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1. INTRODUCCION

La clasificacion morfologica de los COC’s (complejos cumulus ovocitos), junto a la determinacion del
diametro folicular y ovocitario han sido los métodos mas utilizados para la seleccién de gametas
previo a la produccion in vitro de embriones (P1V). En un principio los COC’s aptos para PIV eran
seleccionados por criterios morfologicos que proporcionaban pautas razonables para identificar el
potencial de fertilizacion, pero los ovocitos bovinos han demostrado una alta variabilidad al momento
de evaluar el citoplasma debido a su poca o nula traslucidez. Sin embargo, en los Gltimos afios se ha
comprobado que estos métodos son ineficientes, ya que apenas el 60% de los COC’s seleccionados
alcanzan la fase de blastocisto posterior a la fecundacion (Alm, Torner, Léhrke, Viergutz, Ghoneim et
al., 2005). Ensayos han demostrado que los COC’s inmaduros sintetizan una variedad de proteinas
durante su crecimiento, entre ellas la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (G6PDH), la cual es
sintetizada en la mitad de la primera fase (S) de crecimiento ovocitario y que disminuye conforme el
ovocito termina su fase de crecimiento. La tincién con azul brillante de Cresilo permite seleccionar de
una manera no invasiva y perturbadora a los COC’s mas homogéneos y competentes para la PIV; esto
debido a que permite determinar la actividad de la enzima G6PDH (Pujol, Lépez-Béjar & Paramio,
2004). Al ser considerada como una técnica relativamente nueva, existe poca documentacién y mucha
controversia. Por esto, el objetivo de la investigacién fue utilizar la prueba del azul brillante de Cresilo
como meétodo indirecto para seleccionar ovocitos de mayor competencia para la PIV.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1.  Coleccion y clasificacion de los COC’s

Se utilizaron como donadoras de ovocitos dos vaquillas de raza Criolla, sometidas a un proceso de
estimulacién hormonal; dia 0, GhnRH (Conceptal®), dosis 0.2 mg por via IM; dia 2, 500 U.l FSH-LH
(Pluset®), dia 2 y 48 h después Ovum Pick-up (OPU). Los COC’s recuperados fueron transportados y
clasificados morfol6gicamente en: A = ovocito de apariencia compacta, con >4 capas de células del
cumulus, citoplasma granular uniforme y transparente; B = ovocito con 1 a 3 capas de células del
cumulus que cubren la zona pelucida, con citoplasma opaco, total o parcialmente homogéneo y
finamente granulado; C = ovocitos totalmente denudados, y/o citoplasma con zonas oscuras
irregulares y D = ovocitos deformados con células de la granulosa que cubren parcial o totalmente la
zona peldcida o completamente expandidos con cumulus disperso y descolorido.
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2.2. Prueba del Azul Brillante de Cresilo (BCB)

Todos los ovocitos seleccionados como A, B, C y D, fueron colocados en 26 uM de BCB diluido en
PBS (Dulbecco) durante 90 minutos a 38°C y CO; al 5%. Posterior a la exposicion cada grupo de
ovocitos fue lavado tres veces en una solucién atemperada de PBS y examinado bajo estereoscopia
para determinar si habian terminado su crecimiento (BCB+) o no (BCB-).

2.3. Disefio experimental

La investigacion fue de tipo experimental, tuvo dos tratamientos y cinco repeticiones; en la que
Tratamiento 1 (T1) = COC’s recuperados de vaquillas estimuladas, y Tratamiento 2 (T2) = COC’s
recuperados de vaquillas no estimuladas (testigo). Para el andlisis de los datos, se utiliz6 un modelo
lineal general a través del PROC GLM en el SAS vw 9.3. Las diferencias entre medias se compararon
mediante la prueba de Tukey-Kramer.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 1 muestra la relacion entre el nimero de foliculos visualizados por ecografia y el nimero de
COC’s recuperados por OPU. Como era de esperarse, el tratamiento 1 (con estimulacion) permitid
recuperar 5.2 mas COC’s que el grupo testigo (sin estimulacion) (P<0.05). La tasa de recuperacion en
T1 fue 17.1% superior a T2 (P<0.05).

Tabla 1. Numero de foliculos visualizados y COC’s recuperados por OPU en cada uno de los
tratamientos.

