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RESUMEN

Desde hace varias décadas el ensayo Cometa, o electroforesis alcalina de células
individuales, se ha convertido en un método establecido para el estudio del dafio de
acido desoxirribonucleico, con multiples aplicaciones en ensayos de genotoxicidad,
estudios de biomonitoreo en humanos, epidemiologia molecular y ecotoxicologia;
asi como una herramienta fundamental para investigaciones sobre dafio y
reparacion del acido desoxirribonucleico. Este ensayo se distinguié por su
simplicidad, sensibilidad, versatilidad, rapidez y economia. Es una poderosa técnica
que se basa en la visualizaciéon microscopica de las imagenes del acido
desoxirribonucleico después que las células son embebidas en agarosa, lisadas y
sometidas a una electroforesis alcalina. Esta metodologia basica ha sido ampliada,
y permite ahora, detectar con alta sensibilidad una gran variedad de dafios del
acido desoxirribonucleico en cualquier tipo de células. La inclusién en este ensayo,
de enzimas capaces de producir lesiones especificas en la hebra de acido
desoxirribonucleico, ha incrementado su rango de deteccidon y sensibilidad. Pero es
importante tener claro que su especificidad no es absoluta. El propdsito es destacar
algunos aspectos Utiles de este método y sus ventajas; describir la experiencia en
algunos aspectos técnicos del proceder, normalizado segun las condiciones del
laboratorio en el instituto para ampliar su utilizacion en el pais.

Palabras clave: ensayo cometa; acido desoxirribonucleico; agarosa; electroforesis
alcalina.
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ABSTRACT

For several decades now the comet assay (single cell gel electrophoresis assay) has
been the method used for the study of deoxyribonucleic acid damage, with multiple
applications in genotoxicity assays, biomonitoring studies in humans, molecular
epidemiology and ecotoxicology, and a fundamental tool for research into
deoxyribonucleic acid damage and repair. The comet assay has stood out for its
simplicity, sensitivity, versatility, rapidity and economy. It is a powerful technique
based on microscopic visualization of deoxyribonucleic acid images after the cells
have been embedded in agarose, lysed and subjected to alkaline electrophoresis.
This basic methodology has been broadened, and may now detect with great
sensitivity a large variety of deoxyribonucleic acid damage in any type of cell.
Inclusion in the assay of enzymes capable of producing specific lesions on the
deoxyribonucleic strand has broadened its detection range and sensitivity.
However, it is important to bear in mind that its specificity is not absolute. The
purpose of the present study is to point out some useful aspects and advantages of
the method, and describe the experience with some technical aspects of the
procedure, standardized in keeping with the conditions in the laboratory at the
institute to extend its use in the country.

Key words: comet assay; deoxyribonucleic acid; agarose; alkaline electrophoresis.

INTRODUCCION

El bioensayo cometa, también conocido como electroforesis alcalina de células
individuales (del inglés: Single Cell Gel Electrophoresis Assay), es una prueba que
evalua el dafio del material genético causado por diferentes agentes quimicos y
fisicos.!

El primer acercamiento a esta técnica ocurrié en 1970 cuando Piter Cook y
colaboradores desarrollaron una técnica para investigar la estructura nuclear
basado en la lisis de las células con detergente no idnicos y cloruro de sodio a alta
molaridad.? Rydberg y Johanson introdujeron el uso de la electroforesis, utilizando
células de hamster embebidas en agarosas, las cuales después de ser lisadas en un
medio alcalino, las cadenas de Acido Desoxirribonucleico (ADN) eran visualizadas
con naranja de acridina.® Este método fue modificado por Ostling y Johanson en
1984, quienes fueron los primeros en desarrollar una técnica de electroforesis en
microgeles para detectar el dafio al ADN a nivel de células individuales.* En esta
técnica las células son embebidas en agarosa y son afadidas en laminas de
microscopia para ser sometidas a una electroforesis neutral, tras la lisis en
presencia de sales y detergentes. Las células con una elevada frecuencia de
rupturas de doble cadena (RDC) mostraron una significativa migracion del ADN
hacia el &nodo. Ellos observaron que la cantidad de ADN que migraba hacia el
anodo incrementaba en las células irradiadas en una forma dosis dependiente. De
esta forma Ostling y Johanson fueron capaces de cuantificar la relacion
dosis/respuesta midiéndose la intensidad de la fluorescencia desde la cabeza del
cometa hacia varias posiciones de la cola.®

