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i Resumen

B 13 cafeina €S un inhibider de la reparacion G2-profase cuyo Mecanismo radica en |a
Mexistencia de dos acciones cooperativas | . cancela el retraso mitético producido por €
iS-aminouraciloy 2. inhibe algunas delasr utasdereparacién potenciandoel daro del ggn —
iCon el fin ¢/ analizar ambas vias de accién atribuidas a la cafeina se estudité su efecto
“togénico y 1a caneelacion del retraso mitdtico en ADN lesionado por el 5AU y tratado
Mposteriormente con € aritibitico novobiocina, inhibidor de sintests de proteinas. El estudio
fén poblaciones meristematicas binucleadas de Allium cepa permitié la evaluacidn dd retraso
Iprofasico indizeido por d 5AU, asi comosu reversonpor lacafeina; €l dafio genémico se estimé
wor el porcentaje de metafases, anafases y telofases aberrantes. Tratamientos posteriores
Solamente con novobiocina N0 afectaban practicamente & desarrollo nor mal dela mitosis; SN
gmbargo, cuando se incubaron |0s meristemos en una macla de cafeina y novobiocina
después del tratamienco con 5AU, se blogued el dafio genémico. El ensayo demeta-, ana-y
felofases aberrantes es un buen sSistema para poner de manifiesto € fendmeno de dado
b genttico y su modulacién por la novobiocina.

Palahras claves: Novobiocina, inhibicidn de la reparacién, cafeina, aberraciones

cromosomicas

B Effects of caffeine and novobiocin during DNA repair
& damaged by 5-aminouracil and its incidence on cell
transit through G2 and prophase

Abstract

@affeine is an inhibitor of G2-prophase whose mechanism depends Of the presence of
two cooperative actions: 1. cancelation of mitotic delay dueto the presence of 5-aminouracil
and 2. inhibition of some of the reparation pathways increasing the genome damage. With
the intention of analyzing both actions attributed to caffeine, the clastogenetic effect and the
gancellation of mitotic delay in DNA damage by action Of 53AU and later treated with the
antibiotic novobiocin an inhibitor of protein synithesis, were studied. The study of binucleated
mefistematic populations of Allium cepapermited an évaluation of prophase delay induced by
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SAU, as well as its reversion by caffeine. The dam
determining percentages of damaged meta-,
little effect on the normal development of mi
the meristems were incubated in a mixture

el proceso de reparacion del ADN

age to the genome was estimated by

ana- and telophases. Posterior treatments had
tosis, only with novobiocin. Nevertheless, when
of caffeine and novobiocin after a treatment with

5AU, the potencial genome damage was avoided. The use of aberrations in the meta-, ana-
and telophases is a good method to demonstrate the genetic damage phenomenon and its

modulation by novobiocin.

Key words: Novobiocin, repair inhibition, caffeine, chromosome damage.

Introduccién

Los mecanismos biolégicos que permi-
ten la recuperacién de las células despueés
de exponerlas a agentes que producen lesio-
nes en la molécula de ADN es complejo y
objeto de numerosos estudios.

La reparacion de los danos causados
al ADN por los diversos agentes clastogéni-
cos se efectiia durante el final del periodo
replicativo (S) y durante G2 y profase (1-7).
Por otra parte, la cafeina potencia el dano
cromosomico producido por otras drogas,
tanto en plantas como en animales (8-12).

Los estudios realizados por De Marco
y Cozzi (13) y por De Marco y Polani (14) en
Drosophyla melanogaster y por Pincheira y
Lopez-Saez (6) en linfocitos irradiados llega-
ron a las mismas conclusiones: los efectos
observados en estos materiales de estudio
son similares a los descritos por Khilman
(15) en células de plantas y animales trata-
das con cafeina.

Gonzalez-Fernandez y Lopez-Saez (3) y
Gonzalez-Fernandez y col. (4) demostraron
en celulas vegetales que el dafno cromoso-
mico producido por el 5-Aminouracilo (5AU)
se hace mayor con postratamientos con ca-
feina durante G2 y profase y que la repara-
cion de las lesiones inducidas por el BAU,
que pueden traducirse en aberraciones cro-
mosomicas, no se ve afectada por la cafeina
antes del periodo G2,

Estos mismos autores postulan que la
cafeina podria tener dos efectos sobre las

celulas que cursan el periodo premitotice
(G2) con el ADN danado: cancelacion del
retardo mitotico producido por el 5AU ¢
inhibicion de los mecanismos de reparacion
del ADN. La reversion parcial, por la novo-
biocina (NVB), del efecto antirreparador de
la cafeina sugiere que este efecto no es una
accion directa sobre el genoma sino que se
debe a una probable competencia entre |3
trimetilxantina y algun nucleétido necesa-
rio en el mecanismo de reparacion G2-pro-
fase.

