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ABSTRACT

Unicellular electrophoresis is a highly sensitive assay to detect DNA
damage caused by various physical, chemical and hiological agents.
Despite Artemia franciscanais an important experimental model in dif-
ferent areas, there are no studies that refer to genotoxicity in Artemia
through this assay. The aim of this study was to establish the protocol
to obtain a cell suspension of A. franciscana appropriate in quality and
quantity to assess single DNA strand breaks through the comet as-
say in the future studies.

Key words: Artemia, cell suspension, comet assay, biomarkers.

RESUMEN

La electroforesis unicelular es un ensayo muy sensible para de-
tectar el dafio en el ADN provocado por diferentes agentes fisi-
cos, quimicos y biolégicos. A pesar de que Artemia franciscana
es un modelo experimental muy importante en diferentes areas,
en la literatura no se encuentran estudios en los que se lleve a
cabo esa prueba de genotoxicidad con células de esta especie. El
objetivo de este trabajo fue desarrollar el protocolo para obtener
una suspension celular de A. franciscana apropiada en calidad y
cantidad para detectar posteriormente rompimientos sencillos en
las cadenas de ADN mediante el ensayo cometa.

Palabras clave: Artemia, suspension celular, ensayo cometa, bio-
marcadores.

La electroforesis unicelular o ensayo cometa ha sido usada am-
pliamente para evaluar el dafio al ADN provocado por diferen-
tes agentes fisicos, quimicos y biolégicos debido a que es mas
sensible que otros métodos que se emplean con el mismo fin y
permite detectar rompimientos de cadena sencilla, sitios sen-
sibles al alcali, entrecruzamiento de proteinas y rompimientos
sencillos asociados con sitios de reparacion por escision de
bases incompleta (Tice et al,, 2000). Otras ventajas que presen-
ta son su bajo costo, rapidez, simplicidad para realizarlo y que
requiere un nimero relativamente pequefio de células (<10,000)
(Singh et al,, 1988; McKelvey-Martin et al., 1993; Fairbairn et al,
1995).

El protocolo de la electroforesis unicelular se ha aplicado
principalmente a modelos in vivo e in vitro de mamiferos y de al-
gunas especies dulceacuicolas como: algas, peces, anfibios y al-
mejas; y marinas como: peces, mejillones, ostiones, y crustaceos
(Cotelle & Férard, 1999; Lee & Kim 2002; Klobucar et al., 2003; Lee
& Steinert, 2003; Sotil et al,, 2007; Dhawan et al., 2009; Frenzilli &
Lyons, 2009; Ternjej et al., 2009; Frias-Espericueta et al.,, 2011; Mo-
sesso etal, 2012). Se han empleado en estudios de genotoxicidad
ya que se ha reconocido que presentan dafios similares a los ob-
servados en los cromosomas y ADN de especies superiores en
particular mamiferos (por ejemplo, aberraciones cromosoémicas,
rompimientos de una sola cadena del ADN y mutaciones puntua-
les; Dixon et al.,, 2002).
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Entre los organismos acuaticos que se han utilizado para
evaluar in vivo el efecto genotdxico de diferentes agentes, se en-
cuentran los mejillones Mytilus edulis (Linee, 1758) y M. arenaria
(Linee, 1767), expuestos a peroxido de hidrogeno y N-nitrosodi-
metilamina (Mitchelmore et al., 1998; Wilson et al., 1998, Hamoute-
ne et al, 2002; Pruski & Dixon, 2002), y anémonas de la especie
Anthopleura elegantissima (Brandt, 1835) expuestas también a
peroxido de hidrogeno, etiimetanosulfonato y benzo(a)pireno (Mi-
tchelmore & Hyatt, 2004). Asimismo se ha trabajado con embrio-
nes del cangrejo azul Callinectes sapidus (Rathbun, 1896) expues-
tos a 2-metil 1,4-naftoquinona 4-nitroquinonina-N-o6xido y con el
camaron de pastos Palaemonetes pugio (Holthuis, 1949) expuesto
a 2-metil-1,4-naftoquinona, cromo y mercurio (Lee et al., 2000; Lee
& Kim 2002; Hook & Lee, 2004). Estos estudios demuestran que el
ensayo cometa es un buen biomarcador para determinar el efec-
to genotdxico ocasionado por diferentes agentes.

Envirtud de que muchas de las especies de moluscos bival-
vos, crustaceos, y poliquetos forman parte de la cadena alimen-
ticia humana, resulta importante contar con procedimientos que
permitan determinar el efecto de los agentes mutagénicos y car-
cinogénicos del ambiente sobre estos organismos. Esto debido a
que la mayor parte de ellos tienen la capacidad para transformar
esos agentes a metabolitos bioldgicamente activos y de acumular
las toxinas en sus células y tejidos en concentraciones superio-
res a las encontradas en el medio (Dixon et al., 2002).

