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RESUMEN

Algunos resultados epidemioldgicos proveen informacién sobre el dafio que puede ocasionarse al genoma cier-
tas substancias quimicas; sin embargo, la informacién se obtienen tardfamente, cuando ya han sido afectadas
las poblaciones. En tal sentido se evalué la cinética antirreparadora de la cafeina con previo dafio cromosémico
durante el ciclo celular; y proponer el empleo de una prueba de ensayo in vivo para valorar la genotoxicidad en
células meristematicas de Allium cepa, la cual se sustenta en las propuestas de Bender y el empleo de inhibidores
de lareparacion. La evaluacion de aberraciones cromosémicas se realizé analizando la cinética de proliferacién
a través del Equilibrio Dindmicoy la Sincronia Celular.
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ABSTRACT

Some epidemiological findings provide information about the damage that can occur due to certain chemicals
genome, however, the information obtained late, when people have been affected. In this article we evaluated
the kinetics of caffeine anti restorative with previous chromosomal damage during the cell cycle, and propose
the use of an in vivo test assay to assess genotoxicity in Allium cepa meristematic cells, which is based on
proposals Bender and the use of inhibitors of repair. Evaluation of chromosomal aberrations was performed by
analyzing the kinetics of proliferation through Dynamic Balance and Cell Synchrony.
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INTRODUCCION

La toxicogenética tiene por objeto el de pronosti-
car y valorar el dafio potencial que puede ocasionarse
al genoma, bajo la influencia de substancias téxicas;
sin embargo, el éxito de esta disciplina depende direc-
tamente del desarrollo de investigaciones fundamen-
tales sobre la naturaleza molecular del proceso muta-
génico, asi como del fomento de los sistemas de con-
troly de los sistemas test®.

Los sistemas de ensayo de genotoxicidad se vienen
empleando desde hace varias décadas; sin embargo,
en sistemas vegetales superiores también han demos-
trado ser muy dtiles para el entendimiento de la muta-
génesis y ladeteccién de mutidgenos ambientales, sien-
do esto vlido tanto para agentes fisicos como quimi-
cos; los cuales constituyen un serio problema de salud
publica®.

Uno de los més eficientes sistemas para evaluar el
dafio cromosémico es llevado a cabo en Vicia faba, el
cual representa cerca de un tercio de los estudios en
vegetales para el anélisis de aberraciones cromosémi-
cas en la actualidad. Habiendo sido propuesto en pro-
gramas de genotoxicidad ambiental a nivel mundial.
La caracteristica de Vicia faba como biomonitor, esta
basado en su sensibilidad a ensayos de corto trata-
miento, existiendo una metodologfa estandarizada,
mostrando excelentes resultados. Otra caracteristica
es que representa un sistema que no requiere equipa-
miento sofisticado™.

Respecto a este dltimo punto, se propone el
empleo de un disefio de prueba in vivo de valoracién de
genotoxicidad en células meristematicas de Allium
cepa, basado en la conjuncién de 2 conceptos: 1) Las
propuestas de Bender de clastogénesis in vivo; donde
postula y explica que la aparicién de aberraciones cro-
mosémicas son producto de la amplificacién de lesio-
nes primarias a nivel del DNA y 2) Los mecanismos de
reparacién; mediante el empleo de agentes, como la
cafefna, que potencian el dafio cromosémico por inhi-
bicién de la reparacién®. Por lo tanto, la frecuencia de
aberraciones cromosémicas detectadas en la mitosis
siguiente al perfodo de interfase en que ocurren los
fenémenos antes mencionados, estarfa dada por el
ntmero de lesiones primarias en el DNA menos el
ntmero de lesiones que fueron eficientemente repara-
das o que no fueron amplificadas. De tal manera, que
cuando se rompe el equilibrio entre el dafio genéticoy
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la capacidad de reparacion, la frecuencia de aberracio-
nes aumenta considerablemente"”.

En el Perti no existe referencias acerca de la crea-
cién de un test de genotoxicidad a nivel celular. El
presente trabajo pretende explicar la cinética antirre-
paradora de la cafeina con diferentes concentraciones
de ésta durante el ciclo celular, previo a la induccién
de dafio cromosémico con radiacién ultravioleta, el
cual serd evaluada durante el periodo mitético y pro-
ducto de esto, proponer el disefio de una prueba o test
de genotoxicidad evaluado en células meristematicas
de raicillas de Allium cepa. Este tipo de biotecnologias
in vivo de toxicidad genética constituye una forma de
abordar el problema de riesgo genético ocasionado por
la exposicién a mutdgenos o posibles cancerigenos
contaminantes presentes en el ambiente; por este
motivo, estos ensayos como los de otro tipo son en
cierto modo ineludibles en la valoracién de genotoxi-

cidad.

MATERIAL Y METODOS

Sistema biolégico de pruebas. Células meriste-
maticas procedentes de raicillas de Allium cepa; Var.
Roja Arequipefa.

Instalaciéon de los sistemas de ensayos. Cada
sistema de ensayo estuvo representado por un bulbo,
con un peso aproximado de 15-30 g cada uno; donde
los primordios radiculares fueron sumergidos en agua
potable, empledndose recipientes de vidrio de 100 mL.
de capacidad, con renovacién de agua cada 24 h. Asi-
mismo; se mantuvieron con aireacidn artificial a razén
de 10-20 mL/min y colocados en una estufaa 25 = 0,5
°C, en obscuridad. Se consideran 6ptimos para el estu-
dio, aquellos sistemas de ensayo que generaron mas de
15 raicillas por bulbo y que presentaron uniformidad
ensucrecimiento.

Obtencién del indice mitético e indice de fases.
El Indice Mitético (IM) es la expresién porcentual de
células en perfodo mitético de la poblacién celular a
analizar. El indice de fase (Indice de Profase, Indice de
Metafase, Indice de Anafase e Indice de Telofase) son
producto de la expresién porcentual de células en
cada fase dentro del conteo de células en mitosis.

