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El cancer es una enfermedad multi- &lcalis. Este ensayo puede ser aplicado a
factorial con una elevada incidencia y mor- cualquier célula eucaridtica y permite el
talidad. Una condicién indispensable para analisis del dafio genético al nivel de célu-
el desarrollo tumoral es la alteracién en la las individuales. Se utiliza ademas para
secuencia del ADN o mutacion. Las mu- Monitoreo ambiental y andlisis de sensibi-
taciones pueden producir la activacién de lidad a radiaciones. Puede aplicarse en las
oncogenes o la inactivacion de genes su- més disimiles circunstancias, lo que lo hace
presores tumorales (antioncogenes). elegible para estudios de canfpo.

Establecer los niveles de dafio al ADN Uno de nuestros principales objetivos
en individuos y poblaciones es un criterio €S la evaluacion del impacto ambiental so-
importante para caracterizar el riesgo de bre el ADN en diferentes ecosistemas con
sufrir cancer. Por otro lado el dafio al ADN Variable grado de contaminacion. El estu-
puede dar lugar a un incremento en la tasadio de organismos centinelas (peces, anfi-
de malformaciones congénitas cuando no bios, moluscos, aves) no requiere el sacri-
se asocia al incremento de la esterililad. ficio del animal, el que incluso puede mar-

Muchas pruebas se han desarrollado carse para su reevaluacion, de manera que
para detectar dafio al ADN, desde las la alteracion introducida en el sistema es-
bioquimicas y espectrofotométricague  tudiado sea minimé
son muy costosashasta las pruebas Dado que esta técnica permite el ana-
citogenéticas y las basadas en la sedimen-lisis de diferentes tipos celulares en un
tacion del ADN dafiado, pero todas tienen Mismo individuo, brinda una informacion
diversos inconvenientes que pueden mas acabada de los niveles de dafio al ADN
resumirse en gue a mayor sensibilidad del & diferencia de los estudios Citogenéticos
ensayo, mayor cosfo. gue utilizan casi siempre el linfocito de

La electroforesis de células individua- sangre periférica.
les o ensayo cometa es una prueba répida’ En nuestro laboratorio se ha normali-
de bajo costo y con una sensibilidad que zado este ensayo en estudios de monitoreo
supera en mas de 100 veces a las pruebagenético en linfocitos, evaluacion del dafio
citogenéticas y que permite detectar rotu- & ADN Yy la apoptosis inducidos por luz
ras de simple cadena y sitios labiles a los Ultravioleta A (UVA) en queratinocitos



humanos y en la evaluacién de la capaci- 2. Utilizando un ocular con escala para
dad protectora de un seudodipéptido sobre  medir el largo del cometa, el ancho del

el ADN de queratinocitos expuestos a UVA. nucleo y luego obtener una razén que
En Cuba es la primera vez que se apli-  permita cuantificar el dafio.

ca la técnica aunque es actualmente de las

més utilizadas en el mundo. Durante la Los resultados indicaron elevados ni-

normalizaciéon del ensayo fue necesario veles de dafio en los primeros individuos
realizar algunas modificaciones al proto- estudiados. Como no existian anteceden-
colo original de Singli,que no so6lo tes de exposicion a clastégenos y la sensi-
incrementaron la especificidad sino que bilidad de la técnica habia sido comproba-
contribuyeron al ahorro de reactivos. da exponiendo los linfocitos a concentra-
Se aplicé el ensayo alcalino que fue ciones crecientes de, 8, decidimos reali-
descrito en 1988 por vez primera; fueron zar algunas modificaciones, entre las cua-
utilizados linfocitos de sangre periférica les la méas importante fue la de preparar
(LSP) de 21 donantes sanos y querati- las solucionesstock semanalmente. Los
nocitos de la linea NC19 de la ICN Flow. resultados antes y después de las modifi-
Ademas, se determind el grado de dafio al caciones se observan en las tablas.
ADN en 12 individuos sanos residentes

en Ciudad de La Habana. TABLA 1. Resultados antes de las modificaciones
A cada individuo se le tomaron 40 pL

de sangre total que de inmediato se mez- _ Nivel ~ Nivel ~ Nivel  Nivel  Nivel
claron con agarosa de bajo punto de fusién > ° ! 2 3 N

a 37 °C; luego se verti6 la agarosa sobre 1 17 56 6 14 8

un portaobjetos previamente recubierto con 2 2 7 12 B’ 4

agarosa de punto de fusién normal y luego 3 vz % e

de solidificarse la segunda capa se le cu- 5 6 9 18 42 25

brié con otra de agarosa de bajo punto de 6 3 13 31 2% 27

fusién. Cuando se trabajo con quera-
tinocitos, éstos se contaron en una camara
de Neubauer y se utilizaron aproximada-

mente 10 000 células. Se incubaron las |&- TABLA 2. Resultados después de las modificaciones. Evalua-
minas en solucién de lisis 2.5 M NaCl cidn de los LSP de acuerdo con la longitud de la cola del "cometa”

0,1 M EDTA, 10 mMTris. HCI, pH 12,1 % Nivel Nivel  Nivel  Nivel Nl
Triton X-100 a 4 °C por 1 hora en una Suietos 0 1 2 3 4
cubeta de electroforesis horizontal. La co-

X " 35 38 15 7 5
rrida se efectud en euffer0,3 M NaOH 8 33 43 10 8 6
1mM EDTA a 0,7 V/cm durante 30 minu- 9 26 30 17 13 13
tos a 4 °C. Todo el proceso se realizé con }? A 55 gg . g
luz amortiguada. - 12 1 80 9 1 0

Las preparaciones se tifieron con 13 9 73 17 1 0
bromuro de etidio y se observaron 100 cé- 14 0 12 82 5 2
lulas en un microscopio de fluorescencia }g 2 ;3 Zé g f
Olympus. o 17 32 49 20 3

Se compararon 2 criterios de evalua- 18 4 19 50 23 4
cion: 19 0 36 57 7 0

: 20° 4 25 46 18 8

21 10 74 12 3 1

1. Atendiendo al nivel de dafio determina-
do por la proporcion de ADN que esca-  * Indica que el sujeto es fumador. Se evaluaron 100 células en
pa del nucleo. cada caso.
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En cuanto a los criterios de analisis sibilidades de realizar morfometria en

todos los individuos fueron evaluados se- cada laboratorid.
gun ambos criterios y la medicién de la
longitud/ancho de la cola permitié una

clasificacion mas precisa que la basada

en
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