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Resumen

En ciencias biologicas, implementar evaluaciones de la fragmentacion del ADN en
cualquier tipo celular, es indispensable para asegurar que esta cumpla su funcion vital
en cualquier nivel de organizacion, debido a regularmente estan sujetas a dafio su ADN,
derivado de las condiciones ambientales que cada vez se ven afectadas por el
incremento de contaminacion y los desechos téxicos, que en su mayoria son causados
actividades antrdpicas. Hay poco interés en evaluar la fragmentacién del ADN, a
excepcion de células humanas, y ademas poco conocimiento de las técnicas que se
pueden implementar en células de organismos, animales y plantas, e inclusive otros con
funciones indispensables para la estabilidad de los ecosistemas. El objetivo general fue
determinar y analizar las causas que producen fragmentacién de ADN en células
procariontes y eucariontes, y las principales metodologias para su evaluacion. Se realizo
la busqueda de articulos y tesis de los ultimos cinco afios (2017-2021) que evaluaron la
fragmentacion del ADN, en diferentes areas de estudio como: el uso inadecuado de los
antibidticos, ecotoxicidad, enfermedades, reproduccién, de acuerdo con los criterios de
inclusion, mediante un analisis comparativo. Como resultado, se recopilo 43
investigaciones que evaluan la fragmentacion de ADN, de las cuales, organismos
procariontes fueron 11, se observa que la principal causa de fragmentacion es el uso
inadecuado de los antibidticos. En el area de la ecotoxicidad este tipo de estudios no se
ha implementado en procariontes; mientras que para las células eucariontes se
registraron 32 estudios donde predominan las evaluaciones en humanos, las areas de
estudio fueron: enfermedades degenerativas, reproduccion y ecotoxicidad, el tema
mayor estudiado fue fragmentacion espermatica. La técnica mas utilizada con 21
evaluaciones fue el ensayo cometa, seguida de TUNEL con 14 estudios, aplicado a la
evaluacion del ADN espermatico. Se concluye que la principal causa de fragmentacién
se debe al incremento del estrés oxidativo, producto del incremento de la exposicion a
téxicos que derivan del incremento de la contaminacion; se sugiere efectuar andlisis del
dafio del ADN en diversos niveles de organizacion, y finalmente utilizar la técnica del
Ensayo Cometa debido a que evalla célula a célula y se ajusta a cualquier tipo celular,

ademas de ser que es accesible y rentable.

Palabras clave: dafio en ADN, tipos celulares, metodologias, factores, consecuencias.
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l. Introduccion
En los diferentes niveles de organizacién, la principal intencién de las especies es su conservacion
genética, que los nuevos organismos sean aptos para resistir al ambiente y prevalezcan lo largo de

generaciones (Rocha y Gasca, 2007).

Tras los hitos del ADN y desde su elucidacién realizada por Watson y Crick en 1953, se ha
determinado que la uniformidad de los organismos, debido a la estructura primaria del ADN, la cual
se encarga de transmitir la informacion genética a proximas generaciones (Mora-Gallardo y Van,
2019).

Con base en el conocimiento de la estructura del ADN, cadena de doble hélice, ha permitido
contribuido a que muchos investigadores, lo implementen con descubrimientos que repercuten en
diversas Areas de conocimiento cientifico como son: biologia, quimica, medicina, fisica e ingenierias
como la bioinformética (Arnold et al., 2016).

Laintegridad del ADN permite el funcionamiento optimo de la célula para que esta cumpla su funcion;
sin embargo, se sabe que el material genético es susceptible a ser dafiado por numerosos agentes

yl/o procesos provocados por las condiciones del medio celular (Zufiiga-Venegas, 2009).

El conocimiento en las células procariotas y eucariotas de la forma y distribucién del ADN es
importante para determinar y realizar la forma de evaluaciéon de su fragmentacion. Por ejemplo, en
las células, procariontes, que carecen de histonas, la metodologia a utilizar para determinar el dafio
en el ADN debe ser ajustado, a diferencia de los métodos ya establecidos para eucariotas (Zufiga-
Venegas, 2009; Salomoén, 2013; Ahammed, 2019).

La fragmentacién del ADN en diversas células ocasiona las mutaciones, transformacién
carcinogénica, muerte celular, entre otros, provocado por diferentes agentes endégenos entre ellos
los radicales libres de oxigeno provenientes de la respiracion celular, por agentes exdgenos, un
ejemplo como luz ultravioleta, ademas los factores contaminantes que han incrementado; en
conjunto, inducen dimeros de pirimidina y la radiacién ionizante que produce gran variedad de dafios

sobre las bases nitrogenadas (Cardona-Tafurt y Marin-Morales, 2014).

Lo anterior, ha despertado el interés en la comunidad cientifica para implementar metodologias qué
evaltan el dafio al ADN; razén por la que la presente investigacion analiza las principales causas de
la fragmentacién del ADN en células procariontes y eucariontes, la aplicacion de técnicas que
contribuyen al conocimiento en las areas donde se han implementado su evaluacion como: la
medicina humana y veterinaria, la reproduccién de los organismos, ecosistemas contaminados, que

tienen aplicacion directa y en conjunto contribuyen en la conservacion de la biodiversidad.
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Il. Marco teérico

Il. 1. Acido desoxirribonucleico

El acido desoxirribonucleico (ADN) contiene la informacion genética necesaria para el
funcionamiento de un organismo; es un polinucleétido con longitud indefinida, cada nucleétido se
compone de tres unidades separadas: un azlcar de cinco carbonos desoxirribosa, una base
nitrogenada: adenina, guanina, citocina o timina, y un grupo fosfato (PO,). Los acidos nucleicos son
moléculas largas, en que los nucledtidos estan unidos por puentes de hidrégeno con una secuencia
definida, es decir que, para cada adenina le corresponde una timina, y para cada citosina una
guanina; de lo cual depende la replicacion semiconservativa, cada una de las dos cadenas del ADN
bicatenario, funciona como molde para producir nuevas cadenas (Lewin, 2008; Salomon, 2013).

El ADN contiene la informacién genética y determina las caracteristicas hereditarias, debido a que
estd a nivel molecular y compactada a través de una compleja serie de interacciones entre sus bases
nitrogenadas, dicha secuencia se utiliza para producir todas las proteinas del organismo y tienen la
capacidad de construir estructuras y de llevar a cabo las reacciones metabdlicas necesarias para la
vida (Schrodinger, 1944; Lewin, 2008).

II. 1. 1. ADN en la célula procarionte
Las células procariontes, antes del nlcleo, se caracterizan por presentar una capsula, pared celular
y membrana plasmatica que la protege, el ADN se encuentra regado en el citoplasma al igual que

los ribosomas, en ocasiones puede presentar flagelos como se observa en la figura 1 (Karp, 2009).

Flagelo bacteriano

Ribosomas

DNA del
/ nucleoide

/_ Membrana plasmatica
Pared celular

~~_ Capsula

Figura 1. Estructura de célula procariota (Karp, 2009).

En las células procariotas, el material genético se caracteriza por ser una molécula grande y circular
gue esta débilmente asociado con diversas proteinas y carece de una membrana que lo rodee
(Curtis, 2008). El genoma se encuentra libre en el citoplasma en forma de un agregado de molécula
de ADN duplex circulares, en bacterias, no existen proteinas asociadas al ADN con una funcion

equivalente al de las histonas (Platter y Hentsche, 2001).
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El tamafio del ADN se ajusta en el citoplasma, esto se debe a la ausencia de compartimentacion
interior dentro de ella. En las bacterias a diferencia de las células eucariotas, son capaces de replicar

su ADN a lo largo de todo su ciclo celular (Platter y Hentschel, 2001; Salomén, 2013).

El ADN plasmatico, es genoma autbnomo de ADN circular y cerrado, constituido por un replicén
independiente, es decir, que se replica una sola vez al mismo tiempo que el cromosoma bacteriano,

y son capaces de replicarse durante un ciclo infeccioso y crean inmunidad bacteriana (Lewin, 2008).

Cabe mencionar que las mutaciones presentes en microorganismos son derivadas de operaciones
celulares normales, o bien causadas por alteraciones aleatorias del ambiente, ademas de ser
provocadas por la ineficacia y uso desmedido de los antibiéticos como profilacticos y terapéuticos
en el control de enfermedades provocadas por bacterias, causando resistencia en ellas (Calderén-
Rojas y Aguilar-Ulate, 2016; OMS, 2021).