Las especies del género Artemia son parte fundamental de
la cadena alimenticia y contribuyen de manera relevante a la
alimentacion de especies importantes para el consumo humano
(Léger & Sorgeloos, 1984; Amat, 1985; Domingues et al., 2001; Anh
et al,, 2010). Algunas de ellas han sido empleadas como modelos
de estudio en diversas areas como la ecologia, fisiologia, ecotoxi-
cologia, acuacultura y genética (Nunes et al., 2006) debido princi-
palmente a que estos organismos tienen una amplia distribucion
geografica, presentan gran adaptabilidad a condiciones extremas
de ambientes hipersalinos como lagos salados, lagunas costeras
y salinas producidas por el hombre (Van Stappen, 1996).

Considerando la importancia de Artemia como modelo ex-
perimental y de la sensibilidad de la electroforesis unicelular al-
calina para detectar dafio en el ADN, el objetivo de este trabajo
fue establecer el protocolo para obtener la suspension celular de
A. franciscana (Kellog, 1906) para posteriormente detectar rom-
pimientos sencillos en las cadenas de ADN mediante el ensayo
cometa.

Los metanauplios de A. franciscana se obtuvieron de quistes
comerciales (Salt Creek, Salt Lake City, USA) que fueron hidrata-
dos con agua dulce por 30 minutos. Posteriormente se mantuvie-
ron en una solucion de cloro liquido comercial (Clorarex) al 25%,
por 4 minutos agitando suavemente; después fueron enjuagados
con agua corriente a través de un tamiz con luz de malla de 50 ym
hasta que el olor a cloro desapareciera. En seguida los quistes
se transfirieron a un embudo con 500 mL de agua marina artificial
(Coral Life, Carson Calif.) con una salinidad de 35 + 1 g/L, aplican-
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do aireacion continua y luz blanca emitida por una lampara de 40
watts. La eclosién maxima de los metanauplios se obtuvo a las 24
horas. Para obtener la suspension celular se usaron alrededor
de 500 metanauplios de 48 horas de vida, y se maceraron sua-
vemente en 4 mL de agua marina en un mortero de ceramica. El
macerado se centrifugé a 1500 rpm durante 10 minutos y se retird
el sobrenadante. La técnica del ensayo cometa fue realizada de
acuerdo con el protocolo establecido por Singh et al. (1988). Para
la preparacion de los geles se colocaron 110 puL de agarosa de
punto de fusion normal 0.75 % (Sigma), a 37 °C, sobre portaobje-
tos de superficie totalmente esmerilada (Fisher), limpios y desen-
grasados con el detergente Bactium alcalino (Bioclin Cosmética,
México). Se cubrieron con cubreobjetos de 24 X 50 mm para ex-
tender las muestras de manera uniforme. Una vez que se solidifi-
c6 la capa de agarosa se mezclaron 50 L de suspension celular
con 150 pL de agarosa de bajo punto de fusion (Sigma) 0.70 % y
se distribuyd en dos de los portaobjetos previamente preparados.
Se coloct un cubreobjetos y se dejd solidificar sobre bloques de
hielo.

Posteriormente se retird el cubreobjetos y a cada prepara-
cion se le afiadi6 una tercera capa de 75 L de agarosa de bajo
punto de fusidn que se cubrid con un cubreobjetos que se retird
cuando el gel solidificd. Después, los geles se incubaron en obs-
curidad durante al menos una hora a 4 °C, en una solucidn de lisis
preparada con 0.5 mL de triton-X100 (J.T. Baker), 5 mL de dime-
tilsulfoxido (DMSO0) (J.T. Baker) y 44.5 mL de solucion madre de
lisis, la cual se prepard previamente de la siguiente manera; NaCl
2.5 M (J.T. Baker), acido etilendiaminotetracético (Na,-EDTA, J.T.
Baker) 100 pM, tris 10 pM (Hycel de México), tritdn-X100 1 % y
DMSO0 10 % ajustando el pH a 10.

