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RESUMEN

TITULO: ESTIMADOS DE DANOS GENETICOS EN LA RANA DE DESARROLLO DIRECTO
ELEUTHERODACTYLUS JOHNSTONEI (ANURA: ELEUTHERODACTYLIDAE) MEDIANTE EL
ENSAYO COMETA

AUTOR: LAURA CAROLINA VALENCIA OTERO”™

PALABRAS CLAVE: Ensayo cometa, Bleomicina, ruptura del ADN, ensayo de Difusion de ADN,
eritrocitos, Eleutherodactylus johnstonei.

El propdsito de este estudio fue establecer el ensayo Cometa para la medicion de dafio genético en
la rana de desarrollo directo Eleutherodactylus johnstonei. El ensayo se realizd siguiendo el
protocolo estandar de Singh et al., (1988) con algunas modificaciones. Nuestros datos muestran
que la solucién amortiguadora de lisis alcalina no elimina las membranas citoplasmatica y nuclear
de células sanguineas de E. johnstonei. La lisis alcalina fue sustituida por una digestion enzimatica
con proteinasa K (0,19 pyg/mL) lo que permitid la obtencién de nucleos desnudos. Se estimo el
dafo inducido por la bleomicina en el ADN de células sanguineas de E. johnstonei, en ensayos con
diferentes concentraciones (4,75 a 152 ug/mL) y diferentes tiempos de incubacion (1 a 12 horas).
Los resultados muestran que altas dosis de bleomicina y largos tiempos de exposicion (12 horas)
son necesarios para inducir dafno genético en E. johnstonei, contrastando con lo observado en
otras especies de ranas y en humanos. Se describe un protocolo de ensayo Cometa estandarizado
para células sanguineas de E. johnstonei. Con base en los datos obtenidos con el ensayo de
Difusion de ADN nuclear, se detectdé un numero consistentemente bajo de nucleos
apoptoticos/necréticos (5,7%), manteniendo niveles basales minimos de dafio. Los resultados
sugieren que el ensayo Cometa puede ser un método preciso para determinar el dafio genético en
E. johnstonei, que resultan de la exposicion a xenobidticos ambientales.

" Proyecto de Grado.
Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia, Director: Jorge Luis Fuentes (M.Sc, Ph.D.) y Co-
Director: Martha Patricia Ramirez Pinilla (Ph.D.)

12



ABSTRACT

TITLE: ESTIMATES OF GENETIC DAMAGE IN THE DIRECT-DEVELOPING
FROG ELEUTHERODACTYLUS JOHNSTONEI (ANURA:
ELEUTHERODACTYLIDAE) BY THE COMET ASSAY*

AUTHOR: LAURA CAROLINA VALENCIA OTERO™

KEYWORDS: Comet assay, Bleomycin, DNA break, DNA Diffusion assay, erythrocytes,
Eleutherodactylus johnstonei.

The purpose of this study was to establish the Comet assay for measuring genetic
damage in the direct-developing frog Eleutherodactylus johnstonei. The assay was
performed following standard protocol Singh et al. (1988) with a few modifications.
Our data show that the alkaline lysis buffer does not eliminate cytoplasmic and
nuclear membranes of blood cells of E. johnstonei. Alkaline lysis was replaced by
an enzymatic digestion with proteinase K (0.19 pyg/mL) that allowed to obtain bare
nuclei. We estimated the bleomycin-induced damage in the blood cell DNA of E.
johnstonei, in assays with different concentrations (4.75-152 yg/ml) and different
incubation times (1-12 hours). The results show that higher doses of bleomycin
and long exposure times (12 hours) are necessary to induce genetic damage in E.
johnstonei, contrasting with observations in other species of frogs and humans. We
described a protocol of comet assay standardized for blood cells of E. johnstonei.
Based on the data obtained with nuclear DNA Diffusion assay, was detected a
consistently low number of apoptotic/necrotic nuclei (5.7%), maintaining minimal
basal levels of damage. The results suggest that the Comet assay can be an
accurate method to determine the genetic damage in E. johnstonei that result from
exposure to environmental xenobiotics.

* Basic Science thesis.
** Faculty of Science, Biology School, Director: Jorge Luis Fuentes (M.Sc, Ph.D.) and Co-Director: Martha
Patricia Ramirez Pinilla (Ph.D.)
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INTRODUCCION

Los estudios de biomonitoreo dirigidos a evaluar el impacto genotoxicolégico de
los xenobidticos ambientales cobran cada dia mayor relieve (Laffon et al., 2006;
Kim y Hyun, 2006; Kosmehl et al., 2008; Lacaze et al., 2010). Esta clase de
sustancias, no solo impactan el genoma de los organismos que habitan los
ambientes contaminados, sino que ademas pueden tener un efecto negativo
sobre el desarrollo y supervivencia de estos organismos (Steinert, 1999; Kim y
Lee, 2004; Hook y Lee, 2004).

Se ha planteado que los anfibios son buenos bio-indicadores, ya que estos
pueden revelar el estado de conservacion del medio que habitan (Blaustein et al.,
1994; Blaustein y Wake, 1995; Ralph et al., 1996; Zoll-Moreux y Ferrier, 1999;
Rajaguru et al., 2001; Blaustein y Johnson, 2003; Goulet y Hontela, 2003; Linzey
et al.,, 2003; Huang et al., 2007). Los estudios que hacen uso de anuros como
modelos para medir el impacto de xenobibdticos ambientales, se han centrado
fundamentalmente en la utilizacion de la fase larval de ranas bifasicas de
especies como Rana clamitans, Rana catesbeiana y Bufo americanus (Berrill et
al., 1994; Ralph et al., 1996; Ralph y Petras, 1997, 1998; Clements et al., 1997;
Linzey et al., 2003; Relyea, 2004ab; Rohr y Crumrine, 2005; Huang et al., 2007).
En Colombia, una buena parte de la diversidad de anuros esta representada por
ranas con desarrollo directo (Frost, 2008) y no existen estudios que utilicen este

tipo de ranas como bioindicador de exposicidén ambiental.

Eleutherodactylus johnstonei (Anura: Eleutherodactylidae) es una especie de rana
de desarrollo directo originaria de las Antillas Menores (Kaiser, 1997; Henderson y
Powell, 2001; Frost, 2008) reportada por primera vez en Colombia en la ciudad de

Barranquilla (Ruiz-Carranza et al., 1996), y hoy se le puede encontrar en otras
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ciudades como Cali y Bucaramanga (Kaiser et al., 2002; Ortega et al., 2001,
2005). La especie E. johnstonei muestra particularidades reproductivas y
ecologicas como son: i) especie con desarrollo directo, ii) poseer flexibilidad
reproductiva, y iii) poseer alta adaptabilidad ambiental; por lo que se considera
como una especie invasora exitosa (Ovaska, 1991; Kaiser y Wagenseil, 1995;
Bourne, 1998; Kaiser, 1997; Kaiser et al., 2002; Ortega et al., 2005). Estas
caracteristicas, hacen de esta especie un interesante modelo que podria utilizarse
como bioindicador de exposicion en estudios de evaluacion del impacto

genotoxicologico de xenobiodticos ambientales.

Entre los muchos biomarcadores que existen para evaluar el dafio genético
producto de la exposicidn a genotoxicos ambientales, el ensayo Cometa es un
biomarcador de exposicion que mide el nivel de fragmentacion del ADN nuclear
tanto in vitro como in vivo (Tice et al., 2000; Hartmann et al., 2003, 2004). La
técnica permite detectar dafos genéticos con una alta sensibilidad en cualquier
tipo de célula eucariota, requiere de pocas células, y genera una respuesta
temprana ocasionada por agentes contaminantes (Olive et al., 1992; Rojas et al.,
1999; Collins, 2004).

El objetivo general de la presente tesis fue establecer el ensayo Cometa para la
medicion de dafos genéticos en la especie de rana de desarrollo directo E.
johnstonei. Para cumplir este objetivo general nos trazamos los siguientes

objetivos especificos:

e Establecer un procedimiento para la medicion de danos genéticos mediante el
ensayo Cometa en la rana E. johnstonei.
e Estimar la reproducibilidad del ensayo Cometa mediante curvas dosis-

respuesta en células de E. johnstonei tratadas con el mutageno Bleomicina.
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e Estimar la contribucion de eventos celulares como la apoptosis y la necrosis
en los estimados de dafio genético obtenidos con el ensayo cometa en E.

johnstonei por medio del ensayo de Difusion de ADN en Gel de Agarosa.

El presente estudio permitié establecer el ensayo Cometa para la medicién de
dafios genéticos en la rana de desarrollo directo E. johnstonei. A tales fines, se
desarrollaron modificaciones en los pasos de lisis celular del protocolo descrito
por Singh et al., (1988). La principal modificacion consistio en la sustitucion de la
lisis alcalina por un paso de lisis enzimatica usando Proteinasa K. El protocolo
modificado es trazable y sensible para la deteccion in vitro del dafo genético
inducido por el mutageno Bleomicina. Se constaté una minima contribucion de
eventos celulares como apoptosis y necrosis en los estimados de dafios medido
con el ensayo. Los resultados son discutidos considerando el potencial uso de la
rana de desarrollo directo E. johnstonei como bioindicador de exposicion durante
estudios de biomonitoreo dirigidos a evaluar el impacto genotoxicolégico de

xenobidticos ambientales.
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1. MARCO TEORICO

1.1 LOS ANFIBIOS COMO MODELOS BIOLOGICOS

Los anfibios son empleados como bioindicadores ya que son un modelo sensible
al estrés y a los cambios ambientales que pueden afectar la diversidad genética
de las poblaciones (Alford y Richards, 1999; Semlitsch et al., 2000; Johansson et
al., 2001; Van Straalen y Timmermans, 2002; Marquis et al., 2009). El poder
predictivo de la calidad ambiental de estos organismos, se basa en sus
caracteristicas biolégicas como la respiracion cutanea, que les atribuye su alta
permeabilidad a contaminantes, y su adaptacién a habitats tanto acuaticos como
terrestres (Duellman y Trueb, 1994; Wells, 2007).

