citocromos que se requieren para tal proceso, los cuales ya han sido mencionados.

Se conoce relativamente poco acerca de los sistemas metabdlicos de linfocitos
humanos para otras drogas No obstante se sabe que opera el sistema enzimatico via
citocromos P-450 de los cuales puede haber diferentes isoenzimas. Asi mismo los
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niveles de cofactores y de enzimas responsables de su produccion (por ejemplo:
glutation reductasa y glucosa 6 fosfato deshidrogenasa) también pueden tener
importancia en la determinacién de la proporcién y naturaleza del metabolismo de
xenobidticos por linfocitos humanos (Kellerman et al,, 1973; Glatt ef al., 1980; Glatt ef
al, 1983; Seidegard ef al., 1984, Hosfra y Uetrech, 1993) Hay evidencias de que de las
células blancas y en particular los linfocitos son los que exhiben el mayor nimero de
citocromos P-450, incluyendo: CYP1A1, CYP1B1, CYP2E1, CYP2D6 y CYP3A5 (Raucy
et al, 1999), aunque oftras células blancas como los monocitos y los macréfagos
también tienen la capacidad de expresar constitutivamente isoenzimas P450,
principaimente el CYP1B1, (Sutter ef al., 1994, Tang ef al., 1996; Baron et al., 1998), sin
embargo este citocromo no esta implicado en el metabolismo de cafeina. Asi mismo los
neutréfilos y eosindfilos presentan los CYP1A y CYP1B (familia CYP1 principalmente)
(Raucy et af., 1999).

En algunos casos se le han atribuido a los eritrocitos las funciones de metabolizmo de
algunos compuestos quimicos. Los eritrocitos contienen actividad NADH-citocromo-C
reductasa, asi como del citocromo b-5 a nivel de membrana (Kimura ef al, 1984;
Constantinescu et al, 1993), con funciones aln desconocidas. Se han aislado y
caracterizado cuatro tipos de citocromos b-558 (solubles), los cuales fueron purificados
del suero sanguineo (cyt b-558 (1), b-558 (ll)) y de la membrana de estas células (cyt.
b-558 (lll), b-558(1V)) (Lloyd, et al., 1994; Simonian et al., 1995) De tal forma podemos
afirmar que los eritrocitos no estan implicados en este caso en el metabolismo de la

cafeina.

En el presente trabajo la cafeina es una sustancia que sufre metabolismo en los
linfocitos humanos en un tiempo corto que no va mas allé de dos horas, sin embargo
como potenciadora de dafio juega un papel muy importante ya que el vanadio por si
solo no es capaz de inducir dafio genotoxico, sin embargo cuando se combinan ambos
este efecto se hace evidente como un aumento en la frecuencia basal de ICHs. Por tal
motivo una de las interrogantes encontradas en el proyecto es ¢la molécula de cafeina
como tal esta actuando como potenciador de dafio? o ,es algunc de sus metabolitos?.
Hasta el momento no tengo una respuesta concreta basada en datos experimentales
propios, sin embargo, una caracteristica importante en muchas de las interpretaciones
que se le hace a los efectos pleiotropicos de la cafeina en células animales como
vegetales, es que la cafeina es activa por si misma (Domon y Rauth, 1969; Kihlman ef
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al., 1971, Lehmann et al., 1975; Wallers et al, 1974) y a pesar de que existe un
metabolismo de ésta, el dafio sobre los mecanismos de reparacion pueden ser a largo

plazo.

l.a accidn del vanadio puede situarse dentro del ciclo celular desde G1, sin embargo
también es cierto que este dafio es rapidamente reparado por las enzimas implicadas
en los diferentes mecanismos de reparacion, sugiriendo que el dafio inducido no se
acumula, sino que las lesiones que producen los ICHs deben ser frescas, por €so no
tenemos una frecuencia de ICHs diferente a la basal, en los experimentos en los cuales

las céluias permanecen en contacto con el vanadio y la cafeina por 72 horas.

‘Aunqgue la citotoxidad del vanadio quedé nuevamente de manifiesto, también se pudo
apreciar que cuando se combind con la cafeina ésta respuesta se incremento. El IM es
el porcentaje de células en cultivo las cuales estan en proceso de division y dicho
parametro ha sido propuesto como un bhuen indicador para evaluar y comparar la
proliferacién celular (Frias y Carnevale, 1983; Rojas ef al, 1992 y 1993) La
proliferacion celular normal puede ser afectada por agentes fisicos, quimicos y
biolégicos, lo cual puede conducir a la muerte de la célula o a detener muchas de sus
funciones vitales, como su capacidad de divisién, la sintesis del ADN y del ARN, etc.
Esto también podria afectar la genotdxicidad del compuesto en estudio y puede explicar
el porque no observamos una frecuencia mayor de ICHs en los tratamientos con72
horas de permanencia del vanadio en el medio.

Los resultados que se presentan nos indican que tanto el vanadio como la cafeina
tienden a disminuir el porcentaje del indice mitdtico, hecho que puede explicarse por
diferentes eventos: estd bien establecido que varios procesos fisioldgicos entre los
cuales se encuentra la proliferacion celular, son regulados por cambios transitorios en
las concentraciones intracelulares de Ca**, los cuales son favorecidos por hormonas y
factores del crecimiento (Berridge, 1987). Otros estudios han mostrado que los
xenobidticos pueden interferir con algunas sefiales de transduccion a diferentes niveles
provocando una perdida en la respuesta normal del Ca®* a las hormonas y a factores
de crecimiento (Bellomo et al,, 1987; Kass et al., 1989). Los metales ejercen sus efectos
citotdxicos al reaccionar con los componentes implicados en las sefiales de
transduccion e interfieren con el movimiento del Ca®* transitorio, por lo que de esta
forma impiden la estimulacién celular normal y afectan el crecimiento y la diferenciacion
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celular (Rossi ef al., 1991). Quizas un mecanismo similar podria estar ocurriendo en los
ensayos que se realizaron en el presente trabajo con el vanadio.

Se sabe que la toxicidad in vifro del vanadio y algunos de sus compuestos, dependen
de la valencia, lo que se relaciona con su solubilidad y su densidad, siendo la forma
pentavalente la mas tdxica para los mamiferos (Galli et al, 1991). Sharma y
colaboradores en 1987, sefialan que la mayoria de los metales inducen alteraciones en
la divisién celular, en el huso mitético, arresto en metafase y disminucién del IM, lo

cual coincide con nuestros resultados.

La cafeina ha sido extensivamente examinada por sus posibles efectos genéticos en
una variedad de sistemas eucarioticos (Timson, 1970; Thayer y Palm, 1975; Kihiman,
1977, Legator y Zimmering, 1979). Esta bien documentada la habilidad de la cafeina
para inducir aberraciones cromosémicas e inhibir el crecimiento de células humanas en
proliferacién in vitro (Ostertag et al., 1965, Kuhlmann, et a/., 1968; Timson, 1970; Lee,
1971; Weinstein et al, 1975). Se sabe que las dimetilxantinas con el grupo metilo en la
posicién 1 (grupo al cual pertenece la cafeina) en concentraciones altas (750 pg/mi),
son las mas citotoxicas (Weinstein, 1975). Investigaciones previas han observado una
disminucién significativa en el IM en cultivo de linfocitos humanos expuestos a
concentraciones milimolares de cafeina (Timson, 1970; Weinstein ef af., 1975).

Los resultados observados en nuestros tratamientos estdn de acuerdo con los
comportamientos sefialados para ambas substancias de manera independiente, por lo
que ya combinados, el vanadio y la cafeina al parecer estan ejerciendo un efecto de

tipo sinergico sobre el IM,

Por su lado, la cinética de proliferacién celular (CPC) qae seria la base para obtener el
IR, junto con el IM, son parametros que han sido utilizados ampliamente para evaluar la
proliferacién y los Toxicogenetistas los utilizan para complementar la evaluacién del
dafio al ADN tanto in vivo como in vitro. Estudios previos, han mostrado que ambos
parametros son reproducibles y pueden ser utilizados como biomarcadores tempranos
de la exposicidn a xenobidticos (Gonzalez et al, 1990; Rojas et al., 1992; Ostrosky,
1994).

La adicion de la bromodesoxiuridina a los cultivos de linfocitos permite que al

incorporase este anélogo en lugar de timina en el ADN de nueva formacién, se
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diferencien las cromatidas hermanas y se puedan identificar las células en metafase
que se han duplicado, una, dos o mas veces haciendo posible el examen de la cinética
de poblaciones celulares en divisién (Tice et al., 1996). Los tratamientos realizados con
vanadio y cafeina muestran que el indice de replicacién (IR), tiene un comportamiento
irregular aunque de manera general se observé una tendencia a aumentar lo cual
concuerda con la cinética de proliferacién (datos que no se presentan), de tal forma que
la velocidad de division se vio disminuida (es decir tardan mas en dividirse) en relacién
con los testigos. Esto nos esta indicando que los compuestos que estamos combinando
estan retrasando la capacidad de proliferacion del linfocito lo cual puede afectar la
genotoxicidad inducida por el pentéxido de vanadio en ciertas condiciones de

‘tratamiento.

