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Introduccion

l. Introduccion

La integridad de nuestro DNA es un aspecto fundamental para la salud y
el buen funcionamiento de nuestro organismo. Sin embargo, sabemos que el
material genético es susceptible a ser danado por numerosos agentes y/o
procesos; asi, por ejemplo, la guanina es especialmente susceptible a las
especies reactivas de oxigeno producidas durante el metabolismo normal de la
célula (Collins, 1999; Halliwell, 2000; Mgller y Loft, 2002).

En relacion al ejemplo anterior, se ha estimado que en el cuerpo humano
se producen diariamente alrededor de 10.000 puntos de oxidacion en el DNA
por célula, y se han encontrado mas de 35 formas diferentes de bases oxidadas
en el DNA /n vitro (Halliwell, 2000).

Aunque la mayoria del dano que se produce en nuestro material genético
es reparado eficientemente por una compleja maquinaria enzimatica de
reparacion (Jackson y Loeb, 2001), parte de é€l escapa a este proceso
(acumulandose con la edad) constituyendo uno de los sustratos para el
potencial desarrollo de un proceso carcinogénico (Hollander et al, 1995). Estas
lesiones no reparadas, o mal reparadas, pueden afectar diversos mecanismos
tales como el control del ciclo celular, la expresion génica y la comunicacion
citoplasma-mitocondria, entre otros (Halliwell, 1996; Singh, 1996; Wiseman y
Halliwell, 1996).

Si se acepta que el dano en el DNA es perjudicial, la prevencion del mismo
0, en su defecto, el incremento en la eficiencia de reparacion, cabe considerarlos
como beneficiosos; asi, surge la necesidad de contar con herramientas sensibles
y fiables que nos permitan profundizar en los aspectos relacionados con la

deteccion de dano en el DNA, asi como con su proteccion y reparacion.

En los ultimos treinta anos, se han desarrollado con éxito nuevas
metodologias capaces de evaluar el dano en el DNA, metodologias que han
sido exhaustivamente investigadas, disenandose técnicas que permiten medir

directamente roturas de cadena simple (SSB) y de doble cadena (DSB) en el




Introduccion

DNA. Sin embargo, existen muy pocas técnicas capaces de hacerlo en células
individualizadas, este aspecto es importante sobre todo para aquellos
investigadores interesados en evaluar la heterogeneidad de la respuesta en
poblaciones celulares, como sucede en el area de la radiobiologia, donde hace
aproximadamente 20 anos Singh y colaboradores desarrollaron una técnica
versatil capaz de medir niveles bajos de roturas en el DNA de células
individualizadas, con una gran sensibilidad. Esta metodologia se basaba en los
resultados previos de dos cientificos suizos quienes desarrollaron un método
rapido y sensible para el analisis del danno en el DNA adoptando la palabra
“cometa”, del campo de la astronomia, para bautizarlo, de acuerdo con la
morfologia que mostraban las células con su DNA danado (Ostling y Johanson,
1984). Actualmente, el ensayo del cometa se ha convertido en uno de los
metodos mas populares para la evaluacion de dano en el DNA, con unos 5.000

articulos publicados en mas de 150 revistas diferentes.

El ensayo ha tenido un gran impacto en numerosas dareas del
conocimiento cientifico, especialmente en bioquimica, genética y biologia
molecular. Actualmente el uso del ensayo, tanto para su optimizacion como

para sus aplicaciones, sigue desarrollandose continuamente.

1. Ensayo del cometa: desarrollo historico de la técnica

Es ampliamente reconocido que el ensayo del cometa fue descrito como
un nuevo metodo para la deteccion del dano en el DNA a mediados de la
década de 1980, aunque la deteccion de dano en el DNA en células embebidas

en agarosa ya habia sido descrita con anterioridad.

Asi, en 1976, Cook et al. publicaron un articulo donde se investigaba la
estructura nuclear basandose en la lisis de ceélulas usando detergentes no
idnicos y una alta molaridad de cloruro de sodio. Este tratamiento eliminaba
membranas, citoplasma y nucleoplasma, y alteraba los nucleosomas dejando
casi todas las histonas solubles en la alta concentracion de sales contenidas en
la solucion de lisis. El resultado de esta reaccion es una estructura a la que

denominaron “nucleoide” y que consiste en una matriz (o andamiaje) nuclear
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compuesto de DNA, RNA y proteinas. Esta matriz posee un superenrrollamiento
negativo como consecuencia de las torsiones de la doble hélice alrededor de las

histonas que conforman los nucleosomas.

La permanencia de este superenrrollamiento implica que la libre rotacion
del DNA no es posible; asi, estos investigadores propusieron un modelo en el
cual el DNA esta anclado a intervalos a la matriz, organizado en una serie de
lazos. Cuando los nucleoides fueron sometidos a la accion de un agente
intercalante (bromuro de etidio), se relajo el superenrrollamiento negativo y los
lazos de DNA se expandieron fuera del nucleoide, visualizandose mediante la

formacion de un halo alrededor del mismo.

Efectos similares fueron observados cuando se utilizo radiacion ionizante.
Asi, en 1978, Rydberg y Johanson describieron un meétodo para el analisis de
células individuales basado en la lisis alcalina de las células previamente
irradiadas. Posteriormente, esta tecnica fue adaptada a la metodologia de
citometria de flujo mediante la encapsulacion de las células en agarosa antes de
la irradiacion, seguido de una lisis alcalina (Rydberg, 1984). El tratamiento de las
células con cloruro de sodio 2 M mezclado con detergentes anionicos produjo
los ya descritos “nucleoides”. Estas estructuras estaban compuestas por lazos de
DNA de entre 50 y 100 kb que permanecian anclados a una red de naturaleza
proteica (Cook et al, 1976), lo que condujo al desarrollo del “ensayo del halo”
(Roti Roti y Wright, 1987), estructura que se visualizaba alrededor del nucleoide
después de un tratamiento alcalino. En este ensayo, las roturas en el DNA
producian el relajamiento del superenrrollamiento de la molécula de DNA, lo
que permitia la expansion del halo anclado a una matriz de proteinas en cada
una de las celulas. Esto permite interpretar que una sola rotura en un lazo de
DNA es suficiente para relajar el superenrrollamiento del mismo (Rydberg y
Johanson, 1978).

En 1984, Ostling y Johanson presentaron una idea nueva que consistio
en la utilizacion de microgeles de electroforesis. Asi, las células embebidas en
agarosa fueron lisadas para la formacion de los halos descritos anteriormente y
sometidas luego a un campo eléctrico, lo que permitid la migracion del material

que habia sido expulsado desde el nucleoide. Esta migracion de las moléculas
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de DNA, cargadas negativamente, desde dicho nucleoide hacia el anodo
permitio, tanto un evidente incremento de la sensibilidad en la deteccion del
dano, como un aumento en la resolucion de subpoblaciones de ceélulas que

mostraban diferente magnitud de dafo (Ostling y Johanson, 1987).

El tipo de dafio mas simple detectado con este ensayo correspondio a
roturas de cadena doble (DSB), que resultaron en fragmentos de DNA que
pudieron ser facilmente revelados sometiéndolos a la movilidad en una
electroforesis a pH neutro, como lo realizaron Ostling y Johanson. Las roturas
de cadena simple (SSB) no producen fragmentos de DNA a menos que exista
una separacion (desnaturalizacion) de las hebras, o que se logra sometiendo el

material a condiciones alcalinas con un pH superior a 12.

A raiz de estos hallazgos, es como después de varios intentos de algunos
autores por aumentar la sensibilidad, reproducibilidad y aplicabilidad del
ensayo, se consolidan dos versiones diferentes: Singh et al (1988) y Olive
(1989).

Los primeros describieron la version del ensayo en la que aumentaron
considerablemente el pH de la electroforesis (pH >13), lo que les permitio
detectar SSB, sitios alcali-labiles (ALS) y SSB asociados a la reparacion incompleta
por escision. Debido a que la produccion de SSB y/o ALS por parte de los
agentes genotoxicos es varias veces mayor en orden de magnitud, comparado
con la produccion de DSB, esta version del ensayo brinddo un notable
incremento de la sensibilidad para identificar agentes genotoxicos. Es en este
trabajo donde se denomina formalmente a la técnica como “Electroforesis de
geles de células individualizadas” (SCGE del ingles Single Cell Gel
Electrophoresis), mas popularmente llamada ensayo del cometa (Figura 1). Esta
técnica alcalina es la que ha sido adoptada por la mayoria de laboratorios frente
a la version neutra de Olive (1989), que solo detecta DSB. Una idea de la
aceptacion de la version alcalina la da el numero de trabajos publicados que la
utilizan (1650), respecto a los que utilizan la version neutra (44), tal y como se

obtiene en la Web of Science, Octubre 2005 (http://wok.mimas.ac.uk/).

Este método ha sido recomendado como la version optima del ensayo

para la identificacion de agentes con potencial actividad genotoxica en el
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“International Workshop on Genotoxicity Test Procedures (IWGTP)” (Tice et al,
2000).

Figura 1. Imagenes de cometas obtenidos de linfocitos aislados utilizando la version alcalina
descrita por Singh et al, 1988. a) controles mostrando igualmente una pequena migraciéon que
corresponde al dafo basal. b) tratados con radiacion gamma donde se observa la forma tipica

de un cometa: cabeza y cola.

Por otro lado, Olive en 1989, introdujo otra modificacion en el ensayo,
realizando la electroforesis del DNA a pH~ 12,3 y lisando las células en un medio
débilmente alcalino. Esta version fue exitosa para detectar subpoblaciones de

celulas con diferente sensibilidad a los compuestos genotoxicos o a la radiacion.

Varios autores han descrito protocolos del ensayo del cometa con
recomendaciones y discusiones sobre las numerosas variaciones técnicas (Olive,
2002; Collins, 2004). Una de las modificaciones ampliamente adoptada ha sido
la inclusion de enzimas de reparacion con actividad glicosilasa/endonucleasa
especifica, las cuales detectan un amplio rango de lesiones en el DNA (Collins
et al, 1993; Dusinska y Collins, 1996). En principio, cualquier lesion que tenga
Su enzima para ser reparada puede ser detectada utilizando este meétodo. Asi, es

posible detectar, por ejemplo, el mayor producto de la oxidacion, la 8-




Introduccion

hidroxiguanina (8-OHG) considerada una alteracion mutagénica, y otras
purinas alteradas mediante digestion con la enzima formamidopirimidina-DNA
glicosilasa (FPG); también se pueden detectar pirimidinas oxidadas mediante la

digestion con la enzima endonucleasa lll (Endolll).

Otras modificaciones del ensayo del cometa permiten la identificacion de
enlaces cruzados DNA-DNA vy la deteccion de dano en genes especificos
mediante la aplicacion de la reconocida técnica de hibridacion /in situ

fluorescente (Comet-FISH) (Anderson et al, 1997a; Santos et al, 1997).

El ensayo del cometa tambien ha sido modificado para poder evaluar la
eficiencia en la reparacion de extractos celulares en sustratos de DNA
embebidos en agarosa y danados con lesiones especificas conocidas. Collins et
al, (2001a, b) disenaron por primera vez esta clase de experimentos para medir
la capacidad de reparacion de un extracto de linfocitos humanos mediante la
escision de lesiones especificas, l1as que en una primera instancia fueron bases

oxidadas.

La Tabla I detalla los eventos historicos mas relevantes en el desarrollo del
ensayo del cometa y las modificaciones mas importantes durante los 25 anos de

utilizacion de la técnica.

Tabla I: Logros relevantes y nuevas aplicaciones en los 25 afnos de historia del ensayo del
cometa (Mgller, 2006a; Liao et al, 2009).

ARo Desarrollo y logro

1978 Rydberg y Johanson introducen un método para la deteccion de roturas del DNA en
células individualizadas y embebidas de agarosa bajo condiciones alcalinas (pH2=12).
La cantidad de roturas de cadena simple (SSB), relacionadas con la de roturas doble
del DNA (DSB), fueron visualizadas mediante Ia tincidon con naranja de acridina que

emite luz verde y amarilla, respectivamente.

1984 Ostling y Johanson describen una modificacion del método de las células embebidas
en agarosa. Esta consiste en someterlas a un campo eléctrico y a un pH neutro (9,5).
Cuando el DNA de las células sometidas a la microelectroforesis fue previamente
dafado con radiacion, el material genético presentaba migracion hacia el anodo
mientras que el DNA con poco dano permanecia circular. Se detectaron DSB a nivel

de células individuales.
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1988

1989

Singh et al modificaron la electroforesis a un pH>13. Se detectaron SSB. Esta
modificacion es a menudo considerada como la publicacion original del ensayo del
cometa. Hasta Octubre del 2005, la publicacion ha sido citada 1650 veces (Web of
Science).

Olive describe una version diferente del ensayo del cometa con la electroforesis bajo
condiciones neutras. Las imagenes son llamadas “cometas”. Sorpresivamente esta
publicacion se ha citado en pocas ocasiones (44 citas hasta octubre de 2005, Web of

Science).

19902

1992

1993
1995

1996

1997

Olive et al. introdujeron otra version alcalina a pH ~ 12,3. Eficaz para detectar
subpoblaciones de células con diferente sensibilidad a algun agente genotoxico.
Gedick et al. describen la version del cometa que consiste en la utilizacion de enzimas
modificadas para la deteccion de bases danadas. Los nucleoides son digeridos con
enzimas bacterianas, que reconocen un amplio rango de darno en el DNA.

Collins et al. utilizan la enzima Endolll para detectar pirimidinas oxidadas.

Olive y Banath describen por primera vez la visualizacion de células necroticas o
apoptoticas como cometas con cabeza pequena o sin cabeza y una cola larga y
difusa.

Pfuhler y Wolf describen que el ensayo del cometa es una herramienta util para la
deteccion de agentes que producen enlaces cruzados DNA-DNA.

Santos et al, introducen la técnica de hibridacion /n situ para la localizacion de roturas

en genes especificos.

2000

2001b

2003

2006

Tice et al. publican las primeras normas internacionales para la aplicacion del ensayo
en toxicologia genética y biomonitorizacion.

Collins et al. miden la capacidad de reparacion del DNA de un extracto celular. La
eficacia de incision del extracto obtenido de donantes es medido en un substrato de
DNA embebido en agarosa y que contiene tipos especificos de lesiones.

Rundell et al encuentran que los cometas sin nucleo se deben a fragmentacion
nuclear o apoptosis, con la consiguiente migracion del DNA. Los cometas con poca
cabeza son llamados ‘hedgehogs” (del inglés “erizos”), donde el DNA
extremadamente dafnado no llegd a perderse por completo durante la migracion.
Smith et al describen que la enzima HOGGI reconoce dano oxidativo usando el

ensayo del cometa con una mayor especificidad que las enzimas FPG y Endolll.

2. Mecanismos de formacion del cometa

El mecanismo por el cual se forman los cometas es un aspecto que

después de 25 anos, todavia no se ha podido dilucidar completamente. Desde
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las dos primeras versiones del ensayo descritas (version neutra descrita por
Ostling y Johanson, 1984, y version alcalina descrita por Singh et al, 1988), se
ha intentado establecer la naturaleza de la cola del cometa segun las
caracteristicas de ambas versiones. Ostling y Johanson (1984) propusieron que
las roturas en el DNA permitirian el estiramiento de los lazos durante la

electroforesis, formandose la cola del cometa.

Klaude et al (1996) presentaron una excelente aproximacion para
demostrar que la cola del cometa, bajo condiciones neutras, corresponde a
lazos relajados, mientras que bajo condiciones alcalinas consiste en fragmentos
de DNA. Estas hipotesis fueron propuestas después de estudiar el
comportamiento del DNA en diferentes condiciones de electroforesis en celulas
de mamiferos irradiadas con rayos gamma. La cola de los cometas observados
después de una electroforesis neutra, parecia estar formada por lazos
enganchados a la matriz nuclear debido a que no presentaban migracion
después de someterlas a una segunda electroforesis, cambiando la direccion de
la migracion en 90° con respecto a la primera. Ademas, se observo que el
aspecto de la cola era compacto. Posteriormente, cuando evaluaron el
comportamiento de las celulas sometidas a electroforesis alcalina, toda la cola
formada después de la primera electroforesis fue capaz de migrar hacia la nueva
direccion durante la segunda electroforesis y presentaba un aspecto mucho
mas difuso, en comparacion con las colas obtenidas después de una
electroforesis neutra. Esta observacion llevo a pensar que la cola estaba formada
por fragmentos de DNA que no estaban sujetos a la matriz nuclear. Para
justificar esta afirmacion asumieron que, después del tratamiento alcalino,
existen dos tipos de fragmentos de DNA, los que se forman entre roturas
cercanas de la misma hebra y son capaces de desnaturalizarse por completo,
resultando en fragmentos totalmente independientes del resto del DNA; y por
otro lado, si las roturas ocurren alejadas, se producira la formacion de
fragmentos parcialmente desnaturalizados ya que la desnaturalizacion cesara,
impidiendo que este fragmento se libere. Las porciones de DNA a medio
desnaturalizar poseen una alta probabilidad de enredarse con otras moléculas

dentro del nucleo lisado, disminuyendo la posibilidad de migrar, lo que sugiere
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que la cabeza y la cola del cometa estan claramente separadas en contraste con

al continuidad observada en condiciones neutras.

Cuando se aumento la dosis de radiacion, la cola bajo condiciones
neutras, tendid a comportarse de manera similar a la cola formada en
condiciones alcalinas; es decir, el material de la cola se movié con el cambio de
direccion de la migracion, ya que el aumento de la dosis produjo un aumento
del dano generando fragmentos originados por DSB. El aumento de la dosis en
condiciones alcalinas aumenta la proporcion de fragmentos monocatenarios

capaces de migrar.

Un ano despueés, la teoria de la relajacion de los lazos de DNA se propuso
como principio basico para la explicacion de la cola del cometa en la version
alcalina del ensayo (Collins et al, 1997a). Esta propuesta se basa en la
comparacion de las caracteristicas de la electroforesis en el ensayo del cometa
con las caracteristicas de una electroforesis convencional. Es obvio que el DNA
durante la electroforesis no migra a modo de fragmentos como sucede en una
electroforesis ordinaria, donde la distancia atravesada esta inversamente
relacionada con el tamano de los fragmentos. El ensayo del cometa alcalino
posee una capacidad de resolucion de unas pocas miles de roturas por celula,
por lo que la distancia entre dichas roturas esta dentro del orden de 10° Da de
DNA, definitivamente mucho mas alla del rango de tamano de los fragmentos

para los cuales la electroforesis convencional es adecuada.

El tamano de un “fragmento” resuelto por la electroforesis del ensayo del
cometa ronda el mm; sin embargo, la longitud de la cola de un cometa es de
unas dos centésimas de mm. Entonces, jse estaran visualizando solo los
extremos libres producidos por roturas del DNA que han sido expulsados hacia
la cola? Una buena analogia puede ser una enmarafnada madeja de hilo donde
unos pocos cortes pueden hacer que se desenrolle mas facilmente. Pero el
nucleo de DNA es mucho mas que una bola de hilo enmaranada. Incluso
despues del tratamiento con detergentes y sales fuertes, como en el proceso de
lisis estandar del ensayo, el nucleo (o0 nucleoide) aun conserva su estructura; el
DNA esta organizado en lazos que mantienen el superenrrollamiento que

conformaron los nucleosomas. La presencia del superenrrollamiento de los lazos
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fue deducida por Cook et al (1976), al observar que cuando en el DNA se
producen roturas mediante radiacion, el superenrrollamiento se relaja y los
lazos difunden formando un halo alrededor del nucleoide. Por analogia, se
asume que la cola del cometa esta formada de lazos relajados y que el numero
de lazos en la cola (o simplemente la intensidad relativa de la misma) indica el
numero de roturas en el DNA. Este modelo concuerda con las observaciones
realizadas al aumentar la cantidad de dano, donde se incrementa la intensidad
de la cola, pero no la longitud de la misma. Con esto, se interpreta que la
longitud de la cola estaria determinada por la longitud de los lazos y no por la

distancia de la migracion de supuestos fragmentos.

Para comprobar si la cola consiste en fragmentos de DNA relajado o en
extremos libres, los autores antes mencionados proponen la observacion de la
distribucion de los extremos utilizando la técnica de incorporacion de
nucledctidos marcados con su subsiguiente deteccion mediante

inmunofluorescencia, ya que diferentes patrones han predicho ambos modelos.

La version alcalina del ensayo detecta roturas de cadena simple y
también doble del DNA, pero las roturas de cadena simple no son las mas
interesantes, ya que son facilmente reparadas y no son consideradas como
lesiones significativamente letales o mutagénicas. Muchos agentes mutageénicos
no introducen roturas directamente, pero pueden producir sitios
apurinicos/apirimidinicos (AP) los cuales son alcali-labiles (ALS) y probablemente
se rompen mientras el DNA es sometido a la electroforesis a pH alto. Ademas,
otras lesiones pueden estar presentes transitoriamente durante la reparacion
celular por escision de bases (BER) y, por lo tanto, un alto nivel de roturas puede
indicar un gran dano o una eficiente reparacion. De hecho, se puede obtener
mucha informacion util mediante al explotacion de la reparacion celular que
produce roturas del DNA y asi revela o amplifica los efectos de la genotoxinas
que, de otra manera, podrian no mostrar efectos positivos en el ensayo del

cometa.

Otra aproximacion interesante la proponen Singh y Stephens (1997),
describiendo que, durante una electroforesis neutra, las moléculas individuales

de DNA estan ancladas a la matriz nuclear por un extremo, mientras que el otro
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extremo migra fuera del nucleo por accion del campo eléctrico. En otras
palabras, es como si cada hebra perteneciente a un cromosoma estuviese
fuertemente unida a proteinas cada cierto intervalo, incluso después de la

electroforesis.

Con el fin de apoyar o refutar estas hipotesis, Shaposhnikov et a/. (2008)
han utilizado la hibridacion /n situ fluorescente mediante sondas gendmicas de
~100 kb de largo (equivalente a una considerable fraccion de la longitud de la
cola) con el fin de estudiar si la formacion de la cola del cometa se explica
simplemente por la relajacion de los lazos de DNA superenrollados. Estos
investigadores llegaron a la conclusion que, después de la electroforesis en
condiciones neutras, donde el DNA tanto de la cabeza como de la cola no esta
desnaturalizado, la fluorescencia de la secuencia de la sonda se dispone
linealmente a lo largo de la cola desde un punto fijo de la matriz nuclear. Sin
embargo, después de la electroforesis en condiciones alcalinas, la apariencia de
la fluorescencia emitida por la sonda se muestra de manera aglomerada, lo que
induce a pensar en una interpretacion fragmentada de la cola; sin embargo,
igualmente puede representar que el DNA lineal se ha conglomerado

mostrandose en forma de granulos.

Para estos autores solo queda concluir que, despuées de una electroforesis
alcalina, el DNA monocatenario se muestra en forma de granulos distribuidos
mas o menos al azar sobre el area de la cola. Dilucidar si este proceso de
condensacion ocurre durante la electroforesis o la subsiguiente neutralizacion, y
si los granulos que han conformado los lazos contindan atados a la matriz
nuclear, son cuestiones que permanecen sin respuesta. La inquietud de estos
autores por averiguar la naturaleza de la cola del cometa bajo condiciones
alcalinas y, el empeno por demostrar la teoria de lazos, los llevo a disenar un
estudio donde marcaron las zonas adyacentes a la sonda utilizada
anteriormente, pero con una senal de distinto color. Después de la electroforesis
en condiciones alcalinas, observaron que el material que ha formado granulos
en la cola y que contiene las sondas de interés (sonda original de ~ 100 kb) esta
delimitada por las dos mas pequenas y aparecen muy cercanas, es decir en el

mismo granulo, por lo que se concluye que las aglomeraciones formadas
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despues de la electroforesis alcalina comparados con las lineas vistas después de

la electroforesis neutra, tienen la misma longitud.

La Figura 2 esquematiza la reciente propuesta de Shaposhnikov et al.

(2009) acerca de la naturaleza de cometa.

[ ]
/ Células embebidas en agarosa
. sobre un portaobjetos
l [ Lisis: Tnton X-100, 2.5 M NaCl
o "
E [' MNucleoide: DNA ]
.E supereniollado
u -—
: i - -
3 Incubacion con enzimas
= [opcional); tratamiento
l Al aling; eleciroforesis
Lazos de DNA atraidos por
- el anodo . Frecuenciade
roturas relacionada con el
.. % de DNAen lacola y
= l [ FI5H con diferentes sondas |
= : — ) | Visualizacion de senales |

Figura 2: Esquema de los principios generales de la formacién de la cola del cometa bajo

condiciones alcalinas, propuesto por Shaposhnikov et al, 2009.

3. Diferentes versiones del ensayo y dafio detectado

Con la intencion de lograr mayor sensibilidad y especificidad del ensayo,

durante sus anos de desarrollo se han incluido numerosas variaciones,
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consiguiendo que la técnica pueda detectar una amplia gama de lesiones en el
DNA. Esto ha tenido gran éxito ya que hoy en dia el ensayo es capaz de
detectar una gran parte de las lesiones producidas por la mayoria de los
agentes genotoxicos. Como se menciond anteriormente, se han establecido
dos principales versiones del ensayo del cometa dependiendo de las

caracteristicas del pH, tanto de la lisis como de la electroforesis.

3.1 Versiones neutra y alcalina del ensayo

La version neutra del ensayo fue desarrollada por primera vez por Ostling
y Johanson (1984) utilizando un pH de 9,5 tanto para la lisis como para la
electroforesis. Pero no fue hasta 1988 cuando Singh et al, evidenciaron que
este pH estaba justo por debajo del punto de desnaturalizacion de DNA, por lo
que con dichas condiciones solo era posible detectar DSB y que eran necesarias
condiciones mas alcalinas para detectar SSB. Asi, utilizaron la lisis a pH~10 vy la
electroforesis a pH>13. Esta version fue capaz de detectar SSB en el DNA de

células individualizadas.

Olive et al utilizaron un pH medianamente alcalino durante la lisis
celular, sequido de una electroforesis neutra (1990a) o alcalina (1990b) para la

deteccion de DBS o SSB, respectivamente.

Collins (2004) llega a la conclusion que el pH neutro o medianamente
alcalino de la lisis y la electroforesis permiten tener el mismo limite de deteccion
que el pH alcalino; por lo tanto, las SSB también pueden ser detectadas en
condiciones neutras, aunque el uso de un pH neutro afecta la imagen del
cometa obtenido, ya que la cola del cometa es menos pronunciada, perdiendo
sensibilidad. Esto puede ser una ventaja cuando no se necesita una alta
sensibilidad, por ejemplo, cuando se investigan células con una gran cantidad

de dano basal, o cuando el dano inducido el alto (Angelis et al, 1999).

Tice et al (2000) utilizando las condiciones altamente alcalinas de Singh
et al. (1988), concluyeron que no solo se detectan SSB sino también otros tipos
de dano como los ALS. Asi, los ALS se transforman en SSB revelando otro tipo de

dano enmascarado. Empleando una alcalinidad media (pH=12,3) se previene la
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conversion de ALS a roturas. Por lo tanto, la modificacion del pH de la lisis
(desnaturalizacion) y/o electroforesis en un rango de 9,5-13,5, pueden aplicarse
obteniendo asi diferentes modalidades del ensayo (Collins et al, 1997a; Angelis
etal, 1999).

3.2 Introduccion de enzimas de reparacion, deteccion de una amplia gama de

dano

El uso de enzimas supone una version del ensayo de una alta
sensibilidad, pudiendo alcanzar una alta especificidad. Ademas de las SSB, DSB y
ALS, pueden ser identificados otros tipos de dano, tales como bases oxidadas y
dimeros inducidos por UV, que son danos que no producen roturas, por lo que
si no se detectan conducen a una subestima del dano genotoxico inducido.
Estos danos no pueden ser detectados sin la ayuda de enzimas especificas,
capaces de generar roturas en el sitio del dafno. Las enzimas mas popularmente
utilizadas hasta la fecha son la endonucleasa Il (Endolll), que detecta
pirimidinas oxidadas (Collins et al, 1993), la formamidopirimidina DNA
glicosilasa (FPG), que detecta purinas oxidadas (Dusinska y Collins, 1996), la
uvrABC una compleja enzima utilizada para detectar danos voluminosos
producidos por la luz UV (Dusinska y Collins, 1996), la metiladenina DNA
glicosilasa Il (AlkA) que revela sitios 3-metiladenina (Collins et al, 2001a) y la
uracil glicosilasa (UDG) que detecta sitios donde debid incorporarse uracilo
(Duthie y Hawdon, 1998). Ademas del uso de enzimas para revelar lesiones
especificas, la proteinasa K ha sido usada para relajar el DNA altamente
condensado, como el que se encuentra en las células espermaticas (Duty et al,
2002). La alta densidad del DNA encontrada en células espermaticas
obstaculiza la migracion del mismo durante la electroforesis, es aqui donde la
proteina quinasa K ayuda a la relajacion del material y a la remocion de las
histonas (Singh, 1996). La proteinasa K también elimina enlaces cruzados DNA-
DNA o DNA-proteinas, que puedan estar generando algunos agentes
potencialmente genotoxicos como, por ejemplo, los radicales libres de oxigeno
(Lloyd et al, 1997). Los enlaces son detectados y removidos dando como

resultado roturas en el DNA.
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3.3 Ensayo del cometa mas hibridacion /n situ fluorescente (COMET-FISH)

La hibridacion /n situ fluorescente (FISH) es otra herramienta que puede
ser utilizada para identificar cromosomas, regiones de interés dentro de un
cromosoma, detectar genes en particular o dano en los mismos. La combinacion
de estas dos tecnicas ha sido descrita por Santos et al. (1997) y por McKelvey-
Martin et al (1998). Esta combinacion también provee la oportunidad de
investigar dominios especificos de reparacion del DNA, y puede ser utilizada
para localizar genes especificos en la estructura tridimensional de un
cromosoma. También han sido investigadas, mediante esta modificacion del
ensayo del cometa, las diferentes tasas de reparacion de genes especificos

respecto al genoma completo (Horvathova et al, 2004).

3.4 Ensayo del cometa en la evaluacion de la reparacion del DNA

La reparacion del DNA es la segunda linea de defensa contra los efectos
de los agentes genotoxicos. Muchos de los danos son eliminados antes que la
célula entre en el proceso de replicacion, estado en el que los danos producidos
pueden ser fijados como mutaciones. Es evidente que la capacidad de
reparacion puede influir en el riesgo de cancer y, de hecho, algunas
enfermedades raras con defectos en los genes que codifican para proteinas de
reparacion (e.g., xeroderma pigmetosum) se caracterizan por poseer una

elevada incidencia en el desarrollo del cancer.

Se ha introducido en el ensayo del cometa la capacidad de poder evaluar
la eficiencia de la reparacion mediante dos aproximaciones (Collins y
Horvathova, 2001). La primera consiste en cultivar células que han sido danadas
/n vitro, durante intervalos de tiempo, y sometidas al ensayo del cometa para
evaluar el dano remanente a lo largo del tiempo. La segunda aproximacion,
mucho mas sofisticada, consiste en evaluar la capacidad de reparacion de un
extracto celular (por ejemplo, linfocitos humanos) sobre un sustrato danado /7
vitro. Asi, conociendo el tipo y la magnitud de dano inducido a los substratos, se

incuban con los extractos de interés para determinar asi su capacidad de
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reparacion. La Tabla Il describe las principales variaciones de la técnica

realizadas con el objeto de aumentar su sensibilidad y especificidad.

Tabla II: Descripcion general de los diferentes modelos utilizados en el ensayo del cometa, sus

caracteristicas y aplicaciones (Wong et al, 2005).

Version Descripcion/caracteristicas Ventaja/aplicacion Referencia
Neutra Lisis y electroforesis a pH 9,5; Util en situaciones donde es Ostlingy
menos desnaturalizacién y colas necesario no contar con tanta Johanson,
menos pronunciadas; detecta sensibilidad (e.g, cuando el 1984; Angelis
SSB y DSB; limite de deteccion dafo basal o el inducido es etal, 1999;
similar, pero menos sensible que alto) Collins, 2004.
la version alcalina
Alcalina Lisis/desnaturalizacion/ Imagenes mas claras de los Singh, 1988;
electroforesis en condiciones cometas; gran respuesta al Angelis etal,
alcalinas (pH>13), los ALS son dano comparada con la 1999; Tice et
convertidos a roturas. version neutra; comunmente g/, 2000.
Cambiando el pH entre 9,5y 13 llamado ensayo “estandar” del
se puede cambiar la sensibilidad. cometa, usualmente adoptado
cuando se investiga proteccion
frente a dano inducido eg,
H,0,.
Con enzimas Enzimas  especificas usadas Se pueden detectar distintos Collins et al,
de inmediatamente después de la tipos de dano; se ha reforzado 1993;
reparacion lisis transforman los sitios la sensibilidad; es util por Dusinskay
susceptibles en SSB; las enzimas ejemplo, para detectar Collins, 1996.
utilizadas incluyen Endolll diferencias en dano basal
(revela pirimidinas oxidadas) después de alguna
FPG (revela purinas oxidadas); se  suplementacion.
ha incrementado la sensibilidad
y reforzado la especificidad para
distintos tipos de lesiones en el
DNA.
Con Refuerza la desnaturalizacion de Permite que la deteccion de Duty etal,
proteinasa K DNA altamente condensado dafo en el DNA en células 2002.

permitiendo que el dano sea
detectado.

espermaticas sea posible.

Cometa-FISH

Utiliza genes marcados con
fluorescencia, y también puede
ser wusado para localizar y
visualizar genes dentro de la
estructura tridimensional  del
cromosoma.

Permite la investigaciéon de
dominios especificos de
reparacion; pueden ser

localizados genes especificos
en la estructura tridimensional
del cromosoma; puede
medirse la tasa de reparacion
de un gen relativo al genoma
completo.

Santos et al,
1997;
McKelvey-
Martin et al,
1998;
McKenna et
al, 2003;
Horvathova
et al, 2004.
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4. Metodologia y consideraciones técnicas

Actualmente se estan aplicando numerosas versiones del ensayo del
cometa con mayor o menor frecuencia. Debido a que la version alcalina
(pH>13) es superior en cuanto al espectro de lesiones que reconoce en el DNA
y en su mayor sensibilidad para la deteccion de bajos niveles de dano, en
comparacion a la neutra (pH = 9,5) o a la medianamente alcalina (pH ~ 12,3), se
ha elegido como version estandar, tanto para la descripcion en detalle de su

proceso como para la comparacion con otras versiones.

Después de la obtencion de las células de interés (ANEXO ), los pasos
basicos en el ensayo del cometa incluyen la preparacion de los portaobjetos
precubiertos con las células a evaluar embebidas en agarosa, la lisis de
membranas para liberar el DNA, la desnaturalizacion del DNA, la electroforesis,
la neutralizacion de la alcalinidad, la tincion y la visualizacion. El aumento del
rendimiento de cada una de estas etapas permite una deteccion muy fiable del
dano en el DNA.

4.1 Preparacion de los portaobjetos

Los dos objetivos principales de una buena preparacion de las capas de
agarosa son asegurar un soporte estable para la manipulacion de las células a
evaluar durante todo el proceso, y permitir una facil y buena visualizacion con
un minimo ruido de fondo. Generalmente, se preparan las capas de agarosa a
modo de sandwich, en cuya capa central se encuentran las células (Figura 3).
Las células son suspendidas en agarosa de bajo punto de fusion (LMP),
generalmente a 37 °C, y depositadas sobre una primera capa de agarosa de
punto de fusion normal (NMP) que cubre el portaobjetos. Se deposita una
tercera capa de agarosa sobre la capa de células una vez la segunda se haya

solidificado.

La primera capa es utilizada para asegurar una buena adherencia de la
capa celular y de la tercera capa al portaobjetos. Existen metodos mas antiguos
que solo utilizaban una capa, la celular, depositada directamente sobre
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portaobjetos totalmente esmerilados, los llamados “fully frosted”, pero requerian
de un extremo cuidado durante la manipulacion de las preparaciones y ademas

dificultaban la visualizacion de los cometas.

Tercera capa de agarosa de bajo punto de
fusion

Primera capa de agarosa de punto de

fusiéon normal

Portaobjetos desengrasado previamente

Figura 3: Esquema tipico de un portaobjetos con las capas de agarosa dispuestas tipo sandwich.

Las células son embebidas en agarosa de bajo punto de fusion (LMP) y depositadas en un
portaobjetos previamente desengrasado con etanol:éter (70:30) y precubierto con agarosa de
punto de fusion normal (NMP). Se deposita una tercera capa de agarosa LMP sobre la capa

celular que llenara los posibles orificios que contenga la superficie del gel (Ex: Liao et al, 2009).

Una notable mejoria en la preparacion de los portaobjetos fue
introducida por Singh y Khan (1995) cuando deshidrataron la primera capa de
agarosa incubandola entre 40 y 50 °C por unos pocos minutos, obteniendo

portaobjetos permanentes.

En la segunda capa (la que contiene las células), la concentracion de
agarosa y la dilucion celular son parametros de mucha importancia para un
analisis eficiente. Aproximadamente entre 10.000 y 50.000 células son
suspendidas en 10 uL de PBS o medio de cultivo y son mezcladas con 75 pL de
agarosa LMP a una concentracion final de entre 0,5y 1% y gelificada entre 35y
45 oC (la cantidad de agarosa puede ser modificada en relacion con el tamano
del gel). Si se utiliza una mayor densidad de células, puede verse dificultada la
visualizacion, sobre todo en aquellos tratamientos donde se ha producido un

alto nivel de dano (alta tasa de migracion del DNA), ya que se corre el riesgo de
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solapamiento de las colas imposibilitando la medicion del dano. Por otro lado,

concentraciones altas de agarosa pueden afectar la migracion del DNA.

La tercera capa cumple solo un papel protector; es mas, muchos
laboratorios han decidido prescindir de ella, ya que se ha visto que los
resultados no se ven afectados, pudiendo también facilitar la neutralizacion del
tratamiento alcalino (Liao et a/, 2009). Su ausencia también facilita la accion de

las enzimas cuando se realizan experimentos con incubacion enzimatica.

Con respecto a los cubreobjetos utilizados para nivelar la agarosa, debe
usarse un tamano apropiado para que las capas de agarosa fundida logren una
adecuada gelificacion y, asi, facilitar la remocion de éstos evitando la alteracion

de las capas.

4.2 Lisis celular

Se utilizan soluciones de lisis neutra y alcalina para la deteccion de DSB y
SSB, respectivamente. La seleccion del pH de la solucion dependera de los
objetivos del estudio. Como ya mencionamos, la lisis alcalina es mucho mas
frecuentemente utilizada, en comparacion con la lisis neutra, ya que detecta
una amplia gama de danos que, ademas, son los mas comunmente producidos
por los agentes genotoxicos, y consiste en someter las celulas ya embebidas en
una solucion con una alta concentracion de sales y detergentes a un pH entre
10 y >12, durante al menos una hora. No existe mucha diferencia entre las
soluciones de lisis utilizadas en los distintos laboratorios en cuanto a su
composicion, sin embargo existen tipos celulares que requieren de un segundo
detergente para lograr la completa lisis de las membranas. Esto debe ser

evaluado caso a caso.

Algunos autores han probado algunas modificaciones poco relevantes
en la composicion de la solucion. Por ejemplo, McKelvey-Martin et al (1993)
concluyeron que no existen diferencias en los resultados obtenidos en

presencia o ausencia de V- laurilsarcosinato entre la mezcla de detergentes.

Otra modificacion consiste en que en algunas situaciones, la proteina
quinasa K (PK) puede ser de mucha utilidad a la hora de remover proteinas
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residuales o remanentes de tratamientos enzimaticos o de anticuerpos entre la

lisis y la desnaturalizacion.

Por ultimo y no menos importante, la solucion de lisis debe ser
refrigerada antes de su uso para lograr una maxima estabilidad de los geles de

agarosa.

4.3 Desnaturalizacion y electroforesis

Antes de la electroforesis, las preparaciones son incubadas durante un
tiempo en la solucion de electroforesis alcalina (pH > 13, baja concentracion de
sales y sin detergentes), con lo que se consigue la separacion de la doble
cadena de DNA vy, con esto, la produccion de SSB y la expresion de ALS como
SSB y SSB transitorias relativas al proceso de reparacion. La solucion de
electroforesis desarrollada por Singh et al (1988) consistio en 1 mM de EDTA y
300 mM de hidroxido de sodio a un pH = 13,0. Esta solucion es una de las mas
frecuentemente utilizadas en el ensayo del cometa, ya que maximiza la
expresion de ALS en SSB. De acuerdo con el protocolo de Singh et al. (1988
generalmente el tiempo de desnaturalizacion en estas condiciones es de tan
solo 20 minutos; sin embargo, un método para dilucidar el tiempo adecuado de
desnaturalizacion se basa en medir la extension de la migracion de los controles
(si las células tratadas muestran la misma migracion que los controles el tiempo
debe ser replanteado, pero sometiendo las células a un agente genotoxico
conocido como por ejemplo H;O;) bajo diferentes condiciones de
desnaturalizacion y manteniendo idénticos al resto de los pasos del
experimento. Green et al. (1996) observaron que el incremento del tiempo de
desnaturalizacion mas alla de 40 minutos provoca un aumento de la migracion
de los cometas en los controles. Este largo periodo de tiempo permite que la
desnaturalizacion del DNA sea iniciada desde las roturas, pero el principal
proceso que podria estar ocurriendo es la difusion de la sal de la solucion de lisis
desde la agarosa hacia el tampon, la que si no difunde, podria actuar como

electrolito y por ende facilitar la migracion del DNA.
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La electroforesis de las células para producir los cometas ha mostrado ser
uno de los parametros mas complejos de validar, por lo que en la literatura es el
paso descrito con mas variaciones. Las propiedades de la electroforesis son muy

analizadas a la hora de estudiar la naturaleza de la formacion de los cometas.

La eleccion del voltaje y del tiempo de electroforesis debe estar
relacionada con los niveles de dano en el DNA expresados y con la

concentracion de sales del tampon.

La electroforesis en el ensayo del cometa es diferente de una
electroforesis convencional, ya que el DNA necesita migrar solo una fraccion de
milimetros para obtener una significativa movilizacion del DNA y, por ende, la
formacion de cometas. Esto se puede conseguir con un breve tiempo de
electroforesis (5 - 30 minutos) y con voltajes bajos (0,5 - 5 V/cm).
Originalmente, las condiciones de electroforesis descritas en el protocolo de
Singh fueron de 25 V y de 300 mA, con una duracion de 20 minutos,
condiciones descritas por la mayoria de los estudios, aunque también se han
citado numerosas variaciones incluyendo estudios provenientes del laboratorio

original (Singh et al, 1994).

La duracion, tanto de la desnaturalizacion alcalina como de la
electroforesis, pueden variar dependiendo tanto del tipo de célula que se quiera
analizar como del tipo de dano que ser quiera detectar. Siempre es importante
considerar variaciones en esta etapa del ensayo; asi, se pueden obtener largos
cometas sometiendo las preparaciones a altos voltajes y a largos periodos de

tiempo durante la electroforesis.

Las condiciones optimas de voltaje/amperaje y de duracion de la
electroforesis generalmente dependen de la migracion visualizada en los
controles, y el rango de migracion que esta siendo evaluado en las ceélulas

tratadas.

El tampon durante la electroforesis continua con el mismo pH (>13)
utilizado durante la desnaturalizacion y, con respecto a la temperatura, se han
llevado a cabo electroforesis en un rango entre 5 °C a temperatura ambiente,

resultando que 15 °C parece ser la temperatura de maxima discriminacion. Esta
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temperatura, junto con 40 minutos de desnaturalizacion, proporciona una
maxima sensibilidad pero también se esta en el limite de producir controles
aceptables. Algunos investigadores prefieren perder sensibilidad con el objeto
de obtener un ensayo mas potente. Otros, recomiendan que la solucion esté
refrigerada con antelacion y realizarla a una temperatura entre 5 °C y 8 °C, y asi

incrementar la reproducibilidad del experimento.

Si bien se ha detallado en esta memoria de Tesis el protocolo
mayormente usado en la historia del ensayo, la Tabla lll resume las condiciones
metodoldégicas mas utilizadas en las tres versiones descritas: neutra,
medianamente alcalina y alcalina. Se puede alcanzar una gran sensibilidad del
ensayo mediante el incremento del tiempo desde que se sumergen las
preparaciones en el tampon de electroforesis y la aplicacion de la corriente,

como demostraron Green et al. (1996).