La fase larval de los anfibios es usada en muchos estudios de monitoreo
ambiental, dado que permite realizar estudios tanto in situ como al nivel de
laboratorio bajo condiciones controladas (Relyea, 2005; Mouchet et al., 2006).
Estos organismos poseen relevancia ecotoxicologica y son usados en estudios
qgue evaluan la genotoxicidad de diversas sustancias por medio de biomarcadores
tales como: el ensayo de micronucleos y el ensayo Cometa; dos métodos que
comparado con otros son sensibles, rapidos y sus metodologias son ajustables
sobre varios modelos (Mouchet et al., 2006; Huang et al., 2007; Yin et al., 2009).

Los anfibios se han consolidado como organismos centinela por su presencia en
ambientes agricolas, 1o que ha permitido evaluar el impacto ecotoxicologico de
pesticidas tales como la atrazina, el glifosato, el malatiéon y el endosulfan, entre
otros. Se ha comprobado que algunas de estas sustancias actuan directamente
causando mortalidad en la poblacién, mientras otras presentan manifestacion sub-

letales que afectan el desarrollo, la reproduccién y el material genético (Relyea,
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2005; Hayes et al., 2006; Peltzer et al., 2008; Jones et al., 2009; Mann et al., 2009;

Lawrence y Isioma, 2010; Maselli et al., 2010).

1.2 ENSAYO COMETA

La electroforesis en gel de células individuales (SCGE), o como comunmente se le
conoce ensayo Cometa, fue desarrollada inicialmente por Rydberg y Johanson
(1978) para la deteccion de dafio en el ADN en células nucleadas. Ostling y
Johanson (1984) introdujeron una modificaciéon al ensayo que permitié la deteccion
de rompimientos de cadena doble bajo condiciones de pH neutro v,
posteriormente Singh et al. (1988) modific6 nuevamente el ensayo para la
deteccion de rompimiento de cadena simple y doble bajo condiciones alcalinas;

version que ha sido la mas usada hasta hoy.

En la version alcalina del ensayo Cometa, células nucleadas son embebidas en un
gel de agarosa sobre laminas para microscopia, lisadas y sometidas a
electroforesis bajo condiciones alcalinas. Las células que muestran dafo en el
ADN son detectadas por el incremento de la cantidad de ADN fragmentado que
forma una cola a partir del nucleo, cuyo tamafo es proporcional al nivel de dafio
del ADN nuclear. El nivel de rompimiento del ADN de los nucleos puede estimarse
en categorias al observarlos directamente por microscopio o mediante el analisis
de imagenes computarizadas (Olive et al., 1990; McKelvey-Martin et al., 1993;
Fairbairn et al., 1995; Kobayashi et al., 1995).

El amplio uso de esta técnica en estudios de biomonitoreo ambiental se debe a su
simplicidad, bajo costo y amplia sensibilidad para detectar el dafo producido por
una extensa variedad de xenobidticos cuando es comparado con otras técnicas
(Mitchelmore y Chipman, 1998; Cotelle y Ferard, 1999; Lee y Steinert, 2003; Faust

et al., 2004). La alta sensibilidad de la técnica permite la deteccion de roturas en el
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ADN de simple y doble cadenas, sitios en el ADN labiles a los alcalis, la reparacion
por escision del ADN y otros eventos donde se presenta fragmentacion del ADN
como la apoptosis y la necrosis celular (Godard et al., 1999; Rojas et al., 1999;
Silva et al., 2000; Roser et al., 2001; Bihari et al., 2002). Tedricamente, este
ensayo permite el andlisis del dafo genético al nivel de células individuales y
puede ser aplicado a cualquier tipo de célula eucariota haciendo posible
determinar la heterogeneidad del dafio entre diferentes tejidos (Prieto y Llopiz,
1999; Pavlica et al., 2001; Brendler-Schwaab et al., 2005).

La deteccion del dafo genético con el ensayo Cometa puede verse afectado por
diferentes factores intrinsecos de la técnica como: la concentracion de agarosa en
el gel, el pH, la temperatura y las condiciones de la electroforesis; motivo por el
cual es necesario trabajar con protocolos normalizados para obtener una
adecuada reproducibilidad de los resultados (Hughes et al., 1997; Albertini et al.,
2000; Tice et al., 2000; Dixon et al., 2002; Duez et al., 2003).

1.3 ENSAYO DE DIFUSION DE ADN EN GEL DE AGAROSA

Un aspecto critico a considerar en el ensayo Cometa son aquellos eventos
celulares caracterizados por procesos de fragmentacion del ADN como es el caso
de la apoptosis y la necrosis; los cuales pueden conducir a sobre estimados del
dafo genético (Olive et al., 1993; Olive y Banath, 1995; Steinert, 1996; Henderson
et al., 1998; Godard et al., 1999; Tice et al., 2000; Roser et al., 2001; Hartmann et
al., 2001; Wada et al., 2003; Frenzilli et al., 2009).

Algunos xenobidticos inducen dafo genético por mecanismos apoptoéticos (Sweet
et al., 1999), ademas se ha indicado que otros factores como el estrés fisico
pueden inducir apoptosis por un incremento en la produccion de especies

reactivas de oxigeno (Concordet y Ferry, 1993; Hartmann et al., 1994; Mgller et
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al., 2001). Por tal razén, los estudios ecotoxicolégicos requieren de pruebas
histopatologicas o pruebas de viabilidad celular, con el fin de establecer el grado

de muerte celular en una poblacion de células (Hartmann et al., 2003; Jha, 2008).

El ensayo Cometa no es un buen estimador de apoptosis debido a que una
fragmentacion prolongada del ADN generada después de la electroforesis puede
llevar a la pérdida de las células apoptéticas, y por tanto, se ve afectada su
cuantificacién en el ensayo (Vasquez y Tice, 1997; Henderson et al., 1998; Florent
et al., 1999; Meintieres et al.,, 2003). Es por ello, que se recomienda el uso
simultaneo de ensayos relacionados como el de Difusion en Gel de Agarosa
(DGA) que permitan medir el nivel de fragmentacién de ADN asociado con tales
eventos celulares. El ensayo DGA es muy similar en procedimiento al ensayo
Cometa, solo que se elimina el paso de electroforesis alcalina (Singh, 2000ab,
2005; Zeljezic et al., 2006).

También cabe anotar, que algunos factores intrinsecos del ensayo pueden
generar dano y conducir a sobrestimados del dafo. Por ejemplo, excesiva
exposicion a la luz visible y largos tiempos de procesamiento de la muestra,
pueden generan degradacion del ADN, haciendo que incluso células normales se
presenten como células con apoptosis/necrosis (Singh, 2005). Es importante tener
en cuenta, que aunque este ensayo puede detectar eventos de apoptosis y
necrosis, este no permite distinguir entre estos dos procesos celulares
(O’Callaghan et al., 2001; Wilkins et al., 2002; Gichner et al., 2005).

1.4 LA BLEOMICINA
La Bleomicina es un glicopéptido con propiedades antibidticas, antivirales y

antitumorales (Rudders, 1972; Umezawa et al.,, 1972; Asakura et al.,, 1975;

Claussen y Long, 1999; Georgiou et al., 2004), que induce rupturas de doble y
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simple cadena, pérdida de bases y sitios labiles al alcali en el ADN (Suzuki et al.,
1970; Povirk et al., 1977; D'Andrea y Haseltine, 1978; Povirk, 1996; Yu y
Anderson, 1997). Este antibidtico, tiene efecto sobre los iones Fe ?*, Co ?*, Zn %'y
Cu*" que al unirse con O, forma un complejo que se liga al ADN y generan un
ataque nucleofilico a nivel de pares de bases (Sausville et al., 1978; Takeshita et
al., 1978; Hsie et al., 1986; Mir et al., 1996; Burger, 1998; Hecht, 2000; Chen y
Stubbe, 2004).

Por la similitud de su mecanismo de accion al de la radiacion ionizante, la
Bleomicina es conocida como un compuesto radiomimético. Este compuesto, se
considera un agente altamente clastogénico y mutagénico (Russell et al., 1996;
Shelby et al., 1993; Ferguson y Denny, 1995; Kosinska et al., 2002). Ademas,
puede tener efecto citotdoxico promoviendo la muerte celular por un mecanismo de
apoptosis (Tounekti et al., 1993; Keyer et al., 1995; Higuchi y Matsukawa, 1997,
Lee et al., 2004; Wallach-Dayan et al., 2006).

