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Introduccion

Dentro de las metodologias utilizadas en el ambito de la Genética Toxicologica el Ensayo
Cometa es reconocido por su sensibilidad, simpleza, rapidez y bajo costo. Es ampliamente
utilizado para evaluar el dafo genotoxico inducido por distintos agentes, y su atencion en
mutagénesis y biomonitoreo ambiental parece incrementarse con el desarrollo de las
continuas mejoras que se van implementando. No obstante, uno de los puntos criticos es la
no uniformidad de la electroforesis que aporta variabilidad a los resultados y también por la
preparacion de los microgeles respectivos. Se propone un nuevo protocolo como alternativa
sencilla y econdmica a las presentes en punta. El disefio reside en ubicar la totalidad de las
muestras del experimento en un solo gel de manera de compensar la utilizacion de
materiales costosos (gel bond) y la preparacidn de geles individuales para cada punto. De
esta manera, todas las muestras son sembradas dentro del mismo soporte y por ende se
evitan las heterogeneidades consecuentes que pueden ser importantes al momento de
interpretar los resultados considerando la sensibilidad extrema de la técnica y la variabilidad
intrinseca del procedimiento electroforético.

Objetivos
Optimizacion de la version alcalina del Ensayo de Electroforesis de Células Aisladas
(COMETA) mediante la utilizacion de geles unicos.

Materiales y Métodos

El disefio fue implementado sobre diferentes lineas celulares utilizadas frecuentemente en el
area de Genética Toxicolégia (CHO-K1; A549; HepG2 y Jurkat). Se realizd la version
alcalina de la técnica de acuerdo al método de Singh y colaboradores (1988) con las
modificaciones en la preparacién de los geles aludidas previamente en la Introduccion.
Mediante 5 entradas experimentales se ajustaron los siguientes parametros: 1) Volumen de
siembra (entre 10 y 25 pl); 2) Numero de puntos por gel (entre 2 y 8), numero de células por
punto (entre 500 y 10000 células) y relacion volumen de suspension celular/agarosa bajo
punto de fusion (ABPF) (1/3, 1/4, 1/5). Los preparados fueron tefidos con Sybr Green | y/o
DAPI y fueron analizados con un microscopio de fluorescencia Olympus BX51. Las imagenes
fueron jerarquizadas en 6 categorias y clasificadas segun su grado de daino en: 0 (sin dafo),
1 (dafio muy leve), 2 (dafo leve); 3 (dafio severo), 4 (daifo muy severo) y células muertas
(apoptoticas y necréticas). En segunda instancia se realizd la validacion del método,
ratificando los resultados obtenidos en células tratadas con un agente quimico, inductor de
dafio genético, y sus respectivos controles, en la version propuesta de la técnica con la
version convencional. El tratamiento estadistico se realizé segun el test t-student.

Resultados

El mejor disefio se obtuvo con un total de 8 puntos por portaobjeto, dispuestos en dos hileras
de 4 puntos cada una. El volumen 6ptimo de siembra fue de 16 pl finales con 1000 células
por punto y respetando la relacién 1:4 (volumen de suspension celular/ABPF). De esta
manera se logro la individualizacidon de puntos adyacentes y la no superposicion de cometas
dentro de los campos de observacion. La version propuesta fue validada estadisticamente ya
que no se observaron diferencias significativas (p>0.05) entre ambos procedimientos.
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Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos se considera que desde una perspectiva estricta de la
exigencia experimental el protocolo propuesto permitiria eliminar la variabilidad intergeles,
que contribuye muchas veces de manera sustancial a la falta de homogeneidad efectiva
entre los diferentes puntos del disefio experimental. De esta manera se lograria la
optimizacion de la técnica a través de variables no consideradas hasta el momento y de
suma importancia para la eficacia de la técnica.



