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RESUMEN

La seguridad de los insumos para suplementos alimenticios y cosmética deben ser evaluados
a fin de evitar efectos colaterales, principalmente asociados a efectos clastogénicos, como es
el caso de los compuestos quimicos que se utiliza para la extraccion de coladgeno. Con la
finalidad de demostrar la inocuidad del extracto de colageno tipo | de piel de tilapia, se ha
evaluado los efectos de 03 tratamientos de colageno de tilapia tipo I liofilizado mediante el
ensayo cometa en linfocitos humanos de sangre periférica, utilizando el peroxido de
hidrogeno (200 pM) como control positivo y buffer fosfato salino 1X como control negativo.
Se registrd los promedios y medianas del porcentaje de la.cola del cometa, momento de la
cola.

Los resultados no mostraron diferencia significativa entre los tratamientos de colageno de
tilapia tipo | con el control negativo. Asf,que los resultados obtenidos nos sugieren la
ausencia de actividad citotoxica y genotoxica en el extracto de colageno tipo | obtenido de
la piel de tilapia. Lo que significa que los lavados para eliminar los compuestos quimicos
utilizados en el pretratamiento_fueron efectivos, asi como la inexistencia de compuestos

contaminantes en la piel de-tilapia.

PALABRAS CLAVES:

Colageno, Oreochromis niloticus, citotoxixidad, genotoxixidad, ensayo cometa
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ABSTRACT

The safety of the inputs for nutritional supplements and cosmetics must be evaluated in order
to avoid collateral effects, mainly associated with clastogenic effects, as is the case of the
chemical compounds used for the extraction of collagen. In order to demonstrate the
harmlessness of type | collagen extract from tilapia skin, the effects of 03 treatments of
lyophilized type | tilapia collagen have been evaluated by the comet assay in human
peripheral blood lymphocytes, using hydrogen peroxide ( 200 uM)+as a positive control and
1X phosphate buffered saline as a negative control. The @averages and medians of the

percentage of the comet's tail, tail moment, were recorded.

The results show no significant difference between the type I tilapia collagen treatments with
the negative control. Thus, the results obtained”suggested the absence of cytotoxic and
genotoxic activity in the type I collagen extract obtained from tilapia skin. This means that
the washes to remove the chemical.compounds used in the pretreatment were effective, as

well as the absence of contaminating compounds on the tilapia skin.

KEYWORDS:

Collagen, Oreochromis niloticus, cytotoxicity, genotoxicity, comet assay.
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I. INTRODUCCION

Actualmente se realizan distintas investigaciones en la obtencién de colageno en peces
debido a sus excelentes propiedades, la cual es utilizada en suplementos alimenticios, en
Cosmeética y Farmacéutica. En los Ultimos afios el colageno proveniente de los sub productos
de peces (escamas, espinas Yy piel) viene siendo consumido con mayor frecuencia ya que se
considera que el colageno de origen marino tiene mayor biodisponibkilidad y grado de
hidrdlisis que el coldgeno de origen porcino o bovino, ademas del.creciente rechazo del
colageno bovino por el temor de la transmision de enfermedades (Liu y Huand, 2016;

Bhuimbar, 2019)

El colageno se obtiene por distintos métodos de extraccion donde se utiliza tratamientos
con compuestos quimicos como Butanol, aCido acético e hidroxido de sodio entre otros
(Solari, 2015; Velarde, 2015; Quintero, 2016), por ello es importante realizar investigaciones
que demuestren la inocuidad de estos productos, ya que, al no conocer la procedencia o el
manejo en la crianza de los peces, el colageno extraido podria contaminarse con distintos

agentes toxicos que causarian/dafios en el ADN.

En los ultimos 30 afos Se han desarrollado con éxito técnicas capaces de evaluar el dafio en
el ADN, una de las técnicas que ejecuta esta premisa, es la electroforesis de una sola célula
0 también conocida como ensayo cometa, técnica que es muy sensible para detectar los dafios
en el ADN, Singh desarrollo en 1988 esta técnica en la versién alcalina, capaz de medir
roturas simples en el ADN. (Guachalla, 2003). El ensayo cometa es utilizado en la
evaluacion de la genotoxicidad de distintos sustancias quimicas, biolégicas y agentes fisicos,
tales como rayos UV, rayos X, H2O», acrilamida entre otros (Nadin et al., 2001; Urrego et

