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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la viabilidad de los
Complejos Cimulos Ovocitos (CCOs) bovinos mediante la
utilizacion del 3-(4-5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl te-
trazolium bromide (MTT).

Se aspiraron foliculos de 2-5 mm de diametro de ovarios de
vacas sacrificadas en frigorifico y se seleccionaron los CCOs
de acuerdo a las caracteristicas del cimulo (completo, parcial o
ausente) y del citoplasma del ovocito (uniforme, vacuolado o
atigrado). Se clasificaron 512 CCOs como categoria A (cumulo
completo y citoplasma uniforme), 503 como B (ctimulo in-
completo y citoplasma uniforme) y 439 C (ausente de cimulo
y citoplasma uniforme). Se incubaron en una soluciéon de MTT
a37°C, en atmdsfera al 5% de CO, y 99% de humedad durante
4 horas. EIMTT es incoloro o débilmente amarillento, atravie-
sa la membrana celular y al ser reducido por enzimas deshi-
drogenasas de las mitocondrias precipita en cristales de forma-
zan de color azul intenso. La coloracién fue considerada nega-
tiva en los CCOs que no mostraron cambios y débil, moderada
o intensa en los que presentaron un cambio de coloracion con
diferente intensidad. La mayoria de los CCOS A y B (buena
calidad) mostraron cambios de coloracion, evidenciando una
destacada actividad enzimatica, mientras que en el 23,1% de
ellos no se evidenciaron cambios. Aproximadamente el 45% de
los CCOs C (menor calidad) la coloracion no se modificé, cla-
sificindose como negativos. La determinacion de la calidad de
los CCOs requiere de la incorporacién de técnicas que pongan
en evidencia aspectos de su estructura y funcion.
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The purpose of the present work was to evaluate the viability
of bovine Cumulus Oocyte Complex (COC), using 3-(4-5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolio bromide (MTT).
The COC’s were obtained by aspirating 2-5mm follicles from
the ovaries of cows at slaughter. The COCs were selected
according to the characteristics of the 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 cumulus and uniform cytoplasm), 503
(category B= incomplete cumulus and uniform cytoplasm) and
439 (category C= uniform cytoplasm and no cumulus). The
COCs were incubated with MTT solution at 37°C, 5% CO,
and 99% humidity during 4 hours. MTT is colorless or light
yellow and penetrates the cellular membrane, this solution
changes to dark blue by the reduction of mitochondria
dehydrogenises. The staining was negative when the COCs did
not show changes, and light, moderate or intense when the
COCs showed color changes with different intensity. The
majority of COCs in categories A & B (good quality) showed
color changes, meaning that the enzymatic activity increased.
Twenty three percent of A & B COCs showed negative staining.
Approximately 45%. of COCs in C category (poor quality),
showed no color change, being classified as negative. To
determine the quality of the COCs it is necessary to use
techniques that show functional and structural characteristics.
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INTRODUCCION

A partir de los trabajos de Gordon & Lu
(1990) (6), la maduracién y fertilizacion
in vitro de ovocitos bovinos con fines
comerciales, ha progresado enormemen-
te en la ultima década. El éxito en los
resultados de un programa de fertiliza-
cion in vitro depende basicamente, de
que los ovocitos, tanto en el ovario (in
situ) como fuera de €l (in vitro) se en-

cuentren dentro de los parametros ultra-
estructurales normales; asi como del co-
rrecto proceso de aspiraciéon y madura-
cion utilizado (12).

El desarrollo normal de un embrién solo
es posible luego de la fecundacion de un
ovocito que ha cumplido adecuadamente
su proceso de maduracion. La seleccion
de los ovocitos junto a las células del
cumulo para programas de maduracién y
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fertilizacion in vitro se realiza en micros-
copio estereoscopico teniendo en cuen-
ta aspectos morfoldgicos relacionados al
namero de capas de células del cimulo
(completo, parcial o ausente) y del cito-
plasma del ovocito (uniforme, vacuola-
do, atigrado) (10). Las técnicas de colo-
racion citolégicas cumplen un importan-
te rol en la evaluacion de la calidad de los
ovocitos y embriones, permitiendo el
analisis de algunos de sus aspectos es-

'Area de Histologia y Embriologia, Facultad de Veterinaria. Lasplaces 1550. Montevideo, Uruguay. Tel/Fax: 622.2933.

E-mail: juancalvouy@yahoo.es

2Area de Morfologia, Facultad de Medicina. Universidad de Brasilia, Brasilia. Brasil.
‘Departamento de Biologia Celular. Universidad de Brasilia, Brasilia. Brasil.

Veterinaria, (Montevideo) 39 (154) 7-10 (2004)



tructurales y ultra-estructurales. Estas
técnicas adquieren especial importancia
cuando no provocan ni requieren de la
muerte celular en el momento de su apli-
cacion. Ellas permiten la evaluacion de
parametros relacionados con la actividad
metabolica de células y tejidos. El MTT
permite el estudio de la actividad de va-
rias enzimas deshidrogenasas y ha sido
utilizado con éxito en el estudio de la
viabilidad y proliferacion celular a partir
de la evaluacion de la actividad metabo-
lica de las mitocondrias, (13,14). Esta
investigacion tiene por objetivo evaluar
por medio de la utilizacion del MTT la
viabilidad de los CCOs bovinos obteni-
dos por puncioén de foliculos de ovarios
de animales sacrificados en frigorifico.

