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Resumen

El ensayo cometa ha sido estandarizado en semen de diferentes especies, pero poco se
conoce del analisis en espermatozoides que se encuentran en los epididimos, es de vital
importancia este analisis dado por su alta sensibilidad a los procesos oxidativos que incluyen la
formacion de radicales libres durante el proceso de maduracion o metamorfosis. Por lo cual
nos proponemos como objetivo fundamental de este trabajo determinar un protocolo de
ensayo cometa en espermatozoides de epididimos de roedores con sus ligeras modificaciones
al propuesto por Shen y Ong en el afio 2000 en semen. El mismo sera de gran utilidad en los

ensayos de genotoxicidad y de estrés oxidativo en células germinales masculinas de roedores.

Palabras clave: Ensayo cometa in vivo, espermatozoides de epididimos, procedimiento

experimental.
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Abstract

Comet assay protocol from rodent epididymal sperm.

The comet assay has been standardized in semen of different species, but little is known of the
analysis are sperm in the epididymis, is of vital importance to this analysis given its high
sensitivity to oxidative processes involving free radical formation during the process of
maturation or metamorphosis. Therefore we propose as a fundamental objective of this work
to determine a protocol of comet assay in epididymal sperm of rodents with slight
modifications to that proposed by Shen and Ong in 2000 in semen. It will be very useful in

genotoxicity and oxidative stress assays in masculine germinal cells of rodents.

Key words: in vivo comet assay, epididymal sperm, experimental procedure.

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




[retel]

ravista de toxicologia en linea

Introduccidon

El Ensayo de Cometa o electroforesis en gel de células individuales, es un método
sensible rapido y relativamente de bajo costo para cuantificar dafo en el ADN de células
individuales;*? puede ser realizado bajo condiciones neutras, detectando rupturas de doble
cadena del ADN, o bajo condiciones alcalinas, detectando rupturas de simple cadena del ADN y
sitios alcali labiles.

En esta técnica, las células son embebidas en un gel de agarosa en un portaobjetos,
sometidas a lisis alcalina o neutra y luego corridas por electroforesis durante un corto tiempo
bajo condiciones alcalinas (Ph=13) o neutras (pH=8,4). Las células con mayor dafio del ADN
muestran una migracién aumentada desde el nlcleo hacia el dnodo.™ 2 Las ventajas de esta
técnica incluyen:

(a) Los datos son colectados al nivel de células individuales, proveyendo informacién de
la distribucidn intercelular del dafio y de la reparacion.

(b) Se requieren sblo pequefios nimeros de células (unos pocos miles).

(c) Virtualmente cualquier poblacion de células eucariotas puede ser utilizada.

En nuestros dias se destacan un sin numero de protocolos de ensayos en este ambito,
pero se observa gran predileccién por el ensayo cometa en leucocitos de sangre periférica
tanto en estudios in vivo como in vitro en sus diferentes variantes tanto neutra como alcalina y
el ensayo cometa utilizando células hepaticas en ensayos tanto in vivo como ex vivo.> *

El avance de la utilizacidon de drogas que inhiben el estrés oxidativo o envejecimiento ha
traido consigo un aumento del interés y realizacién de esta técnica, encontrandose ya hasta
sistemas computarizados que permiten el analisis del ADN degradado que se dirige hacia el
anodo al realizar la electroforesis.

El ensayo cometa ha sido estandarizado en semen de diferentes especies, pero poco se
conoce del analisis en espermatozoides que se encuentran en los epididimos, es de vital
importancia este analisis dado por su alta sensibilidad a los procesos oxidantes que incluyen la
formacion de radicales libres durante el proceso de maduracién o metamorfosis.

Por lo cual nos proponemos como objetivo fundamental de este trabajo determinar un

protocolo de ensayo cometa en espermatozoides de epididimos de roedores con sus ligeras
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modificaciones al propuesto por Shen y Ong en el afio 2000 en semen. > El mismo sera de gran

utilidad en los ensayos de genotoxicidad y de estrés oxidativo en células germinales

masculinas de roedores.

Desarrollo

Seleccion de los niveles de dosis, momento del sacrificio, via de administracion y
tamano de los grupos experimentales.