El ensayo cometa se ha empleado en varios estudios que investigan la
sensibilidad celular a la Bleomicina. Estos estudios han mostrado que la migracién
del ADN es dependiente de la dosis y que los resultados varian dependiendo del
tipo de célula (Anderson et al., 1994; Miyamae et al., 1998; Weng et al., 2008). La
alta variabilidad de respuestas celulares al tratamiento con Bleomicina se ha
asociado con las limitaciones que supone su tamafo molecular, lo que limita su
penetracion a través de la membrana celular. En tal sentido, se ha sugerido usar
altas concentraciones en los tratamientos asi como largos periodos de exposicion
para producir danos genéticos (Tounekti et al., 1993; Kasamatsu et al., 1996; Pron
et al., 1999; Frenzilli et al., 2000; Rajaee-Behbahani et al., 2001).
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2. METODOLOGIA

2.1 COLECTA Y MANTENIMIENTO DE LOS ANIMALES

Los especimenes de E. johnstonei fueron capturados en varios sitios del area
metropolitana del municipio de Bucaramanga, Santander, Colombia (07° 07’ 47" N,
73° 07’ 33”7 W), a una altitud promedio de 960 m y una temperatura de 24°C. La
identificacion del sexo de los animales se efectué de acuerdo con el dimorfismo

sexual, asi como por el canto emitido por los machos.

Las ranas fueron mantenidas en terrarios de vidrio con ventilacion, simulando
condiciones de humedad e iluminaciéon similares a las de su habitat. La dieta base
de las ranas consistio de moscas, grillos, aracnidos, hormigas y zancudos

capturados en el campus de la Universidad Industrial de Santander.

2.2 COLECTA DE SANGRE Y CONTEO CELULAR

Los ejemplares fueron colocados en bolsas de colecta y mantenidos entre 4 y 8°C
durante un periodo entre 20 a 30 minutos. Posteriormente, las muestras de sangre
fueron colectadas por puncién al corazén del animal utilizando una jeringa de
insulina, para lo cual se realizé una diseccion del térax de los ejemplares con el fin
de visualizar el corazon y realizar la colecta de la sangre periférica. Las muestras
se mantuvieron en tubos Eppendorff previamente heparinizados a una

temperatura entre 4 y 8°C.

Para establecer la densidad celular 6ptima del ensayo se realizé para cada

individuo el recuento de células sanguineas usando una Camara de Neubauer.
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Este procedimiento consistio en tomar 2 yL de sangre que se diluyeron en 40 pL
de 0.9% de NaCl. De la mezcla anterior, se dispensaron 11 pL en la camara para
efectuar el conteo en cinco campos. La concentracién celular se ajusté diluyendo

la sangre en 0.9 % de NaCl (ver Anexo 1).

2.3 EXPOSICION DE LAS CELULAS AL MUTAGENO

Se tomaron 4 pL de la suspensién celular preparada a una concentracién de 3.55
x 10° células/mL (ver acapite 3.4) y se mezclaron con 20 pL de Bleomicina
preparada en un rango de concentracion entre 0.59-152 pg/mL. En todos los
ensayos se incluyd un control negativo del experimento, el cual consistio en
células suspendidas en 0.9 % de NaCl. Las curvas dosis-respuesta se ensayaron
considerando diferentes tiempos de exposicién al mutageno entre 1 y 12 horas.
Todos los tratamientos se realizaron a una temperatura de 4°C con el fin de

minimizar el dafo celular no asociado con el mutageno.

2.4 ENSAYO COMETA

El ensayo se realizé inicialmente siguiendo el protocolo descrito por Singh et al.
(1988) con las modificaciones propuestas por Diaz et al. (2009). Los detalles de
este ensayo Cometa con lisis alcalina, pueden ser consultados en el Anexo 2.
Para el desarrollo del ensayo Cometa a partir de células sanguineas (Claver y
Quaglia, 2009) de E. johnstonei, se requirieron modificaciones adicionales al

protocolo descrito en el Anexo 2, las cuales son descritas a continuacion.
Las células fueron centrifugadas a 10.000 rpm y el pellet se re-suspendi6 en 20 uL

de una soluciéon de Proteinasa K preparada a diferentes concentraciones (entre
0.19 - 3.0 mg/mL) en Buffer PK (50mM Tris-HCI, 10mM CaCl,, pH 8). La
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suspension celular fue mezclada con 75 pL de agarosa de bajo punto de fusién
(1%) y se dispensaron sobre portaobjetos previamente cubierto con una capa de
400 pL de 1.3% de agarosa de grado molecular. Las ldminas fueron cubiertas con
cubreobjetos (22 x 40 mm) y colocadas en la nevera por 10 minutos.
Posteriormente, los cubreobjetos fueron retirados y las laminas colocadas a 4°C
en camara de electroforesis que contiene el buffer de corrida (0.3 N NaOH, 1 mM
EDTA, pH 13) durante aproximadamente 25 minutos. A continuacién, se desarroll6
la electroforesis a 300 mA y 25 V durante 30 minutos. Las laminas fueron
colocadas en frascos Coplins con solucion neutralizante (0.4 M TRIS, pH 7.5)
durante 5 minutos y finalmente, fueron lavadas con agua destilada y secadas en la

incubadora a 37°C.

Después de la neutralizacion, se desarrolld la tincion con Nitrato de Plata
siguiendo el protocolo descrito por Diaz et al. (2009). Las laminas fueron
colocadas en frascos Coplins que contenian la solucién de fijacién (15% Acido
Tricloroacético, 5% Sulfato de Zinc heptahidratado, 5 % Glicerol) durante 10
minutos. Posteriormente, estas se lavaron dos veces con agua destilada y fueron
incubadas a 37°C durante 3 horas. Después de la fijacion, las laminas fueron
rehidratadas en agua destilada por 5 minutos para llevar a cabo la tincion de los
nucleos. La solucion de tincion se prepard al momento de utilizarse, y consistio de
una mezcla de 66 mL de la solucién 1 (5 % Carbonato de Sodio) con 34 mL de la
solucién 2 (0.1% Nitrato de Amonio, 0.2% Nitrato de Plata, 0.125% Acido
Tungstofosférico, 0.2% Formol). Las laminas fueron incubadas en el frasco Coplin
con la solucion final de tincidn protegida de la luz durante 20 minutos,
posteriormente, lavadas dos veces con agua destilada. La tincion fue detenida en
una solucién de 1% de Acido Acético durante 5 minutos y finalmente se secaron a

temperatura ambiente.

La deteccion de citotoxicidad asociada con eventos de apoptosis o necrosis se
llevé a cabo usando el ensayo de Difusién de ADN en Gel de Agarosa (Singh,
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2000a). En este ensayo, se realizan basicamente los mismos pasos del ensayo
cometa, pero se excluye el paso de electroforesis alcalina. Los nucleos que
mostraron una alta dispersion del ADN nuclear (diametro 3 veces al del nucleo
promedio del control negativo no tratado), fueron considerados como nucleos

apoptaticos o necréticos (Nigro et al., 2002).

2.5 ESTIMADOS DE DANOS GENETICOS

Las laminas se analizaron usando un microscopio Nikon Eclipse E200 con objetivo
de 40X. Se contaron siempre 100 células por lamina y se montaron dos laminas
por cada tratamiento. Para las curvas dosis efecto con el mutageno, se
desarrollaron al menos tres experimentos independientes con dos replicas
(laminas) por tratamientos. El nivel de dafio en el ADN fue determinado
visualmente con la tipificacion de los nucleos en cinco categorias de dafo (0—4)
segun lo indicado por Collins et al. (1997). El dafo en el ADN fue expresado en
unidades arbitrarias totales (AUt) de la siguiente manera: AUt = NoxO + Nix1 +
N2x2 + N3x3 + Nyx4; donde N; es el numero de nucleos en cada categoria (Collins,
2002). Dado que los estimados de dafio genéticos pueden ser sobre estimado por
la existencia de eventos celulares como la apoptosis y necrosis, el porcentaje de
nucleos con apoptosis o necrosis (%Nan) fue considerado en los estimados de
dafios genéticos segun lo indicado en la siguiente férmula por Diaz et al. (2009):

%N , x AU
100

tratamientos se promediaron y el criterio de dafo fue el siguiente: i) no hay dafio
(entre 0-100 AUg), ii) poco dafo (entre 101-200 AUgR), iii) dafio moderado (entre
201-300 AUR) v, iv) dano severo (entre 301-400 AUR). Para mayor detalle de la
forma en que se tipifican los nucleos en cada categoria consultar el Anexo 3.

AUgr=AU; - Las unidades arbitrarias remanentes (AUg) por
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2.6 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos en cada tratamiento fueron sometidos a pruebas de
normalidad y homogeneidad de varianzas con el fin de establecer qué tipo de
analisis estadistico se debe emplear (paramétrico o no paramétrico). Se desarrollo
un analisis de varianza y pruebas de comparacién de medias entre tratamientos.
Se efectu6 un analisis de correlacion producto momento de Pearson para
determinar la relacién entre el estimado de dafio genético y las concentraciones
del mutageno. Los analisis estadisticos se realizaron por medio del programa
STATISTICA V.6 (STATSOFT, Inc, 2003) con una significacion p < 0.05.
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3. RESULTADOS

3.1 ENSAYO COMETA BAJO CONDICIONES ALCALINAS

En el presente estudio, se usdé el procedimiento propuesto por Singh et al. (1988)
para la determinacion de roturas en el ADN celular bajo condiciones alcalinas (ver
Anexo 2) con el fin de determinar dafios genéticos en células sanguineas de la
especie de rana E. johnstonei. Bajo las condiciones estandar de este
procedimiento, las células embebidas en geles de agarosa son sometidas a una
lisis celular bajo condiciones alcalinas que debe conducir a nucleos desnudos,
luego estos son sometidos a una electroforesis que debe separar por migracion
fragmento de ADN, si el mencionado nucleo ha sido dafiado mediante algun
tratamiento, y por ultimo, los nucleos son visualizados mediante tincion de ADN

nuclear.