4.4 Neutralizacion

Después de la electroforesis, se neutraliza la alcalinidad de las
preparaciones mediante lavados en un tampon a pH 7,5. Comunmente esta
solucion esta compuesta de Tris y se continua utilizando, pero una alternativa
mas economica es utilizar PBS 1x disuelto en agua bidestilada, conservando el
mismo pH neutro. Tipicamente se realizan tres lavados de 5 minutos; sin
embargo, cuando se aprecia un alto ruido de fondo durante la visualizacion,
realizar un mayor numero de lavados y/o incrementar el tiempo de los mismos

puede resultar de mucha utilidad en esta y otras situaciones.

Durante la neutralizacion, las hebras de DNA separadas anteriormente y
ubicadas en la cabeza del cometa, se renaturalizan debido a que la estructura
(superenrrollamiento) de los lazos esta intacta, mientras que el DNA contenido
en la cola del cometa permanece como DNA monocatenario. Esto se ha
confirmado mediante tincibn con naranja de acridina (AO), donde la
fluorescencia producida en los sitios de doble cadena es de color verde y roja en
los sitios donde el DNA se encuentra desnaturalizado Asi, los cometas tefnidos

con AO muestran cabezas verdes y colas rojas (Collins et al, 1997a).
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Después de la neutralizacion, las preparaciones pueden ser tefidas y los

cometas pueden ser visualizados. Alternativamente, los geles pueden ser

deshidratados sumergiéndolos dos veces en etanol absoluto por 5 minutos

cada vez y, asi, las preparaciones pueden ser almacenadas y evaluadas cuando

se estime conveniente (Singh et al, 1995).

Tabla lll: Pequenas variaciones en la metodologia principal del ensayo del cometa.

Variable técnica pH7?7 pH 123 pH>13
Numero de capas 2 a 3 capas 2 a 3 capas 1 a 3 capas
de agarosa
Concentracion 0,75% 0,75% 0,5a 1%
agarosa
Tampon de lisis: * EDTA (0,0025  NacCl (1,0 M) * EDTA (100 mM)
composicion y -0,03M) « NaOH (0,003  + NaCl (2,5 M)
duracion * SDS (0,5 - M) * Tris (10 mM), pH 10
2,5%) ¢ Ensituaciones  « Opcional 10 mM de N-
» Algunos se agrega laurilsarcosinato
autores 0,5% de N- + Al momento de utilizar 1% de
agregan 10 laurilsarcosina Titron X-100
mg/mL de PK toy2mMde . cuando las muestras contienen
*>1h. EDTA eritrocitos se recomienda anadir
*>1Th. 10% DMSO
* En situaciones se agrega PK 10
mg/mL
* Minimo1h.
Desnaturalizacion:  « Ac. bérico o * EDTA (1 -2 * EDTA (1 mM)
composicion y acético (90 mM) * NaOH (300 mM)
duracion mM) * NaOH (0,003 * 20 - 60 min.
* EDTA(2-5 M)
mM) *1h.
e Tris (40 - 117
mM)
*2-16h.
Electroforesis *«0,5-0,57 *«0,5-0,67 *08-15V/cm
V/cm V/cm * Generalmente se utiliza 25V y 300
* Duracion * Duracion mA
depende del depende del * La duracién depende del
voltaje y el voltaje y el protocolo y del tipo de célula, pero
amperaje, amperaje, generalmente va de 20 a 60 min.
pero pero

generalmente
es de 25 min.

generalmente
es de 25 min.
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4.5 Otras variables experimentales

Los procesos de tincion y visualizacion son etapas que necesitan ser
consideradas. Ademas, la evaluacion e interpretacion de los resultados es un
tema muy controvertido en el ensayo del cometa ya que no existe un consenso
en cuanto a qué parametro se debe utilizar o de que manera se deben tratar los
datos que se obtienen tras el recuento y medicion del dano. A continuacion se
desarrollan estos aspectos con la esperanza de no producir mas confusion de la

que existe en relacion al uso y desarrollo de esta técnica.

4.5.1 Tincion del DNA y visualizacién de los cometas

El dltimo paso del ensayo alude a la tincion especifica del DNA. Variables
tales como el fluorocromo para la visualizacion y/o la metodologia utilizada para
la recoleccion de datos dependen principalmente de las necesidades especificas
del investigador, lo que presumiblemente tendra un pequeno efecto en la

sensibilidad y en el poder de resolucion.

Los aumentos que han sido utilizados varian desde 160X a 400X, pero
usualmente el rango apropiado oscila entre 200X y 250X. La magnitud del
aumento es importante dependiendo del tipo celular que esta siendo evaluado,
y también, del rango de migracion y del contraste del microscopio y/o del
sistema de imagenes utilizado. Del mismo modo, la eleccion del fluorocromo de
tincion depende de las limitaciones del equipamiento y de la manera en que los
datos seran obtenidos (e, recuento visual o analisis de imagenes, metodologias
que se detallaran en el siguiente apartado). Probablemente, Ia tincion mas
utilizada es el bromuro de etidio (EB), seguido por el yoduro de propidio (Pl) y
el 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). Estas tinciones actuan de distinta manera
sobre el DNA; el EB, que es un agente intercalante, se inserta entre los pares de
bases adyacentes de doble cadena. El DAPI es conocido por su facilidad de
formar complejos fluorescentes en los surcos menores de la doble hélice de
DNA y es estabilizado por puentes de hidrogeno. El Pl actua intercalandose en
el DNA entre las bases, con poco o ningun orden de preferencia, mediante

uniones estequiomeétricas en una proporcion de 1 molécula de tincion por 4 - 5
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pares de bases. Para algunas tinciones fluorescentes es necesaria la utilizacion
de compuestos que prevengan la pérdida de fluorescencia (“antifade”),
permitiendo la visualizacion de una misma preparacion en distintos tiempos.
Otros autores han presentado alternativas de tincion tales como YOYO-1(Singh
et al, 1994) y SybrGold/Green (Tice et al, 1998), asi como también técnicas no
fluorescentes para la visualizacion de los cometas, basadas en la tincion con
nitrato de plata (Kizilian et al, 1999, Garcia et al, 2007). Cualquiera que sea el
fluorocromo utilizado, la cantidad de tincion unida al DNA es proporcional a la
cantidad de DNA presente y, por lo tanto, con la cantidad de luz emitida
despues de la excitacion a una longitud de onda apropiada. Es importante el
uso de concentraciones de tincion bajas ya que las concentraciones altas

pueden conducir a la saturacion del sistema de deteccion de fluorescencia.

Otros autores utilizan también microscopios con escaner laser para medir

diferencias en el dano (O'Neill et al, 1993).

4.5.2 Obtencion de los resultados

Hoy en dia, existen aproximadamente tantos meétodos para la
cuantificacion del danno como investigadores dedicados a esta técnica. Se han
realizado numerosos intentos para evaluar y cuantificar los patrones de
formacion de los cometas de una manera mas fiable y exacta. Se dispone de
una gran variedad de sistemas de analisis de imagenes de células individuales,
siendo una de las aproximaciones mas flexibles para la coleccion de datos; sin
embargo, los métodos que no disponen de un sistema sofisticado de analisis,

son igualmente utiles.

4.5.2.1 Evolucion de los sistemas de medicion del dano

La evolucion de los parametros comienza desde los origenes del ensayo
cuando Ostling y Johanson (1984), con su version neutra del mismo,
empezaron con un sistema bastante sofisticado basado en el analisis de

imagenes tenidas con AO. Presentaron sus resultados en terminos de
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proporcion de fluorescencia en cola a una distancia de x um del centro de la
cabeza (Fx) versus la fluorescencia del centro de la cabeza (Fo). Basandose en
sus propias observaciones, concluyeron que un Fx de 50 um proporciona la
mejor resolucion del método usado. (Posteriormente, Kumaravel et al. (2009)

senalan que esta medida no es suficientemente consistente).

Singh et al (1988) con su version alcalina, utilizan como parametro
principal la longitud de migracion del DNA (longitud de la cola) para cuantificar
la magnitud de dano. Posteriormente, algunos grupos de investigacion han
publicado articulos donde fueron utilizados una gran variedad de parametros
(area celular, coeficiente de variacion del cometa, inercia del cometa, entre
muchos otros). Sin embargo, con el paso del tiempo la mayoria de ellos han

dejado de utilizarse.

Una aproximacion de la evaluacion del dano que ha marcado el
desarrollo de los parametros en el ensayo del cometa la describieron Olive et al.
(1990a), quienes utilizaron el concepto de momento de la cola para describir la
migracion del DNA, parametro que hoy es conocido como momento de la cola
de Olive (OTM). Este parametro se considera util para describir la
heterogeneidad de la respuesta dentro de una poblacion celular, ya que su

calculo considera las variaciones de la distribucion del DNA dentro de la cola.

En 1994, Anderson et al desarrollaron un meétodo basado en la
clasificacion del dano segun la longitud de la migracion expresada en um. La
distancia de la migracion fue relacionada directamente con los tamanos de los
fragmentos y, por consiguiente, con la magnitud del dano en el DNA. La
longitud de migracion pudo ser medida usando diferentes aproximaciones: con
un micrometro integrado en el objetivo del microscopio; con una regla métrica
en la fotografia obtenida o en el monitor de la camara; o mediante un sistema
de analisis de imagenes. Pero los resultados obtenidos con los objetivos
graduados son limitados, ya que estos son capaces de medir la distancia de
migracion desde el inicio de la cabeza (o centro de la misma), pero no
proporcionan informacion sobre la cantidad de DNA en la cola, medida en la
que se basan muchos parametros para valorar el dano. Por esta razon, el uso de

los sistemas de analisis de imagenes se ha ido generalizando.
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Frecuentemente, el criterio utilizado para identificar los limites de la
migracion depende del investigador y/o del programa utilizado. Ademas,
algunos investigadores utilizan el término “migracion del DNA” para describir la
longitud de la imagen total, mientras que otros aplican el mismo término para
referirse solo al DNA migrado. Una variante de este parametro utiliza la
proporcion entre el largo y el ancho de la migracion (Jostes et al, 1993; Tice,
1995) o entre el ancho y el largo de la misma (Fairbairn et al, 1993), donde en

las células que no exhiben dano, esta proporcion toma un valor que tiende a 1.

El método mas sencillo desarrollado para la obtencion de datos en el
ensayo del cometa esta basado en la determinacion de la proporcion de celulas
con dano (/e., aquellas células que exhiben migracion versus aquellas que no la
exhiben (Calderon-Garciduenas et al, 1996). Sin embargo, esta aproximacion
Nno proporciona informacion acerca de la medida del dano entre las células
danadas. Otra aproximacion que fue ampliamente utilizada es la medicion de la
distancia de la migracion desde el cuerpo nuclear, cuando se trata de celulas
con bajo nivel de dano. Ahora bien, esta aproximacion no es de mucha utilidad
en situaciones donde el dano es relativamente alto, ya que el elevado nivel de
dano esta representado por el incremento de la intensidad de fluorescencia y

no por el incremento en la migracion.

Al observar las carencias inherentes a cada nuevo método, distintos
cientificos se dedicaron a buscar algun sistema mas simple. Asi, una nueva
forma de conteo basada en la clasificacion visual fue recomendada por Collins
et al (1995), método que resulta especialmente util en aquellos laboratorios que
No cuentan con experiencia previa en el ensayo del cometa, ya que no requiere
ni de sistemas ni de programas sofisticados. El ojo humano es una herramienta
capacitada para discernir distintos grados de dano, de acuerdo a la apariencia
del cometa. El método consiste en clasificar el nivel de dafio en 5 categorias que
van de 0 (células sin migracion) a 4 (casi todo el DNA en la cola), mostrando
una muy buena resolucion (Figura 4). Si se cuentan 100 cometas y cada uno es
categorizado dentro del rango de 0 a 4 de acuerdo a su apariencia, el conteo
total de la muestra (TCS) estara entre 0 y 400 unidades arbitrarias. Es decir, el

TCS se calcula de la siguiente manera:
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TCS = (Porcentaje de células en clase 0) x 0 + (porcentaje de células en clase 1) x
1 + (porcentaje de células en clase 2) x 2 + (porcentaje de células en clase 3) x 3

+ (porcentaje de células en clase 4) x 4

Este meétodo, denominado conteo visual, se ha descrito como una
aproximacion rapida, simple y que no requiere de costosos sistemas de analisis,
por lo que su uso ha sido ampliamente recomendado vy utilizado (Collins et al,
1997c¢).

Otra publicacion interesante que utiliza este sistema de obtencion de
datos es la de Kobayashi et al. (1995), quienes también utilizan 5 clases de dano

(Figura 5) pero sin calcular el conteo total de cada gel.

Figura 4: Clasificacion visual sugerida por Collins et al, 1995. Imagenes de cometas de linfocitos

humanos tenidos con DAPI. Se representan las 5 categorias utilizadas en el analisis visual.

Estos dos ultimos trabajos han demostrado que los resultados obtenidos
con el sistema de conteo visual se correlacionan muy bien con las mediciones
realizadas con el sistema de analisis de imagenes. Es interesante destacar que el
sistema propuesto por Collins et al (1995) se ha convertido en una metodologia

bastante popular, sobre todo en los estudios de biomonitorizacion y de
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reparacion de DNA, encontrandose alrededor de 70 publicaciones que indican

haber usado este método (Mgller, 2006b).

Tipo 1 Tipo 4 Tipo 5

Figura 5: Clasificacion visual esquematica utilizada por Kobayashi et al, 1995. Se muestra la

clasificacion de las 5 clases de cometas.

En la actualidad, los parametros mas comunmente utilizados son la
longitud de la cola, la intensidad relativa de fluorescencia de la cabeza y de la
cola, lo que normalmente se expresa como porcentaje de DNA en la cola
(%DNA en la cola), y el momento de la cola (parametros que se explicaran mas
adelante). A pesar de que estos tres parametros estan bastante establecidos,

todavia existe cierta discrepancia entre los autores que utilizan uno u otro.

4.5.2.2 Anadlisis de imagenes como sistema masivo de obtencion de resultados

A pesar de que los meétodos visuales desarrollados son utiles y validos, el
sistema de analisis de imagenes es hoy en dia el metodo mas utilizado ya que ha
sido considerado como una forma fiable y reproducible, con un amplio rango
de parametros y que proporciona informacion adicional (e.g., distribucion del
DNA dentro de la cola del cometa, contenido de DNA total). También puede
aportar informacion acerca de las diferentes fases del ciclo celular, lo que puede
resultar de gran utilidad a la hora de interpretar los resultados. Los programas
especificos proporcionan herramientas como analisis estadisticos sencillos,

elaboracion de graficos y plantillas para los datos.
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Es dificil determinar cual de los programas disponibles comercialmente se
debe usar cuando se utiliza la técnica por primera vez. Existen diferentes
paquetes de programas para medir un gran numero de parametros obtenidos
mediante el analisis de imagenes. Estos parametros se basan fundamentalmente
en la intensidad de la fluorescencia emitida por el cometa (los llamados
parametros de intensidad de luz) de los cuales los dos mas utilizados son el % de
DNA en la cola y el OTM; y también en la geometria del cometa (los llamados
parametros geomeétricos) como, por ejemplo, la longitud de la cola. De cualquier
manera, para entender qué mide y como se convierte la cantidad de
fluorescencia emitida en nivel de dano, los principios de la metodologia basada
en la intensidad de la luz deben se aclarados, ya que los distintos programas

pueden diferir sutilmente en la manera de medir el dano (Vilhar, 2004).

El primer requisito para la visualizacion de los cometas es contar con un
microscopio de fluorescencia equipado con los filtros apropiados y con un
sistema de captura de imagenes (camara). La camara debe capturar la luz
emitida desde cada punto del cometa y convertirla en senal eléctrica. Estas
senales son posteriormente enviadas al computador junto con sus coordenadas
y el computador descodifica las sefhales y muestra las correspondientes

imagenes en la pantalla (Figura 6).

Una imagen esta compuesta por pequenos puntos llamados pixeles y
cada uno de ellos representa un elemento de luz sensible a la camara. A cada
pixel se le asigna un valor en una escala comprendida entre 0 y 225, que
corresponde a la intensidad de luz detectada de cada pixel (“valores grises”), y
se guardan en un archivo en el computador (Figura 7). Una vez que cada punto
de la imagen es convertido en numeros, como se esquematiza en la Figura 7, se

inicia el analisis de la imagen.

El siguiente paso es la definicion de la cabeza y de la cola del cometa.
Diferentes paquetes de software utilizan distintas aproximaciones para

reconocer y delimitar estas estructuras (Figura 8).
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Figura 6: Modelo de la imagen de un cometa. La luz emitida desde el cometa ubicado en la
preparacion es detectada como una imagen. En aJ se muestra la imagen de un cometa real vista
desde el microscopio. En b) se muestra que un modelo simplificado de la imagen del cometa que es
usado para demostrar la medicién de los parametros del ensayo. En c) se muestra una imagen que
esta construida de pixeles separados. El tamario de esta imagen modelo del cometa es 35 x 25 pixeles.
La imagen que captura la camara tiene muchos pixeles (750 x 550, 1.300 x 1.030), por lo que no
pueden ser discernidos los pixeles individualmente en a) a menos que el tamano de la imagen sea

enormemente distorsionada (Ex: Kumaravel et al, 2009).

250 1

Grey values

Amount of DNA
Intensity of emitted light

Figura 7: Conversion de la intensidad de luz a “valores grises”. La informacion de una imagen es
codificada como valores grises. En a) se muestra una imagen del cometa compuesta por pixeles
separados, donde cada pixel tiene un “valor gris “como se muestra en b) para cada pequena
area de la imagen delimitada en rojo en aj. Un “valor gris” puede adoptar valores de 0 a 225, y
la relacion entre el valor gris de cada pixel de la imagen y la intensidad de la luz (fluorescencia)

que la camara detecta, es lineal (Ex: Kumaravel et al, 2009).
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haad

Figura 8: Segmentacion de la imagen pixelada. Durante el paso de segmentacion de la imagen
son definidas las regiones de interés (ROI) para la medicion de la cabeza y de la cola. En
algunos programas, el usuario tiene la opcion de interactuar con la imagen dibujando, seguin su
propio criterio, cuadrados que definan la ROI de la cabeza y de la cola (a) cuadro de
segmentacion. En otros programas, las ROl son detectadas y delimitadas automaticamente (b)

segmentacion ajustada a la forma del cometa (Ex: Kumaravel et a/, 2009).

Una vez se han delimitado la cabeza y la cola del cometa, se mide la
longitud de la ultima en términos de pixeles, que posteriormente son
convertidos a micrones. La intensidad de la luz que se origina desde la cabeza y

desde la cola se utilizan para calcular los diferentes parametros (Figura 8).

Para obtener la verdadera fluorescencia que emite la imagen, se sustrae
la intensidad del ruido de fondo a la intensidad de la cabeza y de la cola, como
se muestra en la Tabla IV. Los datos de los cuadros de segmentacion de la
imagen modelo mostradas en la figura 8 estan resumidos tomando como
ejemplo la columna del pixel 8 mostrada en azul. El rectangulo estrecho
representado en la imagen modelo de 4 pixeles de ancho es usado como ruido

de fondo (ver la Figura 9).

Basandonos en estos principios de transformacion de luz a valores grises,
a continuacion se describen los dos parametros mayormente utilizados en el

sistema de analisis de imagenes (Figura 10).
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Figura 9: Valores grises de la cabeza, de la cola y del ruido de fondo de una imagen modelo. El cuadro

de segmentacion de la cabeza se muestra en azul claro, el de la cola en rojo y el del ruido de fondo en

amarillo. La columna de pixeles numero 8 esta en azul oscuro (Ex: Kumaravel et al, 2009).

* Porcentaje de DNA en la cola

Este parametro se calcula como la proporcion entre la intensidad total de
la cola y la intensidad total del cometa (cabeza y cola juntas). Para el ejemplo de
la imagen anterior, el porcentaje de DNA en la cola es 10.920 / 29.793 = 0,37;

es decir el 37% de todo el DNA de la célula se encuentra en la cola.

Para ilustrar lo importante que es eliminar los errores metodoldgicos,
como por ejemplo el ruido de fondo, se calcula el %DNA en la cola sin corregir
la intensidad del cometa con el ruido de fondo, esto es 17.371 / 41.274 = 0,42;

es decir, el 42% del DNA de todo el cometa esta en la cola.

* Momento de la cola de Olive (OTM)

El OTM se calcula como el producto de dos factores: el %DNA en la cola y

la distancia entre el centro de masa de la cabeza y de la cola (Figura 10). Los
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centros de masa no son mas que el punto que deja la mitad de la intensidad a la
derecha y la otra mitad a la izquierda de cada una de las partes (de la cabeza y
de la cola). La posicion de estos puntos también puede ser determinada
utilizando la Tabla IV. EI OTM es un parametro absoluto, utilizandose el

micrometro como unidad de medida.

Tabla IV: Sustraccion de la sefnal del ruido de fondo para cada columna de pixeles del cometa de la

imagen modelo.

ROI Numero Intensidad Intensidad Media de Intensidad Intensidad Intensidad
de registrada delruido la general del cometa del cometa
columnas delcometa defondo intensidad delruido  corregida acumulada
de pixeles (sumade registrada delruido defondo (sumade

11 pixeles) (sumade 4 defondo (por 11 11 pixeles)
pixeles (por pixel) pixeles)

Cabeza 1 1010 169 42 465 545 545
2 1801 174 44 479 1323 1868
3 2165 164 41 451 1714 3582
4 2215 164 41 451 1764 5346
5 2593 164 41 451 2142 7488
6 2646 164 41 451 2195 9683
7 2604 164 41 451 2153 11836
8 2443 169 42 465 1978 13814
9 2336 164 41 451 1885 15699
10 2213 169 42 465 1748 17447
11 1877 164 41 451 1426 18873

Cola 12 1476 169 42 465 1011 1011
13 1439 169 42 465 974 1985
14 1471 164 41 451 1020 3005
15 1379 169 42 465 914 3920
16 1440 164 41 451 989 4909
17 1349 164 41 451 898 5807
18 1349 179 45 492 857 6663
19 1310 164 41 451 859 7522
20 1149 179 45 492 657 8179
21 1210 164 41 451 759 8938
22 1150 169 42 465 685 9623
23 1062 164 41 451 611 10234
24 929 164 41 451 478 10712
25 658 164 41 451 207 10919
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background

Figura 10: Posicion de los centros de masa de la cabeza y de la cola mostrando la distancia

entre ellos. Medida que se utiliza para calcular el OTM (Ex: Vilhar, 2004).

4.5.2.3 Anadlisis, interpretacion y presentacion de los resultados de los ensayos

n vitro

La unidad experimental de exposicion para los experimentos /11 vitro es el
cultivo, y todos los analisis estadisticos deben estar basados en la respuesta
individual de cada uno de ellos. Para cada grupo de dosis se debe calcular la
migracion media del DNA junto con su error, asi como también para cada
cultivo dentro de un grupo de dosis. Normalmente, deben incluirse las medidas
de citotoxicidad para todos los cultivos y grupos de dosis, incluyendo los
controles negativos y positivos. Segun las recomendaciones del panel de
expertos (IWGTP, International Workshop on Genotoxicity Test Procedures)
expuesto por Singh et al. (2000), los resultados de cada experimento deben ser

verificados, al menos una vez, en un experimento independiente.

Existen numerosos criterios para la determinacion de resultados positivos
en el ensayo del cometa /n vitro, 1os que incluyen incrementos de la respuesta
en términos de migracion del DNA, dependientes de la concentracion, y un
incremento significativo en uno o mas grupos de dosis. Deben usarse meétodos
estadisticos como ayuda en la evaluacion de los resultados, pero no debieran
ser el unico factor que determine que un resultado es positivo. Aunque el panel

de expertos no ha llegado a un consenso sobre qué metodo estadistico es el
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mas apropiado, hay coincidencia en que el analisis debe estar basado en la

respuesta individual de cada cultivo.

Los tests estadisticos utilizados deben ser de una cola si solo esta siendo
evaluado un incremento o una disminucion de la migracion de DNA; y debe ser
de dos colas si pueden ocurrir ambas, un incremento o una disminucion de la

migracion del DNA.

En los casos donde se obtienen resultados positivos, es importante que el
investigador evalue la posibilidad de que el incremento en la migracion no esté
asociado a la genotoxicidad. Puede ser de mucha utilidad contar con
informacion adicional, como la medida de la toxicidad asociada con cada grupo
de dosis positiva, la naturaleza de la curva dosis-respuesta, la distribucion
intercelular de la respuesta del cometa en cada dosis y la presencia de DBS en la

poblacion de células tratadas.

Aunque en un experimento se obtengan claros resultados positivos o
negativos, estos resultados deben ser confirmados en repeticiones
independientes. La reproducibilidad de los resultados de los experimentos
independientes se considera como una evidencia fuerte de los mismos, ya sean
negativos o positivos. Sin embargo, los resultados pueden ser cuestionables

cuando son poco reproducibles.

En la interpretacion de los resultados, los valores repetidamente positivos
indican que el agente evaluado induce dano en el DNA; por el contrario, si los
resultados obtenidos son repetidamente negativos, el agente bajo las

condiciones experimentales, no induce dano en el DNA.

Un buen informe sobre los resultados obtenidos en un experimento del
cometa debe incluir la informacidon que se menciona a continuacion, pero no

necesariamente limitarse a la misma:

* Agente evaluado: identificacion y numero CAS si es conocido; naturaleza
fisica y pureza; propiedades fisicoquimicas relevantes que permitieron
tomar decisiones al respecto del estudio y su estabilidad.

* Disolvente o vehiculo: justificacion de su eleccion; solubilidad y

estabilidad del agente evaluado en el solvente utilizado.
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e Celulas: tipo y fuente de las células y, cuando corresponda, numero de
pasajes celulares; método de mantenimiento del cultivo celular; ausencia
de micoplasma; género de(los) donante(s) de las células, si procede.

» Condiciones de la evaluacion: criterios de seleccion; numero de cultivos
por grupo de dosis; datos de citotoxicidad; limites de solubilidad;
volumen de disolvente; temperatura y duracion de la incubacion;
duracion del tratamiento; densidad celular durante el tratamiento; tipo y
composicion del sistema de activacion metabdlica, incluyendo criterios de
aceptacion; controles positivos y negativos; metodo de preparacion de
los portaobjetos, incluyendo la concentracion de agarosa; condiciones de
lisis; condiciones del tratamiento alcalino incluyendo pH y tiempo de
duracion; condiciones de electroforesis incluyendo pH, V/cm, mA y
tiempo de duracion; tincion utilizada y procedimiento; criterios de
contabilizacion de los cometas; numero de cometas analizados por
muestra, por cultivo y por grupo de dosis; metodologia empleada para la
medicion de la toxicidad; criterios para considerar el estudio positivo,
negativo o inconcluyente.

* Discusion de los resultados.

e Conclusion final.

4.5.2.4 Anadlisis, interpretacion y presentacion de los resultados de los ensayos /n

vivo

La obtencion de resultados en el ensayo del cometa /nn vivo debe estar
basada en el conteo de 100 células por animal, o sea, 50 células por cada
replica. Ademas, los portaobjetos deben estar codificados independientemente,

sin el conocimiento previo de estos codigos por parte del investigador.

Para los experimentos /r7 vivo, la unidad experimental es el individuo. Por
lo tanto, todos los analisis estadisticos deben estar basados en los datos
obtenidos de la respuesta individual; la migracion media del DNA con su
respectivo indicador de error, debe ser calculada para cada grupo de dosis, asi
como también para cada animal. También se deben presentar las medidas de

toxicidad para cada animal por cada grupo de dosis, incluyendo el disolvente y
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el control positivo. Los experimentos que no arrojen resultados claramente
positivos o negativos, deben ser verificados de manera independiente y debe
ser tenida en cuenta cualquier modificacion de parametros (e.g., escala del

rango de concentraciones) en la repeticion del experimento.

Los criterios para la determinacion de resultados positivos y los métodos
estadisticos a utilizar en la evaluacion de los resultados obtenidos, son
basicamente los mismos que en los estudios /nn vitro. Aunque el panel de
expertos no ha llegado a un consenso, se considera que el analisis debe estar

basado en la respuesta individual de cada espécimen.

Los tests estadisticos deben ser de una cola si solo se evalua un
incremento o una disminucion de la migracion de DNA; o de dos colas si

pueden ocurrir ambas cosas.

En los casos donde se obtienen resultados positivos es muy importante
que el investigador evalue la posibilidad de que el incremento en la migracion
no esté asociado a la genotoxicidad. Puede ser de gran utilidad contar con
informacion adicional como la medida de la toxicidad para cada grupo de dosis
positiva, la naturaleza de la curva dosis-respuesta, la distribucion intercelular de
la respuesta del cometa en cada dosis y la presencia de DBS en la poblacion de

células tratadas.

En cuanto a la interpretacion, los resultados positivos obtenidos en el
ensayo del cometa /nn vivo indican que el agente evaluado induce dano en el
DNA en el tejido blanco; por el contrario, si los resultados son negativos, el
agente no induce dano en el DNA en el tejido blanco evaluado bajo las

condiciones experimentales utilizadas.

Finalmente, un buen informe debe contener, ademas de los datos ya

mencionados para los estudios /r7 vitro, los siguientes:

* Animal de evaluacion: especie/cepa; numero; edad y género del animal;
fuente y condiciones de mantenimiento; dieta; peso individual al inicio
del experimento, incluyendo el rango, media y desviacion estandar para

cada grupo.
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Condiciones del experimento: detalles acerca da la administracion del
agente evaluado; anadlisis razonado de la ruta de la administracion;
métodos para verificar que el agente ha alcanzado la circulacion general
o el tejido blanco, si procede; conversion de la concentracion del agente
evaluado de partes por millon (ppm) a dosis expresadas en mg/Kg de
peso por dia; detalles sobre la calidad de la alimentacion y agua;
descripcion de los tratamientos y de los momentos de muestreo;
metodologia de evaluacion de la toxicidad; metodologia detallada de la
obtencion de celulas aisladas; meétodo de preparacion de los
portaobjetos, incluyendo las concentraciones de agarosa; condiciones de
lisis; condiciones del tratamiento alcalino, incluyendo pH y duracion;
condiciones de electroforesis, incluyendo los datos de V/cm, mA, pH;
proceso de tincion; criterios de visualizacion y recuento de los cometas;
numero de cometas analizados por portaobjeto, por tejido, por animal,
por grupo de dosis; criterios utilizados para concluir si los resultados son
positivos, negativos o inconcluyentes.

Resultados: valores de migracion del DNA por tejido individual, por
animal y por grupo de dosis; relacion dosis-respuesta, si se dispone; datos
de los controles positivos y negativos concurrentes; datos historicos de
controles negativos (disolvente/vehiculo) y positivos.

Discusion de los resultados.

Conclusiones finales.

5. Ventajas e inconvenientes del ensayo

Una técnica de evaluacion del dano del DNA debe ser sensible y

cuantitativa, ha de proporcionar datos a nivel individual y debe ser aplicable a

poblaciones celulares diversas.

El ensayo del cometa ha demostrado ser una técnica muy sensible a la

hora de evaluar danno en el DNA en una amplia variedad de células, danadas
por distintos agentes tanto fisicos como quimicos. Permite establecer relaciones
dosis-respuesta a bajas dosis (Ze, niveles bajos de dano), y respecto a otras

técnicas genotoxicologicas tales como las de aberraciones cromosomicas (CA),
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intercambios entre cromatidas hermanas (SCE), elucion alcalina (AE) y
micronucleos (MN), el ensayo del cometa ha demostrado una gran sensibilidad,

detectando entre 50 y 15.000 roturas por célula (Piperakis, 2009).

El ensayo es capaz de detectar dano genético y su reparacion en
moléculas de DNA altamente compactadas con eficacia y exactitud, en
comparacion con otras técnicas como la HPLC, la elucion alcalina y la
sedimentacion de nucleoides, entre otras. En éstas, el dano que se detecta esta
estrechamente ligado al proceso de obtencion del DNA, por lo que los danos
basales obtenidos con dichas técnicas no se consideran completamente fiables
(Green et al, 1996, Collins, 2004; Gedik et al, 2005).

El hecho de que el ensayo del cometa tenga la capacidad de detectar
dano en ceélulas individualizadas y que se pueda medir en un gran numero de
ellas (cientos e incluso miles) de diferentes tejidos, constituye una de las
principales ventajas del ensayo (Lovell y Omori, 2008). De esta manera, los datos
que son obtenidos a nivel individual pueden aportar informacion sobre la
heterogeneidad de una muestra (Strauss et al, 1994). Asi, el ensayo del cometa
permite detectar diferencias intercelulares, tanto de la respuesta al dano como
de su reparacion. Ademas, se requiere un bajo numero de células para realizar

un ensayo.

Potencialmente cualquier tipo celular, tanto procariota (Singh et al,
1999) como eucariota puede ser utilizado; solo se requiere que las celulas estén
en suspension y aisladas. Existen técnicas para la obtencion de células
individualizadas a partir de tejidos compactos (Spanswick et al, 1999), pudiendo
realizarse el ensayo con células recién obtenidas (frescas)] o con células

criopreservadas por un largo periodo de tiempo.

Es posible evaluar el dano en células no proliferativas, 1o que representa
una gran ventaja sobre otras técnicas citogeneéticas. Ademas, en términos de
biomonitorizacion humana, se puede aplicar el ensayo a células que son el
primer sitio de contacto con sustancias mutagénicas/carcinogenicas (e.g.,

mucosa oral y nasal).
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El ensayo posee una gran flexibilidad. Tal como ya se ha comentado, es
capaz de detectar una amplia variedad de lesiones en el DNA (SSB, DSB, ALS,
roturas transitorias de reparacion, enlaces cruzados y aductos) y es posible

disponer de datos finales el mismo dia de la obtencion de la muestra.

Entre las desventajas, el tema de la sensibilidad es algo paraddjico ya que
esta ligado a su gran variabilidad. Pequenas variaciones en las condiciones del
ensayo pueden verse reflejadas en los resultados; es por esta razon, que la
validacion del ensayo del cometa a nivel interlaboratorio ha sido una tarea

ardua desde los inicios de su aplicacion.

Dentro de las variables que mas afectan a la técnica se encuentran: la
concentracion de la agarosa y de las disoluciones, el pH, la duracion de cada
etapa (principalmente de la desnaturalizacion y de la electroforesis)
(Forchhammer et al, 2008), el uso de enzimas, proceso de obtencion de

resultados, el observador, etc.

Un factor limitante del ensayo es que no detecta efectos aneugeénicos, los
cuales pueden ser eventos claves en el desarrollo de un proceso de
carcinogénesis (COM, 2000).

Otra desventaja de la técnica es la introduccion de sesgos; por ejemplo, el
que se cuente con una cantidad determinada de células en un area de la
muestra aumenta la probabilidad de sesgo y, por lo tanto, la variabilidad entre
los observadores. McArt et al. (2009a) han investigado una opcion de analisis
para minimizar los sesgos de seleccion en el recuento y, al mismo tiempo, ofrece
una mayor reproducibilidad entre wusuarios, incorporando el método
denominado muestreo sistematico aleatorio (SRS), que consiste en dar a todos
los cometas de una preparacion la misma probabilidad de ser contabilizados
(McArt et al, 2009b).

Otra de las limitaciones del ensayo es que no existe un acuerdo
generalizado en cuanto al tratamiento estadistico de los datos, aunque
numerosos autores han hecho contribuciones relevantes a este respecto
(Ejchart y Sadlej-Sosnowska, 2003; Wiklund y Agurell, 2003; Lovell y Omori,
2008).
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Un determinante importante, respecto de la sensibilidad, es la eleccion de
la(s) linea(s) celular(es) adecuada(s) cuando se trabaja /n vitro, ya que no todas
responden de la misma manera a los diferentes agentes que se quiere evaluar.
Por ejemplo, Moneef et al. (2003), detectaron diferencias en la radiosensibilidad
y la radioresistencia de 6 lineas celulares, todas provenientes de tumor de vejiga.

Una de las desventajas mas relevantes del ensayo radica en el
desconocimiento de los principales mecanismos de formacion del cometa y en
saber hasta que punto la naturaleza del cometa refleja el dano genético
ocurrido.

A pesar de esta serie de desventajas, la técnica del cometa ha sido
ampliamente valorada y adoptada a nivel mundial, aplicandose a numerosas
areas, desde la genética toxicologica a la epidemiologia molecular en humanos
(Dhawan et al, 2009).

6. Aplicaciones

Como ya se ha mencionado, dentro de las ventajas que el ensayo del
cometa posee, destaca su aplicacion a una amplia gama de tipos celulares. Esta
ventaja ha conducido a que este ensayo sea ampliamente utilizado en el area
de la toxicologia ambiental, empleandose distintos modelos bioldégicos como se
esquematiza en la Figura 11, pudiéndose evaluar, tanto /7 vivo como in vitro, el

dano basal e inducido, como la cinética de reparacion del mismo.

El ANEXO Il resume, en forma tabulada, las aplicaciones del ensayo del
cometa utilizando desde bacterias hasta humanos, para realizar estudios que
van desde la toxicologia ambiental hasta la epidemiologia molecular, siendo en
la biomonitorizacion de poblaciones humanas donde el ensayo del cometa ha

sido mayormente aplicado en los ultimos anos.
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Figura 11: Diagrama esquematico de la aplicacion del ensayo del cometa para la evaluacion del dafio en

el DNA en distintos modelos, desde bacterias a humanos (Ex: Dhawan et al, 2009).

6.1 Estudios de genotoxicidad

El ensayo del cometa ha logrado posicionarse en una situacion
privilegiada dentro de las baterias de ensayos utilizadas para evaluar la
seguridad de nuevos productos farmaceéuticos u otros agentes (Hartmann et al,
2003). Se han realizado numerosos estudios en este ambito utilizando células
tanto vegetales como animales, ya que en principio, se pueden utilizar celulas
de cualquier tejido u organismo. En animales, los mas utilizados son: sangre,
medula oOsea, tejido cerebral, mucosa gastrointestinal, higado, pulmon, rinon,
mucosa nasal, piel, bazo, gonadas y gametos. En plantas, se utilizan
principalmente las ceélulas de hojas, tallos y raices, asi como las de los
meristemos apicales y radiculares. El unico requisito es obtener una cantidad
suficiente de células para aplicar el ensayo, sin la introduccion de dano adicional
producido por la accion quimica y/o mecanica de la disgregacion celular. Para
la disgregacion quimica, la colagenasa y la tripsina son los compuestos mas
recomendados (Pool-Zobel et al, 1992). Para la disgregacion mecanica del

tejido se suele usar un tampon frio de NaCl y EDTA para obtener una
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suspension de nucleos (Sasaki et al, 1997). Dependiendo de las condiciones
intrinsecas del drgano o tejido, es posible mejorar el aislamiento de las células
mediante la utilizacion de agentes especificos como la Atterbutil-o-fenilnitrona
(Singh et al, 1995). Algunos grupos utilizan la misma metodologia para la
obtencion de células individualizadas pero al parecer, las condiciones optimas
son diferentes para cada tejido. Las lineas celulares animales usadas son
principalmente de roedores, siendo las mas utilizadas las siguientes: CHO, HIT-

T15,V-79, L5178, SCCVIl y cultivos primarios de hepatocitos.

El primer estudio de genotoxicidad que utilizo el ensayo del cometa
evaluo el potencial mutagénico de agentes generados por el tratamiento de
permanganato de potasio con soluciones acidas (DeMeo et al, 1991). Desde
este primer estudio hasta hoy, se han evaluado numerosos compuestos tales
como: metales pesados, pesticidas, nitrosaminas, farmacos antineoplasicos,

hidrocarburos aromaticos policiclicos, peroxidos, etc.

La mayoria de estudios /r7 vivo para evaluar genotoxicidad utilizando el
ensayo del cometa se han llevado a cabo en ratones. Los resultados obtenidos
son particularmente llamativos ya que aportan informacion acerca de la
distribucion del dano en los tejidos. Hay que senalar que la actuacion de los
agentes genotoxicos no siempre produce resultados positivos, dependiendo del

sistema del ensayo (Pool-Zobel et al, 1992).

6.2 Aplicaciones clinicas

Las aplicaciones clinicas del ensayo del cometa fueron ya propuestas por
Ostling et al. (1987), quienes utilizaron la version neutra para evaluar niveles del
dano en el DNA en células tumorales de pacientes que estaban recibiendo
radioterapia. Olive et al. (1993) utilizaron la version a pH 12,3 para determinar el
numero de celulas hipoxicas en cancer de mama, basandose en la insensibilidad
relativa a la radiacion X en un rango de dosis de 5 a 10 Gy. Las diferencias
encontradas en la respuesta a la radiacion de los tumores del mismo tipo,
tamano y grado se atribuyen principalmente a la heterogeneidad y, en

particular, a diferencias intrinsecas de radiosensibilidad, cinética de crecimiento
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del tumor y a la presencia de subpoblaciones resistentes, tales como las celulas
hipoxicas. A este respecto, el ensayo del cometa puede proporcionar
informacion sobre un amplio numero de propiedades de las células tumorales
que se sabe que influyen en tales respuestas como la inherente sensibilidad a un
tratamiento en particular, la proporcion de células en crecimiento y la presencia
O carencia de oxigeno (Fairbairn et al, 1995, MclLaren et al, 1997; Olive et al,
1997; Olive, 1999, 2009).

Kleiman y Spector (1993) utilizaron la version alcalina del ensayo para
determinar el dano en el DNA en células epiteliales del cristalino de pacientes
que padecian de cataratas y de controles sanos. Ademas, se han llevado a cabo
otros estudios en células epiteliales de vejiga obtenidas a partir de orina de

pacientes con cancer de vejiga (McKelvey-Martin et al, 1992).

Este ensayo ha sido propuesto para la prediccion de la respuesta de las
células sometidas a quimioterapia. Tice et al (1992) evaluaron los niveles de
dano en el DNA en linfocitos criopreservados obtenidos de 11 pacientes con
cancer de mama tratados con altas dosis de ciclofosfamida y cisplatino y que,
después del tratamiento, se sometieron a un trasplante autdlogo de medula
osea. La quimioterapia incremento significativamente el dano en las células de
todas las pacientes aunque con una amplia variabilidad. Vaghef et al (1997)
también observaron un incremento variable del dafio en el DNA después de la
quimioterapia con ciclofosfamida, 5-fluorouracilo y epirubicina en pacientes con

el mismo tipo de cancer.

Actualmente el ensayo del cometa cumple un papel muy importante en
los estudios sobre los mecanismos de accion de nuevos farmacos, asi como en el
analisis de las interacciones entre los agentes antineoplasicos que actuan a nivel
del DNA. Al respecto, Kasamatsu et al (1996a, b) concluyeron que los
mecanismos involucrados en la induccion de dano en el DNA pueden variar
dependiendo del agente empleado. Algunos no requieren activacion
metabdlica (agentes directos), otros si, y otros inducen el dano afectando las

funciones celulares.

Otro hallazgo interesante fue que el dano basal en los linfocitos de

pacientes con diferentes clases de cancer y sin ningun tipo de tratamiento fue
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mayor que el dano detectado en linfocitos de personas sin cancer. Esto refleja
que las enfermedades cancerosas estan asociadas a una mayor inestabilidad
genética (Rao et al, 1997; Vaghef et al, 1997, Baltaci et al, 2002; Palyvoda et
al, 2003; Sanchez et al, 2005).

En el Reino Unido, donde los dos principales tratamientos para el cancer
invasivo de vejiga son la radioterapia y la cistectomia, se observa que
aproximadamente el 50% de los pacientes no responden positivamente a la
radioterapia. En un estudio llevado a cabo por Moneef et al. (2003), se propone
que el ensayo del cometa podria predecir si el tumor sera sensible, posibilitando
el control de crecimiento del tumor en aquellos pacientes donde la radioterapia
si es efectiva. El estudio se llevo a cabo en 6 lineas celulares de cancer de vejiga
con diferente radiosensibilidad. Mediante la utilizacion del ensayo del cometa
en su version alcalina se comparo la supervivencia celular con la manifestacion
de dano en el DNA inducido por la radiacion, encontrandose una fuerte
relacion entre la magnitud de dano y la muerte celular, con una mayor
respuesta en las celulas radiosensibles. Para 5 de las 6 lineas celulares evaluadas
en este estudio, la reparacion tambien presento una fuerte correlacion con el
porcentaje de células sobrevivientes a 2 Gy. Asi, Moneef et al (2003
concluyeron, en concordancia con otros estudios (McKeown et a/, 2003), que el
ensayo del cometa en su version alcalina puede predecir la radiosensibilidad de
las células de cancer de vejiga obtenidas mediante biopsias, proponiendo el

ensayo como una buena herramienta de aplicacion clinica.