al.; 2005: Cortés, 2007; Prieto, 2009), en probar la genotoxicidad de plantas medicinales
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evidenciando la presencia de sustancias toxicas en sus extractos acuosos como es el caso de
Chenopodium multifidum, Prosopisalba, Solanum sysimbriifolium. Lentre (Carballo et. al.;
2005; Lopez et al., 2009) y utilizada también para monitorear el ambiente haciendo uso de
células de peces, ratones y otros animales que fueron expuestos en su habitad a la
contaminacion, asi como a humanos con sospecha de haber estado expuestos a agentes o

sustancias que dafian el ADN (Matsu Hasue et al., 2013; Rodriguez, 2016).

Los sistemas bioldgicos mas usados para la evaluacion del dafio en €l ADN in vivo son
Oreochromis niloticus, Mus domesticus, Dosophila melanogaster;, DNA espermatico entre
otros e in vitro se lleva a cabo en linfocitos humanos, los gue, son expuestos al principio
activo directamente para evaluar el dafio que pudiera ocasionar al ADN en un tiempo
determinado y en menos tiempo que un sistema in“vivo (Cortés et al., 2007; Prieto et al.,

2008; Lopez et al., 2009; Hernandez et al., 2015):

La técnica se fundamenta en lisar las células que estan adheridas al gel de agarosa sobre las
laminas portaobjeto, sumergidas/de“'un buffer que contiene detergentes y altas
concentraciones de sal. (Mafias etal., 2006). Las células que presentan dafio en el su ADN
formaran fragmentos pequefios, los cuales, al someterse a una corriente eléctrica, penetraran
la agarosa migrando hacia el anodo. Para realizar las lecturas, las [aminas serén tefiidas con
un colorante conafinidad por el ADN. (Carballo et al., 2005; Lépez et al., 2009; ZUfiga,

2009; Reyn0s0,)2011; Rodriguez, 2016).

El nivel de dafio del linfocito se determina midiendo la migracion de los fragmentos de
ADN en la cola del cometa. El dafio se evalUa con el nimero de células dafiadas, midiendo
la intensidad de la fluorescencia de los fragmentos de ADN (Tice et al., 2000; Marias et al.,

2006; Reynoso 2011).
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No se han realizado investigaciones para evaluar el efecto de la genotoxicidad de los
productos de tilapia, siendo un producto utilizado como alimento, deberia considerarse de
manera obligatoria las pruebas de dafio genético, particularmente en especies, que no se
conoce el manejo o de especies marinas que podrian tener altas concentraciones de metales
pesados, ya que muchos de ellos son bioacumulativos y toxicos para los organismos

acuaticos.

Por tal motivo, la presente investigacion permitirad estudiar in vitro si €l celageno tipo | de
tilapia (Oreochromis niloticus) posee efecto genotdxico en linfoeitos humanos de sangre

periférica.
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2.1. Objeto de estudio

Il.  MATERIAL Y METODOS

El objeto de estudio es el colageno tipo | de Tilapia, brindado por el Centro

Experimental de Genética de La Universidad Nacional de Truijillo.

2.2. Instrumentacion

Se emplearon los equipos basicos para ensayo cometa y para la toma de datos se utilizd

formatos para registrar los resultados, asi como el software de ensayo automatico de

cometas Comet ScorePRO,

2.3. Meétodos y técnicas

2.3.1. Obtencién de los tratamientos:

Se diluy6 1 g de colageno tipo | de tilapia-tiofilizado en agua destilada y se procedio

a liofilizar, una vez liofilizado se diluyo0.01g en 1 ml de solucién salina tamponada

con fosfato 1X (PBS), el colageno’sobrante se volvia a diluir en agua destilada y se

procedio a liofilizar por 2da vez. Una vez liofilizada por 2da vez, se pes6 0.01 g de

colageno en 1ml de’PBS. Se utilizé PBS 1X como control negativo y H20- a 200

UM.

Tabla 1 Tratamientos utilizados

Codificacion

Tratamientos

Tl
T2
T3
T4
TS5

0.01 pg/ml de colageno liofilizado

0.01 pg/ml de colageno liofilizado 2 veces
0.01 pg/ml de coléageno liofilizado 3 veces
PBS 1X

H.0, 200 uM
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2.3.2.  Obtencidn de linfocitos de sangre periférica

Se extrajo 10 ml de sangre periférica heparinizada por venopuncion de tres personas

sanas, con una edad promedio de 30 afios con los siguientes criterios:

2.3.2.1. Criterio de inclusién

Sangre periférica de donadores mayores a 18 afios sanos y menares de 33 afios de

condicion saludable.