- Los criterios para la seleccion de las dosis se basan en los valores de la DlLsg
encontrados.
El mayor nivel de dosis debe demostrar cierta genotoxicidad del material genético en
las células espermatogénicas. 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.®’
De no haber sido determinada la DLsy ni toxicidad en células germinales, las dosis a
utilizar deben tener en cuenta la farmacocinética y/o las dosis farmacoldgicas de la
sustancia ensayo, los resultados de estudios de toxicologia subcrénica y crénica y la
posible dosis a utilizar en humano.®
Se realizard como esquema fundamental 5 administraciones separadas 24 horas por la
via que resulte comun a la que serd utilizada en humanos. Puede incluirse ademas la
via intraperitoneal como aquella que no presenta factores modificadores del compuesto.
Otros esquemas pueden incluir la inoculaciéon durante 35 dias en ratones e inclusive
hasta 8 semanas, para realizar el seguimiento de todo el periodo de espermatogénesis
y en ratas hasta 52 dias.”
- Se utilizaran al menos 4 grupos de tratamiento incluido los controles, con un minimo de
8 animales por cada grupo.
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, también es posible utilizar los datos histdricos del

laboratorio.®
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Obtencion de los espermatozoides de epididimos.

1. Al terminar el tratamiento se sacrifican los animales aleatoriamente por dislocacion

cervical.

Se aplicara alcohol al 70 % en el abdomen, cortar con tijeras de iris la piel que cubre el
abdomen y extraer los epididimos y testiculos dejandolos al descubierto.

Cortar los testiculos y pesar (si el protocolo lo requiere).

Cortar los epididimos, pesar (si el protocolo lo requiere) y colocarlos en placas petri
conteniendo 1 mL de solucidn salina (NaCl 0.9 %). En el caso de ratas solo se procesa
un epididimo pero utilizdndose solo la cabeza. Para ratones se procesan los dos.’

Con ayuda de una tijera de punta fina reducir los epididimos a pedazos muy pequefios.
Afiada nuevamente solucion salina (2 mL) y trasvase todo a un tubo de ensayo de 10
mL.°

Homogenice por agitacion mecanica manual (golpes suaves sobre las paredes del tubo).
Luego se procesaron los espermatozoides por el método de swim up, procedimiento de
jumping, el cual comienza tomandose 200 ul de la muestra de epididimos
anteriormente obtenida y se depositd en el fondo de una copa la cual debe contener con
anterioridad 1 ml de medio Sperm-Talp (tiroides, albumina, lactato, piruvato)
previamente incubado por un periodo minimo de 2 horas el cual es util en todos los
protocolos de manipulacién y capacitacion de espermatozoides; la muestra debe ser
incubada a 37°C, 5% de CO, y 99% de humedad relativa/1 h. La parte superior del
sobrenadante sera recuperada y resuspendida en medio FIV-TALP modificado segun el
protocolo para espermatozoides porcinos segiin Johnson y colaboradores en el 1998'°y
Rath y colaboradores en el 1999, y llevada a una concentraciéon de 1x10° células/ml
realizando el conteo en cdmara de neubauer.> 1*'14

Luego debe proceder a diluir con el medio anterior cada muestra a analizar hasta

obtener una concentracién de 5x10° espermatozoides/ml que serd la utilizada en el

ensayo cometa.
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Ensayo cometa modificado para espermatozoides de epididimo segun el protocolo

propuesto por Shen y Ong en el 2000: °

Debe tener en cuenta siempre que al reproducir este protocolo debe hacerlo estandarizando
cada parametro bajo sus condiciones experimentales, teniendo en cuenta la temperatura, la
concentracién de agarosa en el gel, pH, temperatura, duraciéon y pH en la variante alcalina,
voltaje, amperaje y duracién de la electroforesis.

- De cada tratamiento se utilizaran 5x10° espermatozoides/ml ajustada y suspendidas en
agarosa de bajo punto de fusién al 0.5% (en PBS libre de Ca++ y Mg++) en dos
ldaminas portaobjetos pretratadas con 100 pl de agarosa de punto de fusién normal al
0.5% (en PBS libre de Ca++ y Mg++).

- Después de realizar una incubacion durante 10 min a temperatura ambiente, los
portaobjetos son colocados en solucion de lisis nimero 1 (2.5 M NaCl, 0.1 M EDTA,
10% DMSO y 1% de Triton X 100) a un pH= 10.0, a 4 °C/4 h.

Posteriormente, los portaobjetos son pasados a solucion de lisis niumero 2 (2.5M NaCl,
100 mM Na2 EDTA, 10 mM Tris, 200 pg/ml de proteinaza Ky 300 mM de DTT) a un pH
=7.4,a 37.5°C/18 h.