Marcacién de una poblacién sincrénica y esti-
macién del Tiempo del Ciclo (CT) celular. Las célu-
las se marcaron por una alteracién de las caracteristi-
cas nucleares; los sistemas fueron sumergidos en una



Cafeina como antirreparador del DNA, en la valoracion de genotoxicidad del ciclo celular de meristemos de Allium cepa

solucién acuosa de cafefna (1,3,7-trimetilxantina) al
0,1%, durante una hora, con la finalidad de obtener
una subpoblacién de células binucleadas. Se empled la
técnica de células binucleadas de Kihlman para medir
la duracién media del ciclo mitético””*”. La poblacién
de células binucleadas fue monitoreada a lo largo del
tiempo, mediante el an4lisis citolégico; para tal efecto,
se emplearon cinco sistemas de ensayo. Se consideré a
la Interfase Binucleada (I-B), como el periodo desde la
hora cero (final de una hora de tratamiento con cafei-
na), hasta la aparicién de las primeras células en bipro-
fase®""”. Esto permitié marcar el periodo teérico en el
cual todas las células estaban en interfase, para la expo-
sicién de los diversos tratamientos.

Induccién de dafio cromosémico. Se empled
como agente inductor de aberraciones estructurales,
una fuente de radiacién ultravioleta (UV) de 280
nm, a la que se expusieron las raicillas de los bulbos
de manera invertida en placas Petri, a 15 cm. de la
fuente.

Tratamiento. Los sistemas se expusieron a la fuen-
te de luz UV durante cinco, diez y quince minutos,
durante las dos, cuatro, y seis horas previas al inicio de
la divisién celular (bimitosis). En la cuantificacién del
dafio cromosémico se analizé la sumatoria total de
anafases y telofases de la onda bimitética; a partir de la
cual, se obtuvo la frecuencia de Anafases y Telofases
Anormales (ATA).

Efecto de una segunda exposicién con cafeina.
La primera exposicion fue necesaria para obtener una
subpoblacién de células marcadas (binucleadas), la
segunda correspondié al efecto antirreparador de este
alcaloide. Para esta finalidad, se realizaron tratamien-
tos continuos, extendiéndose por dos, cuatro y seis
horas antes del inicio de la divisién celular (bimitosis);
estableciéndose tres tratamientos, cada uno formado
por tres grupos para cada concentracién de cafeina de
0,1%,0,05%y0,033%.

Efecto de la cafeina sobre el dafio cromosémico
inducido por radiacién UV. Optimizada las alteracio-
nes cromosémicas obtenidas de los tratamientos con
radiacién UV, estas se sometieron al efecto combinado
con cafefna como agente antirreparador.

Obtencion de preparados citolégicos. Las raici-
llas fueron fijadas en alcohol - 4cido (etanol,3 vol.:
acido acético,1 vol.) y coloreadas con orcefna aceto-
clorhidrica al 1%, segtn la técnica rdpida de Tjio y

Levan®™

Anlisis citolégico. En la discriminacion de célu-
las meristeméaticas mononucleadas de aquellas que
entran a diferenciacién, se siguieron los criterios ya
establecidos en este tipo de estudio”*".

Las lecturas del conteo celular fueron realizadas
cada dos horas durante la onda bimitética; en base a
un promedio de 300 células binucleadas producto de
los tres sistemas de ensayo de cada grupo, en los trata-
mientos con UV; mientras que los sistemas de ensayo
que recibieron una segunda exposicién de cafefna, se
contabilizaron entre 800-1200 células binucleadas,
segin la concentracién y tiempos a que fueron someti-
dOS(12,14,Z4,27).

Tratamiento estadistico. Durante los anélisis se
estimaron las principales medidas de tendencia cen-
tral (Media = X) (Media Geométrica = Xg) y de dis-
persién (Varianza = S, Error Estdndar = ES), previa
transformacién angular de los porcentajes originales.
La comparacién de los efectos de dafio cromosdmico
en el ciclo fue mediante la prueba X2, elaborandose
tablas de contingencia 2x2 y 2x3, siendo necesaria la
correccién de Yates.

RESULTADOS

A. Parametros del ciclo celular

La poblacién meristeméatica de Allium cepa se
encuentra en equilibrio dindmico proliferativo, donde
los diferentes periodos en que se divide el ciclo celular
permanecen constantes en su duracién; de tal manera,
que el ntimero de células en cada momento existente en
cada fase, es también constante. Con los indices que se
obtienen, se establecen las duraciones relativas de los
diferentes periodos del ciclo celular, Cuadro 1.

B. Induccion de células binucleadas y
estimacion de los tiempos de ciclo
rapido y medio

En la induccién de células binucleadas de una
poblacién en proliferacién, se pueden emplear diver-
sos tratamientos; tanto fisicos como quimicos. El mar-
cado celular es la manera como se “etiquetan” las célu-
las en un momento dado del ciclo celular; por lo tanto,
es posible realizar su seguimiento en periodos siguien-
tes de tiempo, desde sumarcado.

Una manera de marcado celular consiste en la
inhibicién del proceso citocinético (divisién citoplas-
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Cuadro 1

ESTIMACION DE INDICE INTERFASICO, MITOTICO Y DE FASES
EN CELULAS MERISTEMATICAS DE ALLIUM CEPA, A 25 °C

Indices
Bulbo Interfase Mitosis Profase Metafase Anafase Telofase
A 86,06 13,94 50,96 11,91 6,40 31,45
B 85,85 14,06 43,82 17,73 8,96 29,48
C 86,44 13,56 43,87 15,64 9,86 30,61
D 86,37 13,62 51,51 10,03 10,03 27,96
E 87,51 12,51 48,73 14,64 7,88 28,73
Xg 86,44 13,54 47,78 13,99 8,62 29,64
Cuadro 2

INDICES BIMITOTICOS PRODUCTO DEL ANALISIS CITOLOGICO DURANTE LA 10:00 Y
12:00 DE MUESTREO EN LA ESTIMACION DE LA INTERFASE BIMITOTICA (I-B)

Lectura a las 10:00 h de muestreo Lectura a las 12:00 h de muestreo

Periodo Bulbos Bulbos

A B C D E A B C D E
Bimitosis 11 4 12 11 14 116 107 147 129 114
Interfase 227 272 199 295 227 171 222 140 172 142
TOTAL 238 276 211 306 241 287 329 287 301 256
Ind. Bimitot. 4,62 1,45 5,69 3,59 5,81 40,4 52,5 51,22 42,9 44,53

Xg = 3,8 Xg = 46,07
Cuadro 3

ANALISIS CITOLOGICO DE INDICES MITOTICOS EN LA
ESTIMACION DEL TIEMPO MEDIO DEL CICLO CELULAR, DE
CELULAS MERISTEMATICAS DE ALLIUM CEPA A 25 °C

