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SUMARYRE UME

Evaluacion de a viabelidad de ovocitos bovinos mediante la ute Izacion'
3-(4-5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazoliuIn bromid,

El objetivo de est investigaci6n fue evaluar I viabilidad d los
Complejos Cumulos Ovocitos (CCOs) bovinos m diant la
utilizacion del 3-(4-5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diph nyl t 
trazolium bromide (MTT).

e aspiraron foliculos de 2-5 mm de dian1etro de ovarios de
vacas sacrificadas en frigorffico y se seleccionaron los CCOs
de acuerdo a las caracteristicas del cumulo (con1pl to, p rcialo
ausente) y del citoplasma del ovocito (uniforme, vacuolado 0

atigrado). Se clasificaron 512 CCOs como categoria A (cumulo
completo y citoplasma uniforme), 503 como B (cumulo in
completo y citoplasma uniforme) y 439 C (ausente de cumulo
y citoplasma uniforme). Se incubaron en una solucion de MTT
a 37°C, en atmosfera al 5% de CO

2
y 99% de humedad dur nt

4 horas. El MTT s incoloro 0 d 'bilment am ri Ilento, atravie
sa la m mbrana celular y al s r reducido por enzimas deshi
drogenasas de las mitocondrias preci pita en cristales de forma
zan d color azul intenso. La coloracion fue considerada nega
tiva en los CCOs que no mostraron can1bios y d 'bil, mod rad
o intensa en los que presentaron un cambio de coloracion con
di~ r nte intensidad. La mayoria d los CCOS A YB (buen
calidad) mostraron cambios de coloracion, videnciando una
destacada actividad enzimatica, mientras que en el 23,1% de
ellos no se evidenciaron cambios. Aproximadarl1ent el45% de
los CCOs C (menor calidad) la coloracion no s modifico, cla
sificandose como negativos. La determinacion de la calidad de
los CCOs r qui r de la incorporaci6n de tecnicas qu pongan
en evidencia asp ctos de su estructura y funcion.
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Th purpose of the pres nt work was to ev luate th vi bility
of bovine CUll1ulus Oocyte Con1plex (COC), using 3-(4-5
dim thylthiazol-2-yl)-2 5-diphenyl tetrazolio bron1ide (MTT).

Th COC s were obtain d by aspirating 2-5mm follicles from
the ovari s of cows at slaught r. Th COCs were select d
according to the charact ristics of th cumulus (complete
partial or absent) and the cytoplasm of the oocytes (uniform
or vacuolated). The COCs were classified in three groups: 512
(category A= complete cun1ulus and uniform cytoplasm), 503
(category B= incompl t cumulus and uniform cytoplasm) and
439 (category C= uniform cytoplasm and no cumulus). Th
COCs were incubated with MTT solution at 37°C, 5% CO

2

and 99% humidity during 4 hours. MTT is colorless or light
yellow and pen tr tes the cellular membr ne, this olution
changes to darl blue by the reduction of mitochondria
dehydrogenis s. The staining was n g tive when the COCs did
not show chang s, and Iight, moderate or intense wh n th
COCs showed color chang s with different int nsity. Th
n1ajority of COCs in c tegories A & B (good qu lity) sho ed
color chang s, meaning that the enzymatic ctivity increas d.
Twenty three p rc nt ofA & B COCs showed n gative staining.
Approxim tely 45%. of COCs in C cat gory (poor qu Iity)
show d no color change, being classified as negative. To
determine the quality of the COCs it is n cessary to us
techn iques that show functional and structural characteristics.
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TRODUCCIO
A partir de los trabajos de Gordon & Lu
(1990) (6), la maduracion y ~ rtilizacion
in vitro de ovocitos bovinos con fines
comerciales ha progresado enormemen
te n la ultima decada. El exito en los
r ultados de un programa de ferti Iiza
cion in vitro depende basicam nte, de
qu los ovocitos tanto en el ovario (in
situ) como fuera d el (in vitro) se en-

cuentren dentro de los par' metros ultra
estructural s normales; as! como del co
rrecto proc so d aspiracion y madura
cion utilizado (12).