II. 1. 2. ADN en la célula eucarionte

Las células eucariotas, nucleo verdadero, tienen una estructura mas compleja como se observa en
la figura 2: a) eucarionte animal, se observa el nucleo, que contiene el nucleoplasma y el nucléolo;
el reticulo endoplasmatico rugoso; el peroxisoma,; el centriolo; los microtubulos; la vesicula; el citosol;
la membrana plasmatica; los microfilamentos; el reticulo endoplasmatico liso; el aparato de Golgi; la
mitocondria y los ribosoma, mientras que en b) eucariota vegetal se observa el nlcleo, que contiene
al neoplasma y el nucléolo; ademas, el reticulo endoplasmatico rugoso; la pared o membrana
plasmaética; el plasmodesmo; la mitocondria; los ribosomas; la vesicula; el citosol; el cloroplasto; el
reticulo endoplasmatico liso; el peroxisoma; el aparato de Golgi; la vacuola y los microtibulos,

asiéndola mas compleja (Gémez-Alvarez, 2007; Karp, 2009).

loroplasto Reticulo
endoplaspia
rugoso

Cilios \Vscdala

Centriolos

Lisosomas Vesiculas Zonuld

occludens

Filamentos

Mitocondrias

Complejo
Lamina basal Ribosomas

de Golgi

A Pliegues (interdigitaciones) basales B

Figura 2. Estructura de células eucariotas: a) animal, b) vegetal (Gomez-Alvarez, 2007).
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Las células eucariotas contienen mas ADN que en las células procariotas, y al ser mas complejo y
compacto, requiere la unién con histonas a lo que se le domina nucleosoma, solo, en los
espermatozoides el ADN se compacta con la protamina, lo cual determina que las células en
interfase solo se observe el nicleo (Salomon, 2013; Sybenga, 2020).

Il. 2. Causas que determinan la fragmentacion del ADN

La fragmentacion de ADN consiste en las roturas de estructura fosfodiéster y se escinde por la
actividad de la endonucleasa, es la caracteristica principal de la muerte celular, por tanto, determina
como un marcador de apoptosis, en este sentido, el ADN fragmentado repercute el funcionamiento
celular y acontece en respuesta a varios estimulos ambientales en las variedades de tipos celulares
(Nagata, 2000; Majtnerova y Rousar, 2018).

Los organismos estan expuestos a agentes liberados al ambiente, principalmente por actividades
son los fisicos que incluyen las radiaciones en todos sus espectros, los compuestos quimicos
inorganicos expuestos en el medio, y los biolégicos dado por parasitos, bacterias, hongos e inclusive
por virus y en conjunto generan genotoxicidad, que afecta el metabolismo celular e incluso del
organismo; de igual manera los hébitats potencialmente toxicos generan altos o bajos niveles de
oxigeno y desencadenan estrés osmatico. En conjunto puede generar consecuencias severas como
la extincion de especies, de poblaciones, comunidades e incluso del mismo ecosistema (Ansoar-
Rodriguez et al., 2015; Corrales et al., 2015; Marca-Yupanqui, 2017).

La fragmentacion del ADN en organismos procariontes y eucariontes esta causada por la alteraciéon
de los habitats y en las primeras, por el uso indiscriminado de los antibiticos y en ambos casos

afectan la conservacién de la biodiversidad con diferentes impactos.

Il. 2. 1. Impacto sobre la fragmentacion del ADN bacteriano generado por los antibioticos

El uso de agentes antimicrobianos es el area terapéutica de la medicina humana y animal es
indispensable para evitar la proliferacion de enfermedades infecciosas causadas por
microorganismos y son necesarios para producir la muerte celular; cabe mencionar que también
fragmentan el ADN de los microorganismos debido a que la mayoria de los antibidticos actuan de

manera inespecifica (Hoyo- Santisteban, 2017).

Los agentes bactericidas generan accidon terapéutica irreversible y los agentes bacteriostaticos
inhiben el desarrollo y reproduccién; el efecto del antibiético depende del medicamento aplicado, la

dosis administrada y el tipo de microorganismo (Cobertura de Salud, 2017).



Por otro lado, Perdomo-Hernandez (2014) clasifica a los antibidticos segln su accién en la célula
bacteriana, como se observa en la tabla 1; es indispensable mencionar a los antibiéticos que realizan
la inhibicidon de la sintesis de los &cidos nucleicos como la Rifampicina, actinomicina D, &cido

nalidixico, ciprofloxacina y norfloxacina.

Tabla 1. Clasificacién de los antibiéticos segun su accion (Perdomo-Hernandez, 2014).

ANTIBIOTICO MODO DE ACCION
Penicilinas, Cefalosporinas, Vancomicina, Oxacilina, Nafcilina, Inhibicién de las sintesis de la pared celular
Bacitracina
Polimixinas, Nistatina, Anfotericin B. Lesion de la sintesis de la pared celular
Cloranfenicol, Aminoglucosidos, Eritromicina, Tetraciclina Inhibicién de la sintesis proteica
Rifampicina, Actinomicina D, Acido Nalidixico, Ciprofloxacina, Inhibicién de sintesis la de acidos nucleicos
Norfloxacina.
Trimetopim, Sulfonaminas Antimetabolitos
Sulbactam, Clavulanato, Tazobactam Inhibidores de betalactamasas

No obstante, Golan et al. (2012) mencionan que los mecanismos de accion de los farmacos
dependen de la genética bacteriana, debido a que actian en dianas moleculares, y se genera la
resistencia por las mutaciones que se encuentran dentro del gen que codifica el objetivo, ademas
que existen tres de fArmacos que actlan sobre la replicacion, trascripcion y traduccion del ADN

bacteriano:

1. Quinolonas: Inhiben determinadas topoisomerasas y las convierten en farmacos que

lesionan el ADN.
2. Los derivados de la rifamicina se unen al ARN polimerasa bacteriana y la inhiben.

3. Los farmacos dirigidos a los ribosomas bacterianos: Inhiben la sintesis de proteina y

actlian en organismos Gram positivos y en Gram negativos.



II. 2. 2. Impacto de la fragmentacion del ADN bacteriano generado por ecotoxicidad en los
ecosistemas
Las bacterias aerobias como anaerobias son indispensables para la salud ecosistémica y a su vez
contribuyen al mantenimiento de la bidsfera. Si las condiciones de los habitats de las bacterias
sobrepasan los niveles permisibles de los indices téxicos de contaminacion, se produce
fragmentacion del ADN, que en consecuencia, desencadena desequilibrio en los ecosistemas;
debido a que los microorganismos ya sean terrestres o acuaticos, tienen un alto porcentaje en la
participacién de la produccién primaria y estan involucrados en todas las etapas de la degradacion
de la materia, finalmente son clave para contrarrestar los contaminantes con huella antrépica
(Lugioyo et al., 2018).

Uno de los principales problemas que contaminan los ecosistemas, y dafia a la poblacion bacteriana
de los ecosistemas, son las industrias farmacéuticas, cada vez, se estan desarrollando mas
medicamentos con ineficacia y mayor dependencia, adiccién a ellos, que han inducido al incremento
de su fabricacién, no obstante, se ha demostrado que generan contaminacion, principalmente en
ecosistemas acuaticos, por la inadecuada gestién de los residuos, y por ende, afecta a la salud de
los ecosistemas (Mackliff-Jaramillo et al., 2020). Las especies bacterianas de los sistemas acuaticos
estdn mucho mas expuestas a los desechos de los antibidticos y les causan toxicidades (Gonzalez-
Pleiter et al., 2013).

Otra de las causas de contaminacion mas severas es la presencia de hidrocarburos, metales
pesados, en el suelo y principalmente en cuerpos de agua, y puede ocasionar genotoxicidad a las
bacterias nativas de los ecosistemas lo que se traduce a la inestabilidad genémica, no obstante, los
avances cientificos han sugerido la implementacién de bacterias que degradan el petroleo, y los

contaminantes, (Cardona-Tafurt y Marin-Morales, 2014).

Il. 2. 3. Enfermedades en eucariontes derivadas de la fragmentacién de ADN en diversas
células

En el area de la medicina humana y veterinaria, el estudio de la fragmentacion de ADN celular, es
indispensable debido a que es un factor que provoca infinidad de enfermedades, por el declive del
funcionamiento de dicha molécula quien constantemente estd expuesta a agentes toxicos,
enddgenos y exdgenos, que provocan alteraciones celulares y la modificacion del material genético
causantes de multiples impedimentos de funciones esenciales (Prados-Carvajal, 2009; Tonina et al.
2017).