El objetivo del presente tra bajo fue de-
terminar los efectos de la cafeina y de la
novobiocina sobre la frecuencia de aberra-
ciones cromosoémicas y sobre el retardo mi-
totico inducido por el 5AU en tejidos meris-
tematicos de Alliumn cepa.

Materiales y Métodos

Como material de estudio se utilizs
meristemo radicular de Allium cepa crecido
én agua destilada, en oscuridad y a tempe-
ratura constante de 25°C + 0.5. El medio de
cultivo fué removido cada 24 horas y airea-
do mediante burbujeo a razén de 15-20 m|
de aire/min.

En cuanto a la metodologia implemen-
tada, se mantuvieron las condiciones de
cultivo descritas anteriormente durante los
diversos tratamientos con 5AU, 0.5 mM,
cafeina 3 mM 6 5 mM, Yy con novobiocina
0.7 mM
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Figura 1. Duraci6n del periodo postreplicativo en los controles y después de los distintos tratamientos
con 5-aminouracilo, (5AU), con cafeina y con novobiocina (NVB).

Tratamiento con cafeina

Con el fin de obtener poblaciones binu-
cleadas 2n-2n se dieron tratamientos con la
droga a una concentracion de 5 mM. Todas
las células que durante el tratamiento con
la trimetilxantina cursan su telofase que-
dan marcadas como binucleadas iniciando
su ciclo de una manera sincrénica pudien-
do, por lo tanto, hacer un seguimiento de la
poblacion a través del tiempo.

Los tratamientos dados con cafeina
3mM se hicieron con el fin de analizar su
efecto sobre el dano producido por el 5AU al
genoma. Este tratamiento se di6 durante el
periodo de reparacion del ADN, es decir,
durante G2 y profase, Figura 1, tratamien-
tos Cy D.

Tratamiento con 5-aminouracilo (5AU)

El1 5AU que es una analogo de la timina
por sustitucion del grupo metilo del C5 por

un grupo amino; se utilizé a una concentra-
cion de 0.5 mM; se suministro a la poblacion
binucleada cuando desarrollaba su replica-
cion tardia y por especio de 3 horas, Figura
1, tratamientos A-D.

Tratamiento con novobiocina (NVB)

El antibiotico novobiocina, extraido del
hongo Streptomyces niveus y Streptomyces
spheroides, se utilizo a una concentracion
de 0.7 mM y se suministréo a las células
binucleadas durante 2 horas después del
tratamiento con el 5AU, solo o en combina-
cion con cafeina 3 mM.

La obtencién de células binucleadas es
importante para hacer un seguimiento de
los efectos producidos por la drogas utiliza-
das, para lo cual se di6 un tratamiento de 1
hora con cafeina 5 mM en el momento en
que algunas de las células meristematicas
se encontraban en telofase tardia. Los con-
troles fueron trasladados a medio normal de

Revista Cientifica de la Facultad Experimental



Efectos de la cafeina y de la novobiocina di
el proceso de reparacion del

cultivo donde permanecieron hasta el final
del experimento, mientras que las restantes
poblaciones fueron tratadas durante 3 ho-
ras con HAU a partir de la hora 8 de recu-
peracion, Figura 1, tratamientos A-D; pos-
teriormente, algunos meristemos se pasa-
ron a condiciones normales de crecimiento
(A), mientras que el resto se sometio a pos-
tratamientos con NVB durante 2 horas (B),
con cafeina (C) o bien con una soluciéon
combinada de cafeina + NVB (D); a una
quinta poblacion se la trato solamente con
NVB, a partir de la hora 11 de recuperacion
(E).

Como criterios de evaluacion se toma-
ron las bimetafases, bianafases y bitelofa-
ses aberrantes.

Con el fin de estudiar la capacidad de
recuperacion de células danadas durante
G2 y profase, asi como su transito por estas
fases del ciclo se han utilizado el 5AU 0.5
mM que es un agente inductor de dano en
la molécula de ADN, cafeina 3 mM y NVB
0.7 mM.

Técnicas citologicas

Para el analisis citologico, las raices
fueron fijadas en una mezcla de etanol-aci-
do acético (3:1) y coloreadas posteriormente
con orceina aceto-clorhidrica segin la téc-
nica de Tjio y Levan (16). Se utiliza el térmi-
no de "meta-, ana- y telofases anormales"
para senalar a aquellas células que presen-
tan aberraciones cromosomicas (puentes,
roturas, etc.). Se ha determinado el porcen-
taje de estas figuras anormales en relaciéon
al total de meta-, ana- y telofases de 8
meristemos.

