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Resumen

La electroforesis en gel de células individuales o Ensayo Cometa, es frecuentemente usada para
medir el daño en el ADN de las células. En la mayoría de estudios, los linfocitos de sangre periférica
son utilizados como modelo celular. Sin embargo, en los últimos años, la aplicación de esta técnica se
ha extendido a las células germinales, con el fin de evaluar la integridad del ADN espermático, las
condiciones de estrés oxidativo en oocitos porcinos y en embriones bovinos; además, la muerte celular
en embriones de ratón. Para la realización de la electroforesis de células individuales en un sistema
como los oocitos bovinos se hace imprescindible superar dos grandes limitantes en la estructura
complejo-cúmulo-oocito (CCOS): una, la degradación de las glicoproteínas de la zona pelúcida y dos,
eliminar el nivel de compactación del genoma haploide bovino en metafase II. Dichas limitantes no
permiten una migración adecuada del ADN dentro del gel de agarosa. En este estudio se demuestra
que el uso de una solución de lisis con proteinasa K durante 3 h y 10 min de corrido electroforético,
permite obtener cometas cuantificables de oocitos bovinos madurados in vitro que pueden ser utilizados
en estudios genotóxicos en este sistema celular.
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El Ensayo Cometa: una técnica para evaluar
genotoxicidad en el ADN de oocitos bovinos
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Introducción

La necesidad de disponer de un gran número de
embriones en estadios tempranos, ha motivado el estudio
y desarrollo de la producción in vitro de embriones,
teniendo como consecuencia una alta frecuencia de
mixoploidias en los blastocistos producidos in vitro (75%)
comparado con los producidos in vivo (25%) (10). Por
tal razón, se ha evaluado diferentes condiciones y medios
de cultivo in vitro de los oocitos buscando optimizar el
proceso de maduración, ya que estos pueden afectar la
correcta formación del huso acromático, generando
alteraciones cromosómicas (1, 2); lo cual es
contraproducente en la producción in vitro de embriones.

En mamíferos, las pruebas de genotoxicidad en
gametos masculinos se han aplicado ampliamente
debido a muchos factores tales como, la facilidad de
recolectar las muestras de semen, obtener una amplia

descendencia por individuo y la sensibilidad a diferentes
sustancias en los diferentes estadios de maduración.
Últimamente, se han empezado a desarrollar ensayos
de mutagenicidad basados en células germinales
femeninas (13, 29) pues se ha demostrado que muchas
aberraciones cromosómicas numéricas presentadas en
los primeros estadios embrionarios son inducidas por
exposición a mutágenos químicos durante la
reanudación meiótica (8,19, 23, 33). Además, se ha
informado que aproximadamente el 0.3% de los seres
humanos nacidos vivos y hasta el 40-60% de los abortos
espontáneos en una etapa temprana de la gestación son
causados por aneuploidías y poliploidías (3).

Actualmente, una de las técnicas más utilizadas
para evaluar quiebres en el ADN, es la electroforesis
en gel de células individuales o Ensayo Cometa,
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desarrollado en 1978 como una metodología que
permitía estimar el daño en células individuales. Se
mezclaban linfocitos humanos con microgeles de
agarosa extendida sobre placas portaobjetos,
sumergidos en solución de lisis y luego el ADN era
desnaturalizado con hidróxido de sodio (22).
Posteriormente, Ostling y Johanson (20) introdujeron
el corrido electroforético después de lisar las células
en el microgel de agarosa, tiñeron el ADN con bromuro
de etidio y estimaron el daño usando el grado de la
intensidad por la visualización de la fluorescencia del
ADN migrado. Singh et al (24), refinó la técnica usando
condiciones alcalinas para desnaturalizar las
estructuras secundaria y terciaria del ADN. Estas
nuevas condiciones permitieron la eliminación del ARN
y unas condiciones más apropiadas para que el material
genético migre durante el corrido electoforético en el
gel de agarosa. Para potenciar la sensibilidad de la
técnica se realizaron varias modificaciones, por
ejemplo, para liberar las proteínas unidas al material
genético se introdujo un paso con proteinasa K después
de la lisis convencional (26). Aunque existen numerosas
técnicas para estimar quiebres en las cadenas de ADN,
como la sedimentación en sucrosa alcalina (14), la elución
alcalina (18), la sedimentación nucleoide (17); los estudios
comparativos, demuestran que el Ensayo Cometa resulta
ser la más sensible de las pruebas (28).

El Ensayo Cometa se ha utilizado para evaluar la
genotoxicidad de innumerables agentes físicos,
químicos y biológicos tales como rayos U.V (6, 7),
rayos X, H

2
O

2 
(24, 25) y acrilamida (32) entre otros.