Los resultados mostrados en la Figura 1, nos indican que el mencionado
procedimiento no es efectivo para la determinacion de dafos en células
sanguineas de E. johnstonei; dado que no se obtienen nucleos desnudos bajo las
condiciones experimentales ensayadas. Por el contrario, se observaron cuatro
posibles respuestas luego de la tincibn con Nitrato de Plata: a) células
completamente tefidas, b) células con solo el citoplasma tefiido, c) células con

solo el nucleo tehido y d) células no tenidas.
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Figura 1. Respuesta a la tincion con nitrato de plata de las células
sanguineas nucleadas de la rana E. johnstonei. a) Célula completamente
tefiida; b) célula con solo el citoplasma tenido; c) célula con solo el nucleo tenido;
d) célula no tedida.

Con el objetivo de comprobar si el pH del buffer de lisis era un factor a tener en
cuenta durante la lisis celular alcalina, se ensayaron diferentes pH (rango entre 10
y 13) y tiempos de lisis celular (rango entre 2 y 24 horas). Los resultados
obtenidos en estos ensayos (ver Anexo 4), no mostraron un efecto significativo del
pH en la lisis células sanguineas de E. johnstonei. En ninguno de los tratamientos
se obtuvieron nucleos desnudos. Los resultados obtenidos para los pH extremos
del rango ensayados (pH 10 y 13), indican que la afinidad del colorante por los
diferentes compartimentos celulares (citoplasma y nucleo) puede variar
dependiendo del pH y el tiempo de lisis (Figura 2). En general, el numero
observado de nucleos tenidos fue consistentemente bajo, sugiriendo la limitada
accesibilidad del colorante al nucleo celular bajos las condiciones experimentales

ensayadas.
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Figura 2. Efecto del pH (10-13) y del tiempo de incubacion en la lisis alcalina

de las células sanguineas de E. johnstonei. Numero de células por campo con

respuesta a la tincion con nitrato de plata. Células completamente tefidas (barras

en azul); células con solo el citoplasma tefido (barras en rojo); células con solo el

nucleo tenido (barras en verde); célula no tefiidas (barras en morado). Datos son
mostrados como la media (n=60).
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3.2 MODIFICACION DEL ENSAYO COMETA BAJO CONDICIONES
ALCALINAS.

Dada la imposibilidad de obtenciéon de nucleos desnudos a partir de células
sanguineas de E. johnstonei, se desarrollaron modificaciones al procedimiento
propuesto por Singh et al. (1988). Una primera modificacién consistié en ensayar
variantes de lisis mas agresivas para las paredes celulares. A tales fines, se
ensayaron tratamientos enzimaticos usando Proteinasa K y combinaciones de lisis
alcalina y enzimatica; y posteriormente se constato el efecto de los tratamientos
mediante una variante del ensayo Cometa que no incluye el paso de

electroforesis; el Ensayo de Difusion de ADN en Gel de Agarosa (Singh, 2005).

La Figura 3, muestra los resultados obtenidos con los tratamientos de lisis celular
ensayados. Como se puede observar los tratamientos celulares que usan
Proteinasa K (tratamientos B y C) producen nucleos desnudos que responden
adecuadamente a la tincion con Nitrato de Plata, contrastando con los resultados

observados con la lisis alcalina (tratamiento A).
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Figura 3. Células sometidas a diferentes tratamientos de lisis. A) Células
tratadas por lisis alcalina, B) células tratadas con 3 mg/mL de Proteinasa K y
posteriormente por lisis alcalina, C) células tratadas solo con 3 mg/mL de
Proteinasa K, D) células no tratadas (control negativo). Todos los tratamientos con
Proteinasa K se desarrollaron en células embebidas en gel de agarosa e incubadas
durante toda la noche a 37°C.
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Adicionalmente, los tratamientos B y C mostraron que bajo tales condiciones de
lisis la integridad nuclear puede ser afectada; especialmente en el tratamiento B
que muestra nucleos pequefios con un alto nivel de difusion de ADN a su
alrededor. Este efecto fue observado aun cuando la lisis alcalina se desarrollaba
durante tiempos cortos en el ensayo Cometa (Figura 4). Como tales niveles de
dafo nuclear, pueden afectar los estandares de niveles basales de dafo en el

ensayo Cometa se descart6 el uso de tratamiento B en futuros ensayos.
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Figura 4. Celulas sometidas a diferentes tiempos de lisis alcalina despues de
un tratamiento con 3 mg/mL de Proteinasa K durante 10 minutos a 4-80C. Sin
lisis alcalina (A), con lisis alcalina durante 5 (B), 10 (C), 15 (D), 30 (E) y 45 (F)
minutos. Se presentan ademas, los valores medios de unidades arbitrarias por
tratamientos y su correspondiente desviacion estandar.
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Aunque el tratamiento de lisis celular usando unicamente Proteinasa K
(tratamiento C, Figura 3) afecté en menor grado la integridad nuclear que el
tratamiento combinado (tratamiento B, Figura 3), los niveles de dafo nuclear
observados puede también afectar los estandares de niveles basales de dafio en
el ensayo Cometa. Por tal razén, fue necesario evaluar si la temperatura era un

factor que afectaba la integridad nuclear de células sanguineas de E. johnstonei.
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En la Figura 5 se muestra el efecto de la incubacion a 37°C durante toda la noche
sobre la integridad nuclear de las células. Como se esperaba, tales condiciones de
incubacion conducen a danos nucleares que son evidenciados mediante el
Ensayo de Difusion en Gel de Agarosa, razon por la que en adelante las células
fueron lisadas entre 4-8°C durante el tiempo de gelificacién de las laminillas (10

minutos).

Figura 5. Células tratadas con 3 mg/mL de Proteinasa K e incubadas a 37 °C
durante toda la noche (A) o mantenidas entre 4-8°C durante la gelificacion (10
minutos) (B). Células no tratadas con Proteinasa K pero mantenidas en 0.9 % de
NaCl (C) fueron incluidas como control negativo.
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Adicionalmente, se evaluo el efecto de la concentracion de la Proteinasa K para un
rango de concentracion en solucion entre 0.19 y 3.0 mg/mL (Figura 6). Los
resultados mostraron que concentraciones de 0.19 mg/mL son suficientes para

obtener nucleos desnudos intactos en el modelo genético en estudio.

33



Figura 6. Células tratadas con diferentes concentraciones de Proteinasa K e
incubadas a 40C durante el tiempo de gelificacion. La lisis enzimatica se
desarrollé con 3.0 (A), 1.5 (B), 0.75 (C), 0.37 (D) y 0.19 (E) mg/mL de Proteinasa K.
Células no tratadas (F) pero mantenidas en 0.9 % de NaCl fueron incluidas como

control negativo.
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3.3. DETERMINACION DE LA DENSIDAD CELULAR PARA ENSAYO COMETA

Los primeros ensayos desarrollados para determinar dafos genéticos en células

sanguineas de E. johnstonei mediante el ensayo Cometa, evidenciaron la
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necesidad de establecer la densidad celular para visualizar adecuadamente los

cometas.

Para cumplir con este objetivo, se determiné la densidad celular de cada muestra
sanguinea segun lo descrito en el Anexo 1 y se desarrolld el ensayo Cometa
usando diferentes concentraciones celulares (entre 2.66 y 6.77 x 10° células/mL),
siguiendo el procedimiento descrito en el proximo acapite (acapite 3.5). Se
determind que una concentracién de 3.55 x 10° células/mL es Optima para
desarrollar el ensayo Cometa con células sanguineas de E. johnstonei (Figura 7).
Una detallada descripcion de las diferentes categorias de danos que pueden ser
detectadas con el ensayo Cometa a esta concentracion celular pueden

consultarse en el Anexo 3.
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Figura 7. Efecto de la densidad celular de E. johnstonei en la resolucion de
Cometas por campo (10X). Las concentraciones ensayadas fueron: 6.77 x 10°
(A), 5.73 x 10° (B), 4.66 x 10° (C), 4.14 x 10° (D), 3.55 x 10° (E) y 2.66 x 10° (F)
células/mL.

3.4. PROTOCOLO DEL ENSAYO COMETA PARA E. JOHNSTONEI

Con base en el ensayo cometa alcalino propuesto por Singh et al. (1988) y los
protocolos estandarizados en espermatozoides de diferentes especies de
mamiferos; se logrd establecer una metodologia apropiada para la deteccion in

vitro del dafo inducido por el mutageno Bleomicina en células sanguineas de E.
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johnstonei (Figura 8). La modificacién desarrollada, remplaza la lisis celular bajo
condiciones alcalinas por una digestion enzimatica con Proteinasa K que remueve
proteinas asociadas a membranas y permite obtener nucleos desnudos (Anexo
3). En el protocolo establecido para E. johnstonei, la lisis celular ocurre
directamente en el gel de agarosa y no en tampon de lisis enzimatica, como ha
sido frecuentemente desarrollada en modificaciones anteriores que usan digestion
enzimatica con Proteinasa K (Hughes et al., 1999, Duty et al., 2002, Singh et al.,
2003, Kang et al., 2008). El resto de pasos del ensayo original (Anexo 2), son

mantenidos integramente en el presente protocolo.