Las caracteristicas de los trastornos que ocasionan los fragmentos de ADN, dependen del tipo de
célula y su funcion en el organismo, al ser mas complejos en este nivel jerarquico, se van
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especializando de acuerdo a la estructura y funcién caracteristica de la célula somética, por ende,
se desencadenan multiples enfermedades especificas en torno a su funcion, contribuye a la

apoptosis e inclusive necrosis (Luevano-Martinez, 2017).

Aunado a esto, Zufiiga-Venegas (2009) indica que la reparacion del ADN es la segunda linea de
defensa contra los efectos de los agentes genotéxicos, y la mayoria de las veces los dafios en el
ADN son reparados antes de que la célula entre al proceso de la replicacién, y da como resultado a
las mutaciones, no obstante, la capacidad de reparacion puede influir el riesgo de cancer
principalmente y de otras enfermedades raras con defectos en los genes que codifican para

proteinas de reparacion.

II. 2. 4. Importancia del estudio de la fragmentacion del ADN para la reproduccién de los
organismos eucariontes

La biologia de la reproducciéon de organismos eucariontes, ha ido incorporando una serie de
estrategias reproductivas entre ellas predomina la reproduccién sexual, la cual se lleva a cabo
mediante la fusién de los gametos; sin embargo, no siempre ocurre de manera perfecta, se ha
evaluado que la fragmentacién de ADN en los espermatozoides es el principal factor de infertilidad

masculina (Simon et al., 2019).

En concreto, la integridad espermatica interviene en el momento de producir descendencia, en la
conservacion de una especie determinada y en la expresion de la informacién genética, por
consiguiente, en los Gltimos afios se ha puesto en prioridad el estudio de su fragmentacion (Wiweko
y Utami, 2017).

II. 2. 5. Organismos indicadores ambientales (Genotoxicidad-Ecotoxicidad)

Laffon et al. (2006) aluden que la contaminaciéon del ecosistema, ya sea acuatico o terrestre, se
produce cuando este pierde sus propiedades y su capacidad de mantener los procesos biolégicos
esenciales, que ocasionan enfermedades, afectaciones en su reproduccion de las especies, que
puede llegar a su extincién, en cierto modo, afectan a las comunidades de un ecosistema
determinado. De tal manera se considera indispensable analizar la genotoxicidad de los factores

bidticos como indicadores ambientales presentes en un ecosistema contaminado.

Los organismos claves que se determinan como indicadores genotdxicos ambientales dependen del
interés del investigador y en el ecosistema in situ, las evaluaciones de la integridad del ADN de
dichos organismaos, son importantes por el incremento de contaminacién que afecta la salud de los
componentes del ecosistema y del mismo, que se refleja a su vez en la salud humana; y que en

conjunto afectan a las generaciones futuras (Valencia-Quintana et al., 2013).



Por ello, el monitoreo de contaminantes en el ambiente a nivel genético tiene dos propdésitos: el
primero, analizar su riesgo para los organismos que habitan el ecosistema y el segundo la evaluacién
del riesgo a su exposicion para los humanos (Ansoar-Rodriguez et al.,, 2015). Finalmente, la
aplicacion de estudios de genotoxicidad se da en organismos bioindicadores porque evalla la

presencia y accién de contaminantes en el medio donde la especie vive (Luevano-Martinez, 2017).

Il. 2. 6. La integridad de ADN para la conservacion de la biodiversidad

Se habla de conservacion de la biodiversidad en relacion al ADN fragmentado porque tiene relacion
con las condiciones ambientales donde el organismo habita. Debido a que el ADN, es quien contiene
la informacion genética necesaria para el correcto desarrollo, funcionamiento y estabilidad de la biota
de los ecosistemas (Prados-Carvajal, 2019). Es decir, el mantenimiento 6ptimo de la molécula
responde a las adversidades ambientales, asegura la adaptacion de las especies en los diferentes
niveles jerarquicos, ademas de su éxito reproductivo, que se traduce a la transmision genética entre

generaciones con la finalidad de que la especie prevalezcan en la biosfera.

Il. 3. Principales Técnicas para la evaluacion de fragmentacion del ADN

II. 3. 1. Ensayo Cometa
Rodriguez-Rey et al. (2016) define que el ensayo cometa, también conocido como electroforesis
alcalina de células individuales (del inglés: Single Cell Gel Electrophoresis Assay), es una prueba

que evalla el dafio del material genético causado por diferentes agentes quimicos y fisicos.

El Ensayo Cometa o electroforesis de célula Unica ha sido descrito como un nuevo método para la
deteccion del dafio del ADN por Sing (1988) en su articulo titulado “A simple technique for
quantitation of low levels of DNA damage in individual cell’s”, publicado en la revista, Experimental
Cell Research, en el que se plantea la cuantificacion del dafio en células individuales; analizo
linfocitos humanos expuestos a rayos X y midié el grado de migracion del ADN a través de la
electroforesis de microgel de celda Unica en condiciones alcalinas, al obtener los resultados
esperados, reporta que la técnica es sensible y Util para detectar dafios y reparar células

individuales.

Por consiguiente, Zufiiga-Venegas (2009) describe el protocolo estandar del Ensayo Cometa, el cual
se realiza en condiciones de pH alcalinas con ligeras modificaciones del original, consiste en las
siguientes etapas (Figura 3); sin embargo, la técnica es sometida a modificaciones necesarias

dependiendo del tipo de célula.



Gel de agarosa

Se colocan tres
capas de gelde
agarosa con un
tiempoy
temperatura
determinadas, en
portachjetos bajo
punto de fusién
GIBCO BRL al 0,5 %
en PBS

ENSAYO COMETA

Lisis de las

membranas celulares

La solucién de lisis, de 2,5
NaCl, 100 nM Na,EDTA, 10
mM Tris HCI, DMSO 10%, 1%
Triton X 100y ajustado a pH
10, donde las preparaciones
son sumergidas entre 1y 24
h, a 4 °C. para desintegrar la
membrana celular

Desnaturalizacién y
electroforesis

En una caja de
electroforesis, se llenan
las cubetas con solucién
tampén para que las
preparaciones queden
completamente
sumergidas durante 40
min, posteriormente e
procede a una
electroforesis durante 20
mina25Vya 300mA,
donde el ADN migra del
polo negativo hacia el
positivo

Neutralizacién y
fijacion

Los portaobjetos se retiran
para someterlos a una serie de
lavado con tampén
desnaturalizador (3 veces
durante 5 min), la solucién
tampdn consiste en 0,4 mM
de Tris-HCl con un pH ajustado
a 7,5. Posteriormente las
preparaciones son
deshidratadas depositando en
la superficie de cada una de
ellas 2 ml de etanol durante 3
min

Tincidn y evaluacion

Se depositan 60 pl de bromuro
de tidio a una concentracién de
0,4 pl/mL, sobre cada una de las
preparaciones, y se cubren con
cubreobjetos de 24 x 60 mm,
para ser leido en microscopio de
epifluorescencia.

Figura 3. Metodologia estandar del Ensayo Cometa (Elaboracién propia con informacién de Zufiga-Venegas, 2009).

Finalmente, los cometas se evallan por el nivel de dafio como se observa en la siguiente figura
(Mufoz-Aristizabal, 2009).

Nivel de dafo < 5 %
Ninguno

Nivelde daffio 5-10 %

Nivel de dano 10 -40 %

Medio

Nivel de dafto 40 - 95 %

Nivel de dafo >95 %

Total

Figura 4. Clasificacion morfologica de los nucleos por el nivel de dafio del ADN (Mufioz-Aristizabal, 2009).
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Como consecuencia el Ensayo Cometa, ha sido a lo largo del tiempo adaptado a multiples especies,
ademas de los humanos, que viven en lugares contaminados como: plantas, protozoarios, pequefios
crustaceos, insectos, lombrices de tierra, moluscos, peces, anfibios y mamiferos silvestres (Ansoar-
Rodriguez et al., 2015). En resumidas cuentas, se ha convertido en un método establecido para el
estudio del dafio del ADN de células individuales con multiples aplicaciones, ademas es peculiar por

su simplicidad, sensibilidad, versatilidad rapidez y economia (Rodriguez-Rey et al., 2016).