Finalmente, se sabe que el vanadio tiene efectos compiejos y diversos sobre las
funciones bioldgicas las cuales se originan de su habilidad para actuar como oxianién,
oxication, o prooxidante (Stern ef al., 1993). En este caso se trabajo con el pentdxido de
vanadio (V»0s) que es un vanadato, el cual se puede comportar como un oxianion y
como un oxicatidn ya que al intracelularmente es reducido a vanadilo (V (V) a V (IV}),
pero como prooxidante probablemente no porque es un compuesto neutro.

Actualmente se piensa que la accion del vanadio sobre la actividad enzimatica simple,
es inadecuada para explicar el amplio espectro de sus efectos celulares. Se puede
proponer acciones sobre la expresion de los genes. Consistente con su actividad
mitégenica, el vanadio estimula la expresion de almenos dos oncogenes. Sin embargo,
las aciones de las especies activas derivadas del oxigeno sobre la expresion de
oncogenes es consistente con el papel de almenos uno de estos genes (c-jun), en
mediar el impacto de los radicales libres en la promocién tumoral (Stern ef al ,1993).

El vanadio puede amplificar acciones mitogenicas de los factores de crecimiento,
modificar la expresion de genes implicados en la promocién tumoral, e inactivar genes
supresores de tumores. Tal multiplicidad de acciones del vanadio refleja la variedad de
mecanismos quimicos por los cuales puede modular los procesos celulares.
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7. CONCLUSIONES

Los resultados del indice mitético permiten corroborar el hecho de que el
pentéxido de vanadio es citotoxico para los linfocitos humanos in vitro.

De la misma forma podemos decir que la combinaciéon vanadio-cafeina
resulto ser citotoxica para el mismo sistema de prueba siendo la cafeina un
potenciador de la accion del vanadio en cuanto al IM.

L.a combinacion vanadic mas cafeina resulto ser genotéxica excepto en los
tratamientos donde los tiempos de contacto del compuesto metélico con las
celulas fue mas largo (72 h desde el inicio del cultivo), debido a que las
lesiones producidas por el vanadio (observadas en los otros protocolos) son

reparadas.

Para los tratamientos en S/G2 proponemos que:

Las lesiones inducidas por el vanadio deben ser frescas para obtener el
efecto potenciador de la cafeina, y tener contacto con ésta en la ultima
fase-S. El hecho de no haber encontrado diferencias en la frecuéncia de
ICHs entre ambos tratamientos vanadio-cafeina (24 y 48 h de vanadio mas
cafeina 43 6 67 h) indican que no hubo acumulacidon del dafio. Esto
evidencia que el V05 tiene una vida media corta como inductor de lesiones
al ADN (24 h aproximadamente).

El incremento en la frecuencia de ICHs en el cultivo de linfocitos tratados
con cafeina a las 43 h confirma que el V05 puede inducir lesiones al ADN
y que un numero considerable de ellas son eficientemente reparadas por los

mecanismos inhibido por la cafeina.

La cafeina tiene un fiempo de acciéon que también es “corto” (maximo 2 h)
para ejercer su efecto sobre los mecanismo de reparacién, debido a que
después de este tiempo es metabolizada y es posible que alguno de los
metabolitos que se generen tengan un tiempo de accién mayor a las 2 h.
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Las lesiones que persisten, son las que no son reparadas facilmente
conduciendo a la formacién de ICHs en divisiones celulares sucesivas.

Los cultivos tratados con V,QOs por 48 horas mostraron que este compuesto
puede inducir una cierta frecuencia de lesiones, las cuales estuvieron
presentes cuando el tratamiento de cafeina fue aplicado a las 43 h 0 a las
67 h y ser expresadas como ICHs Estos incrementos observados pudieron
deberse a la persistencia de algunas de estas lesiones y a la posible falta de
accién de los mecanismos de reparacion.

El hecho de que las alteraciones en los procesos de reparacion por la
cafeina puedan contribuir parcialmente a incrementar el numero de lesiones
inducidas por el V.0s, las cuales pueden en su momento ser transformadas
en ICHs, hace posible que la induccién de ICHs en $/G2 del segundo ciclo
de division se deba a un acortamiento en la fase de G2 inducido por la
cafeina junto con un incremento en la duracion de la fase-S inducido por la

accion del vanadio.

La cafeina es metabolizada in vifro, en un [apso no mayor de 2 horas. Los
datos obtenidos mediante el andlisis de los cromatogramas del HPLC
mostraron que la teobromina aparece como metabdlito de la cafeina desde
el primer tiempo de cosecha (2 horas de iniciados los cultivos), seguida de

la teofilina.

El hecho de que hayamos encontrado metabolismo de la cafeina por parte
de los linfocitos nos permite concluir que estas células presentan los
citocromos 1A2 y 2A6 responsables de fa transformacion de la cafeina.

En relacidon con ios metabolitos de la cafeina, detectados en el cultivo de
linfocitos humanos, no se debe descartar la posibilidad de gue algunos de

los efectos observados pueden ser debidos a ellos.
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Induction of sister chromatid exchanges in human lymphocytes
by vanadium pentoxide in combination with caffeine

E. Roldén-Reyes', C. Aguilar-Morales' S Fria‘;-Véquezz.andM Altamirano-Lozano'

'Unidad de Investigacion en Biologia de la Reproduccién, Laboratorio de Cuoqenéma Muragénesis y Toxicologia
Reproductiva, Facultad de Estudios Superiores-Zaragoza UNAM, 21 aboratorio de Citogenética
kastituto Nacional de Pediatria SS. México
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Abstract: We used cultured human lymphocytes to analyse
the effect of caffeine on sister chromatid exchanges induced

by vanadium pentoxide (V,0,). In comparison with con-
trols, the mitotic index and replicative index decreased in
cultures treated at different times with V,0O; or caffeine
However, the frequency of sister chromatid cxchzmges was
not modified by either treatment [n experiments carried out
with V,Oy in combination with caffeine. the frequency of
sister chromatid exchange increased.

Introduction: Research on the biological effects of vana-
dium has increased rapidly during the last decade due to its
toxicological, genotoxical and reprotoxical impact in
matmmals {1] Data on the genotoxicity of several vanadium
compounds were reviewed recently by Leonard and Gerber
{2}, who showed conflicting results with regard to the muia-
genic and clastogenic activity of vanadium in different assay
systems

The effect of vanachum pentoxide (V,0y ) on mammalian
cells has been assessed using both in vitro and in vivo animal
models. In Chinese hamster V79 celis and CHO cells, V,0,
has been reported to be clastogenic, inducing a high mc:-
dence of structural chromosomal aberrations {SCA),
micronuclei and sister chromatid exchanges (SCE) but not
gene mutation [3,4]. In contrast. in human lymphacytes and
bone marrow cells of mice, V,0, does not raise the fre-
quency of these endpoints [§ 6] In human lymphocytes.,
however, V,0, treatment increases the frequeney of poly-
ploid cells and cells with satellite associations [5]

Sun {7} observed micronuclei in mouse bone marrow cells
after the administration of V,0, by intraperitoneal (ip) or
subcutaneous injection or after mhalauon Oral administra-
tion ylclded regative results. in the dominant lethal assay
(DL) in mice treated with V ;05 Sun [7] found negative
results. However Altamirano- Lozano er al 18] reporied a
low frequency of DL in mice treated i p with V,O, Recent
reports by Rojas ef al {9] and Altamirano-Lozano er af. [8],
indicate that V,0; can induce single strand breaks (SSB) in
the DNA of human lymphocytes and mice germ cells

In many cases, primary lesions induced in DNA are
efficiently restored by various repair mechanisms, though
their inhibition could increase the frequency of DNA
damage (e.g. chromosomal aberrations or sister chromatid
exchanges) [10]. When a mutagen interacts with a com-
pound with repair-inhibiting action, the frequency of DNA
damage is higher than that induced by the mutagen alone
([?r(;t:i;r;c]cmem effect induced by the repair-inhibitor agent)

02698951 © 1997 Chapman & Hall

There is evidence that caffeine produces a variety of phar-
macological and cellular responses in a wide spectrum of
biclogical systems [10,11]). Caffeine is a well-known muta-
genic-enhancing compound of many DNA-damaging
agents, presumably acting by shortening the duration of the
cell cycle and/or by reducing the ability of cells to repair
DNA lesions [10-13),

The aim of the present study was to evaluate the eftects of
a mutagenic-enhancing compound, caffeine. on the DNA
damage induced by V,0; using human lymphocytes as a
working modei.