Indice

Hora bimitotico § ES
8 0
10 4,23 8,35 1,29
12 42,31 15,73 1,77
14 62,2 8,94 1,33
16 39,05 11,2 1,49
18 26,43 5,66 1,06
20 13,33 3,79 0,87
22 13,87 3,79 0,87
24 16,06 14,55 1,7
26 32,7 14,49 1,7
28 52,66 17,24 1,85
30 29,5 4,1 0,9
32 13,35 13,49 1,64
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mAtica) mediante cafeina (0,1%) durante una hora;
resultando células espontdneamente sincrdnicas las
que atraviesan por telofase durante el tratamiento.
Estas, quedan permanentemente marcadas como tales
dentro de la poblaciéon de células mononucleadas.
Esta poblacién de células binucleadas permite estable-
cer el tiempo de la interfase - B, la cual es considerada
desde el preciso momento en que concluyé el trata-
miento de una hora con cafeina (0,1%), hasta el
momento en que aparecen las primeras células bipro-
fasicas. El tiempo entre estos dos eventos citolégicos lo
constituye la Interfase-B y consecuencia de esto se
establecer el tiempo real interfasico de las células mas
rapidas. El establecimiento de la I-B, se estimé a través

de las dos primeras lecturas positivas de un conjunto
de bulbos (Cuadro 2).

La estimacion tedrica de la [-B se efectud por extra-
polacién de las dos primeras lecturas, deduciéndose el
momento preciso en que entra la primera célula a bimi-
tosis. De otro lado, teniendo el conocimiento previo de
los valores del indice mitético e indice interfasico (Cua-
dro 1), es posible la estimacién del tiempo real del ciclo
répido, tanto de la interfase como de la mitosis, Cuadro
4. Con el seguimiento de la poblacién binucleada, se
obtiene las lecturas del Cuadro 3; Ia que graficada, se
obtiene una curva con dos picos maximos mitdticos,
mediante los cuales se estableci6 el tiempo medio del
ciclo celular de meristemos de Allium cepa. Grafica 1.
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Grafica 1. Curvas bimitdticas, producto del tratamiento con Cafeina al 0.1% durante una hora;

en el establecimiento del tiempo medio del ciclo celular de meristemos de Allium cepa.

Cuadro 4

DURACION DEL CT RAPIDO Y MEDIO, EN CELULAS
MERISTEMATICAS DE Allium cepa A 25 °C

Tiempo de . Peric?d_o Pt_erio_do D_uracién del
. interfasico mitético ciclo celular
ciclo (CT) (h) (h) (h)
Répido 9,85 1,54 11,39
Medio 11,84 1,86 13,7
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Cuadro 5

INDICES BIMITOTICOS PARA LA OBTENCION DE LAS ONDAS BIMITOTICAS,

PRODUCTO DE TRATAMIENTOS CON CAFEINA (0,1%, 0,05%, 0,033%),

DURANTE LA 06:00-12:00 HORAS DEL CICLO CELULAR

Tratamiento con cafeina al 0,1%

indice mitético

Hora ] Mil Mill Xg CH ES
10 4,58 2,84 4,05 3,75

12,35 9,72 11,61 1,839 0,784
12 11,41 7,83 8,84 9,24

19,74 16,25 17,29 3,2 1,03
14 20,2 12,02 13,75 15

26,71 20,28 21,77 11,33 1,94
16 7,15 11,87 11,53 9,93

15,51 20,15 19,8 6,67 1,49
18 4,34 5,63 9,52 6,15

12,02 13,73 17,97 9,04 1,73
20 5,44 8,93 3,88 5,32

13,5 17,38 11,52 9,31 1,76

Tratamiento con cafeina al 0,05%
indice mitético

Hora ] Mil Mill Xg CH ES
10 0,6 3,86 3,38 1,98

4,44 11,33 10,59 14,3 2,18
12 14,33 17,85 16,15 16

22,24 24,99 23,69 1,98 0,79
14 35,89 21,78 23,69 26,5

36,75 27,82 29,12 23,27 2,18
16 10,19 16,89 15,9 14

18,62 24,27 23,5 9,38 1,77
18 11,53 8,26 6,02 8,31

19,85 16,7 14,2 8,01 1,63
20 10,81 7,03 10,28 9,21

19,19 15,37 18,71 4,33 1,2

Tratamiento con cafeina al 0,033%
indice mitético

Hora []] [} Mill Xg CH ES
10 6,77 4,04 2,46 4,07

15,08 11,59 9,02 9,25 1,76
12 27,76 21,81 23,34 24,2

31,79 27,84 28,89 4,18 1,18
14 42,95 31,73 34,98 36,3

40,95 34,28 36,26 11,73 1,98
16 20,47 21,94 32,01 24,3

26,9 27,9 35,01 19,55 2,56
18 7,79 11,81 8,87 9,34

16,2 20,1 17,32 4,03 1,16
20 20,23 12,18 14,8 15,4

26,73 20,43 22,63 10,22 1,84
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Por este procedimiento no se logra la informacién
del tiempo real del periodo interfasico y del perfodo
mitdtico, de igual manera que en el caso anterior se
recurre al Cuadro 1; para obtener los tiempos reales de
la interfase y de la mitosis del ciclo celular medio. Los
resultados, tanto del tiempo de ciclo rapido como
medio aparecen en el Cuadro 4.

C. Cinética celular por efecto de la cafeina
como antirreparador

Los resultados de la cinética celular por efecto de la
cafeina como antirreparador del DNA, con
tratamientos durante la 06:00-12:00, 08:00-12:00 y
10:00-12:00 h. del ciclo celular con concentraciones

Ind.Bimit. (%)

de 0,033%, 0,05% y 0,1% en cada uno de estos
periodos previos al inicio de la bimitosis, se muestran a
continuacién en los Cuadros 5, 6, y 7; asimismo, se
muestran los Gréficos 2, 3 y 4, que describen cada una
de los andlisis citoldgico.