II. 3. 2. Ensayo TUNEL

El Ensayo TUNEL evalua la fragmentacion del ADN que se asocia con la muerte celular, el método
se basa en la identificacion de los extremos rotos del desoxinucleotidilo transferasa (dUTP) (TUNEL)
(Moore et al., 2021). Fue Gorczyca et al, (1992) quienes estandarizaron el Ensayo TUNEL con el
interés de evaluar células sanguineas, HL-60, caracteristicas de leucemia, y determinaron que las

roturas de ADN medidos por Ensayo TUNEL se asocian con las endonucleasas.

Es preciso afiadir que el principio de la técnica del Ensayo TUNEL, se basa en el etiquetado de 3'OH
termina por una enzima de ADN especifica de 3'OH, del (dUTP). El uso de polimerasa de ADN en
lugar de TdT puede ayudar a determinar el tipo de extremos de 3'OH (nicks, gaps, o oligos colgantes)
porque las polimerasas de ADN necesitan la hebra de ADN opuesta, ademas la produccién de 3'OH
ADN no es exclusiva de endonucleases apoptéticas, 3'OH los extremos del ADN, son una sefal

importante de la mayoria de las enzimas en eucariotas (Moore et al., 2021).

La cinética de tincién de dicho Ensayo, depende de la concentracion del reactivo, la fijacién del
tejido, extension de la protedlisis y accesibilidad de la cadena de ADN que varia entre los tipos de
tejidos, por ello, la importancia de estandarizar una técnica utilizando secciones de tejido con
tratamiento de ADNasa como control positivo y sin tratamiento con TdT como control negativo de
apoptosis para evitar resultados falsos, como se muestra en la figura 5 (Ming-Wen y Kent-Lloyd,
2020).

De acuerdo con Moore et al. (2021) consideran que el Ensayo TUNEL es sensible, rapido y el mas
utilizado a nivel mundial, ademas se puede utilizar en células y tejidos cultivados y para todos los
mecanismos de muerte celular, finalmente afiade que es preciso, cuantitativo, facilmente vinculado
a células particulares o compartimentos de tejido, y se puede combinar con inmunohistoquimica

para permitir una identificacién confiable de los tipos celulares 0 mecanismos de lesiones celulares.
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Figura 5. Ejemplo del ADN espermatico por medio de Ensayo TUNEL: etiquetados negativos (1, 2 y 3) y positivos (a — g)
que indican que estan intactos y fragmentados respectivamente (Ming-Wen y Kent-Lloyd, 2020).

Aunado a lo anterior, la técnica se aplica a diferentes tipos células somaticas y genéticas que
intervienen en las lineas de investigacion, ademas se considera como uno de los métodos
histoquimicos estandar para detectar y cuantificar células apoptéticas de suspensiones celulares,
lineas celulares adherentes y tejidos en etapas posteriores de muerte celular programada, ademas
es aceptado para establecer apoptosis in vitro e in situ, de igual manera, es capaz de detectar la

fragmentacion de ADN no sélo en células apoptéticas (Majtnerova y Rousar, 2018).

Il. 3. 3. DBD-FISH

DBD-FISH (deteccion de rotura de ADN-FISH) detecta y cuantifica la fragmentacion del ADN celular
dentro del genoma o en areas de secuencia de ADN especificas, esta técnica se caracteriza por los
procedimientos de encamado de microgel, ensayos de desenrollamiento de alcalis y FISH;
posteriormente las células atrapadas dentro de una matriz de agarosa sobre un portaobjetos se
sumergen en una solucion de desenrollado alcalina que produce ADN monocatenario (SSDNA),
comienza en los extremos de la molécula o se rompe la hebra interna, pasa el proceso de la
neutralizacién y eliminacion de proteinas en soluciones de lisis, el microgel se deshidrata y las
células se incuban con sondas de ADN. La cantidad de sonda hibridada en una secuencia diana se
relaciona con la cantidad de ssDNA generado por el paso de desenrollo y es proporcional al grado

de rotura local del ADN (Fernandez y Gosalvez, 2002).

El DBD-FISH, se considera como una técnica sencilla y facil de aplicar, ademéas de realizar en
analisis in situ de la fragmentacion de ADN, se puede realizar en todo el genoma, sino también en

regiones especificas de cromatina, lo que permite la heterogeneidad intra - gendémica e inter —
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celular. En cuanto mayor sea el fragmento de ADN, se observa en la figura 6, mayor cantidad de

tefido de fluorescencia (Fernandez y Goséalvez, 2002; Cortés-Gutiérrez et al., 2016).

Figura 6. Ejemplo de espermatozoides degradados después de la deteccion de rotura de ADN-fluorescencia in situ
hibridacion (DBD-FISH) utilizando sonda entera (a) y secuencias especificas (b, c). Los loci de ADN satelital clasicos de 5
bp (b) exhiben un etiquetado DBD-FISH de referencia notablemente mas fuerte que las secuencias alfoides (c) (Cortés-
Gutiérrez et al., 2016).

Asi mismo, la técnica DBD-FISH se emplea con frecuencia en diferentes campos de investigacion
como la genética clinica, la neurociencia, la medicina reproductiva, la toxicologia, la ecologia
microbiana, biologia evolutiva, la genémica comparativa, la gendmica celular y biologia del

cromosoma (Martinez, 2017).

Il. 3. 4. Ensayo de Micronucleos (MN)

Para comprender en qué consiste la técnica, es importante conocer que los microndcleos son
resultado de errores, ocasionados por alteraciones durante la replicacién, y division celular, en el
material genético durante la divisién celular; al ocurrir esto, el material genético se desprende y
queda excluido porque no se incorpora correctamente al nucleo de la célula hija y origina un nicleo

de menor tamafio, denominado micronudcleo (Carranza-Lépez, 2011).

Los autores Countryman y Heddle (1976) estandarizaron la técnica de MN en linfocitos humanos
para evaluar la eleccion de tipos celulares con mayor actividad mitética, posteriormente dicho ensayo
lo mejoro Fenech y Morley en (1985), consiguieron interrumpir el proceso de division celular cuando
la célula sélo sufre una division mitética CBMN: cytokinesis-block micronucleus, de esta forma
impide la citocinesis celular. Ademas, esta validada internacionalmente como bioensayo de
genotoxicidad de sustancias, exposiciones agudas y cronicas, se aplica principalmente para

identificar agentes cancerigenos (Castillo et al., 2011).
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La metodologia de MN en sangre periférica consiste en aislar linfocitos y se siembra, con la finalidad
de que se realice la proliferacion celular, tras transcurrir 44 horas, el cultivo celular se somete a la
accion de citicalasina B se lleva a cabo el bloqueo celular porque las células se someten a un choque
hipotdnico favoreciendo que se hinchen los citoplasmas, se fijan las células con metanol y finalmente
se tifien las preparaciones para poder verlas al microscopio 6ptico; el conteo de MN se realiza sobre

1.000 células binucleadas por cultivo e individuo, como se observa en la figura 7 (Zalacain, 2005).

LINFOCITOS:
MUESTRA - -

alslamiento ¥ recuento

SIEMERA 37 °C/ 5% Cl,

Cltocalasing B, 44 horas tras la slembra

Cosechado celular,

Tinclin y recuento de MM 72 horas tras la slembra
Choque hipotdnico KCLOOTEM /4 5T

Soluctin fjadora: MetanolAeldo acéHeo glacial

Figura 7. Ejemplo de la técnica de microntcleos en linfocitos humanos (Zalacain, 2005).
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[ll. Objetivos

lll. 1. Objetivo general

Determinar y analizar las causas que producen fragmentacion de ADN en células procariontes y
eucariontes, y las principales metodologias para su evaluacion.

[ll. 2. Objetivos particulares

e Determinar los principales factores que causan fragmentacion de ADN por area de
investigacion bioldgica.

¢ Determinar las principales metodologias para evaluar la fragmentacion del ADN en
células procariontes y eucariontes.
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IV. Metodologia

Se consultaron las bases de datos electrénicas de Pub Med y Google Académico, entre el 2017 y
2021, los ultimos cinco afios, donde se buscé los avances en el estudio de la fragmentacion del ADN
en células procariontes y eucariontes. Las palabras claves que se utilizaron fueron: fragmentacion,
ADN, bacteria, enfermedades, espermatico, Ovulos, gametos, genotoxicidad, ecotoxicidad,

evaluacion.