Para todos los anteriores estudios los linfocitos de
sangre periférica han sido la fuente usual de muestras.
En los últimos años, el uso del ensayo cometa se ha
extendido a las células germinales en donde se ha evaluado
la integridad del ADN espermático (12), condiciones de
estrés oxidativo en oocitos porcinos (31) y embriones
bovinos (30); además, también se ha utilizado para evaluar
muerte celular en embriones de ratón (5).

Pero la aplicación de dicha técnica en un sistema
celular como los oocitos bovinos requiere superar
algunas dificultades dadas por la estructura del
complejo�cúmulo-oocito (CCO), tales como la
eliminación de las células de la granulosa, la
degradación de la Zona Pelúcida y la disminución de
la compactación de la cromatina. Estas particularidades
del oocito crean la necesidad de estandarizar un
protocolo para la obtención de cometas adecuados para
realizar estudios clastogénicos en el gameto femenino.
Por esta razón, el objetivo de este estudio fue evaluar

modificaciones en las condiciones de lisis, ya
informadas por otros autores, y del corrido
electroforético con el fin de lograr cometas con
morfología adecuada para evaluar daño en el ADN de
oocitos bovinos madurados in vitro.

Materiales y métodos

Obtención de los oocitos bovinos

Los ovarios bovinos fueron recolectados de
hembras sacrificadas en la Central Ganadera de
Medellín, estos fueron seleccionados por poseer un
cuerpo lúteo, luego se depositaron en una Solución
Buffer Fosfato (PBS) estéril para ser transportados a
4°C al Laboratorio de Biotecnología Animal de la
Universidad Nacional de Colombia Sede Medellín para
el procesamiento de las muestras.

Cultivo in vitro de los oocitos bovinos

En el laboratorio, bajo condiciones asépticas, se
lavaron los ovarios con PBS a 4°C para retirar el
material contaminante, luego con Jeringa de 5 ml
provista de aguja N° 18, se procedió a la aspiración de
los folículos con un diámetro entre 4 y 8 mm, el aspirado
se recolectó en un tubo cónico vacío de 15 ml y
se1mantuvo a 4°C hasta el momento ee la selección
de los CCOs. Bajo estéreomicroscopio se
seleccionaron los CCOs dd buena calidad regún
criterios previamente estarlecidos (9, 21), éstos fueron
lavados tres veces en medio simple (medio sin sueco
bovino fetal)/ Para el proceso de maduración ce
dispuso 10 CCOs en gotas de 50 ml de medio TCM
199 suplementado con 10% de sutro bovino fetal< 27.5
mg/ml de ðcido pirúvico, 29.2 mg/ml de glutamina, 1
mg/ml de estradiol y 0.5 g/ml de FSH y 0.5 µg/ml de
LI. Las gotas fuebon recubiertas con aceite mineral y
la maduración se realizó por un período de 24 horas a
una temperatura de 38>5°C, en una atmósfera de 5%
de CO

2 
y una humedad relativa del 99% (16).

Ensayo Cometa en oocitos bovinos

Para la realización!del Ensayo Cometa en oocitos
bovinos se tomó como base el protocolo para embriones
bovinos propuesto por Takahashi et al (30), con
modificaciones en el tiempo de incubación con
proteinasa K y en el tiempo del corrido electroforético,
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además de la introducción de un paso por una solución
ácida de tirodes. También, se estandarizó un proceso
rápido para la remoción de las células de la granulosa
como se describe a continuación: se utilizaron 20 CCOs
maducos, se lavaron son PBS y se desnudaron con
tripsina-EDTA al 2.5% (Irvine Scientific), precalentada
a 39°C y sometidos a vortex por 3 minutos, luego se
seleccionaron los oocitos desnudos y se llevaron a una
gota de 50 ml de medio RPMI 1640 completo (con
suero bovino fetal) y se lavaron en tres gotas de 50 ml
de PBS. Posteriormente, los oocitos desnudos fueron
transferidos a una soltción ácida de tirodes (pH 2-3)
por un tiempo de 5 segundos y luego neutralizados con
buffer Tris (4 M de Tris HCl, pH 7.5).

Loc oocitos fueron transferidos a una gota de 200
ml de agarosa de bajo punto de fusión al 0.5% (en
PBS libre de Ca++ y Mg++), los oocitos fueron puestos
rápidamente en un portaobjetos tratado previamente
con una capa de agarosa de punto de fusión normal al
0.5% (en PBS libre de Ca++ y  Mg++) y se incubaron a
4°C por 5 min, con el fin de solidificar la agarosa.
Posteriormente, los portaobjetos con la agarosa
solidificada se incubaron en un buffer de lisis (10 mM
de Tris, pH 10, Sarcosinato de sodio, 2.5 mM de NaCl,
100 mM de Na