Las condiciones neutrales limitaron la utilidad del ensayo, es por esto que en 1988,
Singh y col., introdujeron una técnica en microgeles que involucra la electroforesis
en condicién alcalina, para detectar el dafio al ADN en células individuales.® En
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estas condiciones de pH la migracion del ADN es asociada con elevados niveles de
rupturas de simples cadenas (RSC) asociadas con sitios de reparacion por escision
incompletos y sitios labiles alcalis (SLA).

Dos afios mas tarde Olive en el afio 1990, introdujo otra version alcalina de este
ensayo, con esta variante se detectan SLA convertidos en RSC.” Por lo tanto, en la
actualidad existen dos versiones del ensayo Cometa: una, introducida por Sing y
colaboradores, y otra, desarrollada por Olive y colaboradores. Las dos versiones
son similares en principio, pero la mayor diferencia esta dada en los valores de pH
de la electroforesis. El método de Sing, conocida como electroforesis alcalina
porque emplea pH > 13, mientras que el método de Olive, emplea electroforesis
con pH de 8,3 y se conoce como electroforesis neutra. Ambos métodos son capaces
de detectar ruptura de las simple y doble cadenas de ADN, pero el método alcalino
detecta ademas, sitios alcalinos labiles. Por esta razon el ensayo en condiciones
alcalinas es el mas usado.®

El propdsito de este articulo es destacar algunos conceptos acerca del Ensayo
cometa, considerandolo como una técnica util en las ciencias e investigaciones
actuales y describir la experiencia en algunos aspectos técnicos del proceder
normalizado segun las condiciones del laboratorio en el Instituto, explotandose
todas sus potencialidades a través de la divulgacion y compresion de todas sus
ventajas.

METODOS

Los pasos basicos en el ensayo alcalino son:

- Obtencion de una suspensién de células, preparacion de las laminas de
microscopio.

- Lisis de las células con tratamiento enzimatico (opcional).

- Electroforesis alcalina, neutralizacion y tincién del ADN para la visualizaciéon del
cometa.

El ensayo Cometa puede realizarse tanto a partir de la sangre total como de sus
componentes de forma aislada:® eritrocitos, los linfocitos 1° o neutrofilos.*

En las preparaciones a partir de cultivo, la induccién del dafio del ADN puede
lograrse por la accidon enzimatica de la tripsina o por el raspado de las células,
maceracion o homogenizacién. Todos los procedimientos deben ser comparados con
controles.*?

Una vez que se obtiene la suspension celular esta es embebida en metilagarosa al
1 % y montada en una lamina. En el pasado estas laminas eran preparada en
placas precubiertas con agarosa y entonces se aplicaba otra capa de agarosa como
un sandwich de células entre el agar. En la actualidad se utilizan las laminas
especializadas para el cometa con barreras hidrofébicas que contiene agarosa
dentro de pozos. La suspension células/agarosa es afiadida de forma directa al
pozo, lo que reduce el tiempo de preparacion. La agarosa entonces enfriada y
solidificada es sometida a una solucidon que contiene alta concentracion de sales y
detergente a pH 10. El objetivo de esta solucién de lisis es dafiar las membranas
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celulares y nucleares para exponer el ndcleo a alta concentraciones de sal lo cual
solubiliza la histonas que estabiliza la doble hélice del ADN.3

Cuando la lisis es completada las laminas son colocadas en solucién alcalina a
pH>13; el objetivo de este paso es permitir que la solucién de lisis difunda fuera de
la agarosa. Lo mas importante es que la alta alcalinidad rompe los puentes de
hidrégenos entre los pares de bases de la doble hélice de la molécula de ADN. Esto
produce un desenrollamiento de la hebra de ADN y la generacion de fragmentos.