Materials and methods: Lymphocyte cultures were pre-
pared by adding 025 mL. of heparinised blood from two
non-smoking, healthy 25-30 year-old males, to 45 ml. of
RPM1-1640 medium (Sigma Chemical Company, St Louis
MO, USA) and 0.25 ml of phytohemagglulinin-P (Sigma)
The cuitures were incubated for 72 h at 37°C, and 24 h afler
initiation, S-bromodeoxyuridine (BrdU, Sigma) was added
at a final concentration of 5 pg mL™

A1 70 h of incubation. 0.4 pg mL™ of colchicine (Fisher
Scientitic Co, Fuir Lawn, NJ, USA) was added Two hours
later, the cells were harvested by centrifugation. treated with
hipotonic shock, and fixed Slides were made by dropping
single drops of the cell suspension, air-dried, immersed in
KC1 {(0.075 M) and irradiated with UV-light. The slides were
then incubated for 20 min in 2 x $SC 60°C and stained with
Giemsa tor differential staining of sister chromatids {6). The
same donor blood was used in both the experiment and its
replicate All slides were coded before analysis,

Working solutions of V,0, were: 2, 4 and 6 pg mL™'
(99 6% pure, Aldrich Chemlcal Company, Milwaukee, Wis ,
USA) That of caffeine was 20 pg mL™' (Sigma) They were
selected on the basis of preliminary experiments, prepuared in
distilled water. and sterilised by filtration. The cultures were
ireated with vanadium alone {at 024 or 48 h after beginning
the cultures), caffeine alone at 43 h or 67h after
beginning the cultures, or vanadium (az 0, 24 or 48 h atter
beginning the cultures) in combination with caffeine treat-
ment {43 or 67 h after beginning the culures) (Figure 1).

For gvery concentration and experiment, 1,000 cells were
analysed for mitotic index (MI). SCE frequency was
analysed in 30 second-division mitotic figures, and the
replicative index (RI} was calculuted as follows: Rl = (1M,
+2M, + 3M,)/100, where M, M, and M, represent percent-
ages of first-, second-. and third-division metaphases,
respectively [14) :

We used Student’s r-test 1o evaluate the signiticance of
ditferences in frequency of sister chromatid exchanges The
replicative index was evaluated using the Chi-square test and
for the mitotic index the "Z" test was used
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Results: In comparison with controls, the MI and RI
decreased in lymphocyte cultures treated at different times
with V,0; or caffeine, while the sister chromatid exchange
frequency was not modified by either treatments (Tables 1, 2
and 3)

Table | shows the effects of caffeine added to the cultures
after V,Q, treatmenr at time 0 (72 h of treatment) in the first
experiment. We found no differences in the sister chromatid
cxchanges ‘The MI in lymphocyte cultures exposed to 6 pg
mL™" of V,0, and caffeine at 43 h was lower than in the
controls. T’he RI was also lower in all treatbd cultures than in
controls.

In lymphocytes treated with V, O; 24 h (experiment 2) or
48 h (experiment 3) after bcgmmng the cultures (48 or 24 h
of vanadium treatment) with caffeine at 43 b or 67 b, almost
all of the V,0, doses significantly lowered the M1 The RI
also declmed (Tablcs 2 and 3), When' treatment with V,0;
began 24 h after the initiation of the lymphocyte
cuiture, and with caffeine at 43 h, the sister chromatid
exchange frequency increased significantly ar 6 pg mL™
With caffeine treatments at 67 h, the SCE frequency rose
significantly at 4 pg mL™ and 6 pg mL™" (Table 2) When
vanadium was added the last 24 h 10 lymphocyte cultures.
the sister chromatid exchange frequency increased signifi-
cantly in the two highest doses in both caffeine treatments
{Table 3).

Discussion: These findings agree with those of previous in
vive and in vitre studies [3,5,6,11,15] in which treatment
with V,0, or caffeine did not raise the sister chromatid
exchange frequency in human lymphocyte cultures.
_However, in the experiments with caffeine in combination
with vanadium pentoxide, the sister chromatid exchange fre-
quency did increase.

The SCE test is a sensitive technique for detecting expo-
sure to mutagenic agents [16,17] Nevertheless, the mecha-
nism of formation and the biological significance of sister
chromatid exchanges have not been established Clearly.
DNA lesions leading to SCE occur during DNA duplication
and can differ in their nature [18]. The DNA lesions can be
lost by cell death, dilution of lesions through division of pre-
cursor stem cells, or DNA repair. Kligerman ¢r of [19]

Tuble I Mitotic index, sister chromatid exchanges and
replicative index in human lymphocytes after 72 h of V,04

-treatment in combination with caffeine treatment at 43 hoor 67 b

of culture time (means ¥ SD)

“Treatment  Concentration :
time with  weatment with  Mitotic Sister
caffeine vanadium index chromatid  Replicative
Ropgml™  (pgml™h (%) exchanges  index
- - 240051 5192028 194
- 2 190 +0484 532036 187
- 4 150058+ 577044 174
- 3 130£048 600029 167
43h
+ - 260 £035 495044 195
+ 2 240053 550040 174
+ 4 180024 609+ 083 171
* 6 160032 640 £ 0.65 [N A
67 h
+ - 230030 130051 1 96
+ 2 210079 507057 1.86
+ 4 205048 533068 1.75
+ 6 1.65 £ 0,20 607 £ 0.65 1.7}

*As compared with negative control, p < 005,
**As compared with caffeine 33 h conirol p < 005

found that a percentage of these lesions in DNA, which can
elicit sister chromatid exchanges, may persist throughout
successive cell generations [18, 20]‘

In cultures exposed to V,O, for 72 h plus caffcine
(Figure 1A), there were no dltferences in sister chromatid
exchange frequency However, when V,0, was added at
24 or 48 h, plus caffeine (Figure lB—C), lesions induced
could be transformed in SCEs. The significant increase in
SCE frcquency obsetved only in the V,0; weatments at
24 and 48 h in combination with caffeine at 43 or 67 h, in
comparison with control cultures, indicates that lesions
induced by vanadium pentoxide must be fresh to obtain the
caffeine-potentiation effect and have contact with catfeine
in the late S phase. The lack of differences between sister
chromatid exchange frequencies in both V,0O.-caffeine
treatments indicates no accumulation of DNA damage. It is
evidence that V,0, has a short life-time of activity as a
lesion-inducer.

Table 2. Mitotic index, sister chromatid exchanges and replicative index in human lymphocyres after 48 k of V,0, treaiment in
combination with caffeine treatment ar 43 h or 67 h of culture time {means £ SD)

Treatment Concenisation .
time with treatment with Mirotic Sister
caffeine vanadium index chromatid Replicative
(20 pg mL™Y) (pg mL™") (%) exchanges index
- - 2402051 519£028 194
- 2 2201023 500%036 1 85
- 4 200£054 5482029 173
- 6 170 £ 0.48 5661028 1 66
43 h
+ - 262034 530048 195
+ 2 160021 562040 1.78
+ 4 150£ 037" 5880350 | 50* **
+ 6 TESE0.13%** 638 £ 034 L45% »
67 h
S - 2282035 4952044 196
+* 2 080 1 Q43 kwx wwwn 6252070 187
+ 4 065 4 Q.37 F¥x wwww 725 & QAgtuae | G6% ox wus
+ 6 B.60 £ 0.15% *#e vwxe 171 4 0,657 H 1.50% = vas

*As compared with negative control, p < 0.05; **As compared wuh caffeine 43 h control, p < 0.05; ***As compared with cuffcine 67 h cantrol

B< 0.05, #s%% A5 compared with vanadinm trecimens,
"As compared with caffeine 67 h control p < 0 005"

B 0.05 *As compared with acgative contrel p < 0.01;
s compured with vanadinm 4 ug reaement p < 005
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Table 3. Mitotic index. sister thromatid exchanges and replicative index in human lymphocyres after 24 h of VO, treatment in

combination with caffeine treatment ar 43 h or 67 h of Lnlture time (means £ $D)

Treatment Concentration
time with freatment with Mitotic Sister :
caffeine vanadium N index chromatid Replicative
(20 pg mL™") (g mL™" (%) exchanges index
- - 240+ 05! 519028 194
- 2 1852031 590036 173
- 4 180%024 580029 169
- 6 1704054 630037 162¢
43 h N
+ - 245 £045 594+082 1.95
+ 2 140 £ 037 v 614 1061 181
+ 4 1254 0.42% +4++ 73006177 177
+ 6 080 % 0 3teet 760+ 050+ 174
67h
+ - 2152014 543049 196
+ 2 105+ 068" 540052 1 65% s+ wue
+ 4 0.90 £ 0 53*+ " 7302055+ 1 59% w¥ w4
+ 6 0.40 £ 0,3gwee ™ 8.00 + 0.69*™F 138k s ven

*As compared with negative control, p < 0.05. **As compared with negative control, p < 0.04. ***As compared with neative control
< D.005. ¥***Ag compared with caffeine 43 h control, p < 0 05 "As compared with caffeine 43 b control, p < 804,
"As compared with caffeine 67 h control, p < 005, M55 comparcd with caffeine control p < 0 04 "As comparcd with vanadivm Jug treatment.

p<005. s compared with vanadium 6ug treatment p < 005

gh : 24h 43h 4an 67h 2h
A :
e G, == G, : Gl S |G M) G S| G| M
Fiest expodiment:
V,0; teatrnent at G h ! 1 1 i 1 1
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" Figure I Schematic diagram of sister chromatid exchange experiments with vanadium pentoxide V,04) and caffeine treatments

The increase in SCE frequency in lymphocyte cultures
treated with caffeine at 43 b confirms that V,0, can induce
DNA lesions and that a considerable number of them are
efficiently repaired by the mechanisms inhibited by caffeine

Caffeine has a similar chemical structure to DNA-purines
[19] It blocks adenosine recepiors, inhibits cyclic-AMP
phosphodiesterase, binds to single-stranded DNA, modifies
the intracellular distribution of calcium and inhibits the
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activity of poly(ADP) polymerase, topoisomerase I and
phosphorylases {11].