Sangre periférica de donadores que hayan dado su gonsentimiento informado por

escrito.

2.3.2.2. Los criterios de exclusién

Sangre periférica de donadores expuestas recientemente a sustancias quimicas,
plaguicidas, tratamiento médico u hormonal, ser fumador o haber estado expuesto a

rayos X. (Velazco, 1999).

2.3.3. Aislamiento'delinfocitos

Se prepar6 3ml Histopaque en tubo de centrifuga de 15 ml, se diluyd la sangre
periférica.en.partes iguales con PBS 1X. Se agregd lentamente con una pipeta Pasteur
una capa de la sangre diluida sobre el Histopaque, procurando no mezclar las capas
luego se centrifugd a 1800 rpm por 25 minutos a temperatura de ambiente, en una
centrifuga con rotor de angulo oscilante. Con cuidado de no mezclar las capas, se
aspird el plasma con una pipeta, dejando el anillo blanquecino de células
mononucleadas. Se recupero con una pipeta Pasteur el anillo de la parte intermedia
que contenia las células mononucleadas, colocandolas en un nuevo tubo de 15 ml.

Posteriormente se lavd dos veces las células con PBS 1X y se centrifugd por 5

Esta obra ha sido publicada bajo la licencia Creative Commons Reconocimiento-No Comercial-Compartir bajola misma licencia 2.5 Peru.
Para ver una copia de dicha licencia, visite http://creativecommons.org/licences/by-nc-sa/2.5/pe/



Biblioteca Digital - Direccion de Sistemas de Informatica y Comunicacion

minutos a 2500 rpm luego se descarto el sobrenadante. Los linfocitos se suspendieron

con PBS 1X 'y se procedio6 a exponer los linfocitos a los distintos tratamientos.

Gradiante de densidad de
una cepa de linfocitos

Sangre perifbrica Capa de sangre sobes o
Histipagque

unfoces

Figura 1. Aislamiento de linfocitos por gradiente de densidad.

2.34. Determinacion del porcentaje de viabilidad de los linfocitos
humanos.
La viabilidad celular se determind utilizando~20 ul de linfocitos expuestos a los

diferentes tratamientos, se colore6 con.0,5/ul ioduro de propidio a 1mM durante 10
minutos en oscuridad y se realizé las'lecturas en un microscopio binocular con filtros
para medir fluorescencia marea~Olympus, modelo BX 51. Se realiz6 el conteo de
linfocitos, los que presentaban coloracion roja correspondian a linfocitos muertos y
sin coloracion, a linfacitos vivos. Se utilizo la siguiente formula, para determinar el

porcentaje de viabilidad de linfocitos (Ameésquita, 2018).

% viabilidad= (nimero de linfocitos muertos) X 100
(Total de linfocitos)

2.35.  Ensayo cometa

Los linfocitos aislados se diluyeron 1:1 en PBS 1X y se mezclaron con 200 pl del

tratamiento y se incubd a 37°C por 30 minutos.
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Preparacion de las laminas con microgeles de agarosa

Se prepar0 agarosa de punto de fusion normal al 1% en agua destilada (1g en 100 ml
de dH20) en el microondas durante 1 minuto, una vez fundida la agarosa, se sumergio
las laminas portaobjetos prelavados, se limpi6 un lado de la lamina y se dejo secar a

50 °C por 20 minutos en estufa (Olive, 2006; Lu, 2017).

Luego se agrego6 una segunda capa con agarosa de bajo punto de fusion al 0.5 % la
cual se prepar6 agregando 100 mg en 20 ml de PBS. Se mezclo75 pl de la agarosa
con 25 pl de muestra, se dispensé 100 ul de la mezcla en una-famina portaobjeto, se
coloco encima una laminilla cubreobjetos. Se incubé las Jdminas portaobjetos por 10
min a 4°C, una vez solidificada la agarosa se retiré-1a lamina cubreobjetos (Torres,

2013; Lu, 2017)

Lisis de las células

Para liberar el ADN se colocaran‘las laminas portaobjetos con la agarosa solidificada
en frascos coplin y se agrego el buffer de lisis pH 10 (10 mM Tris, 100 mM EDTA,
2.5 M NaCl, DMSO 10% y Triton 1%), hasta cubrir las laminas portaobjetos y se

incubo por 1 hora a4°C protegiéndolo de la luz (Zufiga, 2005; Torres, 2013).

