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Resumen

En 1988, Singh y colaboradores desarrollaron la variante alcalina de la electroforesis de células
individuales (ensayo cometa), proporcionando por primera vez datos a nivel de célula
individual. Este articulo tuvo como objetivo proporcionarles a los investigadores que trabajan
realizando evaluaciones genotéxicas algunas consideraciones sobre la técnica experimental del
ensayo cometa a partir de leucocitos de sangre periférica y células del higado. Tuvimos en
cuenta para cada procedimiento las soluciones a preparar, el procedimiento experimental y

evaluacion.

Palabras clave: Ensayo cometa in vivo, técnicas, leucocitos de sangre periférica, células del

higado.
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Abstract

Some considerations about the development of technique for the in vivo comet assay
in leukocytes of peripheral blood and liver cells.

In 1988, Singh and collaborators developed the alkaline variant of the individual cells
electrophoresis (comet assay), providing for the first time the data at level of individual cell.
This article had as objective to provide of the researchers that they work carrying out the
genotoxic evaluations some considerations about the experimental technique of the comet
assay starting from leukocytes of peripheral blood and liver cells. We kept in mind for each

procedure the solutions to prepare, experimental procedure and evaluation.

Key words: in vivo comet assay, technique, leukocytes of peripheral blood, liver cells.
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Introduccion

En 1988, Singh y colaboradores desarrollaron la variante alcalina de la electroforesis de
células individuales (ensayo cometa), proporcionando por primera vez datos a nivel de célula
individual.

Las rupturas de simple cadena y la formacion de sitios labiles al alcali en el ADN han
sido parametros ampliamente utilizados para la deteccion de genotoxicidad y han sido
demostradas sus implicaciones en enfermedades degenerativas, el cancer, y vinculadas al
estrés oxidativo.*

El ensayo cometa consiste en embeber las células en agarosa de bajo punto de fusion
para formar un microgel, someterlas a lisis para remover todas las proteinas celulares y
permitir el posterior desenrrollamiento® por la interrupcién de los enlaces por puentes de
hidrégeno entre las dobles cadenas del ADN bajo condiciones alcalina/neutras.® *

Al someter al ADN desenrollado a una electroforesis en tampdn alcalino, los fragmentos
negativamente cargados de ADN o cromatina relajada migran fuera del nucleo en direccién al
anodo® para formar un halo,? apreciandose una estructura parecida a la de un cometa® al tefiir
el ADN luego de la electroforesis. Las células con un aumento de su ADN dafiado muestran un
incremento de la migracién microsomal del ADN’ siendo los rompimientos de doble cadena los
causantes de mayor frecuencia de migracion del material genético.

Por otra parte las células controles tienen un bajo nimero de roturas, estas exhiben
cometas de nivel 0 de acuerdo con la clasificacion del grado de dafio al ADN, es estas células

el ADN tiene cierta migracion, 8

encontrandose un 10% de este en la cola. Para detectar y
cuantificar el dafio al ADN este puede ser tefiido con diferentes agentes como el nitrato de
plata siendo mas frecuentemente usados los agentes fluorescentes.

Este articulo tuvo como objetivo proporcionarles a los investigadores que trabajan

genotoxicidad algunas consideraciones sobre la técnica experimental del ensayo cometa a

partir de leucocitos de sangre periférica y células del higado.
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Desarrollo

Estos primeros procedimientos son validos para ambos tipos de técnicas:

-Seleccion los niveles de dosis, sexo, momento del sacrificio, via de administracién y tamafio
de los grupos experimentales.

- Los criterios para la seleccién de las dosis se basa en los valores de la LD50 encontrados. El
mayor nivel de dosis debe demostrar cierta toxicidad. A partir de este nivel se deben incluir al
menos otros dos inferiores para tratar de demostrar la existencia de un efecto relacionado con
las dosis. Cuando no sea determinada la LD50 6 estudios precedentes en este ensayo no den
positividad se recomienda utilizar las dosis maximas recomendadas para este ensayo (2 000
mg/kg/dia para tratamientos de hasta 14 dias y 1 000 mg/kg/dia para tratamientos de mas de
14 dias). Si hay evidencias de que la sustancia no es toxica se puede emplear un solo nivel de
dosis (la maxima).

- Ambos sexos pueden ser utilizados en los ensayos con el objetivo de detectar posibles
diferencias sexo especificas en la respuesta al agente, no menos de cinco animales por grupo
pueden ser utilizados.

- Se realizaran catorce administraciones separadas 24 horas por la via que resulte comun a la
que sera utilizada en humanos. Debe incluirse ademas la via intraperitoneal como aquella que
no presenta factores modificadores del compuesto.

- Se formaran tres grupos de la sustancia de ensayo (tres niveles de dosis), es necesario
incluir un grupo control de vehiculo por la misma via y se acepta como control positivo la
utilizacion de sustancias de referencias las cuales pueden ser administradas por una via
diferente, priorizar sobre todo la bleomicina o la ciclofosfamida, también es posible utilizar los
datos histéricos del laboratorio.