2
-EDTA, 1% de Tritón X � 100 y 10

mg/ml de proteinasa K) a temperatura ambiente
durante los siguientes tiempos: 3, 5 y 24 horas, además
se realizó un grupo con lisis convencional (sin
proteinasa K). Los portaobjetos fueron puestos en una
unidad de electroforesis horizontal con buffer de
electroforesis (1mM Na

2
-EDTA, 300mM de NaOH)

y fue llenada hasta un nivel de 0.25 cm, sobre los
portaobjetos e incubados por 30 minutos. La
electroforesis fue corrida a 25 V y 300 mA y los tiempos
de corrido evaluados fueron 10, 20 y 30 minutos utilizando
una fuente de poder compacta. Después del corrido
electroforético, los portaobjetos fueron neutralizadas con
buffer Tris por 15 minutos a temperatura ambiente y
teñidos luego con bromuro de etidio (20 g/ml). La
observación de las placas se hizo en un microscopio
Olympus provisto de un sistema de fluorescencia y
fotografiadas con una cámara digital Pixera modelo VCS
10132. Todos los pasos fueron realizados bajo luz amarilla
para prevenir daño adicional al ADN.

Resultados

La morfología de los cometas obtenidos de oocitos
bovinos sometidos a una solución de lisis sin proteinasa
K y sin ser tratados previamente con una solución ácida

de tirodes  resultó no ser muy adecuada para la
cuantificación de daño en el ADN, ya que no se
presentaron cometas con una cabeza y una cola
definida (véase Figura 1). Los resultados fueron los
mismos utilizando los diferentes tiempos de corrido
electroforético (10, 20 y 30 minutos).

Figura 1. Cometa de oocito bovino madurado in vitro, sometido a
una solución de lisis sin proteinasa K y 30 minutos de corrido
electroforético. Las agrupaciones posiblemente pueden
corresponder a cromosomas con un alto grado de compactación.

La morfología de los cometas obtenidos de oocitos
bovinos sometidos a un paso por una solución ácida de
tirodes y a una solución de lisis con proteinasa K
tuvieron una morfología adecuada presentando cabeza
y cola definida (véase Figura 2); no hubo diferencias entre
los diferentes tiempos de proteinasa evaluados (3, 5 y 24
horas), pero si hubo diferencia entre los diferentes
tiempos de corrido electroforético (véase Figura 3).

Figura 2. Cometa de oocito bovino madurado in vitro, sometido a
una solución de tirodes y a una solución de lisis con proteinasa K
y 10 minutos de corrido electroforético con una cabeza y una cola
definida, lo que evidencia una migración homogénea del ADN dentro
del gel de agarosa.
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Figura 3. Cometas de oocitos bovinos. A. Muestra una cola alejada
de su correspondiente cabeza, a los 30 minutos del corrido
electroforético. B. Cometa obtenido después de 10 minutos

Discusión

A pesar de que se ha informado un amplio uso de
esta técnica en la evaluación de sustancias genotóxicas
en células de mamífero, como linfocitos de sangre
periférica humana (27), espermatozoides (12),
embriones (5, 30) y oocitos porcinos (31), en Colombia,
este es el primer informe del Ensayo Cometa en oocitos
bovinos a partir de modificaciones realizadas al
protocolo de Takahashi et al (30) utilizado para
embriones bovinos.

La morfología de los cometas obtenidos de oocitos
bovinos, fueron diferentes en ausencia o presencia de
proteinasa K (10mg/ml). En la figura 1 se muestra un
cometa correspondiente a un oocito bovino madurado
in vitro tratado con una solución de lisis sin proteinasa
K. Estos resultados revelan la falta de migración del
ADN en el gel de agarosa debido probablemente a la

presencia de proteínas asociadas al material genético,
las cuales contribuyen a su compactación. Esta, es
debido a que la división meiótica no esta interrumpida
por una interfase y los cromosomas no se
descondensan después de la emisión del primer cuerpo
polar, por lo tanto, en la maduración de los oocitos los
cromosomas pasan del estado de diplotene de la
profase I a metafase II donde ocurre el segundo arresto
meiótico y en esta fase los cromosomas poseen una
significativa compactación (4,15, 34).

Los cometas obtenidos con oocitos bovinos
madurados in vitro y tratados con una solución de lisis
que no contiene proteinasa K, indican que estas
condiciones no son suficientes para eliminar las
proteínas unidas al ADN, lo cual mantiene a la
cromatina en un alto grado de compactación que impide
la desnaturalización del ADN requerida para la
obtención de cometas con una morfología adecuada
para evaluar daño genotóxico en este sistema celular.
Por el contrario, en la figura 2 se muestran cometas
de oocitos bovinos madurados in vitro tratados con
una solución de lisis en presencia de proteinasa K, estos
poseen una morfología adecuada para evaluar el daño
clastogénico del ADN; por está razón, se requiere del
uso de esta proteasa en el protocolo. Además, no se
encontró diferencia entre los tres tiempos evaluados
de exposición (3, 5 y 24 h) a la proteinasa K.

