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Evaluacion de ratas Sprague Dawley como biomodelo para detectar dafio
en el ADN de leucocitos de sangre periférica y células hepaticas, mediante el
ensayo Comet.
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RESUMEN

Las rupturas de cadena simple y la formacion de sitios 1abiles al alcali en el ADN han sido parametros
ampliamente utilizados para la deteccion de genotoxicidad y han sido demostradas sus implicaciones
en enfermedades degenerativas, el cancer, y recientemente estan vinculadas al estrés oxidativo. Este
articulo tuvo como objetivo realizar una comparacion en cuanto a la frecuencia espontanea (basal) e
inducida con ciclofosfamida, de las rupturas de cadena simple y la formacion sitios labiles al alcalis en
el ADN de leucocitos de sangre periférica y células hepaticas en ratas Sprague Dawley de ambos
sexos, mediante el ensayo Comet. Se administraron 10 ratas/sexo/grupo durante 14 dias, utilizando un
grupo control negativo (no administrado), dos controles con sustancias vehiculo y un control positivo
administrado con ciclofosfamida 50 mg/kg por via intraperitoneal. Pasado este tiempo se realizo la
electroforesis alcalina de células inviduales en gel de leucocitos de sangre periférica y de las células
hepaticas, para demostrar el posible dafio en el ADN. Se concluyd que esta linea de rata constituye un
buen modelo experimental in vivo para demostrar el dafio primario en el ADN dado la baja frecuencia
espontanea de los indicadores analizados. Ademas bajo nuestras condiciones experimentales resulta
mas factible la utilidad de este biomodelo en las determinaciones de dafo en leucocitos de sangre
periférica en ambos sexos.

PALABRAS CLAVE: Espontanea, inducida, ensayo comet, ruptura de cadena simple, formacion de

sitios labiles al alcali en el ADN, ratas Sprague Dawley, ciclofosfamida.

ABSTRACS
The induction of strand breaks (SB) or alkali-labile sites formation on DNA have been parameters
broadly used for the genotoxicity detection and their implications have been demonstrated in
degenerative illnesses, the cancer, and recently linked to the oxidative stress. This article had as
objective to carry out a comparison to the spontancous basal frequency and induced with
cyclophosphamide, the induction of strand breaks or alkali-labile sites formation on DNA of
leukocytes of peripheral blood and hepatic cells of Sprague Dawley rats of both sexes, by means of the
Comet Assay. We administered 10 rats/sex/group for 14 days, using a negative control group (not
administered), two substance-vehicle controls and positive control cyclophosphamide administered
with 50 mg/kg, intraperitoneal route. The last time of administered was performed the alkaline
electrophoresis them gel individual cells from leukocytes of peripheral blood and hepatic cells to
demonstrate the possible damage to the DNA. These rat line constitute a good in vivo experimental
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model to demonstrate the primary damage in the DNA given the low spontaneous frequency of the
analyzed indicators. Also under our experimental conditions it is more feasible the biomodels utility in
the determinations of damage in leukocytes of peripheral blood in both sexes.

KEYWORDS: Spontaneous, induced, comet assay, strand breaks, alkali-labile sites formation on

DNA, Sprague Dawley rats, cyclophosphamide.

INTRODUCCION

Las rupturas de cadena simple y la formacion de sitios labiles al alcali en el ADN han sido
parametros ampliamente utilizados para la deteccion de genotoxicidad y han sido demostradas sus
implicaciones en enfermedades degenerativas, el cancer, y vinculadas al estrés oxidativo." En 1988,
Singh y colaboradores desarrollaron la variante alcalina de la electroforesis de células individuales
(ensayo Comet), proporcionando por primera vez datos a nivel de célula individual. Este ensayo
consiste en embeber las células en agarosa de bajo punto de fusion para formar un microgel,
someterlas a lisis para eliminar todas las proteinas celulares y permitir el posterior desenrollamiento >
por la interrupcion de los enlaces por puentes de hidrogeno entre las dobles cadenas del ADN bajo
condiciones alcalina/neutras. >*

Al someter al ADN desenrollado a una electroforesis en tamp6n alcalino, los fragmentos de ADN
cargados negativamente o cromatina relajada migran fuera del nticleo en direccion al anodo ° para
formar un halo, * apreciandose una estructura parecida a la de un cometa ° al tefiir el ADN después de
la electroforesis. Las células con un aumento de su ADN dafiado muestran un incremento de la
migracién microsomal del ADN 7 siendo las rupturas de doble cadena las causantes de mayor
frecuencia de migracion del material genético. Por otra parte las células controles tienen un bajo
nimero de rupturas, estas exhiben cometas de nivel 0 de acuerdo con la clasificacion del grado de
dafio al ADN, pero existiendo siempre cierta migracién, * encontrandose un 10% de este en la cola.
Para detectar y cuantificar el dafio al ADN este puede ser tefiido con diferentes agentes como el nitrato
de plata siendo mas frecuentemente usados los agentes fluorescentes.