Estudio de las preparaciones

Las observaciones microscopicas se
hicieron con un microscopio Leitz y con
objetivo de inmersion.

Resultados y Discusién

Gonzalez-Fernandez y col. (4) propes
nen dos acciones cooperativas durante el
mecanismo de reparacion del ADN: rets
mitotico asociado al dano genoémico y remo-
cién de las lesiones con la consigulente
recuperacion de la estructura normal
ADN. Bajo condiciones fisiologicas, am
mecanismos estan coordinados aung
controlados por diferentes factores. Porg
parte, la accion de la cafeina podria ra
en la existencia de dos acciones tam
cooperativas: cancelacion del retardo m
tico e inhibiciéon de algunas de las rutas
reparacion; sin embargo, los mecanisn
moleculares que permiten la recuperag
de las células después de exponerlas g
agentes clastogénicos, son complejos y of
jeto de numerosos estudios. En células
liferantes eucarioticas este proceso se reall
za durante el periodo postreplicativo (G2)y
comienzo de la mitosis. '

Para analizar las dos vias de aceif)
postuladas para la cafeina, se an
efecto potenciador de dafio cromosém
la cancelacion del retraso mitdtico en gen
ma lesionado por el 5AU.

Efecto de la cafeina y de la NVB sobre |
reparacién del ADN durante el perfodo
G2 y profase

Mucha de la informacién sobre &l pg
ticular viene de los experimentos gené
realizados en bacterias expuestas a rad
ciones UV (11) y de los estudios bioquin
sobre replicacion y reparacion del ADN
18). Los estudios en eucariontes, por sual
grado de organizacion, resultan fragment
rios ya que la presencia de una crof
con una gran versatilidad estructuraly
cional a través del Ciclo de Division
es el condicionante que determina quejuné
a una lesion genética se exprese una intrig
cada red de interacciones moleculares,

Revista Cientifica de la Facultad Experimental
de Ciencias, Volumen 2 No. 1, enero-junio 1994




A. Del Campo y |. Romero/Ciencia Vol. 2, N° 1 (1994) 7-16

11

Tabla 1
Efecto de la novobiocina sobre la capacidad reparadora de aberraciones en metafase (M),
anafase (A) y telofase (T)

Total de %

Tratamiento Postratamiento  M-A-T contadas Aberraciones Fp
A. Control 530 0.2 -
B - NVB 494 1,0+0,2 =
C. 5AU = 445 18,6 +2,3 -
D. AU Cafeina (mM) 350 53,8 +4,7 2.9
E. 5AU NVB + caf. 468 30,1+2,9 1.6
F. 5AU NVB 375 14,7 + 2,1 0,8

Fp = factor de potenciacion

En la Tabla 1 se ponen de manifiesto
los efectos aberrantes de los distintos trata-
mientos, asi como la capacidad reparadora
de la NVB.

El estudio de estos resultados indica la
no existencia de aberraciones cromosomi-
cas (0.2%) en las células meristematicas
que crecen bajo condiciones de equilibrio
dinamico (A) y un pequeno porcentaje de
aquellas (1.92%) en los meristemos tratados
con NVB durante 2 horas (B); sin embargo,
cuando las celulas fueron tratadas con 5AU
se provocd un dano correspondiente al
18.6% (C) evaluado como roturas cromoso-
micas, puentes cromosomicos y otros da-
nos. Estos niveles de dano se incrementa-
ron en celulas postratadas con cafeina
53.8% (D) para disminuir con otros trata-
mientos, 30.1% (E) y 14.7% (F).

La capacidad de la cafeina para incre-
mentar severamente la frecuencia de abe-
rraciones inducidas por el 5AU, Figura 2,
puede expresarse mediante un "factor de
potenciacion” (Fp) definido como la relacion
entre el tratamiento combinado (5AU y ca-

feina) E (i+p) y la suma de los efectos del
inductor (Ei = 5AU) y el agente potenciador
(Ep = cafeina), dados separadamente.

Fp = E(i+p)/Ei+Ep (1]

que para €l caso D (Tabla 1), es:
Fp = E(i+p)/Ei = 0,538/0,186 = 2,9

que expresa la magnitud con que la cafeina
potencia las aberraciones cromosomicas in-
ducidas por el BAU, triplicando la frecuen-
cia de meta-, ana- y telofases anormales(Ta-
bla 1,D) y reduciendo el retardo mitotico
inducido por este, Figura 1, tratamiento C.