Figura 8. Esquema del protocolo del ensayo cometa establecido para E.

johnstonei.

{@z’" Extraccion de la muestra ,:}

-, L

Suspension celular

- Centrifugacion y resuspension

Gelificacion y lisis
(proteinasa K)

Electroforesis alcalina

MNeutralizacion

Tincion
(Nitrato de plata)

37



3.5. ESTIMADOS IN VITRO DEL DANO GENETICO INDUCIDO POR LA
BLEOMICINA EN E. JOHNSTONEI MEDIANTE EL ENSAYO COMETA

El procedimiento establecido fue usado para medir el dafio genético inducido en
células sanguineas de E. johnstonei por el agente mutagénico Bleomicina. Para tal
fin, se estudié un rango de concentracién del mutageno entre 4.75 y 152 ug/mL, y

se ensayaron diferentes tiempos de exposicién celular.

Los resultados presentados en la Figura 9 claramente demuestran una relacion
dosis-efecto para el rango de dosis y tiempos de exposicion celular ensayados. La
curva dosis-efecto desarrollada para un tiempo de exposicion celular de 12 horas,
mostrd un relacion directa entre la dosis del mutageno con la presencia de nucleos
con niveles de dafios del tipo 2, 3 y 4; y una relacion inversa con nucleos del tipo 0
y 1 (Figura 10). Cuando el dafo genético se expres6é como AUr (Figura 11), se
obsrvaron valores significativos a partir de una dosis de 4.75 uyg/mL (p < 0.05) y
una clara correlacion entre los estimados de dafios y la concentracion del
mutageno (R = 0.88, p < 0.05). La trazabilidad en los estimados de dafio genético
en el modelo estudiado fue consistentemente alta con valores de errores estandar
y coeficientes de variacion consistentemente bajos (CV < 12.7%). El porcentaje de
nucleos con apoptosis o necrosis (%Nan) observado en E. johnstonei estuvo entre

el 3y el 8 %, con un valor promedio del 5.7 % (datos no mostrados).
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Figura 9. Relacion dosis-efecto observada por la exposicién a Bleomicina de
las células de E. johnstonei. Son presentados diferentes tiempos de exposicion
para cada dosis. C™ (control negativo).
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Figura 10. Relacion entre la dosis de bleomicina y las clases de dafio.
Desviacion estandar calculada apartir de la media de 3 experimentos
independientes. C-) Control negativo. La bleomicina se ensayé a las
siguientes concentraciones: A) 4.75 ug/mL; B) 9.5 pg/mL; C) 19 yg/mL; D) 38
pg/mL; E) 76 pg/mLy F) 152 pg/mL.
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Figura 11. Curva dosis-efecto inducida por bleomicina. Las barras
representan la desviacion estandar calculada de la media de 3 experimentos
independientes.

350

(CV=3.0 “.i}/;

300

Var’('c'wz.ﬁ %)
250 / ¥ (CV=60%)——
200 (CV = 6.6 %)
¥ v-esw)

150

ﬁv - 8.2 %)
100
ﬁv =127 %)

o
=
!

50

0
0 4,75 9,5 19 38 76 152

Concentracion de Bleomicina (pg/mL)

40



4. DISCUSION GENERAL

En el presente estudio, se desarrollé una modificacion del ensayo Cometa bajo
condiciones alcalinas propuesto por Singh et al. (1988), con el fin de contar con un
biomarcador del dafio genético en la rana de desarrollo directo E. johnstonei. La
principal modificacidon consistio en la sustitucion de la lisis alcalina por un paso de
lisis enzimatica usando Proteinasa K; lo cual fue determinante para la obtencion

de nucleos desnudos y la deteccidn de roturas en el ADN nuclear.

Diferentes estudios, han incorporado con resultados exitosos la digestion
enzimatica con Proteinasa K al ensayo Cometa bajo condiciones alcalinas
(Hughes et al., 1999; Duty et al., 2002; Wong et al., 2005). La Proteinasa K digiere
proteinas asociadas al ADN nuclear y es de especial utilidad en el caso de células
espermaticas de mamiferos, donde el ADN es altamente condensado.
Adicionalmente, esta enzima elimina los enlaces cruzados ADN-ADN y ADN-
proteinas que generan ciertos compuestos genotéxicos, permitiendo la migracion
electroforética del ADN dafiado (Merk y Speit, 1998; Tice et al., 2000; Singh et al.,
2000b). Bajo las condiciones experimentales aqui ensayadas, la combinacion del
tratamiento alcalino y enzimatico resultaron agresivos para la integridad nuclear de
células sanguineas de E. johnstonei (Figura 3); lo que motivo el uso unicamente

de la lisis enzimatica.

La temperatura durante la lisis celular es una variable importante que afecta la
sensibilidad y el poder predictivo del ensayo (Speit et al., 1999; Banath et al.,
2001). En el presente estudio (ver Figura 5), se constaté que largos periodos de
incubacion con Proteinasa K a 37°C afectan la integridad nuclear, contrastando
con lo observados en los trabajos realizados con espermatozoides (Hughes et al.,
1996; Duty et al., 2003; Kang et al., 2008). Se ha sugerido, que ciertas proteinas

41



nucleares presentes en los espermatozoides (las protaminas) son las
responsables de su alta tolerancia a digestiones enzimaticas, razon por la que se
requieren temperaturas (37°C) y pH (pH 8) 6ptimos durante la digestion enzimatica
para lograr una adecuada descondensacion del ADN nuclear (Hughes et al., 1996;
Boe-Hansen et al.,, 2005). En nuestro caso, digestiones enzimaticas a bajas
temperaturas fueron suficientes para obtener nucleos desnudos en el modelo bajo

estudio.

Otros estudios que utilizan el ensayo Cometa para la medicion del dafio genético
en anuros (Bufo americanus, Rana hexadactyla, Rana clamitans, Xenopus laevis),
no requirieron variaciones en el parametro de la lisis celular alcalina (Ralph et al.,
1996; Rajaguru et al., 2001; Mouchet et al., 2006). Todos esos estudios tienen en
comun que son ranas de desarrollo bifasico que utilizan el estado larval durante la
exposicion y que miden el dafo en células sanguineas. Los requerimientos en
término de condiciones experimentales para la obtencién de nucleos desnudos
observada en el presente estudio, sugieren que las células de E. johnstonei
contienen factores adicionales (posiblemente proteinas nucleares) que contribuyen
a una mayor integridad nuclear. Una hipotesis interesante por demostrar en
futuros estudios, es si esta supuesta estabilidad gendmica puede o no estar
relacionada con el alto nivel de adaptabilidad fisiolégica y ambiental observada en

la especie E. johnstonei (Kaiser y Henderson 1994; Kaiser 1997).

El presente estudio demostr6é que el ensayo Cometa puede proporcionar un buen
estimado del dafio genético en la especie E. johnstonei. Los niveles basales de
dafo genético detectados estan en correspondencia con los estandares para el
ensayo (Collins et al., 1997). El ensayo resulté altamente trazable durante la
estimacion del dafio genético en el modelo estudiado. Adicionalmente, este mostro
un bajo porcentaje de nucleos con apoptosis 0 necrosis (valor promedio de %Nan
= 5.7%), contrastando con lo observado en modelos de mamiferos como humanos

(Tice et al., 2000), leones marinos (El-Zein et al., 2006) y delfines (Diaz et al.,
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2009). Estos hallazgos sugieren, que el ensayo Cometa puede resultar un método
preciso para determinar dafio producto de la exposicion a xenobidticos

ambientales en E. johnstonei.

Los datos obtenidos claramente evidenciaron que la Bleomicina es un potente
inductor de roturas en el ADN nuclear de células sanguineas de E. johnstonei,
como ha sido previamente mostrado en linfocitos de anuros como Xenopus laevis
y Xenopus tropicalis (Banner et al., 2006) y de humanos (Rajaee-Behbahani et al.,
2001; Schmezer et al., 2001; Glei y Pool-Zobel, 2006; Weng et al., 2008).
Comparado con los estudios previamente mencionados, las células sanguineas de
E. johnstonei requirieron tiempos de exposicion al mutageno mas largos (12 horas)
para evidenciar dafio genético producto de la Bleomicina. Se ha planteado que la
Bleomicina tiene limitada permeabilidad celular (Pron et al., 1999); lo que
justificaria los prolongados tiempos de exposicion requeridos en nuestro estudio.
Sin embargo, es claro que otros factores como tipos celulares (Claver y Quaglia,
2009) y diferentes condiciones durante la exposicién al mutageno (Ej. Exposicion
previa a la lisis celular o no, exposicién en tampodn de lisis 0 embebida en el gel,
etc.), pueden ademas afectar los niveles de dafio genético inducidos por la

Bleomicina en diferentes especies de anuros.
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5. CONCLUSIONES

El ensayo Cometa bajo condiciones alcalinas (Singh et al.,, 1988) no resulta

adecuado para la medicion de dafo genético en la especie E. johnstonei.

La lisis celular bajo condiciones alcalinas durante el ensayo Cometa con células
sanguineas de E. johnstonei, puede ser sustituida por una lisis celular enzimatica
(Proteinasa K) con resultados satisfactorios. Sin embargo, tratamientos
combinados de lisis celular enzimatica y condiciones alcalinas resultan agresivos
para el nucleo de células sanguineas de E. johnstonei, lo que conduce a niveles

basales de danos consistentemente altos.