Los cometas de oocitos bovinos obtenidos en estas
condiciones son cuantificables y son similares a los
obtenidos por Tatemoto et al (31), Takahashi et al (30)
y Dusan et al (5) en oocitos porcinos, embriones
bovinos y de ratón, respectivamente. Las principales
limitantes encontradas en la adecuación del ensayo
cometa en oocitos bovinos fueron, la presencia de las
glicoproteínas contenidas en la zona pelúcida y la alta
compactación de la cromatina después de la
maduración, las cuales representan un impedimento
físico para la migración del ADN en el gel de agarosa.
La zona pelúcida es una gruesa cubierta glicoproteica
extracelular que circunda al oocito de los mamíferos,
aparece durante su crecimiento y aumenta con el
diámetro del oocito, está puede contener alrededor de
3ng de proteínas estructurales (34), las cuales deben
de ser eliminadas para permitir la migración del
material genético de la célula germinal femenina. Por
está razón, después de la eliminación de las células de
la granulosa con tripsina se trataron los oocitos durante
10 segundos con una solución ácida de tirode´s utilizada
habitualmente para realizar biopsia de embriones (11).
Estas condiciones permitieron degradar gran parte de
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la zona pelúcida sin comprometer el resto el oocito,
como se puede apreciar en la figura 2.

La figura 3 muestra una comparación entre dos de
los diferentes tiempos en los que se realizó el corrido
electroforético.  La parte A de la figura corresponde a
un cometa en donde la electroforesis se realizó por un
tiempo de 30 minutos, evidenciando una cola alejada
de su correspondiente cabeza, lo cual no es adecuado
para una evaluación genotoxica, ya que se dificulta la
cuantificación del daño, igual morfología se encontró
cuando el corrido electroforético se realizó por un
tiempo de 20 minutos. Lo que contrasta con lo
observado en la figura 3B, donde se muestra que la
introducción de una solución de lisis con proteinasa K
por 3 horas y un corrido electroforético por 10 minutos
permite obtener unos cometas de oocitos bovinos
madurados in vitro con una morfología adecuada para
ser cuantificados de acuerdo a los criterios establecidos
por Takahashi et al (30), Dusan et al (5) y Tatemoto
et al (31) y ser utilizados en estudios genotóxicos en
este sistema celular.

Por lo anterior, al lograr en este trabajo la
estandarización del Ensayo Cometa en oocitos bovinos,
nos pone a la vanguardia en Colombia en el uso de
gametos femeninos para estudios genotóxicos de
sustancias utilizadas en los protocolos de reproducción
asistida y en la evaluación de sustancias farmacéuticas,

que podrían causar un potencial daño en el ADN, lo
que puede conducir a fracasos reproductivos, tanto en
las especies de interés pecuario como en el ser
humano.

Además, se logró adecuar unas condiciones que
permiten la realización del Ensayo Cometa en células
germinales femeninas, lo cual amplia la gama de
posibilidades en la evaluación de agentes químicos,
físicos y biológicos o en condiciones de estrés
oxidativo, que podrían inducir daños en el ADN de
oocitos; lo cual es de suma importancia para la
identificación de sustancias con un potencial riesgo
para la población humana. Además, esta prueba puede
ser usada para evaluar las condiciones de cultivo en la
maduración de oocitos, siendo esto un proceso crítico
en la producción in vitro de embriones en muchas de
las especies de interés pecuario.
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Summary

The Comet Assay: a technic to evaluate genotoxicity in DNA bovine oocytes.

The single cell gel electrophoresis or the comet assay is used to measure the DNA damage of
individual cells, for most studies the lymphocytes from peripheral blood are used as cellular model.
However, during the last years, the application of this technique has been extended to the germinal
cells with the purpose of evaluating the integrity of the spermatic DNA, oxidative stress conditions
in boar oocytes and bovine embryos besides cellular death in mouse embryos. Applying the comet
assay to a system such as the bovine oocytes it becomes indispensable to overcome two big structural
barriers in the cumulus-oocyte-complex (COC): first, the degradation of the glycoproteins in the
zona pellucida  and second, the elimination of the flatten level of the haploid metaphase II bovine
oocyte genome. These obstacles do not allow an appropriate migration of the DNA through the
agarose gel. In this study it is demonstrated that the use of a lysis solution with proteinase K during
3 h and 10 min in electrophoretic running allows to obtain quantifiable comets of bovine oocytes
matured in vitro, which can be used in genotoxic studies.

Key Words: chromatin, DNA strand break, granulose cells, zona pellucida.
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