Este articulo tuvo como objetivo realizar una comparacion en cuanto a la frecuencia espontanea
(basal) e inducida con ciclofosfamida, de las rupturas de cadena simple y la formacion de sitios labiles
al alcalis en el ADN de leucocitos de sangre periférica y de las células hepaticas en ratas Sprague
Dawley de ambos sexos, mediante el ensayo Comet.

MATERIALES Y METODOS.

- Animales: Se utilizaron ratas Sprague Dawley adultos jovenes de ambos sexos (6-8 semanas),
cuyo peso corporal oscilaba entre 180-210 g al termino de la cuarentena, que se mantuvieron en
condiciones controladas: temperatura (25 + 2° C), humedad relativa (60 % * 10 %) y ciclos de luz-
oscuridad de 12 h. El acceso al agua y al alimento (pienso estandar para esta especie suministrado por
el CENPALAB), fue ad [libitum. Estas caracteristicas fueron comunes para todos los grupos
experimentales evaluados en este ensayo. Toda la manipulacion de los animales se realiz6é de acuerdo
con los principios éticos para el uso de los animales de Laboratorio de la Reptblica de Cuba.

- Diseflo experimental: La sustancia a administrar en cada uno de los grupos experimentales era
suministrada en el horario de 10:30-11:30 a.m, y las concentraciones se ajustaron semanalmente en
funcion del aumento del peso corporal. Los animales se distribuyeron aleatoriamente (10
ratas/grupo/sexo), para un total de 20 ratas/grupos.
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En el grupo experimental 1 utilizamos animales no tratados como control negativo, a los cuales se
les realizaba la técnica de entubacion gastrica para que estuvieran expuestos a las mismas condiciones
de manejo que los demas grupos, durante un periodo de 14 dias.

En el grupo experimental 2 utilizamos el tween 65 al 2 %, siendo el vehiculo mas utilizado en la
mayoria de las preparaciones de sustancias oleosas, util como agente tensoactivo; ~'° en el grupo
experimental 3 utilizamos el NaCl al 0,9 %, util como disolvente de la mayoria de las sustancias a
preparar, ''> ambas sustancias fueron administradas por via oral a 2 ml/kg durante un periodo de 14

dias, preparadas 2 horas antes de la administracion.

En el grupo experimental 4 utilizamos como control positivo la ciclofosfamida a una dosis de 50
mg/kg, por via i.p, (Ledoxina®, Lemri, S.A.), la cual se diluyo en disolucion salina (NaCl) al 0,9 %.
La disolucion se administré inmediatamente después de ser preparada, administrada a los animales a
las 48 horas y luego a las 24 horas antes del sacrificio programado a la misma dosis antes descrita a
razoén de 10 ml/kg."

Todos los animales fueron sacrificados bajo atmosfera de éter hasta la perdida total de los reflejos,
en el caso de los grupos experimentales 1, 2 y 3 el sacrificio fue 24 h después de la ultima
administracion pasados los 14 dias, en el caso del grupo experimental 4 tratado con ciclofosfamida, el
sacrificio se realizd 24 horas después de la segunda administracion del mutageno, haciendo coincidir
el dia del sacrificio en todos los casos.

- Obtencioén de leucocitos y de células hepaticas: En un primer paso se realizo la puncion en la cola
de todos los animales y se extrajo una gota de sangre la cual era equivalente aproximadamente a 20-25
p_1’15-17
muestras a 4°C. En un segundo paso, se procedié a obtener las muestras de células hepaticas
realizando la diseccion del animal eutanizado con éter y se cortd un fragmento del 6rgano (0.1 g), el
cual se lavo varias veces con solucion salina balanceada de Hanks (SSBH) a 4°C y se coloco en un 1

para verterla en un vial que contenia previamente 10pl de heparina sddica, manipulando las

ml de SSBH fresco, luego se cred un flujo con la pipeta automatica para dispersar las células y se
tomaron aproximadamente de 20-25 pl de la suspension celular para el analisis.">'’ Todo el muestreo
se realizod bajo luz atenuada para evitar dafio adicional en el ADN, para de esta forma disminuir los
falsos positivos y que la manipulacion no constituyera un factor determinante de los resultados.