All of these actions can be linked to one or several major
cellular processes or events including DNA repair (excision,
photoreactivation and postreplicative) and cell division

[11,21,22). Some studies have shown that caffeine may

affect DNA precursor metabolism [23], as it inhibits purine
metabolism enzymes and may thereby aiter the normal ratio
in the DNA precursor pool, thus.causing errors in pairing,
Caffeine also inhibits both de novo synthesis and the utilisa-
tion of exogenous purines. The fidelity of DNA replication

‘is affected by relatively low concentrations of deoxyribo-

nucleosides triphosphates (dNTPs). and both imbalances in
the supply of ANTPs and a malfunction of repair systems
produce mutations, chromosome aberrations and SCEs in
mammalian ¢cells in culture [11,24].

. Our study showed no induction of S8CE in the 72 h V,0,-
caffeine treatments, and a non-accumulative increase ol this
endpoint in the 24h V,O-caffeine treatments as compared
with 48 h V,0.-caffeine treatments In the first treatment,
caffeine was added at 43 or 67 h after the commencement of
V,0; treatment. In these cases there were no fresh lesions to
be expressed as SCEs because the time of activity of V,0
as lesion-inductor lasts less than 43 h.

24 hours after the cultures were tested with V,0; this
compound was capable of inducing lesions, which were
found present when treatment with caffeine was applied at
43 h These are expressed as SCEs a1 the end of the first S
phase. When caffeine was added to the 67 h cultures, the

observed increase could have been due to the persistence of

some lesions.

Finally, the rise in SCE frequency in cells treated with
V,0; at 48 h from the beginning of the culture are all prod-
ucts of fresh lesions and as a result of the interaction of this
lesion with caffeine in the second S phase. The absence of
significant differences between 43 and 67 h caffeine treat-
ments in both 24 and 48 h V,0, treatments is also evidence
that these lesions were not accumulative

Studies on vanadium compounds and mutagenesis have
shown that in vitro they modify DNA synthesis and repair
{125]. and induce DNA-protein crosslinks [26] However,
treatment with V,0, showed no increase in chromosome

aberrations or SCEs in human lymphocytes [5], mice bone’

marrow cells [6] or Chinese hamster V79 cells [3] On the
other hand, Rojas er @i. [9] found that V 05 induced DNA
single strand breaks, and that this kind of damage is repaired
very quickly These results could explain why V,0; did nol
induce SCEs or other chromosomal aberrations in previous
studies .

SCEs occur during DNA synthesis, and theis production
can be stimulated by DNA damage. When the DNA is suffi-
ciently repatred, the cells proceed to mitosis Chromosomal
alterations and SCEs would be formed when the chromatin
threads condense into mitotic chromosomes before the repli-
con ¢lusters are ligated, and would be located between repii-
cons rather than at sites of DNA damage [27,28]. Although
not all lesions can induce SCEs, there is evidence that at
least some of the lesions involved in this process are capable
of persisting, and are theretore not easily repaired [29}, and
of inducing SCEs in succc:.s:ve cell divisions

Our results’ suggest ' that’ vanadlum can induce DNA
lesions. However us acnvuy has a 24 h haif-life time, and

these lesions are persistent. On the other hand, alierations in
repair processes induced by caffeine may partially help to
increase the number of lesions induced by V,0, which in
turn .may be transformed in SCEs According to some
authors [27,28.30]. and taking into account data presented
here. it is possible that. the induction of SCEs in the second

‘cel! division was due to a shortening of G, phase induced by
the caffeine with a possible increasc in the length of S phase
caused by vanadium treatment.
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R.ESUMEN

El cultivo de Infocitos humanos ha sido usado para conocer el efecto de la cafeina en combmacion con el pentoxido de
vanadio, ) (V,0p) aplicados a diferentes tiempos (0, 24 y 48 horas de cultivo) en el Intercambio de Cromatidas Hermanas En
comparacién con el grupo testigo el Indice Mitético disminuy6 en los cultivos tratados a diferentes tiempos con V,0, 6 cafeina
y la Ta$a de Proliferacién Linfocitica en todos los casos mostré una tendencia a aumentar, sin embargo la frecuencia de
intercambio de cromatidas hermanas no fue modificada por ambos tratamientos cuando sé aplicaron por separado En los
experimentos realizados con V,0, en combinacién con cafeina se observé un incremento en dichos eventos.

Palabras Clave: Pentéxi'do de vanadio, cafeina, intercambio de cromdtidas hermanas, indice mitdtico

ABSTRAC

Cultured human lymphocytes were used to analyse the effect of caffeine on sister chromatid exchanges induced by
vanadium pentoxide (V,0,). In comparison with controls, the mitotic index and replicative index decreased in cultures
treated at different times with V,0, or caffeine However the frequency of sister chromatid exchanges was not modified
by either treatment. In experiments carried out with V,0O, in combination with caffeine there was an increase in sister

chromatid exchanges frequency.

Key Words: Vanadium pentoxide, caffeine, sister chromatid exchanges, mitotic index.

INTRODUCCI(')N

f7A as constantes emisiones de substancias y particuias
iberadas en el ambiente, pot 12 gran actividad
P antropogénica y el uso de combustibles como fuente
¢l de enet gia en la vida cotidiana y en la industria, as{
como residuos sélidos, liquidos o gaseosos, y en menor grado
Ia actividad microbiana, originan que muchos compuestos
rebasen el limite tolerable en los ecosistemas convirtiéndose en
contaminantes ambientales

Actualmente la interaccidén de estos contaminantes, los cuales
pueden pertenecer a diversos agentes biolégicos, fisicos y
sustancias qufricas, con la flora y fauna, y en particular con el
ser humano, han adquirido una gran importancia en el terreno
de la salud, debido a que numerosas investigaciones ponen en
evidencia una gran cantidad de sustancias que son téxicas y
producen dafio en los organismos.

Dentro de las sustancias quirnicas encontramos a jos metales. se
sabe que de los 109 elementos quimicos conocidos cerca de $0
son considerados metales. Los metales se definen de acuerdo a
sus propiedades fisicas en estado sdlido, como I[a reflexion.
conductividad eléctrica y térmica, sus propiedades mecdnicas.
magnéticas y su estructura cristalina (Vecruysse, 1984: Vouk.
1986) Suspropiedades quimicas dependende su configuracién
electrénica que otigina diferentes estados de oxidacion los
cuales les permiten formar una gran variedad de compuestos.
entre los que encontramos compuestos inorgdnicos (p ejem

sales), orgdnicos y compiejos (Vouk, 1986).

Entre las propiedades quimicas de m4s importancia tenemos 12
solubilidad y densidad Desde el punto de.yista toxicol6gico. la
solubilidad de los compuestos metéhcos esta en refacidn a I
presencia de iones H+ en los disolventes que generalmente son
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agua, lipidos u otro tipo de fluido bioldgico, que transportan
los iones y favorecen la absorcién de estos elementos en los
tejidos (Duffus, 1983; Vecruysse, 1984; Vouk, 1986) De
acuerdo a su densidad los metales se clasifican en pesados y
ligeros, los primeros son elementos cuya densidad es por tos
menos cinco veces mayor a 1a del agua, es decit mayora § g/
cm’, mientras los ligeros presentan densidades menores
(Bolaitos. 1990; Duftus, 1983)

Uno de los metales que se ha acumulado gradualmente en el
ambiente y en los organismos es ¢l vanadio. Su amplio uso y
liberacién ha recibido la atencién como tontaminante

-ambiental, y por su elevado potencial toxicolégico ha sido

consideradocomo peligroso (Baroch, 1983; Leonard & Gerber
1994; Phillips ez af , 1983).