Después del desenrrollamiento alcalino las células son sometidas a una
electroforesis en condiciones alcalina, esto permite la expresion de sitios de ADN de
doble cadenas de simple cadenas y sitios labiles. Los fragmentos de ADN con carga
negativa son atraidos hacia el anodo dando al nucleo la caracteristica de cola de un
cometa.

La capacidad de los fragmentos de ADN de migrar a través de la agarosa depende
de la densidad de la agarosa, el nUmero de roturas, el tamafo de los fragmentos y
las condiciones de la electroforesis.'*

El proximo paso es neutralizar las placas sumergiéndola en una solucidon acuosa de
tris-tampon. Las placas son tefiidas con solucion fluorescente que une al ADN como
son la naranja de acridina, bromuro de etidio e iodo propidiun.*®

El bromuro de etidio es mas usado que el naranja de acridina porque puede
distinguir doble cadenas (las cuales fluorescen verdes) de las simples cadenas de
ADN o de ARN (las cuales fluoricen rojas).

La interpretacion del cometa varia en la literatura. La puntacion visual se obtiene
por categorizacion del cometa en cinco clases (0-4), casi todos los ADN con cola y
reportado en unidades arbitrarias. Esto también puede ser interpretado
reportandose la proporcion de células con dafio (cola del cometa), midiéndose la
extension de la migracion del ADN como radio longitud /ancho con las células que
no exhiben migracion como grado 1. En los ultimos afios se han disefiado software
para el andlisis de las imagenes los cuales producen varios tipos de puntos de
medicion.®

Uno de estos puntos mas populares han sido desarrollado por Olive y
colaboradores.** El momento del cometa es definido como el producto del porciento
del ADN en el cometa (intensidad) y la media de la distancia entre la cabeza y la
posicion de la cola. Este parametro toma en cuanto el tamafio de los fragmentos
(longitud de la cola) y el nimero de fragmentos (intensidad de la cola).

La deteccion de la migracion del ADN alterado depende de varios parametros, tales
como: la concentracion de la matriz de agarosa, el pH, la temperatura y duracion
del desenrollamiento de la hebra de ADN, voltaje, amperaje y duracion de la
electroforesis.’

El principio béasico del ensayo alcalino, es la migracion del ADN en una matriz de
agarosa bajo condiciones de electroforesis bajo voltaje (30 Volts/cm) luego, al ser
observada la célula al microscopio (por fluorescencia o por tincién con plata del
material nuclear), presenta la apariencia de un cometa, con una cabeza (region
nuclear) y cola (formada por fragmentos nucleares que han migrado en direccion
del anodo) por lo que este ensayo es también conocido como ensayo Cometa,
debido al patron de migracion del ADN que se produce en las células dafiada.
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El protocolo de este ensayo ha quedado bien establecido para detectar el dafio al
ADN, sobre todo por las rupturas de cadena, la formacion de sitios labiles al alcali,
los entrecruzamientos ADN-ADN y ADN-proteinas. La aplicacibn mas reciente se ha
centrado en la evaluaciéon de los mecanismos de reparacion de dafio oxidativo en el
ADN en células eucariotas obtenidas tanto de estudios in vivo como in vitro.18

En el laboratorio de toxicologia del Instituto Nacional de Higiene y Epidemiologia de
la Habana, se ha estandarizado el protocolo original de James McNamee y Pascale
Bellier, para el estudio del dafio de ADN en linfocitos aislados.

Este se realiza a partir de la extraccion de sangre total en tubos Vacutainer con
anticoagulante EDTA (etilendiaminotetracético), cumpliéndose los requisitos de
aseguramiento de calidad y de bioseguridad establecidos por el Instituto de Salud
Plblica de Quebec,*® (Protocolo de muestras de sangre para la determinacién de
metales, 2004).

