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Resumen

Las investigaciones relacionadas con el tema de la genotoxicidad adquieren cada
dia mayor importancia a nivel mundial, debido al creciente deterioro del ambiente al que
se encuentra expuesto el hombre moderno. Existen tres razones fundamentales que
justifican la preocupacién por la exposicion del hombre a los agentes mutagénicos.
Primero, el incremento en el grado de mutacion de las células germinales (6vulos,
espermatozoides y sus precursores) lo cual puede provocar un aumento de la incidencia
de las enfermedades genéticas en futuras generaciones. Segundo, la existencia de una
estrecha relacién entre la inestabilidad gendmica de células somaticas con el cancer y
las enfermedades degenerativas crénicas. Tercero, el origen ambiental del cancer. Ello
orienta a la utilizacién de ensayos a corto plazo los cuales, informan en poco tiempo
acerca de la actividad mutagénica de dichas sustancias y en algunos casos brindan
informacién suficiente para establecer los niveles de seguridad para el hombre. En estos
ensayos de genotoxicidad se emplea un gran numero de sistemas bioldgicos dentro de
los cuales se encuentran: virus, bacterias, hongos, cultivos de células eucariotas,
plantas, insectos y mamiferos. Para lo cual nos trazamos como objetivo de este trabajo
dar una versién actualizada sobre los ensayos de toxicidad in vitro y dentro de esta rama
en particular ahondar sobre el uso del ensayo cometa y el ensayo de micronucleos.
Palabras clave: Genotoxicidad; ensayo de cometa; ensayo de micronucleos; in vitro;

actualizacion.
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Abstract

Current about comet and micronuclei assays in vitro.

The research related with the genotoxicity topic acquire every day bigger
importance at world level, due to the growing deterioration of the environment that is
exposed the modern man. Three fundamental reasons exist that justify the concern for
the exhibition from the man to the mutagenics agents. First, the increment in the degree
of germinal cells mutation (ova, sperms and their precursors) that which can cause the
increase of the genetic illnesses incidence in the future generations. Second, the narrow
relationship existence among the uncertainty of somatic cells genomic with cancer and
chronic degenerative illnesses. Third, the environmental origin of the cancer. It bears to
the use of short term assays and they inform in little time about the mutagenic activity of
this substances, in some cases they offer enough information to establish the levels of
security for the man. These genotoxicity assays used a great number of biological
systems inside which are: virus, bacterial, fungus, eukaryote cells cultivations, plants,
insects and mammals. For that which we trace ourselves as objective of this work to give
a current version on the in vitro toxicity assays and inside this branch to deepen on the
use of the comet and micronucleis assays.

Key words: Genotoxicity, comet assay, micronuclei assays, in vitro, current.
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Introduccidon

La genética toxicoldégica tiene sus inicios en el ano 1927, cuando Mueller
demuestra la capacidad de los rayos X para inducir mutaciones en Drosophila
mellanogaster. Afos mas tarde en 1949, Auebach descubre las propiedades mutagénicas
del gas mostaza, descubrimiento que permitié incrementar el concepto de mutagénesis.

Durante las décadas del 50 y 60 se alcanzan la mayor parte de los conocimientos
basicos acerca de la estructura y replicacién del ADN, cédigo genético, los mecanismos de la
sintesis proteica y la reparacion del ADN. No en vano, esta época se describe como la edad
de oro de la Genética Molecular.

La sociedad de Mutagénesis Ambiental es fundada en 1969, debido a la preocupacion
de muchos investigadores por el impacto genético que podria acarrear la proliferacion de
contaminantes quimicos en el ambiente, producto de la actividad humana. Es en este mismo
afio que es reconocida la Toxicologia Genética, como disciplina cientifica.

Décadas mas tarde, el desarrollo de la denominada tecnologia del ADN recombinante
ofrecid metodologias que han resultado fundamentales en el conocimiento directo de la
estructura y configuracién del genoma, la identificacion de genes especificos, la
determinacion de las alteraciones generadas en la informacién genética y su relacién con la
induccién del cancer y otras enfermedades de base genética.'?