Desenrollamiento y Electroforesis

Se retirg las ldminas portaobjetos de los frascos coplin y se colocaron en la cdmara
de electroforesis (camara oscura), se fue agregando con cuidado el buffer para
electroforesis (300mM de NaOH y 1mM Naz-EDTA) hasta cubrir los portaobjetos
hasta 0.3 cm, luego se incubo por 30 min a 4°C. La electroforesis se llevo acabo a 25

V, 300 mA por 30 min a 4°C (Zuiiiga, 2005; Torres, 2013; Lu, 2017).
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Neutralizacion, fijacion y tincion

Una vez terminada la electroforesis se procedié a colocar los portaobjetos en buffer
de neutralizacién (0,4 M Tris-HCI) hasta cubrir las laminas y se dejo reposar a
temperatura ambiente por 5 minutos (repetir cinco) para eliminar restos de los

detergentes para evitar interferencia en el proceso de tincion.

Se eliminod el exceso de buffer de neutralizacion de los portaobjetos, se enjuago
cuidadosamente con agua destilada, se dejo secar a temperatura ambiente y
sumergieron en etanol durante 5 min, esto permitié almacenar las laminas por mas
tiempo para su recuento. La tincion se realizd antes de la lectura en el microscopio,
para lo cual se agrego a las ldminas portaobjetos, 30+l de Syber Gold 1X cubriéndolo
con una ldmina cubre objeto de 24 x 60 dejandoreposar por 10 minutos a temperatura

de ambiente en la oscuridad (ZUfiga, 2005; Salas, 2014; Vergara, 2014; Lu, 2017).

2.3.6. Toma de datos:

Se observo las laminaSen un microscopio binocular con filtros para medir
fluorescencia marca Olympus, modelo BX 51 y empleando el objetivo 40X, las
imagenes seleccionadas al azar se capturaron con el software de andlisis de imagenes
OLYMPUS.Stream. Se contabiliz6 100 células por muestra (50 por cada una de las
dos l&minas por tratamiento) evitando tomar en cuentas las células en los bordes de
las laminas y verificando que las cabezas de los cometas empezaran en el lado
izquierdo (Duez, 2003; Tice et al., 2000; Lu, 2017). También se realizo un registro
visual de las células y se categorizé el grado de dafio que sufrieron (Collins et al.,

1995; Collins et al., 2004).
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Tabla 2. Clasificacion de cometas por registro visual

Clases Nivel de dafio
Grado 0 Células sin dafio
Grado 1 Células nivel de dafio bajo
Grado 2 Células nivel de dafio medio
Grado 3 Celulas nivel de dafio alto
Grado 4 Células con muy alto nivel de dafio

0 1 2 3 a

Figura 2. Clasificacion visual de los cometas de linfacitos humanos tefiido con Syber Gold

representando los cinco niveles de dafios, utilizadas-para el andlisis visual (Collins et al.,

2004).

2.3.7. Analisis Estadistico

Se considero el porcentaje de ADN-de la cola del cometa (% TADN ) y momento de la cola
(TM) como parametros de” genotoxicidad utilizando el software de ensayo automatico de
cometas Comet Scorg™O, ‘este programa capturd la imagen y mide la intensidad de la
fluorescencia que, corresponde a la cola y la compara con la intensidad total del cometa, de
esa manerase-obtiene el % TADN y el momento de la cola se calculé con la siguiente

formulas (Amesquita et al., 2018):

(longitud de la cola x % TADN)

Momento de la cola (TM) = (% total de ADN)
0

Se estimaron los promedios, medias y desviacion estandar para los datos obtenidos para
%TADN y TM. Las diferencias estadisticas se evaluaron con el analisis de varianza
(ANOVA), ademas se utilizo la prueba de Tukey para la significancia estadistica de P<0,05
utilizando el programa Origin PRO-2020.
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Primera Capa de Linfocitos Segunda Capa de
agarosa expuestos a agarosa
tratamientos

Electroforesis

Lisis

Neltralizacién Fijacion Tincién y Visualizacién

Figura 3. Esquema basico del procedimiento ensayo cometa para linfocitos de sangre

periférica.
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I11.  RESULTADOS

Los porcentajes de viabilidad de los linfocitos expuestos a los tratamientos de colageno, PBS

y H2O> presentaron un porcentaje mayor del 95%.