- Terminada la lisis nimero 2, son incubados en tampoén de electroforesis (NaOHO0.3 M,
EDTA 200 mM) a un pH = 13.0 a 4 °C/10 min, en un cuarto oscuro.

- Luego se realiza una corrida electroforética a 25 V y 100 mA/10 min.

- En el siguiente paso se procede a lavar las laminas portaobjetos con tampodn
neutralizante (0.4 M Tris-HCL; pH 7.5) y deshidratarlas con metanol puro.

Una vez secas se procede a la tincién con nitrato de plata (carbonato de sodio + nitrato
de plata + nitrato de amonio + &acido tungstosilicico + formaldehido con 37% de
pureza).'®

Sumerija las ldminas en la solucién de tinciéon durante 35-40 minutos y protéjalas de la
luz.

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

Sumerija las ldminas durante 5 minutos en acido acético al 1% para detener la tincion.
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*  Lave los geles sumergiéndolos y seguidamente sacandolos en agua destilada. Repita

esta operacién 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.
Analisis visual de los cometas.!®
Para observar la lamina proceda segun el método de sixa. La cuantificacién del dafio puede
realizarse por dos métodos:
- Método 1. Se analizan 50 células por ldmina 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
direccién de migraciéon con una escala ocular.’® La variable a procesar es la longitud total de
ADN migrado (LT). Al analisis estadistico las pruebas paramétricas mas utilizadas son ANOVA y
t-student, y de ser necesaria 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, 3 y 4) 20,21
Ademas a partir de ellos se analizan las unidades arbitrarias segin Collins en el 2004:%!
UA= 0 xTCGO + 1 x TCG1+ 2 x TCG2 + 3 x TCG3 + 4 x TCG4.
°TCGO= Total de células grado 0 (células no dafiadas).
1TCG1= Total de células grado 1 (minima frecuencia de lesiones en el ADN).
2TCG2= Total de células grado 2 (dafio moderadamente bajo, con frecuencia moderadamente
alta de lesiones en el ADN).
3TCG3= Total de células grado 3 (dafio moderadamente bajo, con frecuencia moderadamente
alta de lesiones en el ADN).
4TCG4= Total de células grado 4 (células totalmente dafiadas con cometas visibles).
Analisis estadistico general.
Para el procesamiento estadistico se comparan las frecuencias de aparicién de células en cada
uno de los niveles empleando el test de Chi cuadrado o el andlisis de varianza con las
correspondientes pruebas de medias (Duncan), se procede a este ultimo de reflejarse los

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




ravista de toxicologia en linea
resultados promedios en cada grupo de tratamiento analizado segln el % existente en cada

una de estas clasificaciones y de cumplirse con los supuestos para realizar esta prueba. De no
haber normalidad y homogeneidad de varianza proceda a comparar los % utilizando la prueba
no paramétrica de la U de Mann Whitney.

“Importante aclaracion”.

Se puede establecer también una correlacion entre los resultados del % del dafio mediante
este ensayo cometa reflejado como el % de cometas con grado 4, el porciento de
espermatozoides con cabeza andmala en un total de 500 espermatozoides analizados por
animal y el porciento de espermatozoides que experimentan gota citoplasmatica tanto distal

[,2 como resultado del dafio genotdxico y de la ocurrencia de estrés oxidativo en

como proxima
las células germinales masculinas por la formacion de radicales libres que dafian la integridad
de la membrana externa del espermatozoide durante la maduracidon. Estos dos Uultimos
parametros los puede obtener mediante la técnica de tincion estandarizada por nosotros de la
morfologia de la cabeza del espermatozoide de epididimos.®

En la figura 1 se puede observar el cometa de espermatozoides de epididimos grado 4 de una
rata tratada con 50 mg/kg de ciclofosfamida por via i.p 48 y 24 horas antes del sacrificio, en la
figura 2 se observa la imagen de un cometa grado 4 obtenido de espermatozoide de rata
tratada con 40 mg/kg de bleomicina por via i.p 48 y 24 horas antes del sacrificio, ademas en la
figura 3 y 4 se observan cometas tipicos de los animales controles con su patrén normal de

migracion. Las cuatro imagenes fueron tefiidas con nitrato de plata. Estas imagenes

constituyen archivos personales de los autores del articulo.
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Figura 1. Cometa de espermatozoide de rata tratada con ciclofosfamida.

Figura 2. Cometa de espermatozoide de rata tratada con bleomicina.

Figuras 3 y 4, de Izquierda a Derecha. Cometas tipicos de los animales

Controles con su patréon normal de migracion.
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