Las investigaciones relacionadas con el tema de la genotoxicidad adquieren cada dia
mayor importancia a nivel mundial, debido al creciente deterioro del ambiente al que se
encuentra expuesto el hombre moderno.>* Existen tres razones fundamentales que justifican
la preocupaciéon por la exposicion del hombre a los agentes mutagénicos. Primero, el
incremento en el grado de mutacidn de las células germinales (évulos, espermatozoides y sus
precursores) lo cual puede provocar el aumento de la incidencia de las enfermedades
genéticas en futuras generaciones. Segundo, la existencia de una estrecha relacién entre la
inestabilidad gendmica de células somaticas con el cancer y las enfermedades degenerativas

crénicas. Tercero, el origen ambiental del cancer.>”
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Es conocido por la comunidad cientifica que la introduccién en el mercado de un gran

nimero de nuevos productos ha tenido una doble consecuencia en nuestro entorno. Aunque
muchos de estos compuestos han contribuido a mejorar la calidad de vida, otros estan
relacionados con determinados riesgos por su toxicidad.® La legislacion actual exige que,
previamente al registro y comercializacién, se evalle la seguridad de todo tipo de producto,
por lo que resulta imprescindible utilizar ensayos de toxicidad predictivos, con el fin de anular
o minimizar el uso de compuestos en los que la relacién riesgo / beneficio los declare
indeseables para la sociedad.”" °

La gran cantidad de nuevos productos que son anualmente lanzados al mercado
dificulta su total evaluacion empleando ensayos en roedores por ser estas pruebas muy
largas y costosas. Ello orienta a la utilizacidon de ensayos a corto plazo los cuales, informan
en poco tiempo acerca de la actividad mutagénica de dichas sustancias y en algunos casos
brindan informacidn suficiente para establecer los niveles de seguridad para el hombre.” En
estos ensayos de genotoxicidad se emplea un gran nimero de sistemas bioldgicos dentro de
los cuales se encuentran: virus, bacterias, hongos, cultivos de células eucariotas, plantas,
insectos y mamiferos. Se han propuesto mas de 200 ensayos de genotoxicidad, de los cuales
se ha obtenido mucha informacién importante.®

Para lo cual nos trazamos como objetivo de este trabajo dar una version actualizada
sobre los ensayos de toxicidad in vitro y dentro de esta rama en particular, ahondar sobre el

uso del ensayo cometa y el ensayo de micronucleos.
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Desarrollo

1. Estudios genotdxicos in vitro.

Las pruebas de genotoxicidad son ensayos que evidencian las alteraciones causadas al
material genético, de manera directa o indirecta, por agentes ambientales, tanto en células
somaticas como germinales.'® La adecuada determinacidon de las actividad genotdxica exige
la disponibilidad de métodos de deteccién especificos.”'* El primer paso para realizar los
estudios de evaluacidn genotodxica es la ejecucion de ensayos in vitro que permiten evaluar el
potencial mutagénico de los compuestos quimicos en breve tiempo. Estos ensayos de
genotoxicidad a corto plazo resultan de gran utilidad porque permiten detectar mutaciones
génicas, aberraciones cromosémicas, dafio primario a la estructura del ADN,
transformaciones celulares u otras afectaciones, los cuales son inducidos por compuestos
quimicos o fisicos que abundan en el ambiente.!?

La evaluacion genotdxica para compuestos de nueva sintesis y fitofarmacos es de
caracter obligatorio a nivel internacional.’® La diversidad de efectos deletéreos a los que esta
expuesto el material hereditario es imposible de detectar a través de un Unico sistema de
ensayo. El amplio espectro de mutaciones que pueden originarse no seria abarcado en un
ensayo aislado y ofreceria un resultado poco preciso. Resulta imprescindible usar un grupo de
ensayos in vitro e in vivo que permitan una correcta extrapolacién del efecto genotdxico de la
sustancia de interés para poder predecir con certeza un posible efecto carcinogenético del
compuesto en estudio y realizar una correcta extrapolacion de los hallazgos detectados, al
hombre.