MATERIALES YMETODOS

Obtencion de ovocitos

Los ovocitos fueron aspirados de folicu-
los de 2 a 5 mm de diametro de ovarios
obtenidos de vacas en frigorifico, inme-
diatamente después del sacrificio. Los
ovarios fueron trasladados al laboratorio
en solucidn fisioldgica al 0.9% y penici-
lina—estreptomicina (100.000 UI/L y
100 mg/L) respectivamente a 30° C. La
aspiracion de los ovocitos se realizé con
jeringade Smly agujade 18 /4 G, cargada
previamente con Phosphated Buffer Sa-
line modificado (PBS-M), adicionando
suero de ternero inactivado y penicili-
na—estreptomicina (100.000 UI/L y

100mg/L respectivamente) (9). El con-
tenido de los foliculos se verti6 en cajas
de Petri grande (90 mm) y posteriormen-
te con microscopio estereoscopico se
identificaron y clasificaron de acuerdo a
la calidad del cimulos y las caracteristi-
cas del citoplasma (10). Para la colora-
cion de los complejo ciimulos-ovocito
(CCOs) se establecieron 3 grupos: 512
de excelente calidad (Categoria A), 503
de muy buena calidad (Categoria B) y
439, carentes de células del cimulos con
citoplasma uniforme (Categoria C). Asi
mismo, los CCOs que presentaron sig-
nos de degeneracion, tanto en el citoplas-
ma como en las células del cimulos fue-
ron descartados. Mediante pipeta Pas-
teur de punta afinada fueron transferi-
dos a cajas de Petri chicas (35mm) con-
teniendo PBS-M, procediéndose a suce-
sivos lavados (9).

Coloracion con MTT

Para evaluar la viabilidad se utilizé la
incubacién con MTT, segun el método
descrito por Mosmann en 1983. EIMTT
(Sigma) es disuelto en PBS-M a una con-
centracion de Smg/ml, y posteriormente
filtrado (solucion madre).

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

99 % de humedad. El MTT al ser reduci-
do por las enzimas deshidrogenasas de
las mitocondrias cambia de incoloro o
débilmente amarillento a azul oscuro de-
bido a la formacién de un precipitado de
formazan. Después de la incubacidn, los
CCOs fueron observados en microsco-
pio optico, evaluados y clasificados. Se-
glin la respuesta de los CCOs observa-
da, se clasificaron como positivos en
aquellos que presentaron cambio en la
coloraciéon y como negativo donde no se
manifesté dicho cambio. Dentro de los
positivos, se realizo una subclasificacion
en: débil, moderada o intensa, de acuer-
do al grado de valoracion subjetiva por
la intensidad de la respuesta de la colo-
racion.

Evaluacion Estadistica

Se realizé el test de Chi cuadrado con la
correccion de Pearson para evaluar los
resultados obtenidos expresados en las
diferentes tablas.

RESULTADOS

Se describe en los Cuadros 1y 2 los re-
sultados obtenidos de la coloracion de
MTT segtin las diferentes categorias de
CCOs. Es destacable que a mayor cali-
dad en los CCOs existe un mayor por-
centaje que presentan coloracion positi-
va y a menor calidad existe un mayor
porcentaje de coloracion negativa. Estos
resultados son altamente significativos

Cuadro 1. Resultados de la coloracién de MTT segin las diferentes categorias de ovocitos.

Categoria Coloracion Coloracion débil Coloracion Coloracion Total
negativa 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. Comparacién de los resultados negativos y positivos de la coloracién de las categorias A y
B agrupadas con la categoria C.

Coloracion Negativa Coloracion Positiva Total
AyB 139 (23.1) 876 (76.9) 1015
C 197 (44.9) 242 (55.1) 439
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con el test de Chi? con la correccion de
Pearson (P < 0.000). Segun los resulta-
dos obtenidos, se observd claramente que
los CCOs de la categoria A presentan ma-
yoritariamente una coloracion positiva
intensa (64.8%) y solamente se observd
un 6.6% de coloracidn negativa.

En los CCOs de categoria B se observd
un 79.2% de coloracion positiva (débil:
22.3%, moderada: 30.1% e intensa:
26.8%) y se observo un 20.8 % de colo-
racion negativa. En los CCOs de la cate-
goria C se observo solamente un 55.1%
de coloracion positiva, donde mayorita-
riamente presentan coloracion débil (dé-
bil: 33.7%, moderada: 15.9 e intensa:
5.5%). En ésta categoria se observé una
proporcion muy alta de ovocitos con
coloracion negativa (44.9%).