EI d sarrollo normal de un mbrion solo
es posible lu go d la fecundacion de un
ovocito que ha cun1pl ido ad cuad m nt
su proc so de madur cion. La seleccion
d los ovocitos junto a las celulas del
cumulo para progr mas d maduracion y

fertilizaci6n in \ ifro se r liza en micros
copio estereosc6pico teniendo en cu n
ta aspectos morfologicos r lacionados al
numero d capas de celulas del cumulo
(compl to, parcial 0 ausente) y d 1cito
plasma d 1ovocito (uniforme, vacuola
do atigrado) (10). Las t' cnicas d colo
racion citol6gicas cumpl n un importan
te rol en la evaluacion de la calidad de los
ovocitos y embrion p rmiti ndo el
anallsis de algunos de sus aspectos es-
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tructurales y ultra-estructurales. Estas
tecnicas adquieren especial importancia
cuando no provocan ni req ieren de la
muerte celular en el momento de su apli
cacion. Ellas p rmit n la evaluacion de
panimetros r lacionados con la actividad
metabo1ica de celulas y t jiclos. EI MTT
permite el estudio de la actividad de va
rias enzimas deshidrogenas s y ha sido
utilizado con exito en el estudio de la
viabilidad y prolif racion celular a partir
de la evaluacion d la actividad metabo
lica d las mitocondrias, (] 3,14). Esta
investigacion tien por objetivo valuar
por medio de la utilizacion del MTT la
viabilidad d los CCOs bovinos obteni
dos por puncion de foliculo~ d ovarios
de animal s sacrificados en frigorifico.

MATERIALE ymTO])OS

Obtencion de ovocitos

Los ovocitos fueron aspirados de folicu
los d 2 a 5 mm d diametro de ovarios
obtenidos de vacas en frigorifico, inme
diatam nte despues del sacrificio. Los
ovarios fueron trasladados al1aboratorio
en solucion fisiologica al 0.9% y p nici
lina-estreptomicina (100.000 UI/L y
100 mg/L) respectivamente a 30° C. La
aspiracion de los ovocitos se realizo con
jeringa d 5ml y aguja de 18 ~~ G, cargada
previamente con Phosphated Buffer Sa
line modificado (PBS-M), adicionando
suero de tern ro inactivado y penicili
na- streptomicina (100.000 UI/L y

100mg/L respectivamente) (9). EI con
tenido d los foliculos s vertio en cajas
de Petri grande (90 mm) y posteriormen
te con microscopio est reoscopico se
identificaron y clasificaron de acuerdo a
la calidad del cumulos y la c racteristi
cas del citoplasma (10). Para la colora
cion de los compl jo cumulos-ovocito
(CCOs) se cstableci ron 3 grupos: 512
de e celente c lid d (Cat gori A) 503
d muy bu na calidad (Categoria B) y
439, carentes d c 'Iulas del cumulos con
citoplasma uniforme (Categoria C). Asi
mismo, los CCOs que pres ntaron sig
nos de degeneracion t nto en el citoplas
rna como en I s c' lulas d I cumulos fue
ron d scartados. diante pipeta Pas
teur de punta afinada fueron transferi
dos a cajas d Petri chic s (35mm) con
t niendo PBS-M, proc diendose a suc 
sivos lavados (9).

Coloracion con MTT

Para evaluar la viabil idad s utilizo la
ineubaeion con MTT, s gun el m'todo
d serito por Mosmann en 1983. EI MTT
(Sigma) es disu Ito en PBS-M a una con
centraeion de 5mg/ml, y posteriormente
filtrado (solucion madr ).

Los CCOs se colocaron individualmente
lnediante pipeta P steur d punta afina
da en cada cava d una pI ca de ELISA
96 con 10 ul de la solucion madre de
MTT en 100 ul d PBS-M e incubaron
durante 4 horas a 37° C, 5 % de CO

2
y

99 % de humedad. EI MTT al ser reduci
do pOl' las enzimas deshidrogenasas de
las mitocondrias cambia de incoloro 0

debilm nte amarill nto a azul oscuro de
bido a la formacion de un precipitado de
formazan. Despues de I incubacion los
CCOs fueron observados en microsco
pio optico, valu dos y clasificados.
gun la respuesta de los CCOs obs r a
da se clasificaron como positivos n
aqu 110s qu pr sentaron cambio en la
coloracion y como negativo donde no se
manifesto dicho cambio. Dentro de los
positivos, se realizo una subclasific cion

n: debit, moderada 0 intensa, de cuer
do al grado de valoracion subjetiva por
la int nsidad de la respu st d la colo
racion.