Hoy en dia existen varios estudios que han utilizado el ensayo del cometa
para investigar el dano en el DNA vy las caracteristicas de reparacion en un
amplio rango de células tumorales (tanto de lineas celulares como de material
de biopsias), en respuesta a una variedad de agentes que inducen dano en el
DNA (Tabla V).

Muchos de estos estudios muestran resultados que proporcionan una
valiosa informacion acerca de la naturaleza de un cancer en particular, la cual
puede ser utilizada por los especialistas para escoger el tratamiento mas
adecuado para cada uno de los pacientes, teniendo en cuenta la susceptibilidad

individual (McKenna et al, 2008). Ademas, el hecho de que los resultados del
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ensayo puedan ser obtenidos en el mismo dia de su aplicacion, lo convierte en

un metodo util para la valoracion del dafno genético en pacientes asociado a un

regimen de tratamiento, que puede ser modificado convenientemente (Tice,

1995).

Tabla V: Estudios que han utilizado el ensayo del cometa en células extraidas de biopsias de

tumores en humanos. Todos los estudios citados utilizaron la version alcalina, a menos que se

indique otra version.

Tipo de
tumor

Células examinadas

Resultados

Referencia

Esofagico

Colorectal

Colon

Mama

Mama

Pulmon

Prostata

Cervical

Cabezay
cuello

Biopsia de la mucosa de
esofago de Barrett y

adenocarcinoma esofagico.

Biopsia de
adenocarcinoma
colorectal.

Células epiteliales aisladas
de biopsia de colon.

Células tumorales
obtenidas mediante
aspiracion con aguja fina.
Células tumorales
obtenidas mediante
aspiracion con aguja fina,
inmediatamente despues
de la radioterapia.
Células linfoides de
pacientes con cancer de
pulmon.

Células epiteliales y
estromaticas aisladas de
biopsia de
adenocarcinoma de
prostata.

Fibroblastos derivados de
biopsia vaginal de
pacientes, previa a la
radioterapia.

Biopsia de células
epiteliales de carcinoma de
células escamosas de la

Incremento significativo del
dano en el DNA en el grupo
con cancer comparado con el
grupo control.

Incremento significativo del
dano en el DNA en el grupo
con cancer comparado con el
grupo control.

El ensayo del cometa con BrdU
detecta defectos en Ia
replicaciéon en tumores y en
células del colon pre-malignas.
Daro en el DNA relacionado
con el metabolismo de la
ifosfamida y la doxorubicina.
Se detectan células tumorales
hipoxicas después del dano
inducido por la radiacion.

Incremento significativo del
dano en los pacientes en
comparaciéon con el grupo
control.

Incremento de la apoptosis
celular después del tratamiento
con hormona analoga a
gonadotropina.

El ensayo neutro del cometa
mostré un rango de
radioasensibilidad relacionado
con el ensayo clonogénico SF2.

Mutagenos ambientales
causan incremento del dano
enelDNAyenla

Olliver et al, 2005

Baltaci et al, 2002

McGlynn et al,
2003

Johnstone et al,
2000

Olive et al, 1993
Olive et al, 1996

Zhang et al, 2002

Sanchez er al,
2004; Castellon et
al, 2006

Eastham et al,
1999

Kleinsasser et al.,
2000
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laringe y orofaringe. genotoxicidad en el grupo de
pacientes con cancer
comparado con el grupo

control.
Cabezay Aspiracion con aguja fina Variacidon entre tumores en la Le et al, 2003
cuello realizada 1, 2 6 3 minutos radiosensibilidad detectada

después de radioterapia en  debido a hipoxia.

la zona local del ganglio

linfatico mayor.
Cabezay Aspiracion con aguja fina Dano y reparacion del DNA Terris et al, 2002
cuello de ganglios linfaticos medidos adecuadamente

conteniendo metastasis de  después de la irradiacion.

carcinoma de células

€scamosas.
Varios Aspiracion con aguja fina Células tumorales hipoxicas MclLaren et al,
tumores de tumores metastasicos detectadas después de la 1997; Olive et al,
metastasicos accesibles. induccion de dano por 2001

irradiacion.
Varios Aspiracion con aguija fina Células tumorales hipoxicas Aquino-Parsons et
tumores de tumores metastasicos detectadas después de la al, 1999

metastasicos accesibles inmediatamente  induccion de dano por
después de la radioterapia.  irradiacion.

6.3 Estudios de reparacion del DNA

Sorprendentemente, se sabe relativamente poco acerca de la variacion
en la capacidad de reparacion del DNA entre individuos, a pesar de que,
probablemente, sea uno de los factores mas importantes en cuanto a la
susceptibilidad individual al cancer. La reparacion del DNA es la segunda linea
de defensa contra la accion de los agentes genotoxicos y la mayoria del dano es
eliminado antes de que la célula empiece la replicacion, que es cuando los
danos producidos pueden ser fijados como mutaciones. Es evidente que la
capacidad de reparacion puede influir en el riesgo de cancer y, de hecho,
algunas enfermedades raras con defectos en los genes que codifican proteinas
de reparacion (e.g., xeroderma pigmetosurm) se caracterizan por un incremento
extremadamente elevado en la incidencia el desarrollo de cancer. Sin embargo,
es conocido que la amplia variacion en la reparacion del DNA en la poblacion
en general resulta de la modulacion intrinseca o ambiental de la expresion de
los genes o de la actividad enzimatica. Se han explorado dos aproximaciones

utilizando en ambas el ensayo del cometa. La primera (Collins y Horvathova,
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2001) consiste en la incubacion de celulas danadas /n vitro a diferentes
intervalos y someterlas al ensayo del cometa para estimar la cantidad de dano
remanente. Asi, por ejemplo, los linfocitos pueden ser tratados con peroxido de
hidrogeno o radiacion ionizante y enseguida permitir que reparen; o bien
permitir la eliminacion de las lesiones en las bases mediante incubacion con

endonucleasas apropiadas.

El proceso de reparacion de las roturas del DNA es bastante conocido en
muchos tipos de celulas, se trata de un proceso rapido de pocos minutos de
duracion (Frankenber-Schwager, 1989), pudiéndose evaluar su cinética con el
ensayo del cometa; sin embargo, los linfocitos asilados aparentemente reparan
el dano producido por H;O; lentamente, y es probable que se deba a la
induccion de dano adicional por la repentina exposicion al oxigeno atmosférico

durante la incubacion de reparacion (Torbergsen y Collins, 2000).

El proceso de reparacion por escision de bases mediante enzimas
especificas, como por ejemplo FPG o Endolll, que reconocen las purinas y
pirimidinas oxidadas, respectivamente, es un proceso lento que requiere de
unas cuantas horas (Collins y Horvathova, 2001). La reparacion de los dimeros
de pirimidina inducidos por la radiacion UV llevada a cabo mediante la
reparacion por escision de nucleotidos (NER) puede ser detectada con la

endonucleasa T4 V, y también es un proceso lento (Collins et al, 1997b).

Una alternativa para el seqguimiento de la reparacion celular es un ensayo
/n vitro que mida la capacidad de reparacion de un extracto celular (Collins et
al, 2001b); es decir, se prepara un extracto celular a partir de linfocitos, por
ejemplo, y se evalua su capacidad de reparacion mediante la incubacion con
substratos celulares danados y embebidos en agarosa, para la aplicacion
posterior del ensayo del cometa (nucleos de ceélulas con un nivel de dano
conocido). Este método fue desarrollado por primera vez para la evaluacion de
la eficiencia de reparacion de bases oxidadas en substratos tratados con un
agente oxidante (Ro 19-8022) que, junto con luz visible, induce principalmente
8-hidroxiguanina (8-OHG).
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A partir de estos experimentos, han surgido numerosas investigaciones
cuyo objetivo es evaluar la capacidad de reparacion de una amplia gama de

tipos celulares, tanto /r7 vitro como ex vivo.

Hasta el desarrollo del ensayo del cometa, no habia sido posible medir la
velocidad de la reparacion entre unas células y otras. Esto significa que cuando
se habia reparado el 50% del dano, se podia interpretar que en este momento
el 100% de las células han reparado el 50% de su dano, o bien, un 50% de las
células habian reparado la totalidad del dano y el otro 50% no habian sido
capaces de hacerlo. Con la ayuda del ensayo del cometa se pudo dilucidar que
la tasa inicial de reparacion del dano inducido por la radiacion ionizante fue
similar en todas las células de una poblacion (Olive et al, 1994), aunque la
reparacion en un subgrupo de células en la fase G1 aparentara actuar mas
rapidamente sobre las SSB (Olive y Banath, 1993). Tice y Strauss (1995), asi
como otros autores (Olive et al, 1990a y 1991; Singh et al, 1994) consideran
que las SSB y las DSB son generalmente reparadas en células normales y que el
50% de ellas lo hacen durante los primeros 15 minutos. La completa reparacion

ocurre en un intervalo de dos horas.

Como ya se ha comentado, aquellas lesiones que no implican una rotura
directa en el DNA también pueden ser evaluadas mediante el ensayo del
cometa como, por ejemplo, los dimeros de pirimidinas producidos por la
radiacion UV. En este punto, cabe recordar que las personas que padecen de
xeroderma pigmentosurm son incapaces de reparar adecuadamente este dano.
El ensayo del cometa ha sido propuesto como una herramienta de diagnostico
para esta enfermedad y para otros sindromes caracterizados por deficiencias en

la reparacion por escision (Gedik et al, 1992).

El ensayo del cometa con la modificacion enzimatica, es capaz de medir
la reparacion de una variedad de lesiones en el DNA, tantas como enzimas

especificas de reparacion existan.

También se han realizado estudios para evaluar la capacidad de
reparacion del dano inducido por los rayos X y UV, segun la edad. La reparacion

es mas lenta en linfocitos de individuos viejos en comparacion con jovenes
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(Singh et al, 2001; Hazane et al, 2006), al igual que en las células senescentes
(Yu et al, 20006).

6.4 Estudios de biomonitorizacion ambiental

Este tipo de estudios generalmente se plantean con dos propositos:
evaluar el riesgo de animales y plantas que habitan un ambiente expuesto a
contaminantes, o evaluar el riesgo de la exposicion de la poblacion humana a
contaminantes presentes en cultivos alimentarios, en el agua o en el ambiente

que los circunda.

Nuevamente, por su gran simplicidad y sensibilidad, el ensayo del cometa
ha revolucionado el area de la genotoxicologia ambiental mediante la
evaluacion del dano, de su reparacion y de la muerte celular, en diferentes
especies centinela, sin necesidad de conocer previamente el cariotipo de las
mismas (Dixon et al, 2002). Alternativamente, se pueden evaluar plantas y/o
animales que han crecido de forma natural en ambientes contaminados o en
laboratorio, y que han sido expuestos a agentes potencialmente genotoxicos

durante periodos de distinta duracion.

La mayoria de los estudios de evaluacion ambiental realizados utilizando
el ensayo del cometa han empleado la version estandar, siendo muy pocos los

que han incorporado la incubacion enzimatica (Azqueta et al, 2009).

Nascimbeni et al (1991), realizaron un estudio piloto para evaluar el dano
en diferentes tejidos del raton dorado (Ochrotomys nuttall) para la evaluacion
de suelos en el Norte de Carolina, donde los niveles de dano medidos
evaluando la longitud media de migracion se mostraron incrementados en
todos los tejidos de los ratones habitantes de sitios con residuos peligrosos, pero
el incremento fue solo significativo en las ceélulas de tejido cerebral. Otras
evaluaciones de suelo utilizando el ensayo del cometa se han llevado a cabo en
gusanos de tierra como indicadores de contaminacion del mismo (Salagovic et
al, 1996).

Fairbairn et al (1994) evaluaron la calidad de agua colectada de varios

cursos de agua industrial en el Valle de Utah, exponiendo células Raji (células
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promielociticas humanas) encontrando algunos agentes capaces de inducir SSB

y ALS detectados con el ensayo del cometa.

También se han utilizado peces siluricos y carpas para evaluar
contaminacion en lagos mediante la utilizacion de la version alcalina del ensayo
(Ralph y Petras, 1997), asi como otras especies de invertebrados y peces de

agua dulce (Nacci et al, 1996).

En la tabla del ANEXO Il se resumen, entre otros, la mayoria de los
estudios de biomonitorizacion ambiental llevados a cabo, donde se aprecia la
amplia gama de organismos utilizados para la evaluacion de varios tipos de

ambientes (Dhawan et al, 2009).

6.5 Estudios de biomonitorizacion de poblaciones humanas

La determinacion de sustancias quimicas en fluidos corporales humanos
fue realizada por primera vez en el area de la medicina con el objeto de
asegurar una proteccion saludable a los trabajadores expuestos laboralmente
al plomo (Kehoe et al, 1933) o al benzeno (Yant et al, 1936). Es en esta década
cuando nacen los primeros estudios de biomonitorizacion humana (HBM); sin
embargo, no es hasta la década de 1960 cuando se extiende el desarrollo y
aplicacion de teécnicas analiticas para la medicion de concentraciones muy
bajas de sustancias quimicas en sangre y orina, derivadas de la exposicion

ambiental.

Zielhuis (1984), propuso una primera definicion de la HBM: “es una
actividad sistematica continua o repetitiva de recoleccion de muestras
biologicas para el analisis de la concentracion de contaminantes, de
metabolitos o de parametros de efectos biologicos especificos, con el objetivo
de evaluar la exposicion y el riesgo para la salud de las personas expuestas, en
comparacion con los datos obtenidos para niveles de referencia y que
permitan, si es necesario, tomar medidas de correccion”. Hoy en dia la
biomonitorizacion tiene objetivos mas especificos, incluyendo la monitorizacion
de dosis, de efectos bioquimicos y de efectos biologicos (Angerer y Gundel,

1996, Kommission HBM, 1996). La monitorizacion de exposicion es la

52



Introduccion

determinacion de sustancias peligrosas o sus metabolitos en fluidos corporales;
la monitorizacion de efecto bioquimico consiste en la cuantificacion de los
productos de la interaccion de los agentes reactivos con moléculas bioldgicas
tales como DNA o proteinas; y la monitorizacion de efectos bioldgicos se

relaciona con la determinacion de efectos bioldgicos adversos tempranos.

No resulta sencillo el planteamiento de un estudio de HBM, por lo cual
varias entidades han evaluado recientemente las caracteristicas de este tipo de
estudios (International Life Sciences |Institute and the Deutsche
Forschungsgemeinschaft, (DFG, 2002); Health Environmental Science Institute,
(HESI, 2004); National Academy of Sciences of the USA, (NRC, 2006)) y han
llegando a consensos, sobre todo en cuanto a los requerimientos de un estudio

de HBM, que son los siguientes:

a) Material bioldgico disponible, de facil acceso, en cantidades suficientes bajo
condiciones rutinarias, cuya obtencion no suponga una molestia 0 un
riesgo para el donante.

b) Parametros adecuados, capaces de reflejar exposicion interna, efectos
bioquimicos y biologicos.

c) Métodos analiticos fiables y adecuados que cumplan con los controles de
calidad establecidos internacionalmente.

d) Valores de referencia y limites, en base a los cuales interpretar los

resultados.

6.5.1 Muestras humanas

El material biologico ha de ser de facil obtencion y se debe asegurar que
se contara con la cantidad suficiente para el estudio completo, considerando la
repeticion de los experimentos en caso necesario. Por esta razon, la sangre y la
orina son las muestras biologicas mas utilizadas en los estudios de HBM. El pelo,
las unas, la saliva y el aire exhalado son también bastante utilizados, aunque
pueden presentar algunos inconvenientes. Para ninguna de estas muestras se
dispone de un protocolo operativo estandar valido y publicado; no existen

pautas para la evaluacion de la calidad del material; y no se dispone de valores
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de referencia para la interpretacion de los resultados, entre otros

inconvenientes particulares para cada tipo de muestra.

Si bien las celulas sanguineas pueden revelar niveles altos de dano (que
puedan estar asociados a riesgo de cancer), no son las mas apropiadas para
predecir el riesgo de tumores solidos. En los estudios del area clinica, las células
consideradas mas apropiadas son las que se obtienen de los tejidos u 6rganos
de interés, como las células epiteliales de vejiga, de mucosa nasal y oral (Rojas y
etal, 1996; Eren et al, 2002; Fortoul et al, 2004; Szeto et al, 2005; Pinhal et aj,.
20006), las células epiteliales del lagrimal (Rojas et al, 2000), asi como las
procedentes de biopsias (Pool-Zobel et al, 2004). También se han utilizado
células espermaticas (Sergerie et al, 2005; Migliore et al, 2006), pero el método

empleado no ha sido completamente optimizado.

6.5.1.1 Linfocitos de sangre periférica

Cabe mencionar que la utilizacion de muestras de sangre ha sido una
herramienta muy eficaz en la evaluaciéon de la genotoxicidad de un sinnumero
de agentes, empleando principalmente linfocitos aislados, tanto frescos como
congelados. Ademas, los linfocitos al estar en circulacion, podemos considerar
que su estado celular, nuclear y metabdlico (incluyendo el DNA|) refleja la
exposicion global del organismo. A partir de sangre, y dependiendo de los
objetivos que se persigan, podemos disponer de las células de dos maneras:
cultivos de sangre completa y linfocitos aislados. Los, linfocitos aislados son muy
sensibles para el analisis del potencial genotoxico de un agente (Elhajouji et al,
1994; Surrallés et al, 1995) y son ampliamente utilizados en sistemas /n vitro
(Carrano y Natarajan, 1988). Por otro lado, los cultivos de sangre completa
reflejan de manera mas fidedigna la situacion /r7 vivo, al conservar los eritrocitos
y otros componentes plasmaticos, que juegan un papel muy importante en la
activacion metabolica de promutagenos (Tursi et al, 1983; Norppa et al, 1993)

0 en la degradacion de algunos agentes genotoxicos (Stocker y Ames, 1987).

Los linfocitos son parte de la linea linfoide del sistema inmune y se

encuentran principalmente en los o6rganos linfoides y, en menor cantidad
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(aproximadamente el 3%), se encuentra circulando por el torrente sanguineo a

traves del cual llegan a todos los 6érganos y tejidos del organismo.

En particular, los linfocitos de sangre periférica representan un sistema

muy ventajoso para realizar estudios de genotoxicidad, siendo sus principales

ventajas las siguientes:

Son faciles de obtener y establecer en cultivos.

Son circulantes y estan en contacto con las genotoxinas.

Constituyen una poblacion celular sincronica.

Existen dos poblaciones linfocitarias con vida media distinta: las celulas
efectoras que viven unos pocos dias, y las células de memoria, que viven
durante anos. Asi, con estas ultimas es posible evaluar exposiciones
ocurridas en el pasado.

Se encuentran en fase Gp, por lo que no se dividen y la tasa de
reparacion es baja.

Presentan un ciclo celular corto y bien establecido.

Poseen un cariotipo estable y bien caracterizado.

Se dispone de mucha informaciéon sobre los mismos, ya que son
biomarcadores muy utilizados desde hace varias décadas.

Se dispone de técnicas estandarizadas y economicas.

Son un sistema sensible para la evaluacion de una gran variedad de dano
genético a través de numerosas técnicas: AC, MN, SCE, SCGE, mutaciones
genicas, etc.

Al ser ceélulas humanas, se evitan los problemas derivados de Ila

extrapolacion.

Sin embargo, también existen algunas desventajas, tales como:

A veces, los linfocitos que se estimulan pueden no ser las células diana
del agente que se pretende evaluar.

Presentan una capacidad metabdlica limitada.

Al no ser una poblaciéon homogeénea, las subpoblaciones de linfocitos no

solo difieren en sus funciones, en sus caracteristicas fisicas, tamano y
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permeabilidad de membrana, sino también en la sensibilidad frente a
determinados agentes, tanto fisicos como quimicos. Esta desventaja es
importante y ha de tenerse en cuenta a la hora de interpretar los
resultados.

* El establecimiento de cultivos supone la necesidad de ir obteniendo

nuevas muestras de sangre.

6.5.1.2 Criopreservacion de linfocitos

La utilizacion de linfocitos congelados provee de una interesante ventaja,
sobre todo en los estudios de HBM, ya que permite el almacenamiento de
muestras obtenidas durante un largo periodo de tiempo, y después elegir el
momento mas apropiado para su analisis, consiguiendo disminuir la potencial
variabilidad temporal de la aplicacion de un ensayo. Ademas, permite disponer

de reservas de controles y de lineas celulares, cultivables en cualquier momento.

El proceso de criopreservacion consiste, basicamente, en la detencion
del tiempo biologico de una poblacion celular, sometiéndola a una temperatura
inferior a -130 °C, inmersa en un agente criopreservante que permita evitar o
minimizar el dano asociado a la congelacion paulatina (Polge et al, 1949). Esto
se consigue manejando la tasa de congelacion, evitando la formacion de
cristales en el interior de las células y controlando la osmolaridad a lo largo del
proceso (Aswood-Smith, 1980; Mazur, 1984; Farrant, 1989).

Durante la primera etapa de la congelacion (desde temperatura
ambiente a 0 °C) se disminuye el metabolismo celular y se frena rapidamente el
transporte activo y el funcionamiento de las bombas ionicas. Normalmente esta
etapa no implica dano celular si el medio de congelacion esta osmoticamente
equilibrado (generalmente medio de cultivo celular y suero bovino fetal). En
una segunda etapa, cuando la temperatura desciende de 0 °C a -20 °C, en el
ambiente extracelular comienzan a formarse cristales de hielo lo que incrementa
la concentracion de soluto en el medio de congelacion. Como consecuencia, el
agua comienza a salir de la ceélula y el medio de congelacion parcialmente
congelado se moviliza hacia el interior de la misma, comenzando el proceso de

deshidratacion y contraccion celular.
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Cuando el proceso de congelacion es drastico, se forman cristales de
hielo en el interior de la célula antes de que se complete la deshidratacion,
produciéndose la ruptura de los organulos y membranas celulares produciendo
la muerte celular durante la descongelacion. Si el proceso de congelacion se
realiza de manera paulatina, el agua intracelular es osmoticamente expulsada
de la celula resultando en una completa y correcta deshidratacion. Hay que

senalar que este proceso también puede causar la muerte celular.

La temperatura y la tasa de congelacion son etapas criticas para que la
criopreservacion sea satisfactoria. Para lograr el completo detenimiento del
tiempo biologico, la temperatura se ha de mantener por debajo de -130 °C,
punto en el que el agua liquida ya no existe y la difusion es insignificante.
Aunque algunas células son mantenidas entre -70 °C a -90 °C durante meses o
incluso anos, el tiempo bioldgico no se detiene completamente, siendo solo

minimizado, por lo que los dafnos o cambios celulares se pueden acumular.

En resumen, la tasa de congelacion utilizada debe ser lo suficientemente
paulatina para permitir una eficiente deshidratacion de la célula, pero lo
suficientemente rapida para que impida el dano producido por la
deshidratacion. Asi, una tasa de -1 a -3 °C por minuto resulta adecuada para la

mayoria de celulas animales.

El mantenimiento de la criopreservacion en nitrogeno liquido a -196 °C
previene efectivamente las reacciones quimicas activadas térmicamente. Solo
pueden producirse efectos foto-fisicos, debido a la radiacion ionizante de fondo,

que aun siguen activas a esa temperatura.

Una variedad de agentes quimicos utilizados como crioprotectores
posibilitan adecuados procesos de congelacion; entre ellos podemos citar: la
metil acetamida, el alcohol metilico, el etilenglicol y la polivinilpirrolidona (Klebe
y Mancuso, 1983). Sin embargo, el dimetil sulfoxido (DMSO) y el glicerol son los

mas convenientes y ampliamente utilizados.

Se han desarrollado distintos protocolos de congelacion 'y
almacenamiento de células (Duthie et al, 2002; Collins, 2004). Duthie et al.

(2002) evaluaron la influencia de la criopreservacion, utilizando el ensayo del
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cometa, sobre los niveles endogenos e inducidos de dano basal, de dano
oxidativo, de la capacidad antioxidante y de la reparacion de linfocitos humanos
aislados de sangre periférica; demostrando que el proceso de congelacion no
incrementa el dano endogeno con respecto a los linfocitos frescos.
Logicamente, la recomendacion es utilizar protocolos constantes de aislamiento,
congelacion paulatina y descongelacion rapida. Se propone la utilizacion de
medio de cultivo (MEM o RPMI) con un 10% de suero bovino fetal y 10% de
DMSO, como crioprotector, congelando paulatinamente hasta -80 °C (Collins,
2004).

6.5.2 Biomarcadores

El término biomarcador puede ser definido como un indicador de
eventos celulares y moleculares en sistemas bioldgicos que revela la relacion
entre el ambiente y los efectos en la salud y procesos de enfermedad en un
organismo (Dusinska y Collins, 2008). Los biomarcadores son medidos en
materiales bioldgicos (generalmente sangre u orina, como se ha descrito
anteriormente) obtenidos de pacientes o voluntarios, en estudios de
observacion o de intervencion. Los biomarcadores moleculares juegan un papel
clave en la comprension de la relacion entre la exposicion a toxicos ambientales
y el desarrollo de enfermedades cronicas, asi como también en la identificacion
de individuos de alto riesgo. Los biomarcadores pueden ser utilizados para
monitorizar los niveles de exposicion a agentes causantes de enfermedades o
de factores protectores o, también, dar informacion de la variacion
interindividual de la respuesta a estos factores. Finalmente, los biomarcadores
también son capaces de proporcionar informacion relacionada con el genotipo,
lo que se considera cada vez mas un factor crucial determinante de la respuesta

a la exposicion y de la susceptibilidad a distintos tipos de enfermedades.

La caracterizacion, validacion y optimizacion de los biomarcadores (de
exposicion o de efecto genotoxico), debe ser un objetivo primordial en los
estudios de HBM. Sorprendentemente, muchas de las metodologias utilizadas
no han sido rigurosamente examinadas en cuanto a su exactitud,

reproducibilidad, especificidad y sensibilidad, o evaluadas para mejorar la
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viabilidad o Ia relacion costo-beneficio de su aplicacion (Bennett y Waters, 2005;
Angerer et al, 2007). Por esta razon, uno de los objetivos de este trabajo de
Tesis fue evaluar el ensayo del cometa, como biomarcador de exposicion
genotoxica, mediante la optimizacion de la tecnica realizando algunas
modificaciones como el aumento del numero de muestras a analizar en un solo
ensayo y la inclusion de enzimas para la deteccion de dano oxidativo. En la
ultima década se han dedicado considerables esfuerzos a este fin para poder
disponer de una herramienta fiable a la hora de realizar investigaciones en el
area de la HBM (Collins et al, 1997c; Dusinska et al, 1997, Mgller et al, 2000;
Tice et al, 2000; ESCODD, 2003, Faust et al, 2004; Mgller, 2006b).

7. Ensayo del cometa en estudios de biomonitorizacion humana (HBM)

La HBM ha sido una herramienta importante para los programas
biomeédicos en el area de la salud y para la monitorizacion de situaciones de
peligro laboral. Otras aplicaciones adicionales se encuentran en el desarrollo de
biomarcadores capaces de mostrar relaciones dosis-efecto (radiacion) o dosis-
respuesta (otros agentes) (Jakubowski y Trzcinka-Ochocka, 2005), o darno en el
DNA (eg., estrés oxidativo), en conexion con el desarrollo de distintas
enfermedades. El ensayo del cometa ha demostrado ser apropiado para todas
estas areas pero, aun asi, necesita mejorar algunas consideraciones practicas y
tedricas para asegurar su fiabilidad como herramienta en los estudios de HBM

(Figura 12).

Cualquier paso, desde la etapa de muestreo hasta la evaluacion final, es
muy importante y puede influir en la fiabilidad de los resultados. Por lo tanto,
cada laboratorio debe definir e implementar procesos estandares para todos los
procedimientos experimentales, incluyendo la manipulacion y el analisis de las

muestras.
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Figura 12: Usos del ensayo del cometa en diferentes estados de la biomonitorizacion. El rango de

aplicacion del ensayo del cometa, midiendo varios criterios de valoracion experimentales (bajo la flecha)

y reflejo de la determinacion de diferentes niveles de riesgo desde la exposicion hasta la manifestacion

de la enfermedad (Ex: Dusinska y Collins, 2008).

Los estudios de validacion entre laboratorios representan un arduo

gjercicio, debido a que es dificil que los distintos laboratorios que realizan

estudios de biomonitorizacion adopten protocolos idénticos. Recientemente,

Dusinska y Collins (2008) se han dedicado a recopilar una serie de datos de

distinta procedencia para formular algunas recomendaciones y, asi, reforzar la

fiabilidad y la robustez del ensayo. A continuacion nos vamos a referir a los

aspectos de mayor interes:

a) Tiempo de muestreo y transporte de las muestras

El muestreo de todo el material biologico durante el mismo dia (tanto

expuesto como control) es lo recomendable, ya que reduce la probabilidad

de la influencia de la variable tiempo en los resultados. Ahora bien, en la

mayoria de los estudios de HBM las muestras se obtienen durante un
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periodo de tiempo mas o menos largo. Un aspecto que debe ser evitado es
obtener primero las muestras de los expuestos y despues la de los controles
(o viceversa) en diferentes periodos de tiempo. Betti et al (1995) concluyen
que la época del ano en la que se obtienen las muestras juega un papel mas
importante en los resultados en el ensayo del cometa que en los de otros
ensayos citogeneéticos talas como aberraciones cromosomicas |y
micronucleos. Para el ensayo del cometa se recomienda que la toma de
muestras se realice temprano por la manana y en ayunas y que se
transporten frias pero no en contacto directo con el hielo. Un estudio
conjunto de dos laboratorios demostro que las muestras de sangre pueden
ser almacenadas incluso mas de 4 dias a 4 °C, o a temperatura ambiente, sin
efectos en el dano en el DNA (Anderson et al, 1997b). Sin embargo, la
estabilidad de las bases oxidadas durante un periodo de tiempo prolongado

todavia no ha sido investigada.

b) Patrones de referencia y protocolos

A pesar del esfuerzo de numerosos laboratorios (Collins, 2003 y 2004;
Mgiller, 2006 a, b; Speit y Hartmann, 2006}, aun no se ha adoptado un unico
protocolo estandar del ensayo del cometa. Existen varios protocolos para la
version mas utilizada, la alcalina, que son muy comparables, pero con
variaciones en diferentes etapas tales como la lisis, la desnaturalizacion y la
electroforesis. La utilizacion de estandares de referencia (controles positivos y
negativos con un nivel de dano conocido, idealmente incluidos en cada
electroforesis) y la utilizacion de protocolos estandar durante un estudio
ayudan a minimizar las variaciones dentro de un laboratorio y permiten una
comparacion adecuada de los resultados de distintos estudios. Tanto los
linfocitos aislados y congelados como otras lineas celulares de mamiferos
han sido utilizados como controles negativos y las células expuestas a
agentes genotoxicos como controles positivos (Hellman et al, 1997; Collins,
2003, 2004; Speit et al, 2003; Mgller, 2005; 2006 a, b; Speit y Hartmann,
2006). Si los estandares de referencia son intercambiados entre los
laboratorios, entonces los resultados pueden ser directamente comparados.
Finalmente, las variaciones interindividuales deben atribuirse tanto a factores

individuales como a las condiciones del laboratorio.
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c)

d)

Ceélulas blanco y sustitutos

La eleccion de las células que deben ser utilizadas en HBM se limita
frecuentemente a los linfocitos o leucocitos. Sin embargo, conviene aclarar
que estas celulas no representan a todas las ceélulas del cuerpo y que, en
particular, no constituyen células blanco del cancer. Existen células mucho
mas apropiadas, obtenidas de varios tejidos y organos, como son las céelulas

epiteliales y las células de biopsias.

Sangre humana: linfocitos y leucocitos, frescos o congelados

Las células sanguineas son muy utilizadas en HBM debido a su facil
obtencion. La mayoria de los estudios emplean sangre completa fresca o
linfocitos o leucocitos aislados. Como ya se ha mencionado antes (6.5.1), las
células sanguineas no son consideradas como celulas somaticas tipicas, pero
debido a que estan en circulacion, su estado celular, nuclear y metabdlico

puede reflejar la exposicion total del organismo.

Evaluacion de los resultados: cOmo se expresan los datos

Dado que la comparacion de estudios independientes es una parte
esencial para la evaluacion del impacto de la exposicion ambiental y
ocupacional, es crucial que los resultados sean expresados de una manera
comprensible, en unidades de medida comparables y presentadas de un
modo estadistico valido. En el caso del ensayo del cometa, el parametro
importante a medir es la media o mediana del valor del cometa para cada
muestra; la distribucion de los cometas dentro de un gel es irrelevante, es
mas, si para el analisis estadistico se han utilizado los valores individuales de
los cometas, los errores estandar obtenidos seran pequenos (McArt et al,
2009b sugieren un recuento sistematico aleatorio de los cometas). Se han de
contabilizar al menos dos réplicas por gel para obtener los valores medios de
cada muestra, siendo estos valores los que se utilizan para los analisis
estadisticos. Es muy importante la utilizacion de analisis adecuados para la
identificacion de diferencias entre grupos (expuestos y controles, o tratados
y no tratados). En un trabajo reciente (Lovell y Omori, 2008) se tratan

aspectos estadisticos relevantes en la aplicacion del ensayo del cometa. La
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f)

eleccion del test adecuado dependera fundamentalmente de si la
distribucion de los datos es de tipo normal.

Usualmente los datos obtenidos mediante el analisis de imagenes se
presentan como % de DNA en la cola, el momento de la cola o longitud de
la cola, como se ha detallado en el apartado 4.6.2. Los meta-analisis de datos
de HBM muestran que el momento de la cola y de % de DNA en la cola
presentan una buena correlacion con las dosis de los agentes genotoxicos
(Mgller, 2006a). Sin embargo, debido a que el momento de la cola no se
expresa en unidades tipificadas y que los diferentes sistemas de analisis de
imagenes proporcionan diferentes valores, el % de DNA en la cola es un
parametro mas significativo y mas facil de conceptualizar. La longitud de la
cola depende de las condiciones de la electroforesis y, por lo tanto, también
resulta complicada su utilizacion con fines de comparacion. El % de DNA en
la cola ha sido confirmado como el parametro mas apropiado para comparar
datos de diferentes estudios, aunque el momento de la cola también puede
ser utilizado (Collins, 2004; Collins et al, 1997a, ¢, Lee et al, 2004b;
Kumaravel y Jha, 2006; Mgller, 2006a).

Calibracion

Si el % de DNA en la cola se pudiese expresar en unidades “reales”, tales
como roturas de DNA por 10° Da, seria de mucha utilidad y mas informativo.
Esto depende de la calibracion, o sea, de la medicion del dafio en el DNA
producido por un rango de dosis de radiacion ionizante. En 1981, se
demostro que 1 Gy de rayos X o y produce aproximadamente 0,31 roturas
por cada 107 Da, lo que equivale a unas 1.000 roturas por celula diploide en
mamiferos (Ahnstrom y Erixon, 1981). Collins et al (2008) han revisado
recientemente 6 curvas de calibracion obtenidas en distintos laboratorios
utilizando la version alcalina del ensayo del cometa. Las curvas no son
concordantes. Estas discrepancias pueden surgir de sutiles variaciones en los
protocolos, o de diferencias en el dafno producido por los diferentes tipos de
fuentes de irradiacion utilizados. También se comprobado que las SSB son
rapidamente reparadas por lo que es importante realizar la irradiacion sobre
hielo, con lo que se minimiza el metabolismo celular y, por consiguiente, el

proceso de reparacion post-irradiacion. El tiempo post-irradiacion hasta la
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lisis también se debe minimizar ya que en dicho proceso la reparacion se
detiene. La mejor forma de impedir todos estos pormenores consiste en

irradiar las células ya embebidas en agarosa.

7.1. Ensayo del cometa como indicador de estreés oxidativo

El ensayo del cometa no es la unica herramienta disponible para medir el
dano oxidativo en el DNA, pero si que es una de las técnicas mas sensibles, ya
que su procedimiento esta relativamente libre de artefactos, a diferencia de
otras técnicas que sobreestiman el dano. Por ello, se ha convertido en una
herramienta muy valiosa en los estudios de biomonitorizacion de poblaciones
humanas como, por ejemplo, para la evaluacion del papel del estrés oxidativo
en enfermedades, o en temas tan actuales como los relacionados con los

efectos antioxidantes de determinadas dietas.

7.1.1. Origen e importancia del dafno oxidativo en el DNA

El oxigeno es un elemento esencial para la vida. Es bien conocido que en
el metabolismo aerobico se producen especies reactivas de oxigeno (EROS) y
radicales libres (RL). Estas especies oxidantes provocan dano acumulativo en
moléculas fundamentales para el funcionamiento del organismo tales como
proteinas, lipidos y DNA. No obstante, el organismo ha desarrollado sus propios
mecanismos de defensa para hacer frente a la accion de estas especies
oxidantes. Las células pueden tolerar un cierto nivel de dano oxidativo, pero no
pueden permitir niveles elevados del mismo. A veces, las defensas antioxidantes
pueden verse desbordadas por la excesiva generacion de EROS. Este
desequilibrio entre especies oxidantes y antioxidantes se conoce como estres
oxidativo (EQO) y puede conducir a un dano oxidativo importante, asociado al
envejecimiento y a numerosas enfermedades (Lee et al., 2004a), dentro de las
cuales se incluye el cancer. El hecho de que un proceso tan recurrente en
nuestro organismo como el dano oxidativo conduzca a tales consecuencias, es

un motivo mas que suficiente para su investigacion.
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Es muy probable que los productos de la peroxidacion lipidica esten
involucrados en la formacion de placas de ateroma en las paredes arteriales,
que causan o contribuyen a los accidentes cerebrovasculares, enfermedades
coronarias, trombosis u otras enfermedades vasculares (Esterbauer et al, 1993).
La glucolizacion de lipoproteinas de baja densidad pueden contribuir al alto
riesgo de aterosclerosis en pacientes diabéticos (Lyons, 1993). Se ha visto
también que las cataratas pueden resultar de la alta incidencia de dano
oxidativo en las células del cristalino causado, por ejemplo, por los rayos solares
de tipo UV (Vinson, 2006). Muchas enfermedades que tienen como
consecuencia una respuesta inflamatoria incluyen la produccion de EROS,
derivada de la actividad de los macrofagos. A pesar de que la actividad de los
macrofagos cumple con un papel esencial en la defensa del organismo, también

conduce a un aumento de las EROS.

En el caso del cancer, existen fuertes evidencias de la influencia del dano
oxidativo. Asi, los productos de oxidacion de las bases tales como la 8-OHG son
potencialmente mutagénicos debido a la alteracion de las propiedades del
apareamiento (Grollman y Moriya, 1993), por lo que es claro que las mutaciones
somaticas en genes criticos pueden causar cancer. Existen evidencias
epidemiologicas de que el cancer puede ocurrir en sitios de inflamacion y de
infeccion (Coussens y Werb, 2002). Resumiendo, ya sea como causa 0 como
efecto, el dano oxidativo parece ser un factor comun de muchas enfermedades

degenerativas.

A nivel molecular, el espectro de oxidacion inducido en el DNA incluye
roturas, sitios AP y bases oxidadas (Von Sonntag, 1987). Este espectro se ha
utilizado como un indicador util para evaluar el riesgo de cancer. También se ha
identificado un aumento significativo en la oxidacion de bases en pacientes
diabéticos y en pacientes con Alzheimer (Collins et al, 1998b; Morocz et al,
2002; Kadioglu et al, 2004).

La 8-OHG es el principal producto de la oxidacion de bases con un alto
potencial mutagénico (Wood et al, 1990; Collins et al, 1996) debido a la
alteracion en el apareamiento de bases (8-OHG tiende a aparearse con

adenina). La especificidad de apareamiento de la 8-OHG no es tan estricta como
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la de la guanina ya que se ha visto que, durante la replicacion /n vitro utilizando
DNA polimerasa de bacterias y de células eucarioticas, existe un alto grado de
error en la incorporacion de nucleodtidos durante la replicacion (Shibutani et al,
1991). Asi, las mutaciones mas comunmente producidas son las sustituciones de
los siguientes pares de bases: GC = AT, GC = TA y GC — CG (Bruner et al,
2000; Kino y Sugiyama, 2001). Ademas, la 8-OHG puede formarse durante el
metabolismo normal de la célula o ser inducida por factores externos como la
radiacion UV (lto y Kawanishi, 1997) y agentes quimicos (Klauning et al, 1998).
Generalmente, las EROS tienen preferencia por la oxidacion de la guanina ya
que esta base posee un potencial de ionizacion pequefo con respecto al de las
otras bases (Burrows y Muller, 1998). Entre las EROS, el radical hidroxilo (OH:) es
el mas reactivo (Kehrer, 2000), y se produce por numerosas reacciones
enzimaticas y no enzimaticas. Este radical tiene la capacidad de reaccionar con
casi todas la biomoléculas, conduciendo a roturas en el DNA, enlaces cruzados
DNA-proteinas, cambios de bases, oxidacion de bases, peroxidacion lipidica, etc.
También esta involucrado en reacciones de captacion de hidrégenos y de
transferencia de electrones, produciendo inestabilidad genética y dano celular
(Gros et al, 2002). El ataque del OH- a la guanina se da en las posiciones C4, C5

y C8, siendo C8 la posicion preferencial (Venkateswarlu y Leszczynski, 1998).

Se ha propuesto que, en el mecanismo de formacion de la 8-OHG, un
radical hidroxilo (OH:-) reacciona principalmente con el carbono 8 de la guanina
con la subsecuente pérdida de un atomo de hidrégeno (o un electréon mas un

proton) desde una molécula intermediaria para formar 8OHG (Figura 13).

También se han propuestos que esta molécula puede ser formada en el
organismo como consecuencia a la respuesta contra infecciones por virus,

bacterias y parasitos (Akaike et al, 1998).
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Figura 13: Reacciones de oxidacion de la 2-desoxiguanosina mediante el radical hidroxilo (OH), un
electron libre —e” y mediante el oxigeno singlete '0,, generando el principal producto de oxidacion de

bases con potencial mutagénico.

7.1.2. Ensayo del cometa como biomarcador de dano oxidativo

Cuando se selecciona un biomarcador para examinar los efectos del
dano oxidativo en humanos, obviamente los primeros candidatos son los
productos de oxidacion del DNA, dada la relacion entre el darnio en el DNA y el
desarrollo de cancer y debido también a que su evaluacion es relativamente

facil.

La gran disyuntiva de los investigadores que se han dedicado a la
evaluacion de los productos de oxidacion del DNA como un indicador del
estado redox total, radica en la eleccion de la mejor forma de hacerlo.
Historicamente, antes del uso de las enzimas de reparacion extraidas de
bacterias, que facilita la identificacion de la 8-OHG con el ensayo del cometa, el
meétodo mas utilizado para la caracterizacion del ataque de los radicales libres al
DNA era la cromatografia de gases asociada a la espectrofotometria de masas

(GC-MS). Esta metodologia se ha ido combinando con el ensayo del cometa
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utilizando la version enzimatica del ensayo, junto con otras alternativas como,
por ejemplo, la elucion alcalina. Cada estrategia cuenta con sus defensores y
cada una expresa los resultados de forma diferente, ya sea en femtomoles de
8OHG por microgramo de DNA, en lesiones 8OHG por 10° pb, o en sitios FPG
por 10° Da de DNA. Esta disparidad de unidades ha hecho que rara vez se
puedan comprar los resultados. A modo de ejemplo, los niveles de dano
oxidativo basal en linfocitos humanos, analizando las mismas muestras con
HPLC-MS y con el ensayo del cometa, difieren en una magnitud de 10 veces
(Collins et al, 1996).

El proyecto ESCODD (Gedik, et al, 2005) se ha desarrollado con el
principal objetivo de establecer los niveles basales de bases oxidadas en
linfocitos humanos, por medio de HPLC-MS y con el ensayo del cometa con
digestion con la endonucleasa FPG. Se utilizO una curva de calibracion
elaborada con rayos X para la transformacion de los resultados obtenidos con el
ensayo del cometa (que detecta roturas y no cuantifica directamente el
producto de la oxidacion), es decir, de roturas por 107 Da de DNA a 80OHG por
10° guaninas. El nivel basal de 8OHG probablemente mas real, se estimo entre
0,3 (utilizando el ensayo del cometa) y 4 (utilizando HPLC-MS) por 10° guaninas,
rango basado en las medianas de las muestras de todos los grupos participantes
en el estudio. Este rango proporciona un punto de referencia para la evaluacion
fiable de los danos basales de oxidacion. Los valores superiores a 5 8OHG por

10° guaninas deben ser considerados como dudosos.

Parece claro que, aunque el ensayo del cometa basado en la digestion de
bases oxidadas por enzimas de reparacion, no posee la precision del metodo
HPLC-MS, es generalmente mas aproximado en la determinacion de los niveles

basales de dano.