1. Electroforesis alcalina de células individuales de leucocitos de sangre periférica.

Objetivo: Determinar si la sustancia de prueba produce aumento 6 disminucion de las
rupturas de simple cadena y sitios abasicos en el ADN de los leucocitos de sangre periférica
como criterio de genotoxicidad, mediante la electroforesis alcalina de células individuales.?

e Soluciones.®

-Solucion de agarosa de punto de fusion normal (APFN) al 0.5 %.
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-Solucion de agarosa de bajo punto de fusion (ABPF) al 0.5 %.

-Solucion de lisis celular (NaCL+HCL+ EDTA (Nay) + Tritdon < 100 + DMSO + NaOH + Tris).

-Solucion tampon de electroforesis (EDTA (Naz) + NaOH + HCL).

-Solucion tampdn de neutralizacion (Tris + NaOH + HCL).

¢ Procedimiento experimental.

1. Prepare las soluciones previamente.

2. Rotule las laminas a razon de 2/muestra.

3. Afada APFN al 0.5% sobre las ¥ partes de la lamina.'®

4. Deje secar a temperatura ambiente.

5. A partir de este paso trabaje bajo luz atenuada para evitar el dafio adicional al ADN.

6. Tome 10 uL de sangre periférica y resuspéndala en 150 uL de ABPF al 0.5% en un tubo
eppendorf.**

7. Extender a partes iguales en las 3/4 partes de dos laminas previamente preparadas con
APFN al 0.5% colocando un cubreobjetos y dejar solidificar a 4°C durante 5 minutos.

8. Retire con mucho cuidado los cubreobjetos.

9. Introduzca las laminas en un vaso porta-laminas, con 50 mL de solucion de lisis fria por 1
hora como minimo. Mantener a 4°C.

10. Coloque las laminas en la cAmara de electroforesis con cantidad suficiente de tampoén de
electroforesis para cubrir las laminas, a 4°C por 20 minutos exactos.?

11. Transcurrido este tiempo escoja el campo eléctrico que va a emplear (0.8-1.25 V/cm),
fijelo y ajuste el amperaje a 300 mA regulando el volumen de tampédn a utilizar.

12. Mantenga las condiciones de corrida durante 20 minutos exactos.

13. Saque las laminas con una pinza y lave con cuidado cada lamina tres veces con tampén de
neutralizacion a intervalos de 5 minutos.

14. Aclare las laminas con agua destilada y elimine el exceso de agua colocandolas en una
incubadora por una 1 hora a 37° C.*3

15. Para teiiir utilizamos el método del nitrato de plata (carbonato de sodio + nitrato de plata

+ nitrato de amonio + &cido tungstosilicico + formaldehido con 37% de pureza).™*
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- Fije los geles a las laminas durante 10 minutos utilizando una solucion fijadora de &acido

tricloroacético/sulfato de Zinc/glicerol y carbonato de sodio. Use 50 mL para 10 microgeles,

siendo recuperada esta solucion, por lo general rinde de 4-6 fijaciones.
- Lave 1 vez con agua destilada y repita una o dos veces mas con agua bidestilada.*®
- Seque los geles a 37 °C durante 1 a 1 % horas.

- Prepare la solucién de tincién el mismo dia en que se va a tefiir.

- Sumerja las laminas en la solucion de tincion durante 35-40 minutos y protéjalas de la luz.

- Lave los geles cuidadosamente de 10 a 20 segundos, sumergiéndolos en agua bidestilada.*®

- Sumerja las laminas durante 5 minutos en acido acético al 1% para detener la tincion.

- Lave los geles sumergiéndolos y seguidamente sacandolos en agua destilada. Repita esta

operacion de 4 a 6 veces en agua.

- Drene los geles durante una hora a temperatura ambiente.

- Conserve en condiciones adecuadas para ser observados al microscopio 6ptico.
16. Para observar la lamina proceda segin el método de sixa.*’

17.La cuantificacion del dafo puede realizarse por dos métodos:

Método 1. Se analizan 50 células por lamina y se les mide la longitud total de ADN
migrado desde el comienzo del halo celular hasta los ultimos 3 fragmentos de ADN
perpendiculares a la direcciéon de migracién (ver Figura 1) con una escala ocular.’® La
variable a procesar es la longitud total de ADN migrado (LT). Al andlisis estadistico las
pruebas paramétricas mas utilizadas son ANOVA y t-student, y de ser necesario una
prueba no paramétrica por no cumplir tales supuestos se usa la U de Mann Whitney.
Método 2. Se analizan 100 células por lamina y se clasifican por niveles de migracion:
ninguna, corta, media, larga y muy larga. A estos niveles se les dan valores numéricos
(0, 1, 2, 3y 4), ver figura 2. >*°

Ademas a partir de ellos se analizan las unidades arbitrarias:

UA=0XTCGO + 1 x TCG1+ 2 x TCG2 + 3 X TCG3 + 4 x TCGA.