Tabla 3. Porcentaje de viabilidad de linfocitos de sangre periférica expuesto a los

diferentes tratamientos.

Tratamientos Viabilidad (%0)

T1: 0.01 pg/ml de colageno 95.66
liofilizado

T2: 0.01 pg/ml de colageno 95.00
liofilizado 2 veces

T3: 0.01 pg/ml de colageno 95.27
liofilizado 3 veces

T4: PBS 1X 98.06

T5: H202 200 uM 91.97

.
E

Figura 4. Cometas observados en los distintos tratamientos de colageno de tilapia, PBS 1X
como control negativo y H2O2 como control positivo A) Grado 0 o célula sin dafio, B) Grado

1, C) Grado 2 D) Grado 3 E) Grado 4.
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Las letras diferentes indican diferentes significativas <0,005

Figura 5. Dafio en el ADN en linfocitos humanos de sangre’ periférica expuestos a los
tratamientos de colageno de tilapia tipo | (T1, T2 y T3).aPBS 1X como control negativo
y H202 como control positivo A) Promedios del porcentaje de ADN en la cola del cometa,

B) Mediana del porcentaje de ADN en la cola del cometa.

80+

Momento en la cola
Momeanto en la cola

™ T2 T3 T4 15

Tratamientos Tratamlentos

Las letras diferentes indican diferentes significativas <0,005

Figura 6. Dafio en el ADN en linfocitos humanos de sangre periférica expuestos a los
tratamientos de coldgeno de tilapia tipo | (T1, T2 y T3) y a PBS 1X como control negativo
y H202 como control positivo A) Promedios del Momento de la cola, B) Medias del

Momento de la cola.
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Tabla 4. Estadisticos descriptivos del porcentaje de ADN EN la cola y momento de la cola.

% DNA en la cola del cometa Momento de la cola
Tratamientos ) . o=+ .
Promedio + SD Mediana Prorg%jlo Mediana

T1:0.01 pg/ml de
colageno liofilizado
T2:0.01 pg/ml de
colageno liofilizado  20.32 + 3.80° 11.80+2.74* 1440+7.10° 1.66+0.70%
2 vez

T3:0.01 pg/ml de

colageno liofilizado  15.28 + 3.31% 12.45+6.08*  3.03+1.24% *1.69 £ 1.56%
3vez

16.04 + 7.68* 12.15+5.96* 5.68+4.40° 2.13+2.15°

T4: PBS 1X 13.49+2.16%  11.14+0.99* 232+0.66* 1.11+0.34°
_ b b 57.85 % b
T5: H202 200 uyM  51.46 +5.23 54.00 £ 1.59 11.02° 59.34 £5.17
Las letras diferentes indican diferencias significativas,<\0,005
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IV. DISCUSION

Los porcentajes de viabilidad de los linfocitos expuestos a los tratamientos de coldgeno
(T1, T2y T3), PBS 1X y H.O2 uM, fueron mayor al 95% (Tabla 3) lo demuestra la
validez del ensayo, ya que es necesario que la viabilidad sea mayor al 70 % para que el
ensayo obtenga resultados 6ptimos, debido a que, si el porcentaje fuera menor y al
presentarse un mayor numero de células muertas, al realizar el £nsayo cometa se
mostraria un elevado nimero de cometas (Santa Cruz, 2019),~es.importante que los
tratamientos se encuentren en concentraciones no citotdxicasspara asi poder evaluar si

los tratamientos causan dafios genotoxicos.

Los linfocitos de sangre periférica de humanos.son las células mas sutilizadas como
biomarcadores para estudios genotéxicos desde hace décadas, ya que presentan muchas
ventajas como mayor sensibilidad, facib obtencién y multiplicarlos en cultivo, su ciclo
celular es corto y bien establecida, ,su sensibilidad los hace ideales para usarlos en
evaluaciones de distintas téenicas: SCGE, MN, AC, SCE, mutaciones génicas, etc. y

existe numerosa informacién sobre de ellos (Zufiga, 2009).