Los criterios de inclusién utilizados fueron, buscar las palabras claves por tipo celular, y por area de
implementacion, primero por células procariontes: antibioticos y ecotoxicidad y para las células
eucariontes: enfermedades, reproduccion y ecotoxicidad. La inclusion de los datos fue limitada a
usar las primeras dos investigaciones por afio donde se identificd el tipo de célula de estudio,

organismo evaluado, la técnica utilizada y que explicara la causa de estudio.
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V. Resultados

En la actualidad la perturbacién que tienen los ecosistemas con la utilizaciéon de insecticidas,
fertilizantes, o agroquimicos en general y en lo particular el uso y abuso de farmacos, asi como el
cambio climatico inciden en alteraciones al ADN de organismos de diferentes grupos taxonémicos,
por lo cual el tema de la evaluacién de la fragmentacion del ADN esta teniendo un incremento
significativo, ya que permitird identificar el impacto, y mantener la salud de los organismos y
ecosistemas.

Se ha demostrado los efectos que tienen los contaminantes en estos ecosistemas, en salud humana
y veterinaria. Pueden provocar genotoxicidad y afectaciones en la reproduccién de los organismos.
De las investigaciones analizadas se reportan 43 investigaciones, las cuales se observan en las

Tablas 2, 3, 4, 5, 6 y 7, clasificados por area de estudio como se observa en la figura 8.

/ GSH
\
. Uso de antibidticos 4 Ensayo Cometa
|

/ Procarionte L TUNEL
z | | Ecotoxicidad | sin estudios recabados
a | !
<T
c
Q
=N ( Ensayo Cometa
S Enfermedades ¢
g " TUNEL
DED | [ . [ Ensayo Cometa
© ( Ovulos | TUNEL
o ) L KT
Eucarionte ./ Reproduccién | [ TUNEL

. | SCD
‘ | Espermatozoides | SDI
| L KIT
\ | Ensayo Cometa
\ [ Ensayo cometa
Ecotoxicidad | | i
Microntcleos

Figura 8. Fragmentacion ADN, tipo celular, area y metodologia empleadas Elaboracion propia con informacion de
(Ajiboye et al., 2018; Anifandis et al., 2018; Simon et al., 2019; Rodriguez — Narvaez, 2020 y Ho et al., 2021).

En la tabla 2, se muestra la informacion de la fragmentacion causada por el uso de antibidticos, en
el area de la salud humana y veterinaria; sin embargo, a pesar de su importancia, no se determinaron
evaluaciones de microorganismos en los ecosistemas como indicadores de alteraciones
ambientales.

En cuanto a los organismos eucariontes, la primera area de interés fue la medicina humana y
veterinaria, se obtuvieron alrededor de 2, 770, de los cuales se detecté mayormente informacién
sobre la medicina humana en diversos tipos celulares, en la Tabla 3 se observa de manera especifica

que los linfocitos de sangre periférica, fueron las células mas evaluadas.

En la tabla 4, se observan las evaluaciones de la fragmentacion del ADN espermaético, la cual indica
que la técnica mas utilizada es Ensayo TUNEL, cabe resaltar que, para esta area, los investigadores
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han desarrollado técnicas especificas para evaluaciones de ADN espermatico: el ensayo de la

estabilidad de la cromatina espermatica (SCSA) y dispersién de cromatina espermatica (SCD) y que

ademas en los Ultimos afios, se han realizado recopilacién bibliogréfica de estas evaluaciones, por

su importancia e impacto en el area de la reproduccién humana.

Tabla 2. La fragmentacion del ADN y su implicacion con respecto al uso de los antibidticos.

Tipo de bacteria analizada Causa de analisis Area de Metodologia Autor
implicacion
Escherichia coli, Estrés oxidativo Médica GSH Oloyede et al.
Pseudomonas Aeromonas, causado por el uso (2017).
Aeruginosa y Staphylococus | de los antibidticos
aureus.
Escherichia coli, Estrés oxidativo Ecotoxicidad | GSH Ajiboye et al.
Pseudomonas aeruginosa, causado por residuos (2017).
and Staphylococcus aureus téxicos presentes en
el ambiente
Acinetobacter baumannii Estrés oxidativo dado | Médica GSH Ajiboye et al.
(gram-negativas) por antibiodticos (2018).
Escherichia coli Antibidticos Médico Electroforesis en Marathe et al.
Ecotoxicidad | gel (2018)
Staphylococcus aureus Antibiéticos Médico Ensayo de Ahammed et al.
desplazamiento (2019).
de gel de agarosa
y TUNEL
Escherichia coli Estrés oxidativo dado | Médico TUNEL Kimy Lee (2019).
por efecto de
Antibidticos
Actinobacteria Residuos a los Ecotoxicidad | Ensayo de Ouyang et al.
antibiéticos desplazamiento (2019).
(electroforesis)
E. coli Resistencia a los Médico TUNEL Lee et al. (2020).
antibioticos
Gram positivas Resistencia a los Médica TUNEL Zheng et al. (2020)
Staphylococus aeurus, antibibticos
Enterococcus Antibiéticos en Ecotoxicidad | TUNEL Ho et al. (2021)
cuerpo de agua y microbiota
del
ecosistema
Escherichia coli Resistencia a los Médico TUNEL Kimy Lee et al.
antibiéticos (2021).




Tabla 3. Fragmentacién de ADN de células eucariotas y su implicacion con enfermedades.

Tipo de célula eucarionte [ Organismo Causa de analisis Método de Autor
evaluacion
Leucocitos (sangre Humanos Herbicida glifosato Ensayo cometa Barbosa et al.
periférica) (2017).
linfocitos (sangre periférica) | Humanos Cloroquina Ensayo cometa Amesquita et al.
(2017).
Linfocitos (sangre periférica) [ Humanos Genotoxicidad por glifosato en | Ensayo cometa Almeida-Sierra
formulacion Roundup (2018).
Linfocitos (sangre periférica) | Humanos Dafio oxidativo y por Ensayo cometa Londofio-
metilacion Velasco et al.
(2018).
Fibroblastos de rifion, Humanos Disolventes téxicos derivados Electroforesis en | Zuriaga-Marco
queratinocitos del epitelio, de la biomasa gel de agarosa (2019).
Células hepéticas Ratas Estrés oxidativo ocasionado Ensayo cometa Mendoza et al.
por la diabetes mellitus (2019).
Epiteliales Raton Radiacion UVA, UVB y UVC Ensayo cometa Olarte-Saucedo
et al. (2020).
Sangre periférica Humanos Arsénico en el agua de Ensayo cometa Quiroga et al.
consumo (2020).
Leucocitos periféricos Humanos Dafio del ADN con pacientes Ensayo cometa Pupo-Balboa
con cancer tratado (2021).
MCF-7 células Humanos Efecto de Valeriana rigida y TUNEL Lizano-Guzman

cancerigenas

Valeriana decussata en la
apoptosis tardia de células

cancerigenas

(2021).
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Tabla 4. La fragmentacion del ADN en espermatozoides.

pérdida temprana de

embarazo

Tipo de célula Organismo Causa de analisis Método de evaluacion Autor
eucarionte evaluado
Espermatozoide Humanos Infertilidad masculina | TUNEL Ribeiro et al.
(2017).
Espermatozoide Humanos Infertilidad masculina | TUNEL y SDI Franco (2017).
Espermatozoide Humanos Infertilidad masculina | TUNEL Kim (2018).
Espermatozoide Humanos Infertilidad masculina | kit Halosperm® Anifandis et al.
inducida por el (2018).
herbicida glifosato
Espermatozoides | Humanos Infertilidad Ensayo cometa, Tunel Simon et al
Assay, Ensayo de (2019).
estructura de cromatina
de espermatozoides
(SCD) ensayo de
dispersion de cromatina
de espermatozoides
Espermatozoides | Humanos Infertilidad Resefia de evaluaciones Hamilton y
de técnicas D’Avila (2020).
Espermatozoides | Humanos Resultado de la Ensayo cometa, Tunel Sugihara et al.
inseminacion Assay, Ensayo de (2020).
intrauterina, que estructura de cromatina
implica en la de espermatozoides
infertilidad. (SCD) ensayo de
dispersién de cromatina
de espermatozoides
Espermatozoides | Raton Infertilidad después TUNEL Ming-Wen y
de la criopreservacion Knet-Lloyd
(2020).
Espermatozoides | Humanos Infertilidad masculina | TUNEL Sharma et al.
(2021).
Espermatozoides | Humanos Biomarcador para la Ensayo cometa Haddock et al.