*TCGO= Total de células grado O (células no dafiadas).

*TCG1= Total de células grado 1 (minima frecuencia de lesiones en el ADN).
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*TCG2= Total de células grado 2 (dafo moderadamente bajo, con frecuencia

moderadamente alta de lesiones en el ADN).
*TCG3= Total de células grado 3 (dafio moderadamente bajo, con frecuencia
moderadamente alta de lesiones en el ADN).
*TCG4= Total de células grado 4 (células totalmente dafiadas con cometas visibles).

- Para el procesamiento estadistico se comparan las frecuencias de aparicion de células
en cada uno de los niveles empleando el test de Chi cuadrado o la U de Mann Whitney
de reflejarse los resultados promedios en cada grupo de tratamiento analizado segun el

% existente en cada una de estas clasificaciones.

2. Electroforesis alcalina de células individuales de érganos sélidos.
Objetivo: Determinar si la sustancia de prueba produce aumento 6 disminucion de las
rupturas de simple cadena y sitios abasicos en el ADN de células eucariotas in vivo como
criterio de genotoxicidad, mediante la electroforesis alcalina de células individuales, en este
caso de 6rganos sélidos.? %°
e Soluciones (igual que en la técnica anterior).’
e Procedimiento experimental.
1. Rotule las laminas al menos 2/muestra.
2. Afnada APFN al 0.5% sobre las %4 partes de la lamina.
3. Deje secar a temperatura ambiente.
4. A partir de este paso trabaje bajo luz atenuada para evitar el dafio al ADN.
5. Obtenga una seccion del 6érgano escogido y coléquela con medio de cultivo de células (3
mL/g) a 4°C en un beaker.
6. Procese las muestras simultdneamente por separado e incluya siempre 6rganos de
animales tratados con un mutageno de referencia (bleomicina, ciclofosfamida, etc).
7. Cortelo en pequeios pedazos y obtenga una suspensiéon celular creando flujo con una
pipeta automaética.
8. Deje reposar unos 10 segundos y extraiga 1 mL de esta suspension.
9. Afadala a un tubo eppendorf.
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10.

11

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Tome 10 pL de esta suspension y realice un conteo de células en un hemocitometro. Si
la concentracién de células esta por exceso fuera del rango de 1x10%-5x10° células/mL
afiada cantidad suficiente de medio de cultivo para llegar a este rango de
concentracion. Si la concentracién es menor repita desde el paso 4.?! En todas la

muestras trabajadas se debe partir con la misma concentracion celular.

.Tome 10 uL de la suspensién celular (1x10°-5x10° células/mL) y resuspéndala en 150

puL de ABPF al 0.5% en un tubo eppendorf.

Extender a partes iguales en las 3/4 partes de dos laminas previamente preparadas con
APFN al 0.5% colocando un cubreobjetos y dejar solidificar a 4°C.%?

Retire con mucho cuidado los cubreobjetos.

Introduzca las laminas en un vaso porta-laminas, con 50 mL de solucién de lisis fria por
una hora como minimo, trate que el vaso utilizado permita introducir la mayor cantidad
de laminas posibles para ahorrar esta solucion.

Coloque las laminas en la camara de electroforesis con cantidad suficiente de tampoén
de electroforesis para cubrir las laminas, a 4°C por 20 minutos exactos.

Transcurrido este tiempo escoja el campo eléctrico que va a emplear (0.8-1.25 V/cm),
fije el voltaje necesario y ajuste el amperaje a 300 mA regulando el volumen de
tampon.

Mantenga las condiciones de corrida durante 20 minutos exactos.

Saque las laminas con una pinza y lave con cuidado cada lamina tres veces con tampoén
de neutralizacion a intervalos de 5 minutos.

Aclare las laminas con agua destilada y elimine el exceso de agua colocandolas en una
incubadora por una hora a 37° C.*3

Tefir con nitrato plata de la misma forma que en el procedimiento anterior.**

Para observar la lamina proceda segun se indic6é en el procedimiento anterior.

La cuantificacion del dafio es por los mismos métodos que en el procedimiento anterior

segun la figura 1 o 2.

http://www.sertox.com.ar/retel/default.htm Sertox © Copyright 2003




[retel]

ravista de toxicologia en linea
Figura 1. Primera forma de conteo y andalisis (longitud del halo).

_ _ _ Lineas imaginarias indican

< como medir desde el halo hasta
los ultimos 3 fragmentos de ADN
perpendiculares a la direccion del
campo eléctrico.

Figura 2. Segunda forma de conteo y anélisis segun la clasificacion

del grado de dano en el ADN.
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