Tiempos prologados de digestion enzimatica con Proteinasa K a 37°C, conducen a
roturas de ADN nuclear que afectan los estandares de niveles basales de dafio en

el ensayo Cometa.
El ensayo Cometa desarrollado in vitro con células sanguineas de E. johnstonei es

altamente trazable y muestra un porcentaje de células con apoptosis/necrosis

consistentemente bajo (5.7%).
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6. RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar la importancia de factores externos como la edad y el sexo

en los estimados de dafio genético en E. johnstonei usando el ensayo cometa.

Se recomienda normalizar el ensayo para condiciones in vivo, con el fin de utilizar

esta especie de rana en estudios ecotoxicoldgicos.

Se recomienda el estudio de otros mutagenos que induzcan dafo en los eritrocitos

de E. johnstonei mediante mecanismos de accion diferentes al de la Bleomicina.

Se recomienda desarrollar estudios en los eritrocitos de esta rana para establecer

que estructuras confieren su alta estabilidad en la lisis celular alcalina.
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ANEXOS

ANEXO 1. RECUENTO DE CELULAS SANGUINEAS CON LA CAMARA
NEUBAUER EN E. JOHNSTONEI.

El recuento celular tiene como objetivo determinar el numero de células que estan

comprendidos en una unidad de volumen de sangre (1 mm?®).

El procedimiento consta de 3 fases: dilucion de la sangre, conteo del numero de

células y calculo del nimero de células presentes en 1 mm?® de sangre.

1. Dilucion de la sangre: 10 yL de sangre se diluyeron en 200 pyL de NaCl 0.9%
(solucioén salina). La sangre se diluyo 21 veces.

2. Conteo del numero de células: se realizo en el cuadro central de la camara, el
recuento se efectla en cinco de los 25 cuadrados con el ocular de 40X,
generalmente se cuentan los cuadros de las esquinas y el central, lo que
garantiza un conteo aleatorio. Las células que son contables son aquellas que
no tocan la segunda linea de divisién de cada cuadricula, que tiene tres lineas

que la delimitan.
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3. Calculo del numero de células: para determinar el numero de células por

unidad de volumen se utiliza la siguiente formula.

Numero de células contadas x factor de dilucion

Células/mm?® =

0.1 mm3x 1 mm3x 1 mm®x 5/25

Donde:
Numero de células contadas = 71

Factor de dilucion = 21

Células/mm?® = 74.550
Células/ml = 74.550 células/mm? x 1000 mm?®/ 1 mL = 74.550.000 células/mL
Densidad celular de E. johnstonei = 7.45 x 10 células/mL

Se realizaron pruebas para 6 concentraciones diferentes de células en un rango

de 1 a 10 yL de sangre.

Sangre Primera Segunda Tercera Dilucion | Células/mL
dilucion * dilucion ** | dilucion *** final
10 pL 3 3 4.75 11 6.77 x 10°
5 L 3 5 4.75 13 5.73 x 10°
2.5 uL 3 8 4.75 16 4.66 x 10°
2 uL 3 10 4.75 18 414 x 10°
1.5 uL 3 13.3 4.75 21 3.55 x 10°
1L 3 20 4.75 28 2.66 x 10°

* 50 pL de sangre en 100 yL de NaCl 0.9%.

**(1-10) yL de sangre* en 20 L de proteinasa K.

*** 20 yL de proteinasa K** en 75 L de agarosa.
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ANEXO 2. PROTOCOLO DEL ENSAYO COMETA BAJO CONDICIONES
ALCALINAS SEGUN SINGH ET AL. (1988) CON LAS MODIFICACIONES
HECHAS POR DIAZ ET AL. (2009).

1. OBJETO Y CAMPO DE APLICACION: Este procedimiento establece los pasos
necesarios y obligatorios para la realizacién del Ensayo Cometa (Single Cell Gel

Electroforesis). Abarca el analisis de muestras celulares de sangre periférica.

2. DEFINICIONES:

2.1 Cometa: Migracion del ADN nuclear que se produce por la accién de un campo
eléctrico, tomando la forma del cuerpo celeste que le da nombre. Esta migracion
es directamente proporcional al dafio expresado en roturas de doble y simple
cadena que presente el nucleo de la célula analizada.

2.2 Lisis celular: Ruptura de las membranas citoplasmatica y nuclear provocada
por tratamiento quimico.

2.3 Control positivo: Tratamiento con agente mutagénico fisico o quimico de
referencia.

2.4 Apoptosis: También llamada “muerte celular programada”, es un proceso
fisiologico activo y dependiente de energia, donde ocurren cambios fisiologicos y
bioquimicos que provocan la muerte celular.

2.5 Control de Apoptosis: Laminas a las cuales no se les realiza electroforesis

para determinar el porciento de apoptosis mediante el método del Halo.

3. PRINCIPIO: Este ensayo consiste en la inmovilizacién de las células en un gel
de agarosa, su lisis y la posterior realizacion de una electroforesis alcalina para
detectar las roturas de simple y doble cadena del ADN. Se realiza en portaobjetos
y se observa al microscopio el nucleo celular con una cola cuya intensidad es

directamente proporcional al nivel de dafio.
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4. EQUIPOS: Camara horizontal de electroforesis, microscopio optico, fuente de
electroforesis GP, autoclave, pHmetro, balanza técnica, refrigerador, fuente de
Cobalto 60.

5. REACTIVOS Y MATERIALES

5.1 Materiales: Tubos eppendorf estériles, portaobjetos, cubreobjetos, pinza,

Coplins, micropipetas, puntas estériles.

5.2 Reactivos:

Hidroxido de Sodio Tris

Acido Etilendiamino tetracético (EDTA) | Na Sarcosil

Carbonato de Sodio Dimetil Sulféxido (DMSO)
Nitrato de Amonio Triton X 100

Nitrato de Amonio Acido Tricloroacético (TCA)
Nitrato de Amonio Sulfato de Zinc

Nitrato de Plata Glicerol

Acido Tungstofosforico Formol

Agarosa grado molecular (APFN) Acido Acético (Hac)
Agarosa de bajo punto de fusion (LGT) | Cloruro de Sodio

6. SOLUCIONES

6.1. APFN 1,3 %: Se pesan 0.39 g de APFN y se disuelven con calor en 30 mL de

agua destilada. Se puede guardar en frio durante 1 mes.
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6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

LGT 1%: Pesar 0.3 g de LGT y se disuelven con calor en 30 mL de agua

destilada. Se puede guardar en frio durante 1 mes.

Lisis madre: Pesar los siguientes reactivos y mezclarlos segun el orden de la
tabla. Completar el volumen hasta 100 mL con agua destilada y ajustar el pH

a 10.0 con perlas de NaOH. Se puede guardar en frio durante 1 mes.

NaCl 14.61g
EDTA 3.72¢g
Tris 012g
Na Sarcosil 3.3. mL

Solucién para lisis fresca: Se debe preparar en el momento de utilizarse.
Mezclar en el siguiente orden y completar el volumen a 100 mL con agua

destilada, suficiente para dos Coplins.

Lisis madre 89 mL
Dimetil sulféxido (DMSO) 10 mL
TritdonX-100 1 mL

Buffer de Neutralizacién: Pesar 43.62 g de Tris y disolver en 900 mL de agua

destilada, ajustar pH a 7.5. Se puede guardar en frio durante 1 mes.

Solucién NaCl 0.9%: Pesar 0.9 g de NaCl, disolver y ajustar el volumen a 100

mL con agua destilada. Se puede guardar en frio durante 1 mes.

NaOH 10N: Pesar 120 g de NaOH y disolver en 300 mL de agua destilada.

Se puede guardar en frio durante 1 mes.
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6.8. EDTA 200mM: Pesar 4.47 g de EDTA y disolver en 300 mL de agua
destilada. Se puede guardar en frio durante 1 mes.

6.9. Buffer de corrida: Esta solucion se puede utilizar en varias corridas. Mezclar
ambas soluciones y completar a 1,5 L con agua destilada. Se puede guardar

en frio durante 1 mes.

NaOH 10N 45 mL
EDTA 200 mM 7.5mL

6.10.Solucion de fijacion: Se debe preparar en el momento de utilizarse. Pesar los
siguientes reactivos y mezclarlos segun el orden de la tabla. Completar el

volumen hasta 100 mL con agua destilada, suficiente para dos Coplins.

TCA 15¢g
Sulfato de Zinc 59
Glicerol 5mL

6.11.Carbonato de Sodio 5X: Se pesan 50 g de Carbonato de Sodio y se disuelven

en 200 mL de agua destilada. Se puede guardar en frio durante 1 mes.

6.12.Nitrato de Amonio 10X: Se pesan 0.4 g de Nitrato de Amonio y se disuelven
en 10 mL de agua destilada. Se puede guardar en frio durante 1 mes.

6.13.Nitrato de Plata 10X: Se pesan 0.8 g de Nitrato de Plata y se disuelven en 10

mL de agua destilada. Se puede guardar en frio durante 1 mes.

6.14.Tincion 1: Se disuelven 20 mL de Carbonato de Sodio 5X en 100 mL de agua

destilada. Se debe preparar en el momento de utilizarse.
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6.15.Tincion 2: Mezclar las siguientes soluciones y reactivos en el orden de la
tabla. Completar hasta 200 mL con agua destilada. Se debe preparar en el

momento de utilizarse.