Se utilizé peroxido de hidrogeno (H202) a una concentracion de 200 pM como control
positivo, el HxOs'es comunmente utilizado para producir dafio en el ADN en estudios
donde sevmide la genotoxicidad, los tratamientos utilizados son comparados con H20>
como un estandar, ya que tiene poder oxidante (Singh et al., 1988). La inestabilidad que
causa el H2O> la produce por la formaciéon de radical OH, la cual contribuye a la
oxigenacion enddgena a nivel celular y origina rupturas de cadenas sencillas y de cadena
doble, sitios sensibles al alcali, que son los puntos de interés del ensayo cometa alcalino

(Cossio et al., 2004; Sotil, 2007).
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El ensayo cometa tiene la capacidad de demostrar si una sustancia quimica, biologia o
un agente fisico a bajas dosis causa dafios en el ADN, por ello se ha convertido en una
prueba de utilidad para investigaciones genotoxicas y de monitoreo ambiéntales ademas
de su manejo sencillo, bajo costos y reproducibilidad. EI ensayo cometa en condiciones
alcalinas favorece a que el material genético de las células se desenrolle, lo que facilita
la deteccion de las roturas de cadenas sencillas del ADN. Las roturas de dos hebras
ocurren con menos frecuencia que las roturas de una sola hebra, perg estas roturas son
las precursoras esenciales de las aberraciones cromosomicas (Olive, 2006). Existen
pasos que son esenciales en el ensayo cometa, como la preparacion de la suspension de
las células viables, la preparacion de reactivos, cada solucion debe estar recién preparada,
asi como tener el pH adecuado para evitar dafios @ reparaciones endogenas de ADN (Lu,
2017). También se debe tenerse en cuenta que‘puede generarse lesiones de acuerdo con
las variaciones del factor externo o estacional y condiciones fisiologicas del donador,
como la edad, desbalances hormonales o exposicion a agentes toxico (Dixon et al., 2002)
por ello es importante tomar en euenta los criterios de inclusion y exclusion para tener

donadores dptimos para el ensayo.

La eleccién méas adecuada de los parametros de medicion de los cometas sigue siendo
tema de discusidny no se ha llegado aun a un consenso (Tice el al., 2000). En la presente
investigacion-elegimos dos parametros de uso frecuente el porcentaje de ADN en la cola
y momento de la cola; EI %TADN mide la cantidad de ADN fragmentado existente en
la cola. Se ha considerado analizar 100 cometas de dos laminas de por muestra. Las
células que sufren dafio presentan una apariencia de cometa donde se visualiza una
cabeza que contiene el ndcleo y una cola con los fragmentos de ADN que han migrado
hacia el anodo, mientras que las células que no han sufrido dafio presentan una forma

esférica (Fig. 1; Fig. 8; Fig. 9).
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La cantidad de roturas de ADN inducidas por los tratamientos de colageno (T1, T2y T3)
no mostraron aumento significativo en el % de la cola del cometa, (Fig. 5 y Fig. 6) es
decir fueron estadisticamente igual al control negativo. Lo que indica la ausencia de
genotoxicidad en los tratamientos de colageno tipo I, hubo un predominio de células no
dafadas (grado 0). En la tabla 4 se muestran los promedios y las medias indicando que
no existe diferencia significativa entre los tratamientos, con la prueba de tukey, se
compard los tratamientos con el testigo negativo de PBS donde se demuestra que solo
existe diferencia significativa comparando los tratamientos (T1, T2« T3) con el control
positivo. Esto nos demuestra que los tratamientos de colageno de tilapia tipo | no
presentan ningun tipo de agente toxico proveniente dé su entorno o de algun quimico
implicado en el proceso extractivo de colageno, en la etapa de pretratamiento como es el
caso del acido acético, 1-butanol, NaOH entre.otros por lo tanto el colageno tipo | de

tilapia no posee efecto genotdxico en linfocitos humanos de sangre periférica.
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V. CONCLUSIONES

Despueés de haber realizado los andlisis para la evaluacion de datos se puede concluir lo

siguiente:

— La viabilidad de los linfocitos humanos se mantuvo en un porcentaje mayor a 95%
en los tratamientos de colageno, asi como en sus controles.

— El colégeno tipo I de tilapia (Oreochromis niloticus) no posee efecto genotdxico en
linfocitos humanos de sangre periférica.