Los resultados expresados en la Tabla
] indican que la capacidad potenciadora de
dano por parte de la cafeina disminuyé al
incubar a los meristemos en una solucion
combinada de cafeina y NVB, lo que sugiere
que la accion de la trimetilxantina requiere
de sintesis de proteinas para alcanzar sus
efectos.

En resumen, en el presente trabajo se
confirma que la cafeina es capaz de inducir
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Figura 4. Indice mit6tico después de 3 horas de tratamiento con 5AU (e
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dano genomico en células que cursan G2 y
profase potenciando el dano causado por
5AU. Tratamientos con NVB solamente, no
causan ni dano ni retardo mitdtico (Tabla
1,B) y Figura 3.

Ademas, y como una consecuencia del
bloqueo de algunas de las rutas de repara-
cion del ADN que aumenta el dano causado
por el 5AU, esta la cancelacion parcial del
retraso mitotico y la tendencia a normalizar
el indice mitético (IM), Figura 4.

Estos resultados coinciden con los ob-
tenidos por Utsumi, H. y col. (20), Kapis-

zewska, M. y Lange, C. (21) y Nordenberg,
J. y col. (22).

—) y postratamiento con cafeina

Efecto de la cafeina y NVB sobre el tran-
sito celular por G2 y profase

En general, cuanto mayor sea el po-
tencial de una droga para causar dano cro-
mosomico mas fuerte es su accion negativa
sobre el ciclo de division celular y cuando
este dano se traduce en aberraciones cro-

mosomicas mayor es la duracién del G2
(17).

Con el fin de realizar un analisis cuan-
titativo del retraso mitético inducido por el
tratamiento con 5AU, asi como la cancela-
cion parcial de este mediante un postrata-
miento con cafeina y los efectos de la NVB
sobre el mismo, se estudié la cinética de
llegada de los nucleos de las células binu-
cleadas 2n-2n a profase.

La Figura 1 muestra que en los meris-
temos control, el transito por G2 se realiza

Revista Cientifica de la Facultad Experimental
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en 2.2 h, mientras que la incubacion de los
bulbos con BbAU durante 3 h provoca un
alargamiento de ese periodo postreplicativo,
de 6.12 h. Este cuadro de retraso fue par-
cialmente cancelado cuando después del
tratamiento con el agente inductor se dié un
postratamiento de 2 h con cafeina. Bajo
estas condiciones experimentales se obser-
va que la duracion del periodo G2 es de 5.1
h. Estos resultados coinciden con los de
otros autores (23,24) quienes comprobaron
que la exposicion de las células a la cafeina
y a analogos de la cafeina reducen el retardo
de entrada a division inducido por radiacion
y otros agentes: sin embago, cuando las
células fueron incubadas en una mezcla de
cafeina + NVB, después del tratamiento con
el 5AU se bloqued la potenciacion del dano
con una reduccion del retardo mitético, Fi-
gura 1, tratamiento D y de las aberraciones
cromosomicas, Tabla 1,E.

Se ha demostrado que el 5AU tiene dos
efectos relacionados: 1. inhibe la replicacion
tardia responsable de la sincronizacion pre-
metafasica (25) y 2. induce retraso en el
transito postreplicativo por induccion de
lesiones en el genoma, con un descenso
considerable del indice mitotico hasta el
3.4%, Figura 4; estos valores se duplican
(7.8%) cuando se dan postratamientos con
cafeina 3 mM, lo que puede interpretarse
como que las células tratadas con el bAU
presentan un dano que las hace sensibles a
la cafeina y que una fraccion importante de
las lesiones producidas por el 5AU se repa-
ran cuando las células se encuentran en la
ultima fase del periodo G2. Esta reparacion
es menos sensible a la presencia de la cafei-
na por lo que al ser inhibida por esta droga,
las células llegan a mitosis con los tipos de
lesiones antes mencionados y no reparados.

Lopez-Saez y col. (26) han propuesto
que la accion de la cafeina puede deberse a
una disminucion en los niveles de ATP.

Se sugiere con estos resultados, que la
cafeina impide que las células danadas por
el 5AU se reparan al acortarse el tiempo

necesario para su recuperacion antes de
entrar a mitosis por lo que las células trata-
das con la droga son inducidas a entrar a
division con el genoma danado. La NVB, por
su parte, al inhibir sintesis de proteinas
estaria bloqueando la potenciacion del dano
producido por el 5AU.

Este efecto "rebote" de la NVB encaja
entre los descritos para este antibiotico.
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