El vanadio es miembro del grupo V-B primer elemento de la
setie de transicién de la tabla peri6dica, seguido del niobio y el
tantalio Es un metal de color grisdceo, con densidad de 6 11 ¢/

cm’ (Baroch, 1983), estd presente en dos formasen lanaturaleza

como isétopo S0V y 51V sus estados de oxidacién van de V-,
, de estos, los tres dltimos son los mds
comunes y el V* es su forma més estable y el V**en forma de
sales es fuerte reductor Se disuelve en agua, dcidos y forma
vanadatos con bases (Carson ef af , 1987; Legetkvist e al.,
1986; WHO, 1988). '

Entre los usos del vanadio, encontramos que en la metalurgia
del fierro de un 75 a 85% es usado como aditivo en aleaciones
en varios tipos de acero En la industria quimica orgénica €
inorgdnica, es usado como catalizador, donde el pentéxido de
vanadio y los metavanadatos son de importancia especial en la
produccion de 4cido suifdrico pldsticos y en la oxidacién de
compuestos orgdnicos (Baroch 1983; Carson er af , 1987;
Stokinger, 198 [; WHO, 1988) Recientementeel usodel vanadio
se ha extendido. En la medicina ha adquirido una importancia
en la aplicacién terapéutica en el control de la diabetes tipo I
(Heiliger eral , 1985; Mongold et al., 1990}, por su semejanza
con el mecanismo de la insulina en la que se obtiene un
mejoramiento en la homeostasis de la glucosa (Brichard eral ,
1988; Strout et al., 1989).

Desde el punto de vista de contaminacién ambiental, se ha
estimado que cerca de 280 toneladas de vanadio son emitidas
anualimente al medio De las cuales 70 toneladas son de origen
natural (erosiény emisiones volcdnicas), 100 toneladasemitidas
pot la industria y 110 por la quema de combustible f6sit
(petrélec y carbén) y de algunos de sus productos (aceites)
(Leonard & Gerber 1994). Los principales pafses productores

~de vanadio en orden de importancia son: Africa det Sur, Ex-
- Unién de Repiiblicas Soviéticas Socialistas, Estados Unidos de

Notte América, Finlandia, Chma ¥ Austria, con un consumo
anualde 2 9x 10° toneladas mémcas én todo el mundo {Baroch,
1983 Leonard & Gerbe: !994)

Elvanadio puede penetrarenlos tejidos del cuerpo pot dos vias:
el medio v la dieta El medic incluye la absorcion curdnea y
transpulmonar la cual contribuye a famayor parte de la entrada
y en la dieta la ruta de absorcidn es por medio de la ingesta de
nutrientes esenciales La cantidad de vanadio que se absothe
por la piel 0 por Ia via del pulmén es directamente proporcionat
4 laconcentracién en el ambiente Se estima que cerca de 254
del vanadio soluble e inhalado se absorbe a través de pulmdn.
y del 5 a 10% de vanadio ingerido se absoibe pot el tacto
gastrointestinal. aunque algunos autores sugieren que es del |
al 2% y el restante es eliminado con las heces (Elinder e al
1988; French & Jones, 1993).

L atoxicidad del vanadio depende de la ruta de entrada. absorcion
distribucién v solubilidad de los compuestos Sus sales son las
mds usadas y las menos téxicas, la dosis letal media (DL, ). en
1atén es de 130 g/g para el triéxido de vanadio (V20 de 23 pg/
g parael tricloruro (VCL,), y el pentéxido de vanadio (V,0,) y de
954 y 3633 pg/g para el sulfato de vanadil (VSO v ¢l
metavanadato de sodio (NaVO,) respectivamente. mientas que
laconcentracién téxicamedia (CI o encélulasde hamster Chino
del tiéxido de vanadio sulfato de vanadilo y metavanadato de
amonio (NH,VO,) es de 25. 23 y 16 pglg respectivamente
(Carson eral., 1987: Jones & Basinger, 1983; Leonard & Geiber
1994; Owusu Yaw et al. 1990; WHO, 1988).

Bioquimicamente. s¢ hacomprobadoque ¢l vanadio pentavalenie
y tetravalente tiéne accidn miltiple en las células tanto é11ito
como in vive Se conoce que es capaz de inhibir o estimular la
actividad de enzimas, entre las que s incluyen las ATPasas de
Na*, Ky Ca* de varios sistemas de membranas (Cantley ¢ af
1977; Mourek, 1987), la 2,6-biofosfatasa y 6-fosfofructuo-2-
cinasa importante en ¢l metabolismo de ta glucosa (Gil ef o/ .
1988), las fosfatasas y cinasas de tirosina involucradas en la
recepcién de insulina y en la transformacion y proliferacion
celular (Inazueral  1990)y fafosfatasa alcalina fa cual hidoliza
ésteres monofostéricos (Cantley, 1977, Lépez et al . 1976)

Desde el punto de vistamutagénico, el vanadio tiene un impag to
biolGgico importante en el banco genético de los organismos
Estudios de tipo molecular revelan que este elemento en

‘concentraciones micromolares (pM) inhibe o estimula la

incorporaciénde timidinadentro del ADN. provocacambios <
la reparacién e induce fuertemente infidelidad en la-sintesis del
mistmo, asf como modificar la actividad de la regulacidn de fa
divisién celular de forma dosis dependiente (Canalis, 1985:
Car'penter 1981)

‘Los resultados de la genotoxicidad del vanadio son poco

concluyentes y hasta cierto grado contradictotios y los estudios
en linfocitos hurhanos no excluyen estaambigiiedad Lintocitos
hitmanos tratados ir vitro con V, O en concentraciones de 2.4
y 6 |ig, incrementan sngmfmat:vamente la frecuencia de

. aberraciones cromosémicas numéricas (poliploidias) y la de
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Efecto de la cafeina en la fagse G, de linfocitos humanos in vitro

asociaciones de satélites por célula y por cromosoma,
incrementta el tiempo generacional promedio y disminuye el
indice mit6tico. pero no la frecuencia de aberraciones
cromosémicas estructurales e intercambio de cromdtidas
hermanas (Rolddn & Altamirano, 1990) Sinembargo, el V,0,

- aplicado en combinacién con cafeina, en diferentes ciclos de
divisién, las mismas concentraciones del pentéxido
incrementan la frecuencia de intercambios de cromdtidas
hermanas cuando la cafefna es aplicada a las 24 v 48 horas de
iniciados los cultivos en las concentraciones de 6 y 4-6 ug
respectivamente (Rolddn 1992), y en la concentracién de 6
cuando se aplica el compuesto metdlico a las cero horas y la
cafeina a las 48 horas (Rolddn er al, 1994)

La cafeina es el principal componente del café, té y muchos
refrescos, principalmente los de cola, chocolates, analgésicos y
otras drogas (Pollard eraf , 1987), y suconsumo es amplioentre
un gran nimero de personas Se le conoce como 1,3,7-
trimetilxantina, guaranina y metil-teobromina (Merck, 1989).
Ademds sirve como fungicida, herbicida ¢ insecticida, para las
plantasquelo pr‘oduce:n’(Shin etal ,1990). Asimismo lacafefna
tieneunaestrgctqraquifniiéa,simi'laraIaspurinasqueconstituyen
al ADN, por lo tanto, tiene el potencial de interferir con la
division y metabolismo celular (Alder, 1970)

En linfocitos humanos la cafefna (01, 05 y 1.0 mM) en
combinacién con Mitomicina-C, inhibe la .reparacién
posteplicativa (Okoyama vy Kitao, 1981), y se ha establecido
que amnplifica ta induccién mutagénica por parte de la N-metil
N-nitrosourea y la N-metil-N"-nitro-N-nitrosoguanidina en
Salmonella typhimurium en una concentracién de 1. 0 mM, ésto
se efectia durante la replicacién de] ADN (Balansky, 1992) En
células de hdmster Chino, se ha reportado que la cafeina
convierte lesiones de cadena doble de ADN, ocasionadas por
mutdgenos. en aberraciones cromosémicas y fragmentaciones,
durante lareplicacién (Roberts & Kottsaki-Kovatsi, 1986) Los
efectos mutagénicos, comutagénicos y anti-mutagénicos
mostrados por [a cafefna han despertado un gran interés, debido
al amplio uso de ésta

La cafeina potencializa los efectos mutagénicos y letales de
agentes genotdxicos. Se sabe que ésto se debe, al menos en
algunos organismos, a la inhibici6n de la repatacién del ADN
(Selby & Sancar, 1990) En E- coli, lacafefna(de 10a 100 mM),
inhibe los mecanismos de reparacién de fotorreactiviacion y de
escisiénde nucledtidos in vivo (Witkin, 1969) Tambiénhasido
demostrado que la cafefna (10 mM), inhibe el proceso de
reparacién por escisién de nucledtidos en células HeLa (Selby
& Sancar, 1990). De tal forma que la cafefna, induce una
variedad de respuestas celulares y farmacol6gicas en un amplio
espectro de sistemas; amplifica los efectos mutagénicos de
agentes que dafian al ADN, probablemente por acortamiento
del ciclo celuiar o por reduccién de 1a habilidad de las células
para reparar las lesiones De tal forma que las investigaciones

sobre los efectos ampliticadores de Jas drogas pueden conuibuir
de forma importante a la quimioterapia en humanos. porque la
combinacién de un inhibidor de la reparacién del ADN, como
la cafeina, y-un agente antitumoral pueden incrementar fa
citotoxicidad de las células neopldsicas, sin embargo: una
combinacién de un inhibidor de la reparacién y un agente
genotéxico puede estar ocurriendo en Ja vida diaria.