Ademas se realizo la comparacion de re-
sultados entre las categorias que normal-
mente se seleccionan para maduracion y
fertilizacion in vitro (categorias A y B)
con la categoria que normalmente se des-
cartan (categoria C) tomando exclusiva-
mente la respuesta a la coloracion posi-
tiva (sin discriminar) y negativa (tabla
II). Los resultados de las categorias A y
B mostraron claramente ser altamente
significativos por el test de Chi® con la
correccion de Pearson (P < 0.000) con
los resultados en la categoria C.

DISCUSION

Los eventos ocurridos durante la madu-
racion de los ovocitos influyen signifi-
cativamente en su capacidad de fertilizar
y desarrollar a embriones transferibles o
congelables (1). El sistema de cultivo
debe imitar el final de los eventos de la
ovogénesis que ocurre durante el perio-
do periovulatorio (11, 12).

La maduracion in vitro de la totalidad de
los ovocitos en diferentes medios de cul-
tivo atin no ha sido posible, sin embargo
existe una alta correlacidn entre la cali-
dad del ovocito y la habilidad en la ma-
duracion de su nucleo, asi como de la
distribucion de sus organoides en el cito-
plasma (3,10). Ademas de la integridad
del ovocito, resulta de gran importancia
la presencia de las células de cumulos,

las que establecen una verdadera coope-
racion metabolica posibilitando el pasa-
je de nutrientes hacia el ovocito (5).

En un temprano estudio citoldgico se
plantea que la mayoria de los foliculos
antrales estan sufriendo el proceso de
atresia (12). Hsueh et al. (1994) plan-
tean que del 70-99,9% de los foliculos
sufren el proceso de atresia durante toda
la vida reproductiva de las hembras ma-
miferas (8). Este proceso se da en todas
las etapas de la foliculogénesis, desde la
formacion de las células germinales has-
ta la finalizacion del desarrollo folicular.
La etapa crucial la constituye el pasaje
de foliculo preantral a antral, donde de-
generan la mayor parte de estos folicu-
los. Silvan et al. (1993) describe que el
proceso de atresia es posible estudiarlo
por dos alternativas: criterios morfolé-
gicos y endocrinos (15). Estudiando po-
blaciones de ovocitos por criterios en-
docrinos encontré entre 3 y 23 % de ovo-
citos atresicos en ovocitos selecciona-
dos para maduracion in vitro.

La utilizacion de criterios morfolégicos
ha sido muy utilizada para describir el
proceso de atresia de ovocitos (2, 7, 17)
describen que configuraciones anorma-
les de la cromatina estan ampliamente
correlacionadas con el proceso de atre-
sia. Duby et al, (1995), plantean que con
ovocitos obtenidos de terneras pre-pu-
beres, obtuvo en un 12% de ellos confi-
guraciones anormales de la cromatina
después de la maduracién in vitro, y 10%
en la fertilizacion in vitro (4). Segun este
autor esto indicaria una maduracion nu-
clear incompleta. Estos resultados coin-
ciden con los obtenidos en nuestro labo-
ratorio, que muestran un porcentaje de
10-15% de ovocitos de las categorias A
y B que presentan ciertos grados de atre-
sia frente a las técnicas de control de ru-
tina con coloraciones histoldgicas. Una
de las causas de atresia lo constituye la
alteracion de la integridad de las mito-
condrias o de su sistema de cadenas en-
zimaticos (16). Segun los datos obteni-
dos en nuestro experimento con la colo-
racionde MTT y en relacion a la calidad
de los CCOs, se demuestra que a mayor

calidad morfolégica de los CCOs se ob-
serva mayor respuesta positiva, y a su
vez mayor intensidad en la coloracion.
Esta respuesta a la coloracién del MTT
esta probablemente relacionado con la
integridad funcional de las mitocondrias
de los ovocitos.

CONCLUSIONY
RECOMENDACIONES

La utilizacion de la coloracion de MTT
para evaluar la viabilidad de los CCOs
con caracteristicas similares a los utili-
zados en programas de maduracion y fer-
tilizacion in vitro puede ser altamente
beneficiosa, teniendo en cuenta estos re-
sultados de correlacion significativa en-
tre los aspectos morfoldgicos de los
CCOs y su comportamiento frente al
MTT . Los resultados de nuestro expe-
rimento, nos permitieron establecer la
existencia de un 23.1% de CCOs de las
categorias A y B de los ovocitos utiliza-
dos con capacidad limitada para la ma-
duracion in vitro debido posiblemente a
alteraciones en el sistema enzimatico de
las mitocondrias. Ademas podemos agre-
gar que también existen diferencias sig-
nificativa entre los resultados obtenidos
seglin el grado subjetivo (intensidad de
color: débil, moderada e intensa) entre
las tres categorias de CCOs. Cabe desta-
car las diferencias estadisticas significa-
tivas observadas entre los CCOs de las
categoria Ay B con los CCOs de catego-
ria C en los grados de intensidad de color
de la respuesta a la técnica utilizada.

La evaluacién morfoldgica como forma
de clasificar y determinar la calidad de
los complejos cimulos-ovocitos que
puedan ser utilizados en programas de
maduracién y fertilizacion in vitro re-
quieren de la incorporacion de técnicas,
cuya estandarizacion determinen aspec-
tos de su funcionalidad o integridad es-
tructural.
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