Ensayo de electroforesis alcalina de células individuales en leucocitos de sangre periférica y de
células hepaticas (Ensayo Comet): Este procedimiento fue valido para ambos tipos de células aisladas.
Las muestras (20-25 pl),'"” fueron suspendidas en 140 pl de agarosa de bajo punto de fusion al 0,5 %,
después se afiadieron laminas previamente preparadas con agarosa, se sumergieron en solucion de lisis
(NaCl12,5M, EDTA 100 mM y Tris 10 mM, 1 % Triton, 10 % DMSO, pH 10) durante 1,5ha4°Cy
fueron sometidas a 20 min de desenrollamiento en solucion reguladora de electroforesis (3 % NaOH
10 N, 0,5 % EDTA 200 mM, pH > 13). La electroforesis se realizo a 300 mA y 1 V/cm durante 18-20
min. Las laminas fueron lavadas con solucion reguladora de neutralizacion utilizando el Tris 0,4 M a
pH 7.5 y aclaradas con agua destilada. La tincion se realizd con nitrato de plata al 0,05 % y los
nucleoides tefiidos fueron evaluados empleando un microscopio de transmision de luz, por dos
observadores independientes, para luego establecer un promedio entre ambas lecturas. **

Analisis visual: En ambos tipos de muestras se analizaron 200 leucocitos/animal y 100

leucocitos/gel, cuantificandose 100 cometas en el centro del gel. Cada cometa fue clasificado acorde a
la categoria o grado de dafio correspondiente en el ADN entre 0 y 4. '® La magnitud del dafio en el
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ADN fue expresado en unidades arbitrarias (UA) de acuerdo con Collins,” con valores posibles en un
rango de 0-400, segun la siguiente ecuacion: "

UA=0xTCGO+1xTCGI+2xTCG2 +3 x TCG3 + 4 x TCGA4.

TCGO= Total de células grado 0 (células no dafiadas). TCG1= Total de células grado 1 (minima
frecuencia de lesiones en el ADN). TCG2= Total de células grado 2 (dafio moderadamente bajo, con
frecuencia moderadamente alta de lesiones en el ADN). TCG3= Total de células grado 3 (dafio
moderadamente bajo, con frecuencia moderadamente alta de lesiones en el ADN). TCG4= Total de
células grado 4 (células totalmente dafnadas con cometas visibles).

- Analisis estadistico: Las comparaciones entre todos los grupos para analizar parametros del
ensayo Comet (UA y los diferentes niveles de dafio) se llevaron a cabo utilizando la prueba U de
Mann-Whitney. Se estableci6 a priori un nivel de significacion 0=0,05. Todos los andlisis se realizaron
empleando el Statsoft for Windows. StatSoft, Inc. (2003). STATISTICA (data analysis software
system), version 6.°

RESULTADOS

Tabla 1. Ensayo Cometa en ratas Sprague Dawley de ambos sexos sobre la induccion con
ciclofosfamida de dafio al ADN de leucocitos de sangre periférica.

Grupos Unidades
(mg/kg) Arbitrarias
(% Nucleoides)
H 34801024 79.14+432 11.86+5.02 537+3.10 232+1.01 1.31%1.00
Control
Negativo M 3346751  80.10+522 1123£556  5.00+2.89 2i4250i 1.22+0.98
Sustancia H 325641020 8032+7.83 11.11+428 5254299 233+£1.73 0.99+0.34
Vehiculo 1 M 3503£890  7821+9.10 13.19+£4.77 498+233 260+126 1.02=0.83
Sustancia H 33.19£1031  80.46 +6.59 105'7181 = 517+3.15 229+151 1.30+0.99
Vehiculo 2 ’
M 3344+£7.62  79.75+3.83 12194499  496+2.51 2.07+1.65 1.28+1.01
Control - 101.45 + 35.56 + 4347 + 1031 + 6.08 + 478 +
ontro 13.28% 3.55% 3.44% 3.91%* 2.80% 2.46%
Positivo
(CF)! N 106.83 + 32.76 + 44.67 + 10.56 + 7.00 + 5.01
14.11% 4.88* 4.77* 3.68* 2.00% 2.51%

CF (Ciclofosfamida), ' Administracion por via i.p.
*p<0.05 (Comparacion frente al control negativo, test de U de Mann Whitney).
(X media; DE desviacién estandar, por grupo).