Mgller et al (2000) revisaron estudios de poblaciones humanas expuestas
laboralmente, con el objeto de dilucidar que factores pueden, o no, jugar un
papel importante en los estudios de biomonitorizacion mediante el ensayo del
cometa, junto con evaluar si este ensayo es realmente util para determinar el
riesgo individual en este tipo de estudios. Encontraron que 11 de los estudios

establecieron relaciones positivas entre la exposicion y el dano (de los cuales
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solo dos presentaron resultados positivos utilizando el test de CA; dos fueron
negativos para el test de SCE y, 8 de los 11 no fueron determinantes utilizando
otros tipos de ensayos), y 7 no. Consecuentemente, esto los llevo a considerar la
dificultad de obtener conclusiones certeras de los resultados positivos en el
ensayo del cometa en investigaciones de biomonitorizacion de poblaciones
humanas laboralmente expuestas. Por otra parte, comentan ademas, que los
resultados del ensayo del cometa en este tipo de estudios son, con mayor razon,
cuestionables cuando los efectos del tabaco no son claramente detectados,
siendo ésta una exposicion circunstancial que se ha considerado como un
control positivo en la evaluacion de dano en el DNA mediante otros ensayos.
Por otro lado, Hoffman et al. (2005) realizaron un meta-analisis de 38 estudios
que habian utilizado el ensayo del cometa para comparar el dano entre
fumadores y no fumadores, siendo el nivel de dano significativamente mas alto
en los fumadores. Estos resultados se obtuvieron solo cuando el objetivo era
evaluar la genotoxicidad del tabaco, pero cuando se evaluan los niveles de
dano en una poblacion y la condicion de fumador/no fumador se considero
como un factor de confusion, entonces no se detectaron diferencias

significativas.

7.1.3. ¢Como mide el ensayo del cometa el dano oxidativo?

Afortunadamente existen endonucleasas bacterianas que reconocen con
gran especificidad las lesiones producidas por las EROS en el DNA de los
linfocitos humanos y que, ademas, se pueden incorporar en la metodologia del
ensayo del cometa. La primera enzima utilizada con este fin fue la Endolll, que
actua como una glicosilasa que reconoce varias pirimidinas oxidadas
eliminandolas del DNA y generando sitios AP, que son transformados a roturas
cuando el DNA es sometido a pH alcalino. Asi, se produce un incremento en las
roturas del DNA después de una incubacion con la enzima, que son reveladas
durante la electroforesis del ensayo del cometa y que representan el nivel de

pirimidinas oxidadas (Collins et al, 1993).

Posteriormente, se ha empleado la FPG de la misma manera (Dusinska y

Collins, 1996). Su nombre (formamidopirimidina DNA glicosilasa), se debe a su
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capacidad de reconocer anillos imidazol presentes en las purinas, o
formamidopirimidinas (fapy A y fapy GJ; sin embargo, su mayor y principal
substrato es la 8OHG (Boiteux, 1993) (Figura 14).
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Figura 14: Bases del DNA con lesiones que actuan como sustrato de la endonucleasa

formamidopirimidina DNA glicosilasa (FPG).

La utilizacion de enzimas de reparacion para la determinacion del dano
oxidativo con el ensayo del cometa, supone la incubacion de una de las
preparaciones solamente con el buffer de reaccion de enzimas, en paralelo con
las incubaciones enzimaticas. Asi, el dano neto se calcula mediante la diferencia
entre los niveles de dafno obtenidos por la incubacion de ambas enzimas
independientemente y los niveles de dano de la incubacion sin enzimas (el
incremento del dano durante la incubacion no enzimatica es pequeno, por lo
que se considera un control valido). Dado que los niveles de dano se situan
generalmente en la parte lineal de la curva que relaciona el nivel de dano con la

frecuencia de roturas, este calculo proporciona una aproximacion fiable.

En sintesis, el énfasis de este trabajo de Tesis ha sido reforzar el papel del
ensayo del cometa como una herramienta versatil y sensible para la
determinacion de dano en el DNA, mediante su optimizacion, aplicable
indistintamente a diversas areas de la investigacion, dedicadas a temas tan

importantes como el dano y reparacion de nuestro patrimonio genetico.
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II. Objetivos

Considerado que la integridad del DNA es fundamental para la salud y el
buen funcionamiento de nuestro organismo, se vuelve cada vez mas
imprescindible disponer de herramientas sensibles y fiables que nos permitan
profundizar en la deteccion de dano en nuestro material genético, en aras a su
proteccion. En este contexto, el ensayo del cometa se ha propuesto como una
herramienta apropiada, aunque todavia existen muchos aspectos que deben

reconsiderarse.

Con estas premisas, el objetivo principal de este trabajo de Tesis ha sido la
optimizacion del ensayo del cometa como biomarcador de dano en el DNA y su

aplicacion a distintas situaciones.

Esta optimizacion se ha centrado principalmente en el aumento del numero
de muestras analizadas en un mismo ensayo, cubriendo también otros aspectos
que van desde la obtencion de la muestra hasta la lectura del dano, pasando
por la etapa de aislamiento, congelacion y almacenamiento prolongado de

linfocitos, ya que son pasos criticos para una buena evaluacion del dano.

Como objetivos especificos se propusieron los siguientes:

* Evaluar la radiosensibilidad individual mediante la elaboracion de una
curva dosis-respuesta, utilizando el ensayo del cometa en sangre
periférica expuesta a radiacion gamma y estableciendo niveles basales de

dano en linfocitos aislados.

* Establecer los niveles basales de dano oxidativo mediante Ia
incorporacion de endonucleasas especificas en el ensayo del cometa, en
un grupo de 70 mujeres embarazadas de la poblacion general, de dos
areas de la provincia de Barcelona: Sabadell (Hospital Parc Tauli) y

Barcelona ciudad (Hospital del Mar).
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* Relacionar los niveles de dano oxidativo medidos en linfocitos de ninos

recién nacidos con los obtenidos en sus madres.
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[ll. Materiales y Métodos

Las metodologias del ensayo del cometa que se aplican en los diferentes
laboratorios son variadas pero, sin duda alguna, la version alcalina es la mas
utilizada. A pH >13, la técnica resulta mas sensible para la deteccion de niveles
bajos de dano, por lo que la hemos elegido como version estandar para su

descripcion en detalle.

El trabajo de esta Tesis versa sobre la version alcalina del ensayo, tanto
proponiendo y desarrollando nuevas mejoras metodologicas, como aplicandola
a dos areas concretas: la radiosensibilidad individual (aplicacion clinica) y
determinacion de dano basal y oxidativo de dos poblaciones de madres e hijos

(biomonitorizacion humana).

1. Ensayo del cometa: descripcidn del protocolo estandar

En su version estandar el ensayo se lleva a cabo en condiciones alcalinas,
de acuerdo con el meétodo inicialmente descrito por Singh et al. (1988), con
ligeras modificaciones. Este protocolo supone la realizacion de diversas etapas,

tal como se describe a continuacion.

1.1. Preparacion de los microgeles de agarosa

Para la realizacion del ensayo, se utilizan portaobjetos previamente
cubiertos con 150 pL de agarosa de punto de fusion normal (NMA) (GIBCO
BRL) al 0,5% disuelta en agua bidestilada y deshidratada a 65 °C. Antes de
realizar la primera capa, los portaobjetos deben estar muy limpios y secos,
preferentemente desengrasados con etanol. A continuacion se preparan
alicuotas de 20 pL con aproximadamente 40.000 células (de cultivo; frescas o
descongeladas; tratadas o controles), cada alicuota se mezcla con 75 pL de
agarosa de bajo punto de fusion (LMA) (GIBCO BRL) al 0,5% en PBS, mantenida
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previamente a 37 °C. Esta mezcla celular se deposita sobre los portaobjetos,
previamente preparados y debidamente rotulados e, inmediatamente, se
cubren con un cubreobjetos de 24 mm x 60 mm. Se deja solidificar a 4 °C
durante 15 min y, transcurrido este tiempo, se retiran los cubreobjetos,
procurando no perturbar las capas. Posteriormente, se deposita una tercera
capa de agarosa (LMA) al 0,5% en agua bidestilada sobre la capa celular, se
cubre nuevamente con un cubreobjetos de la misma medida y se deja solidificar
también por 5 min a 4 °C. A continuacion, se retiran los cubreobjetos y las
preparaciones son sumergidas en el tampon de lisis que se describe a

continuacion.

1.2. Lisis de membranas celulares

La solucion de lisis se compone de 2,5 M NacCl, 100 mM Naz;EDTA, 10 mM
TrissHCI, DMSO 10%, 1% Triton X-100 y ajustado a pH 10, donde las
preparaciones son sumergidas entre 1y 24 h, a 4 °C. Esta solucion debe ser
enfriada previamente para asegurar la estabilidad de los geles en los

portaobjetos.

La alta concentracion de sales y detergentes de esta solucion permite la
desintegracion de las membranas citoplasmaticas y nucleares, asi como la
eliminacion de restos citoplamaticos, RNA y algunas proteinas nucleares (Singh,
2000). A partir de este punto, todo el proceso se realiza en oscuridad para evitar

el dano adicional que podria producir la luz en el DNA desprotegido.

1.3. Desnaturalizacion y electroforesis

Tras la lisis, las preparaciones se colocan en un tanque de electroforesis
horizontal evitando espacios entre ellas; en caso de no abarcar toda la superficie
disponible de la cubeta de electroforesis con las preparaciones, se recomienda
llenar con portaobjetos para asegurar la uniformidad en el paso de la corriente
durante la electroforesis e impedir el movimiento de las preparaciones
sometidas al campo eléctrico. Se llenan las cubetas con tampon de electroforesis

de manera que las preparaciones queden completamente sumergidas en €l y se
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dejan en estas condiciones durante 40 min. Transcurrido este tiempo, se
procede a una electroforesis durante 20 min a 25 V y a 300 mA. Se debe
procurar establecer una orientacion de las preparaciones teniendo en cuenta

que el DNA, al tener carga negativa, migrara hacia el polo positivo.

La solucion de electroforesis contiene 1 mM Na,EDTA y 300 mM NaOH
con un pH ajustado a 13,2. La alcalinidad de esta solucion permite la disociacion
de las hebras de DNA.

1.4. Neutralizacion y fijacion

Una vez finalizada la electroforesis, los portaobjetos se retiran con
cuidado de la cubeta y se colocan en una caja para someterlos a una serie de
lavados con el tampon de neutralizacion (3 veces durante 5 min cada vez). Este
tampon se prepara con 0,4 mM de Tris-HCl con un pH ajustado a 7,5 para
neutralizar la alcalinidad del tampon de electroforesis y eliminar posibles restos
de detergentes que eventualmente podrian interferir en el proceso de tincion y,

por ende, en la posterior visualizacion (McKelvey-Martin et al, 1993).

Tras la neutralizacion, las preparaciones son deshidratadas depositando
en la superficie de cada una de ellas 2 mL de etanol durante 3 min. La
deshidratacion con alcohol (metanol absoluto o etanol) permite almacenar los
portaobjetos durante un tiempo antes de su recuento (Klaude et al, 1996; Tice
et al, 2000). Las preparaciones deben ser guardadas en cajas oscuras para

evitar la luz directa y a temperatura ambiente.

1.5. Tincion y visualizacion

Las preparaciones se tifien justo antes del analisis microscopico. Para esto,
se depositan 60 pyL de bromuro de etidio a una concentracion de 0,4 pg/mL,
sobre cada una de las preparaciones, y se cubren con cubreobjetos de 24 x 60

mm.

La visualizacion se realiza utilizando un microscopio de epifluorescencia

Olympus BX50, equipado con un filtro de excitacion de 480-550 nm, una
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bombilla de mercurio de 100 W y un filtro de barrera de 590 nm, y conectado a

una videocamara Hitachi Denshi, Ltd. CCD-IRIS.

La imagen de cada céelula se captura empleando el programa Komet 5.5,
y la lectura de las células se realiza a 200x. Para la cuantificacion del dano
genotoxico, en nuestro caso se considera el porcentaje de DNA en la cola como
el parametro de evaluacion, ya que estudios previos del Grupo han demostrado
que es mas adecuado que la longitud de la cola o el momento de la misma, ya
que posee una alta repetitividad, es mas sensible a dosis altas, mas facil de
interpretar y mas apropiado a la hora de hacer comparaciones entre

laboratorios.

Por ultimo, cabe recordar que durante todo el procedimiento se ha de
evitar la luz directa, sobre todo desde la lisis de las celulas hasta su visualizacion.
Se recomienda trabajar con luz amarilla tenue para evitar dano adicional en el
DNA. Todas las soluciones y pasos del ensayo se deben mantener/realizar a 4
°C, excepto las etapas de deshidratacion, tincion y almacenamiento, que

pueden efectuarse a temperatura ambiente.

2. Optimizacion del ensayo del cometa

El ensayo del cometa es uno de los tests de genotoxicidad que mas
atencion ha recibido en los ultimos anos, no tan solo por parte de
investigadores que trabajan en el area de la genotoxicologia, sino también por

aquellos que buscan una manera rapida y fiable de medir dafno en el DNA.

Esta rapida expansion es consecuencia de las multiples ventajas del
ensayo. Sin embargo, todo ensayo es mejorable y en esta direccion hemos
encaminado nuestro esfuerzo, introduciendo una serie de modificaciones que
permitan mejorar su rendimiento, manteniendo las condiciones basicas y
esenciales del protocolo. Los cambios introducidos son los que se indican a

continuacion.

76



Materiales y Métodos

2.1. Optimizaciéon 1: incremento del numero de muestras por unidad de

soporte

En su version estandar, cada portaobjetos contiene una unica muestra, lo
que implica trabajar con tantos portaobjetos como muestras a analizar. Esto
supone la manipulacion de una gran cantidad de portaobjetos, sobre todo si el
estudio es de cierta envergadura. Por lo tanto, uno de nuestros objetivos se
dirigié a reducir el numero de soportes, incrementando el numero de muestras

analizadas en un mismo experimento.

2.1.1. Portaobjetos conteniendo dos muestras

Cuando se preparan dos geles por portaobjetos, una de las ventajas
principales es que tanto la cantidad de material como la de células se reduce a
la mitad; asi, aproximadamente 20.000 células son mezcladas con 70 pL de
agarosa de bajo punto de fusion (LMA) al 1% y a 37 °C. Una vez
homogeneizada la mezcla, se deposita sobre un portaobjetos con la primera
capa de agarosa, y se cubre inmediatamente con cubreobjetos de 18 x 18 mm.
Se coloca de manera que nos permita depositar otra gota a su lado (Figura 15).

Posteriormente, se procede de la manera estandar (Figura 16).

Muestra X Muestras X e Y

24x60 18x18 18x18

Figura 15: Esquema simplificado de portaobjetos con a) una muestra y b) dos muestras. Se

indican las dimensiones en milimetros de los geles resultantes en cada caso.

Cabe resaltar que, ademas de variar el numero de geles por soporte,
también se ha variado la concentracion de agarosas (del 0,5% al 1%) con el
objeto de tener mas control sobre la migracion del material en el momento de

la electroforesis. También se ha eliminado la tercera capa de agarosa ya que su
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ausencia no parece alterar ni la migracion ni la visualizacion del material. La
tincion se realiza con DAPI a una concentracion de 1pg/mL depositando sobre

cada gel una gota de 20 pL. EI DAPI es muy especifico para el DNA

disminuyendo el ruido de fondo durante la visualizacion y recuento.

Figura 16: Secuencia fotografica de las principales etapas del ensayo del cometa utilizando
como soporte portaobjetos precubiertos. a) primera capa de agarosa de punto de fusion
normal al 1% hasta la mitad del area esmerilada; b.1) Goteo y aplastamiento de la agarosa
que contiene las células, dos geles por portaobjetos; b.2) después de la solidificacion de los
geles se retiran los cubreobjetos; c) lisis de membranas; d) tratamiento alcalino (o

desnaturalizacion) del DNA y electroforesis; e) neutralizacion y lavado con agua destilada.

2.1.2. Cuarentay ocho geles por soporte: Gelbond® film

Teniendo en cuenta el area que poseen los portaobjetos convencionales
(76 x 26 mm)| resulta dificil aumentar el numero de muestras a mas de dos, por
lo que se hace necesario buscar otra superficie que permita incrementar el
numero de las mismas, sin dejar de lado un aspecto muy importante como es la
estabilidad y la adherencia de los geles en el soporte correspondiente. Para esto
Nnos propusimos adoptar en nuestro laboratorio una modificacion crucial del
ensayo. La diferencia con respecto al protocolo estandar radica principalmente

en el soporte utilizado para anclar las celulas ya embebidas en agarosa, que
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consiste en laminas transparentes y flexibles llamadas Gelbond®, adaptadas
para contener 48 microgeles de agarosa. Estas peliculas poseen una cara
hidrofilica, lo que asegura una excelente adherencia de las células embebidas
en agarosa. Las laminas son adaptadas en cuanto a sus dimensiones (10,5 x 7,5
cm) y perforadas en cada esquina para ser montadas en marcos de plastico y,
asi, facilitar su manipulacion. Es importante para una correcta orientacion hacer

un pequeno corte en la esquina inferior derecha de cada gel (Figura 17).

Una ventaja transcendental del uso de este formato de 48 geles por
soporte (Gelbond) es la de poder incluir controles internos en cada experimento
independiente. Esto quiere decir que, mediante el calculo de un factor de
correccion obtenido de los controles negativos internos, se puede anular casi

por completo la variabilidad entre experimentos.

Otra ventaja a destacar es que el numero de células por gel se reduce en
un 98,75% con respecto al protocolo estandar; es decir, son necesarias solo 500
células en cada gel. Junto con esto, la cantidad de agarosa requerida para
embeber las células se reduce en un 95%, por lo que el volumen de cada gel
solo tiene que ser de 7 pL. La proporcion entre el volumen de suspension celular

y el volumen de agarosa deben ser de 1:10.

‘o000
elolelelele
Q00000
Q00000
000000
0000 Q0
000000

@iaieiBialie
o o _- f

Figura 17: a) Ubicacién de los orificios de las esquinas, el corte inferior de orientacién y la

disposicion de los 48 microgeles. b) Fotografia del anclaje de una lamina de Gelbond a los
ganchos del marco que la sujeta/transporta. El Gelbond necesita ser recortado a las

dimensiones exactas, 10,5x7,5 cm.
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En la practica, para facilitar, la manipulacion de volumenes pequenos
tanto de células como de agarosa, se calcula un volumen final de 25 pL de
suspension celular (con la densidad requerida) y 225 puL de agarosa LMP 1%,

respetando asi la proporcion 1:10.

La agarosa ya fundida y mantenida a 37 °C en un bloque estabilizado, es
alicuotada en volumenes de 225 pL en microtubos de PCR de 0,2 mL para luego
depositar en su interior 25 pL de cada suspension celular. Con ayuda de una
pipeta electronica con multicanales expandibles (eQualizer), se dispensan 48
microgeles sobre el Gelbond colocado sobre una placa de aluminio a 4 °C. Los
geles se dejan solidificar durante 5 min y se continua el proceso siguiendo con
la desnaturalizacion, la electroforesis y la neutralizacion, como en el protocolo
estandar (Figura 18), pero con algunas modificaciones técnicas minimas. Por
ejemplo, la solucion de lisis contiene ademas 1% lauril-sarcosinato y 10% de
DMSQO; Ia solucion de electroforesis se ajusta a pH 13,2 y en el momento de
poner los geles en el tratamiento alcalino se realiza un lavado previo de 5 min
en este buffer, seguido por 35 min de desnaturalizacion. La electroforesis
propiamente dicha se realiza durante 20 min a 300 mA y a 20 V; luego, en la
neutralizacion se realizan dos lavados con agua destilada y se realiza la fijacion
con etanol absoluto durante al menos 2 h (hasta 24 h). Para la tincion se utiliza
Sybr Gold (Molecular probes). A partir de un stock de 10x diluido se depositan
40 pL en 25 mL de tampon TE (10 mM Tris; 1 mM EDTA a pH 7,5 y a
temperatura ambiente) y se sumergen los geles a tenir en esta solucion durante
20 min, con agitacion leve (50 rpom). Hay que asegurarse que los geles quedan
completamente sumergidos en la solucion de tincion. Finalmente, se realiza un
lavado de 1 minuto con agua destilada y se dejan secar los geles posicionados
en forma vertical y a temperatura ambiente, hasta observar que estén

completamente secos y planos.

Para la visualizacion, los geles son debidamente rotulados y cortados por
la mitad, debido a que su tamano es incompatible con las medidas de la platina
del microscopio. Posteriormente se adhieren con una gota de agua destilada
sobre un portaobjetos de metacrilato de dimensiones 52,5 x 75 x 3 mm y se

cubren con cubreobjetos de 14 x 49 mm (IZASA) adheridos también con 50 —
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100 pL de agua destilada. Se utiliza una magnificacion de 200X y se contabilizan

100 células por cada muestra.

Figura 18: Secuencia fotografica de las principales etapas del ensayo del cometa utilizando

como soporte las laminas de Gelbond. a) Gelbond en su soporte ubicado sobre una placa de
aluminio a 4 °C listo para cargar los geles. b) Programacion de la pipeta dispensadora y ajuste de
la distancia entre sus canales. c) Carga de los 48 geles sobre el Gelbond. d) Vista superior de un
Gelbond conteniendo 48 geles solidificadas por 5 min a 4 °C. e) Tratamiento alcalino de los
geles. f) desnaturalizacion y electroforesis de los geles. La neutralizacion se realiza como en la

fotografia e.

2.2. Optimizacion 2: utilizacion de enzimas de reparacion; protocolo para

deteccion de bases oxidadas

El ensayo del cometa es suficientemente sensible para detectar niveles
bajos de dano genético presente como dano basal en células normales o como
el resultado de tratamientos a bajas dosis de agentes genotoxicos. Para
incrementar la especificidad del ensayo, se ha incluido otra modificacion

relevante anadiendo un paso adicional despues de la lisis. El “nucleoide” de
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DNA se digiere con endonucleasas (enzimas de reparacion) que convierten
lesiones especificas en roturas, incrementando la intensidad de la cola en
comparacion con los controles no tratados con la(s) enzima(s), y permitiendo la

estimacion de la frecuencia de este tipo de lesion.

En el tratamiento se utilizaron dos endonucleasas extraidas de
Escherichia coli. la formamidopirimidina DNA (glicosilasa (FPG) y Ia
endonucleasa Il (Endolll). Estas enzimas nos fueron facilitadas por el
Departamento de Nutricion de la Facultad de de Medicina de la Universidad de
Oslo, gracias a la gentileza del Prof. Andrew Collins. Ambas enzimas poseen una
alta especificidad a la hora de detectar bases oxidadas (purinas y pirimidinas)
removiendolas del DNA lesionado. Por esta razon, se ha considerado pertinente
incluir esta modificacion del ensayo para asi aumentar su especificidad y su

sensibilidad.

Para realizar el ensayo con incubacion enzimatica, se preparan cuatro
portaobjetos idénticos por muestra, de los cuales uno actuara como control,
permaneciendo en lisis durante la incubacion y es rotulado con el nombre de
lisis (dano basal); y los tres restantes son sometidos a la incubacion propiamente
dicha, y codificados como buffer, FPG y Endolll. Aquellos geles sin tratamiento
enzimatico proporcionan una estimacion del dano basal (SB). Los geles
sometidos a tratamiento enzimatico revelan roturas y lesiones reconocidas y
escindidas por las enzimas (SB + OX). Cuando se utiliza el porcentaje de DNA en
la cola, y se asume una respuesta linealmente dependiente de la dosis, la
diferencia SB—(SB + OX) proporciona una medida del dano oxidativo “neto” de

purinas/pirimidinas oxidadas (o alteradas).

El primer paso de la incubacion son dos lavados con el buffer de reaccion
(40 mM HEPES; 0,1 M KCI; 0,5 mM EDTA; 0,2 mg/mL BSA; pH 8,0 con KOH)

durante 5 min cada uno.

Previo a la incubacion, la dilucion enzimatica para los portaobjetos se
realizod de la siguiente manera: de un stock de enzimas a una concentracion
1/3000 se tomaron 5 pL de cada una y se diluyeron en 500 pL de buffer de
reaccion para FPG/Endolll (para diluir la enzima FPG se requiere que los 500 pyL

de buffer de reaccion contengan un 10% de glicerol para evitar la oxidacion de
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la misma) y se dispensaron en alicuotas de 10 pyL. En el momento de la
incubacion, se diluyd por ultima vez una de estas alicuotas de cada enzima en
300 pL de buffer de reaccion (esta vez sin glicerol), para finalmente depositar
sobre cada gel 50 pL de esta dilucion. Cada gel se cubrid con cubreobjetos de
22 x 22 mm y los portaobjetos se colocan dentro de una camara humeda y se

incubaron durante 30 min a 37 °C.

En caso de estar utilizando el Gelbond como soporte de los microgeles
(también se preparan 4 idénticos), se depositan 5 pL del stock en 25 mL de
buffer de reaccion previamente temperado (37 °C). Se sumergen los geles en las
respectivas diluciones enzimaticas (o buffer solo, que actuara como control)
procurando dejarlos totalmente sumergidos y tapados para evitar cambios en la
concentracion por posible evaporacion del buffer. EI proceso se prolonga

durante 30 min a 37 °C.

Pasados los 30 min se detiene la reaccion enzimatica, retirando los
cubreobjetos y sumergiendo inmediatamente los portaobjetos (o Gelbond) en
la solucion de electroforesis para el tratamiento alcalino y, asi, continuar con el
protocolo (en este paso no hay que olvidar incluir las preparaciones que

permanecieron en lisis durante la incubacion).

2.3. Optimizacion 3: utilizacion de células congeladas

Los linfocitos de sangre periférica han sido mayoritariamente utilizados
en los estudios de biomonitorizacion humana. Logisticamente, las muestras
pueden requerir ser criopreservadas y almacenadas ya que, a veces, los periodos
de muestreo pueden prolongarse bastante en el tiempo (meses e incluso anos),
con la consiguiente variabilidad en los resultados debido a las diferencias
temporales. Por lo tanto, una posible solucion consiste en aislar los linfocitos de
las muestras que se vayan recogiendo y criopreservarlos en condiciones que
permitan minimizar al maximo el dano en el DNA. La ventaja de la congelacion
de las células es que estan disponibles en cualquier momento. Ahora bien, esta

alternativa implica encontrar buenos protocolos para congelar y descongelar.
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2.3.1. Protocolo de aislamiento de linfocitos de sangre periférica

El protocolo convencional comienza con la obtencion de 10 mL de
sangre periférica por puncion endovenosa y heparinizada al 1%. En condiciones
esteriles, se mezcla el volumen de sangre con un volumen igual de PBS, a
temperatura ambiente, ya contenido en un tubo de centrifuga de 50 mL, y se
homogeneiza por inversion del tubo un par de veces. Posteriormente, a un
mismo volumen de Ficoll-Histopaque 1077 (Sigma) contenido en otro tubo de
centrifuga de 50 mL y posicionado con una inclinacion aproximada de 45¢, se le
anade la sangre diluida muy lentamente desde la parte baja del tubo (la parte
mas cercana al Ficoll) hacia arriba. La posicion vertical del tubo se va
recuperando paulatinamente, a medida que se va llenando para evitar la mezcla

de las fases.

A continuacion, se centrifuga a 1.500 g durante 30-35 min a temperatura
ambiente. El tubo debe estar perfectamente equilibrado. Después de
centrifugar y al ser una cantidad significativa de sangre, los linfocitos se hacen
visibles conformando un anillo justo entre el plasma y el Ficoll-Histopaque 1077
facilmente extraible con el uso de una pipeta Pasteur plastica, recuperando asi
aproximadamente 3 mL de células blancas (Figura 19a). Finalmente el volumen
de linfocitos recuperado se lava dos veces en 10 mL de PBS frio centrifugando a
4 oC durante 10 min a 1.500 g.

Aprovechando una de las ventajas del ensayo del cometa como es la de
necesitar un pequeno numero de celulas, se ha puesto a punto una variante de
mucha utilidad en situaciones puntuales. Esto es, el aislamiento de linfocitos a
partir de 30 pL de sangre periférica obtenida por puncion del tercio distal del
dedo anular, utilizando una lanceta BD Microtainer® (mini-prep) (Figura 19b).
Posteriormente, se procede de la misma manera descrita anteriormente,
manteniéndose las proporciones de los materiales, soluciones y tiempo
requerido. Asi, los 30 pL de sangre obtenida se mezclan con 100 pL de PBS en
tubos Eppendorf de 2 mL y se depositan 100 pL de Ficoll-Histopaque a
temperatura ambiente justo en el fondo evitando la mezcla de ambas fases.
Posteriormente, se realiza una centrifugacion a 200 g y a 4 °C durante solo 3

min. Finalmente, se extraen los linfocitos succionando 100 pL justo en la zona

entre el PBS y el Ficoll con movimientos tanto concéntricos como paralelos y se
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depositan en 100 puL de PBS. A diferencia del proceso convencional, este

proceso se realiza en frio.

a)
= ==
Plasma y plaquetas
I Linfocitos
icoll-Histopaque
ANTES DESPUES
b)

N

30 pl sangre
+1 mL PBS

PBS
100 pL Linfocitos
Ficoll-Histopaque Ficoll-Histopaque
Células rojas

ANTES DESPUES

Figura 19: Capas de las fases formadas después de la centrifugacion de a) 10 mL de sangre
periférica obtenida por puncién endovenosa; b) 30 pL de sangre periférica obtenida por

puncion de la porcion distal del dedo anular, durante el aislamiento de linfocitos utilizando

Ficoll-Histopaque.

Otra alternativa mas practica, pero no mas eficiente en cuanto al
porcentaje de recuperacion de linfocitos, es la utilizacion de tubos de CPT (Cell
Preparation Tubes) con 0,1 M de citrato de sodio como anticoagulante y con un

gel de poliéster y Ficoll como medio de separacion (Figura 20). La sangre se
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deposita directamente por puncion del tapon de goma del tubo y se centrifuga

durante 30 min a 1.500 g a temperatura ambiente, previa homogeneizacion.

Antes de centrifugar Después de centrifugar

Sangre complota

Plazma €

Ceélulas mononucieadas y plaquetas {-—F‘:ﬁﬁl
Solucion de separacion 4 S .
Gel de policst i {_v\\“%
cl de poliester
Solucion de Separacion  sfe——
Granulocitos

Clulas rojas

Fig. 20: Distribucion de las capas celulares formadas en el tubo vacutainer CPT después de la

centrifugacion para el aislamiento de linfocitos de sangre periférica.

2.3.2. Protocolo de congelacion de linfocitos de sangre periférica

Previo a la congelacion, los linfocitos recién aislados se lavan y
resuspenden en 10 mL en PBS. De esta suspension se separan 10 pL para
determinar la densidad de la misma (y la viabilidad de las células por el método
de exclusion utilizando azul de tripan) y calcular el volumen necesario de medio
de congelacion para obtener una concentracion final de 3x10° células/mL de
medio. Mientras se obtiene esta densidad, la suspension de células se centrifuga
por ultima vez y se descarta el sobrenadante, dejando el boton celular lo mas

seco posible.

El medio de congelacion debe contener RPMIFCS:DMSO en una
proporcion 70:20:10, respectivamente. EI DMSO debe agregarse al final y
directamente a los crioviales, ya que puede ejercer un efecto toxico sobre las

células afectando su viabilidad.
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Se resuspende el boton celular muy lentamente en 1 mL del medio de
congelacion, previamente preparado y mantenido a 4 °©C, utilizando una
micropipeta y, una vez que todas las células se han disgregado, se anade
lentamente el resto de medio. Se dispensa la suspension celular en alicuotas de
0,27 mL de suspension celular en crioviales de 1 mL que ya contengan 0,03 mL
de DMSO filtrado (correspondiente al 10% del medio total de congelacion) para
obtener un volumen final de 0,3 mL. Se agita suavemente por inversion un par
de veces y se depositan los viales en cajas especiales para su congelacion
paulatina y almacenamiento a -80 °C (tasa de congelacion satisfactoria: 1 a 3 °C
por minuto). La congelacion paulatina de las células es esencial para preservar
el DNA. Si se preveé que las muestras no seran usadas en un futuro inmediato,
los crioviales pueden ser transferidos a tanques de nitrogeno liquido (LNz) y
almacenados alli por un largo periodo de tiempo. Muestras almacenadas por un
periodo de tiempo de 5 meses a -80 °C y en LN, no muestran diferencias en los

niveles de dano genético.

2.3.3. Protocolo de descongelacion de linfocitos de sangre periférica

Antes de extraer los viales de -80 °C (o del LN;) para la descongelacion
hay que rotular tubos de centrifuga de 15 mL (tantos como viales se quieran
descongelar) e introducir en cada uno de ellos 10 mL de PBS a 4 °C. Luego, se
sacan los viales congelados, se ubican sobre hielo y se deposita 1 mL de PBS a 4
°C en el interior de cada uno, removiendo suavemente con la pipeta hasta
conseguir que el cubito de hielo que contiene las células se desprenda de las
paredes del tubo. Justo en este momento, se decanta este contenido en el
interior del correspondiente tubo de centrifuga; aqui, el cubito de hielo
terminara de fundirse consiguiendo que el medio de congelacion (sobre todo el
DMSO,) se diluya rapidamente. Si se cuenta con un gran numero de viales para
descongelar, se recomienda sacarlos de -80 °C por tandas. Se centrifugan los
tubos por 10 min a 700 g y a 4 °C, se resuspende muy suavemente el boton
celular en 1 mL de PBS frio y se completa nuevamente hasta 10 mL. Se repite la
centrifugacion y finalmente, se resuspende de la misma manera en 1 mL de PBS

frio y se traslada las suspension a tubos Eppendorf debidamente rotulados. Se

cuenta densidad y la viabilidad de las células, por exclusion de captacion con
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azul de tripan, para la comparacion de estos parametros con los obtenidos antes
de congelar y asi disponer de un indicador de la mortalidad debida al proceso

de congelacién/descongelacion.

Los esquemas de la figura 21 muestran de manera general los dos
protocolos modificados a) portaobjetos y b) Gelbond, utilizando distintos tipos
de aislamiento de los linfocitos, que se pueden usar indistintamente para una

version o para la otra.
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b)
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Figura 21: Protocolos del ensayo del cometa de la version alcalina descrito por Singh et al. (1988).
a) Version convencional utilizando portaobjetos. Los linfocitos son obtenidos de sangre periférica
por puncion endovenosa o, de cordon umbilical, y aislados con tubos de CPT. b) Version Gelbond
film con formato de 48 microgeles. Los linfocitos son aislados de sangre obtenida por puncion
distal del dedo anular (“miniprep”). La figura muestra todas las etapas de la técnica, desde la

obtencion de la muestra hasta su visualizacion mediante el uso del programa Komet 5.5.
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3. Validacion de las variaciones introducidas

La técnica del cometa se ha considerado como un ensayo de gran
potencial para la determinacion de dano en el DNA, llegandose a convertir en
una herramienta para deteccion de genotoxicidad a nivel industrial (Kiskinis et
al, 2002). Hoy en dia, los investigadores involucrados en estudios de
biomonitorizacion y epidemiologia sienten la necesidad de poder contar con
esta herramienta facil, econdmica y rapida, tanto para el almacenamiento
masivo de muestras como para la obtencion de resultados. Las modificaciones
introducidas persiguen simplificar el proceso incrementando el numero de
muestras que se procesan en un determinado experimento. Sin embargo,
cualquier modificacion introducida en un protocolo, no debe alterar la
capacidad de detectar el dano existente en una determinada muestra. Esto
exige llevar a cabo estudios de validacion de las modificaciones, antes de
utilizarlas en la obtencion de resultados experimentales concretos. A
continuacion, se indica como se han llevado a cabo los estudios de validacion
encaminados a demostrar que las modificaciones en los protocolos no alteran

su capacidad de detectar los niveles de dano genético.

3.1.  Portaobjetos vs. Gelbond film: hacia el procesamiento rapido de muestras

multiples

Con el fin de minimizar el tiempo de manipulacion y la variabilidad, y
aumentar el numero de muestras analizadas en un mismo ensayo, hemos
puesto a punto en nuestro laboratorio la variacion consistente en modificar el
soporte utilizado para anclar las células ya embebidas en agarosa. Ademas, se
ha demostrado mediante la comparacion del uso de portaobjetos o Gelbond,

que no existen diferencias en los resultados obtenidos.

El método fue estandarizado mediante experimentos sencillos basados
en el protocolo de McNamee et a/. (2000) con ciertas modificaciones. La Tabla

VI muestra los distintos disenos de los experimentos, utilizando:
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(1) controles frescos no expuestos y expuestos a peroxido de hidrogeno,
histéricamente utilizado en estudios de genética toxicologica por su
conocida genotoxicidad.

(2) controles congelados no expuestos y expuestos a radiacion gamma a

una dosis de 5 Gy (tasa de dosis: 6 Gy/min).

Todos los controles frescos fueron obtenidos (al momento del

experimento) mediante puncion del tercio distal del dedo anular (mini-prep).

Las células a tratar con peroxido de hidrogeno fueron expuestas antes de
ser embebidas en agarosa, con 1 mL de dicho compuesto a las concentraciones
requeridas (25, 50, 100, 200 y 250 pM) durante 5 min sobre hielo. A
continuacion, se centrifugaron y se lavaron con PBS frio para luego volver a
centrifugar y dejar el sobrenadante necesario para obtener la densidad celular

requerida, dependiendo del soporte a utilizar (portaobjetos o pelicula Gelbond).

Los controles congelados fueron obtenidos de un donante sano y sin
antecedentes de exposicion a agentes genotoxicos. La obtencion de la muestra
se llevo a cabo en el Servicio Asistencial de Salud de la Universitat Autbonoma de
Barcelona. Al respecto, se extrajeron 10 mL de sangre periférica mediante
puncion endovenosa con heparina al 1%, y se procedio al aislamiento de los

linfocitos.

Después, se determino la densidad celular y, en base a la misma, los
linfocitos se resuspendieron en un volumen de medio de congelacion, que
permitiera obtener la densidad de congelacion apropiada, y se alicuotaron en
los crioviales. A la mitad de las alicuotas se les agrego un 10% de DMSQO filtrado,
fueron homogeneizadas suavemente por inversion e inmediatamente
congeladas de manera paulatina (controles negativos). La otra mitad se llevo a
irradiar sobre hielo (controles positivos 5 Gy) y, de vuelta en el laboratorio, se
anadio el 10% de DMSO filtrado, se homogeneizo suavemente por inversion y

finalmente se congelo paulatinamente a -80 °C.
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Tabla VI: Disefio de los experimentos de estandarizacion del ensayo del cometa utilizando

portaobjetos y Gelbond® film.

Disefio Notas
Control fresco — Relacion dosi : _ g o
elacion dosis-respuesta a 5 concentraciones de peroxido de
25puM — hidrégeno (tratamiento en PBS por 5 min a 4 °C) mas tres
50 yM — controles:
100 pM — (1) fresco sin irradiar
(2) congelado sin irradiar
200pM — (3) congelado irradiado a 5 Gy.
250 yM — Total 8 muestras con 2 geles de 70 pyL con 10.000 células en
0Gy — cada portaobjetos
Se contabilizaron 100 células entre los 2 geles de cada muestra.
5Gy —

Control fresco alaleieiels Relacion dosis-respuesta a 5 concentraciones de peroxido de
25 uM OOO000 hidrégeno (tratamiento en PBS por 5 min a 4 °C) mas tres
50 uM OO0 Q0 controles:
100 uM slelelslale (1) fresco sin irradiar
200 uM alelalalale (2) congelado sin irradiar
250 uM OO0 00 (3) congelado irradiado a 5 Gy.
0 Gy slelelalele Total 8 muestras con 6 microgeles de 7 uL con 500 células cada
5ay alelalalele uno (48 microgeles).
@ =2 Se contabilizaron 100 células entre los 6 geles de cada muestra.

La irradiacion se llevd a cabo en

la Unidad Técnica de Proteccion

Radiologica de la Universitat Autobonoma de Barcelona (UTPR-UAB). Cabe
senalar también que las muestras fueron mantenidas a 4 °C antes, durante y
después de la irradiacion con el objeto de disminuir al maximo el metabolismo

celular y asi evitar posibles procesos de reparacion post-irradiacion.

El irradiador, especifico para muestras biologicas y procedimientos
experimentales, corresponde a un IBL 437 tipo H, N°: 701 (SCHERING CIS Bio
International) contiene 189 TBq (5.100 curios) de cesio-137. Los niveles de
radiacion en la superficie estuvieron por debajo de 2,5 uSv/h, conforme a las

regulaciones internacionales pertinentes.

Las muestras se colocaron dentro del cilindro portador de la unidad, de
3,8 L de capacidad. Cuando el irradiador es activado desde el panel de control,
el cilindro portador de la muestra comienza su rotacion a 18 rpm para asi

proporcionar una exposicion homogénea a toda la muestra. La secuencia
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temporal de irradiacion culmina cuando se alcanza la dosis requerida

considerando la tasa correspondiente (6 Gy/minuto).

El experimento se repitio en tres ocasiones, cada vez con ambas versiones

en paralelo, teniendo en cuenta las modificaciones que cada version implica.

3.2. Deteccion del dano oxidativo utilizando enzimas de reparacion

Aunque el ensayo del cometa no es la unica técnica para medir el dano
oxidativo en el DNA, se ha comprobado que es una de las técnicas mas
sensibles y, ademas, libre de artefactos. Se han realizado experimentos /n vitro
para validar el buen funcionamiento de las enzimas en nuestro laboratorio. Es
decir, utilizando cultivos de lineas celulares e induciendo la oxidacion de las
bases del DNA, tanto purinas como pirimidinas, con un agente oxidante
conocido (fotosensibilizador Ro 19-8022 mas luz visible), para posteriormente
determinar el dano oxidativo utilizando enzimas de reparacion de bases

oxidadas. Los experimentos se realizaron como se explica a continuacion.

3.2.1. Cultivo celular en monocapa

Para los experimentos de validacion enzimatica se mantuvieron cultivos
celulares de la linea epitelial humana Hela, creciendo a modo de monocapa en
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) suplementado con 10% de suero
fetal de ternera, 1% penicilina/estreptomicina (5.000 U / 5.000 pg/mL) y 1% de
L-glutamina 200 mM.

Los cultivos se incubaron en frascos Falcon estériles a 37 °C en un
incubador con 5% de CO; y 95% de humedad, manteniendo una confluencia

del 70% para lograr un crecimiento optimo y una baja mortalidad celular.

En el momento del experimento, las celulas fueron lavadas con PBS y
cosechadas mediante tripsinizacion durante 3-5 min, o hasta que estuvieran
totalmente individualizadas. La tripsinizacion se detuvo anadiendo 7 mL de
medio de cultivo sin suplementar, para luego traspasar la suspension a tubos y
centrifugar a 700 g por 7 min a 20 °C. El boton celular fue resuspendido en un
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volumen de PBS que permitiera obtener una densidad de 1x10° células/mL.
Para cada uno de los 5 tratamientos se utilizd 1 mL de esta suspension

contenida en tubos Eppendorf.

3.2.2. Induccion de oxidacion de bases

De los 5 tubos por experimento conteniendo 1x10° células cada uno, a 4
de ellos se les anadido 1 pL de una solucion del fotosensibilizador a la
concentracion de 1 mM, obteniéndose una concentracion final de 1 uM. Las
suspensiones fueron homogeneizadas y vaciadas en placas de Petri de 35 mm
de diametro y cada una de ellas fue expuesta a la luz visible por diferentes
periodos de tiempo. El experimento contempla 1 tubo Eppendorf con 1 millon
de células, que se utilizo como control negativo (sin Ro ni luz), y 4 placas con un
millon de células cada una y con una concentracion de 1 uM de Ro. Tres de ellas
fueron irradiadas con luz visible durante 0, 90 y 180 segundos, respectivamente,
y la placa sin irradiar sirvio para comparar el efecto producido por el
fotosensibilizador sin irradiacion. El diseno experimental referido se muestra

esquematicamente en la Tabla VII.

Tabla VII: Diserio experimental para la validacién de los ensayos de determinacion de dano
oxidativo en el DNA mediante la utilizacion de endonucleasas en el ensayo del cometa. -Ro:

tratamiento sin fotosensibilizador; s: segundos.

Tratamiento Lisis Buffer FPG Endolll

-Ro+0 s (sin Ro; sin luz)

+Ro+0 s (con Ro; sin luz)

+R0o+90 s (con Ro; con luz)

+Ro+180 s (con Ro; con luz)

+Ro+300 s (con Ro; con luz)
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La irradiacion se realizd a 4 °C colocado las placas a 33 cm de una

lampara halogena de 500 W durante los tiempos ya descritos.