Evaluacion E tadi ti a

S real izo eI t st de Ch i cuadrado con I
correccion d P arson para e aluar los
resultados obtenidos presados en las
diferent s tablas.

SULTADOS

Se describe en los Cuadros 1 y 2 los re
sultados obt nidos de la coloracion d
MTT segun las dif rentes categorias de
CCOs. Es destacabl que a mayor cali
dad en los CCOs existe un mayor por
centaje que pr sentan coloracion positi
va y a menor cal idad ex iste un mayor
porcentaje de coloracion neg tiva. Estos
resultados son altamente significati os

Cuadro 1. Resultados de 1a coloracion de MTT segun las dif rent s categorias d ovocitos.

Categorfa Coloracion Coloracion debil Coloracion Coloracion Total

ne~ativa moderada intensa

A 34 (6.6) 32 (6.3) 114 (22.3) 332 (64.8) 512
B 105 (20.8) 112 (22.3) 151 (30.1) 135 (26.8) 503
C 197 (44.9) 148 (33.7) 70 (15.9) 24 (5.5) 439

Total 336 292 335 491 1454

Cuadro 2. Comparacion de los resultados negativos y positivos de la coloracion de las cat gorias A y
B agrupadas con la categoria C.

AyB

C

Coloracion egativa

139 (23.1)

197 (44.9)

Coloracion Positiva

876 (76.9)

242 (55.1)

Total

1015
439
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con 1t st de Chi 2 con ]a correccion de
Parson (P < 0.000). Segun los resulta
dos obtenidos se observo claralll nte que
los CCOs d la cat goriaA presentan ma
yoritariament una coloracion positiva
intensa (64.8°A» y solamente se observo
un 6.6°A> d coloracion negativa.

En los CCOs de categoria B se obs rvo
un 79.2% de coloracion positiva (debil:
22.3% moderada: 30.1 % intensa:
26.8%) y se observo un 20.8 % de colo
racion negativa. En los CCOs de la cate
god C se observo solal11 nte un 55.] %
de coloracion positiva donde mayorita
riamente pr s ntan coloracion debil (de
bil: 33.7°A>, moderada: 15.9 e int nsa:
5.5%). En ' sta categoria se observo una
proporcion muy alta de ovocitos con
coloracion negativa (44.9%).

Ademas s realizo la comparacion de re
sultados entre las categodas que normal
mente se sel ccionan para maduracion y
fertilizacion in vitro (categorias A y B)
con la cat god que normalmente se des
cartan (categoria C) tomando ex c1usiva
m nte la respuesta a la coloracion posi
tiva (sin discriminar) y negativa (tabla
II). Los resultados d las categorias A y
B mostraron cl rament s r alt n1 nte
significativos pOl' el test d Chi 2 con la
correccion de Pearson (P < 0.000) con
los r sultados en la categoria C.

D SCUSIO

Los eventos ocurridos durante la madu
racion de los ovocitos influyen signifi
cativamente n su capacidad de fertilizar
y desarrollar a embriones transferibles 0
congelabl s (1). El sistema de cultivo
debe imitar I final de los eventos de la
ovogenesis que ocurre durante el p do
do periovulatorio (11, 12).

La maduracion in vitro de 1a totalidad de
los ovocitos en diD r nt s medios de cu1
tivo aun no ha sido posible, sin embargo
existe una alta correlacion entre la cali
dad del ovocito y la habilidad en la ma
duracion de su nucl 0, asi como de la
distribucion de sus organoid s n el cito
plasma (3 10). Ademas de la integridad
d I ovocito, resulta de gran importancia
1a presencia de las celulas de cumulos,

las que establecen una verdad ra coope
racion mctabolica posibilitando el pasa
je de nutricntes hacia I ovocito (5).