(2021).

En cuanto a las evaluaciones en las células ovaricas, se reportan tres articulos si evaluaron la
fragmentacion de ADN en évulos como se observa en la tabla 5, en su mayoria con el Ensayo

TUNEL, con interés en la reproducciéon humana.
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Tabla 5. Fragmentacion de ADN en 6vulos.

Tipo de
célula Organismo Causa de andlisis Método de Autor
eucarionte evaluado evaluacion
Ovocito Porcino Interrupcion en la maduracion Ensayo cometa Santos et al.
nuclear, por la toxicidad (2017).
Ovulo Humano Estrés oxidativo dado por el cultivo electroforesis y Kit | Tiwari et al.
in vitro de TUNEL (2017).
Ovulo Humano pacientes sometidas con TUNEL Ruvolo et al.
fertilizacion in vitro (2019).

Se reportaron evaluaciones de la fragmentacién de ADN espermatico principalmente en humanos,
en su excepcion, se encontré una evaluacion de la fragmentacion de ADN espermatico en la
comunidad ictiofaunistica. Se utilizaron en Ensayo Cometa y se relaciona con la ecotoxicidad de su
hébitat; ademas con la pérdida de la biodiversidad representado en la tabla 6.

Tabla 6. Fragmentacién de ADN en gametos.

Conjunto de
Tipo de célula organismo Causade Método de evaluacion Autor
eucarionte evaluados analisis
Espermatozoide Ictiofauna Produccién de Ensayo cometa Lépez- Hernandez

especies nativas

et al. (2018).

Las evaluaciones gue se han realizado de toxicidad en organismos bioindicadores de contaminacién
fueron 659, de las cuales, la célula mayor evaluada es la sangre periférica y muestra un equilibrio
en el interés de un organismo de la biota de vida silvestre, como se observa en la tabla 7, en este
caso, si realizan evaluaciones en eucariotas vegetales, sin embargo, no dejan de lado a la salud
humana; en su mayoria realizan las evaluaciones con el ensayo cometa y con la técnica de

micronucleos.
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Tabla 7. La fragmentacion del ADN de células eucariotas y su implicacion con la ecotoxicidad

Tipo de célula Organismo Método de
eucarionte evaluado Causa de analisis evaluacion Autor

Linfocitos de Humanos Presencia de Ensayo cometa Quijano-Vargas
sangre hidrocarburos Aromaticos (2017).

periférica Policiclicos en el aire

Linfocito y Humanos y Genotoxicidad que genera | Ensayo cometa Mendoza-Almeida
células de Leishmania el Latex de Musa (2017).
Leishmania spp | spp paradisiaca L. “platano”

Eritrocitos de Tilapia nilotica | Contaminacion de agua Micronucleos Tello-Vallejo
branquias por materiales pesados (2018).
Sangre ratones genotoxicidad provocada Ensayo cometa y Neira et al. (2018).
periférica por Aceites esenciales micronucleos
provenientes del género
Lippia
Sangre raton Acumulacién de Ensayo cometa de la Cruz -
periférica materiales pesados de Guarneros (2018).
Lyomys irroratus
Sangre humano Contaminacion del aire en | Ensayo cometa Tames (2019).
periférica ambientes internos de
viviendas
Celulosa Allium cepa Ecotoxicidad de agua Micronucleos Rodriguez -
residual Narvéaez (2020).
Células de la humanos Pesticidas Microndcleos Bianco-Sadil et al.

mucosa bucal

variedades “seda” e “isla

en su uso medicinal.

(2020).

En la blsqueda de conservacion de la biodiversidad, no se encontraron datos que realizaran

evaluaciones de la fragmentacion de ADN en especies, 0 conjunto o poblaciones.

Finalmente, en el analisis de las técnicas de evaluacion, se observa que la técnica mas frecuente
para evaluar la fragmentacién del ADN es Ensayo cometa, ya que 21 (48%) de investigaciones la
ocuparon, seguido del ensayo TUNEL con 14 (32%), la cual se usé principalmente en evaluaciones
de fragmentacién de ADN espermaético, seguido de SCD (4%) y SDI (2%). Ademas se observa que
los demas porcentaje corresponden a evaluaciones de microndcleos (9 %,), GSH (7% ) en

procariontes y finalmente el implemento de kits (4%).
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= Cometa =tunel = micronucleos = gsh SCD = kits = SDI

Figura 9. Numero de metodologias que evallan la fragmentacion del ADN en las investigaciones

consultadas.
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VI. Discusion

De acuerdo con Nardelli y Tunez (2017) todos los seres vivos modifican su entorno durante su ciclo
de vida, y realizan los intercambios de materia y energia para mantener sus funciones vitales, sin
embargo, algunas de las actividades antropicas generan residuos téxicos y los organismos son

afectados en la fragmentacién del ADN, como respuesta a la exposicion de los genotoéxicos.

En cuanto a los organismos procariontes, la primera area de impacto fue en respuesta al uso de los
antibiéticos, con mayor interés en la medicina humana, bacterias patégenas, las cuales a lo largo de
la historia han producido enfermedades infecciosas siendo causantes de muerte (Hoyo- Santisteban,
2017). Desde el siglo pasado los cientificos las han combatido mediante el uso de antibiéticos, sin
embargo, el exceso y el uso inadecuado que han generado resistencia bacteriana. Segun la OMS
(2021) hoy dia, es una de las 10 principales amenazas de salud publica a nivel mundial e incrementa

los costos de los tratamientos de enfermedades y repercuten en la economia y muerte.

Asociado a esto, la evaluacién de fragmentacion de ADN también se ha reportado para la microbiota
de los ecosistemas en respuesta a los efectos de toxicidad en su hébitat que ejercen los antibiéticos
gque son desechados en suelos y cuerpos de agua principalmente (Ouyang, 2019). La microbiota
ambiental también genera resistencia bacteriana, sin embargo, la presencia de antimicrobianos
principalmente en el suelo, pueden afectar la microbiota y ademas ser absorbidos por las plantas,
por lo tanto, genera una pérdida de la poblacién, que en general, afecta la regulacién propia de los

ecosistemas (Correia y Marcano, 2015; Marathe et al., 2018).

Con relacion con estas implicaciones de ecotoxicidad, surge el interés de realizar las evaluaciones
de la fragmentacion del ADN de la microbiota presente en los ecosistemas, para evaluar la respuesta
a contaminantes, algunos generados por actividades antrdpicas: por ejemplo, la agricultura, la
ganaderia, aguas residuales, las plantas de tratamiento, las cuales repercuten en la estructura

quimica del ADN y lo fragmentan (Di-Marzio et al., 2020).

En consecuencia, los antibidticos para el uso médico, repercuten de manera abrupta para la salud
humana, veterinaria, sin dejar de lado la microbiota de los organismos (Hoyo- Santisteban, 2017), y
también interrumpen la estabilidad dinamica de las poblaciones bacterianas propias de los
ecosistemas, llevandolas al declive, de tal manera que la implementacion de nuevas técnicas de

evaluacion de fragmentacion del ADN para los componentes mencionados sera de utilidad a futuro.

Por ejemplo, una de las técnicas que se han reportado es la de GSH; Denzoin—Vulcano (2013)

menciona que GSH es una molécula Unica, la cual participa en aspectos esenciales de la
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homeostasis celular, teniendo un rol central en la defensa contra el dafio oxidativo, por ende, implica
en la sobrevivencia celular, modulacién de la muerte celular, tanto en el proceso de necrosis, como
en el de apoptosis. Por ello, autores como Ajiboye et al. (2017) aplican esta técnica para evaluar la

fragmentacion del ADN con sus modificaciones adecuadas en célula procarionte.

No obstante, los resultados indican que el Ensayo TUNEL es el segundo mas utilizado en los ultimos
tiempos, con el 33% con respecto a los articulos analizados, principalmente lo implementar para
evaluar la fragmentacion del ADN espermatico, aungue los autores como Majtnerova y Rousar
(2018); Moore et al. (2021) aseguran que es una técnica con ventaja, porque esta basado en los
extremos del ADN en lugar de analizar los fragmentos, ademas es rapida, sencilla y facilmente se
ha adaptado a los diferentes tipos celulares; sin embargo, se considera que no es tan exacta para
los organismos procariontes porque justo no evalta células individuales, en cambio con la técnica
de Ensayo Cometa se realiza célula a célula, como sefiala el estudio de estandarizacion general que
realiz6 Zufiga—Venegas (2009), la cual, representa el primer lugar de las investigaciones

consultadas con el 49 %, principalmente ocupado en células eucariontes.