En la fase analitica la suspension de células aisladas y congeladas en su medio, se
fijan por duplicados en unas pequefias camaras que tienen dos pozos sin fondos.
Luego estas células son embebidas en agarosa de bajo punto de fusion para la
formacion de un microgel. En cada corrida se utiliza como control negativo una
muestra de sangre total que no haya recibido dafio y como control positivo una
muestra de sangre que se la ha inducido el dafio con peréxido de hidrégeno como
agente genotdxico. A continuacion se produce la lisis celular en medio alcalino y
alta concentracion de sales, para provocar dafio en las membranas celulares y
nucleares, removiéndose las proteinas por toda la noche a 4° C en la oscuridad.

Las muestras son sometidas a electroforesis alcalina en un ambiente de oscuridad,
luego se pasa a la neutralizacion por un tiempo de 30 minutos a temperatura
ambiente con una solucion de neutralizacion. Los microgeles, se fijan en alcohol
absoluto alrededor de 2 h, sin oscuridad. Las preparaciones son sometidas a tincion
de plata y se realiza el conteo visual por el método de observaciéon directa con
ayuda del microscopio. El conteo se realiza en el centro de cada microgel,
montados por duplicado; se cuenta 100 cometas que de acuerdo a la morfologia de
los nucleos de las células, se clasificaron en diferentes grados (desde 0-4).
Expresandolo en unidades arbitrarias (UA) segun la formula:

UA= # grado O x O + # gradol x 1+ #grado 2 x 2 + # grado 3 x 3 + # grado 4 x 4

En la fase post analitica para la confirmaciéon de los resultados, no existen valores
guias, pero se realiza bajo condiciones de aseguramiento de calidad. En cada
ensayo, se emplea un control negativo y otro positivo, lo que permite analizar la
variabilidad de diferentes grados (desde 0-4).

VARIANTES DE ENSAYOS COMETAS MAS COMUNES

El uso de determinadas enzimas o anticuerpos permiten usar el ensayo Cometa en
la determinacion de mecanismos especificos de accidon genotéxica, dentro de ello se
encuentra el uso de las enzimas endonucleasa 1l para la deteccion del dafio
oxidativo en las bases pirimidinicas o la enzima formamidopyrimidine DNA
glycosylase (FPG, sus siglas en inglés) para las bases purinicas,?° asi como el uso
de anticuerpos especificos de lesion para detectar el dafo inducido por la radiacion
UV (ultravioleta).?!
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La version acelular o subcelular del ensayo Cometa resulta de gran interés en los
estudios de toxicologia genética. En esta variante del ensayo el tratamiento se
realiza sobre el ADN desnudo, por tanto una alteracion en la migracién del ADN
bajo estas condiciones indica que la sustancia de prueba es capaz de inducir dafio
al material genético independiente a la citotoxicidad y al efecto que puedan ejercer
las barreras bioldgicas.??

Casi desde sus inicios el ensayo se emple6 en el estudio de los procesos de
reparacion lo cual solo implicaba incubar un tiempo sin el agente inductor del dafio,
sin embargo, se han desarrollado otras variante novedosa para medir la
reparacion.??

Si bien desde 1993 se publicaron estudios empleandose este ensayo para la
deteccion de apoptosis, cuantificandose las células dafiadas (mas del 85 % del ADN
migrado). Este tipo de dafio se observaba con cinco minutos de tratamiento con
peréxido de hidrogeno en frio y en el tiempo después de irradiar a altas dosis.?* En
los afios posteriores se publicaron dos métodos que eliminandose el paso de
electroforesis e incrementandose el porciento de la agarosa, han logrado obtener
mejor correlaciéon con otros ensayos especificos de deteccidn de apoptosis.?*

En el ensayo Cometa, una incrementada migracién del ADN (cometas categoria 4)
puede ademas, estar asociada con la fragmentaciéon del ADN que tiene lugar
durante los procesos de necrosis o apoptosis.?® En estos casos se deben realizar
ensayos de reparacion para determinar si el dafio es reversible o no, ademas de
otros ensayos especificos para discernir si en el dafio genotéxico del proceso de
apoptosis estéa involucrado.