Tabla 2. Ensayo Cometa en ratas Sprague Dawley de ambos sexos sobre la induccion con
_ciclofosfamida de dafio al ADN de células hepaticas.

Grupos Unidades
(mg/kg) Arbitrarias
(% Nucleoides)
57.68 11.40 =
H 8227+11.14 1622 19.40£7.11 827 6.01£4.67 551+3.12

Ars Pharm, 2010, Vol. 51 n°1; 49-56



ARENCIBIA ARREBOLA et al. Evaluacion de ratas Sprague Dawley como biomodelo. .. 53

- M 84.83 +9.41 515i771 f 2?(')633; 127'2527i 6.00+ 388  5.44+2.99
59.12 + 18.23 + 12.05 +
Sustancia H  79.11+10.10 5% oo S 18 5624492  4.98+3.22
Vehiculo 1
M 82.96 + 9.80 5155517;: 22.05+9.78 “7'%7; 487+448 5.64+3.10
5839 1971 + 12.90 +
Sustancia H  7752+11.71 s 4 s 3.99+£226 5.01+2.78
Vehiculo 2
M 79.72+11.52 Sféogf 21.00 £ 9.82 lzg'g%i 508+359 487335
Control " 149.30 + 2031 + 40.02 £ 1931 + 10.78 + 9.58 +
P;’S‘i‘tilgo 10.22% 9.29% 15.34% 9.99% 2.80* 1.33*
(CF)! . 149.65 + 18.48 + 42.18 + 2044 + 9.01 + 9.89 +
11.03* 3.41% 16.08* 8.91* 2.41% 1.07*

CF (Ciclofosfamida), ' Administracion por via i.p.
*p<0.05 (Comparacion frente al control negativo, test de U de Mann Whitney).
(X media; DE desviacion estandar, por grupo).

Como se puede observar en la Tabla 1 no hubo diferencias significativas entre el grupo control
negativo y las sustancias solventes 1 y 2 en ambos sexos en cuanto a las U.A y el % de nucleoides
segun el grado en dafio de leucocitos de sangre periférica. No siendo asi para la ciclofosfamida la cual
como era de esperar indujo un aumento del % de nucleoides con grado 1, existiendo diferencias
significativas tanto con el indice anterior como con las U.A y el % de nucleoides con nivel de dafio 2,
3, 4. En cuanto a la induccion de dafio en las células hepaticas se puede observar en la Tabla 2 que
igualmente no hubo diferencias significativas entre los animales controles negativos y los animales
tratados con las sustancias solventes 1 y 2 en ambos sexos, como era de esperar los animales tratados
con estas sustancias se comportaron de forma similar a los controles negativos, e igualmente la
ciclofosfamida indujo un aumento considerable de las U.A y del % de nucleoides en los diferentes
niveles de dafios, pero destacandose su mayor efecto genotoxico en el aumento de la induccion de
dafio al aumentar el % de nucleoides con grado de dafio 1 y 2.

DISCUSION.

Segun los resultados obtenidos por nosotros podemos afirmar que bajo nuestras condiciones
experimentales el % de nucleoides espontaneos de grado 0 en leucocitos de sangre periférica en esta
especie de rata y en ambos sexos se encuentra entre 78.21-80.46 %, lo cual es bastante alto, este
resultado ayudaria a tener una mayor confiabilidad a la hora de evaluar nuevos farmacos etc.
Igualmente para el caso de la determinacion de dafio en las células hepaticas los valores espontaneos
se mueven entre 55.57-59.12 %, un rango mas bajo que la determinacion en el otro tipo celular,
indicando que bajo nuestras condiciones experimentales este biomodelo resulta mas factible su
utilidad en las determinaciones de dafio en leucocitos de sangre periférica en ambos sexos. Ya que
mientras mayor sea la resistencia espontanea al dafio permitira valorar de forma rapida y concisa un
posible desplazamiento de los valores de las determinaciones que se llevan a cabo en este trabajo.”
Resultados que concuerdan con Gonzalez et al.'®, el cual destacd como otros resultados obtenidos en
su investigacion ademas de la evaluacion mediante esta técnica de un producto en desarrollo, la
diferencia de los resultados obtenidos utilizando ambas técnicas, subrayando que las determinaciones
en sangre periférica son mas factibles."