La necesidad de realizar las estandarizacion de protocolos de fragmentacion de ADN y por ende, su
evaluacion con respecto a los desechos de los antibiéticos, también se sugiere con respecto a que
en la actualidad han surgido “farmacias verdes”; de acuerdo con Mackliff-Jaramillo et al. (2020)
asegura que los productos naturales, favorecen al area de la medicina y ecosistémica, haciéndola
una opcion sustentable con el medio ambiente, debido a que reduce el empleo de sustancias toxicas;
sin embargo, esto no implica que sean totalmente inocuos, estos también tienen que ser evaluados
y sometidos a regulacion (Pérez-Vasquez et al., 2019). Aunado a esto, se considera necesario
implementar técnicas de evaluacion de la fragmentacién del ADN de la biota para ver su eficacia en

la salud y erradicar la pérdida de la biodiversidad ecosistémica por la contaminacion de sus habitats.

En primera instancia, para las células eucariotas con respecto a enfermedades, se prioriza con el
100 % evaluaciones de fragmentacién del ADN con beneficio en la salud humana, a pesar de que
hay dos estudios en ratas, las evaltan con el fin médico humano; principalmente las realizan en
células de sangre periférica, seguida por células epiteliales y posteriormente en células
cancerigenas; el ser humano interactia con la naturaleza, es decir, también interactia con el medio
biético y depende del abidtico del lugar donde habita, por ello, no esta exento de la exposicion de

los componentes contaminantes que son nocivos para la salud (Quiroga et al., 2020).

De manera que se generan radicales libres y las especies reactivas al oxigeno, provocan estrés
oxidativo, afectando a los lipidos, proteinas y al ADN, y en el Ultimo especificamente, provocan
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senescencia celular, la aparicion de enfermedades cardiovasculares, neurolégicas y neoplasicas
(Ledn-Regal, 2018).

En consecuencia, el estrés oxidativo es la causa principal para realizar las evaluaciones de la
fragmentacion del ADN, principalmente se realizan en células sanguineas periféricas, se atribuye
por la facilidad de la extraccion de las células, y en este sentido, es de suma importancia el andlisis
para el sistema inmunolégico, de acuerdo con Londofio-Velasco et al. (2019) quienes utilizan células
de sangre periférica de pintores expuestos a solventes organicos, los cuales, pueden llegar a

desarrollar enfermedades entre ellas cancer que se asocian con la inestabilidad genética.

Algo semejante ocurre con lo reportado por Almeida-Sierra (2018) en leucocitos humanos, pero en
respuesta al herbicida glifosato en su formulacién comercial (Roundup), ademas menciona que hay
reportes en tejidos, y orina, no obstante, considera que el herbicida, también tiene efectos
secundarios en plantas y animales, y pone su salud en deterioro. Finalmente, Amésquita et al. (2018)
asegura que los linfocitos humanos mas maduros, presentan mayor resistencia al dafio de estrés

oxidativo.

De la misma forma, en diferentes tipos celulares se evalua la fragmentacion del ADN con el interés
de detectar alguna enfermedad, incluso usando organismos para realizar las pruebas con interés
médico, como por ejemplo para proteger el higado en pacientes con diabetes mellitus con
dosificaciones de vitamina C, Mendoza et al. (2019), por ejemplo, utilizaron el rifidén de ratas para
evaluar dicha relaciéon lo que les resulta beneficioso, debido que la vitamina C evita el dafio en el
ADN; otro ejemplo se presenta en células epiteliales, también en ratones de laboratorio, con el fin
de evaluar el dafio del ADN que ocasiona la radiacion UVA, UVB y UVC en células de mamiferos y

confirman que les genera dafio en el ADN.

Finalmente, la fragmentacion del ADN de diversas células, es uno de los principales factores para
desencadenar células cancerigenas, y por ello, se ha tomado el interés médico el evaluar células
cancerigenas, cabe recordar que es una de las consecuencias de la fragmentacién del ADN, de
acuerdo con Lizano-Guzman (2021) considera que el cancer se deriva de células apoptéticas, y opta
por realizar estas evaluaciones con el fin de evitar la metéastasis en diferentes 6rganos y/o tejidos,

para todas las células eucariotas en mamiferos.

En este sentido, evaluar las células eucariotas de los mamiferos de vida silvestre, es de suma
importancia para la salud médica y veterinaria, debido a que se encuentran amenazadas 0 sujetas

a una fuerte presion por el incremento de las malas condiciones de sus habitats, tendiendo a
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enfermarse, con una fuerte carga parasitaria, y que en consecuencia, por ser parte de la cadena
trofica, puede llegar a causar zoonosis (Gonzéles-Salas et al., 2020).Como se observa en los
resultados, los diversos autores han priorizado la salud humana, no obstante, se considera que es
recomendable para combatir enfermedades para los otros animales, también los resultados
muestran que el Ensayo Cometa, es la técnica que se adapta a la evaluacion de cualquier tejido y
organismo para detectar el dafio del ADN como: sangre, médula 6ésea, tejido cerebral, mucosa
gastrointestinal, higado, pulmén, riidén, mucosa nasal, piel, bazo, gbnadas y gametos (Zufiga-
Venegas, 2009).

Uno de los componentes mas relevantes para realizar las valoraciones de fragmentacién de ADN
son gametos, esencial para evaluar la reproduccion en cuanto a la genética poblacional, debido a
gue la evolucidn por seleccion natural de los organismos se debe al cambio de frecuencia de alelos
de una poblacion determinada, debido al éxito reproductivo de los organismos que aportan alelos
diferentes, entonces, se entiende que la eficacia biolégica de un organismos se mide por su éxito
reproductivo (Audesirk et al,. 2008).

Con relacion a este tema, la poblacion humana no es la excepcion, el 71% de los resultados se
enfocaron a evaluar la fragmentacion en su ADN espermatico, atribuyendo que la principal causa de
analisis es la infertilidad masculina, Ramirez-Colunga (2021) la define como la incapacidad de
concebir después de doce meses de relaciones sexuales sin proteccion, y considera que es un
problema a nivel mundial porque el 12% de los hombres en edad reproductiva lo padecen y se debe
a problemas en la expulsiéon del semen, ausencia o bajos niveles de espermatozoides, formas

anormales y problemas en su movimiento.

Es posible que la principal causa de infertilidad, es el estrés oxidativo que presentan los gametos
masculinos, de acuerdo con Saldarriaga-Monsalve y Cardona-Maya (2020) quien explica que el
estrés oxidativo se debe a las influencias ambientales, fisioldgicas y genéticas, dentro de ellas, la
causa de una infeccién, quimioterapias, radioterapias, tabaquismo, consumo de drogas o edad
avanzada, las cuales ocasionan la presencia de oxidantes y reductores gue resultan nocivos para el
espermatozoide, provocando asi la fragmentacion del ADN, definida como roturas de una sola hebra

o dos, lo que se interpreta como barreras de la seleccion natural (Ribeiro, 2017; Kim, 2018).

Por otro lado, si el 6vulo llega a ser fecundado, se relaciona con una fecundacion deficiente, mala
calidad y presenta anomalias en el cigoto y/o embrién lo que provoca aborto espontaneo,
enfermedades de origen genético que imposibilitan al nuevo individuo a realizar una vida plena
(Ribeiro, 2017).
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De tal manera, que la técnica para su evaluacion mas utilizada, es la de TUNEL con el 64% para el
area de reproduccién, sin embargo, el interés ha llevado a los investigadores a tener protocolos
especificos del espermatozoide como la prueba de dispersién de la cromatina espermatica (SCD) y
el ensayo de la estructura de la cromatina esperméatica (SCSA) como menciona (Portella-Ruiz y
Gonzales, 2016). Asimismo, el 21.4 % de busquedas bibliogréaficas, evallan la implementacién de
la mejor técnica, como es el caso de Sugihara et al. (2020) quienes aseguran, que se necesitan mas

busquedas al respecto para mejorar la toma de decisiones clinicas.

En cuanto a los 6vulos, hay escasos analisis, probablemente por la complejidad que representa el
estudiar al 6vulo, sobre todo en mamiferos porque estan en menor cantidad y son internos, en
comparacion con el espermatozoide; se reporté solo una evaluacion en porcinos utilizado como

modelo por el interés en la medicina humana (Santos et al. 2017).