En todos ellos se observa una disminucién de los
indices bimitéticos, siendo la concentracién de
0,033% de cada uno de los tratamientos, la que
ocasiona una menor deflexién de la proliferacién
celular; evidencidandose una relacién inversa entre la
concentracién recibida y los indices mitdticos;
considerdndose por esta razén, la concentracién de
0,033% como la 6ptima antirreparadora para los
futuros tratamientos combinados.
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Grafica 2. Curvas bimit6ticas producto de tratamientos con cafefna (A = 0,1%,
B = 0,05%, C = 0,033%), durante la 06:00-12:00 horas del CT.
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Cuadro 6

INDICES BIMITOTICOS PARA LA OBTENCION DE LAS ONDAS BIMITOTICAS

PRODUCTO DE TRATAMIENTOS CON CAFEINA (0,1%, 0,05%, 0,033%),
DURANTE LA 08:00-12:00 HORAS DEL CT

Tratamiento con cafeina al 0,1%

indice mitético

Hora ] Mil Mill Xg CH ES
10 1,26 0,23 1,23 0,71

6,45 2,75 6,37 4,46 1,22
12 8,39 7,01 3,88 6,11

16,84 15,35 11,86 8,02 1,63
14 6,76 10,16 9,13 8,56

15,07 18,59 17,59 3,29 1,04
16 4,83 7,46 6,14 6,05

12,7 15,85 14,35 2,48 0,91
18 5,38 5,9 5,57 5,61

13,42 14,06 13,65 0,1 0,18
20 9,26 7,03 5,75 7,2

17,72 15,38 13,87 3,76 1,12

Tratamiento con cafeina al 0,05%
indice mitético

Hora ] Mil Mill Xg CH ES
10 0,53 5,24 1,13 1,46

4,17 13,23 6,1 22,77 2,75
12 9,52 8,52 8,39 8,8

17,97 16,97 16,84 0,38 0,35
14 21,47 12,97 12,02 15

27,6 21,11 20,29 16,03 2,31
16 9,08 13,24 6,75 9,32

17,54 21,34 15,06 10 1,82
18 4,49 7,71 8,45 6,64

12,23 16,12 16,9 6,25 1,44
20 9,79 6,46 5,77 7,14

18,23 14,72 13,9 5,29 1,32

Tratamiento con cafeina al 0,033%
indice mitético

Hora []] [} Mill Xg CH ES
10 1,45 2,55 3,95 2,44

6,92 9,19 11,46 5,15 1,31
12 21,65 15,67 15,77 17,5

27,73 23,32 23,32 6,48 1,47
14 35,96 22,6 23,94 26,9

36,85 28,39 29,29 21,58 2,68
16 19,47 22,78 25,61 22,5

26,18 28,51 30,4 4,47 1,22
18 15,76 14,47 8,31 12,4

23,4 22,36 16,75 12,8 2,06
20 19,56 13,3 12,14 14,7

26,25 21,39 20,39 9,8 1,81

Pueblo cont. 22(2) 2011



Cafeina como antirreparador del DNA, en la valoracion de genotoxicidad del ciclo celular de meristemos de Allium cepa

Ind. Bimit. (%)
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Griéfica 3. Curvas bimitoticas producto de tratamientos con Cafefna (A = 0,1%, B = 0,05%,
C = 0,033%), durante la 08:00-12:00 horas del C.T.
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Griéfica 4. Curvas bimitoticas producto de tratamientos con cafefna (A = 0,1%, B = 0,05%,
C = 0,033%), durante la 10:00-12:00 horas del C.T.
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Cuadro 7
INDICES BIMITOTICOS PARA LA OBTENCION DE ONDAS BIMITOTICAS,
PRODUCTO DE TRATAMIENTOS CON CAFEINA (0,1%, 0,05%, 0,033%),
DURANTE LA 10:00-12:00 HORAS DEL CT

Tratamiento con cafeina al 0,1%

indice mitético

Hora Mi Mil Min Xg s’ ES
10 0 0 0 0
0 0 0 0 0

12 2,35 3,74 2,59 2,83

8,82 11,15 9,26 1,53 0,71
14 6,14 4,55 492 5,16

14,35 12,32 12,82 1,12 0,61
16 8 7,58 1,62 7,73

16,43 15,98 16,02 0,06 0,14
18 9,18 7,05 5,7 7,17

17,64 15,4 13,81 3,7 1,11
20 5,25 5,39 7,39 5,94

13,25 13,42 15,77 1,98 0,81

Tratamiento con cafeina al 0,05%

indice mitotico

Hora Mi Mil Min Xg s’ ES
10 3,21 2,18 2,65

10,32 8,49 10,59 1,67 0,91
12 9,57 7,46 6 7,54

18,02 15,85 14,18 3,7 1,11
14 16,29 19,01 10,86 15

23,8 25,85 19,24 11,44 1,95
16 15,31 9,29 14,32 12,7

23,03 17,75 22,24 8,11 1,64
18 13,56 7,53 5,49 8,25

21,61 15,93 13,56 17,11 2,39
20 12,67 9,63 6,26 9,14

20,85 18,08 14,49 10,16 1,84

Tratamiento con cafeina al 0,033%

indice mitético

Hora Mi Mil Min Xg s’ ES
10 2,16 0,91 1,4

8,45 5,48 4,44 1,48
12 15,61 10,5 10,86 12,1

23,27 18,91 19,26 5,86 1,4
14 21,53 21,75 23,74 24,2

31,65 21,8 19,16 3,81 1,12
16 27,44 18,11 19,01 21,1

31,58 25,19 26,34 12,36 2,03
18 14,86 18,44 17,52 16,9

22,67 25,43 20,73 2,05 0,82
20 25,52 14,84 13,38 17,2

30,34 22,66 21,46 23,21 2,78
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D. Daflo cromosémico y cinetica celular
por efecto de la radiacion ultravioleta

El efecto de la radiacién UV sobre el ciclo celular
se manifiesta de diversas maneras, siendo las observa-
ciones mds importantes para los fines de este estudio,
las que correspondieron a la aparicién de aberraciones
cromosdmicas de tipo estructural; de estas, la eviden-
cia de dafo consistié mayormente en fragmentos acén-
tricos (FgAc), y escasos puentes cromatinicos.

De los nueve ensayos propuestos, solo tres resulta-
ron positivos, los que correspondieron a las exposicio-
nes con UV, durante los 5 primeros minutos de la

10:00 h, 10 primeros minutos de la 08:00 hy 10 prime-
ros minutos de la 10:00 h del ciclo celular. El anélisis
citolégico de tales resultados positivos aparecen en los
Cuadros 8,9y 10; y Graficos 5,6y 7.