Por otro lado la imporiancia de elucidar el dafio que puedan
causar los agentes ambientales sobre el ADN. y lasconsecuencias
derivadas para el futuro inmediato de las células y en general de

‘la especie, es estudiado por ta Genética Toxicol6gica { Brusick.

1987; Moutschen, 1985) El hecho de que la naturaleza del
material genético sea esencialmente la misma en todos los
organismos, ha permitido el uso de modelos biolégicos para
obtener informacién del potencial mutagénico y carcinogénico
que puedan tener dichos agentes, y de esta forma obtener un
pardmetro de evaluacién de riesgo a las poblactones humanas
{Hoffman, 1981: Moutschen, 1985; Prival. 1980)

Entre Ios diferentes sistemas de prueba utilizados. los sistemas
invitroocupaneleje central enel estudio del procesotoxicol6gico
(Frazier, 1992) Las fallas en los componentes moleculares y
celulares, pueden ser estudiados con sistemas ideales como el
cultivo de células de mamifero, en donde se pueden evaluar
efectos citogenéticos de substancias quimicas de actividad
mutagénica o carcinogénica (Maher & McConmick. 1982;
Natarajan & Obe , 1982) De los sistemas in vitre. los linfocitos
humanos son uno de los mds utilizados tanto para estudios
citogenéticos como estudios de diagnéstico genético clinico
(Lerner & Dixon, 1973), y por las bondades que presenta el
caltivo al ser estimulados in vitro con un mitégeno como la
fitchemaglutinina (Natarajan & Obe, 1982; Klein. 1990)

Para la evaluacién de agentes mutagénicos, el sistema in virre
de linfocitos humanos ofrece grandes ventajas como:
tepresentar una parte del cuerpo en exposicién; el ndcleo
ocupa el 90% del volumen celular; presentan una vida media
de 2 a 4 afios, 1o que permite observar lesiones en su ADN poy
exposiciones crénicas a bajas dosis (Carrano & Moore. 1982:
Klein, 1990; Latt et al, 1981); presentan una actividad de
reparacién baja en comparacién con otros que ciclan
normalmente; la mayorfa de los linfocitos estdn en fase de G
del ciclo celular, y en cultivo estimulados con un mitégeno
con o sinactivacién metabdlica, permite analizar aberraciones
cromosémicas de G, 6 -G, y aberraciones cromatidicas
producidas en S 6 G, del ciclo celular] intercambios de
crométidas hermanas (ICH’s), cinéticadel ciclocelular (CCC)
y asociaciones de satélites en células en mitosis, y microntcleos
encélulas en interfase (Carrano & Natarajan, [988: Lapteraif
1981), asf como modificaciones en el nimero de células que
pasan por mitosis (Sharma & Talukder.- 1987} mutaciones
puntuales e infidelidad en'la sintesis de ADN (Moutschen
1985; Natarajan & Qbe, 1982; Prival, 198().
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De loS pardmetrosantes mencnonddos unodelos misempleados

patd, detectar dafio en los ¢romosomas es el intercambio de
crométidas hermanas. los cuales pueden ser observados mediante

latécnica de tincidn diferencial en cultivos de linfocitos humanos
de sangre periférica, por ser un indicador altamente sensible
para estimar el dafio inducido al ADN por los agentes quimicos
y su p_osible ,impacto biolégico en el hombre. :

Como su nombre lo indica, los mtercamblos de cromdtidas.

hermanas (ICH's)son transposiciones simétricas y equivalentes
del' ADN entre las cromdtidas de un mismo cromosoma,
involucran rupturas de doble cadena en locus homélogos de
ambas cromdtidas, con su posterior unién y repatacién, las
rupturas tienen una nueva localizacién dentro del cromosoma,
en las que se manticnen su polaridad sin alterar la morfologia
cromosémica{Latt, 1979, Latteral., 1981; Mundry eral., 1981;
Taylor. 1958: WHO, 1988).

En vista de 1a relevancia de estos datos en la literatura, en el
presente estudio se evalud la frecuencia de intercambios de
cromdtidas hermanas en linfocitos humanos tratados con V,0,
6V,O,en combinacién con cafefna aplicada durante la fase de
S/G del primero y segundo ciclo celular

MATERIAL Y METODOS

El cultivos de linfocitos humanos se realizé de la siguiente
fonna Ia sangre hepanmzada obtenida de donadores masculinos
clinicamente sanos no fumadores de 25 2 30 afios de edad fue
puesta en 4 25 mt de medio RPMI-1640 (Sigma Chemical Co.
St. Louis Mo, USA). y 0.25 mil de Fitchemaglutinina P (Sigma
Chemical Co, St Louis MO; USA). Los cultivos fueron
incubados por 72 h a 37°C Veinticuatro horas después de la
iniciaci6n, se adiciond a los cultivos una concentracién final de
5 ugml de S-bromodesoxiuridina (BrdU, Sigma Chemical Co.

"St. Louts MO, USA) A las 7lhoras de incubacién se le

adicionaron .0 4 pg ml’ de colchicina (Fisher Scientific Co,
Fair Lawn, NJ, USA} Dos horas después las células fueron
cosechadas por centrifugacién, tratadas con un shock
hipoténico y fijadas Las ldminas fueron hechas por goteo,
secadas al aire, sumergidas en KC1 (0 075 M) ¢ itradiadas con
luz ultravioleta (UV), las ldminas fueron incubadas por 20
minutos en una solucidn doble de citratos-salina (2X SSC) a
60°C y tefiidas con Giemsa mediante la técnica de Tincién
Diferencial para Cromdtidas Herinanas (Altamirano-Lozano

etal , 1993). Se utilizaron los mismos donadores para todos
los experimentos y sus duplicados. Todas las lﬁmmas fueron.

codlflcadas antes de su andlisis.

Para cada concentracién y experimentos, se analizaron 1000
células para Indice Mitético (IM), La frecuencia de
intercambio de cromdtidas hermanas (ICH’s). fue analizada o

en 30 mitosis de segunda dzv1516n la tasa de ptohfetaczdn

linfocftica (TPL) fue calculada de la siguiénte forma: TPL= -
48 hs de Bthf(lMl+ 2M2+ 3M3)X100 donde M1, M2 y

M3 repxesentan los porcentajes de células en las primeras
segundas y terceras divisiones, respectivamente (Fzguras 1.2
y 3) ( Kmhna et al 1985) S
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Lasconcenuacionesapax_tirde lasoluciénde trabujode pentéxido

.de vanadio que se utilizaron fueron: 2,4 y 6 ug mi' (99.6% de -
pureza, Aldrich Chemical Co. M:lwaukee,Wm USA) lacafeina:
20 pug mrt (Slgma Chemxcal Co.,'St. Louis MO, USA), fugron
preparados enagua destllada y estenhzados por filtracién Los
- cultivos fueron tratados con vanadio'solo (a las 0. 24 y 48 horas

' después de mlclados los cult: vos), la caiefna solase ad:cmmﬁ afas

misi'cas ’hé“'iﬂi?é'stigaéib’i{ ;m;?&”éa* o




Efecto de la cafeina en la fase G, de linfocitos humanos in vitro
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4‘% horas de |111cmdos ]os cultwos en el limlte de lafases 5/G, del
primer ciclo celular (S/G,-I), 6 67 horas después de 1n|c1ados los »
cultivos. desde las fases S/G del segundo ciclo celular (S/G, 10, -

oel vanadio (alas(, 246 48 h después de iniciados los cultwos)
en combinacién con los tratamientos con cafefna §/G -1, 6 /G,
II La prueba de “t" de Student fue utilizada para evaluar la

significatividad de las diferencias de Ja frecuenciade ICH's y la |

TPL y para el IM se utilizé dzn paxa proporciones.

RESULTADOS .

Los resultados de la evaluacién del Indice Mitético, Tasa de.

Prolifetacién Linfocitica, e Intercambio de Cromédtidas
Hermanas en cultivo de linfocitos tratados a diferentes
tiempos con V,0, o cafefna sola mostraton que estos
compuestos no modifican estadfsticamente Ja frecuencia de
ICH's, sin embargo el vanadio disminuye el IM y aumenta la
TPL (Cuadros I, IF y III).