Por otro lado, las evaluaciones en humanos, se hizo con la finalidad de evaluar procesos de
reproduccion in vitro, sin embargo, se ha demostrado que causan estrés oxidativo a la larga y el
ADN del 6vulo fragmentado, evitando una fecundacién exitosa (Tiwari, 2017). Para concluir, es
indispensable elegir al mejor 6vulo para ser fecundado, en condiciones de reproduccion asistida
(Ruvolo et al., 2019).

Por otra parte, en el resto de la biota, no se obtuvieron resultados con respecto a evaluaciones de
la fragmentacion del ADN, a excepcion del andlisis de ictiofauna por Lopez-Hernandez (2018) y la
causa es la pérdida de la biodiversidad, debido, en este caso, a los indices de contaminacion del
cuerpo de agua, el desplazamiento de especies, la introduccién de especies exéticas y el incremento
demogréfico que afectan a las especies nativas del ecosistema en cuestion, explica que hacer uso
de metodologias, como el Ensayo Cometa, y contribuyen a la seleccion de aquellos reproductores
que muestren ventajas genéticas, por ende, la evaluacién de la calidad espermatica. El autor
propone incrementar los estudios en las comunidades ictiofaunisticas; sin embargo, el analisis
plantea la necesidad de incrementar este tipo de estudios en organismos que presentan

reproduccion sexual, tanto en plantas como animales.

Por altimo, es conveniente acotar los resultados en el area de la ecotoxicidad, donde las
evaluaciones reportadas, en su mayoria son en humanos y utilizan su sangre periférica; a pesar de
gue la intencion fue buscar organismos bioindicadores de contaminacién de su habitat. Sin embargo,
los resultados priorizan el interés en la medicina humana con relacién a la ecotoxicidad, como
reportan Quijano-Vargas (2017), Mendoza-Almeida (2017), Tames (2019) y Bianco-Sadil (2020),
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entre otros, demostrando que en la relaciéon sociedad-naturaleza, entre mas deteriorados estén los

ecosistemas, mas afectada se ve la salud del hombre (Castillo-Sarmiento et al., 2017).

La misma respuesta que genera el hombre ante su habitat en contaminacién, existe con el resto de
la biota, y por ello, resulta indispensable realizar evaluaciones de la fragmentacion del ADN en los
organismos con interés bioldgico o como bioindicadores de contaminaciéon ambiental, a pesar de
que existen interés de los componentes abidticos, no es suficiente hoy en dia, que de igual manera
va incrementando la extincion de las especies e interrumpen la estabilidad dinamica de los
ecosistemas, por ejemplo, la evaluacion en el ADN de la poblacién de Lyomys irroratus expuesto a
materiales pesados hecha por de la Cruz-Guarneros (2018) quien considera que los mamiferos
pequefios, se utilizan como especies para biomonitoreo y son los candidatos excepcionales, por el
papel ecoldgico que representan.

Con relacion a las evaluaciones del ADN en eucariontes vegetales los resultados fueron escasos,
sin embargo, Gonzales-Sanchez et al. (2018) recomiendan hacer estas evaluaciones con las
plantulas de manglar, debido a que ellas inhiben su crecimiento por la presencia de hidrocarburos,
aguas residuales, y la presencia de metales pesados, debido a que son contaminantes que en la
mayoria de los manglares, que al estar expuestos se van deteriorando, razones por las que hay que
cuidarlos ya que son los mayores captadores de oxigeno, asi como provenientes de otros servicios

ecosistémicos.

Rodriguez-Narvaez (2020) determiné una evaluacion en un organismo eucarionte vegetal, la cebolla
(Allium cepa) y la ecotoxicidad de su habitat proveniente de aguas residuales que afectan el
crecimiento de las raices, pero principalmente dafios en la divisién celular, por no tener su ADN

integro.

De manera general, el analisis de la informacién recopilada, determina que la evaluacién de la
fragmentacion del ADN en organismos procariontes y eucariontes a futuro tendra un impacto en el
auxilio de los estudios enfocados en la conservacién de la biodiversidad; ya que, en los Ultimos afios,
los organismos se van extinguiendo de manera abrupta, por la contaminacién, en su mayoria
provocados por las actividades antrépicas, donde también los humanos se ven afectados. El
Ministerio para la Transicion Ecolégica y el Reto Demografico (MITECO) (2021) sefala que la
biodiversidad es fundamental para la existencia del ser humano en la tierra y usada de un modo
sostenible, es una fuente ilimitada de recursos y servicios muy variados, que a su vez, esta
estrechamente ligada a la salud y el bienestar de las personas beneficiando las bases del desarrollo

social y econémico, por ende, se sugiere conservarla, mantenerla, restaurarla en caso de ser
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necesario y en conjunto, contribuyen contra el cambio climéatico, que hoy dia, es uno de los
principales retos ambientales que afronta la humanidad; integrar los analisis de fragmentacién del
ADN para aquellos organismos claves para el mantenimiento de los ecosistemas, se debe

implementar.

En cuestion de las metodologias que evallan la Fragmentacion del ADN reportadas en la presente
investigacion, el Ensayo Cometa es la mas utilizada, ya que es factible para todo tipo de célula
eucariota en todos los niveles de organizacion, de acuerdo con (Ansoar-Rodriguez, 2015) la técnica
ha logrado ubicarse en una posicion privilegiada dentro de los ensayos utilizados para evaluar la
respuesta de las células frente a agentes genotdxicos, estreses bidticos y abidticos que conducen a
dafo al ADN.

Diferentes versiones del Ensayo Cometa se han desarrollado con el fin de ampliar el espectro de las
lesiones al ADN que pueden ser detectadas, sin embargo, también se sugiere estandarizar para los
organismos procariontes, puesto que es facil de adaptarse, ademas de ser una técnica que evalta
el dafio del ADN célula a célula, es rapida, eficaz y econémica que se puede implementar en

cualquier laboratorio (Rodriguez-Rey et al., 2016).

A diferencia de la técnica de TUNEL, la cual resultd mas utilizada para la evaluacion del ADN
espermatico, es mas larga, tardada y costosa, aunque los autores como Moore et al. (2021)
aseguran su eficacia; los autores encontrados no realizaron evaluaciones con la técnica de DBS-
FISH, a pesar de que es sencilla y cotizada en la genética clinica, la neurociencia, la medicina
reproductiva, la toxicologia, la ecologia microbiana, biologia evolutiva, la genébmica comparativa, la

gendmica celular y biologia del cromosoma (Martinez, 2017).

Mientras que el Ensayo de Micronlcleos se considera una evaluacién, cuando ya hubo presencia
de fragmentacion del ADN, mas no evalla el dafio, y por ende, ya no se debe implementar para la
prevencion, sino ya es el resultado, por tanto, la técnica no es la 6ptima, debido a que Carranza-
Lopez (2011) explica que los microntcleos son resultado de errores, ocasionados por alteraciones
durante la replicacion, en el material genético durante la division celular; al ocurrir esto, origina un

ndcleo de menor tamafo, denominado micronucleo.
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VII. Conclusiones

e En células procariontes, la principal causa de la fragmentacion del ADN es el uso inadecuado
de los antibidticos dado las malas practicas antropogénicas del uso de farmacos.

e La biota estad expuesta a diferentes factores ambientales que provocan contaminacion, la
cual va aumentando, por ejemplo, desechos humanos tdxicos y sin control como los de los
farmacos, los productos agroquimicos, aguas residuales, que, por ende, provocan estrés
oxidativo, que fragmentan el ADN, pudiendo causar apoptosis celular.

e En células eucariotas las evaluaciones de fragmentacion del ADN se han realizado en los
animales méas evolucionados. Para las é&reas de estudio analizadas se detectaron
investigaciones en torno a la salud humana y veterinaria; para la reproduccion; para la
evaluacion de genotoxicos, qué en consecuencia, contribuyen a la conservacion de la
biodiversidad.

e [EXxiste poco interés en evaluar la fragmentacién de ADN en células eucariotas vegetales, no
obstante, lo anterior, es de importancia y por ello, se sugiere la implementacion de protocolos
tanto para las especies de interés comercial, como para la conservacion de la flora nativa de
los ecosistemas.

e La técnica mas utilizada en la determinacion de la fragmentacion del ADN es el Ensayo
Cometa que se aplica tanto en células procariontes como eucariontes y evalla la

fragmentacion del ADN célula a célula.
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