A su vez se puede apreciar en la tabla 1 y 2 que los valores de dafio en el nivel 4, los cuales

experimentan el mayor indice de degradacion del ADN fue mayor de forma espontinea en la
determinacion utilizando las células hepaticas que en la de leucocitos de sangre periférica tanto en los
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animales controles como en los tratados con las sustancias vehiculos 1 y 2."

Los valores de los resultados obtenidos en los controles negativos y las sustancias vehiculos 1 y 2
en ambas técnicas resultaron ser practicamente similares, lo cual nos permite afirmar que dichas
sustancias se pueden utilizar con confiabilidad a la hora de preparar nuestras suspensiones y
emulsiones. Igualmente se destaco la sensibilidad de este biomodelo experimental al dafio inducido
por la ciclofosfamida, pero hemos de destacar que se manifestd de forma diferente entre ambos tipos
celulares, lo cual es biologicamente explicable ya que la ciclofosfamida al metabolizarse en el higado
su metabolito activo es mas toxico que la sustancia en si y por ende provoca un dafio acelerado e
irreversible en el higado por lo cual las U.A se encuentran el rango de 149.30-149.65 destacando de
forma veraz la actividad citotoxica y genotoxica de este clastégeno quimico.”’

Por lo general se ha utilizado como control positivo mas eficiente en este ensayo la bleomicina
unido al uso de este ensayo comet para determinar estrés oxidativo, la bleomicina induce labilidad de
la estructura del ADN y ruptura del ADN al interactuar con el oxigeno y el hierro produciendo
radicales libres.”> La bleomicina se une al ADN a través de su péptido amino terminal y el complejo
activado genera radicales libres que se encargan de la ruptura, lo cual trae consigo la aparicion de
aberraciones sobre todo rupturas de cromatidas, huecos, fragmentos y translocaciones, estas Gltimas en
menor medida.”**

No obstante nuestros resultados alentadores con el uso de la ciclofosfamida, nos permitieron
afirmar que es posible utilizar este mutageno en la induccion de dafio en la estructura primaria del
ADN, destacandose dentro de sus efectos principales la formacion de monoaductos y enlaces cruzados
entre cadenas en consecuencia de la aparicion de rupturas por efectos de los mecanismos reparadores,
los cuales manifiestan una determinada migracion del AND degradado al ser observado en el ensayo a
nivel de células individuales;*** justificando el mayor uso de este mutigeno el cual es mas barato,
facil de manipular, manifestando menor riesgo para el personal, asi como un rapido y facil tratamiento
de desactivacion de utiles contaminados durante el experimento,”®?’ todo esto hace que la
ciclofosfamida se pueda implementar con mayor uso en este ensayo de genotoxicidad, mediante esta
técnica, a la par de que se ha reportado poco en la literatura su uso en este ensayo evaluandolo en
ratas.

En los animales tratados con ciclofosfamida se experimenté mayor induccion de nucleoides de
nivel 4 en las células hepaticas en comparacion con la frecuencia encontrada en los leucocitos de
sangre periférica, justificado por el metabolismo de la ciclofosfamida en el higado, el cual es bastante
activo y para ejercer su accion mutagénica y/o farmacologica es necesario la activacion de la droga en
los microsomas hepaticos, en un primer paso a hidroxiciclofosfamida, transformandose
espontaneamente a aldofosfamida, y posteriormente en las células blanco se convierte en mostaza
fosforamida, del que surgen cuatro metabolitos: -mostaza fosforamida (activo), acroleina, carboxi-
fosfamida y 4-ceofosfamida que son escasamente activos. La ciclofosfamida es inactivada por enzimas
microsomales y hepéticas, con participacion del citocromo P-450.%

Por otra parte al ser diferentes significativamente de forma estadistica los valores de los controles
negativos, controles vehiculos 1 y 2 en comparacion con los tratados con ciclofosfamida, nos permitio
corroborar los resultados obtenidos de forma espontinea e inducida en nuestra investigacion, dando
mayor veracidad a estos resultados.

CONCLUSIONES.

Ars Pharm, 2010, Vol. 51 n°1; 49-56



ARENCIBIA ARREBOLA et al. Evaluacion de ratas Sprague Dawley como biomodelo. .. 55

Se concluy6 que esta linea de rata constituye un buen modelo experimental in vivo para demostrar
el dafio primario en el ADN dado la baja frecuencia espontanea de los indicadores analizados. Ademas

bajo nuestras condiciones experimentales resulta mas factible la utilidad de este biomodelo en las
determinaciones de dafio en leucocitos de sangre periférica en ambos sexos.
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