Después de la irradiacion, las células fueron lavadas dos veces con PBS
frio, centrifugando a 700 g durante 7 min a 4 °C. Finalmente, fueron
resuspendidas en 1 mL de PBS para luego realizar el ensayo del cometa
utilizando dos geles por portaobjetos y con digestion enzimatica, resultando 4

preparaciones por tratamiento.

Con respecto al compuesto utilizado para inducir dano oxidativo en el
DNA, el Ro 19-8022 (1-((10-cloro-4-oxo-3-fenil-4H-benzo(a)quinolizina-1-
il)carbonil)-2-pirrolidinmetanol) es un fotosensibilizador polar de la familia de las
pirrolidinas que, en presencia de luz visible, interactua directamente con el DNA
produciendo dano oxidativo, principalmente aumentando al concentracion de
8-0xoG (Figura 22). Este compuesto fue gentilmente facilitado por F. Hoffmann-
La Roche SA.

Figura 22: Foérmula estructural del Ro 19-8022 (1-((10-cloro-4-oxo-3-fenyl-4H-

benzo(a)quinolizin-1-iljcarbonil)-2-pirrolidinmetanol). Formula quimica C;sH3;CIN,Os.
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3.3. Ensayos de congelacion: una buena herramienta para el

almacenamiento masivo de muestras

El objetivo de estos ensayos fue evaluar si el proceso de criopreservacion
de las células podia influir tanto en el dano basal total como en el dano basal
oxidativo. En los experimentos se determino la disminucion de viabilidad y se

valoro la migracion del DNA de las células, antes y despues de congelar.

Para ello, se extrajo sangre periférica de 4 voluntarios sanos, mediante
puncion endovenosa, en el Servicio Asistencial de Salud de la Universitat
Autonoma de Barcelona. Posteriormente, los linfocitos se aislaron y congelaron
siguiendo los protocolos anteriormente descritos. Se calculd la pérdida de
viabilidad celular producida por la congelacion, mediante la exclusion de

captacion utilizando el azul de tripan.

Se aplico el ensayo del cometa en células frescas y congeladas de estos 4
voluntarios y se compard el dano genético basal y oxidativo, utilizando

portaobjetos como soporte.

4. Aplicaciones del ensayo del cometa en dos areas importantes de la

genotoxicologia

Desde que el primer protocolo del ensayo del cometa fue publicado por
Singh et al. (1988), su aplicacion se ha extendido en diversas areas: aplicaciones
clinicas, biomonitorizacion humana, radiobiologia, genética toxicoldgica,
ecotoxicologia genética, etc. En este trabajo de Tesis, el ensayo se ha
desarrollado, optimizado y aplicado en dos de estas areas: se ha elaborado una
curva de calibracion como biodosimetro de dano genético inducido por
radiacion ionizante, y se ha realizado un estudio de biomonitorizacion
determinando el dano genético basal y oxidativo de dos cohortes de madres e

hijos.
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4.1. Construccion de una curva de calibracion

La capacidad de la radiacion ionizante de producir roturas en el DNA es
un hecho muy bien conocido. Si las roturas producidas en la célula por
exposicion a diferentes dosis de radiacion son detectadas con el ensayo del
cometa, se puede elaborar una curva estandar, con una frecuencia de roturas
expresada en equivalentes/Gray, o roturas por unidad de longitud de DNA,
basandonos en el supuesto que 1 Gy induce 0,31 roturas/10° Da de DNA
(Ahnstrom & Erixon, 1981), lo que aproximadamente corresponde a 1.000

roturas por célula diploide en mamiferos (Pitozzi et al, 2006; Collins et al, 2008)

Hemos construido una curva dosis-respuesta midiendo /n vitro la
respuesta a dosis crecientes de radiacion gamma en el ensayo del cometa. La
curva se elaboré con muestras de sangre de 9 mujeres sanas que nNoO
presentaban evidencias de desordenes geneéticos ni historial de exposicion

genotoxica previa.

La toma de muestras se realizd en el Servicio Asistencial de Salud de la
Universitat Autonoma de Barcelona. Se obtuvieron 2 mL de sangre de cada
donante mediante puncion endovenosa en vacutainers heparinizados y se
transportaron seguidamente a nuestro laboratorio. La sangre se centrifugo y el
sobrenadante se elimind. El sedimento celular se resuspendio en igual volumen
de medio RPMI 1640 (Gibco) sin suplementar. Luego, cada muestra se dividio en
6 tubos Eppendorf de 1,5 mL (250 pL por tubo) y fueron irradiadas. Antes y
después de la irradiacion con rayos gamma, las muestras se mantuvieron en
hielo para reducir la actividad metabodlica y, fundamentalmente, minimizar la

reparacion, como ya se ha explicado anteriormente.

La irradiacion se realizd en la UTPR-UAB. Cinco fueron las dosis de
irradiacion administradas a cada muestra: 1, 2, 4, 6 y 8 Gy. Una muestra se dejo

sin irradiar para ser utilizada como control negativo.

El protocolo del ensayo aplicado en este caso fue el estandar, es decir,
con un solo gel en toda la superficie del portaobjetos, siguiendo la version

descrita por Singh et al. (1988) con ligeras modificaciones.

97



Materiales y Métodos

En una segunda instancia, después de la construccion de las curvas
pertinentes, se procedio a la validacion de los resultados. Para ello, se evaluaron
nuevamente muestras de sangre de dos individuos del grupo estudiado
(elegidos al azar). Las muestras se sometieron a dos dosis de radiacion,
desconocidas en el momento del analisis, pero dentro del rango evaluado, y
analizadas a ciegas con el fin de determinar con mayor grado de objetividad el

nivel de dano inducido.

Finalizada la evaluacion, se procedio a la descodificacion de las dos dosis
utilizadas y los resultados se compararon con los obtenidos en la curva dosis-

respuesta elaborada.

Se procedid también al calculo de la frecuencia basal de roturas,
asumiendo que 1 Gy produce aporximadamente 0,31 roturas/lO9 Da de DNA
(Ahnstrom & Erixon, 1981).

4.2. Biomonitorizacion en dos cohortes de madres e hijos: estudio piloto para

la determinacion de dano basal y oxidativo

El ensayo del cometa, eficiente en la medicion de roturas del DNA a nivel
de células individualizadas, es faciimente aplicable a linfocitos humanos por lo
que constituye una herramienta adecuada para los estudios de
biomonitorizacion humana. Hoy en dia, existen numerosos estudios que han
establecido niveles basales de dano, especificamente de dano oxidativo con el
ensayo del cometa adecuadamente modificado, incorporando la incubacion del

DNA con endonucleasas especificas (Collins et al, 1995).

Por tanto, otro de los objetivos relevantes de este trabajo de Tesis ha
supuesto aplicar esta metodologia en dos poblaciones de madres e hijos y, asi,
establecer el dano oxidativo, utilizando las endonucleasas FPG y Endolll que

detectan las purinas y las pirimidinas oxidadas, respectivamente.
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4.2.1. Caracterizacion de las poblaciones

El estudio se realizo utilizando dos poblaciones de madres e hijos recién
nacidos de dos hospitales de la provincia de Barcelona (Corporacio Santaria
Parc Tauli de Sabadell y Hospital del Mar de Barcelona) (Figura 23). La primera
poblacion esta formada por 31 parejas y corresponde a nacimientos ocurridos
entre el 8 de mayo y el 26 julio del 2007; la segunda poblacion, constituida por
40 parejas, se reclutd entre el 22 de octubre de 2008 y el 16 de enero de 2009.
Previamente a la toma de muestras (es decir, antes del parto), cada una de las
madres acepto participar voluntariamente en el estudio, firmando el

correspodiente consentimiento, una vez informadas acerca de los objetivos.

Paralelamente a la extraccion de las muestras biologicas, y para tener un
buen conocimiento de las caracteristicas de las poblaciones en estudio, cada
voluntaria se sometidé a una encuesta exhaustiva, con el fin de obtener
informacion de interés para el posterior analisis e interpretacion de los
resultados. Debido a que esta parte del trabajo de Tesis se ha desarrollado en el
contexto del proyecto de investigacion europeo integrado NewGeneris
(Newborns and Genotoxic exposure risk), cuyo objetivo principal es evaluar la
hipotesis de que la exposicion materna, durante la gestacion, a compuestos
quimicos ambientales y/o de la dieta conducen a eventos mutacionales en sus
hijos, lo que implica un incremento del riesgo de cancer y/o desordenes
inmunoldgicos durante la infancia. La encuesta fue diseniada para satisfacer las
inquietudes de todas las investigaciones involucradas en el proyecto, por lo que
en este trabajo, hemos tenido en cuenta aproximadamente un solo 10% de la
informacion recogida. Esto es, datos habituales de demografia (edad, lugar de
nacimiento lugar de residencia), preguntas relacionadas con el historial meédico
(enfermedades, medicacion y suplementos vitaminicos durante el embarazo),
habitos de consumo (alcohol, tabaco, cafe), dieta (consumo diario de carnes
rojas, pescados, frutas y verduras) y otros factores que pudieran inducir dano
genotoxico. El objeto de esta encuesta es el de poder detectar cualquier posible

factor de confusion que pueda influir en los resultados obtenidos.
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Figura. 23: Mapa de la provincia de Barcelona donde figuran las localidades de procedencia de

las dos poblaciones estudiadas. Poblacion I: Sabadell; poblacion II: Barcelona.

4.2.2. Obtencion de las muestras de sangre

La extraccion de sangre fue realizada por profesionales de enfermeria.
Como el proyecto NewGeneris comprende diversas técnicas, no solo se extrajo
sangre para realizar el ensayo del cometa sino que el volumen final obtenido de
cada individuo fue de 39 mL de sangre periférica (madre) y 29 mL de cordon
umbilical (hijo). De estas cantidades, se destinan 8 mL para el aislamiento de los
linfocitos en tubos CPT, en Sabadell, y en vacutainers heparinizados en
Barcelona, destinados a la realizacion del ensayo del cometa. El traslado del
material biologico desde los hospitales hasta nuestro laboratorio se realizo
dentro de las dos horas siguientes al parto, a temperatura ambiente,

manteniendo los tubos en posicion horizontal y evitando movimientos bruscos.
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Una vez las muestras llegaban al laboratorio del Grupo de Mutagénesis
del Departamento de Genética y de Microbiologia de la UAB, se procedia al
aislamiento y congelacion de los linfocitos y a la realizacion del ensayo del

cometa, siguiendo los protocolos anteriormente descritos.

Solo el 30% de los linfocitos obtenidos en el proceso de aislamiento fueron
congelados para evaluar el dano en el DNA. El 70% restante fue igualmente
congelado pero destinado a estudiar la reparacion por el grupo del
Departamento de Nutricion de la Universidad de Oslo, que dirige el Prof.

Andrew Collins, utilizando también el ensayo del cometa.

4.2.3. Diseno experimental

Las muestras de ambas poblaciones se descongelaron siguiendo el
protocolo de descongelacion descrito anteriormente, esto es, anadiendo a cada
vial 1 mL de PBS a 4 °C hasta desprenderse el cubo de hielo que contiene las
células. Cabe recordar que para los experimentos con incubacion enzimatica se
prepararon 4 portaobjetos por individuo o 4 Gelbonds idénticos por

experimento.

a b)
[ - ] MB, — [0O0OOO | — B
g | X MB, . |00O0OOOO| « CB
MB; . [OOQQOQOO | — CBs
MB: — |[OOOOOO | ~ CB
[ n ] MBs — |00000O0 | ~ B X*
= X4 MB, QOO0 — CBe
MB;, — |OQOQQOO | ~ CB
0Gy — [000ODOO | « 5Gy
L] D‘_,.r;

Figura 24: Distribucion de los microgeles de agarosa a) Version convencional: dos microgeles
de cada individuo son ubicados en un portaobjetos; b) Version Gelbond film: 3 microgeles de
cada individuo son ubicados sobre la lamina Gelbond, en total cada lamina soporta 48 geles.
MB: muestra de madre; CB: muestra de cordon; 0 Gy: control negativo sin irradiar; 5 Gy: control

positivo irradiado con 5 Gy.
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La Figura 24 muestra el esquema de los experimentos para cada una de
las versiones: a) 1 portaobjetos cargado con 2 geles de 70 uL y con 20.000
células del mismo individuo. Si el ensayo a realizar incluye (como es en este
caso) incubacion enzimatica, se requieren 4 portaobjetos idénticos. Por este
motivo, en cada experimento solo es posible analizar 2 parejas debido a la
capacidad del tanque de electroforesis; b) un film Gelbond cargado con 48
microgeles que contiene 7 parejas de madres e hijos, un control negativo
(linfocitos aislados congelados) y un control positivo (linfocitos aislados y
expuestos a radiacion gamma a una dosis de 5 Gy). De la misma manera, si el
experimento requiere de incubacion enzimatica, se deben preparar 4 Gelbonds

idénticos a modo de controles de la incubacion.

5. Estadistica

Los datos de todos los experimentos realizados se obtuvieron mediante
analisis de imagenes utilizando el programa Komet 5.5, y el parametro utilizado
para la valoracion de la migracion fue el porcentaje de DNA en la cola. Antes de
proceder a los analisis estadisticos, a todos los datos se les verifico la normalidad
utilizando el test de Kolmogorov-Smirnov. Se asumieron diferencias
estadisticamente significativas a valores de p<0,05 y diferencias altamente

significativas a valores de p<0,001.

Los programas utilizados para la elaboracion de graficos y para los

analisis estadisticos, propiamente dichos, fueron el Excel 2007 y el SPSS 17.0.

5.1.  Estadistica utilizada en los ensayos de validacion

Para la prueba de validacion de los formatos de dos y cuarenta y ocho
geles se utilizd la ¢ de Student para comparacion de medias de muestras
independientes (comparacion entre experimentos) y de muestras relacionadas
(comparacion dentro del experimento). Para analizar la relacion entre los dos

meétodos se utilizo la correlacion de Pearson.
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Para los ensayos de congelacion, se compararon las medias de los
linfocitos frescos y congelados de acuerdo al nivel de dano basal y oxidativo

(nivel de purinas y pirimidinas oxidadas). Para ello se utilizo la ¢ de Student.

Para los ensayos de validacion de las enzimas, se utilizo estadistica no
parameétrica ya que los datos no siguieron la distribucion normal. Asi, se aplico la
prueba de Kruskal-Wallis para detectar diferencias entre el dano oxidativo basal
y el inducido para cada tiempo de irradiacion. También se utilizo el test de
contraste no parametrico de Wilcoxon para detectar diferencias dentro de cada
tratamiento. Por ultimo, se evaluo la correlacion entre el tiempo de irradiacion
con luz visible y el porcentaje de DNA en la cola mediante el coeficiente de

correlacion de Spearman.
5.2.  Estadistica utilizada para los estudios de aplicacion del ensayo
5.2.1. Construccion de una curva de calibracion

Para la elaboracion de la curva de calibracion se utilizaron tests
paramétricos. La prueba de la ¢ de Student fue aplicada para comparar medias
entre cada uno de los tratamientos y el control. Para establecer las relaciones

dosis-respuesta, se calculo el coeficiente de correlacion de Pearson.

5.2.2. Biomonitorizacion de dos cohortes de madres e hijos: determinacion del

dano basal y oxidativo

Para el analisis del estudio de biomonitorizacion de dos cohortes
madres-hijos se aplicaron pruebas ¢ de Student y de X? para comparar la
descriptiva de las poblaciones tanto de madres como de neonatos. En el caso
del consumo de carne, café, pescado y fruta por parte de las madres, los datos
no presentaron distribucion normal por lo que las medias fueron comparadas

con el test no parameétrico U de Mann-Whitney.

Para el analisis de los datos de dano basal y oxidativo se utilizaron

pruebas ¢ para comparacion de medias. Previo a esta comparacion, a la
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poblacion 2 se le aplico un factor de correccion para eliminar la variabilidad
entre experimentos, correccion que no fue posible realizar en la poblacion 1 por

las limitaciones del soporte utilizado.

Se establecieron correlaciones entre los valores de dano de las madres y

los de sus hijos mediante el coeficiente de Pearson.

Finalmente, para verificar la influencia de los habitos de cada una de las
poblaciones en los niveles de dano basal y oxidativo se realizaron analisis de
regresion lineal. Cada modelo construido debio cumplir con las condiciones

estadisticas para tener la maxima bondad de ajuste posible.

De acuerdo con los criterios de significacion, solo se incorporaron al
modelo aquellas variables cuyo nivel critico asociado a su coeficiente de
correlacion parcial, al contrastar la hipotesis de independencia, fuese menor que
0,05 quedando fuera del modelo de regresion si ese nivel critico era mayor que
0,10.

Por otro lado, una variable paso a ser parte del modelo de regresion si el
valor del estadistico £, utilizado para contrastar la hipotesis de independencia,

era mayor que 3,84 y quedo excluida si este valor era menor que 2,71.

Los criterios de tolerancia también fueron tenidos en cuenta, cuando las
variables cumplian los criterios de significacion, esto es, la tolerancia media de

las variables independientes debia ser superior a 0,6.

En los casos donde mas de un modelo cumplia con los criterios de
significacion, se eligio aquel que presentaba un R’ corregido (coeficiente de

determinacion corregido) mayor y un menor error tipico de la estimacion.

Los modelos se obtuvieron aplicando la metodologia opcional del
programa SPSS “hacia atras”, donde se comienza incluyendo en el modelo todas
las variables independientes que se quieren contrastar y luego se procede a

eliminarlas una a una. La primera variable eliminada es aquella que, ademas de
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no cumplir con los criterios de significacion, posee el coeficiente de regresion
mas bajo en valor absoluto. En cada paso sucesivo se fueron eliminando las
variables con coeficientes de regresion no significativos, siempre en orden

inverso a su nivel critico.

La eliminacion de variables finaliza cuando no quedan variables en el

modelo que cumplan con los requisitos estadisticos de significacion y de
tolerancia establecidos.
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IV. Resultados

1. Resultado de las modificaciones introducidas

1.1.  Portaobjetos vs. Gelbond®

Uno de los objetivos de este trabajo de Tesis fue la optimizacion del ensayo
mediante algunas modificaciones técnicas que nos permitieran, sobre todo,
analizar el mayor numero de muestras posible en un mismo ensayo, lo que
redundara en una mayor eficacia en la obtencion de resultados. Aunque en un
principio se doblé el numero de muestras, colocando dos en cada soporte, la
verdadera mejora ha consistido en sustituir el soporte de vidrio por el soporte de
poliester (Gelbond) por las multiples ventajas que supone su uso. Aparte de la
facilidad de manipulacion y estabilidad de las muestras, este soporte permite la
colocacion de 48 geles en un soporte de 7,5 x 10,5 cm que puede utilizarse en los
microscopios estandar. El cambio de soporte no debe suponer un cambio en la

formacion de los cometas ni tampoco en los valores de dano detectado.

Para esto, se compararon los valores obtenidos con el método convencional
(portaobjetos, donde por cada experimento se pueden analizar 20 muestras
distintas con su réeplica) con el método del Gelbond (donde por cada experimento

se pueden llegar a analizar 96 muestras con su réplica, es decir, 192 geles).

La comparacion se llevd a cabo mediante experimentos dosis-respuesta
sencillos utilizando linfocitos aislados expuestos a dosis crecientes de H;O,. La
Figura 25 muestra la respuesta de los linfocitos utilizando ambas metodologias
donde se grafico la media = EE de tres experimentos independientes en cada caso.
La prueba ¢ de Student para muestras relacionadas arrojo diferencias significativas
entre cada dosis y su respectivo control (/40,05; a=0,05), lo que indica que ambos
protocolos son capaces de detectar el dano inducido por el H,O; en el rango de

dosis senalado.
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%DNA en la cola

Control 25 50 100 200 250

H,0, (kM)

B Portaobjetos B Gelbond film

Figura 25: Representacion grafica de los valores obtenidos (media + EE) mediante ambas técnicas,
aplicando concentraciones crecientes de H,O,. *: Diferencias significativas entre muestras
relacionadas con respecto a su control, prueba ¢de Student £<0,01. NS: diferencias no significativas
entre muestras independientes /> 0,05. 4: Diferencias significativas, prueba para muestras

independientes /<0,05.

Cuando se llevan a cabo las comparaciones entre las técnicas para cada
concentracion evaluada, solo se ven diferencias significativas a dosis altas (200 pM
y 250 uM /%0,05; a=0,05), lo que podria resultar de la gran variabilidad observada
en este tipo de tratamientos. Aunque se detectaron diferencias significativas a las
dos dosis mas elevadas, el coeficiente de correlacion de Pearson resultd ser
bastante alto (0,987) y significativo (~<0,01) (Figura 26), lo que estaria indicando

que las dos técnicas se comportan de manera muy similar.
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Figura. 26: Grafico de correlacion entre las medias de % de DNA en la cola obtenidas utilizando la

metodologia convencional y con el film Gelbond (P< 0,01).

1.2.  Ensayos de validacion de la utilizacion de enzimas

Para demostrar el correcto funcionamiento de las enzimas en nuestro
laboratorio, se evaluo en linfocitos humanos el nivel de dano oxidativo inducido
por su exposicion al fotosensibilizador Ro 19-8022, a una concentracion de 1 uM
junto con luz visible. Se utilizd este compuesto debido a que es conocido que
produce un unico tipo de dano oxidativo, es decir, es capaz de oxidar la guanina y
producir 8-o0xoG. Las muestras fueron expuestas a luz visible a tres tiempos (90,
180 y 300 segundos, ademas de dos controles; uno sin fotosensibilizador Ro ni luz,
y otro con el fotosensibilizador pero sin luz, para evaluar el efecto de éste por si
solo) con el fin de establecer un rango de concentracion ascendente de 8-0xoG,

luego de la irradiacion con luz.

La Figura 27 ilustra la media (+ EE) de dos experimentos realizados
independientemente, reflejando las relaciones dosis-respuesta de los linfocitos
tratados. Las diferencias entre el dafno basal (lisis) y oxidativo (tanto de purinas
como de pirimidinas oxidadas) fueron estadisticamente significativas dentro de
cada tratamiento (contraste no parameétrico de Wilcoxon; £<0,01). Con respecto a

las diferencias entre tratamientos, ambas enzimas respondieron en relacion a la
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concentracion de 8-oxoG introducida con el fotosensibilizador mas luz visible, no
asi entre controles (contraste Mann-Whitney, #~ >0,05 entre control negativo y
control Ro y /0,05 entre tratamiento y control negativo). Los claros incrementos
de la respuesta al aumentar la dosis, tras la aplicacion de FPG, indican que esta
enzima funciona correctamente siendo capaz de detectar los incrementos de 8-

ox0G inducidos por los tratamientos.

f * i
f * | +
80 - : * |
I NS I + I
70 - . I
© 60 - I
8 50 - + + g
8
c 40 - I 1
o I I
< |
E 30 I I
< 20 -
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O 1 T T T
Control Ro_Os Ro_90s Ro_180s Ro_300s
M Lisis W Buffer FPG Endolll

Figura 27: Dano oxidativo basal e inducido detectado con el ensayo del cometa utilizando las
enzimas FPG y Endolll. Diferencias significativas a nivel de 0,01 entre dano oxidativo basal e
inducido +: dentro de cada tratamiento usando el test no paramétrico para muestras relacionadas
Wicoxon; *: entre los tratamientos usando el test no paramétrico para muestras independientes
Mann-Whitney; NS: Diferencias no significativas de la respuesta de ambas enzimas entre el control y

Ro sin irradiar.

La Figura 28 muestra la relacion entre el tiempo de irradiacion con luz
visible y la respuesta de las enzimas (Coeficiente de correlacion de Spearman: 0,66

y 0,50 para FPG y Endolll, respectivamente).
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Figura 28: Experimento dosis-respuesta en linfocitos. Dafio oxidativo basal e inducido detectado
con el ensayo del cometa utilizando los enzimas de restriccion FPG y Endolll (coeficientes de

correlacion de Spearman: 0,66 y 0,50, respectivamente).

1.3.  Ensayos de congelacion

Otro de los objetivos fue obtener un protocolo de congelacion y
descongelacion que minimizara los efectos genotoxicos. Para ello se evaluo el
efecto del proceso de aislamiento sobre la viabilidad y el potencial efecto del
proceso de congelacion de los linfocitos sobre su nivel basal de dano genetico
total y oxidativo. El proceso de aislamiento no mostro influir significativamente en
la viabilidad celular. De la misma manera, ni el proceso de aislamiento ni el de
congelacion/descongelacion produjeron un incremento significativo del dano
basal total con respecto a los controles frescos. En los niveles de purinas y
pirimidinas oxidadas en linfocitos frescos y congelados también se observo un
nivel similar de dano (diferencias no significativas entre las medias del % DNA en la

cola P>0,05; Tabla VIII).
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Tabla ViIII: Efecto de los procesos de aislamiento y criopreservacion en los niveles de dano
endogeno y oxidativo en linfocitos humanos de 4 voluntarios (valores medios + EE).

"S: Diferencias no significativas (¢ de Student).

Densidad Viabilidad % DNA en la cola
(10°células/mL) (%)
Purinas Pirimidinas
Inicial  Final Daro basal™ ur irimidi

oxidadas™  oxidadas™

Linfocitos 1,302 - - 13,78+1,31  11,89+1,43  6,66+1,75
frescos

Linfocitos 1,302 0,934 71,74 13,19+1,28 13,32+2,71 7,90+£2,26
congelados

2. Resultado de las aplicaciones del ensayo del cometa

2.1.  Resultados de la construccion de la curva de calibracion

La elaboracion de una curva de calibracion tiene tres finalidades, la primera es
la de conocer los valores de dano basal en una poblacion determinada; la segunda
€s conocer cOmo responde una poblacion estandar a la radiacion ionizante (u otro
genotoxico) para poder identificar individuos que responden de manera mas
sensible a la de la media de la poblacion; por ultimo, estos resultados Nnos
permitiran hacer comparaciones con lo que ocurre en otros laboratorios y/o
poblaciones. En nuestro caso, la curva aqui construida se realizé con un grupo de
9 voluntarias jovenes con un promedio de edad de 26,1 anos, y un rango de 22 a

28 anos.

En la Tabla IX se muestran las medias del dano genético basal e inducido
por la radiacion y. Se calculé también el dano neto introducido por la radiacion,
restando el dano basal (control sin irradiar) de los valores de dano producido en
cada una de las dosis de irradiacion; el dano neto nos ayuda a calcular

posteriormente la frecuencia de roturas introducidas por la radiacion.
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Tabla IX: Valores promedio del % de DNA en la cola. Los datos muestran la media + EE de 100 células

analizadas por individuo en el rango de 0 a 8 Gy y su respectivo indice de correlacion lineal. Se

muestra también el dafo neto inducido por la radiacion, con su respectivo coeficiente de correlacion.

*: Diferencias significativas entre tratamientos y control (t-Student; P<0,001).

Dosis (Gy)
Individuo
0 1 2 4 6 8 r
1 17,63£1,05 22,27+1,26 24,03+1,12 35,43+1,07 49,78+1,28 58,07+1,01 0,987
2 14,58+1,13 12,52+0,87 15,83+0,77 32,56%x0,96 41,20+1,23 55,13+1,01 0,960
3 14,351,111 21,39+1,17 27,90+1,23 41,45%1,62 50,02+1,11 58,45+0,91 0,987
4 11,92£0,86 21,13+1,12 30,52+1,11 35,66£1,13 50,76x0,97 56,50+1,24 0,968
5 22,15+1,09 30,20£1,47 29,73+1,42 42,23+1,53 51,41£1,32 64,52+1,02 0,984
6 20,48+1,20 25,10+£1,22 24,37+1,17 35,08+1,24 41,49+1,24 52,92+1,20 0,975
7 17,58+1,27 20,42+1,11 21,48+1,02 35,31+£1,15 50,72+0,91 53,73+0,84 0,960
8 17,26£1,00 15,98+1,23 18,90+0,84 32,70+0,97 48,18+0,95 60,10£0,83 0,962
9 19,88+1,12 23,43+0,98 26,36%£0,94 41,99+0,73 53,02+0,73 63,10£0,66 0,990
Media* 17,31 21,38 24,35 36,93 48,51 58,06 0,994
Neto* 0,00 4,07 7,04 19,62 31,20 40,75 0,994

El parametro empleado para cuantificar dicho darno fue el porcentaje de
DNA en

la cola, ampliamente usado por distintos autores por su facil

interpretacion. Es interesante destacar que la respuesta en la mayoria de las

muestras individuales sigue un patron dosis-respuesta similar.

Los valores

obtenidos muestran un incremento significativo del dano genético que se

relaciona directamente con la dosis utilizada. Se indican también los valores del

coeficiente de correlacion para cada donante. La Figura 29 muestra las curvas

obtenidas para cada uno de los individuos analizados, donde se indica el

coeficiente de correlacion y el ajuste de la ecuacion matematica correspondiente.
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Figura 29: Curvas dosis-respuesta inducida por radiacion ionizante (radiacion y) en el rango de 0 a
8 Gy para cada donante. El dafio genético se indica mediante le parametro % DNA en la cola. Se
indica también el ajuste de la ecuacidon matematica y el coeficiente de correlacion de Pearson en
cada caso.
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En la Figura 30 se observa que la relacion dosis-respuesta entre la radiacion
gamma y el dano en el DNA, expresado como % DNA en la cola, depende
linealmente de la dosis de radiacion aplicada. La curva general se construyo con
los valores de % DNA neto, que se obtuvieron sustrayendo el nivel basal (dosis O
Gy) a los valores de cada dosis de todos los donantes. Como cabe esperar, el
coeficiente de correlacion obtenido tiende a uno, lo que indica un muy buen

ajuste.

De las numerosas investigaciones realizadas utilizando el ensayo del
cometa, un alto porcentaje se ha dedicado a la calibracion de esta técnica basada
en que la eficiencia de la radiacion gamma para inducir roturas en el DNA es

bastante conocida.
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Figura 30: Curva general dosis-respuesta. Los valores son expresados en % DNA en la cola neto (el
nivel basal corresponde a la dosis = 0, y fue sustraido a cada uno de los valores de irradiacion). Se

indica el coeficiente de correlacion y el ajuste de la ecuacion matematica.

La curva de calibracion construida, utilizando muestras de sangre de 9
donantes sanos e irradiadas con rayos gamma, sera una herramienta que nos
permita calcular la frecuencia de roturas producidas por esta radiacion y podra
extrapolarse a otros agentes genotoxicos detectables con este ensayo y que

producen este tipo de efecto.
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En base a nuestros resultados, la curva de frecuencia de roturas fue
construida sustituyendo la dosis de radiacion por la frecuencia de roturas,
basandonos en el supuesto de que 1 Gy induce aproximadamente 0,31
roturas/ 10’ Da de DNA. Se calculo el incremento de la frecuencia de roturas por %

DNA en la cola obteniendo los siguientes valores (ver Tabla IV):

» Daro neto (% DNA en la cola) a 8 Gy:

58,06 % DNA enlacola — 17,3 % DNA en la cola = 40,76 % DNA en la cola

* Frecuencia neta de roturas a 8 Gy:

8 Gy * 0,31 roturas/10° Da de DNA/Gy = 2,48 roturas/10° Da de DNA

» Ecuacion para el calculo de la frecuencia de roturas / % DNA en la cola

(2,48 roturas/ 1 0’Da de DNA) / (40, 76 % DNA en la cola) = 0,061 roturas/lO9 Da de
DNA/%

Realizados estos calculos, podemos estimar la frecuencia de roturas para
cada dosis. Asi, la Figura 31 muestra la grafica de la frecuencia neta de roturas en

el DNA por cada 107 Da de DNA, generada por la radiacion gamma utilizada.
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Figura 31: Curva general de la frecuencia neta de roturas por cada 10° Da de DNA segun dosis. Se

indica el coeficiente de correlacion y el ajuste de la ecuacion matematica.
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Posteriormente se calculo el nivel basal de dano en el DNA de linfocitos de
los 9 donantes, en términos de frecuencia de roturas del DNA, utilizando la curva
de calibracion obtenida. La distribucion del nivel basal de roturas calculado en el
grupo de donantes se muestra en la Figura 32, donde la media + EE fue de 1,06
0,07 roturas/109 Da de DNA y la mediana fue de 1,07 roturas/lO9 Da de DNA

(rango 0,73 — 1,35; primer cuartil = 0,89; tercer cuartil = 1,21).

1,40

1,20

1,00

.80

Frecuencia basal de roturas/10e9 Da de DNA

Figura 32: Nivel basal de dafo en el DNA en linfocitos de la poblacion en estudio. Grafico de la

distribucion de la frecuencia de roturas/109 Da de DNA obtenida de la curva de calibracion.

Finalmente, para corroborar la bondad de la curva de calibracion elaborada,
se llevo a cabo un estudio de validacion de la misma. Este consistio en la extraccion
de dos muestras de sangre de dos de los voluntarios (A y B) e irradiar cada una de
ellas a dos dosis desconocidas (dentro del rango anteriormente evaluado). La
Tabla X muestra los resultados obtenidos donde, a simple vista, se observa que los
valores de las dos dosis desconocidas en el momento de la aplicacion y en la
visualizacion de los efectos se corresponden con los valores de las dosis de 2y 6 Gy
en la curva general; lo que posteriormente confirmoé el personal de la Unidad

Técnica de Proteccion Radioldgica.
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Tabla X: Resultados de validacion. Valores indicativos de las dos dosis validadas con referencia a los

obtenidos en la curva de calibracion general.

Individuo Darno Valores en la curva Intervalo de confianza
(a=0,05)
2 Gy 6 Gy 2 Gy 6 Gy 2 Gy 6 Gy

% DNA en A 23,12+1,05 46,29+0,95

2435:1,64 4851142  [21,13-27,57] [4572-51,3]
la cola B 28,56%1,22 50,60+1,05

Para asegurar que las medias del dano de las dos muestras empleadas en la
prueba de validacion no son diferentes a los valores obtenidos en la curva, se
aplico una tde Student (Figura 33). La comparacion de medias del individuo A con
las de la curva no muestra diferencia significativa a 2 Gy; sin embargo, muestra
una leve diferencia al comparar a 6 Gy. Cuando se compararon las medias del
individuo B con las de la curva, se observo lo contrario. A 2 Gy hay diferencia

significativa pero no a 6 Gy.
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Figura 33: Resultados del estudio de validacion. Grafico de la frecuencia de roturas /10” Da de
DNA de los dos individuos y los valores en la curva de calibracion. NS: no existen diferencias

estadisticamente significativas; *: diferencias significativas (~<0,05).
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Aunque el analisis estadistico arrojo diferencias ligeramente significativas
entre la dosis baja del individuo B y la alta del individuo A, con respecto a los
valores en la curva, en la Tabla X se puede apreciar que los valores de ambas dosis
para ambos individuos estan incluidos en el intervalo de confianza de la curva

considerando los errores.

2.2. Resultados del estudio de biomonitorizacion en cohortes madre-hijo

La integridad de nuestro DNA es fundamental para la salud y el buen
funcionamiento de nuestro organismo. Sabemos que esta integridad depende de
la susceptibilidad del DNA a ser danado por un sinnumero de agentes fisicos y

quimicos y por procesos enddgenos y exogenos.

Como ya hemos mencionado, una de las aplicaciones en la que el uso del
ensayo del cometa ha aumentado enormemente en los ultimos 5 anos es en la
biomonitorizacion de poblaciones humanas enfocada, sobre todo, a evaluar el

dano oxidativo.

En este trabajo de Tesis se evaluo el dano basal y oxidativo de dos grupos
de madres e hijos con el objeto de determinar la correlacion existente y establecer

también el dano basal de cada una de las poblaciones.

En la Tabla Xl se presenta la estadistica descriptiva de las madres de la
poblacion | (medias + EE y porcentajes para variables continuas y categoricas,
respectivamente), que esta formada por 31 madres reclutadas entre el 8 de marzo
y el 26 de julio de 2007, en el Hospital Parc Tauli de Sabadell. Las madres
presentaron una media de edad de 30,60+0,65 anos, siendo la mayoria de ellas

europeas (74,2%, la mayoria espanolas).

En la Tabla XII se aprecia la estadistica descriptiva de la poblacion Il (medias
+ EE y porcentajes para variables continuas y categoricas, respectivamente), que
esta formada por 40 madres reclutadas entre el 22 de octubre de 2008 y el 16 de
enero de 2009, en el Hospital del Mar de Barcelona. Este grupo de madres tuvo
una media de edad de 29,43+1,08 anos y resultd ser una poblacion mixta,

predominantemente europea (37,5%, la mayoria espanolas), seguida por
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latinoamericanas (27,5%) y con una presencia significativa de poblacion asiatica
(22,5%).

Tabla XI: Caracteristicas de las madres de la poblacion I. Edad, algunas caracteristicas nutricionales
y habitos de consumo durante el periodo de gestacion. Datos expresados mediante medias (£ EE) o
%, segun corresponda. FA: fumadora activa; FP: fumadora pasiva; NF: no fumadora; gr/dia: gramos
de alimento diario; comp/dia: comprimidos diarios de vitaminas (A y/o E y/o C y/o multivitaminas
y/o acido folico); s/i: Sin informacién. *: Los valores P fueron determinados mediante ¢ — Student
para diferencia entre medias de las variables continuas y mediante X’ para variables categoricas.

Madres poblacion |

Variable n Media+EE o %

Edad 31 30,60+0,65
Etnia Arabe 0 )

Asiatica 0 -

Europea 23 74,2

Latinoamericanas 6 19.4

s/i 2 6,5
Tabaco FA 4 12,9

FP 16 51,6

NF 10 323

s/i 1 32
Insecticidas Si 18 58,1

No 12 38,7

s/i 1 3,2
Enfermedad Si 18 58,1

No 13 13

s/i 0 -
Medicacion Si 11 35,5

No 19 61,3

s/i 1 3,2
Suplementos No 11 355
vitaminicos I compy/dia 18 58,1

2 0 mas com/dia 2 6,5

s/i 0 -
Actividad fisica Sedentaria 2 6,5

Poco activa 16 51,6

Moderada 7 22,6

Bastante 6 19.4

Muy activa 0 -

s/i 0 -
Carnes rojas (g/dia) 31 11,06+1,65
Pescado (g/dia) 31 12,48+2,14
Frutas (g/dia) 31 38,57+8,31
Verduras (g/dia) 31 23,66%2,03
Alcohol (g etanol/dia) 9 11,51£3,61
Café (g/dia) 14 173,59+42,72
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Tabla XlI: Caracteristicas de las madres de la poblacion Il.

algunas caracteristicas

nutricionales y habitos de consumo durante el periodo de gestacion. Datos expresados mediante
medias (+ EE} o %, segun corresponda. FA: fumadora activa; FP: fumadora pasiva; NF: no
fumadora; gr/dia: gramos de alimento diario; comp/dia: comprimidos diarios de vitaminas (A y/o
E y/o C y/o muitivitaminas y/o acido fdlico); s/i: Sin informacién. *: Los valores P fueron
determinados mediante t — Student para diferencia entre medias de las variables continuas y
mediante X’ para variables categoricas.

Madres poblacion i

Variable n MediazEE o %

Edad 40 29,43+1,08
Etnia Arabe 4 10

Asiatica 10 25,0

Europea 15 37,5

Latinoamericanas 11 27,5

s/i 0 -
Tabaco FA 7.5

FP 17 42,5

NF 20 40

s/i 0 -
Insecticidas Si 16 40

No 24 60

s/i 0 -
Enfermedad Si 18 45

No 20 50,0

s/i 2 5,0
Medicacion Si 13 325

No 27 67,5

s/i 0 -
Suplementos vitaminicos No 29 72,5

1 comp/dia 5 12,5

2 o mas com/dia 3 7,5

s/i 3 7,5
Actividad fisica Sedentaria 6 15

Poco activa 10 25

Moderada 15 37,5

Bastante 1 2,5

Muy activa 15

s/i 5
Carnes rojas (g/dia) 34 14,15£2,91
Pescado (g/dia) 35 14,49£2,53
Frutas (g/dia) 39 41,42+6,88
Verduras (g/dia) 39 29,05+4,10
Alcohol (g etanol/dia) 8 26,46£16,67

12 312,86%52,76

Café (g/dia)
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La prueba parameétrica X’ revela que las poblaciones de madres difieren en
lo siguiente: la etnia de las madres de la poblacion Il es mas heterogénea ya que
este grupo lo conforman mujeres latinoamericanas, asiaticas y africanas, a
diferencia de la poblacion | en la que las mujeres son predominantemente
espanolas, con una menor incidencia de madres latinoamericanas (#< 0,001). La
cantidad de suplementos vitaminicos consumidos durante el embarazo fue
significativamente mayor en las madres de la poblacién | (£< 0,001). La actividad
fisica realizada por las madres durante el embarazo mostro ser significativamente
mayor en la poblacion Il ya que mas del 50% de éstas se encuentran en las
categorias de moderada a muy activa; en cambio, en la poblacion | mas del 50%
de las mujeres se encuentra en la categoria de sedentarias o poco activas (P <
0,05).

Al aplicar el test de la ¢ de Sudent para variables continuas, solo se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en el consumo de café, que

fue mayor en la poblacién Il (£<0,05).

Con respecto a la poblacion de neonatos, y con la ayuda de profesionales
epidemiologos involucrados en el estudio, se ha podido obtener informacion
basica de los recién nacidos. La Tabla Xlll muestra las caracteristicas cuantitativas
de los nifos de la poblacion | (talla, peso y tiempo de gestacion al nacer) y
cualitativas como el género y el tipo de parto, observandose que la misma
proporcion en cuanto al género, y que la mayoria de los nacié por parto normal.
En cuanto a las caracteristicas cuantitativas, el valor de los errores tipicos indica
que la poblacion es homogénea en cuanto a estos parametros. En la Tabla XIV se
observa que los valores de las caracteristicas para los nifios de la poblacion Il no
difieren de la poblacion |, lo que fue corroborado con los respectivos tests
estadisticos (¢ de Student para variables numericas y X? para variables categoricas;
P>0,05).

El ensayo del cometa realizado en condiciones alcalinas detecta roturas de
cadena y sitios alcali-labiles, lo que en nuestro estudio denominamos dano basal
(SB). Por otro lado, para detectar el dano oxidativo, se incubaron las muestras con
las endonucleasas Endolll y FPG que reconocen pirimidinas oxidadas y 8-

oxoguanina, asi como purinas oxidadas, respectivamente. El analisis de cada
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enzima se realizo por separado, calculandose el dano neto correspondiente a

purinas y pirimidinas oxidadas.

Tabla. XIlI: Caracteristicas de los hijos de la poblacion I. Datos del parto y mediciones tipicas del
neonato. Los resultados son expresados mediante medias (* EE) o %, segun corresponda. Sem:
semanas; s/i: Sin informacion. Los valores P fueron determinados mediante la ¢ de Student para

diferencias entre medias de las variables continuas y mediante NG para variables categoricas.

Variable n MediaxEE o %

Género Nifo 16 51,6

Nina 15 48,4
Tipo de parto Eutdcico 21 67,7

Cesarea 6 19,4

Instrumental 3 9,7

s/i' 1 32
Talla (cm) 50,65+0,37
Peso (g) 31 3346+84,47
Tiempo de gestacion (dias) 279,61£2,28

Tabla. XIV: Caracteristicas de los hijos de la poblacion Il. Datos del parto y mediciones tipicas del
neonato. Los resultados son expresados mediante medias (* EE) o %, segun corresponda. Sem:
semanas; s/i: Sin informacion. Los valores P fueron determinados mediante la ¢ de Student para

diferencias entre medias de las variables continuas y mediante X~ para variables categoricas.

Variable n MediaEE o %

Género Nirfo 26 51,6

Nifa 14 48,4
Tipo de parto Eutdcico 29 67,7

Cesarea 5 19,4

Instrumental 6 9.7

s/i' - 32
Talla (cm) 25 50,42+0,28
Peso (g) 40 3429+55,17
Tiempo de gestacion (dias) 40 274,42+1,63
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En la Tabla XV se muestran los resultados obtenidos con el ensayo del
cometa, empleando como medida de dano la media del porcentaje de DNA en la
cola (% DNA en la cola) obtenido en cada réplica de cada uno de los individuos.
Hay que recordar que los valores de la poblacion | se obtuvieron utilizando el
protocolo con portaobjetos de vidrio mientras que los datos de la poblacion Il se

obtuvieron utilizando como soporte los films Gelbond.

Tabla. XV: Valores medios de %DNA en la cola de las dos poblaciones independientemente
utilizando el ensayo del cometa. Valores medios + EE del parametro % de DNA en la cola medido
con el ensayo del cometa version alcalina. Se contabilizaron 400 células por individuo (100 para

cada tratamiento.