Losefectos de los natamientos combinados con V,0, adicionade
en los cultivos al tiempo (¢ (72 horas de tratamiento) y cafeina,
adicionada desde S/G,-I 0 S/G,-II, se presentan en el Cuadros I,
uo se observaron efectos sobre la frecuencia de ICH's, sin
embargo, losresuitados del IM mostraron que tinicamente cuando
la cafefna es adicionada a los cultivos expuestos a 6 g mi-1 de
V,0,, se observé una pequefia pero significativa (P<0.05)
disminucién en este pardmetro. En todos los casos la TPL mostrd
una tendencia a aumentar en comparacién con los controles.

Cuando los linfocitos fueron tratados con V,0,, 24 6 48 horas
después de iniciados los cultivos (48 6 24 h de tratamiento con
vanadio) y cafefna, desde la fase $/G,-I o $/G,-II, el indice

~al, 1993; TARC, 1991,

rronmegi v
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) rmtétxco d:smmuyé s1gmf1catxvameme todas lasdosis (C uadr 05

b y III), y se observé un aumento en la IPL

En los tratamxemos con vanadlo alas 24 horas de m:uadm
los cultivos, la frecuencia de ICH's se incrementé
significativamente en la concentracién de 6 pg mi' en

combinacién con cafefna en 8/G,-1, mientras que con los

tratamientos con cafefnaen S/GZ-II. lafrecuencia aumentd
significativamente en laconcentracién de 4 g ml' (Cuadro
II}. Cuando el vanadio se adicioné en Jas Gitimas 24 horas.
la frecuencia de ICH’s se elevé significativamente en las
dos dosis mds altas en ambos tratamientos con cafeina S/
G,-1y §/G,-Hl (Cuadro III),

DiscusioN

Los resultados obtenidos mostraron que tos diferentes tiempos
de tratamiento con VO, 6 cafeina solos no incrementa la
frecuencia de ICH's en cultivo de linfocitos humanos. Estos
datos confirman los reportes en estudios previos tanto in vitro
como in vivo (Aeschbacher er al , 1984; Altamirano Lozano et
Krishna er o/, 1985; Roldin &
Altamirano, 1990; Zhong er al,, 1994) Sin embargo. en los
experimentos realizados con cafefna aplicada durante el primera
o segunda fase S/G, en combinacién con pentdxido de vanadio
se observé un aumento en 1a frecuencia de ICH s

Por muchos afios la prueba de ICH's ha sido considerada
como‘una técnica mds sensitiva para detectar exposicion a
agentes mutagénicos que la de aberraciones cromosdmicas
{Hartmann et al., 1995; Sivikovd & Dianovsky 1993 Los
mecanismos de formacién y el significado biolégico no han

{ TIEMPO DE TRATAMIENTO CONCENTRACION DEL Inpicg MroTico® | ICH'S* TPL*

I DE CAFEINA TRATAMIENTO CON VANADIO (%) (X*EE) (X+EE)-
L (ughal) s e o SHORSS)
i - e 240£051 519+£028 3448E096

\ - _ 2 190£084 532+036 2563038

! - 4 150058 STTE044° - 27580310

! e 6 1.30 +0.48" 6.00£0.29 28.80 £ 0 99"

" Tratamiento er G, del 1% : T

L cielo de division (43 b) t :

; + - 2601035 4.95+044 24612053

+ 2 2400353 5502040 27580354

+ 4 180£0321 609083 2807 20 38" ;
TR, SN IO S 1605032 | 840£065 0 2962£0200
! Tratamiento en G, del 2°

. Ciclo de division (67 h)

+ - 230£030 430+£051 2448+ 0061

+ 2 - 210%079 507057 2580085 i
+ 4 . 205%048 533068 ! - 2742017
L o+ 6 1652 0.20 . 6071065 2807i047"' 5

Cvmgo 1 inmcx. Mxror:co. Irvrmc.umo BE Cxom:rms Hzratanas (ICH'S), ¥ TAsA DE Pnozmmm anrocmca (TPL)

EN Lmvrocitos HuMmanos Despuks DE 72 2 DE TRATAMIENTO CON V,0, EX COMBINACION CON CAFEINA A 1as 43 ¢ 67 HORAS DE CULTIVO.
(Traramrento cox V,0, A Las Cero (0) HORAS DE INICIADOS LOS CULTIVOS).
ANALIZADOS CON: * PRUEBA DE “Z" PARA PROPORCIONES; ** “t” DE S1UDENT; *** CHi-CUADRADA.
COMPARADOS CON: * TESTIGO NEGATIVO, p<0.05; ® 1ESTIGO NEGATIVO DE CAFEINA A 1as 43 H.
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’?Tu:mpo DE TRATAMIENTO CONCENTRACION DEL INDiCE MITéTICO® . ICH’S¥* TPL**
DE CAFEfNA TRATAMIENTO CON VANADIO (%) - (XtEE) X+EE)
(20 pug/mi) (pg/ml) ' . ez e o FIORAS)
- . 240057 | 519+028 24744037
- 2 220£023 : 500036 - 2590056
- 4 200054 548029 27740200
e e b8 170048 1 566£028 | 2891£030"
Tratamiento en G, del 1 s A |
¢iclo de divisién (43 h) :
+ - 260+0.35 530048 2461 £ 053
+ 2 160021 5622040 26961 048"
+ 4 150+037" 588+050 3200071
‘Tratamiento en G, del 2° . '
Ciclo de divisién (67 h)
! + - 230+ 030 495044 244806l
i + 2 080043 625£070 256610139 g
| + 4 065 £ 0 37 7.25%0 48 2891+0 57" .
% + 6 0.60 +0,19*¢ T71£068% | 3200£071 )

Cuavro II. Inpice Mirético, INTERCAMBIO 0% CROMATIDAS Heruaas (ICH's) ¥ TasA 0 PROLIPERACION Lmocmc.\ (TPL]. EN Lmocn-os
Humanos uzsmzs PE 48 HORAS DE TRATAMIENTO CON V, O, EN COMBINACION CON CAFEINA A LAS 43 H 6 A48 B7 H DE CULTIVO
('l‘mmmmo coN V,0, A 14s 24 HS DE INICIADOS LOS CULTIVOS),

ANALIZADO CON! * PRUEBA DE “Z" PARA FROPORCIONES; ** “t” DE STUDENT; *** CHI-CUADRADA.

COMPARADA CON: * TESTIGO NEGATIVO P < 0.08; ® 1881160 DE CAFEINA A 1AS 43 us., P< 0,03 © TESTIGO DE CAFEINA A tas 67 us., p< 0.05;
4 IRATAMIENTOS DE VANADIO, P<0.08; * TRSTIGO NEGATIVO, P <Q.01; ! TESTIGC DE CAPEINA A 1as 67 He., r< 0.008
& TRATAMIENTO CON 4 [t DE VANADIO, $<0.08, ® TRATAMIENTO 6[IG DE VANADIO.

? TIEMPO DE TRATAMIENTO CONCENTRACION DEL InpIce MiTéTICO* ICH'S** TPL#* i
"' DE CAFEINA : TRATAMIENTO CON VANADIO (%) (X+EE} (XtEE) |
o.Q0pgml) g L b, Hemsy ]
- ‘ - . 2402057 519£028 ek
; : - 2 1854031 590036 2774 £ 0 62¢
| - 4 180£0.21 580029 © 28401070
- 6 170054 | 630037 | 29623081 |
Tratamiento en G, del 1«
ciclo de divisién (43 h) .
o+ - 260£035 5941082 24612053
; + 2 140 20 37 614 %06l 2651£063
f + 4 125£042¢ 730x061" 2705+ 0.68
i ‘Tratamiento en G, del 2° ' N '
+ Ciclo de divisién (67 h)
: + - 2 30+ 0307 543+049 2448061
+ 2 105068 540+052 29091078
: + 4 090058 730£055m 3018067
4 + 6 040 +0.39% 8.00 £ 0.69"" 478086

A,

Cuanzro IH, fnpicz Mirotico, INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS (ICH's) ¥ Tasa p2 PRo1yERACION Luvrocttica {TPL), eV Livrociros
-HumaNOS DESPULS DE 24 HORAS DE TRATAMIENTO CON V.0, EN COMBINACION CON CAFELNA A LAS 43 & 67 Horas Dz cuLITVO.
(TRATAMIENTO CON V,0, A LA 48 HORAS DE INICIADOS LOS CULTIVOS),

ANALIZADO CON: * PRUEBA DE “Z" PARA FROPORCIONES; ** “t” px StUDENT, *** CHI-CUADRADA.

