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Descriptores DeCS: ELECTROFORESIS/normas; DAÑO DEL ADN.
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El cáncer es una enfermedad mul
factorial con una elevada incidencia y mo
talidad. Una condición indispensable pa
el desarrollo tumoral es la alteración en
secuencia del ADN o mutación. Las mu
taciones pueden producir la activación 
oncogenes o la inactivación de genes 
presores tumorales (antioncogenes).

Establecer los niveles de daño al AD
en individuos y poblaciones es un criter
importante para caracterizar el riesgo 
sufrir cáncer. Por otro lado el daño al AD
puede dar lugar a un incremento en la ta
de malformaciones congénitas cuando 
se asocia al incremento de la esterilida1

Muchas pruebas se han desarrolla
para detectar daño al ADN, desde l
bioquímicas y espectrofotométricas −que
son muy costosas− hasta las pruebas
citogenéticas y las basadas en la sedim
tación del ADN dañado, pero todas tien
diversos inconvenientes que puede
resumirse en que a mayor sensibilidad d
ensayo, mayor costo.2

La electroforesis de células individua
les o ensayo cometa es una prueba ráp
de bajo costo y con una sensibilidad q
supera en más de 100 veces a las prue
citogenéticas y que permite detectar ro
ras de simple cadena y sitios lábiles a 
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álcalis. Este ensayo puede ser aplicad
cualquier célula eucariótica y permite 
análisis del daño genético al nivel de cél
las individuales. Se utiliza además pa
monitoreo ambiental y análisis de sensib
lidad a radiaciones. Puede aplicarse en 
más disímiles circunstancias, lo que lo ha
elegible para estudios de campo.3

Uno de nuestros principales objetivo
es la evaluación del impacto ambiental s
bre el ADN en diferentes ecosistemas c
variable grado de contaminación. El est
dio de organismos centinelas (peces, an
bios, moluscos, aves) no requiere el sac
ficio del animal, el que incluso puede ma
carse para su reevaluación, de manera 
la alteración introducida en el sistema e
tudiado sea mínima.4,5

Dado que esta técnica permite el an
lisis de diferentes tipos celulares en u
mismo individuo, brinda una información
más acabada de los niveles de daño al AD
a diferencia de los estudios citogenétic
que utilizan casi siempre el linfocito d
sangre periférica.6

En nuestro laboratorio se ha norma
zado este ensayo en estudios de monito
genético en linfocitos, evaluación del dañ
al ADN y la apoptosis inducidos por lu
ultravioleta A (UVA) en queratinocitos
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humanos y en la evaluación de la capa
dad protectora de un seudodipéptido so
el ADN de queratinocitos expuestos a UV

En Cuba es la primera vez que se a
ca la técnica aunque es actualmente de
más utilizadas en el mundo. Durante
normalización del ensayo fue necesa
realizar algunas modificaciones al prot
colo original de Singh,6 que no sólo
incrementaron la especificidad sino q
contribuyeron al ahorro de reactivos.

Se aplicó el ensayo alcalino que f
descrito en 1988 por vez primera; fuer
utilizados linfocitos de sangre periféric
(LSP) de 21 donantes sanos y quera
nocitos de la línea NC19 de la ICN Flo
Además, se determinó el grado de dañ
ADN en 12 individuos sanos resident
en Ciudad de La Habana.

A cada individuo se le tomaron 40 µ
de sangre total que de inmediato se m
claron con agarosa de bajo punto de fus
a 37 °C; luego se vertió la agarosa so
un portaobjetos previamente recubierto c
agarosa de punto de fusión normal y lue
de solidificarse la segunda capa se le 
brió con otra de agarosa de bajo punto
fusión. Cuando se trabajó con quer
tinocitos, éstos se contaron en una cám
de Neubauer y se utilizaron aproximad
mente 10 000 células. Se incubaron las
minas en solución de lisis 2,5 M NaC
0,1 M EDTA, 10 mMTris. HCl, pH 12,1 %
Triton X-100 a 4 °C por 1 hora en un
cubeta de electroforesis horizontal. La c
rrida se efectuó en el buffer 0,3 M NaOH
1mM EDTA a 0,7 V/cm durante 30 minu
tos a 4 °C. Todo el proceso se realizó c
luz amortiguada.

Las preparaciones se tiñeron c
bromuro de etidio y se observaron 100 
lulas en un microscopio de fluorescenc
Olympus.

Se compararon 2 criterios de evalu
ción:

1. Atendiendo al nivel de daño determin
do por la proporción de ADN que esc
pa del núcleo.
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2. Utilizando un ocular con escala pa
medir el largo del cometa, el ancho d
núcleo y luego obtener una razón qu
permita cuantificar el daño.

Los resultados indicaron elevados n
veles de daño en los primeros individuo
estudiados. Como no existían antecede
tes de exposición a clastógenos y la sen
bilidad de la técnica había sido comprob
da exponiendo los linfocitos a concentr
ciones crecientes de H2O2 decidimos reali-
zar algunas modificaciones, entre las cu
les la más importante fue la de prepar
las soluciones stock semanalmente. Los
resultados antes y después de las mod
caciones se observan en las tablas.

TABLA 1. Resultados antes de las modificaciones

                    Nivel        Nivel        Nivel        Nivel        Nivel
Sujetos            0             1              2             3             4

1 17 56 6 14 8
2 2 7 12 38 41
3 13 22 16 25 25
4 9 27 23 27 13
5 6 9 18 42 25
6 3 13 31 26 27

TABLA 2. Resultados después de las modificaciones. Evalua-
ción de los LSP de acuerdo con la longitud de la cola del "cometa"

                    Nivel      Nivel        Nivel         Nivel        Nivel
Sujetos           0            1             2               3             4

7 35 38 15 7 5
8 33 43 10 8 6
9 26 30 17 13 13
10 17 52 26 5 0
11* 3 9 50 32 6
12 11 80 9 1 0
13 9 73 17 1 0
14 0 12 82 5 2
15 0 12 77 9 2
16 4 77 15 4 1
17* 3 26 49 20 3
18* 4 19 50 23 4
19 0 36 57 7 0
20* 4 25 46 18 8
21 10 74 12 3 1

* Indica que el sujeto es fumador. Se evaluaron 100 células en
cada caso.
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En cuanto a los criterios de anális
todos los individuos fueron evaluados s
gún ambos criterios y la medición de 
longitud/ancho de la cola permitió un
clasificación más precisa que la basa
en niveles aunque la decisión de empl
uno u otro criterio depende de las p
36
r

sibilidades de realizar morfometría e
cada laboratorio.7
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