% DNA en la cola (Media+EE)

Poblacion | Poblacién I
(N=31) (N=40)
Madres Hijos Madres Hijos
Lisis 14,22+1,00 16,15+2,01 19,11+0,56 16,55+0,47
Buffer 16,45+1,53 14,95+1,51 19,78+0,61 18,98+0,58
FPG 28,54+2,09 24,04+2,23 39,56+1,67 38,99+1,83
Endolll 20,61+1,44 18,49+1,66 30,22+1,50 28,03%0,91
Neto FPG 12,10+1,63 9,09+1,27 19,78+1,50 20,24+1,84
Neto Endolll 4,16+0,95 3,54+0,60 10,43+0,87 9,05+0,94

Antes de comentar o analizar los datos de esta tabla, es pertinente hacer
algunas aclaraciones. Una de las grandes ventajas de la utilizacion del Gelbond, es
la capacidad de analizar un mayor numero de muestras en el mismo ensayo,
permitiendo incluir controles internos; asi, y considerando la gran variabilidad del
ensayo de cometa, se ha calculado para la poblacion Il un factor de correccion que
nos permite anular dicha variacion y asi poder establecer una posible asociacion
del dano genético entre las madres y sus hijos por su propio fenotipo y no por las

caracteristicas propias del experimento.
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En el caso de la poblacion |, 1a inclusion de controles externos no fue posible
debido a la limitada capacidad de los tanques de electroforesis para contener los
portaobjetos necesarios cuando se evalua dano oxidativo (4 preparaciones x 4
individuos). Si durante un ensayo de evaluacion de dano oxidativo utilizando
portaobjetos como soporte de la muestra, se incluyesen los dos controles internos
(0 Gy y 5 Gy) que se pueden incluir cuando el soporte es el Gelbond, solo
podriamos evaluar 1 pareja (8 portaobjetos) por cada electroforesis, en contraste
con las 7 evaluadas con la nueva version, incluso con los 2 controles externos, o
que incrementaria notablemente el tiempo necesario para hacer un estudio de

biomonitorizacion, aun mas en aquellos con grandes poblaciones.

Es, fundamentalmente, por esta razon que hemos decidido hacer el analisis
de las poblaciones como dos poblaciones distintas; ademas, esta decision se vio
fortalecida al hacer la comparacion estadistica, ya que mostraron ser diferentes en
aspectos como la etnia, el consumo de suplementos vitaminicos, la actividad fisica

y el consumo de cafe.

Para comparar el dafno genético, se ha tenido en cuenta el dano basal (lisis)
y el dano oxidativo (neto FPG y neto Endolll) de cada uno de los individuos. Asi, el
factor de correccion de la poblacion Il fue calculado solo para estos parametros de

la siguiente manera:

1. Se calculo la mediana de las medias de lisis, del dano neto FPG y del dano
neto Endolll de los controles negativos (0 Gy) de todos los experimentos

que fueron necesarios para evaluar las 40 parejas de la poblacion Il.

2. Para cada experimento, se calculé el factor de correccion de cada

tratamiento (lisis, FPG y Endolll) de la siguiente manera:

* Se dividio el valor de lisis del control negativo de cada experimento por
la mediana general de lisis calculada en el paso 1 — Factor de

correccion para lisis.
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Se dividio el valor de Neto FPG del control negativo de cada
experimento por la mediana general de Neto FPG calculada en el paso

1 — Factor de correccion para Neto FPG.

Se dividio el valor de Neto Endolll del control negativo de cada
experimento por la mediana general de Neto Endolll calculada en el

paso 1 — Factor de correccion para Neto Endolll.

3. Para calcular los valores experimentales corregidos para cada individuo, se

procediod de la siguiente manera:

El valor experimental de lisis de cada individuo se multiplico por el
factor de correccion para lisis, calculado en el paso 2, correspondiente

a cada experimento.

El valor experimental de Neto FPG de cada individuo se multiplico por
el factor de correccion para Neto FPG, calculado en el paso 2,

correspondiente a cada experimento.

El valor experimental de Neto Endolll de cada individuo se multiplico
por el factor de correccion Neto Endolll, calculado en el paso 2,

correspondiente a cada experimento.

En los graficos de la Figuras 34 se muestra la dispersion de los datos por

individuo.

experimento, antes (a) y después (c) de ser aplicado el factor de correccion,
observandose que, después de la correccion, los datos tienden a comportarse de
manera mas homogénea entre experimentos. El grafico b de la Figura 34 muestra
los controles negativos externos (0 Gy) donde se puede observar que cuando
estos se dispersan, también lo hacen los valores de los individuos del experimento
correspondiente, lo que demuestra que la variabilidad de cada ensayo viene dado

por las condiciones del mismo, y no por las caracteristicas propias de cada
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En la Tabla XVI se expresan los valores medios de dano basal y dano
oxidativo neto, en términos de % DNA en la cola, de las madres e hijos de ambas
poblaciones. Ademas de verificar la normalidad de los datos, se ha realizado una
comparacion de medias entre muestras independientes utilizando la ¢ de Student,
para averiguar si las madres de ambas poblaciones poseen el mismo nivel de dano,
tanto basal como oxidativo. Los resultados muestran que no existen diferencias
significativas en cuanto al dano basal de las poblaciones de madres; sin embargo,
cuando se evalua el dano oxidativo, éste es significativamente mayor en la
poblacion Il. EI mismo comportamiento fue observado al comparar las poblaciones

de nifnos.

Tabla. XVI: Valores de dafo basal y oxidativo de madres y de hijos de ambas poblaciones utilizando
la versién alcalina del ensayo del cometa y expresado en % DNA en la cola. La poblacion Il ha sido
corregida. " diferencias no significativas entre el dano basal de las madres y entre los hijos de
ambas poblaciones (prueba ¢ P~ >0,05). *: Diferencias significativas del dano oxidativo entre las

madres de ambas poblaciones y entre los hijos de ambas poblaciones (prueba ¢ £<0,05).

% DNA en la cola (Media+EE)

Madres | Madres Il Hijos | Hijos Il
(N=31) (N=40) a (N=31) (N=40) d
Dario basal (DB) "™ 14,22+1,00 16,08+1,02 0,26 16,15£2,01 14,69+0,99 0,45
Dario oxidativo (DO 12,101,63 1659096 0,024 9,09%1,27 13,58+0,78 0,004
FPG)*
Dario oxidativo (DO 4,16%0,95 6,9540,81 0,036 3,5420,60 5,74£0,72 0,027
Endolll)*

La Tabla XVII muestra el analisis de la diferencia de medias dentro de cada
poblacion (prueba ¢ de Student para muestras relacionadas), para verificar la
igualdad del dano de las madres con respecto a sus hijos. Los resultados muestran
que tanto el dano basal como el oxidativo son iguales entre las madres de la
poblacion | y sus hijos. En la poblacion Il, los resultados son opuestos y la diferencia
que se observa entre el dano basal y el dano oxidativo FPG en las madres es
significativamente mayor que el basal y oxidativo FPG en sus hijos,

respectivamente. No sucede lo mismo con el dano oxidativo detectado con la
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enzima Endolll donde, a pesar que el de las madres es mayor que el de sus hijos, la

diferencia no es estadisticamente significativa.

Tabla XVII: Valores de dano basal y oxidativo de madres y de sus hijos de ambas
poblaciones. ™. Diferencias no significativas entre el dafio de las madres y sus respectivos
(prueba ¢ P >0,05). *: Diferencias significativas entre las madres y sus respectivos hijos
(prueba ¢ £<0,05). **: Diferencias altamente significativas entre las madres y sus respectivos
hijos (prueba ¢ ~<0,01).

9%DNA en la cola (Media+EE)

Madres | Hijos | p Madres Il Hijos Il
(N=31) (N=31) (N=40) (N=40)

Dario basal (SB) 14,22+1,00 16,15x2,01 036 16,08+1,02 14,69+0,99 0,02

Dano oxidativo

12,10£1,63  9,09+1,27 0,11 16,59+0,96 13,58+0,78 <0,001
(OX FPG)
Dano oxidativo 4.16+0,95 3,54+0,60 0,48 6,95+0,81  5,74+0,72 0,18
(OX Endolll)

Con la intencion de establecer y visualizar la relacion entre el dano en
madres e hijos, los graficos de la Figura 35 representan los valores del % DNA en
la cola, determinandose el coeficiente de correlacion de Pearson, que revela que
entre las madres y los hijos de la poblacion |, no existe relacion ni en el dano basal
ni en el dano oxidativo; no obstante, la poblacion Il muestra una fuerte relacion
entre el dano de las madres con respecto a sus hijos, siendo ésta estadisticamente

significativa.

La Figura 36a muestra que en la poblacién | la correlacion entre el dano
oxidativo de las madres y el de sus hijos, detectado con la enzima FPG, es de un
21% pero no es estadisticamente significativa. Por el contrario, la Figura 36b
muestra que el dano oxidativo de las madres de la poblacion Il, detectado con la
misma enzima, presenta una correlacion de un 67% con el de sus hijos, siendo

estadisticamente significativa al nivel de 0,01.
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Figura 35: Dafno basal de madres vs. hijos. a) Poblacion | (r de Pearson=0,260; 7> 0,05) y; b)

Poblacion Il (rde Pearson=0,828; £<0,01).
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Figura 36: Dano oxidativo neto de madres vs. hijos detectado con la enzima FPG. a) Poblacion |
(rde Pearson=0,210; 7> 0,05) y; b) Poblacion Il {rde Pearson=0,665; < 0,01).
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Por ultimo, la Figura 37a muestra que la relacion entre el dano oxidativo de
las madres y el de sus hijos, en la poblacion |, detectado con la enzima Endolll, es
de un 24% pero no es estadisticamente significativa. Por el contrario, la Figura 37b
muestra que el dano oxidativo de las madres de la poblacion I, detectado con la
misma enzima, presenta una correlacion de un 31% con el de sus hijos y, ademas,

es estadisticamente significativa al nivel de 0,05.
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Figura 37: Dano oxidativo neto, detectado con la enzima Endolll, de madres vs. hijos. a)
Poblacion | (rde Pearson=0,241; P> 0,05) y; b) Poblacién Il (rde Pearson=0,314; P< 0,05).

Finalmente, para poder dilucidar la influencia del estilo de vida y de los
habitos de consumo de las dos poblaciones, se han construido modelos mediante
regresion lineal multiple. Las Tablas XVIIl y XIX muestras el resumen de los modelos
que presentan un mejor ajusten para dano basal y oxidativo de las madres e hijos
de cada una de las poblaciones, con los respectivos valores, criterios de

significacion y tolerancia.
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El objetivo de realizar un analisis del estilo de vida de los voluntarios que
participan en un estudio de biomonitorizacion, es poder dilucidar qué factores
pueden estar influenciando los resultados. Asi, mediante analisis estadisticos,
podemos verificar cuales de las caracteristicas tomadas en cuenta del estilo de vida
de las madres causan un efecto positivo (contribuyen al aumento del dano) o un
efecto negativo (contribuyen a una disminucion) en los niveles de dano, tanto de

ellas como de sus hijos.

El dano basal de las madres de la poblacion | parece estar influenciado
positiva y negativamente por el consumo de alcohol y verduras, respectivamente.
Si bien se aprecia que esta influencia no es estadisticamente significativa, son las

unicas variables que aumentaron la bondad del ajuste.

El dano oxidativo de las mismas se vio fuertemente influenciado por la etnia
a la que pertenecen (latinoamericanas; blancas), aunque esta diferencia solo es

estadisticamente significativa para purinas oxidadas.

El dano oxidativo, en general, se vio modulado positivamente por el
diagnostico de enfermedades durante el embarazo, por el consumo de verduras y
por la actividad fisica, y negativamente por el consumo de alcohol, vitaminas;
frutas y por la edad. Ademas, fue necesario un mayor numero de variables para
explicar el dano oxidativo, en comparacion con el dano basal, produciendo un

mayor coeficiente de determinacion.

Para lo hijos de la poblacion |, el consumo de tabaco y de alcohol por parte
de sus madres mostraron una fuerte influencia tanto en el dafno basal como en el
dano oxidativo de los mismos. También la etnia y el tipo de parto (instrumental,
eutocico y cesarea) fueron variables asociadas a un aumento de los niveles de

dano basal de los ninos.
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Los resultados de las madres de la poblacion Il estan influenciados por
muchas menos variables que las de la poblacion |, siendo ademas diferentes, no
mostrando los habitos de consumo ninguna influencia sobre el nivel de purinas

oxidadas.

El nivel de dano basal en esta poblacion, y considerando las variables de
las que se dispone, se vio negativamente modulado por el consumo de alcohol
y verduras; mientras que el nivel de pirimidinas oxidadas solo se vio influenciado
negativamente por la variable edad, si bien el consumo de vitaminas durante el

embarazo parece tener un efecto positivo, no alcanza a ser significativo.

Finalmente, en el dafno basal de los hijos de la poblacion Il, al igual que
en la poblacion I, vuelve a estar incidiendo significativamente el consumo de
alcohol de sus madres. EI género de los ninos también parecer ser una variable
de bastante influencia en los niveles de dano, sobre todo en el dano oxidativo
donde aparecer incidir de manera significativa; sin embargo, los analisis de
diferencia de medias por género en ambas poblaciones no mostraron

diferencias significativas.

Por ultimo, los dias de gestacion, aunque muy cerca de los niveles criticos
establecidos, parecen contribuir significativamente en los niveles de purinas y

pirimidinas oxidadas.
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V. Discusion

El objetivo de esta Tesis ha sido dual, por una parte se ha profundizado en
algunos aspectos metodoldgicos relacionados con el ensayo del cometa vy,
como continuacion, se ha utilizado este ensayo para resolver cuestiones
concretas tales como la elaboracion de curvas de radiosensibilidad y su
aplicacion a un caso practico de biomonitorizacion en cohortes madre-hijo para
establecer la importancia de distintos factores relacionados con los habitos de

vida en los niveles de danno mostrado por las madres y los recién nacidos.

En primer lugar cabria situar el ensayo del cometa en un contexto actual,

visualizando su desarrollo desde una perspectiva historica.

Desde los primeros trabajos de Mduller (1927) con Drosophila
melanogaster, disehando un ensayo que permitiera identificar y cuantificar el
dano genético inducido, han sido muchos los investigadores del area de la
toxicologia genética que han disertado numerosas estrategias para cubrir tal

objetivo, poniendo a punto multiples técnicas y utilizando diversos organismos.

En lo que se refiere a los antecedentes del ensayo del cometa, en 1976
Cook et al, publicaron un estudio acerca de la estructura nuclear basandose en
la lisis celular que, después de dicho proceso donde se eliminan las membranas
y el citoplasma, surge una estructura llamada nucleoide que consiste en una
matriz, o andamiaje, compuesta de DNA, proteinas y RNA altamente enrollado
como consecuencia de las torsiones negativas de la doble hélice al
desarticularse los nucleosomas. Cuando el superenrrollamiento negativo del
DNA era relajado por la accion de agentes intercalantes, los lazos de DNA se
expandian desde su union al andamiaje proteico formando un halo alrededor
del nucleoide. Efectos similares se observaron cuando se sometieron los
nucleoides a tratamiento con radiacion ionizante, concluyendo que solo una
rotura era suficiente para relajar el superenrollamiento de los lazos. Casi en
paralelo, Rydber y Johanson (1978) habian procedido tambiéen a lisar células,
pero embebiéndolas en agarosa. Habiéndose aceptado que la aparicion del

halo correspondia a la relajacion de los lazos de DNA como consecuencia de la
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induccion de SSB, en 1984 estos autores propusieron cuantificar el dano
inducido por la radiacion sometiendo el DNA de los nucleoides a un campo
eléctrico en condiciones neutras. La hipotesis era que, bajo este campo eléctrico,
el DNA con carga negativa debia migrar hacia el anodo y la magnitud de la
migracion deberia corresponder a la cantidad de dano inducido. Pero no fue
sino hasta 1988 cuando Singh et al. propusieron utilizar la electroforesis con un
pH fuertemente alcalino, bautizando formalmente la técnica como ensayo del
Cometa, siendo esta version la que se ha ido utilizando de manera casi

mayoritaria debido a su mayor sensibilidad.

Asi pues, podemos considerar que la popularidad de este ensayo
comienza a principios de 1990 y, hoy en dia, se considera que la técnica se
encuentra en su maximo apogeo ya que es una de las mas utilizadas para la
evaluacion de dano y reparacion en el DNA debido a que ha demostrado su
sensibilidad en una amplia variedad de tipos celulares, en comparacion con
otras técnicas. Ademas de su sensibilidad, su éxito se debe considerar como
fruto de la simplicidad de su protocolo y de su bajo coste en términos tanto de

tiempo como de dinero.

En paralelo al desarrollo del ensayo del cometa, se han ido proponiendo
otras metodologias basadas en las premisas que sirvieron para desarrollar el
ensayo del cometa, entre estas podemos citar la técnica de precipitacion del
DNA, la elucion alcalina, la desnaturalizacion alcalina y la sedimentacion de
nucleoides. Aunque todas estas técnicas utilizan procesos de lisis celular
similares, ninguna de ellas ha producido resultados aproximados a los
obtenidos con el ensayo del cometa, generando ademas niveles basales de

dano mas altos (Green et al, 1996).

Fruto de los trabajos pioneros con radiacion ionizante se considero que el
DNA que migraba en la electroforesis debia corresponder a fragmentos de
DNA, resultado de las DSB producidas por la radiacion. Esta hipotesis atractiva
explicaba que, a mayor dosis, los niveles de migracion (tamano de la cola)
aumentan. Frente a esta propuesta, otros autores apoyaron la vision de que la
cola estaba formada, fundamentalmente, por lazos de DNA relajados,

generados por SSBs, mas que fragmentos de DNA. La discusion sobre el origen
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de la cola ha generado un gran numero de trabajos y encendidas discusiones
entre los especialistas (Fairbairn et al, 1995; Klaude et al, 1996; Collins et al,
1997a, Singh y Stephens, 1997; Collins et al, 2008). Como conclusién de los
mulltiples trabajos desarrollados para dilucidar este tema, se considera que,
fundamentalmente, la cola esta formada por lazos relajados de DNA, mas que
por fragmentos de DNA (Shaposhnikov et al, 2008, 2009). Esto es interesante
dado que son muchos los agentes genotoxicos que no inducen DSB pero que
dan resultados claramente positivos en el ensayo del cometa. Enunciados como
“el ensayo del cometa neutro se utiliza para la valoracion de DSB” aparecen de
manera recurrente tanto en publicaciones como en presentaciones. Al respecto,
existe la creencia que las condiciones alcalinas son requeridas para poner de
manifiesto SSB y que, por lo tanto, las condiciones cercanas a las neutras (o
neutras) aseguran la deteccion solamente de DSB. Esta creencia surge
probablemente de una falsa comparacion del ensayo del cometa con las otras
técnicas ya mencionadas para detectar roturas en el DNA, las que se basan en
requerimientos similares de pH elevado para revelar SSB. Este requisito no es
necesario para la cuantificacion de SSB con el ensayo del cometa, lo que se
demuestra al comparar dos estudios clasicos en la investigacion y desarrollo de
la técnica. Ostling y Johanson (1984) describieron el comportamiento del DNA
sometido a una electroforesis a pH 10 (muy por debajo del pH requerido para
desnaturalizar el DNA), después de tratamiento con radiacion ionizante. Dos
anos mas tarde, Singh et al. (1988) realizaron el mismo procedimiento pero en
condiciones alcalinas. Lo notable fue que ambos métodos fueron igualmente
capaces de detectar las mismas bajas dosis de radiacion (por debajo de 1 Gy).
Estos resultados serian dificiles de explicar si solamente se detectase DSB a pH
neutro, considerando que la radiacion ionizante produce predominantemente
SSB (Roots et al, 1989). Ostling y Johanson (1984) dieron una explicacion en
términos de nucleoides; después de la lisis la mayoria de las histonas son
removidas pero el DNA esta aun superenrollado siendo suficiente solo una SSB
para relajar un lazo (considerado como la unidad topoldgica independiente
(Collins et al, 2008)); asi pues, la relajacion puede ocurrir bajo ambas

condiciones de pH.
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Obviamente, bajo condiciones alcalinas, ademas ocurre una
desnaturalizacion, por lo que no debiera de sorprender que ambas versiones
difieran en detalles. Si comparamos la tincion homogénea que genera un
cometa obtenido bajo condiciones neutras, el DNA bajo condiciones alcalinas
aparece de manera granular, como si de fragmentos se tratase. Los fragmentos
en la cola podrian eventualmente ocurrir si se generaran dos roturas en la
misma hebra del lazo (situacion probable en altos niveles de dano). También es
posible que el DNA se desprenda de la matriz a alto pH y, luego de la
neutralizacion, pueda aglomerarse. Sin embargo, el factor esencial que
determina si un segmento de DNA aparece en la cola, en vez de en la cabeza,
es la relajacion del supererollamiento, que simplemente depende de una rotura
y ocurre en funcion del pH. Asi, es un hecho facilmente observable que, a altos
niveles de dano, aumentan la intensidad de la tincion de la cola, pero no la
longitud de la misma. Esto es completamente coherente con el incremento del

numero de lazos que surgen de la relajacion.

Independientemente de la discusion anterior, lo cierto es que el dano
detectado en el DNA mediante el ensayo del cometa puede surgir por varios
mecanismos incluyendo SSB, DSB, enlaces cruzados, sitios AP y la incompleta
reparacion por escision al eliminar las diversas lesiones inducidas en el DNA
como aductos. Las ventajas mostradas por el ensayo se han visto incrementadas
por las distintas variaciones que se han ido introduciendo con el objetivo de
hacer mas sensible la técnica y poder detectar otro tipo de lesiones que no sean
necesariamente roturas en el DNA, pero que son susceptibles de serlo cuando
estas lesiones son incubadas con enzimas especificas que reconocen diversos

tipos de lesiones en el DNA.

Entre las ventajas principales de la técnica del cometa, a diferencia de
otras tecnicas alternativas propuestas, es que la obtencion de datos se realiza a
nivel de celulas individuales, pudiéndose detectar multiples respuestas dentro
de una poblacion celular heterogenea. Esta caracteristica es de gran
importancia para los investigadores en oncologia y radiologia. Ademas, solo se
necesita un pequeno numero de celulas para realizar un ensayo completo y
cualquier poblacion celular puede ser analizada. También cabria remarcar que

la rapidez del ensayo es tal que los datos se pueden obtener dentro del mismo
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dia de la obtencion de la muestra. Ademas, se puede evaluar el dano en el DNA

de células en estado no proliferativo.

Las multiples ventajas ya indicadas han hecho del ensayo del cometa una
herramienta con numerosas aplicaciones. Asi, el ensayo ha encontrado una
amplia aceptacion para la deteccion de dano y su reparacion en numerosas
areas tales como la clinica, la genotoxicologia, la biomonitorizacion ambiental y
humana y la toxicologia reproductiva, entre otras. Sin embargo, todavia es
necesario profundizar en aspectos como la sensibilidad y la especificidad del
ensayo, asi como en la deteccion de posibles limitaciones de la técnica. Son
numerosos los investigadores que estan de acuerdo con lo propuesto por Tice
(1995) de que su facil aplicacion conduce a que el ensayo puede llegar a ser
erroneamente utilizado y que la mala interpretacion de los resultados pueden
llevar a conclusiones erroneas. Asi, Tice en el ano 2000, propone una pauta
para la utilizacion del ensayo orientada hacia el area de la toxicologia genética

con el objeto de ser considerada como base para futuras aplicaciones.

Uno de los aspectos conflictivos de la técnica radica en la amplia
variabilidad observada en muchos resultados obtenidos, lo que se considera
que es debido, principalmente, a su gran sensibilidad. Esta gran sensibilidad de
la técnica, ademas de ser una de sus principales ventajas, también es su
principal inconveniente, pues la hace depender excesivamente de las
condiciones metodoldgicas, donde pequenas modificaciones en el protocolo
pueden generar amplias variaciones en los resultados. Asi pues, las condiciones
de cada laboratorio, asi como los factores de confusion existentes en el caso de
los estudios de biomonitorizacion humana (estilo de vida, edad, dieta,
variaciones interindividuales y estacionales etc.) son variables a tener en cuenta.
Existen también otros factores que pueden contribuir a la obtencion de
resultados diferentes entre laboratorios como son la variabilidad de ceélula a
célula, de gel a gel, de cultivo a cultivo, de individuo a individuo, asi como
también el uso de diferentes sistemas de analisis de imagenes o el recuento
visual (Forchhamer et al, 2008), el uso de diferentes parametros para la
expresion de los resultados e.g, momento de la cola, porcentaje de DNA en la

cola, entre otros.
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En paralelo a esta discusion abierta sobre los factores de confusion
(conceptuales y metodoldgicos), continuan generandose propuestas de
modificaciones en el protocolo y en su aplicacion para determinar nuevos
efectos y utilizar nuevas ceélulas diana. Asi, durante el presente ano se han
desarrollado nuevas propuestas como, por ejemplo, la adaptacion de los
protocolos para su aplicacion en toxicologia reproductiva, utilizando células
espermaticas o células testiculares (Baumgartner et al, 2009). También se han
propuesto modificaciones para la evaluacion /n vitro del papel de la reparacion
por escision de nucledtidos (NER), modificaciones que han sido similares a las
propuestas para la evaluacion de la reparacion por escision de bases (BER), con
el objeto de analizar las diferencias interindividuales en linfocitos de poblaciones
de personas saludables (Collins et al, 2009). En este contexto, también hay que
destacar la reciente revision de Dhawan et al. (2009) sobre el uso del ensayo en
mulltiples organismos, cubriendo desde bacterias hasta humanos, pasando por
algas, hongos, plantas inferiores y superiores, invertebrados (moluscos, gusanos,
Drosophila), peces, anfibios, aves y roedores. De todo lo anterior se desprende
que las previsiones futuras para el ensayo del cometa son muy prometedoras,
incidiendo en multiples areas de investigacion donde el unico factor limitante

de su utilizacion depende del ingenio investigador.

La aplicacion del ensayo del cometa en estudios de biomonitorizacion
humana todavia es relativamente escasa, y la dependencia de multiples factores
de confusion tanto individuales como ambientales, hace que se deba tenerse en
cuenta la variabilidad inherente a la extrema sensibilidad del ensayo. Otro de los
problemas de los estudios de biomonitorizacion humana es que idealmente se
debe trabajar con un tamano de muestra elevado (superior a 200 individuos) lo
que requiere de una optimizacion del tiempo dedicado al ensayo, o incrementar
el numero de muestras con las que se puede trabajar simultaneamente. Todos
estos son aspectos a mejorar cuando el ensayo del cometa se quiere aplicar a

los estudios de biomonitorizacion humana.
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1. Experimentos de validacion

El ensayo del cometa se ha convertido en un test sensible y especifico
para la evaluacion genotoxica tanto /nn vitro como in vivo (Rojas et al, 1999).
Hoy en dia esta siendo utilizado incluso en la industria farmacéutica como parte
de la bateria de ensayos de evaluacion (Hartmann et al, 2001) y esta propuesto
como un ensayo que puede ser utilizado como el segundo test /7 vivo en
estudios de regulacion (Committee on Mutagenicity of Chemicals in Food,
Consumer Products and the Environment, 2000; Hartmann y Suter, 2001). Pero,
segun el procedimiento estandar, y de acuerdo con algunas recomendaciones
realizadas por Tice et al, 2000, el ensayo del cometa no esta disenado para el
analisis simultaneo de un gran numero de muestras, ya que tipicamente solo
una muestra puede ser depositada en un portaobjetos y debe ser manipulada

separadamente en cada etapa del ensayo.

Teniendo en cuenta este problema, uno de los objetivos de este trabajo
de Tesis fue la optimizacion del ensayo del cometa mediante algunas
modificaciones en el aspecto técnico que nos permitieran, poder analizar un
mayor numero de muestras en un mismo ensayo, incrementando la

reproducibilidad y la eficiencia sin sacrificar la fiabilidad.

Para ello, nuestra principal aportacion ha sido comparar la eficacia del
método convencional del ensayo que utiliza portaobjetos, con el cual se puede
analizar un maximo de 20 muestras con sus réplicas, con el metodo del Gelbond
que brinda la opcion de analizar 96 muestras con sus réplicas en un mismo
ensayo. Los resultados de los experimentos muestran que los dos soportes
utilizados (portaobjetos y Gelbond) detectan de manera eficiente el dano basal
e inducido por el H;O; y que, ademas, lo hacen con la misma sensibilidad a
dosis bajas (control, 25, 50 y 100 uM); sin embargo, a dosis altas (200 y 250 uM),
el Gelbond fue algo mas sensible en la deteccion del dano producido por el
agente, lo que aun reforzaria nuestra propuesta del método alternativo (Figura
25). McNamee et al. en el 2000 fueron los primeros en utilizar y demostrar la
fiabilidad del soporte Gelbond utilizando células TK6 expuestas a bajas dosis de
H;O; (0-10 pM) vy linfocitos aislados expuestos a bajas dosis de radiacion

ionizante (0-50 cGy); donde el limite de deteccion en las celulas TK6 fue de 1
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puM, resultados que fueron similares a los previamente obtenidos con el método
convencional (Kruszewski et al, 1994; Collins et al, 1997a). El limite de
deteccion en los linfocitos fue de 10 cQGy, resultados que también concuerdan
con los obtenidos previamente cuando las muestras fueron preparadas en
portaobjetos (Vijayalaxmi et al, 1993; Singh et al, 1994, Tice y Strauss, 1995).
No se han llevado a cabo otros estudios comparando metodologias con los que
podamos contrastar nuestros resultados; ademas, tanto los parametros
utilizados para la evaluacion del dano genético como las dosis utilizadas en los
trabajos citados, no son equivalentes a las nuestras por lo que la comparacion

entre laboratorios es complicada.

En el trabajo pionero de McNamee et al (2000) no se llevo a cabo
ningun estudio comparativo entre la metodologia Gelbond y la clasica, por lo
que nuestro trabajo es pionero en este sentido, trabajando en paralelo con las
dos metodologias, y comparando los valores obtenidos tras los tratamientos. Es
en base a estos resultados generados que podemos concluir que las
sensibilidades de ambas metodologias son equivalentes y, por lo tanto,
intercambiables. Ademas, este soporte mostro ser extremadamente estable y
manipulable durante todas las etapas del ensayo. También facilito el proceso de
visualizacion ya que pueden colocarse en el microscopio 48 muestras sin
necesidad de cambiar de portaobjetos despuées de contabilizar cada muestra,
como ocurre en la version convencional; de esta manera también se optimiza el

espacio fisico para el almacenamiento de muestras.

Como conclusion sobre la validacion del Gelbond, nuestros resultados
muestran que, a pesar de observar diferencias a dosis altas, la correlacion del
98,7% encontrada entre los resultados de las dos técnicas confirma que, el
hecho de aumentar el rendimiento de la técnica no supone una pérdida de
sensibilidad en la deteccion del dano en el DNA ni en la fiabilidad de los
resultados (Figura 26), por lo que es altamente recomendable la utilizacion del

Gelbond® para el analisis y manipulacion de un gran niumero de muestras.

Aparte de las consideraciones metodologicas, otro aspecto conflictivo del
ensayo del cometa es qué es lo que se esta midiendo o valorando con dicho

ensayo. Asi, la medida del darno en el DNA mediante la version estandar del

144



Discusion

cometa no nos proporciona informacion suficiente acerca de la etiologia de las
roturas generadas, que pueden representar el efecto directo de agentes
clastogénicos, o bien ser el resultado del procesado de otras lesiones. Asi, surge
la necesidad de investigar la naturaleza de aquellos danos que no suponen una
rotura directa, como son lo sitios apurinicos/apirimidinicos, que son alcali-labiles
y consecuentemente son transformados en roturas en las condiciones
experimentales utilizadas o, como pueden ser las etapas intermedias del proceso
de reparacion de bases o nucleotidos, que implican roturas, como paso para la
posterior eliminacion de las bases danadas. En base a esta necesidad, Collins et
al (1993) desarrollaron un paso extra en el protocolo que consistio en la
digestion del DNA con enzimas que reconocen lesiones particulares y las
transforman en roturas. La inclusion de esta modificacion fue pensada
principalmente con el objetivo de poder profundizar en las cuestiones
relacionadas con el estrés oxidativo en humanos, inducido bien por procesos de
exposicion a la radiacion ionizante o a compuestos quimicos o, simplemente,
como consecuencia de procesos normales como la respiracion celular. ElI tema
del estrés oxidativo preocupa a muchos investigadores dado su implicancion en
multiples procesos y que, en bastantes casos, se supone que contribuye
significativamente en el desarrollo del cancer. Asi, la mayoria de las
investigaciones que han adoptado esta modificacion, han centrado su interés
en la evaluacion de los niveles de 8-oxoG, considerado como el producto
principal de oxidacion del DNA con un claro potencial mutagénico (Dusinska y
Collins, 1996; Gedik et al, 2005). Aunque existen diversas metodologias para la
medicion del dano oxidativo en el DNA (GC-MS, HPLC, HPLC-EC) (Ravanat et al,
1995; Nakajima et al, 1996; Helbock et al, 1998; Hofer y Moller, 1998), la
mayoria conducen a una sobreestimacion del dano, debido a la oxidacion de la
muestra durante el aislamiento y manipulacién del material. Asi, el ensayo del
cometa parece ser un método muy apropiado para medir este tipo de dano
(Collins et al, 1997d).

Es por esto que otro de los objetivos de este trabajo fue poner a punto la
modificacion del ensayo mediante la utilizacion de las enzimas FPG y Endolil y
demostrar su buen funcionamiento en linfocitos humanos con dano oxidativo

inducido por la exposicion a un agente que produjera un dano oxidativo
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conocido y especifico. Un agente que cumple estos requisitos es el Ro 19-8022,
el cual al ser expuesto a la luz visible produce lesiones en el DNA,
especificamente 8-oxoG. Gracias a esta propiedad es facil poder llevar a cabo
estudios que relacionen el efecto observado con la dosis aplicada, para
establecer dicha asociacion. Los analisis estadisticos aplicados demuestran que
ambas enzimas respondieron a las dosis de radiacion aplicadas, donde cada una
de ellas produjo efectos significativamente diferentes a los observados en los
controles sin Ro y sin luz y con Ro y sin luz, entre los cuales no hubo diferencias
(Figuras 27 y 28). Esta aproximacion enzimatica, que convierte bases oxidadas
en roturas, parece estar relativamente libre de problemas de oxidacion espuria
(Gedik et al, 2005). Habiendo demostrado la eficiente deteccion de dano
oxidativo mediante la utilizacion de las enzimas seleccionadas, coincidimos en
proponer al ensayo del cometa, como ya lo han hecho otros investigadores
(Duthie et al, 1996, Pool-Zobel et al, 1997, Collins et al, 1998a), como un buen
biomarcador de estrés oxidativo que puede ser utilizado en distintas areas
como, por ejemplo, en biomonitorizacion humana y epidemiologia molecular,
entre otras. Ademas, esta modificacion no solo se puede utilizar para la
deteccion de este tipo de dano, ya que cualquier lesion en el DNA que sea
reconocida y reparada por alguna enzima, podria ser evaluada con este ensayo
si es posible encontrar una enzima que funcione en las condiciones
experimentales del ensayo del cometa. Por lo tanto, esta estrategia promete ser
una herramienta muy buena para este tipo de estudios (Collins et al, 1993;
1997a, b; 2001a; Dusinska y Collins, 1996).

Los linfocitos constituyen una poblacion celular que proporciona una
muestra bioldgica muy adecuada y de disponibilidad inmediata para ser
utilizadas rutinariamente en estudios de genotoxicologia. En los estudios de
biomonitorizacion humana, las muestras normalmente van siendo obtenidas de
manera lenta por lo que, entre la primera y la ultima muestra recogida, puede
transcurrir un periodo de tiempo medido en meses o, incluso anos. Si las
muestras se procesan segun se van recibiendo, se puede generar una gran
variabilidad entre las primeras y las ultimas debido a variaciones de
procedimiento a lo largo del tiempo. En este contexto, parece 16gico proceder a

almacenar las muestras tal como van llegando para luego procesarlas y
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analizarlas todas juntas. Logisticamente, las muestras requieren un
almacenamiento adecuado por largos periodos de tiempo; por lo tanto, es
importante contar con protocolos adecuados que permitan la obtencion de
resultados fiables. La manera mas usual de proceder para el mantenimiento de
muestras bioldgicas durante largos periodos consiste en su congelacion.
Convencionalmente, los linfocitos se congelan paulatinamente hasta -80 °C
(velocidad maxima de congelacion: 5 °C/min (Walter et al, 1999)) en un medio
rico en suero bovino fetal y conteniendo un 10% de DMSO para preservar la
viabilidad de las ceélulas. Sin embargo, el principal requerimiento para llevar a
cabo el ensayo del cometa es la integridad del DNA y no tanto la capacidad
proliferativa de las ceélulas, como se puede requerir en otros casos (Collins,
2004).

Por lo tanto, obtener un protocolo de congelacion/descongelacion que
minimice el dano en el DNA ha sido otro de nuestros objetivos. Asi, para
responder a esta pregunta, se realizaron experimentos para determinar si los
procesos de aislamiento, congelacion y descongelacion de linfocitos humanos
de sangre periférica, propuesto por nosotros, pueden inducir dano en el DNA
detectable con el ensayo del cometa, en comparacion con el observado en los

linfocitos recién aislados y antes de su congelacion.

Los resultados obtenidos indican que dichos procesos, en las condiciones
desarrolladas, no suponen un efecto en el dafio genético, ni basal ni oxidativo.
Resultados similares fueron obtenidos previamente por Duthie et al/ (2002),
quienes evaluaron la posible capacidad del proceso de criopreservacion de
inducir dano en el DNA, ya sea a modo de roturas u oxidando bases,
concluyendo que los niveles de purinas y pirimidinas oxidadas, evaluados con el

ensayo del cometa, eran similares en linfocitos frescos y congelados.

En otro estudio reciente también se ha demostrado que linfocitos
aislados tratados con un compuesto anticancerigeno (RHT), irradiados y
controles pueden ser criopreservados a —80 °C antes del analisis durante mas de
30 meses sin que se produzca un deterioro significativo del DNA (Danson et al,
2007).
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Los procesos de congelacion no solo han de mantener la integridad del
DNA, sino que deben mantener la capacidad de las células de responder a los
agentes genotoxicos (fisicos o quimicos). Asi, aunque algunos autores han
considerado los procesos de aislamiento, congelacion y descongelacion como
potenciales factores de confusion, diversos trabajos han demostrado que la
respuesta de los linfocitos congelados frente al tratamiento con H;O, no es
significativamente diferente a la respuesta de los linfocitos frescos (Duthie et al,
1996; Boyle et al, 2000). Resultados similares fueron obtenidos por Visvardis et
al (1997) quienes observaron respuestas similares entre linfocitos frescos y
congelados frente a la respuesta al tratamiento con H;O; y con radiacion
gamma. Sin embargo, cuando los linfocitos fueron incubados durante dos
horas, después de los tratamientos, para evaluar la cinética de reparacion, las
células que habian sido congeladas mostraron un bloqueo en la reparacion del
dano, en relacion a los frescos. Asi, Visvardis y colaboradores concluyeron que
los linfocitos congelados deben ser estimulados con fitohemoaglutinina (PHA)
para reparar con la misma eficiencia que los frescos, pero a una concentracion
que no estimule la proliferacion celular. Estas observaciones son concordantes

con las encontradas por O’'Donovan et al. (1995).

Cuando se ha evaluado la influencia de los procesos de congelacion en
los niveles de dano genéetico utilizando otras técnicas, también se ha observado
que el proceso no induce mayor frecuencia de intercambios entre cromatidas
hermanas, ni modifica la capacidad de formacion de colonias mutantes, ni altera
la frecuencia de mutacion en el /ocus HPRT (Murli et al, 1987; Norimura et al,
1990; Cheng et al, 2001).

En cuanto a la viabilidad celular, aunque hemos observado una ligera
disminucion, los resultados muestran que no existe un aumento en el dano de
los linfocitos. Hay que senalar que la viabilidad se mide usualmente, en la
mayoria de los laboratorios, con azul de tripan, y las células que se tinen son
consideradas como no viables. Sin embargo, este compuesto no es un agente
que mida propiamente la viabilidad, sino que simplemente indica la integridad
de la membrana celular, por lo que podriamos decir que este método estaria
subestimando la viabilidad celular. Asi, las células con un alto grado de dano en

su membrana (e.g., células que crecen en monocapa y que se disgregan con

148



Discusion

metodologias mecanicas) muestran ser positivas para esta tincion, sin que la
integridad de su DNA ni su metabolismo se vean disminuidos por lo que, por
definicion, las células continuan siendo viables. En un estudio reciente
utilizando células Hela disgregadas con tripsina, o por el método de raspado,
estas ultimas presentaron un 20% de viabilidad en comparacion con las
tripsinizadas, que mostraron un 80%; sin embargo, las dos mostraron los mismos
niveles (bajos) de dano. Ademas, las células tripsinizadas y las raspadas fueron
cultivadas posteriormente durante 24 h, observandose que el porcentaje de
células fijadas en el frasco de cultivo, pasado este tiempo, fue el mismo, lo que

supone que las viabilidades eran similares (Collins com. pers., 2008).

Consecuentemente, y de acuerdo con nuestros resultados, proponemaos
que los linfocitos humanos, aislados y almacenados a -80 °C por un periodo de
tiempo bajo las condiciones propuestas, pueden ser utilizados
satisfactoriamente para la evaluacion de dano en el DNA. Se propone también
al ensayo del cometa como una buena herramienta para evaluar dano genetico

en células congeladas.

2. Aplicabilidad del ensayo

Una vez demostrado que nuestros protocolos de congelacion funcionan
adecuadamente, que la utilizacion de las enzimas FPG y Endolll permite medir
de manera inequivoca dano oxidativo, y que la utilizacion del soporte Gelbond
produce resultados equivalentes a los del soporte vidrio, pero incrementando
de manera significativa el rendimiento, nuestro ensayo puede ser aplicado para

resolver cuestiones especificas.

Asi, en muchos trabajos se nos plantea la pregunta de como identificar,
dentro de una poblacion determinada, aquellos individuos con un elevado
grado de inestabilidad genomica. La respuesta inequivoca a esta pregunta es
muy importante dado que la inestabilidad genomica puede ir asociada a un
riesgo elevado de padecer cancer en un futuro. Una forma de medir la
inestabilidad genomica es valorando la respuesta frente a un genotoxico

estandar, como puede ser la radiacion ionizante. Asi pues, podemos considerar
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la radiosensibilidad como una medida de inestabilidad gendmica. De este modo
y, dentro del marco de las repuestas individuales, la radiosensibilidad es una
caracteristica inherente asociada a un aumento de los efectos de la radiacion
ionizante en el organismo (Twardella y Chang-Claude, 2002). En cuanto a esta
respuesta, cabe mencionar que existen importantes diferencias entre los
individuos, por lo que la radiosensibilidad se puede considerar un buen

biomarcador de sensibilidad individual.

Para saber si un individuo es radiosensible o no, necesitamos saber cual es la
respuesta media de una poblacion de referencia, y asi ver si una respuesta
individual se aparta significativamente del valor medio, ya sea mostrando una
marcada radiosensibilidad o radioresistencia. Esto exige la realizacion de una

curva de calibracion para determinar los valores de referencia.

Hasta el presente, la mayoria de los trabajos realizados con curvas de
calibracion y radiaciones se refieren al dano citogenético inducido, lo que
permite una estimacion dosimétrica confiable (Lloyd, 1998; Schroder y Heimers,
2002; Natarajan y Kesavan, 2005). Estos trabajos utilizan las técnicas de
micronucleos y de aberraciones cromosomicas estructurales en la cuantificacion
de lesiones, mediante las que se calcula la dosis de radiacion recibida por cada
individuo. En nuestro caso, nos hemos propuesto utilizar el ensayo del cometa
para la generacion de una curva de calibracion que nos permitiera conocer los
niveles de dano radioinducido en el rango de 0 a 8 Gy de rayos gamma.
Aunque el ensayo del cometa se presenta como una prueba rapida y sencilla,
que puede ocupar una posicion preferente respecto a otras metodologias
citogeneéticas clasicas (Moller, 2005), diversos autores sostienen la necesidad de
una mejor estandarizacion de la técnica (Bocker et al, 1997; Kassie et al, 2000;
Lee et al, 2004b) en la elaboracion de curvas dosis-respuesta para poder
discriminar el origen de las discrepancias en los resultados obtenidos por los
distintos investigadores. Es por esta razon que surge la necesidad de que cada
laboratorio pueda disponer de sus propias curvas de calibracion, evaluando los
factores que inciden sobre la sensibilidad del método, principalmente a bajas
dosis de radiacion (Barquinero et al, 1995). El esfuerzo conjunto de diferentes
grupos de trabajo podria permitir disponer de distintas relaciones dosis-

respuesta y observar si, en general, la curva correspondiente es similar en todos
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los laboratorios o existen diferencias importantes. De esta manera, la unificacion
de criterios y metodologias podria conducir a un consenso necesario para una

mejor interpretacion y comparacion de los resultados.