COH?ARADA CON: * TESTIGO NEGATIVO, P<0,08; ® TESTIGO NEGATIVO, P<0,01; ® 1281160 NZ0ATIVO P<0.008;

4 IZ8TIGO DE CAFEINA A LAS 43 ¥ ,P<0,00; * TESTIGO DE CATEINA A 1as 43 H, P<0.,01; ! TE8TIG0 DE CAPEINA A Las 67 H, F<0,08;

€ TESTIGO DE CAFEINA, P<0.01; ! TRATAMIENTO cox 4}iG DB VANADIO, M0.05: | IRATAMIENTO cox € |io DE vaNADIO, P< 0.0B,

] laxepa:acxén delADN (KI:ge:man etal., 1988). encontrando
que un porcentaje de estas lesiones en el ADN, capaces de
inducir ICH’s, pueden petsistir en algunos casos a través de
generaciones celulares sucesivas (Cortés et al, 1994; Daza
et ai 1992)

sido establecidos, sin embargo s claro que las lesiones en el
ADN durante la duplicacién de éste conducen ala aparicién
de ICH's y pueden diferir en naturaleza (Co:tés etal ,1994),
y estas lesiones pueden perdétse por muerte celular, dilucién -
de Ieswnes mediante la divisién de las céluias pxogemtoras,

e —
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Efecto de Ia cafefna en la fase G, de linfocitos humanos in vitro

En la presente investigacién, el vanadio indujo un aumento en

la TPL y un inctemento en la frecuencia de ICH’s cuando fue
* aplicado a las 24 6 48 horas de iniciados los cultivos en
combinacién con cafefna (S/G,-I 6 S/G,-II), sin embargo,
cuando el tratamiento de vanadio fue aplicado a las cero hotas
simultineamente con la cafefna, no hubo un incremento en la
frecuencia de ICH's, porque hubo suficiente tiempo para la
repatacion del dafio al ADN que induce la formacién de ICH's

Estosresultados sugieren que las lesiones de vanadioen linfocitos
en G, pueden ser reparadas eficientemente antes de que las
células entren en ciclo y que los tratamientos con cafefna, los
resultados no mostraron un aumento en los ICH's, y cuando el
vanadio es aplicado en linfocitos en proliferacién (24 6 48 horas
después de iniciados los cultivos), las lesiones causadas son
persistentes Esta hipétesis concuerda con las observaciones en
el ensayo de electroforesis de una sola célula con linfocitos
humanos en-.G_ (Rojas er al., 1996)

Estos autores observaron que el V,0, induce rompimientos de
- una sola cadena (SSB) de ADN, y que estas lesiones son

reparadas eﬁcwntememe (60-80% en 90 minutos), estos
~ concuerdancon loreportados porIshii & Bender (1978) quienes
reportan qué la cafeina incrementa la frecuencia de ICH's
inducidas por Mitomicina-C, no obstante, se observé una
disminucién en la frecuencia de ICH's cuando las células
tratadas con cafefna estuvieton en el medio antes de la
estimulacién con fitohemaglutinina, y antes de la sfntesis de
ADN. Esto indica que la hay un sistema de reparacién pre-
replicativo sensibilizado por la cafefna, probablemente un
mecanismo de excisién, dicha inhibicién ya ha sido descrita por
otros autores (Ishii & Bender, 1978; Selby & Sancar, 1990,
Aeschbacher ¢t af , 1984)

La cafefna tiene una estructura quimica similar a las purinas
(Figura 4) que constituyen a} ADN (Kligerman eral , 1988) Es
decir, la cafeina bloguea los receptores de adenosina, inhibe la
fosfodiesterasa del AMP-ciclico, se une a una sola cadena del
ADN, modifica la distribucién intracelular de calcio, inhibe la
poliADP) polimerasa, inhibe la polimerasa IT, y las fosforilasas

Todas estas actividades estdn relacionadas con uno o varios
procesos celulares o eventos que incluyen la reparacién del
ADN (escisién, fotoreactivacién y posreplicativa) y divisién
celular (IARC, 1991; Rowley, 1992; Selby & Sancar, 1990).

Algunos estudios han mosttado que la cafefna puede afectar el
metabolismo precursor del ADN (Haynes & Collins, 1994),

estos compuestos inhiben las enzimas del metabolismo de las .

purinas y puede por lo tanto altetar la proporcién normal en el
acervo (pool) precursor, ésto causa errores en el apareamiento.
La cafeina también inhibe ambos procesos: sfntesis de-novo y

utilizacién de purinas ex6genas. Esconocido que lafidelidadde

la replicacién del' ADN es afectada por concentraciones

relativamente bajas de desoxinucledsidos trifosfatados (ANTPS),

I

R

Fiaura 4. ESTRUCTURA QUIMICA DE LA CAFEINA
DoNDE R, ;| 5. 80N GRUPOS METILO (CH,).

y ambos, provocan desbalances en el suministro de dNTPS v
una disfuncién de los sistemas de reparacién produce:
mutaciones, aberraciones cromosémicas ¢ ICH s en células de
mamffero en cultivo (IARC, 1991)

Los estudios mutagénicos sobre el vanadio (V) han mostrado

~que in vitro, éste modifica la sfntesis de ADN y la reparacién

(Sabbioni et al , 1983; WHO, 1988) e induce enlaces cruzados
DNA-protefnas (Cohen et al, 1992}, pero los tratamientos con
V,0, no incrementaron las aberraciones uomos(mn(.ab yel
mtercambso de cromdtidas hermanas en linfocitos hummos
(Rolddn & Altamirano, 1990), en células de médula dsea de
1atén (Altamirano-Lozano et al, 1993). 0 en células V79 de
hédmster Chino (Zhong er af , 1994), sin embargo Rojas eraf .
(1996), establecié que el V, 0O, induce rompimientos de unasola
cadenade ADN, yque este tipe dedafio es reparado répidamente
Estos resultados pueden explicar por qué el vanadio no puede
inducir ICH’s o aberraciones cromosémicas como se menciona
en muchos reportes. Por otro lade, los postratamientos con
cafefna en $/G,-II también mostraron un incremento en la
frecuencia de ICH’s en los cultives tratados con V,0, Los
postratamientos de célultas dafiadas con mutdgenos tales como
la hidroxiurea (HU), 1-b-D-arabinosafuranocileitocina (ara-C)
o fluorodesoxiuridina (FdUid), han mostrado que una
acumulacién de rompimientos de unasola cadena del ADN. los
cuales se inducen como resultado del proceso de reparacion
(Andersson. 1982) Andersson (1983) reporta que en los
experimentos con Vicia faba los tratamientos con HU en la G,
previos alamitosis, incrementaron la frecuencia de abetraciones
cromatfdicas inducidas por mutdgenos as{ como un incremento

~ en la frecuencia de intercambio de cromdtidas hermanas

.. La exposicién de c€lulas a algunos agentes mutagénicos puede

inducir retraso en la reunidn de grupos de replicones. este
retraso se puede reflejar en el retraso de G, (producida pot la
mayorfa de agentes mutagénicos. incluyendo V,0,). Cuandoel
ADN es reparado efectivamente, las células entran en mitosis
Las alteraciones cromosémicas y elintercambio de cromdtidas
hetmanas se pueden foxmal cﬁan adromatina se entreteje y

VolumenV Nfimero 3 octubre, 199%

qa



Rold4an-Reyes, E. et al.

condensa para formar los cromosomas mit6ticos antes de que
los grupos de replicones sean ligados, y pueden estar localizados
entre los replicones, mds que en los sitios de ADN dafiado

, (Andersson. 1983; Kihiman. 1966).

Gonzdlez-Ferndndez, et al, (1985), propone que la cafeina
posee dos efectos sobre células en G, con ADN daitado: éstas
cancelan su retraso mitético y tiene un efecto inhibitorio sobre
las vias de reparacién del ADN. Los agentes gue acortanla G,
retrasada (ejemplo: cafefna y HU) que fue inducida por
mutdigenos, pueden causar condensacidn cromosémica
prematuta_ Estos efectos explican porque la HU induce
aberraciones et G, temprana, amplifica el dafio cromatidico y
elintercambio de cromdtidas hermanas en G, tardfa (Andersson,
1983; Kihlman, 1966).

Nuestros resultados sugieren que las alteraciones en los
procesos de reparacién por la cafeina pueden contribuir
parcialmente a incrementar ¢l nimero de lesiones inducidas
por el V,O, las cuales pueden, en su momento, ser
ttansformadas en ICH’s, y de acuerdo con algunos autores

(Andersson, 1983, Kihlman, 1966; Shiraishi er af, 1979), y

los datos presentados aquf, es posible que la induccién de
ICH s en 8/G-11, se deba probablemente al acortami¢nto de la
fase de G, mduc:da por la cafefna en combinacién con un
posible muemento en la longitud de la fase S causado por los

" tratamientos con vanadio Sinembargo, es necesario verificar

estos resultados en -otros ensayos y con otros agemes
mutac'émcos en combinacidn ¢ con cafeina. '

Nosotros creemos que la inte:‘pretacién més adecuada de

nuestros resuitados es que los efectos observados de lacafeina -

sobre la frecuencia de ICH’s inducidos por vanadio es
consecuencia de tres eventos: 1) inhibicién de la sintesis de

ADN por el vanadio y la cafeina, 2) inhibicién de lareparacién

del ADN por la cafeina y 3) persistencia de algidn tipo de
lesiones inducidas por el vanadio
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