2. Linfocitos humanos.

Los linfocitos humanos periféricos representan una poblacidn celular en la cual el ADN
estd predominantemente en la etapa pre-sintética del ciclo celular (fase G,). El 0.2% o
menos de los linfocitos periféricos se encuentran en el ciclo celular auto-sintético y estas
células probablemente provienen del grupo de grandes células linfoides representando
linfocitos estimulados o células plasmaticas inmaduras. Las células de este grupo pueden dar

lugar a las mitosis raras encontradas ocasionalmente en la sangre periférica. Los linfocitos
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humanos poseen un nlcleo denso y citoplasma escaso. Tienen un didmetro de alrededor de

6 um y un volumen estimado de 110 pm?3. Se distinguen dos tipos principales de linfocitos,
las células T y las células B. Ambos tipos de células se originan a partir de células madre
incompetentes que se encuentran en el saco vitelino y eventualmente estan ubicadas en la
médula o6sea. Estas células madre indiferenciadas, migran hacia el timo y otros drganos
linfoides primarios, se multiplican alli y probablemente por mutaciones somaticas, dan lugar
a los linfocitos de “larga vida” que circulan por el torrente sanguineo.'*

Sobre la base de sus marcadores de superficie, las células T y B comprenden una
mezcla de células virgenes (no estimuladas) y de memoria (estimuladas) con diferentes
expectativas de vida, asi como, con roles diferentes en el proceso inmunolégico.'®

El nimero total de linfocitos en un adulto saludable puede ser aproximadamente 500
x 10°, alrededor del 2% (10 x 10°) estdn presentes en la sangre periférica y el resto se
ubican en otros tejidos con concentraciones particulares en el timo, nodos linfaticos, el tejido
linfatico del intestino, el bazo y la médula ésea.

El tiempo de vida de un linfocito es variable y la definicion de expectativa de vida
significa que la célula muere o se divide. Al nacer mas del 90% de las células T son células
virgenes o no estimuladas, en la adultez este valor cae al 50% por conversidon en células
memoria o estimuladas.

Las células no estimuladas se dividen cada 3.5 afnos, mientras que las de memoria se
dividen como promedio cada 22 semanas. Las células de memoria pueden revertir a fenotipo
no estimulado pero solo después de 3.5 afios como promedio, siendo de memoria. Una célula
de memoria tiene 8 veces mas posibilidades de dividirse que de revertir a la clase no
estimulada.

Los linfocitos con dafio estable declinan muy lento, lo cual conlleva a bajos estimados
de sus tazas de muerte. El tiempo promedio de muerte de una célula T es estimado en
alrededor de 20 afios y este valor se aplica a las células virgen y de memoria.**

Novell (1960) fue el primero en demostrar que los linfocitos humanos periféricos
pueden ser estimulados por la fitohemaglutinina (FH) in vitro, mientras que Cartairs (1962)
demostré que los “linfocitos pequefios” son las células diana para la iniciacion mitogénica por
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la FH. Las células T, mayormente los subtipos CD4 y CD8 resultan ser las células mejor

estimuladas por la FH in vitro y son empleadas en multiples estudios bioldgicos.®

La FH es una proteina derivada de la planta de frijol Phaseolus vulgaris, que estimula
un amplio espectro de células T (mitégeno). Bajo la influencia de este mitégeno, los linfocitos
son transformados a células blastoides y el volumen de toda la célula se incrementa. Los
volimenes citoplasmatico y nuclear se incrementan de = 50 pm® a 350 pm3y de = 50 ym? a
170 uym?® respectivamente, después de la estimulacién. Durante este periodo de 48 horas, la
cantidad de heterocromatina decrece del 70% al 13 %.

Los medios de cultivo mas comunes que se utilizan para el cultivo de estas células
son: Hams F10, Hams F12, RPMI (Roswell Park Memorial Institute, RPMI-1640), medio TC-
199 o medio minimo esencial (MEM).

Para interpretar las aberraciones cromosdémicas inducidas in vivo en humanos, resulta
de gran importancia conocer si el grupo de linfocitos periféricos pertenece al grupo de
redistribucién, lo cual significa que los linfocitos son capaces de dejar la sangre y pasar al
bazo, los nddulos linfaticos y otros tejidos y volver a incorporarse a la sangre. El tiempo
promedio que un linfocito del grupo de redistribucién esta presente en la sangre es
aproximadamente 30 minutos. Se ha estimado que cerca del 80% de los linfocitos (400 x
10°), pertenecen al grupo de redistribucién y que el tiempo total de recirculacién es de cerca
de 12 horas. En este sentido los linfocitos con aberraciones cromosdémicas que han sido
inducidas en cualquier parte del cuerpo estaran eventualmente en la sangre periférica,
entonces, empleando los linfocitos de sangre periférica como modelo experimental no solo
puede detectarse el dafio cromosdmico que ha sido inducido en los linfocitos en la sangre
periférica, sino también aquellos que han sido inducidos en cualquiera de los 6rganos donde
estas células se distribuyen en el cuerpo.!*

3. Fraccion Microsomal Hepatica (So).

Todas las sustancias genotdxicas no son activas por si mismas. Algunas de estas

deben ser convertidas en intermediarios reactivos capaces de interactuar con los sitios

nucleofilicos de los constituyentes celulares y otras macromoléculas, valiéndose para ello de
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reacciones de activacién, catalizadas por sistemas enzimaticos celulares. Estos compuestos

son denominados genotodxicos indirectos.