— El ensayo cometa es un método de deteccion del dafio .de ADN muy sensible y

adecuado para este tipo de estudios
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VI. RECOMENDACIONES

— A pesar que el ensayo cometa es una técnica sensible en la deteccion de dafos en el
ADN vy viene siendo utilizada en las ciencias biomédicas, no se esta explotando como
se debe sus propiedades, que el presente trabajo muestre una mas de sus utilidades
en las investigaciones de este tipo ya que el ensayo cometa da respuesta cuando se
trata de detectar dafios en el ADN de distintas células.

— Se debe usar linfocitos aislados por gradiente de densidad antes de Ssangre entera
para evitar interferencias en las lecturas de las laminas.

— Emplear técnicas complementarias para evidenciar los dafios que pudieran causar

los tratamientos, tales como ensayo de micronuclees’entre otros.
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ANEXOS

Figura 7. Linfocitos humanos de sangre periférica expuestos a los tratamientos de colageno
de tilapia tipo I y a PBS 1X como control negativo y H202 como control positivo, coloreada
con DAPI y evaluados en el microscopio de fluorescencia Olympus BX 51.
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Figura 8. Esquema de los principios generales de la/formacion del cometa
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Figura 9. Estructura de una célula procesada con el ensayo cometa.
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Tabla 5. Tabla ANOVA para los resultados de los promedios del Porcentaje de ADN en la
cola.

DF Sumof — Mean  £yie propsF
Squares Square
Model 4 3044.69187 761.17297 32.70514 1.02E-05
Error 10 232.73802  23.2738
Total 14 3277.4299

Tabla 6. Tabla ANOVA para los resultados de las medias del Porcentajedde ADN en la
cola.

pr  Sumof - Mean F Value™ Prob>F
Squares Square
Model 4 4259.26835 1064.81709 (63:69337 4.47E-07
Error 10 167.17865  16.71786
Total 14 4426.44699

Tabla 7. Tabla ANOVA para los resultados de los promedios del momento de la cola.

DF Sup of Mean £ value  ProbsF
Squares Square
Model 4 664062673 1660.15668 42.96123 2.88E-06
Error 10 386.43135  38.64313
Total 14 7027.05808

Tabla 8. Tabla ANQVA para los resultados de las medias del momento de la cola.

DF Sumof  Mean FValue  Prob>F
Squares Square
Model 4 7988.93567 1997.23392 290.34567 2.70E-10
Error 10 68.78814 6.87881
Total 14 8057.72382

27

Esta obra ha sido publicada bajo la licencia Creative Commons Reconocimiento-No Comercial-Compartir bajola misma licencia 2.5 Peru.
Para ver una copia de dicha licencia, visite http://creativecommons.org/licences/by-nc-sa/2.5/pe/



Biblioteca Digital - Direccion de Sistemas de Informatica y Comunicacion

Tabla 9. Prueba Tukey para los resultados de los promedios del Porcentaje de ADN en la

cola
MeanDiff SEM q Value Prob Alpha Sig LCL UCL
T2T1 428093 3.93902 1.53697 0.80942 0.05 0 -8.6827  17.24456
T3T1 -0.76228 3.93902 0.27368 0.99963 0.05 0 -13.72591 12.20135
T3T2 -5.04321 3.93902 1.81065 0.70819 0.05 0 -18.00684 7.92042
T4T1 -255203 3.93902 0.91625 0.96317 0.05 0 -15.51566 10.4116
T4T2 -6.83296 3.93902 2.45322 0.45695 0.05 0 -19.79659 6.13067
T4T3 -1.78975 3.93902 0.64257 0.98985 0.05 0 -14.75338 11.17388
T5T1 3541463 3.93902 12.7148 3.20E-05 0.05 it 22.451  48.37826
T5T2  31.1337 3.93902 11.17784 9.92E-05 0.05 1 18.17007 44.09733
T5T3 36.17691 3.93902 12.98848 2.64E-05 0.05 1 23.21328 49.14054
T5T4 37.96666 3.93902 13.63105 1.71E-05 0.05 1 25.00303 50.93029

Tabla 10. Prueba Tukey para los resultados.de las medias del Porcentaje de ADN en la cola