Se muestra la frecuencia de ATA registradas en la
onda bimitética (Cuadro 11) y paralelamente, se efec-
tué el andlisis X’, el cual revel6 que no existia diferen-
cias significativas de dafio frente a las distintas exposi-
ciones (Cuadro 12). Durante la cuantificacién de
ATA, también se evidenci6 células binucleadas que ya
habfan atravesado el periodo mitético con presencia
de dafio cromosémico y este se manifiesta a manera de
micronucleos (MN).

Cuadro 8

ANALISIS CITOLOGICO DE INDICES MITOTICOS, PRODUCTO DE TRATAMIENTOS
CON UV, DURANTE CINCO MINUTOS AL INICIO DE LA 10:00 HORAS DEL CT

Tratamiento con cafeina al 0,1%

indice mitético

Hora Mi Mil Mill Xg CH ES
10 3,6 0,75 0,61 2,6

10,94 4,97 14,78 24,46 2,86
12 31,75 32,15 22,82 28,6

34,3 34,54 28,54 11,55 1,96
14 54,18 55,12 59,82 56,3

47,4 47,94 50,66 3,06 1,01
16 38,97 44,81 46,1 43,2

38,63 42,02 42,76 4,86 1,27
18 29,72 32,12 32,9 31,6

33,04 34,52 35 1,05 0,59
20 22,22 24,18 26,76 24,3

28,12 29,45 31,15 2,3 0,88

Cuadro 9

ANALISIS CITOLOGICO DE INDICES MITOTICOS, PRODUCTO DE TRATAMIENTOS

CON UV, DURANTE DIEZ MINUTOS AL INICIO DE LA 08:00 HORA DEL CT

Tratamiento con cafeina al 0,05 %

indice mitético

Hora Mi Mil Min Xg s’ ES
10 3,6 2,4 1,07 2,1

10,94 8,91 5,94 6,33 1,45
12 19,78 19,15 23,08 20,6

26,41 25,95 28,71 2,19 0,86
14 45,78 44,97 37,87 42,7

42,58 42,11 37,98 6,41 1,46
16 59,61 54,13 53,58 55,7

50,54 47,37 47,05 3,72 1,11
18 46,91 47,89 49,78 48,2

43,23 43,79 44,87 0,7 0,48
20 33,06 28,97 21,52 29,8

35,1 32,56 31,64 3,2 1,03
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Cuadro 10

ANALISIS CITOLOGICO DE INDICES MITOTICOS, PRODUCTO
DE TRATAMIENTOS CON UV, DURANTE DIEZ MINUTOS AL
INICIO DE LA 10:00 HORA DEL CT

Tratamiento con cafeina al 0,033 %

indice mitético

Hora Mi Mil Min Xg s’ ES

10 2,67 0,99 1,61 1,62
9,4 5,71 7,29 3,44 1,07

12 39,15 36,71 31,53 35,7
38,73 37,29 34,16 5,47 1,35

14 59,78 55,26 50,8 55,2
50,64 48,02 45,56 6,71 1,5

16 49,32 42,77 45,19 46,7
44,61 40,84 42,24 3,63 1,1

18 36,94 31,98 32,8 33,8
37,43 34,44 34,94 2,57 0,97

20 29,13 18,74 25,74 24,1
32,66 25,65 30,49 12,88 2,07

Ind. Bimit. (%)
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Griéfica 5. Curvas bimitoticas y dafio cromosémico, producto del tratamiento
con UV durante cinco minutos al inicio de la 10:00 horas del CT.
(A = Curva control, B = Curva por tratamiento, C = ATA).
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Grafica 6. Curvas bimitoticas y dafio cromosémico, producto del tratamiento

con UV durante diez minutos al inicio de la 08:00 horas del CT.
(A = Curva control, B = Curva por tratamiento, C = ATA).
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Grifica 7. Curvas bimitoticas y dafio cromosémico producto del tratamiento
con UV durante diez minutos, al inicio de la 10:00 horas del CT.
(A = Curva control, B = Curva por tratamiento, C = ATA).
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Cuadro 11

FRECUENCIA DE DANO CROMOSOMICO (ATA) POR INDUCCION DE UV EN
CELULAS MERISTEMATICAS DE Allium cepa; DONDE
ATn = ANATELOFASES NORMALES, ATA = ANATELOFASES ANORMALES

Tratamiento

Tiempo c1 C2 (ox]
al inicio de 5 min 10 min 10 min
interfase 10:00 h 8:00 h 10:00 h
Atn 112(98,25%) 128(98,46%) 130(94,20%)
ATA 2 (1,75%) 2 (1,54%) 8 (5,8%)
Total 114 130 138
Cuadro 12

CONTINGENCIA Y ESTIMACION DE X* EN LA EVALUACION
DEL DANO CROMOSOMICO INDUCIDO POR UV EN
CELULAS MERISTEMATICAS DE Allium cepa

Tratamiento

Tiempo c1 C2 Cc3

al inicio de 5 min 10 min 10 min
interfase 10:00 h 8:00 h 10:00 h

ATn 112 128 130 370
110,42 125,92 133,66

ATA 2 2 8 12

3,58 4,08 4,34
Total 114 138 382

E. Tratamientos combinados de cafeina
(antirreparador]) + Dafio cromosomico

El dafo cromosémico o ATA, si bien no existié
mayor evidencia estadistica de que algtin tratamiento
con UV originara un mayor nimero de alteraciones;
se escogié arbitrariamente el tercer tratamiento, con-
siderandolo como el dafio basal, es decir con una fre-

cuenciadel 5,80% (Cuadro 11).

Analizando la cinética de proliferacién, cuando se
somete a la accién combinada del tratamiento donde
se obtuvo el dafio basal mas cafeina (como antirrepa-
rador), no se evidencié mayores cambios entre las
curvas de proliferacién (Cuadros 13, 14 y 15; y Grafi-
cas 8,9y 10).

En el conteo de ATA producto de tales tratamien-
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tos combinados se presentaron frecuencias mas eleva-
das respecto al dafio basal (Cuadro 16), las que fueron
confirmadas posteriormente a través del an4lisis esta-
distico. En primer lugar se realizé el comparativo del
dafio basal (C), tratamientos combinados (T1, T2,
T3); hallandose diferencias significativas entre ellos;
mientras que cuando solo se efectud el anélisis entre
los tratamientos combinados (T1 x T2 x T3) mostré
cierta similitud (Cuadro 17).