Nitrato de Amonio 10X |1 mL
Nitrato de Plata 10X 1mL

Acido Tungstofosférico |1 mL

Formol 0.3 mL

6.16.Tincion final: Mezclar 34 mL de la Tincion1 con 66 mL de Tincién 2. Se debe

preparar en el momento de utilizarse.

6.17.Solucion stop: Se debe preparar en el momento de utilizarse. Disolver 1 mL

de HAc en 100 mL de agua destilada.

7. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

7.1. Ensayo Cometa:

7.1.1. A cada laminilla se le afaden 150 pL de agarosa grado molecular
preparada al 1.3%. La agarosa se extiende para formar una capa que cubra
la mayor parte del portaobjetos dejando libre la zona del rétulo. Estas
preparaciones se pueden hacer con varios dias de antelacion. Esta es la
primera capa. Se preparan al menos dos portaobjetos por cada muestra y
dos por cada control de apotosis.

7.1.2. Mezclar en tubos eppendorf: 50 uL de la sangre con 100 pL de una solucion
de NaCl al 0.9%. De la mezcla anterior tomar 20 yL y mezclar con 75 uL de
una solucién de agarosa de bajo punto de fusion (LGT) preparada al 1 %

previamente precalentada a 40°C.
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7.1.3.

7.1.4.

7.1.5.

Gotear 75 pyL de la mezcla anterior y extender sobre el portaobjeto
previamente preparado con agarosa al 1.3 % usando un cubreobjeto. Dejar
solidificar en una bandeja en posicion horizontal a 4°C durante 5-10
minutos. Afadir 75 pL de LGT sin células y extender con un cubreobjeto.
Dejar solidificar nuevamente a 4°C durante 5-10 minutos. Esta capa de
agarosa es opcional.

Colocar las laminillas preparadas en un Coplin conteniendo solucién de lisis
celular e incubar a 4°C durante 1 hora. Colocar las laminillas en la cubeta
de electroforesis previamente refrigerada y dejar incubar durante 25
minutos en el buffer de corrida. Desarrollar corrida electroforética a 25 V,
300 mA, durante 25-30 minutos. Colocar laminillas en un Coplin con
solucion neutralizante por unos minutos. Lavar con H,O destilada y secar
en la incubadora a 37°C durante 1 hora.

Para el desarrollo de la tincibn de los nucleos se requiere pasar las
laminillas por diferentes soluciones. El procedimiento se lleva a cabo en el

siguiente orden y tiempos de incubacion.

e Colocar en H,0 destilada durante 1 minuto para hidratacion

e Colocar en la solucién de fijacion durante 10 minutos

e Colocar en H,0 destilada durante 1 minuto para enjuagar laminilla

e Secar en la incubadora a 37°C durante 30 minutos

e Colocar en solucion de tincién durante 10-15 minutos

e Repetir el paso anterior en solucion de tincion fresca durante 4-5
minutos

e Colocar en H,0 destilada durante 1 minuto para enjuagar laminilla

e Colocar en la solucién Stop durante1 minuto para detener reaccion

e Colocar en H,O destilada durante 1 minuto para enjuagar laminilla

e Secar a temperatura ambiente y observar al microscopio.
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8. REQUISITOS:

8.1. Todo el ensayo debe realizarse en frio y condiciones de oscuridad o bajo luz
roja.

8.2. El agua que se utiliza para preparar todas las soluciones y para lavar debe
ser destilada

8.3. El trabajo debe realizarse utilizando guantes y bata de laboratorio

8.4. Las puntas y los tubos eppendorf deben estar estériles

9. ENSAYO DE VERIFICACION: No se realiza este ensayo porque la muestra

tiene vida limitada.
10. CALCULO E INFORME DE ENSAYO

El analisis de los Cometas se realiza utilizando unidades arbitrarias en cinco

clasificaciones que se detallan a continuacion.
10.1. Caracterizacion de los grados de dafio.

10.1.1. Grado 0: Imagen con una cabeza con forma circular o ligeramente
ovalada, de color negro intenso, rodeada por una capa fina de granulos o puntos
en forma de halo, que muestran una coloracioén gris. No presenta ningun tipo de

granulos formando una cola. El esquema de la imagen es el siguiente:

10.1.2. Grado 1: Imagen con una cabeza con forma circular o ligeramente

ovalada, de color negro intenso. Tiene una cola formada por granulos o puntos

dispersos que aparecen al final de la cabeza. El ancho de la cola es similar al de la
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cabeza y su intensidad no es significativa aunque se diferencia claramente de la

cabeza. El esquema de la imagen es el siguiente:

10.1.3. Grado 2: Imagen con una cabeza con forma circular o semicircular. Tiene
una cola que se origina desde la mitad o parte delantera de la cabeza y se
ensancha ligeramente en el centro. La intensidad de la tincion de la cola es
significativa pero permite distinguir los limites de la cabeza. El esquema de la

imagen es el siguiente:

10.1.4. Grado 3: Imagen con una cabeza con forma circular o semicircular, con
contornos difusos. Tiene una cola que se origina desde el inicio de la cabeza y se
ensancha significativamente en el centro. La intensidad de la tincion de la cola es
significativa y dificulta definir el limite de la cabeza. El esquema de la imagen es

el siguiente:

10.1.5. Grado 4: Imagen con una cabeza muy pequefia, de forma circular. La cola
ocupa la mayoria de la imagen con una intensidad significativa que permite
distinguir claramente la pequefia cabeza del Cometa. El esquema de la imagen es

el siguiente:
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10.2. Interpretacion de los resultados

Por cada preparaciéon se cuentan al menos 100 células (en total 200 por

tratamiento) y se anotan cuantas se observaron en cada categoria. Los datos se

registran de la siguiente forma y se calculan las Unidades Arbitrarias (UA) para

cada una:

0 x # Grado 0 encontrados =0

1 x # Grado 1 encontrados = N
2 x # Grado 2 encontrados = N,
3 x # Grado 3 encontrados = N3

4 x # Grado 4 encontrados = N4

UA =Ny + No+ N3+ Ng

Las UA de cada lamina se promedian con su réplica. La estadistica a utilizar

dependera del disefo del experimento.

10.2.1. Estimacion del dafio

UA Clasificacion
0-100 No hay dafo
101-200 Poco dafio
201-300 Dafio moderado
301-400 Dafio severo
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ANEXO 3. PROTOCOLO DEL ENSAYO COMETA MODIFICADO PARA E.
JOHNSTONEL.

1.1. SOLUCIONES, MATERIALES Y EQUIPOS REQUERIDOS

1.1.1. SOLUCIONES:

APFN 1,3 %: Se pesan 0.39 g de APFN (Agarosa grado molecular) y se disuelven

con calor en 30 mL de agua destilada. Se puede guardar en frio durante 1 mes.

LGT 1%: Pesar 0.3 g de LGT (Agarosa de bajo punto de fusion) y se disuelven

con calor en 30 mL de agua destilada. Se puede guardar en frio durante 1 mes.
Solucion de Proteinasa K: Se disuelven 100 mg de Proteinasa K en 1 mL de
Buffer Proteinasa K. La lisis enzimatica se desarrolla a una concentracion final en

solucion 0.19 mg/mL. En el gel de agarosa queda realmente a 0.04 mg/mL.

Buffer Proteinasa K (pH 8.0)

Tris-HCI 50 mM

CaCl, 10 mM

Buffer de Neutralizacién: Pesar 43.62 g de Tris y disolver en 900 mL de agua

destilada. Ajustar pH a 7.5. Se puede guardar en frio durante 1 mes.

Solucién NaCl 0.9%: Pesar 0.9 g de NaCl y disolver y ajustar el volumen a 100

mL con agua destilada. Se puede guardar en frio durante 1 mes.

NaOH 10N: Pesar 120 g de NaOH y disolver en 300 mL de agua destilada. Se
puede guardar en frio durante 1 mes.
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EDTA 200mM: Pesar 4.47 g de Acido Etilendiamino tetracético (EDTA) y disolver

en 300 mL de agua destilada. Se puede guardar en frio durante 1 mes.

Buffer de corrida: Esta solucion se puede utilizar en varias corridas. Mezclar
ambas soluciones y completar a 1,5 L con agua destilada. Se puede guardar en

frio durante 1 mes.

NaOH 10N 45 mL

EDTA 200 mM 7.5mL

Solucién de fijacion: Se debe preparar en el momento de utilizarse. Pesar los
siguientes reactivos y mezclarlos segun el orden de la tabla. Completar el volumen

hasta 100 mL con agua destilada suficiente para dos Coplins.

Acido Tricloroacético (TCA) 159

Sulfato de Zinc heptahidratado 59

Glicerol 5mL

Solucién de Tincién 1: Se pesan 5 g de Carbonato de Sodio y se disuelven en

100 mL de agua destilada.

Solucién de Tincion 2: Mezclar los siguientes reactivos en el orden de la tabla.

Completar hasta 100 mL con agua destilada. Se debe preparar en el momento de

utilizarse.
Nitrato de Amonio 01g
Nitrato de Plata 0.2g

Acido Tungstofosforico 0.125¢

Formol 0.2 mL
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Solucién de Tincién Final: Mezclar 66 mL de la solucion de Tincion 1 con 34 mL

de la solucién de Tincion 2. Se debe preparar en el momento de utilizarse.

Solucién Stop: Se debe preparar en el momento de utilizarse. Disolver 1 mL de
Acido Acético (1%) en 100 ml de agua destilada.

1.1.2. MATERIALES REQUERIDOS:
Tubos eppendorf estériles, portaobjetos, cubreobjetos, pinzas, frascos Coplins,
micropipetas regulables (1000, 200 y 20 uL) con puntas correspondientes

estériles, guantes.