MeanDiff SEM g Value Prob Alpha Sig LCL UCL

T2T1 -0.34973 3.33845 0.14815 0.99997 0.05 0 -11.33684 10.63738
T3T1 0.29153 3.33845 (0.12349 0.99998 0.05 0 -10.69558 11.27863
T3T2 0.64126 3.33845, 0:27165 0.99964 0.05 0 -10.34585 11.62837
T4T1 -1.0173 3.3384570.43094 0.99779 0.05 0 -12.0044  9.96981
T4T2 -0.66757 3.33845 0.28279 0.99958 0.05 0 -11.65467 10.31954
T4 T3 -1.30882. 3.33845 0.55444 0.99418 0.05 0 -12.29593 9.67828
T5T1 41.84411+3.33845 17.72575 1.97E-06 0.05 1 30.85701 52.83122
T5T2 42.19385 3.33845 17.8739 1.86E-06 0.05 1 31.20674 53.18095
T5T3 41.55259 3.33845 17.60225 2.07E-06 0.05 1 30.56548 52.5397
T5T4 42.86141 3.33845 18.15669 1.68E-06 0.05 1 31.8743 53.84852
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Tabla 11. Prueba Tukey para los resultados de los promedios del momento de la cola.

MeanDiff SEM g Value Prob Alpha  Sig LCL UCL
T2T1 872464 5.07564 2.43093  0.46513 0.05 0 -7.9797 25.42897
T3T1 -2.65089 5.07564 0.73861  0.98299  0.05 0 -19.35522 14.05345
T3T2 -11.37553 5.07564 3.16954  0.24047  0.05 0 -28.07986 5.32881
T4T1 -3.35516 5.07564 0.93484 0.96049  0.05 0 -20.05949 13.34918
T4T2 -12.0798 5.07564 3.36577 0.1979 0.05 0 -28.78413 4.62454
T4T3 -0.70427 5.07564 0.19623 0.9999 0.05 0 -17.4086 16.00006
T5T1 52.16977 5.07564 14.53595 9.53E-06 0.05 1 35.46544 68.87411
T5T2 43.44513 5.07564 12.10502 4.95E-05 0.05 1 26.7408 60.14947
T5T3 54.82066 5.07564 15.27456 6.03E-06 0.05 1 38.11633 71.52499
T5T4 55.52493 5.07564 15.47079 5.35E-06 0.05 1 38.8206 72.22926
Tabla 12. Prueba Tukey para los resultados de las medias del momento de la cola
MeanDiff SEM q Value Prob Alpha Sig LCL UCL
T2T1  -0.4638 2.14147 0.30629 0.99942 0.05 0 -7.51154 6.58393
T3T1 -0.43827 2.14147 0.28943 .0.99954 0.05 0 -7.48601 6.60946
T3T2 0.02553 2.14147 0.01686 1 0.05 0 -7.02221 7.07327
T4T1 -1.01748 2.14147 0.67194%. 0.988 0.05 0 -8.06522 6.03026
T4T2 -0.55368 2.14147 0.36565 0.99884 0.05 0 -7.60142 6.49406
T4T3 -0.57921 2.14147 0.38251 0.99861 0.05 0 -7.62695 6.46853
T5T1 57.20955 2.14147 (37378091 0 0.05 1 50.16181 64.25729
T5T2 57.67336 2.14147/ .38.0872 0 0.05 1 50.62562 64.72109
T5T3 57.64783 2.14147 38.07034 0 0.05 1 50.60009 64.69556
T5T4 5822703 2.14147 38.45285 0 0.05 1 51.17929 65.27477
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Figura 10. Fotos del procedimiento del ensayo cometa
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CONSENTIMIENTO INFORMADO
PARA DONAR SANGRE PERIFERICA

Se le invita a participar en la investigacion titulada:
Determinacion de la ausencia de dafio en el ADN de linfocitos humanos por el ensayo cometa
del colageno tipo I de tilapia

D T identificado
con DNIL.....oooiiiiii, y domiciliado
1 PSP Edad....... He sido invitado/a’ a, participar en la

investigacion: Genotoxicidad del Omeprazol en linfocitos humanos “Determinacion de la
ausencia de dafio en el ADN de linfocitos humanos por el ensayo cometa del colageno tipo | de
tilapia.

He sido informado de que la investigacién no ocasionaria ningtn,riesgo a mi salud y/o beneficios
que involucran mi participacion. Afirmo que conozco el objetivo de la investigacion y han sido

aclaradas todas mis dudas y preguntas, por lo que doy mi_censentimiento en participar en este estudio.

Fecha:

Firma del donador Firma del tesista
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