Roser y colaboradores en el afio 2001, demostraron que el radio apoptosis/cometa
puede variar en funciéon del tipo celular, la preparacion celular, tipo de compuesto y
la concentracion estudiada.?®

El ensayo Cometa se distingue por sus multiples ventajas entre las que se
destacan:

La demostrada sensibilidad para detectar bajos niveles de dafio al ADN.
Rapida realizacion (resultados en pocos dias).

Analisis de los datos a nivel de células individuales.

Requiere un pequefio tamafio de muestra (pocas células).

Flexibilidad y bajo costo.

Aplicable a cualquier poblacion de células eucariotas.?3:2¢

Este grupo de ventajas justifica su amplio uso en metales asi como, en el
biomonitoreo ambiental y humano asi como ensayos clinicos. Esta prueba es
empleada por multiples disciplinas cientificas como la toxicologia genética, el bio-
monitoreo ambiental, la investigacion clinica y la epidemiologia molecular.?*

El ensayo Cometa se ha utilizado en ensayos de genotoxicidad para una gran
variedad de metales pesticidas farmacos como drogas antineoplasicas quimicos
industriales, agroquimicos.?7-2°

Esta técnica es aplicada para determinar el grado de toxicidad de determinadas
sustancias que causan dafio al ADN ya que brinda informacion del mecanismo de
dafio, para lo cual se utilizan endonucleasas especificas que reconocen varios tipos
de bases dafiadas. También puede ser (til para probar si una sustancia tiene un
efecto directo en la carcinogénesis por la adicién de enzimas capaces de
metabolizar el carcin6geno de forma indirecta hacia su forma activa. Por el
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contrario el Cometa también puede utilizarse para determinar el caracter protector
de una sustancia, por ejemplo su capacidad antioxidante de reducir el efecto
oxidativo generado por sustancia como el peréxido de hidrégeno.

Este bioensayo también es util para biomonitoriar el ambiente; se han realizados
estudios en células de peces de lagos contaminados y tejidos de roedores que viven
en los desperdicios.®° Asi mismo también ha sido empleado en biomonitoreo en
humano, por ejemplo en individuo con sospecha de exposicién ocupacional a
agentes que dafan el ADN, o a las células nasales epiteliales en individuos que
viven ciudades con contaminacién ambiental.3!

La aplicacion del ensayo Cometa también se ha extendido a la clinica. Muchos
estudios se han reportados en fumadores y no fumadores, para el analisis de
determinados habitos dietéticos, la actividad fisica, el envejecimiento3?34y en
diferentes enfermedades como el Lupus Eritematosus Sistémico,3>36 Artritis
Reumatoide,®” Diabetes Mellitus® y para estimar la susceptibilidad al cancer.

A pesar de sus multiples aplicaciones, se debe tener en cuenta que este bioensayo
es una técnica inespecifica, pues solo detecta el dafio del ADN y no el agente
toxico, responsable de este efecto. Sin embargo, se puede obtener mas informaciéon
si se correlacionan sus resultados con las técnicas de micronudcleo, porque permite
conocer si el dafio del ADN es reversible o no.

En Cuba el primer reporte de utilizacion de esta técnica fue realizado por
investigadores del Centro de Investigaciones Biomédicas, quienes reportaron la
normalizacion de este ensayo utilizandose linfocitos de sangre periférica y
gueratinocitos humanos.3°

Recién el Instituto Nacional de Higiene reporto la utilizacién de esta técnica para el
estudio del dafio de ADN en nifios portadores de trastornos del espectro autista, en
los que se encontrd un nivel de dafio en correspondencia con la gravedad del
trastorno cognitivo de estos pacientes.*°

CONSIDERACIONES FINALES

Aunque el ensayo Cometa es considerado como una técnica util en las ciencias
biomédicas, se considera que no estan explotandose al maximo todas sus
potencialidades, en las investigaciones actuales. Esto es motivado por la poca
divulgacion y compresion de todas sus ventajas. Esta técnica promete dar
respuesta a aspectos muy importante como son los niveles basales de dafio de ADN
en las células normales, las variaciones en la capacidad de los humanos de reparar
su ADN y regular su reparacion a nivel molecular.
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