Luego las muestras se colocaron en una cadmara de elec-
troforesis horizontal (BioRad) y se cubrieron con amortiguador
que contenia NaOH 10 N (J.T. Baker) y Na,-EDTA 200 mM (J.T.
Baker), pH 10; se dejaron reposar por 20 minutos para permitir el
desenrrollamiento de la cadena de ADN y en seguida se aplico
una corriente de 25V, 300 mA durante 20 minutos. La cdmara de
electroforesis se mantuvo en un bafio de hielo para conservar la
temperatura entre 15y 17 °C. Las preparaciones se sacaron de la
camara de electroforesis y se lavaron tres veces con amortigua-
dor de neutralizacion Tris 0.4 M, pH 7.5, en intervalos de cinco mi-
nutos para neutralizar el lcali. Cada una de las muestras se tifi
con 50 pL de bromuro de etidio 20 pg/mL (Sigma), se cubrié con
un cubreobjetos y todas se almacenaron en una camara himeda
a 4 °C en obscuridad al menos por 24 horas. Las preparaciones
se analizaron con un microscopio de fluorescencia (Olympus)
equipado con un filtro de excitacion de 515-560 nm y un filtro de
barrera de 590 nm. Se revisaron en promedio 200 células en ca-
da una de las tres repeticiones que se realizaron; la longitud de
la migracion del ADN dafiado (cauda del cometa) se midi6 em-
pleando el software VIDS y los datos se analizaron mediante la
prueba de Rangos Multiples de Tukey. Los datos de longitud de
la migracion del ADN se agruparon en intervalos de 20 pm cada
uno.
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Tabla 1. Datos de migracion del ADN de células en suspension de metanauplios de A. franciscana obtenidos en tres réplicas y distribucion

en intervalos de dafio.

Repeticion Migracion Proporcion de células encontradas en los diferentes intervalos de migracion del ADN (pm)
promedio + EE 1-20 21-40 41-60 61-80 81-100
1 37.16 + 1.85 26.8 25.77 39.18 8.25 0
2 33.50+1.12 29.27 38.21 27.24 4.07 1.63
3 37.27 +1.34 35.47 52.08 32.08 10.57 415
PROMEDIO 35.98 + 1.44 30.51 38.69 32.83 7.63 1.93

EE: Error Estandar

Figura 1. Apariencia de las células de metanauplios de Artemia franciscana en el ensayo cometa. A) Célula sin dafio. B) Célula
con dafio. Escala 10 um.

En la Tabla 1 se observa que los resultados de cada repeti-
cion fueron similares entre si (Tukey, p>0.05), y que el ADN de to-
das las células mostrd desplazamiento por lo que practicamente
el 70 % de los valores se ubicaron en los dos intervalos de menor
dafio. Esto puede atribuirse a factores de estrés quimicos y fisi-
cos como la concentracion de nauplios en un volumen pequefio
de agua marina para poder ser macerados ligeramente y obtener
la suspension celular. Ademas, la desestabilizacion de las enzi-
mas lisosomales afectan al ADN como parte de una respuesta
general de estrés (Dixon et al., 2002).

El ambiente marino constituye un depésito de muchos com-
puestos quimicos naturales y antropogénicos potencialmente
toxicos, por lo que resulta sumamente necesario monitorear sus
efectos sobre el ambiente y las especies que en él habitan. Varias
especies de bivalvos sésiles como Mytilus edulis (Linne, 1758) y
Crassotrea virginica (Gmelin, 1791) han sido empleadas en estu-
dios de este tipo y se ha encontrado que tienen respuestas simila-
res al humano en lo que se refiere al desarrollo de tumores cance-
rosos debido a la exposicion a un mismo agente (Mitchelmore et
al., 1998; Gonzalez-Benitez, 2004), por lo que se consideran espe-
cies centinelas para este efecto neoplasico (Dixon et al., 2002).

No menos importantes son los invertebrados de vida libre
como las especies del género Artemia, en particular A. francis-
cana. Esta especie se encuentra en los primeros eslabones de
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la cadena alimenticia por lo que afecta a los demas eslabones
de la misma (Nunes et al., 2006) y ademas constituyen un modelo
experimental en el campo de la ecotoxicologia. El procedimiento
presentado en este trabajo permite obtener una suspension celu-
lar de A. franciscana apropiada en cantidad y calidad, por lo que
amplia los parametros de toxicidad que pueden registrarse con
este modelo al contar con un biomarcador adicional tan sensible
como lo es el dafio al ADN evaluado a través del ensayo cometa.

El procedimiento desarrollado para obtener la suspension
celular fue apropiado pues en las preparaciones se observaron
células con buena calidad y en cantidad suficiente para el anali-
sis de genotoxicidad. Entre los factores que permitieron lograrlo
se encuentra el que no se requirié disgregar el tejido con algin
tratamiento enzimatico que pudiera afectar la integridad del ADN
y que la velocidad de centrifugacion fue moderada (Figura 1). Se
recomienda emplear aproximadamente 500 metanauplios de 48
horas de eclosionados para que todos los organismos se encuen-
tren en la misma etapa de desarrollo y su sensibilidad a los agen-
tes bajo prueba no varie de manera significativa.
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