En un ten1prano estudio citologico se
plant a qu la mayoria d los folfculos
antrales estan sufriendo I proceso de
atr sia (12). Hsueh et al. (1994) plan
tean que del 70-99 9% d los folfculos
sufr n el proceso d atr sia durante toda
la vida reproductiv de las hcmbras 111 
mfferas (8). Este proceso se da en todas
las etapas de la foliculogen sis desde la
formacion de las celulas germinales has
ta la finalizacion del desarrollo folicul r.
La etapa crucial la constituye el pasaje
de folfculo preantral a ntr I dond de
g ner n I mayor parte de e tos folicu
los. Silvan et al. (1993) describ que el
proceso de atresia es posibl studi rio
pOl' dos lternativ s: criterios morfolo
gicos y ndocrinos (15). Estudiando po
blaciones de ovocitos pOl' criterios en
docrinos encontro entre 3 y 23 % de ovo
citos atresicos en ovocitos selecciona
dos para maduracion in vitro.

La util izacion d criterios morfologicos
ha sido muy utilizada para describir 1
proceso d atresia de ovocitos (2, 7, 17)
d scriben que configuraciones anorma
les de la cromatina estan ampl ianlente
correlacionadas con 1 proce 0 d tr
sia. Duby et ai, (1995), plantean que con
ovocitos obtenidos de terneras pr -pu
beres, obtuvo en un 12% de ellos confi
guraciones anormales de la cromatina
despues de la maduracion in vitro, y 100/0
en la fertilizacion in vitro (4). Segun este
autor esto indicaria una maduracion nu
cl ar incompleta. Estos resultados coin
ciden con los obtenidos en nuestro labo
ratorio, qu muestran un porcentaje de
] 0-15°A> de ovocitos de las cat godas A
y B que pr sentan ciertos gr dos d atr 
sia frente a las tecnicas de control d ru
tina con coloraciones histologicas. Una
de las causas de atresia 10 constituy la
alteracion de 1a integridad de las mito
condrias 0 de su sistema de cadenas en
zimaticos (16). S gun los datos obt ni
dos en nuestro experim nto con la colo
racion de MTT yen relacion a la calidad
de los CCOs, se d muestra qu a mayor

calidad morfologica de los CCOs se ob
serva mayor respuesta positiva, y a su
vez mayor intensidad en la coloracion.
Esta respuesta a Ia coloracion del MTT
esta probablemente relacion do con la
integridad funcional de las mitocondrias
de los ovocitos.

CO CLUSIONY
RECOMENDACIO

La utilizacion de la coloracion de MTT
para evaluar 1a viabi1id d de los CCOs
con caracteristicas SiJlli1ares a los utili
zados en programas de nladuracion y fer
tilizacion in vitro puede ser altament
ben ficiosa, teniendo en cuenta stos re
sultados de correlacion significativa n
tr los spectos t110rfologicos d los
CCOs y su comportamiento frente al
MTT . Los resultados de nu stro expe
rim nto, nos permitieron establecer la
existencia de un 23.1 % de CCOs de las
categorias A y B d los ovocitos uti11z 
dos con capacidad Jimitada para la ma
duracion in vitro debido posibl nlente a
alter ciones en 1sistema enzimatico de
las mitocondrias. Adem's podemos agre
gar que tambien exist n diferencias sig
nifieativa entre los resultados obt nidos
segun el grado subjetivo (intensidad de
color: debiI, mod rada e intensa) entre
las tr s categorias de CCOs. Cab desta
car las diferencias estadisticas significa
tivas observadas ntre los CCOs de las
categoria A y B con los CCOs de catego
ria C en los grados d intensidad de color
de la respuesta a ]a t I cnica utilizada.

La eva1uacion morfologica como forma
de clasificar y d terminal' 1a c lidad d
los complejos cumu10s-ovocitos qu
puedan ser utilizados en programas d
maduracion y ferti Iizacion in vitro r 
quieren de la incorpor cion de t' cnicas,
cuya estandarizacion d terminen aspec
tos de su funcional idad 0 integridad es
tructural.
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