Las sustancias genotoxicas que poseen propiedades intrinsecas necesarias para
interactuar con blancos celulares criticos e iniciar procesos genotdéxicos se denominan
genotodxicos directos.

Los compuestos genotdxicos indirectos por el metabolismo de organismos
susceptibles, pueden no ser activados en aquellos sistemas bioldgicos que carezcan de las
enzimas necesarias para convertirlos en sus formas genotdxicas. Las enzimas que intervienen
en el metabolismo de estas sustancias los activan e inactivan por mecanismos de toxificacion
o detoxificacién respectivamente, 617 18

Los ensayos genotdxicos in vitro carecen de un sistema de activacion metabdlica
como lo constituye el higado en los organismos superiores. Con el objetivo de mimetizar la
funcién metabolizadora de este d6rgano, en los ensayos in vitro se utiliza una fraccién
microsomal hepatica (S9), la cual contiene enzimas de fase I fundamentalmente, que permite
predecir el posible comportamiento del compuesto a evaluar a su paso por la via hepatica.

En la obtencién de la fraccion microsomal S9 han sido utilizadas diferentes especies de
roedores, especialmente las lineas de ratas Sprague-Dawley y Wistar, ya que estas son de
facil manipulacién, obtencién y su higado presenta un buen tamafio.

En la preparacion de la mezcla de activacion metabdlica se utilizan como cofactores el
NADP y la glucosa-6-fosfato, sustrato de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Se
plantea ademas que la adicién de otros cofactores como: riboflavina, NAD y el ATP,
aumentan la actividad mutagénica de algunos compuestos.*®
4. Ensayo Cometa.

Ostling y Johanson en el afio 1984, fueron los primeros en desarrollar una técnica de
electroforesis en microgeles para detectar el dafio al ADN a nivel de células individuales.?® En
esta técnica las células son embebidas en agarosa y son afiadidas en ldminas de microscopio
para ser sometidas a una electroforesis neutral, tras la lisis en presencia de sales y
detergentes. Las células con una elevada frecuencia de rupturas de doble cadena (RDC)
mostraron una significativa migracion del ADN hacia el anodo.
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Las condiciones neutrales limitaron grandemente la utilidad del ensayo es por esto

que en 1988, Singh y colaboradores introdujeron una técnica en microgeles que involucra la
electroforesis en condicion alcalina (pH 13) para detectar el dafio al ADN en células
individuales.?! En estas condiciones de pH la incrementada migracién del ADN es asociada
con elevados niveles de rupturas de simples cadenas (RSC) asociadas con sitios de
reparacion por escision incompletos y sitios labiles al alcali (SLA). Como la mayoria de los
agentes genotdxicos inducen en mayor magnitud RSC y / o SLA que RDC, esta versiéon del
ensayo tiene mayor importancia en la identificacién de los agentes genotoxicos.

Dos afios mas tarde Olive en el afio 1990, introdujo otra version alcalina de este
ensayo, en la cual la electroforesis del ADN se ejecuta a pH 12.3, con esta variante se
detectan SLA convertidos en RSC.??

En general el principio basico del ensayo, es la migracién del ADN en una matriz de
agarosa bajo condiciones de electroforesis. Luego, al ser observada la célula al microscopio
(por fluorescencia o por tincion con plata del material nuclear), presenta la apariencia de un
cometa, con una cabeza (region nuclear) y cola (formada por fragmentos nucleares que han
migrado en direccion del anodo) por lo que este ensayo es también conocido como ensayo
Cometa, debido al patrén de migracién del ADN que se produce en las células dafadas.

La deteccién de la migracidon del ADN alterado depende de varios parametros, tales
como: la concentracion de la matriz de agarosa, el pH, la temperatura y duracién del
desenrollamiento, voltaje, amperaje y duracién de la electroforesis.??