Resulté interesante el comparativo de cada trata-
miento combinado (T1, T2, T3) frente al dafio basal
(C), hallandose en todos ellos diferencias significati-
vas. La calidad de dafio cromosémico ocasionado por
el UV + Cafeina fue lamisma a la producida por el UV
solo, presentdndose mayormente fragmentos acéntri-
cos en anafasesy telofases.
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Cuadro 13

ANALISIS CITOLOGICO DE iNDICES MITOTICOS, PRODUCTO DE TRATAMIENTOS

COMBINADOS CON CAFEINA (0,033%) DURANTE 06:00-12:00 h del CT + UV
DURANTE DIEZ MINUTOS AL INICIO DE LA 10:00 hora del CT

Tratamiento con cafeina al 0,033 %

indice bimitético

Hora Mi Mil Mill Xg CH ES
10 0,05 1 0,4 0,27

1,28 5,74 3,63 4,97 1,29
12 11,76 15,2 10,44 12,3

20,06 22,95 18,85 4,43 1,22
14 26,13 19,14 23,2 22,6

30,74 25,94 28,79 5,82 1,39
16 18,56 16,12 12,11 15,4

25,52 23,67 20,36 6,82 1,51
18 11,79 1391 18,32 14,4

20,08 21,9 25,34 7,14 1,54
20 17,85 20,13 16,67 28,2

24,99 26,66 24,1 1,69 0,75

Cuadro 14

ANALISIS CITOLOGICO DE INDICES MITOTICOS, PRODUCTO DE TRATAMIENTOS
COMBINADOS CON CAFEINA (0.033%) DURANTE 08:00-12:00 h del CT + UV
DURANTE DIEZ MINUTOS AL INICIO DE LA 10:00 hora del CT

Tratamiento con cafeina al 0,033 %

indice bimitético

Hora Mi Mil Mill Xg s ES
10 0,91 1,3 0,4 0,78

5,47 6,55 3,63 2,18 0,85
12 16,38 17,84 12,38 15,4

23,87 24,98 20,6 5,19 1,32
14 26,17 28,8 30,39 28,4

30,77 32,46 23,45 1,84 0,78
16 25,16 17,85 21,13 21,2

30,11 24,99 27,37 6,55 1,48
18 13,84 11,52 7,49 10,6

21,84 19,84 15,88 9,19 1,75
20 11,11 10,15 18,42 12,8

19,47 18,58 25,42 13,82 2,15

Cuadro 15

ANALISIS CITOLOGICO DE INDICES MITOTICOS, PRODUCTO DE TRATAMIENTOS
COMBINADOS CON CAFEINA (0.033%) DURANTE 10:00-12:00 h del CT + UV
DURANTE DIEZ MINUTOS AL INICIO DE LA 10:00 hora del CT

Tratamiento con cafeina al 0,033 %

indice bimitético

Hora MI Mil Mill Xg s ES
10 0,98 0,5 0,06 0,33

5,68 4,05 1,4 4,66 1,25
12 18,56 22,3 26,5 20,2

25,52 28,18 26,5 1,81 0,78
14 35,6 37,71 42,87 38,6

36,63 37,89 40,9 4,82 1,27
16 40,24 41,36 37,99 39,8

39,37 40,02 38,05 1,01 0,56
18 10,42 12,17 14,21 12,2

18,83 20,42 22,15 2,75 0,96
20 13,75 9,89 13,52 12,3

21,77 18,33 21,57 3,73 1,12
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Cuadro 16
FRECUENCIA DE DANO CROMOSOMICO (ATA) POR TRATAMIENTOS
COMBINADOS DE CAFEINA + UV EN CELULAS MERISTEMATICAS DE Allium cepa;
DONDE ATn = ANATELOFASES NORMALES, ATA = ANATELOFASES ANORMALES

Tratamiento
Ultravioleta ™ T2 T3
Periodo 10 min 10 min 10 min
del ciclo 10h+ 10h+ 10h+
Caf.(0,033%) 06-12h 08-12h 10-12h
ATn 97 123 93
ATA 21 (17,8%) 19 (13,38%) 15 (13,9%)
Total 118 142 108
Ind. Bimit. (%)
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Grafica 8. Curvas bimitdticas y dafio cromosémico producto de tratamientos combinados
de cafefna (0,033%) durante 06:00-12:00 h del CT + UV durante diez minutos
al inicio de la 10:00 hora del CT, en células meristeméticas de Allium cepa; donde
A = Curva control, B = Tratamiento combinado, C = Cafefna (antirreparador),
D = Dano basal, E = Dafio potenciado.
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Griéfica 9. Curvas bimitSticas y dafio cromosémico producto de tratamientos combinados de cafefna
(0,033%) durante 08:00-12:00 h del CT + UV durante diez minutos al inicio de la 10:00 hora del CT,
en células meristem4ticas de Allium cepa; donde A = Curva control, B = Tratamiento combinado
C = Cafefna (antirreparador), D = Dafio basal, E = Dafio potenciado.
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Griéfica 10. Curvas bimitéticas y dafio cromosémico producto de tratamientos combinados de cafeina
(0.033%) durante 10:00-12:00 h del CT + UV durante diez minutos al inicio de la 10:00 hora del CT,

en células meristeméticas de Allium cepa; donde A = Curva control, B = Tratamiento combinado,
C = Cafefna (antirreparador), D = Dafio basal, E = Dafio potenciado.
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Cuadro 17

TABLAS DE CONTINGENCIA Y EVALUACIONES COMPARATIVAS DE X2
PRODUCTO DEL TRATAMIENTO COMBINADO DE CAFEINA + UV EN
CELULAS MERISTEMATICAS DE Allium cepa (DONDE,

ATn = ANATELOFASES NORMALES, ATA = ANATELOFASES ANORMALES)

c ™ T2 T3 TOTALES
ATn 130 (120,8) 97(103,3) 123(124,3) 93(94,5) 443
ATA 8 (17,18) 21 (14,69) 19 (17,68) 15 (13,45) 63
TOTAL 138 118 142 108 506
X200 = 9,02 X raposs = 7,82