El buen ajuste obtenido en nuestra curva refuerza el tipo de respuesta
esperada, asi, nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Collins et al.
(1996). Debido a que se observa un incremento lineal del porcentaje del DNA
en la cola dentro de un rango de 0 a 8 Gy, la curva construida en este trabajo
puede ser utilizada como curva de calibracion. Debido a que el incremento de
roturas/ALS por unidad de dosis ha sido determinado previamente por
Ahnstrom y Erixon (1981), podemos establecer que el nivel de dano basal
promedio de nuestra poblacion es de 1,06 roturas/109 Da de DNA. Este valor
esta en completo acuerdo con el obtenido por Pitozzi et al (2006), quienes

obtuvieron un dano basal de 0,9 roturas/lO9 Da de DNA.

Las diferencias significativas entre dosis consecutivas permiten interpretar la
discriminacion del dano observado, en relacion a los valores de cada dosis. Al
respecto, mediante la validacion realizada, se confirmo la utilidad de esta curva
para la estimacion de la radiosensibilidad de un individuo en particular,
dependiendo del dano observado para una dosis determinada. Asi, se
corroboro la bondad de la curva al analizar dos individuos “a ciegas”, que
mostraron niveles de dano enmarcados dentro del intervalo de confianza de la
curva calculado para las dosis analizadas. Especificamente, para el individuo A,
desde la perspectiva de la radiosensibilidad individual, el 23,12% (2 Gy) y el
46,51% de DNA en la cola (6 Gy) estan comprendidos dentro de los limites de
confianza de los valores obtenidos para la curva de calibracion ([21,13-27,57]y
[45,72-51,3], respectivamente). Para el individuo B, aunque el resultado
obtenido a 2 Gy cae fuera del intervalo de confianza correspondiente (28, 56%
DNA en la cola), a la dosis de 6 Gy el valor obtenido esta perfectamente
contenido dentro del intervalo de confianza de la curva. Estas variaciones
pueden ser atribuidas tanto a la variabilidad y sensibilidad de la técnica a bajas
dosis, como a la variabilidad individual, lo cual estaria influyendo en la

repetitividad de los resultados.
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Tanto los resultados previos de nuestro laboratorio como la revision del
estado actual de la técnica, permiten comparar las distintas relaciones dosis-
respuesta para rayos gamma; asi, se observa que la forma general de las curvas
obtenidas por otros laboratorios no siempre coinciden, lo que se puede atribuir
a las pequenas diferencias en los protocolos o a diferencias en las lesiones
producidas por las distintas fuentes de radiacion utilizadas en cuanto al tipo, la
energia o la calidad. Aun asi, se han establecido en un rango de dano
detectable con el ensayo del cometa que esta entre 0,06 y 3 roturas/ 107 Da de

DNA (Collins et al, 2008), lo que concuerda con los resultados aqui obtenidos.

La situacion ideal seria que se llevaran a cabo este tipo de estudios en
diferentes laboratorios, o que permitiria interpretaciones consensuadas en
cuanto al tipo de respuesta para este rango de dosis, mas alla de la vision
particular. Hay que enfatizar que, gracias a esta herramienta, es posible expresar
los resultados en unidades reales (tales como roturas por céelula o por Da de
DNA); de esta manera se puede llegar a tener una vision mas clara del

significado biologico del dano en el DNA.

El dano genético observado en una determinada poblacion se puede
considerar como un biomarcador de exposicion a agentes genotoxicos a una
dosis biologicamente efectiva, aunque también puede considerarse como un
biomarcador de sensibilidad, que permite discriminar entre individuos con
distintos niveles de dano dentro de un colectivo supuestamente expuesto a los
mismos agentes. Asi, en la evaluacion global del riesgo, el ensayo del cometa
forma parte de aquellas técnicas que pueden ayudar a la identificacion del

peligro, por permitir la medicion de dos biomarcadores distintos.

El dano en el DNA es considerado como un marcador de riesgo de cancer
ya que, generalmente es imprescindible para el desarrollo de un evento
carcinogénico. Esto se ha demostrado utilizando diversos biomarcadores, como
las aberraciones cromosomicas y los micronucleos, (Hagmar et al, 1998; Bonassi
et al, 2007). Sin embargo, todavia no se ha llevado a cabo ningun estudio que
relacione altos niveles basales de dano en el DNA (medidos con el ensayo del
cometa), con un elevado riesgo de cancer. Hay que resaltar que estas

investigaciones prospectivas requieren su tiempo y un volumen considerable de
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trabajo para la biomonitorizacion de distintas cohortes, por lo que la falta de
informacion con el ensayo del cometa no es mas que una consecuencia de la

reciente incursion de la técnica en este area.

Existen bastantes estudios que hacen una revision del uso del ensayo del
cometa alcalino en biomonitorizacion, tanto ambiental como laboral (Kassie et
al, 2000; Mgller et al, 2000; Faust et al/, 2004; Hoffmann et al, 2005; Mgller,
2005; 2006a). En la actualidad son unos pocos cientos los estudios que han
empleado el ensayo del cometa para medir, en la mayoria de los casos, el dano
basal representado por roturas en el DNA y sitios AP, de modo que los estudios
dedicados a medir danno mas especifico como el oxidativo, utilizando enzimas de
restriccion, no se caracterizan por ser numerosos. La mayoria de ellos se han
centrado en la medicion de dano en linfocitos de personas laboralmente
expuestas a genotoxinas, obteniendo generalmente resultados positivos y que,
ademas, suelen concordar con los obtenidos mediante otras metodologias
como los micronucleos y las aberraciones cromosomicas (Kruszewski et al,
1998, Wojewodzka et al.,, 1998, Somorovska et al, 1999a, b; Cavallo et al,
2002; Vodicka et al, 2004a, D). Existen pocos estudios en poblaciones no
expuestas, con la finalidad de obtener datos de niveles basales, no ligados a
exposicion alguna. Uno de estos estudios es el de Kopjar et al, (2006), quienes
estudiaron en un grupo de personas seleccionadas al azar de la poblacion
general, encontrando una correlacion positiva entre la migracion del DNA en el
ensayo del cometa y el numero total de aberraciones cromosomicas. En este
estudio se plantea la siguiente pregunta: jSon algunas poblaciones mas
susceptibles que otras al dano en el DNA? En vista de su sensibilidad, el ensayo
del cometa puede ser utilizado para evaluar posibles diferencias en los niveles
de dano entre hombres y mujeres, adultos y ninos, fumadores y no fumadores,
o en funcion de la edad. Esta pregunta entronca con los objetivos de este
trabajo de Tesis, uno de los cuales ha sido investigar si el nivel de dano oxidativo
de un grupo de mujeres embarazadas se corresponde con el de sus hijos al
momento de dar a luz, y si ciertos habitos en el estilo de vida de las mismas
influyen tanto en los niveles de dano propios como en el de sus hijos. En este
contexto, existen algunos estudios recientes que han estado perfeccionando la

medicion del dano en el DNA y su reparacion, tanto en linfocitos aislados de
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sangre materna como de cordon umbilical (Decordier et al, 2007; Knudsen y
Hansen, 2007; Gaivao et al, 2009), estudios con los que este trabajo de Tesis

comparte objetivos.

De los resultados publicados, un estudio reciente no encontro diferencias
entre madres y recién nacidos en la susceptibilidad al de dano en el DNA
induccion /n vitro por H;O, 0 en la capacidad de reparacion del mismo
(Decordier et al, 2007). En otro estudio, llevado a cabo en Alemania, se
evaluaron los niveles basales de dano en madres e hijos (de aproximadamente 6
anos) expuestos a hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH) en el lugar de
residencia, comparandolos con los resultados obtenidos en madres e hijos de
zonas rurales, demostrando un incremento en los niveles de dafno en el DNA en
el grupo expuesto. Aunque este incremento mostré una debil asociacion entre
la exposicion y los niveles de dano medidos con el ensayo del cometa, se
detecto una fuerte correlacion positiva entre los niveles de dano en el DNA de
las madres con los de sus hijos (Wilheml et al, 2007). De las observaciones de
este trabajo se desprende la idea de que el sinergismo con otros potenciales
agentes genotoxicos y una predisposicion genética compartida, podrian

desempenar un papel importante.

Las dos poblaciones estudiadas en nuestro trabajo no mostraron ser
diferentes en términos de dano basal, pero si que presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre los niveles de dano oxidativo (Tabla XVI).
Asi, la poblacion | muestra resultados discordantes a los obtenidos en la
poblacion I, ya que los niveles de dano entre las madres y sus hijos, en la
primera, no fueron distintos, a diferencia de lo que se observa en la poblacion Il
(Tabla XVII). Ademas, los niveles de dano, tanto basal como oxidativo, de las
madres de la poblacion | no se correlacionan con los de sus hijos; en cambio, la
poblacion Il, mostré una fuerte correlacion de los niveles de dano entre madres

e hijos.

Para intentar explicar estos resultados debemos poner especial atencion en
dos aspectos relevantes que pueden estar incidiendo: el primero es la
imposibilidad de aplicar factores de correccion en la poblacion |, debido a las

carencias propias del soporte utilizado; es decir, no pudo llevarse a cabo la
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eliminacion de la variabilidad entre experimentos lo que, probablemente, habria
evidenciado algun patron de comportamiento de los resultados, como ocurrio
en la poblacion Il. Aunque hemos demostrado en este trabajo que ambas
versiones del ensayo son eficientes para medir el dano en el DNA, la estadistica
descriptiva y la comparacion de ambas poblaciones indica que existen
diferencias entre ellas, observandose que la poblacion | esta formada
predominantemente por mujeres europeas, siendo la mayoria de ellas
espanolas. Esta mayor homogeneidad de la poblacion | puede llevar a pensar
que existen pocas diferencias intragrupo en cuanto a habitos y estilo de vida, lo
que se refleja en la uniformidad de los niveles de dafno entre madres e hijos de

la poblacion I.

Ademas de estas dos posibles explicaciones, hay que tener en cuenta la
variacion intra e interindividual entre las muestras de sangre obtenidas de
poblaciones humanas, lo que ha sido reconocido previamente en la revision

llevada a cabo por Mgller (2006).

Del analisis comparativo de los estudios citados anteriormente, se observa la
falta de consenso para identificar claramente factores de confusion en el ensayo
del cometa. Para la fiabilidad de herramientas de tanta importancia en
biomonitorizacion humana, debe obtenerse informacion adicional sobre el
estilo de vida, posibles exposiciones a otras fuentes potencialmente genotoxicas,
consumo de tabaco y alcohol, presencia de antioxidantes en la dieta, etc. Otras
covariables como la contaminacion ambiental y la estacion del ano en que se
toman las muestras, también podrian ser consideradas como factores de
confusion en algunos casos. La edad aparenta tener poca importancia en el
ensayo del cometa y, hoy en dia, el efecto del género se muestra inconsecuente

en los diferentes estudios que lo han considerado.

Mgller et al en el ano 2000, realizaron una revision en la que los dos
objetivos principales fueron evaluar quée factores pueden influir en los estudios
de biomonitorizacion utilizando el ensayo del cometa, y si este ensayo es
realmente util en la determinacion del riesgo individual. Su conclusion es que la
inclusion del ensayo del cometa en biomonitorizacion es posiblemente

prematura, aunque haya sido utilizado en muchos laboratorios. Esta opinion la
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basan en la dificultad que encuentran al hallar asociaciones en los niveles de
dano observado con el ensayo del cometa y las diferentes caracteristicas de las
poblaciones analizadas. Sin embargo y, a pesar de estas carencias, los
investigadores consideran que el ensayo es una buena herramienta por que es
capaz de discriminar a los grupos expuestos a agentes potencialmente

genotoxicos.

En la busqueda de factores de confusion que puedan influir sobre Ia
respuesta observada se han identificado diversos factores que pueden, o no, ser
relevantes en la determinacion del dano basal en el DNA. El problema al que se
han enfrentado numerosos investigadores es que los efectos de un factor de
confusion normalmente se han evaluado en estudios disenados para este
proposito, por lo que el mismo factor puede no tener efectos en estudios
longitudinales. Esto supone un fuerte obstaculo a la hora de proponer un factor

como obligatorio en el disefio de un estudio.

En su trabajo, Mgller et al (2000) conscientes de lo dificil que es
proponer factores de confusion que pueden influir en los resultados de
biomonitorizacion utilizando el ensayo del cometa, consideran que entre los
que deben ser contemplados y discutidos hay que considerar la edad, el
genero, el habito de fumar, asi como informacion acerca del nivel de actividad
fisica, infecciones y dieta. Estos datos pueden ser de gran importancia ya que
permiten la identificacion de influencias de la respuesta del DNA, para
identificar confusiones e interpretar los resultados obtenidos. Siguiendo estas
recomendaciones, en este trabajo de Tesis hemos considerado pertinente tener
en cuenta como factores de confusion la edad, la etnia, algunos antecedentes
meédicos, el uso de insecticidas, el consumo de tabaco y alcohol, asi como
algunos aspectos de la dieta y de la actividad fisica, en el caso de las madres; en
los ninos, los factores a considerar comprenden el género, las semanas de

gestacion al nacer, la talla, el peso y el tipo de parto.

En nuestro estudio, el alcohol fue el unico factor que mostro influir en los
niveles de dano de las madres de ambas poblaciones, pero de manera opuesta;
asi, aunque la influencia no fue significativa, la inclusion de este factor en el

modelo fue transcendental para un buen ajuste. Por otra parte, la edad mostro
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tener una influencia significativa en los niveles de pimidinas oxidadas en las
madres. El alcohol ha sido una de las variables investigada como factor de
confusion en cinco de los estudios encontrados en la literatura y, solo en uno de
ellos se encontro una asociacion significativa entre el consumo de este y el dano
en el DNA de linfocitos (Zhu et al, 2000). De todas maneras y, al igual que
nuestros resultados, Fracasso et al. (2002) han demostrado que el consumo de
45 g de alcohol al dia no muestra un efecto en el dano en el DNA; esta cantidad
es, aproximadamente, el doble de la consumida por las madres de nuestras
poblaciones. En otros estudios no se hace referencia a la cantidad de alcohol

consumida, por lo que no ha sido posible establecer comparaciones.

Aunque la edad es uno de los factores que mas se incluye en los estudios
de biomonitorizacion, en menos del 50% de los trabajos publicados se ha
encontrado una asociacion positiva entre la edad y los niveles de dafio medidos
con el ensayo del cometa. Entre los estudios positivos, Grover et al. (2003) solo
detectaron efectos significativos en el grupo control. Aunque es razonable
especular acerca de una influencia positiva de la edad, como se ha demostrado
utilizando otros biomarcadores, la mayoria de los estudios con el ensayo del
cometa no ponen énfasis en este factor. Posiblemente debido a que en la
mayoria de los estudios no existe una gran variabilidad en cuanto a la edad,
faltan estudios disenados especialmente para descubrir un posible efecto de la
edad, incluyendo grupos numerosos de todas las edades para que los posibles
efectos de este factor puedan ser visualizados de manera clara. La poca
variacion en el abanico de edades de los integrantes de las poblaciones
estudiadas, como es nuestro caso, puede influir en la falta de conclusiones

acerca del papel de este factor.

Por lo que respecta a los valores observados en los neonatos, vemos que
en la poblacion |, el alcohol consumido por las madres influencia los niveles de
dano basal. Sin embargo, en la poblacion Il el alcohol consumido por las madres
tiene un efecto contrario en sus hijos. Esto sugiere que, posiblemente, el alcohol
tenga efectos sobre otros factores no identificados y lo que se observa es el
resultado de esta interaccion. Lamentablemente, no se cuenta con otros
estudios donde se haya analizado la influencia de este factor sobre los niveles

de dano en el DNA de los recién nacidos, pero es ampliamente conocido que el
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alcohol etilico es un potente agente genotoxico cuando se consume en exceso,
y algunos estudios han demostrado que el ensayo del cometa es una
herramienta capaz de detectar sus efectos en los niveles basales de dano de los
que lo consumen (Rekhadevi et al, 2009; Rombaldi et a/, 2009) y que puede
tener consecuencias perjudiciales para los recién nacidos de madres que
mantuvieron una ingesta de alcohol elevada durante el embarazo (Brooks,
1997). Sin embargo, hay que senalar que también hay estudios que obtienen
resultados negativos acerca de los efectos del alcohol sobre los recién nacidos

de madres que lo consumen (Pluth et al, 2000).

En los neonatos de la poblacion Il, sorprendentemente, el género mostro
influir de manera positiva en los niveles de dano, tanto basal como oxidativo; sin
embargo, cuando se estudio este factor por si solo, fuera del modelo aplicado,
Nno presentd asociacion con los niveles de dano. En los estudios donde se ha
investigado la modulacion del dano en el DNA por el género, sélo Lam et al.
(2002), han encontrado que ser varon es un factor que predispone a un
incremento del dano genético; pero, en general, la mayoria de estudios,
muestran resultados disconrdantes, sin una tendencia clara en ninguna de las

dos direcciones (revisado por Mgller et al, 2000).

Hay que resaltar que los factores que mostraron alguna influencia son
diferentes en funcion de la poblacion considerada, lo que estaria confirmando
lo dificil que es encontrar factores de confusion “universales” en el ensayo del
cometa que sean aplicables, independientemente de la poblacion analizada. Por
lo tanto, podriamos concluir que no se ha podido establecer fehacientemente la
influencia de ninguno de los factores considerados, como ha ocurrido en la
mayoria de los estudios encontrados en la literatura, ya que al analizar cada uno
por si solo, ninguno de ellos ha mostrado asociaciones claras con los niveles de

dano obtenidos.

Por ultimo, hay que senalar que esta parte del trabajo cabe considerarla
como un estudio piloto, debido al pequeno numero de individuos de cada
poblacion y, también, a que no se cuenta con suficiente bibliografia sobre la
influencia del estilo de vida de madres embarazadas con el potencial riesgo

genético, utilizando el ensayo del cometa. De todas maneras, hay que recordar
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que nuestros datos constituyen una pequena parte de un gran proyecto
europeo (NewGeneris) en el que participan epidemiologos, quienes manejan
complejas bases de datos considerando multiples factores de confusion en
diferentes cohortes europeas. Es posible que de este estudio surjan resultados
relevantes acerca del papel que ejercen los distintos factores de confusion en los
niveles de danos cuantificados por el ensayo del cometa. Sin embargo, los
niveles de dano basal de las poblaciones de madres e hijos analizadas por
nosotros, no resultaron ser diferentes a los niveles considerados normales; de
hecho, los niveles de dano de las madres tanto basal como oxidativo
concuerdan con los valores observados en los 125 estudios revisados por Mgller
(2006b) y, de acuerdo a esto, niveles de dano de hasta un 20% de DNA en la

cola debe ser considerados como normales.

Aparte de los factores aqui considerados como relevantes (alcohol,
género y edad) y, aunque en este trabajo piloto de biomonitorizacion los otros
factores considerados no hayan mostrado influir en los resultados, hay que
senalar que se cuenta con una cantidad de bibliografia importante que pone de
manifiesto que el consumo de tabaco, la dieta, la actividad fisica y la
contaminacion ambiental, asi como cuadros infecciosos, la exposicion
residencial y el uso de insecticidas, entre otros, pueden influir en los niveles de

dano medidos con el ensayo del cometa.

En sintesis, podemos decir que, en humanos, la utilizacion de este ensayo
en todas sus versiones y modificaciones, puede llegar a desempenar un papel
muy importante en los estudios de biomonitorizacion. Si bien no se puede
esperar que todas las exposiciones con consecuencias carcinogénicas se revelen
como dano en el DNA de los linfocitos, el ensayo ha demostrado ser un buen
metodo de valoracion general de exposicion a compuestos potencialmente
genotoxicos en humanos (Mgller et al, 2000; Tice et al, 2000; Faust et al, 2004;
Mgller, 2005; Mgller, 2006a). Quizas, lo relevante del ensayo es que, ademas de
medir dano general, también se puede utilizar como herramienta para la
identificacion de marcadores de dosis biolégicamente efectivas, de efecto y de
susceptibilidad individual. En los estudios de biomonitorizacion es importante
contar con datos relacionados con el modo de accion de los agentes evaluados;

en este sentido, el ensayo del cometa ha aportado informacion fundamental
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sobre los mecanismos de genotoxicidad y respuestas celulares. Esto es crucial
cuando se trata de interpretar los datos de biomonitorizacion en términos de

riesgo de cancer.

Respecto a la bondad del uso de enzimas especificas, que permiten la
deteccion de diferentes tipos de lesiones en las bases del DNA, su incorporacion
en el ensayo del cometa convierte a esta técnica en una buena herramienta
para detectar mecanismos especificos de accion de los agentes/exposiciones
evaluados. Ademas de las enzimas que detectan dano oxidativo, que son las
utilizadas en este estudio, hay que enfatizar que esta herramienta puede llegar a
tener un futuro importante si se pueden encontrar/utilizar otras enzimas que
detecten otros tipos especificos de lesiones. Si esto es posible, el ensayo del
cometa, con estas modificaciones, se puede convertir en una poderosa
herramienta para resolver aspectos mecanisticos de los efectos genotoxicos.
Respecto al aspecto concreto del dano oxidativo en el DNA medido con el
ensayo del cometa, éste no solo puede tener relevancia en los estudios de
riesgo de cancer, sino que también se puede relacionar con otras enfermedades
que se asocian con altos niveles de estrés oxidativo. Varias modificaciones del
ensayo para medir la capacidad de reparacion permiten el estudio de este
importante marcador, a la vez que el estatus antioxidante puede ser medido
evaluando el dano inducido en linfocitos por el H,O,. Asi, la introduccion de un
marcador de estrés oxidativo y defensas antioxidantes, especialmente en los
estudios de biomonitorizacion humana, se ha considerado como necesaria y

esencial (Mayne, 2003).

Para finalizar esta discusion, cabria resaltar que el abordaje llevado a
cabo en esta Tesis, tanto desde el aspecto técnico como del teorico, del ensayo
del cometa, puede proporcionar una informacion valiosa y util para quienes se
introduzcan en el uso de esta técnica. Con esta finalidad didactica, en el ANEXO
lll se procede a dar respuesta a las preguntas mas recurrentes sobre el ensayo

del cometa.
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VI. Conclusiones

Después de haber realizado todos los analisis necesarios para evaluar

nuestros datos y dar respuesta a los objetivos propuestos, y tras la discusion de

los resultados obtenidos, de este trabajo de Tesis se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

1.

Se ha demostrado que las optimizaciones desarrolladas en este trabajo
permiten el analisis de multiples muestras en un mismo estudio, sin la

pérdida de sensibilidad y fiabilidad de los resultados obtenidos.

La optimizacion de la técnica en cuanto al cambio de soporte ha mostrado
tener numerosas ventajas sobre la metodologia convencional. El uso de Ia
lamina Gelbond ha proporcionado un soporte extremadamente estable y
facil de manipular en todas las etapas de ensayo; de la misma manera que
ha facilitado la visualizacion del dafno en el microscopio por el hecho de

contar con un elevado numero de muestras en el mismo soporte.

Los protocolos aqui desarrollados han demostrado que los linfocitos
humanos aislados de sangre periférica, criopreservados y almacenados de
manera prolongada, pueden ser utilizados satisfactoriamente para la
determinacion tanto de los niveles endogenos de roturas en el DNA como
de bases oxidadas mediante el ensayo del cometa; demostrandose también
que dichos procesos no suponen un aumento del dano genético basal o

inducido.

Se ha demostrado que la radiosensibilidad individual puede ser medida con
el ensayo de cometa, lo que respalda a la técnica como un buen indicador
de inestabilidad gendmica individual. Ademas, se propone que la curva de
calibracion construida es un buen parametro para la determinacion de

variaciones respecto de los niveles de dafno geneético basal.
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5. Se ha establecido que la utilizacion de las enzimas FPG y Endolll funciona
eficientemente en la determinacion del dafno oxidativo, tanto /n vitro como
/n vivo, por lo que se propone su implementacion en el ensayo del cometa

como un buen biomarcador de estrés oxidativo en poblaciones humanas.

6. Se halogrado demostrar que existe una relacion considerable entre el dano
genético observado en madres y el que presentan sus hijos recién nacidos
por lo que se sugiere que existe una predisposicion genética compartida,
que podria desempenar un papel importante en los niveles de dano

primario observados en el DNA.

7. No se ha podido establecer fehacientemente una influencia significativa de
ninguno de los factores de confusion considerados, ya que, al analizar cada
uno de ellos por si solo, ninguno mostro asociacion con los niveles de dano
observados. Esto pone en evidencia los problemas asociados con la reciente
inclusion del ensayo del cometa en los estudios de biomonitorizacion, por lo
que surge la necesidad de desarrollar estudios especificos que tengan como
objetivo principal la determinacion de aquellos factores que puedan incidir

en los niveles de dano en el DNA de poblaciones humanas.
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ANEXO I. Obtencién de células para la realizacion del ensayo del cometa /n vivo

e /n vitro.

El ensayo del cometa puede ser aplicado a cualquier tipo de célula
eucariotica, aunque Singh et al. (1999) también obtuvieron resultados positivos
utilizando bacterias. Sin embargo, un requisito indispensable para llevar a cabo
el ensayo es que las células a analizar estén individualizadas. Estas pueden ser
obtenidas tanto de cultivos celulares para ensayos /n vitro, como de fluidos y/o
tejidos de organismos vivos. La existencia de una amplia gama de metodologias
para la obtencion de céelulas aisladas ha sido bien documentada; sin embargo,
no todas han sido igualmente eficientes considerando que un requisito basico
para la obtencion de material biologico, destinado al ensayo del cometa, es que
se debe evitar al maximo tanto la induccion de dano como la posterior

reparacion del mismo (Plappert et al, 1994; Pool-Zobel et al, 1994).

1. Evaluaciones /n vitro

Las condiciones experimentales /n vitro que se deben emplear para
demostrar la capacidad de un agente potencialmente genotoxico no son
limitadas, pero para demostrar lo contrario, la ausencia de capacidad
genotoxica de un agente sospechoso, si lo son. Las condiciones experimentales
que deben emplearse utilizando el ensayo del cometa, en principio no deben
diferir de aquellas utilizadas en cualquier otro ensayo de genotoxicidad /r vitro,
excepto que el muestreo celular podria realizarse solamente al final del periodo

de exposicion.

Los requerimientos que aqui se plantean para la realizacion de ensayos /i
vitro han sido tomados de Tice et al (2000), y siguen los acuerdos establecidos
por el panel de expertos que han elaborado la guia actual de la OCDE para la

evaluacion de productos quimicos.
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A modo de consideraciones iniciales, aclararemos que un ensayo /n vitro
requiere de una fuente exodgena de activacion metabdlica (e.g., fraccion S9),
que no reproduce completamente lo que ocurriria /r7 vivo. Durante el ensayo
del cometa, se debe poner especial atencion en impedir las condiciones que
pueda conducir a resultados positivos que no reflejen genotoxicidad, pero que
pueda generar dano en el DNA debido a la citotoxicidad (Williams et al. 1974;
Elia et al, 1994). Para realizar una correcta evaluacion se deben tener en cuenta

NnumMerosos aspectos, como los que se citan a continuacion.

1.1.  Tipos de células

Teoricamente, cualquier tipo de célula eucariota puede ser analizada con
el ensayo del cometa (con excepcion de las células sanguineas de la linea roja,
que carecen de nucleo); sin embargo, para la mayoria de propositos en genética
toxicologica se prefieren lineas celulares bien caracterizadas o cultivos primarios.
Entre las lineas celulares mas utilizadas se encuentran la del linfoma de raton
L5178Y asi como celulas de ovario y de pulmon de hamster chino. Entre los
cultivos primarios, se encuentran los linfocitos humanos y los hepatocitos de
raton. No se han establecido preferencias entre células proliferativas y no
proliferativas, sin embargo estas ultimas pueden ser menos propensas a dar
falsos positivos, potencialmente asociados a los agentes que intervienen sobre la
sintesis de DNA por medio de la alteracion del metabolismo; si bien este tema
aun no ha sido resuelto. Por ultimo, el uso de cualquier tipo celular ha de ser

debidamente justificado.

1.2.  Condiciones de cultivo y de preparacion

Para mantener celulas en buen estado, el medio y las condiciones de
cultivo deben ser apropiados (frascos o placas, concentracion de COg,
temperatura y humedad). No existen estandares de las condiciones optimas de
un cultivo, ya que dependen del tipo celular que se utiliza;, sin embargo,

cualquiera que sea la linea celular elegida, habra de ser rutinariamente
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examinada de contaminaciones de micoplasma ya que, en estas condiciones, las

células no deben ser utilizadas.

Para lineas celulares establecidas, las células son propagadas desde un
patron fiable e incubadas en un medio de cultivo apropiado que proporcione
todos los requerimientos de la célula y se han de mantener a 37 °C.
Generalmente, un medio completo debe contener medio de cultivo (los mas
utilizados son RPMI 1640, MEM y DMEM), suero fetal bovino, antibidticos
(penicilina, estreptomicina) y aminoacidos no esenciales si se requieren (/-

glutaminal).

1.3. Activacion metabolica

Las células deben ser expuestas al agente que se quiere evaluar con y sin
sistema de activacion metabdlica. El sistema mas comunmente utilizado es la
fraccion S9 obtenida de higado de ratas tratadas con agentes inductores
enzimaticos como el Aroclor 1254 (Ames et al, 1975) o una mezcla de
fenobarbital y B-naftoflavona (Matsushima et al, 1976). Normalmente, también
se utiliza una fraccion postmitocondrial suplementada con cofactores a
concentraciones que van del 1% al 10% v/v de la concentracion final en el
medio. Las condiciones del proceso de activacion metabolica dependen del tipo
de agente que se quiera evaluar; asi, en algunos casos se recomienda utilizar
mas de una concentracion de S9. La construccion de algunas lineas celulares
mediante ingenieria genética, que expresan enzimas activadoras especificas y
que proveen de una potencial activacion enddgena, puede proporcionar una

alternativa al empleo de la fraccion S9.

1.4.  Preparacion del agente a evaluar

Las sustancias a evaluar en estado solido deben ser disueltas o
suspendidas en disolventes o vehiculos apropiados vy, si procede, deben ser
diluidas con antelacion al tratamiento de las células. Las sustancias en estado
liquido pueden ser anadidas directamente al sistema de evaluacion y/o diluidas
con antelacion al tratamiento. Las preparaciones de los agentes a evaluar,

independientemente de su naturaleza, deben ser utilizadas en condiciones
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frescas, a menos que su estabilidad a lo largo del tiempo haya sido demostrada
y se hayan descrito condiciones Optimas para su conservacion. No esta de mas
aclarar que los solventes o vehiculos utilizados no deben reaccionar ni con el
agente en cuestion ni con la célula, y debe ser compatibles con el proceso de
activacion metabdlica. Si se conoce poco del disolvente que se quiere emplear,
se debe justificar su utilizacion incluyendo datos de compatibilidad. Siempre que
sea posible, se recomienda el uso de un disolvente acuoso, en el caso que el
agente sea inestable en este medio, se debe utilizar un agente organico libre de

agua.

1.5.  Concentraciones de exposicion

Los acuerdos alcanzados por el panel de expertos en la materia,
establecen que los cultivos celulares que crecen en suspension 0 en monocapas,
deben ser expuestos con Yy sin sistema de activacion metabdlica durante 3 a 6
horas. Las exposiciones de duracion diferente deben ser justificadas cuando se
obtienen datos negativos. Debido a que un nivel de dano elevado en el DNA
esta asociado a la muerte celular, es critico que las dosis mas altas del agente en
cuestion no induzcan una citotoxicidad excesiva, debiendo ésta ser evaluada
rutinariamente en cada ensayo; ademas, esto es de utilidad para determinar el
rango experimental en los estudios preliminares. Los métodos para determinar
la citotoxicidad pueden ser aplicados finalizada la exposicion (e.g., exclusion por
tincion vital] o durante una exposicion prolongada (e.g, recuento celular,
niveles de ATP). Cuando se evalua la viabilidad en el momento que la
exposicion ha finalizado, se deben evitar las dosis que han disminuido la
viabilidad en mas de un 30% en comparacion con el control. Ademas, si con
algunas concentraciones o dosis se observan cambios excesivos en el pH o en la
osmolaridad, éstas no pueden ser evaluadas mediante el ensayo del cometa, ya
que conducen a resultados falsos positivos, asi como en los casos de las
evaluaciones de dano cromosdmico 0 mutaciones que, bajo estas condiciones,
tampoco es recomendable su evaluacion. Los investigadores deben especificar
adecuadamente tanto la seleccion de las dosis utilizadas como los resultados de
citotoxicidad. Cada ensayo del cometa /n vitro debe contener, al menos, tres

concentraciones analizables y, si durante la eleccion de las concentraciones se
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detecta alguna que es citotoxica, se debe establecer un rango de
concentraciones en torno a la misma que va desde la mayor concentracion
citotoxica aceptable a una menor o no toxica. Para compuestos practicamente
no toxicos, la concentracion maxima deberia ser de 5 uL/mL, 5 mg/mL o 0,01 M,
cualquiera que sea la concentracion minima. Para sustancias relativamente
insolubles y que, ademas, no sean toxicas a concentraciones mas bajas que la
concentracion a la cual no se disuelven, la maxima concentracion a utilizar es
aquella que se encuentra justo por encima del limite de solubilidad en el medio
de cultivo al finalizar el periodo de exposicion. En algunos casos (€e.g., cuando la
toxicidad ocurre solo a concentraciones mas altas que aquella a la cual el
agente es insoluble), es aconsejable evaluar mas de una concentracion con
evidente precipitacion. Esto puede ser util para evaluar la solubilidad del agente
antes y después de poner en marcha el ensayo, ya que la solubilidad puede
variar durante el curso de la exposicion debido a la presencia celular, al factor
S9, al suero, etc. La insolubilidad se puede evaluar a simple vista y el precipitado

no deberia interferir en la realizacion satisfactoria del estudio.

1.6. Controles

Usualmente deben ser incluidos en cada experimento controles positivos
y negativos, ambos con y sin activacion metabdlica. Cuando se utiliza activacion
metabolica, el control positivo debe ser el unico que requiera de activacion
antes de inducir el dafno en el DNA. Los niveles de migracion inducidos en el
DNA no siempre seran tan obvios como para que el investigador pueda
identificarlos en el momento de la visualizacion. Algunos ejemplos de sustancias
utilizadas como controles positivos en experimentos sin activacion metabolica
son el metil metasulfonato (MMS), el etil metasulfonato (EMS), Ia etilnitrosourea
(ENU) y la 4-nitroquinolina-N-oxido (4-NQOQO). Algunos ejemplos de controles
positivos utilizados en experimentos con activacion metabolica son el
benzo(a)pireno, la 7,12-dimetilbenzatracina y la ciclofosfamida (monohidrato).
Los controles negativos consisten en incluir el disolvente o vehiculo utilizado en
el medio de tratamiento y se debe proceder de la misma manera que en los

tratamientos con el agente. Los controles no tratados también deben ser
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incluidos en experimentos donde el vehiculo o disolvente utilizado no tenga
antecedentes de ser genotoxico o citotoxico. Segun lo acordado por el panel de
expertos, al menos se han de establecer dos cultivos por concentracion que
puedan ser evaluados satisfactoriamente, incluyendo los grupos de controles
negativos y positivos. Los agentes gaseosos o volatiles deben ser evaluados

utilizando métodos apropiados tales como frascos de cultivos sellados.

2. Evaluaciones /n vivo

El ensayo del cometa ha contribuido enormemente tanto en las
investigaciones en genética toxicologica como en sus numerosas aplicaciones /n
vivo. Debido a que una de sus ventajas mas relevantes es la utilizacion de un
numero pequeno de células, literalmente cualquier tipo de célula o tejido puede
ser analizado, con un unico requerimiento que es el estado individual de las
células a analizar. Un buen método de individualizacion de céelulas es aquel que
no contribuye ni al dano adicional en el DNA ni estimula la reparacion del
mismo. Los requerimientos que aqui se plantean para la realizacion de ensayos
/n vivo han sido tomados de Tice et al (2000), y estan basados en los acuerdos

establecidos por el panel de expertos de la OCDE.

A modo de consideraciones iniciales, conviene aclarar que no es
apropiada la utilizacion del ensayo del cometa cuando se cuenta con evidencias
de que el agente a evaluar no alcanzara el tejido blanco durante el tratamiento.
Se ha de tener especial cuidado para evitar las condiciones que puedan
conducir a resultados positivos que no se deban a la genotoxicidad del agente,
si no que surjan del dano en el DNA (e.g., DSB) asociado a eventos apoptoticos
0 necraticos. El ensayo del cometa es capaz de detectar numerosas clases de
dano con una alta sensibilidad si el método es optimizado. Debido a que la
pauta aqui desarrollada describe las condiciones basicas del ensayo aplicado, el
meétodo debe ser ajustado especificamente a las condiciones de cada

laboratorio con el fin de obtener resultados validos y reproducibles.
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2.1.  Mantenimiento y preparacion de los animales

Las ratas y los ratones son los animales mayormente utilizados aunque,
cualquier otra especie de mamifero puede ser utilizada con la debida
justificacion. Comunmente los estabularios de los laboratorios cuentan con
cepas de animales adultos jovenes, de buena salud, que son recomendados,
siendo las variaciones de peso de animal minimas y no deben fluctuar en mas

de un 20% respecto de su peso medio.

Las condiciones de mantenimiento y alimentacion deben seguir las
regulaciones apropiadas para el uso y cuidado de animales de laboratorio. La
temperatura en la sala de experimentacion debe ser de 22 °C £+ 3 °C y la
humedad relativa debe ser de al menos el 30% y, preferiblemente, no
sobrepasar el 70%. La iluminacion debe ser artificial con un fotoperiodo de 12
horas de luz y 12 de oscuridad. La alimentacion debe estar en concordancia con
una dieta convencional de laboratorio y sin limitaciones del agua de bebida. La
eleccion de la dieta puede estar influenciada por la necesidad de asegurar una
mezcla adecuada de la misma con el agente a evaluar cuando la administracion
es por esta via. Dependiendo del disefio experimental y de los estandares del
laboratorio, los animales pueden mantenerse enjaulados individualmente o en

pequenos grupos del mismo genero.

La eleccion de los animales debe ser al azar y distribuidos de la misma
manera entre el grupo expuesto y el control. Los animales deben tener una
identificacion unica, y mantenidos en sus jaulas por al menos 5 dias antes del
inicio del experimento, para permitir la aclimatacion a las condiciones del

laboratorio.

Aunque los mamiferos son los animales mas utilizados en los estudios de
genotoxicidad, la plasticidad del ensayo del cometa permite ser aplicado a casi

cualquier especie animal (Dhawa et al, 2009) (ANEXO I).
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2.2.  Preparacion del agente a evaluar

Los agentes solidos deben ser disueltos o resuspendidos en un disolvente
0 vehiculo apropiado y posteriormente diluido, si asi se requiere, antes de
dosificarlo al animal. Los agentes liquidos deben ser directamente administrados
O previamente diluidos, si asi se requiere. Las preparaciones del agente deben
ser frescas, a menos que se haya demostrado su estabilidad bajo condiciones de

almacenamiento adecuado.

El disolvente o vehiculo no debe producir efectos toxicos a los niveles de
dosis utilizados y no debe causar sospechas de potenciales reacciones quimicas
con el compuesto a evaluar. La utilizacion de disolventes poco conocidos debe
estar justificada adjuntando los datos que indican su compatibilidad. El uso de

disolventes acuosos debe ser considerado como primera opcion.

2.3. Controles

Al igual que los estudios /n vitro, normalmente deben ser incluidos
controles negativos y positivos en cada ensayo /n vivo realizado
independientemente. Con excepcion de la aplicacion del agente a evaluar, los
animales del grupo control deben ser manipulados de manera idéntica a los del
grupo tratado. El control positivo debe ser un agente conocido, que produzca
migracion del DNA cuando es administrado a niveles de exposicion a los que se
espera un incremento de dano genético. Las dosis deben ser elegidas de
manera que los efectos sean evidentes pero que no se permita el
reconocimiento de los tratamientos durante la evaluacion microscopica del
dano. Se acepta que el agente que actua de control positivo sea administrado
de una manera distinta al agente a evaluar y se evalue solo una vez, siempre y
cuando el resto de los animales tratados sean evaluados durante el mismo
periodo de tiempo; no asi los controles negativos, que deben ser evaluados
cada vez, a menos que se acepte la variabilidad entre animales y sea esto
demostrado con datos historicos. En el estudio también se incluyen animales no
tratados, a menos que se disponga de informacion historica respecto a los
controles que demuestre que el disolvente utilizado no produce ningun efecto

Nocivo Ni menos genotoxico.
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2.4.  Geéneroy cantidad de animales a tratar

La falta de datos concretos, entre y dentro de los laboratorios, con
respecto al grado de variabilidad entre animales, entre especies, cepas, género,
tejido, momento de muestreo, etc., ha conducido a una amplia discusion sobre
el numero minimo de animales por sexo, por grupo de dosis y por momento de
muestreo. El panel de expertos propone incluir 4 animales de un mismo género
en cada grupo de dosis, para cada momento de muestreo. En algunas
situaciones, por ejemplo en un grupo de dosis intermedia, un minimo de tres
animales por género y por grupo de dosis puede ser considerado aceptable,
con la debida justificacion. En experimentos donde se cuenta con una base de
datos historicos significativa que demuestra que, bajo esas condiciones
experimentales, la variabilidad entre animales es minima, es aceptado incluir
solo 2 animales en cada grupo control (positivo y negativo). Los datos historicos
deben ser considerados como una informacion aceptable para la identificacion
de controles. Por otro lado, si se cuenta con una base de datos relevante con
estudios de la misma especie, utilizando la misma ruta de exposicion, que
demuestra que no existe variabilidad de la citotoxicidad entre machos y
hembras, la evaluacion de un solo sexo es considerada suficiente. En esta
situacion, ser macho o hembra no proporciona ninguna ventaja, por lo que la
eleccion del sexo del animal se deja a discrecion del investigador; sin embargo,
cuando una exposicion a productos quimicos en humanos es especifica en
relacion al sexo, como por ejemplo algunos agentes farmaceuticos, los

experimentos deben ser evaluados en animales del sexo apropiado.

2.5.  Dosis: niveles, limite y administracion

En situaciones en las que no se conoce la toxicidad del compuesto, se
requiere que los experimentos de determinacion del rango de dosis de trabajo
se realicen en el mismo laboratorio, utilizando la misma especie de animales,
cepa, sexo Yy el mismo régimen de tratamiento que se aplicaran una vez
determinado el rango de dosis. La dosis mas alta a evaluar se establece como
aquella que produce signos de toxicidad tales que, basados en el mismo

régimen de dosificacion, la dosis inmediatamente mas alta produzca mortalidad
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0 signos inaceptables de toxicidad en el animal, o toxicidad excesiva en el tejido
blanco al final del periodo de exposicion. Como norma, deben emplearse en

cada experimento un minimo de dos dosis valorables.

Con respecto a la dosis minima, se recomienda que sea
aproximadamente el 50% de la dosis alta. Los agentes que necesitan de una
activacion a dosis bajas no toxicas (como las hormonas o los agentes
mitogénicos) pueden considerarse como excepciones a los criterios de seleccion

de dosis y necesitan ser analizados caso a caso.

En consecuencia, con la actual guia OCDE para la evaluacion de
productos quimicos, el limite de dosis para los agentes no toxicos es de 2.000
mg/Kg de peso para un tratamiento o multiples tratamientos de 14 dias
consecutivos, y 1.000 mg/Kg de peso para experimentos que excedan de 14
dias consecutivos. Para los casos donde no existe toxicidad especifica para el
animal o tejido, se acepta la evaluacion solo a la dosis limite. Los niveles de
exposicion humana previstos pueden indicar la necesidad de utilizar un nivel de

dosis mas alto que la dosis limite aqui establecida.