El protocolo de este ensayo ha quedado bien establecido para detectar dafio al ADN,
especificamente aquellos producidos por las rupturas de cadena, la formacion de sitios labiles
al alcali, los entrecruzamientos ADN-ADN y ADN-proteinas y mas recientemente para la
evaluacién de los mecanismos de reparacion de dafio oxidativo en el ADN en células
eucariotas obtenidas tanto de estudios in vivo como in vitro. 2426

El uso de determinadas enzimas o anticuerpos permiten usar el ensayo Cometa en la
determinacion de mecanismos especificos de accidn genotdxica, dentro de ello se encuentra

el uso de las enzimas endonucleasa III o FPG para la deteccion del dafio oxidativo en las
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bases pirimidinicas o puricas respectivamente®’ asi como el uso de anticuerpos especificos de

lesién para detectar el dafio inducido por la radiacién UV.%®

La version acelular o subcelular del ensayo Cometa resulta de gran interés en los
estudios de toxicologia genética. En esta variante del ensayo el tratamiento se realiza sobre
el ADN desnudo, por tanto una alteraciéon en la migracion del ADN bajo estas condiciones
indica que la sustancia de prueba es capaz de inducir dafio al material genético independiente
a la citoxicidad y al efecto que puedan ejercer las barreras bioldgicas.? 2®

Casi desde sus inicios el ensayo se empled en el estudio de los procesos de reparacion
lo cual solo implicaba incubar un tiempo sin el agente inductor del dafio, recientemente ha
sido desarrollada una variante novedosa para medir la reparacién.?

Si bien desde 1993 se publicaron estudios empleando este ensayo para la deteccion
de apoptosis cuantificando las células altamente dafadas (mas del 85 % del ADN migrado),
este tipo de dafio se observaba con 5 minutos de tratamiento con H,0, en frio y en el tiempo
0 después de irradiar a altas dosis.?>?® En los afios posteriores se publicaron dos métodos
que eliminando el paso de electroforesis e incrementando el % de la agarosa han logrado
obtener mejor correlacién con otros ensayos especificos de deteccién de apoptosis.>°

En el ensayo cometa una incrementada migracién del ADN (cometas categoria 4)
puede ademas, estar asociada con la fragmentacién del ADN que tiene lugar durante los
procesos de necrosis 0 apoptosis.3! En estos casos se deben realizar ensayos de reparacién
para determinar si el dafio es reversible y ensayos especificos para discernir si en el dafo
genotdxico el proceso de apoptosis esta involucrado.?® Roser y colaboradores en el afio 2001,
demostraron que el radio apoptosis / cometa puede variar en funcion del tipo celular, la
preparacion celular, tipo de compuesto y la concentracién estudiada.>?

Comparado con otros ensayos de genotoxicidad, el ensayo Cometa se distingue por
su: 1) Demostrada sensibilidad para detectar bajos niveles de dafio al ADN (0.01 Gy), 2)
Rapida realizacion (resultados en pocos dias), 3) Analisis de los datos a nivel de células
individuales, 4) Requiere un pequefio tamafio de muestra (pocas células), 5) Flexibilidad y

bajo costo, 6) Aplicable a cualquier poblaciéon de células eucariotas.?® 2® Este grupo de

RETEL Sertox © Copyright 2003




[retel]

revista de toxicologia an linea
ventajas justifica su amplio uso en la evaluacidn genotdxica in vitro, de quimicos

industriales, agroquimicos, farmacos, asi como, en el biomonitoreo ambiental y humano. 2426
5. Ensayo de Micronucleos.

Heddle (1973) y Schmid (1975) fueron los primeros investigadores que de manera
independiente propusieron que: un ensayo alternativo y simple para determinar el dafio
cromosomico in vivo era el conteo de microntcleos (MN) en poblaciones celulares en division.

Los MN son expresados en células en divisidén que contienen rupturas de cromosomas
por pérdida de los centromeros (fragmentos acéntricos) y / o pérdida de cromosomas
completos, en ambos casos son incapaces de viajar con el resto de los cromosomas a través
del huso mitético, a los polos del nucleo celular durante la anafase de la divisién celular. En la
telofase las estructuras cromosdmicas son envueltas por la membrana nuclear y, tanto los
cromosomas completos, como los fragmentos de cromosomas retardados, asumen
gradualmente la morfologia de un nucleo en interfase con la excepcion de que son mas
pequefios que el nlcleo principal de la célula, de aqui el término de MN.>?