™ T2 T3 TOTALES
ATn 97 (100,36) 123(120,8) 93(91,8) 313
ATA 21 (20,20) 19 (24,31) 15 (18,49) 63
TOTAL 118 142 108 368
X200 = 2,02 Xapans = 5,99

c ™ TOTALES
ATn 130 (22,37) 97 (104,63) 227
ATA 8 (15,63) 21 (13,37) 29
TOTAL 138 118 256
X 00 = 1,58 X iapoos = 3,84

c T2 TOTALES
ATn 130 (22,37) 123 (128,31) 253
ATA 8 (15,63) 19 (13,69 27
TOTAL 138 142 280
X005 = 3,88 X poos = 3,84

c T3 TOTALES
ATn 130 (22,37) 123 (97,90) 223
ATA 8 (15,63) 15 (10,10) 23
TOTAL 138 108 246
X\o0s = 9,75 X apoos = 3,84

Cuadro 18

ANALISIS DE LOS VALORES DE X? COMPARATIVOS, EN FUNCION AL
DANO CROMOSOMICO (ATA), PRODUCTO DE TRATAMIENTOS
COMBINADOS DE UV (DANO) + CAFEINA (ANTIRREPARADOR)

Comparacion de Tratamientos X2, =0,05
CxT1xT2xT3 9,02%*
TIxT2xT3 2,02
CxT1 7,58%
CxT2 3,88%*
CxT3 9,75%

(*)p=005
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DISCUSION

La poblacién de células meristematicas de Allium
cepa se encuentran sujetas a un equilibrio dindmico
estable, hallindose asincrénicamente distribuidas a
través del ciclo celular; por lo tanto, los indices halla-
dos proporcionan el tiempo relativo de cada periodo y
fase del ciclo celular, Cuadro 1.

La cafefna y metilxantinas relacionadas son bien
conocidas por su habilidad de inhibir la formacién de
la placa celular durante la citocinesis en células vege-
tales”, probablemente por interferir con el Ca™ y
Mg activadoy actividad ATP

ridos para la fusién de las vesiculas del golgi durante la

_; los cuales son reque-
fase de coalescencia™'”, lo que permite emplearla
para obtener una subpoblacién de células binucleadas
que progresan a través de la siguiente interfase alta-
mente sincronizadas, siendo la mitosis nuestra venta-
na de observacién en el registro de los diversos trata-
mientos a que son sometidos.

Se establecié un periodo de tiempo aproximado
de 10 hy 14 h promedio para la I-B y el CT respecti-
vamente (Cuadros 2, 3 y 4 y Grafico 1); tiempos que
concuerdan con los obtenidos por otros auto-
res"**** resultando este método de estudio muy
Gtil en el anlisis del efecto de diversas drogas en el

ciclo celular.

La cinética celular por parte de la cafeina por
segunda vez, es decir, como antirreparador, merma los
indices bimitéticos (Cuadros 5, 6y 7'y Gréficos 2, 3 y
4); los antecedentes sefialan que cuando existe expo-
siciones hasta por cuatro horas, la marcacién de binu-
cleadas es lineal, entre cuatro y seis horas, decrece
levemente; mientras que exposiciones por tiempos
mayores se reduce notablemente. El otro factor es el
de existir un solapamiento de células binucleadas que
se estan formando durante éste segundo tratamiento.
De lo anterior se deduce que la concentracién de
0,033% de cafeina, genera una menor merma de los
indices bimitéticos; razén por la cual fue escogida

como concentraciéon adecuada en los futuros trata-
mientos combinados.

Muchos agentes pueden estar induciendo conti-
nuamente lesiones a nivel del DNA, las cuales no se
hacen objetivos a nivel microscépico’”*”. Bender pro-
pone que producida las alteraciones, se ponen en mar-
cha diversos mecanismos de reparacién con la finali-
dad de subsanar la estructura alterada del DNA®'*'?;
que pueden estar actuando dependiente o indepen-
dientemente del periodo del ciclo celular donde se ha
producido el dafio. Para que se manifieste como abe-
rraciones cromosémicas de tipo estructural es necesa-
rio de una amplificacién de las lesiones primarias, las
que ocurren por replicacién incompleta, reparacién
errénea o falta de reparacién. *'**”

En cuanto al dafio infligido sobre el DNA, es amplia-
mente conocido el efecto de la radiacién ultravioleta, la
cual produce una distorsién de la molécula y una acu-
mulacién de rupturas, presumiblemente como resulta-
do de la formacién de los llamados dimeros de de pirimi-

3,4,10, 21 o
9 El analisis arro-

dina o dipirimidinas de ciclobutano'
i6 que el patrén de proliferacion se ve ligeramente dis-
minuido por accién del UV (Cuadros 8, 9y 10y Gréficos
5,6y 7);y considerando que los tres perfodos de la inter-

fase representan el 25%, 65% y 10% del G,, Sy G, res-

. 22,24,26; ~ z
pectivamente”***”, el dafio se estd generando en el

perfodoS,, S,y G,del C.T.

Estadisticamente, no se registré mayores diferencias
entre estos momentos de induccién de dafio (Cuadros
11,12) y de manera arbitraria se considerd el tercer tra-
tamiento (G,) como el que sirvié para los posteriores
tratamientos combinados, considerdndose como dafio
basal el 5,80% de ATAs. De esto se deduce que la fre-
cuencia de aberraciones cromosémicas que se puede
hallar no es la misma a la producida a nivel molecular;
cuando la capacidad de reparacién esta por encima del
dafio producido en el DNA no se traduciri en aberra-
ciones cromosémicas; pero si el dafio es mayor que la
capacidad de reparacién, se produce un desbalance,
manifiesto en aberraciones de tipo estructural.

ABERRACION CROMOSOMICA => LESION PRIMARIA - LESION REPARADA

LESION PRIMARIA < CAPAC. DE REPARACION = “0” ABERRACION CROMOSOMICA

LESION PRIMARIA > CAPAC. DE REPARACION
= FRECUENCIA ABERRACIONES ABERRACIONES CROMOSOMICAS > de 0
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Complementariamente, al efecto inhibidor del
proceso citocinético por la cafeina, la cinética celular
de las curvas de los tratamientos combinados no mues-
tran mayores cambios (Cuadros 13, 14, 15y 16; y Gra-
ficos 8, 9y 10); sin embargo, como mencionamos, este
alcaloide se comporta como un efectivo inhibidor de
los procesos de reparacién post-replicativa; como se
demuestra a través del analisis realizado (Cuadros 17y
18; y Gréficos 8, 9 y 10); tal fenémeno se sustentaria
en el hecho de que bloquea la etapa de cierre de las
rupturas producidas en una cadena del DNA durante
la reparacién post-replicativa, y/o el tamafio del DNA
sintetizado es apreciablemente menor a la de células
sin dafio cromosémicos”.