El agente a evaluar es administrado usualmente por via oral, por medio
de sonda estomacal, por intubacion mediante una canula adecuada, o por
inyeccion intraperitoneal. El volumen maximo de liquido que puede ser
administrado via sonda estomacal o inyeccion se basa en el peso del animal. De
acuerdo con la guia de la OCDE, el volumen maximo no debe exceder a 20 mL
por Kg de peso, debiendo ser justificado el uso de volumenes superiores. La
variabilidad del volumen debe ser minimizada mediante el ajuste de

concentracion para asegurar el mismo volumen el todas las dosis.

2.6.  Seleccion del tejido blanco

En principio, el ensayo el cometa puede ser aplicado a cualquier tipo de
tejido. Segun el panel de expertos, en ausencia de informacion sobre el tejido
que actua el agente a evaluar, el mas apropiado es el higado, seguido por el
intestino cuando el primero no muestra resultados de toxicidad positivos

pudiendo ser analizados a la vez. Esta seleccion del tejido blanco esta basada en
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los estudios de Sasaki et al (2000) quienes evaluaron 163 compuestos
carcinogenicos en roedores y 30 no carcinogénicos con el ensayo del cometa a
las 3, 8 y 24 horas de exposicion, resultando ser el higado y el colon organos
mas sensibles que la vejiga, la meédula osea, el cerebro, el rindn, el pulmony el

estomago.

2.7. Momento del muestreo y obtencion de células aisladas

Los datos de los experimentos /17 vivo obtenidos por Sasaki et al. (2000)
demostraron que el 7% de los agentes que resultaron ser positivos, lo fueron
solo a las 3 horas después del tratamiento; el 3% lo fue a las 8 horas y otro 7% lo

fue solo a las 24 horas después de la exposicion.

Otros estudios /n7 vivo utilizando el ensayo del cometa concuerdan con
estos resultados, por lo que los acuerdos del panel de expertos basados en
estos estudios, establecen 2 momentos en los que se deben recoger muestras y
que los mas adecuados para hacerlo, son entre las 3 y 6 horas y entre las 22 y
26 horas después de un unico tratamiento agudo. Sin embargo, para prevenir la
utilizacion innecesaria de animales, si el primer muestreo arroja resultados

positivos, esto puede excluir la necesidad de un segundo muestreo.

Con respeto a la obtencion de las células aisladas, el procedimiento mas
utilizado es someter el tejido a un proceso de tripsinizacion o a la accion de la
colagenasa (Pool-Zobel et al, 1992; Betti et al, 1993), a la disgregacion
utilizando tijeras pequenas o a una homogenizacion para la liberacion de los
Nnucleos. Durante la destruccion del tejido el uso de EDTA esta permitido como
agente quelante de calcio/magnesio y asi prevenir la activacion de las
endonucleasas; también, esta permitido anadir agentes que anulen la accion de
los radicales, como el DMSO para prevenir el danno en el DNA inducido por la
oxidacion. Las conclusiones obtenidas, senhalan que no existe un método de
disgregacion celular mejor que otro y que cualquiera de ellos es aceptable,
siempre y cuando quede demostrado que la metodologia elegida no aumenta

el nivel de dano en el DNA.
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2.8. Citotoxicidad

La evaluacion de la citotoxicidad del compuesto es un dato clave a la
hora del analisis de los resultados y depende basicamente de la técnica de
viabilidad por exclusion que se emplee (e.g., azul de tripan). Sin embargo, la
aproximacion citada es poco informativa si los procesos de disgregacion son
mecanicos. Se propone la utilizacion de una tincion dual que contiene diacetato
de 5-6-carboxifluoresceina, mezclado con bromuro de etidio (Strauss, 1991), que
identifica las células metabolicamente competentes y/o la integridad de la
membrana. Otras aproximaciones también han sido utilizadas para evaluar la
citotoxicidad; asi, Sasaki et al (1997) evaluaron mediante histopatologia la
incidencia de células apoptoticas o necroticas en experimentos que mostraron
ser positivos en el ensayo del cometa. Aunque la validacion de los estudios no
ha identificado niveles de toxicidad aceptables para el ensayo del cometa con
tratamientos /7 vivo, una viabilidad menor del 70-80% de las células en el tejido

blanco del animal control debe ser considerada como elevada.
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ANEXO lI: Tabla que resume los estudios de valoracion de dano del DNA utilizando el ensayo
del cometa aplicado en diversas areas (biomonitorizacion ambiental y humana) utilizando
organismos centinelas procariotas (bacterias) y eucariotas (desde protozoos hasta humanos).
Se indica el modelo utilizado en cada caso, el agente de interés, el tipo celular, los resultados y
la referencia de cada uno de los estudios aqui detallados (Tomado de: Dhawan y Bajpayee,

20009).

Model

Escherichia coli
JM101

Euglena gracilis

Chlamydomonas
reinhardltii

Rhodomonas

Vicia faba

Tobacco /Nicotiana
tabacuml)

Potato plants
(Solanum tuberosum
var. Korela)
Phaeseolus vulgaris

Impatiens balsamina

Bacopa monnieriL.

Agent tested

X-rays

1-Methyl-3-nitro-1-

nitrosoguanidine (MNNG|,
benzo[4d]pyrene, mitomycin

C and actinomycin D

4-Mitroquinoline-1-oxide (4-

NQO),

nitrosodimethylamine, and

hydrogen peroxide

UV (UVA + UVB| radiation

Mmethyl-Afnitrosourea
(MNU) and methyl

methanesulfonate (MMS)

Ethyl methanesulfonate

Age
Kinetics of DNA repair

Ethyl methanesulphonate

(EMS) and Atethyl-N-
nitrosourea (ENU)

Ophenylenediamine (o
PDA), hydrogen peroxide

and ethyl

methanesulphonate (EMS)
Heavy metal (Cd, Cu, Pb, and

Zn)

Polychlorinated biphenyls

Heavy metal (Cd, Cu, Pb, and

Zn)

Uranium

Cell used
Bacteria

Whole organism /n
Vivo

Plant models

Whole organism /n
vivo

Whole organism /n
vivo

Whole organism /n
Vivo

Root tip meristematic
cells

Nuclei from leaf tissue

Leaf nuclei

Leaf nuclei

Whole roots /n vivo

Isolated root nuclei

Leaf nuclei

Nuclei from leaf tissue

Root or shoot cells

Cr™® and airborne particulate |Stem, root and leaves.

Ethyl methanesulfonate,
methyl methanesulfonate

cadmium

Nuclei isolated from
roots and leaves

DNA damage

1

1 Dose- and
time-dependent
roots > leaves

Reference

Singh et al, 1999

Aoyama et al.,
2003

Erbes et al, 1997

Sastre et al, 2001

Gichner and Plewa
1998

Gichner and Plewa
1998

Koppen et al, 1999
Gichner et al, 2000

Gichner, 1999;
2003

Gichner, 2003

Gichner et al, 2006

Gichner et al, 2007
Gichner er al, 2006

Vandenhove et al,
2006

Poli et al, 1999

Vajpayee et al,
2006
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Model

Tetrahymena
thermophila

Freshwater bivalve
zebra mussel
(Dreissena
polymorpha)

Mytilus edulis

Freshwater mussels
(Unio tumidus)

Golden mussel
(Limnoperna
fortunei)

Bivalve mollusc
Scapharca
Inaequivalvis

Mytilus
galloprovincialis

Vent mussels
(Bathymodiolus
azoricus)

Green-lipped mussel
(Perna viridls)

Freshwater mussel

Utterbackia imbecillis

Oyster (Crassostrea
gigas

Agent tested

Phenol, hydrogen peroxide,
and formaldehyde, influent
and effluent water samples

Polybrominated diphenyl

ethers (pbdes)

Sodium hypochlorite and

chlorine dioxide) and
peracetic acid

Pentachlorophenol

Varying temperatures

Polluted waters

Cadmium (Cd) and
chromium (Cr)

Styrene

Tritium

Marine waters (Denmark),

French Atlantic Coast

Polycyclic aromatic
hydrocarbons

Seasonal variation

Polyphenols

Guaiba Basin water

Organotin compounds
(MBTC, DBTC and TBTC)

Environmental stress

Heavy oil spill

Cadmium

Hydrostatic pressure change

Benzol[a] pyrene

Chemicals used in lawn care

(atrazine, glyphosate,
carbaryl, and copper)

Cryopreservation

Cell used

Animal models

Whole animal /n vivo

Invertebrates

Bivalves

Hemocytes

Gills

Haemolymph cells

Haemocytes
Gill and haemolymph
Gill and haemocytes

Haemocytes

Digestive gland cells

Haemocytes

Erythrocytes

Haemocytes
Gills

Digestive gland cells

Haemocytes and gill
tissues

Haemocytes

Glochidia

Spermatozoa

DNA damage |Reference

Lah et al, 2004

Riva et al, 2007

Bolognesi et al,
2004
Pavlica et al, 2001

Buschini et al,
2003

Klobucar et al,
2003

Pruski and Dixon,
2002

Mamaca et al,
2005

Jha et al, 2005

Rank and Jensen,
2003; Akcha et al,
2003

Large et al, 2002

Shaw et al, 2000

Labieniec and
Gabryelak, 2006

Villela et al,, 2007

Gabbianelli et al,
2006

Frenzilli et al, 2001
Laffon et al, 2006a

Dailianis et al.,
2005

Dixon et al, 2004;
Pruski and Dixon,
2003

Siu et al, 2004

Conners and Black,
2004

Gwo et al, 2003
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Model

Manila clam ( 7gpes
semidecussatus)

Clams (Mya arenaria)

Eisenia foetida

Aporrectodea longa
(Ude)

Fruitfly ( Drosophila
melanogaster)

Sea urchins
(Strongylocentrotus
droebachiensis)

Grass shrimp
(Paleomonetes

ougio)

Agent tested Cell used

Sediment-bound
contaminants

Haemolymph, gill and
digestive gland

Haemocytes and

Petroleum hydrocarbons digestive gland cells

Earthworms

Chemical-treated soil Coelomocytes

Soil from coke ovens Coelomocytes

Soil from industrialized
. Coelomocytes
contaminated

Sediment from polluted river |Coelomocytes

Wastewater irrigated soil Coelomocytes

Commercial parathion Coelomocytes

Imidacloprid and RH-5849 Sperm cells
PAH-contaminated soil and
hydrogen peroxide, Eleocytes

cadmium (in vitro)

Nickel chloride Coelomocytes

Soil samples spiked with
benzo[4]pyrene (B[4]P)
and/or lindane

Intestine and
crop/gizzard cells

Other invertebrates

Ethyl methanesulfonate
(EMS), methyl
methanesulfonate (MMS), A
ethyl-Afnitrosourea (ENU)
and cyclophosphamide (CP)

Gut and brain cells of
first instar larvae

Cypermethrin
Lechates of industrial waste

Cisplatin

Dispersed crude oil Coelomocytes

UV, benzo[4] pyrene, and

cadmium Embryos

Estuarine sediments Hepatopancreas

Coal combustion residues

DNA damage |Reference
Coughlan et al,

1 2002; Hartl et al,
2004
: Hamouten et al.,
2002
1 Dose- Verschaeve et al,
dependant 1993
Salagovic et al,
1 1996
1 Xiao et al, 2006
1 Rajaguru et al,
2003
1 Qiao et al, 2007
Bustos-Obregon
1 and Goicochea,
2002
1 Zang et al, 2000
Di Marzio et al,
1 2005
Reinecke and
1 Reinecke, 2004
1 Intestine > Martin et al, 2005
crop
Siddique et al,
1 20052, b
Mukhopadhyay et
1 al, 2004
Siddique et al,
! 2005b
Garcia Sar et al,
! 2008
T
Concentration- |Taban et al, 2004
dependent
1 %ngzgfe?jnd Hook and Lee,
; 2004
repair
1 Lee et al, 2004
Kuzmick et al,
2007
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Model

Sea anemone
(Anthopleura
elegantissimal

Chub (Leuciscus
cephalus)

Estuarine mullet
(Mugilsp.) and sea
catfish ( Netuma sp.)

Freshwater teleost
fish Mystus vittatus

Eastern mudminnow

(Umbra pygmaeaL.)

Neotropical fish
Prochilodus lineatus

Freshwater goldfish
Carassius auratus

Turbot
(Scophthalmus
maximus L.)

Brazilian flounder
FParalichthys
orbignyanus

Bullheads (Ameiurus

nebulosus)
Carp (Gyprinus
carpio)

Brown trout (Sa/mo
trutta fario)

Marine flatfish

Trout Oncorhynchus

mykiss

European eel
(Anguifla anguifla)

Eelpout (Zoarces
viviparus)

Agent tested

Hydrogen peroxide
ethylmethanesulphonate
(EMS) or benzo(a)pyrene
(B[a]P)

PAHSs, PCBs, organochlorine
pesticides (OCPs), as well as

heavy metals

Exhaustive exercise

Organochlorine pesticides

and heavy metals High
temperature

Endosulfan

Rhine water for 11 days

Diesel water soluble fraction
acute (6, 24, and 96 h) and

subchronic (15 days)
exposures

Technical herbicide Roundup
containing Glyphosate salt

ADDB and PBTA-6

Sediment collected from
polluted sites In Cork
Harbour (Ireland)

Contaminated estuary
waters

Polycyclic aromatic
hydrocarbon (PAH) and
polychlorinated biphenyl
(PCB) polluted waters

Polycyclic aromatic
hydrocarbon (PAH) and
polychlorinated biphenyl
(PCB)-polluted waters

PCB77 (3,3",4,4-
tetrachlorobiphenyl)
Ethyl methanesulphate
Cryopreservation (Freeze-
thawing)

Benzo[a]pyrene, Arochlor
1254, 2-3-7-8-

tetrachlorodibenzo-p-dioxin

and beta-naphthoflavone

Oil spill (PAH)

Cell used DNA damage
Blood cells 1 Dose
response
Vertebrates
Fishes
Hepatocytes 1
Erythrocytes 1
Erythrocytes 1
Gill, kidney, and
erythrocytes Tin all cells
Blood erythrocytes 1
Erythrocytes 1
11 Dose-
Erythrocytes dependent
Hepatocytes 1
Blood cells "
Erythrocyte 1
Erythrocyte 1
Erythrocytes -

Blood, gill, liver and .
9 1 In all tissues

kidney

Spermatozoa Slight increase
Erythrocytes 1
Nucleated 1
erythrocytes

Reference

Mitchelmore and
Hyatt, 2004

Winter er al., 2004

Aniagu et al, 2006

de Andrade et al,
20043, b

Sharma et al, 2007

Alink et al, 2007

Vanzella et al,
2007

Cavas and Kénen,
2007
Masuda et al, 2004

Hartl et al, 2007

Amado et al, 2006

Pandrangi et al,
1995

Pandrangi et al,
1995

Belpaeme et al,
1996

Belpaeme et al,
1998

Labbe et al, 2001

Nigro et al, 2002

Frenzilli et al, 2004
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Model

Gilthead sea bream
Sparus aurata

Dab (Limanda
limanda)

Hornyhead turbot
(Pleuronichthys
verticalls)

Carp (Gyprius carpio)

Trout
(Oncorhynchus
myKiss)

Zebrafish (Danio
rerio)

Rainbow trout
hepatoma cell line
(RTH-149)

Rainbow trout
gonad (RTG-2) cell
line liver (RTL-W1)
cell line

Amphibian larvae
(Xenopus laevis and
Pleurodeles waltl)

Amphibian larva
(Xenopus laevis)

Toad (Bufo raddei)

Toad Xenopus laevis
and Xenopus
tropicalis

Agent tested
Copper

PAHs and PCBs polluted
waters of English channel
Gender and age

Sediments collected from a
natural petroleum seep
(pahs)

Organic sediment extracts
from the North Sea
(Scotland)

Cadmium

Oxidative stress and its
prevention by

Indolinic and quinolinic
nitroxide radicals

Tannins
Diaryl tellurides and ebselen

Surface waters of German
rivers, Rhine and Elbe

Water samples from the
polluted Kishon river (Israel)

4-Nitroquinoline-Ntoxide N
methyl-N-nitro-A\-
nitrosoguanidine, benzo|d]
pyrene, nitrofurantoin, 2-
acetylaminofluorene, and
dimethylnitrosamine, and
surface waters

trichloromethylthio-4-
cyclohexene-1,2-
dicarboximide)

Benzo(a)pyrene, ethyl
methanesulfonate methyl
methanesulfonate

Aqueous extracts of five
sediments from French
channels

Petrochemical (mainly oil
and phenol) polluted area

Bleomycin induced DNA
damage and repair

Cell used

Erythrocytes

Blood cells

Liver cells

In vitro

Leukocytes

Hepatocytes

Erythrocytes

Hepatocytes and gill
cells

Liver

Gonad epitheloid liver

Amphibians
Cadmium (CdCl;) Captan (M

Erythrocytes

Erythrocytes

Liver cells and
erythrocytes

Splenic lymphocytes

DNA damage

"

1 In adults and
males

- ||

1 Dose-
dependent
response

1Concentration-
and time-
dependent

1

1 DNA damage
X tropicalis> X.
laevis DNA
repair in X.
laevis> X.
tropicalis

Reference

Gabbianelli et al,
2003

Akcha eral, 2003

Roy et al, 2003

Kammann et al,
2000

Risso-de Faverney
etal, 2001

Villarini et al, 1998

Fedeli et al, 2004
Tiano et al, 2000

Schnurstein and
Braunbeck, 2001

Kamer and
Rinkevich, 2002

Nehls and Segner,
2005

Mouchet et al,
2007; 2006

Mouchet et al,
2005a

Mouchet et al,
2005b

Huang et al, 2007

Banner et al, 2007
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Model

Tadpoles of Rana .
Hallowel/

Rana hexadactyla
tadpoles

Bullfrog (Rana
catesbelanad)
tadpoles

Tadpole Rana
clamitans, Rana
pipiens

Xernopus laevis

Wild nestling white
storks ( Ciconia
ciconia)

Black kites (Milvus
migrans)

Turkey

Chicken

Chicken

Aldh2 knockout mice

P53(+/-) mice

SKH-1 mice

Agent tested

Imidacloprid [ 1-(6-chloro-3-
pyridylmethyl)-Afnitro-
imidazolidin-2-ylideneamine]
and RH-5849 [2-benzoy!-I-
tert-butylbenzoylhydrazinel]

Sulfur dyes (Sandopel Basic
Black BHLN, Negrosine,
Dermapel Black FNI, and
Turquoise Blue) used in the
textile and tannery industries

Herbicides AAtrex Nine-O
(atrazine), Dual-960E
(metalochlor), Roundup
(glyphosate), Sencor-500F
(metribuzin), and Amsol (2,4-
d amine)

Agricultural regions

industrial regions

High peak-power pulsed
electromagnetic field

Heavy metals and arsenic

Toxic acid mining waste rich
in heavy metals

Heavy metals and arsenic

Toxic acid mining waste rich
in heavy metals

Short term storage

T-2 toxin and deoxynivalenol
(DON])

Storage conditions (4°C)

Ethanol

Melphalan

UV A + Fluoroquinolones
(clinafloxacin, lomefloxacin,
ciprofloxacin) UVA + 8-
methoxypsoralene (8-MOP)

Cell used

Erythrocytes

Erythrocytes

Erythrocytes

Erythrocytes

In vitro
Erythrocytes
Birds

Blood cells

Blood cells

Sperm
Spleen leukocytes

Liver and breast
muscle cells

Rodents
Hepatic cells
Liver, bone marrow,

peripheral blood and
the distal intestine

Epidermal cells

DNA damage

"

"

1 Industrial
regions >
agricultural
regions

1 Due to rise in
temperature

1 Correlated
with arsenic

"

1 Correlated
with copper
and cadmium

1 (2- to 10-fold)

1

1 Liver cells >
breast muscle
cells

1 Oxidative
damage

DNA cross-links
in all cells tested

11 For
fluoroquino-
lones | for MOP

Reference

Feng et al, 2004

Rajaguru et al,
2001

Clements et al,
1997

Ralph and Petras,
1997

Chemeris et al,
2004

Baos et al, 2006
Pastor et al, 2001a,

b; Pastor et al,
2004

Baos et al, 2006

Pastor et al, 2001a,
b; Pastor et al,
2004

Kottowska et al,
2007

Frankic et al, 2006

Faullimel et al,
2005

Kim er al, 2007

Cordelli et al, 2004

Wirnitzer et al,
2006
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Model

Dyslipidemic
ApPOE(—/-) mice

Balb/c mice

CD-1 mice

Swiss albino mice

Male CBA mice

Isogenic mice

Cirrhotic rats

FE1 Muta Mouse
lung epithelial cell
line.

L5178Y mouse
lymphoma cells

Murine primary
cultures of brain cells
and a continuous cell
line of astrocytes

Chinese hamster
Ovary cell line (CHO)

Agent tested

Ageing Diesel exhaust
particles

Trypanosoma cruzi infection

Lead acetate

Sanguinarine alkaloid,
argemone oil

Cypermethrin

Steviol

Apomorphine, 8-oxo-

apomorphine-semiquinone

Ethanol, grape seed
oligomer and polymer
procyanidin fractions

Pesticide formulations (Bravo

and Gesaprim)

Sulfonamide, protozoan

parasite Toxoplasma gondii

Rutin and quercetin

Carbon black

Ketoprofen, promazine,
chlorpromazine,
dacarbazine, acridine,
lomefloxacin, 8-
methoxypsoralen,
chlorhexidine, titanium
dioxide,

octylmethoxycinnamate

Xanthine/xanthine oxidase,

hydrogen peroxide
Superoxide dismutase,

catalase, or ascorbic acid.

Endosulfan

Cell used
Aorta, liver, and lung

Peripheral blood, liver,
heart, and spleen cells

Nasal epithelial cells,
lung, whole blood,
liver, kidney, bone
marrow, brain and
testes

Blood, bone marrow
cells and liver

Brain, liver, kidney,
bone marrow, blood,
spleen

Stomach cells,
hepatocytes,

Kidney and testicle
cells

Brain cells

Brain cells

Hepatic cells, bone
marrow cells spleen
cells

Peripheral blood cells,
liver cells and brain
cells

Bone marrow cells

In vitro

Lung epithelial cell line

Lymphoma cells

Brain cells

Ovary cells

DNA damage
1 Oxidative

damage in liver;
in lung or aorta

1 In heart and
spleen

1 In all organs
on prolonged
exposure; in
testes

1 Dose-
dependent in
blood and
bone marrow

'

| Ethanol-
induced
protection by
grape seed

"

1 In peripheral
blood cells

[

Positive with
phototoxic
compound

1 By
antioxidants

Reference

Folkmann et al,
2007a,b

Ribeiro et al, 2007

Valverde et al,
2002

Ansari et al, 2004,
2005

Patel eral, 2006

Sekihashi et al,
2002

Picada et al, 2003

Guo et al, 2007

Zeljezic and Garaj-
Vrhovac, 2004

Ribeiro et al, 2004

Da silva et al, 2002

Jacobsen et al,
2007

Struwe et al, 2007

Cemeli eral, 2003

Bajpayee et al,
2006
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Model

Breast cancer
patients and controls

Breast cancer
patients and controls

Normal individuals

Transitional cell
carcinoma patients
and controls

Aaxia telangiectasia
heterozygote

Nijmegen breakage
syndrome (NBS)
patients

Alzheimer disease
patients

Breast cancer
patients

Type 2 diabetes
mellitus

Cancer (testicular
cancer, lymphoma
and leukemia)
patients

Dietary intervention

Healthy subjects

Smokers

Technical
anesthesiology staff

Airport personnel

Agricultural workers

Rubber factory
workers

Agent tested
Cypermethrin,

pendimethalin, dichlorovous

Radiosensitivity

Radiosensitivity

Chlorhexidine

DNA strand breaks

X-irradiation

X-irradiation

Oxidative DNA damage

DNA integrity

Tomato drink
Green vegetables

Grape juice

Vitamin C supplementation

Vitamin E and vitamin C

Jet fuel vapors, jet fuel
combustion products

Pesticides

Substances used in the
rubber industry

Cell used

Humans
Clinical

Peripheral blood
mononuclear cells

Peripheral blood
mononuclear cells

Buccal epithelial cells
and peripheral blood
lymphocytes

Exfoliated cells
extracted from bladder
washing

Peripheral leukocytes
Peripheral blood
mononuclear cells

Peripheral blood
mononuclear cells

Peripheral blood
mononuclear cells

Peripheral blood cells

Spermatozoa

Blood

Lymphocytes

Blood lymphocyte

Blood lymphocyte

Occupational

Exfoliated buccal cells
and lymphocytes

Lymphocytes

Peripheral blood

DNA damage

1

1 And reduced

DNA repair

1 In patients

1 (three times

high) in
patients

1 In patients

1 In patients

1 In patients

Decreased DNA

integrity

l

| In oxidative
damage

| In exposed
population

Reference

Patel et al, 2007

Djuzenova et al,
2006

Popanda et al,
2003

Eren et al, 2002

Mckelvey-Martin et
ar, 1997

Djuzenova et al,
1997

Burger et al, 2006

Migliore et al, 2005

Sanches et al,
2004

Pitozzi et al, 2003

O’Donovan, 2005

Porrini et al, 2005
Kang et al, 2004
Park et al, 2003
Moller et al, 2004

Sardas et al, 2006

Cavallo et al,
2006a

Piperakis et al,
2006

Zeljezic and Garaj-
Vrhovac, 2001; Paz
and Mino et al,
2004

Lafféon et al, 2006b
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Model

Outdoor workers in
Mexico cities

Rickshawpullers

Nuclear medicine
personnel

Workers

Nurses

Normal individuals
Active and passive
smokers

Normal individuals

Rural Indian women

Normal individuals

Agent tested

Air pollutants

Exhaustive exercise

lonizing radiation

Polycyclic aromatic
hydrocarbon (PAH)

Benzene in printing

Lead (Pb) and cadmium (Cd)
Asbestos cement plant

Fenvalerate (FE) exposure

Organic solvents

Coke oven emissions (coe)
Welders (Cd, Co, Cr, Ni, and

Pb)

Pesticide formulators
(organophosphorus
pesticides)

Copper smelters (Inorganic

arsenic)

Chrome-plating workers

(chromium -VI)

Workers in foundry and

pottery (Silica)

5-Fluorouracil, cytarabine,

gemcitabine,

cyclophosphamide, and

ifosfamide

Endurance exercise

Smoking

Smoking Diet (vegetarian or

nonvegetarian)

Biomass fuels

Benzo(a)pyrene, beta-
naphthoflavone (BNF)

Cell used

Blood lymphocytes

Lymphocytes

Peripheral blood
leukocytes

Human T and B
lymphocytes and
granulocytes
Human T and B

lymphocytes and
granulocytes

Peripheral
Lymphocytes

Lymphocytes
Sperm

Peripheral blood
Blood lymphocytes

Lymphocytes

Lymphocytes

Leukocytes

Lymphocytes

Lymphocytes

Lymphocytes
Lifestyle
Lymphocytes

Lymphocytes

Lymphocytes

Lymphocytes

Human umbilical vein
endothelial cells
(HUVEC)

DNA damage

1

1

B
lymphocytes > T
lymphocytes >
granulocytes

> oo 5 | >

"

Slight increase

Reference

Tovalin et al, 2006

Pandey et al, 2005

Kopjar et al, 2005

Sul et al, 2002

Palus et al, 2003

Chen et al, 2006

Dusinska et al,
2004

Bian et al, 2004
Heuser et al, 2007

Wang et al, 2007

Botta et a/, 2006

Shadnia er al, 2005

Palus et al, 2005

Gambelunghe et
al, 2003

Basaran er al, 2003

Ursini et al, 2006

Mastaloudis et al.,
2004

Fracasso et al,
2006

Hoffmann er al,
20053, b; Dhawan
et al, 2001; Speit et
al, 2003

Pandey et al, 2006

Annas et al, 2000
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Model

Episkin

Sperms

Prostate tissues
primary culture

Human keratinocytes

MCEF-7 cells

JM1 cells

HepG2 cells

Mini organ cultures
of human inferior
nasal turbinate
epithelia

Human lymphocytes

Agent tested

UV, Lomefloxacin and UV or
4-nitroquinoline-N-oxide
(4NQO) and protection by
Mexoryl

Reproductive toxins

2-Amino-1-methyl-6-
phenylimidazo[4,5-b]
pyridine (PhIP), its Athydroxy
metabolite (MM OH-PhIP) and
benzo[4]pyrene (B[a]P)

UVA or UVB

Estradiol

Estradiol

Endosulfan

Indirect acting genotoxins
(cyclophosphamide)

Sodium dichromate, N-
nitrosodiethylamine (NDEA)
and Mtmethyl-Arnitro-A:
nitroso-guanidine (MNNG]|

Mono(2-ethylhexyl)
phthalate (MEHP),
benzo[a]pyrene-7,8-diol-9,10-
epoxide (BPDE), or N-methyl-
N'-nitro-N-nitrosoguanidine
(MNNG|

Heterocyclic amine and
prevention by monomeric
and dimeric flavanols and
black tea polyphenols

C60 Fullerenes

Municipal sludge leachates

Cell used
In vitro

Skin fibroblast cells

Male germ cells

Prostrate cells

Skin cells

Breast cells

Lymphobilast cells

Liver cells

Nasal cells

Lymphocyte

DNA damage

1 Reduced by
Mexoryl

1 Dose-related

1
1

Concentration-
dependent

1 With sodium
dichromate and
MNNG —with
NDEA

1 With BPDE
and MNNG—
with MEHP

| In oxidative
damage

Reference

Flamand et al,
2006

Shen and Ong,
2000; Fraser 2004

Martin et al, 2002

Lehmann et al,
1998

Bajpayee et al.,
2005

Bajpayee et al.,
2005

Lu et al, 2000

Yusuf et al, 2000

Buehrlen et al,
2007

Kleinsasser et al.,
2004

Dhawan et al,
2002

Dhawan et al,
2006

Bakare er al, 2007

1: significant increase in DNA damage, 11: highly significant increase in DNA damage, |: decrease in DNA
damage, —: no DNA damage report.
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ANEXO Ill. Preguntas frecuentes sobre el ensayo del cometa

Pregunta 1:
ZSe necesita utilizar la version alcalina del ensayo para visualizar SSBs?

No, existen también otros meétodos tales como la desnaturalizacion
alcalina. Todos ellos dependen de un pH alto para separar la doble hebra de la
molécula de DNA, comenzando por los puntos de roturas. Como la tasa de
separacion de las hebras dependera de la frecuencia de roturas, ésta se evalua
como la proporcion de SSBs presentes después de cierto periodo de

desnaturalizacion.

Por otra parte, el protocolo original del ensayo del cometa de Ostling y
Johanson (1984), se describio utilizando pH 10 (pH lo suficientemente neutro
para no permitir la desnaturalizacion de la doble hebra de DNA), y se encontro
efecto a bajas dosis de radiacion ionizante. El rango de dosis detectable fue muy
similar al rango detectable establecido posteriormente por Singh et al, (1988)
quienes utilizaron un pH alcalino. La explicacion mas probable es en términos
de la estructura del DNA, los nucleoides (estructuras que permanecen despues
de una lisis con Triton X-100 y sal a 2,5 M) que poseen un superenrollamiento
en sentido negativo. Las células que no han sido tratadas poseen un DNA
superenrollado, muy empaquetado y no presentan migracion después de la
electroforesis. Asi, las células que han sido danadas, relajan el supererollamiento
de los lazos los cuales son desplazados por la aplicacion del campo eléctrico..
Por lo tanto, una unica rotura seria suficiente para relajar el superenrrollamiento
de un lazo. Con esto podemos deducir que tanto la version neutra como la

alcalina de ensayo detectan SSBs y DSBs.
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Pregunta 2:
ZLa version neutra del cometa solo detecta DSB?7

No. La respuesta 1 sirve para aclarar esta pregunta, aunque existen
versiones especiales del ensayo neutro aplicando una lisis prolongada a una
elevada temperatura con o sin proteinasa K, la que aparentemente detecta solo
DSB (Olive et al, 1991). En este caso, probablemente la digestion destruye la
matriz nuclear y, por lo tanto, la sujecion de los lazos, por lo que los fragmentos

de doble hebra son capaces de migrar de manera convencional.

La formacion de colas sin implicar roturas (simples o dobles) es posible en
condiciones neutras. La relajacion de la torsion con EB (intercalante) a bajas
dosis promueve la formacion de colas, mientras que altas concentraciones de
esta tincion causan la disminucion de la cola a medida que se acumulan las
torsiones positivas; este efecto no se visualiza en la version alcalina (Belyaev et
al, 1999).

Pregunta 3:
ZComo se puede prevenir €l desprendimiento de los geles de los portaobjetos?

Asumiendo que se esta utilizando el metodo recomendado para cubrir
los portaobjetos con agarosa, no parece recomendable utilizar los portaobjetos
fully frosted u otros portaobjetos precubiertos obtenidos comercialmente. El
desprendimiento de la agarosa de los portaobjetos es un riesgo al que esta
expuesto cualquiera que, en algun momento, utilice la técnica. Ninguna de las
estrategias para impedir el problema parece funcionar ya que en cualquier
momento vuelve a ocurrir, lo que es un poco frustrante ya que, parece
imposible proponer una solucion efectiva. Algunos proponen que los
portaobjetos se deben secar a temperatura ambiente en lugar de someterlos a
altas temperaturas. Otros opinan que la humedad no proporciona una buena
adherencia de los geles. Otra observacion alude a que el tiempo que se dejan
las preparaciones en lisis puede favorecer al desprendimiento cuando los geles
contienen trazas de medio con suero. Para paliar este problema, se recomienda

utilizar las laminas Gelbond® en lugar de los portaobjetos de vidrio. Estas
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laminas poseen una cara hidrofilica que asegura en un 100% la adherencia de
los geles; aunque Ila solucion es un poco mas cara, la opcion es altamente

recomendable.

Pregunta 4:
ZCudn importante es la duracion de la lisis?

Normalmente, se considera que una hora es el tiempo minimo requerido.
La lisis durante toda la noche también se considera apropiada, a menos que se
tengan problemas de desprendimiento de agarosa, en Cuyo €aso Nno e€s

recomendable prolongar el proceso.

Pregunta 5
ZCudn importante es el pH?

El ensayo del cometa detecta roturas en el DNA, pero no todas las
lesiones en dicho material se manifiestan en forma de roturas; aunque algunas
de esas lesiones se pueden convertir en roturas cuando son reconocidas por
endonucleasas especificas. Otras, como las alquilaciones de bases y fosfatos
pueden transformarse en roturas dependiendo del pH y del tiempo del
tratamiento alcalino; estas lesiones que se pueden revelar a un alto pH se
denominan sitios alcali-labiles o ALS (también son ALS los pasos intermedios de
reparacion por escision de bases y las bases sin azucares producidas por la
accion de glicosilasas). La concentracion de NaOH mas utilizada en el ensayo
del cometa es de 0,3 M, que proporciona un pH aproximadamente de 13, el
cual es suficiente para convertir la mayoria de los ALS en roturas. Una
concentracion de NaOH de 0,03 M proporciona un pH de 12,1 que es mucho
menos eficiente en reconocer estas lesiones, o que se puede interpretar que
con estas condiciones de pH se detecta la mayoria de las roturas, mientras que a

pH 0,3 se detectan roturas y ALS.

Hay que recordar que no todas las lesiones del DNA son ALS y no todos

los ALS son igualmente alcali-labiles. Como se ha comentado a lo largo de este
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trabajo de Tesis, la estandarizacion de cada una de las etapas de este ensayo no
se ha establecido, por lo que es probable que cada tipo de lesion requiera un

pH y un tiempo 6ptimo.

Pregunta 6:
ZCudn importante es el voltaje?

El voltaje es el que determina el movimiento del DNA en el gel.
Estrictamente hablando, es el gradiente de voltaje sobre el gel lo que determina
el movimiento y éste dependera de la resistencia, la que sera menor en el sector
de las camaras laterales del tanque de electroforesis, y sera mayor en el sector
donde se ubican las preparaciones ya que estan cubiertas por una delgada capa
de tampon. Si se incrementa el volumen de tampon (aumentando el grosor de
la capa que cubre las preparaciones), se incrementara la corriente por la
reduccion de la resistencia total, y también disminuira el gradiente de voltaje.
Como guia general, la mayoria de las electroforesis se realizan con un gradiente
de voltaje de alrededor de 1 V/cm en el sector de las muestras con una capa de

tampon de entre 1y 2 mm.

Pregunta 7:
ZCudn importante es la intensidad?

La intensidad de corriente puede ser importante, debido a que la mayoria
de las fuentes de potencia proporcionan un maximo de 400 a 500 mA, por lo
que se propone ajustar el volumen de tampon por debajo del punto estos
valores de amperaje. La recomendacion es ajustar siempre a 300 mA de manera
que se utilice siempre el mismo volumen de tampon sobre las muestras (misma

resistencia) y asi disminuir la variabilidad entre electroforesis.
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Pregunta 8:

JPuede causar problemas el hecho de tener cé€lulas no viables entre la

poblacion celular a analizar? ; Qué porcentaje de células es aceptable?

La viabilidad de las células es medida usualmente con el test de exclusion
utilizando azul de tripan. Actualmente, este test no esta considerado como
indicador de viabilidad, sino de la integridad de la membrana. Por ejemplo, las
membranas de las células que se individualizan por accion mecanica son
facilmente danadas y se ha demostrado que no existen diferencias en el dano
con respecto a aquellas obtenidas mediante tripsinizacion; no obstante, los
resultado del test de exclusion con azul de tripan de las células raspadas fue
positivo en un 80%, en contraste con el 90% negativo de las obtenidas

utilizando tripsina.

Ademas, una parte de las células obtenidas por tripsinizacion y por
raspado fueron nuevamente cultivadas durante 24 h; después de este tiempo, la
proporcion de células que se adhirieron para volver a crecer, en ambos casos
fue las misma. Realmente, las células que se mantienen en crecimiento poco
favorable o poco saludable pueden mostrar un mayor nivel de dano basal que
las que puedan sufrir una rotura de la membrana, asi, el mejor test de viabilidad

es un experimento donde el control negativo muestre un bajo nivel de roturas.

Pregunta 9:

ZEl ensayo del cometa puede ser utilizado para la deteccion de células

dpoptoticas?z, ;Los llamados cometas “hedgehog’, son un signo de apoptosis?

Los cometas “hedgehog’ pueden ser producidos por tratamiento de las
células con 0,1 M de H;0O; durante solo 5 minutos sobre hielo (condiciones que
no inducen al proceso de apoptosis) y que se procesan inmediatamente. Si las
células tratadas son incubadas por media hora, los cometas tipo “hedgehog’ no
son frecuentes, lo que quiere decir que las células han reparado el dano
inducido por el H;O,, lo que permite suponer que este tipo de cometas no
necesariamente indican apoptosis. En el proceso de apoptosis, los fragmentos
de DNA son muy pequenos (mas pequenos que la longitud de las hebras que
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comprenden un nucleosoma) y desaparecen completamente por difusion; sin
embargo, en ciertas ocasiones particulares los hedgehogs si pueden ser un

signo de apoptosis (Ze, estados tempranos de apoptosis).

Durante la visualizacion de las muestras, no es raro observar cometas
fantasmas (imagenes débiles de cometas con un pequeno porcentaje de tincion
en el DNA). Tal vez este tipo de cometas si pueden representar apoptosis.
Aunque los hedgehogs pudieran estar indicando apoptosis, solo se puede
confirmar si se esta seguro por otros medios que el proceso de apoptosis esta
ocurriendo; obviamente en este caso no necesitan ser visualizados para

afirmarlo.

Pregunta 10:

ZEl ensayo del cometa puede ser utilizado para detectar dario en el DNA

mitocondlrial [mtDNA)?

No. Las moléculas de mtDNA son muy pequenas (alrededor de 17 kb) y
por supuesto no n ancladas a la matriz nuclear. Este material ha sido visualizado
mediante hibridacion /n situ fluorescente mediante las pruebas denominadas
candado (en inglés “padlock”) (Shaposhnikov et al, 2006) y aparecen
agrupadas alrededor del nucleo de células embebidas pero, tan pronto como
comienza el analisis, el mtDNA empieza a dispersarse y, durante la electroforesis,

las moléculas de mtDNA virtualmente no existen.

Pregunta 11:
ZComo se mide otro tipo de dario, ademads de las roturas?

Después de la lisis de las céelulas en el gel, las preparaciones son
incubadas con enzimas especificas que detectan lesiones en las bases y las
eliminan produciendo roturas en el DNA. Luego se compara la cantidad de
roturas detectadas con la incubacion enzimatica, con respecto a las incubadas
solo con el buffer de reaccion de enzimas. Las enzimas mayormente utilizadas

son: la endonucleasa Ill que convierte las pirimidinas oxidadas en roturas; la
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formamidopirimidina DNA glicosilasa, que convierte las purinas oxidadas en
roturas especialmente la 8-oxoGua; la AIKA, que convierte bases alquiladas en
sitios AP (apurinicos o apirimidinicos); y la T4 endonucleasa V, que convierte
dimeros de pirimidina en roturas. Desafortunadamente, todavia no se
encuentra una enzima que pueda detectar aductos voluminosos. Al respecto, la
proteina UvrABC en una compleja enzima bacteriana utilizada para este
proposito con otras técnicas, pero no ha sido posible aplicarla aun a los
nucleoides embebidos en geles de agarosa. Algunas de estas enzimas tienen
asociada una actividad AP liasa o endonucleasa que producen roturas en los
sitios AP dejados por una glicosilasa. En otros casos, estos sitios se revelan a un

alto pH convirtiéndose en roturas.

Pregunta 12:
ZEl ensayo del cometa puede ser utilizado para medir reparacion del DNA?

Si, y no solo de una unica forma. Una de las maneras mas simples
consiste en tratar las células de interés con un agente genotoxico y medir el
dano remanente (como roturas en el DNA o como sitios sensibles a enzimas)
cada cierto intervalo durante un periodo de incubacion. Asi, se puede medir la
cinética de la reparacion celular después de bajas dosis (fisiologicas). Otro
metodo es el de reparacion /n vitro, aproximacion bioquimica que mide la
capacidad de reparacion. Consiste en la preparacion de un sustrato de celulas
danadas con un agente que produzca un exceso de dano de un tipo relevante
para la enzima de interés; luego, se prepara un extracto con las células de las
que se quiere evaluar la capacidad de reparacion, y se incuba junto con el
substrato durante 10 a 20 minutos, periodo en el que las roturas son
acumuladas por accion de los eventos de escision. La tasa de reparacion del
dano oxidativo varia entre individuos. También pueden ser utilizados agentes
inhibidores de la sintesis de DNA (e.g., hidroxiurea mas citosina arabinosido o
afidicolina) para bloquear el paso de resintesis de nucledtidos durante el
proceso de reparacion por escision, produciendo una acumulacion de roturas.
Esto conduce a la medicion de la capacidad de reparacion ya que la incision es

un paso limitante.
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Pregunta 13:
ZCudl es el mejor parametro para medir el dario?

El porcentaje de DNA en la cola, ha mostrado una muy buena linealidad
con respecto a la dosis dentro de un rango razonable. La longitud de la cola
tiende a su maximo a bajos niveles de dano. Se recomienda no utilizar el
momento de la cola (producto de la longitud de la cola y el contenido relativo
de DNA en la cola) ya que se considera un parametro poco informativo; si se
analiza un articulo que indica los niveles de dano con este parametro, poco
podemos imaginar sobre la apariencia de los cometas, mientras que con el
porcentaje de DNA en la cola, inmediatamente podemos imaginarlo; ademas,
proporciona una gradacion facil de los niveles de dafno, de manera que
podemos saber que no se ha llegado a un nivel de dano de saturacion del

ensayo.

El momento de la cola podria ser util si todos los investigadores que lo
utilizan, lo hicieran con la misma unidad de medida y se calibrara de la misma

manera el sistema de analisis.

Pregunta 14:
ZSe necesita adquirir un programa de andalisis de imagen?

No, aunque dependiendo del objetivo del estudio, puede preferirse un
programa de analisis de imagenes. En el caso de aplicarse como un test de
toxicologia genética, Hartmann et al (2003) recomiendan el uso de analisis de

imagenes.

A modo de alternativa, se puede utilizar la aproximacion del recuento
visual, asignando una clase de dano a cada cometa, de acuerdo al aspecto de la
cola. Convencionalmente, se distinguen 5 clases, desde O (cola no visible) a 4
(casi todo el DNA en la cola). Se ha demostrado que la vision y el cerebro
humano, es capaz de categorizar la apariencia de la cola, pero no puede hacer
mas distinciones que éstas. La correspondencia entre el analisis visual y el

analisis de imagenes en términos de %DNA en la cola, ha presentado una
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excelente correlacion para diferentes muestras. Hay que resaltar que el recuento

visual es mas rapido y, ademas, no debe olvidarse el costo bastante elevado del
sistema de analisis de imagenes.

223