En ocasiones son observados, ademas, puentes nucleoplasmicos entre los nlcleos de
las células binucleadas. Estos se originan de cromosomas dicéntricos y proveen una medida
complementaria del reordenamieno cromosémico.**

Teniendo en cuenta que los MN solo pueden ser expresados en células eucariotas en
divisidn; que el ensayo no puede ser usado cuantitativamente en poblaciones celulares que
no se estén dividiendo o en aquellas donde la cinética de division no sea bien conocida y que
las células se dividen a diferentes tasas in vivo e in vitro dependiendo de diferentes
condiciones fisioldgicas, genéticas y de micronutrientes.

Se requeria contar con un método que pudiera distinguir dentro de una poblacion
celular, las células que no se dividen de las células que estan en mitosis, y dentro de estas
ultimas las que hayan completado una divisidon nuclear. En respuesta a esta problematica
numerosos métodos fueron propuestos basados en la citometria de flujo y el marcaje del
ADN, pero el método que ha encontrado mayor aceptacion debido a su simplicidad y
confiabilidad respecto a sus efectos sobre el dafio genético en la linea germinal es el ensayo
de micronucleos con bloqueo de la citoquinesis (MNBC).
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En el ensayo de MNBC las células que han completado una divisidn nuclear son

bloqueadas durante la citoquinesis usando la citocalasina-B (cit-B) y son consecuentemente
identificadas por su apariencia binucleada.?3

La cit-B es un inhibidor de la polimerizacién de la actina, proteina requerida para la
formaciéon del anillo de microfilamentos que constrifie el citoplasma entre los nlcleos
hermanos durante la citoquinesis.>* El uso de la cit-B permite la acumulacién de la mayoria
de las células en divisién en la fase binucleada dentro de la poblacién celular en division, a
pesar de su grado de sincronia y la proporcién de células en division.

Los MN son contados solo en las células binucleadas, lo cual permite realizar
comparaciones confiables de dafio cromosdmico entre poblaciones celulares que difieren en la
cinética de division nuclear. El método fue inicialmente desarrollado para linfocitos humanos

en cultivo, 3° 3¢

pero mas tarde fue adaptado a otros tipos de cultivos celulares como son los
de tumores soélidos y los de médula dsea.

Recientemente ha sido propuesto que el ensayo de MN sea usado en lugar del andlisis
de metafases para el ensayo de genotoxicidad de nuevos agentes quimicos.>® Esta propuesta
esta basada en el grupo de ventajas que tiene el ensayo de MN sobre el analisis de
metafases. Dentro de ellas se distinguen las siguientes: los micronlcleos en las células en
interfase pueden ser contados mucho mas objetivamente que las aberraciones
cromosdmicas en células en interfase; no hay un requerimiento riguroso para el
entrenamiento detallado del personal competente para este ensayo; esto permite mayor
rapidez en el conteo de las preparaciones, ademas, como se pueden contar miles de células
por tratamiento eso le imparte mayor poder estadistico al ensayo. Por otra parte como los
micronlcleos  pueden contener cromosomas completos, se pueden detectar agentes
inductores de aneuploidia, los cuales son muy dificiles de estudiar en el ensayo de
aberraciones cromosdmicas convencionales.??

El ensayo de MNBC en linfocitos humanos puede realizarse a partir de un cultivo de
linfocitos aislados de sangre periférica o pueden obtenerse de un cultivo de sangre completa.
En los ensayos de genotoxicidad in vitro se debe tener en cuenta que cada compuesto
quimico debe ser estudiado por su potencial genotéxico en las diferentes etapas del ciclo
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celular. Como los linfocitos de sangre periférica humana se encuentran en la fase G, cuando

son colectados, ellos son ideales para la determinacién del dafio en esta etapa. Sin embargo,
como se espera que las células sean mas sensibles a los efectos genotdxicos durante las
fases S1, G2 y M es esencial exponer los cultivos celulares cuando la mayoria de las células

se estan dividiendo.??

Figura 1.Diferentes niveles de dafo al ADN (0-4) que pueden ser detectados con el
ensayo cometa.
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