Virtud a lo sefialado anteriormente, se propone
emplear este alcaloide basados en experiencias com-
probadas de laboratorio"**” para potenciar objetiva-
mente el dafio producido en la molécula del DNA a
través de aberraciones estructurales de los cromoso-
mas tanto en una poblacién celular asincrénica, como
sincrénica.

A continuacién sefialamos el protocolo a seguir
durante el estudio de algin agente problema, el cual
puede abordarse en una poblacién celular asincrénica
como sincrénica:

I. Estudio en una poblacion celular en
equilibrio dinamico

1. Tratamiento con el agente problema por un
periodo de tiempo de dos horas A

2. Tratamiento combinadas del agente problema
por dos h + cafefna 0,033% por cuatro h (dos
horas con agente problema y dos horas poste-
riores) A

3. Tratamiento con el agente problema por un
periodo de tiempo de diez horas A
4. Tratamiento combinadas del agente problema
por diez horas + cafefna 0,033% por cuatro

horas (cuatro horas tltimas con agente proble-
ma) A

Il. Estudio en una paoblacion de células
sincronizadas con un tratamiento con
cafeina 0,1 % durante una hora

5. Tratamientos puntuales de dos horas con agen-
te problema, en diferentes fases del periodo
interfasico A
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6. Tratamientos continuos de cuatro, seis, ocho, y
diez horas con agente problema, en diferentes
fases del periodo interfésico A

7. Tratamientos combinados, de agente problema
por dos horas en diferentes fases del periodo
interfasico + cafeina 0,033% durante seis dlti-
mas horas del periodo interfésico A

8. Tratamientos combinados, de agente problema
por cuatro, seis, ocho y diez horas del periodo
interfasico + Cafefna 0.033% durante las seis
tltimas horas del periodo interfasico A

A. Evaluacién cinética: Que se efectiia en cinco
muestras cada dos horas, posterior al trata-
miento. Graficar
A.1. Bloqueo de la prolifereacién celular esti-

mada a través de los fndice mitdtico e
indice de Fases B

A.2. No existe bloqueo de la proliferacién
celular estimada a través del ind. Mit6tico
eInd. de Fases B

B. Comportamiento cromosomico
B.1. Presencia de alteraciones cromosémicas
que se hacen m4s evidentes durante ana-
fases y telofases (puentes, fragmentos
acéntricos, cromosomas retardados u
otro tipo de alteracién cromosémica)
GENOTOXICO.
B.2. Ausencia de alteraciones cromosémicas

estructurales o numéricas de los cromoso-
mas durante la mitosis".

B.2.a. En casode procederde 1 2
B.2.b. En caso de proceder de 2 3
B.2.c. Encasode procederde 3 4
B.2.d. En casode proceder de 4 5
B.2.e. En caso de procederde 5 6
B.2.f. En caso de proceder de 6 7
B.2.g. En caso de proceder de 7 8

B.2.h. En caso de proceder de 8
POSIBLEMENTE NO GENOTOXICO.

(*) Siprocede de A.1., entonces el agente problema posee gran activi-
dad citotéxica (inviabilidad metabdlica).

Como apreciamos, se puede monitorear la sustan-
cia problema de una manera ripida en una poblacién
asincrénica; sin embargo, en el caso de realizar un
estudio pormenorizado del agente problema en el ciclo
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celular; como por ej., determinar en que momento del
ciclo se est4 induciendo dafio cromosémico, si se esta
afectando algin punto de transicién, bloqueo, regula-
cién, etc.; se propone exponerlo a una poblacién de
células sincrénicas.

La estrategia es similar a la seguida durante la reali-
zacién del trabajo, debiéndose dar un golpe con cafeina
5mM (0,1%) durante una hora, con la finalidad de obte-
ner una subpoblacién de células binucleadas, las que se
originan producto de la inhibicién del proceso citociné-
tico de células que transitaban durante la telofase a
interfase. Sobre esta subpoblacién marcada se realizan
tratamientos puntuales (tratamientos de dos horas)
cada dos horas de la interfase y tratamientos continuos
(tratamientos de 4, 6, 8 y 10 horas previas a la mitosis),
realizando muestreos cada dos horas durante la 10 a 20
hora. La duracién media del ciclo celular de meristemos
ha sido establecido en 13.7 h; siendo 11.84 h para la
interfase y 1.86 h para la mitosis"***.

Durante el seguimiento, uno de los problemas a
presentarse es la concentracion a utilizar; en tal senti-
do, cuando se trate de una substancia desconocida de
composicién quimica compleja, se debe realizar una
prueba previa sobre el comportamiento proliferativo,
en caso de no ser afectado dréasticamente, seguir con el
disefio ya establecido, de ser lo contrario realizar dilu-
ciones de la muestra; si se tratara de un producto qui-
micamente puro (posible iniciador) el rango se esta-
blece entre 10” - 107 M. Adn asf; es posible que pueda
estar produciendo una toxicidad general, la cual se
manifiesta por un bloqueo de las curvas de prolifera-
cién, durante la cual pueden o no aparecer aberracio-
nes cromosémicas.

En la actualidad no existe un test de ensayo ideal,
el cual pueda discriminar fehacientemente Ia no geno-
toxicidad de una substancia de naturaleza quimica
compleja o algtn tipo de iniciador, pensamos que la
propuesta debe ir acompafiada de un complemento de
pruebas adicionales, las que permitan concluir el ver-
dadero efecto del agente problema.

CONCLUSIONES

La cafefna se comporta como un amplificador de
aberraciones cromosémicas, previo dafio cromosémico
con UV, la que se evidencia por el incremento de anafa-
ses y telofases anormales (ATA), durante la mitosis del
ciclo celular de células meristematicas de Allium cepa.

De las tres concentraciones de cafeina ensayadas
como antirreparador del DNA, la de 0,033% es la mas
adecuada en el presente estudio.
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