1.1.3. EQUIPOS REQUERIDOS:
Autoclave, pHmetro, balanza técnica, refrigerador, camara de electroforesis
horizontal con su equipo de refrigeracion, fuente de electroforesis, microscopio

optico.

2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

2.1. MUESTREO Y PREPARACION DE LA MUESTRA

La muestra sera colectada por puncién al corazén del animal utilizando una jeringa
para insulina. A tales fines, se colocaran en bolsas de colecta los diferentes
ejemplares y se conservaran en frié (4-8°C) por un periodo de 20 a 30 minutos.
Para la extraccion de las muestras de sangre, los ejemplares se diseccionan por el
térax para visualizar el corazon y se realiza la extraccion de sangre mediante
puncion directa. Las muestras deben mantenerse en tubos Eppendorff
previamente heparinizados a una temperatura entre 4 y 8°C. La sangre debe ser

usada para la inmovilizacion vy lisis celular antes de las 24 horas de extraida.

1.2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
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Primer paso: A cada portaobjetos se le afiaden 400 pL de agarosa grado
molecular preparada al 1.3%. La agarosa se extiende para formar una capa que
cubra la mayor parte del portaobjetos dejando libre la zona del rétulo. Estas
preparaciones se pueden hacer con varios dias de antelacién y se preparan al

menos dos portaobjetos por cada muestra y dos por cada control de apoptosis.

Segundo paso: Mezclar en tubos eppendorf: 4 uL de sangre (densidad celular
3.55 x 10° células/mL) con 20 pL de mutageno (controles positivos) o 20 uL de
NaCl al 0.9% (controles negativos), dejar incubar a 4°C durante el tiempo de
exposicion establecido para el mutageno. Posteriormente, centrifugar las muestras
(controles positivos y negativos) a 10.000 rpm por 5 minutos. Eliminar el
sobrenadante y resuspender el pellet en 20 yL de solucién de Proteinasa K
(preparada a 0.19 mg/mL). A la mezcla anterior se le adicionan 75 pL de una
solucién de agarosa de bajo punto de fusion (LGT) preparada al 1 % previamente

precalentada a 40°C.

Tercer paso: Gotear 75 yL de la mezcla anterior y extender sobre la capa de
agarosa previamente preparada usando un cubreobjeto. Dejar solidificar en una

bandeja en posicion horizontal a 4°C durante 10 minutos.

Cuarto paso: Retirar los cubreobjetos y colocar las laminillas en la cubeta de
electroforesis previamente refrigerada y dejar incubar durante 25 minutos en el
buffer de corrida. Desarrollar corrida electroforética a 25 V, 300 mA, durante 30
minutos. Colocar laminillas en un Coplin con solucion neutralizante por 5 minutos.

Lavar las laminillas con H,O destilada y secar en la incubadora a 37°C overnight.

Quinto paso: Para el desarrollo de la tincién de los nucleos, se requiere preparar

frascos Coplins conteniendo diferentes soluciones. El procedimiento consistira en
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pasar las laminillas de un frasco a otro considerando el siguiente orden y tiempos

de incubacion.

Coplin 1: Colocar en la solucion de fijacién durante 10 minutos

Coplin 2: Colocar en H,O destilada durante unos minutos para enjuagar las
laminillas. Secar en la incubadora a 37°C durante 3 horas.

Coplin 3: Colocar en H,O destilada durante 5 minutos para rehidratar

Coplin 4: Colocar en solucion de tincion durante 20 minutos

Coplin 5: Colocar en H;O destilada durante unos minutos para enjuagar la
laminillas, repetir el proceso dos veces.

Coplin 6: Colocar en la solucién Stop durante 5 minuto para detener la reaccion

Secar a temperatura ambiente y observar al microscopio.

Es importante considerar los siguientes requisitos durante el ensayo:
e Todo el ensayo debe realizarse en frio y condiciones de oscuridad o bajo
luz roja
e El agua que se utiliza para preparar todas las soluciones y para lavar debe
ser destilada
e El trabajo debe realizarse utilizando guantes y bata de laboratorio
e Las puntasy los tubos Eppendorf deben estar estériles
e En cada ensayo, se debe incluir siempre un control negativo (0.9 % NaCl),
uno positivo (laminillas expuestas al mutageno) y un control de apoptosis

(laminillas con sangre no tratadas a las que no se les aplica la electroforesis)
2. CALCULO DE LOS ESTIMADOS DE DANO
Para estimar el dafio genético mediante el ensayo Cometa se requiere clasificar el

dano en cinco clases o niveles que sirven de base para el calculo de un indicador

(Unidades Arbitrarias) del dafio genético.
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Por cada preparaciéon se cuentan al menos 100 células (en total 200 por
tratamiento) y se anotan cuantas se observaron en cada categoria. Los datos se
registran de la siguiente forma y se calculan las Unidades Arbitrarias (UA) para

cada una:

0 x numero de nucleos encontrados en el Nivel 0 =0

1 x numero de nucleos encontrados en el Nivel 1 = N4
2 x numero de nucleos encontrados en el Nivel 2 = N,
3 x numero de nucleos encontrados en el Nivel 3 = N3

4 x numero de nucleos encontrados en el Nivel 4 = N4

UA =N;+ No+ N3+ Ny

Las UA obtenidas por tratamientos se promedian y el criterio de dafno es el

siguiente:

UA Clasificacion
0-100 No hay dano
101 - 200 Poco dafo

201 - 300 Dafio moderado
301 -400 Dafio severo
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2.1. Caracterizacion de los grados de dafio.

CLASES DE DANO

FOTOGRAFIA

ESQUEMA

Nivel 0
Cabeza con forma circular o
ligeramente ovalada de color
negro intenso, rodeada por una
capa fina de granulos o puntos

en forma de halo.

Nivel 1
Cabeza con forma circular o
ligeramente  ovalada de color
negro intenso, que tiene una
pequefia cola formada puntos
dispersos en uno de los lados de

la cabeza.

Nivel 2
Cabeza con forma circular o
semicircular que tiene una cola
originada desde la mitad o parte
delantera de la cabeza y se
ensancha ligeramente en el

centro.

Nivel 3
Cabeza con forma circular o
semicircular con contornos
difusos que tiene una cola que se
origina desde el inicio de la

cabeza y se ensancha
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significativamente en el centro.

Nivel 4
Cabeza muy pequena de forma

circular. La cola ocupa la

mayoria de la imagen con una

intensidad significativa.

Apoptosis
Células apoptéticas presentan un

nucleo mas pequefo rodeado por

un halo de fragmentos del nucleo

con un limite nebuloso.
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ANEXO 4. EFECTO DEL PH Y EL TIEMPO DE INCUBACION SOBRE LA LISIS
ALCALINA DE LAS CELULAS SANGUINEAS DE E. JOHNSTONEI EN EL
ENSAYO COMETA. LOS DATOS SON MOSTRADOS COMO MEDIA + ERROR
ESTANDAR (N=60).

Tiempo | Respuesta’ pH 10 pH 11 pH 12 pH 13
2h ) 0,75+0,58 | 1,63+0,82 | 0,10+0,17 | 1,40+ 2,30
) 6,1+2,86 |16,92+2,80| 6,53+ 2,44 | 12,37 +3,25
(@ 0+0 24+091 | 0,87+ 0,67 | 0,25+0,29
(© 16,25+3,16 | 7,27+2,85 | 8,72+2,51 | 12,47 +2,97
4h &S 1,45+0,65 | 1,35+ 0,99 0+0 0+0
O 11,5+2,28 | 2152+591|1517+ 4,56 | 4,33+ 2,58
(@ 0+0 0,95+ 0,68 | 0,23 +0,32 0+0
(© 7,17 +1,84 | 13,93 +3,71 | 21,08 + 3,88 | 20,07 + 4,55
8h o) 2,33 £ 1,09 NE NE 0,37 £ 0,43
) 8,2 + 2,47 NE NE 8,53 + 3,41
(@ 0+0 NE NE 2,4 +1,30
&) 14,33 + 3,68 NE NE 19 + 3,03
12 h S NE 0,38+ 0,42 | 0,08+0,10 NE
O NE 17,42 + 2,82 | 14,18 + 3,04 NE
(@ NE 1,65+0,74 | 1,85+0,96 NE
(© NE 8,07 +2,06 | 7,63 +247 NE
16 h © NE 0,15+ 0,15 | 0,17 +£0,20 0+0
O NE 21,77 £ 3,14 | 18,38 + 4,00 0+0
(@) NE 1,12+0,71 | 0,23+0,23 0+0
&) NE 6,2+263 | 923+3,14 |15,87+3,94
20 h © 0+0 0+0 0+0 0,02 + 0,03
=) 3,75+223 | 395+296 | 825+3,08 |17,95+2,98
(@ 0+0 1,85+ 0,82 3,170 0+0
(© 23,63+4,21/33,49+361| 156+2,48 |10,42+270
24 h &) 0+0 0+0 0+0 00
=) 1,02+1,06 | 352+187 | 0,1+0,20 | 3,27+1,53
(@ 0,05+0,10 | 0,08 +0,12 | 0,57 +0,54 0+0
(© 26,15+ 3,32 /30,33 +4,69| 19,65+ 2,14 | 22,17 + 3,57

NE: No evaluado. (1) Leyenda segun lo indicado en la Figura 1.
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