Foliculos visualizados  COC’s recuperados Recuperacion
N/(X+EE) N/(X+EE) %
Eatam'e”“’: 112/(11.2 +0.69°) 90/(9.0 +0.63%) 80.4°
%atam'e”“’: 72/(6.0 +0.89") 12/(3.8 +0.57") 63.3°
Total 148/(16.2) 102/(12.8) 68.9

Valores con letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (* °= P < 0.05)

El porcentaje de recuperacion en la presente investigacion denota la eficiencia alcanzada en la
técnica de OPU. La diferencia entre tratamientos podria ser explicada por el protocolo de estimulacion
utilizado, que permiti6 obtener foliculos mas homogéneos que facilitaron la puncién eco-guiada, esta
caracteristica no se present6 en el tratamiento 2 (vaquillas sin estimulacién ovéarica) ya que en este
existio mayor diversidad de tamafio en los foliculos presentes en el momento de la OPU (Torres-
Junior, Pires, de S4, Ferreira, Viana et al., 2008).

En la Tabla 2 se puede observar que del total de COC’s recuperados (9,0+0,63) de animales
estimulados hormonalmente, el 26.7% correspondié al tipo A; 34.4% al B; 21.1% al Cy 17.8% al D;
sin embargo, en el tratamiento 2 (sin estimulacion) un 13.2% fueron clasificados como A; 23.7% B;
47.4% C y 13.2% D, presentando diferencias entre tratamientos en los tipos A, B y D (P<0,05).
Autores como Ireland, Ward, Jimenez-Krassel, Ireland, Smith et al. (2007) consideran a los ovocitos
de categorias A y B como aptos para PIV y a C 'y D como no aptos; tomando esta agrupacion como
referencia, se puede decir que en T1 el 61.1% de los ovocitos de esta investigacion serian considerados
como aptos y un 38.9% no aptos. Por otra parte, en T2 se obtuvo un 36.9% de aptos y un 60.6% de no
aptos. Esto es corroborado por Blondin, Vigneault, Nivet & Sirard (2012) quienes sefialaron que
ovocitos provenientes de hembras no estimuladas hormonalmente tuvieron menor competencia que
ovocitos de hembras estimuladas.
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Tabla 2. Numero de COC’s, clasificados en base a su morfologia (Tipo A; B; C; D) y su actividad al
BCB en cada tratamiento.

Tipo COC’s A B ¢ D
P X+EE/(%) X+EE/(%) X+EE/(%) X+EE/(%)

Tratamiento 1 2.4 £0.38a/(26.7) 3.1 +0.55a/(34.4) 1.9 £0.44a/(21.1) 1.6 £0.30a/(17.8)
Tratamiento 2 0.5 +0.35b/(13.2) 0.9 +0.50b/(23.7) 1.8 £0.40a/(47.4)  0.5+0.27b/(13.2)
BCB+

Tratamiento 1 2.4 £0.38a/(100) 1.7 £0.37a/(54.8) 1.3 £0.36/(68.4) 0.9 +0.26/(56.3)
Tratamiento 2 0.5 £0.35b/(100) 0.5 £0.34b/(55.5) 1.0+0.33/(55.5) 0.3 +£0.24/(60.0)
BCB-

Tratamiento 1 0.0 £0.00/(0) 1.4 £0.54/(45.2) 0.6 £0.34/(31.6) 0.7 £0.23/(43.7)
Tratamiento 2 0.0 £0.00/(0) 0.3 £0.49/(44.5) 0.9 £0.31/(44.5) 0.1 +£0.21/(40.0)

a=|etras diferentes en la misma columna indican grupos diferentes; prueba de Tukey-Kramer. (P<0.05)

Al realizar la prueba del BCB, se determind que el 100% de los ovocitos de tipo A de los
tratamientos 1y 2, fueron BCB+, es decir, habian terminado su crecimiento y podian continuar con su
proceso de maduracion. Ademas, se observo la tendencia a una mejor calidad morfolégica y una
mayor cantidad de ovocitos BCB+. Alrededor del 50% de los ovocitos de tipo B fueron BCB+, lo que
permite argumentar que no todos los ovocitos de tipo B estaban listos para continuar con el proceso de
maduracion. Este comportamiento fue observado por (Pujol et al., 2004) quienes demostraron que un
34% de los ovocitos seleccionados para PIV, segun criterios morfoldgicos (grados 1 al 3), no habian
terminado su crecimiento, es decir fueron BCB-.

Por otra parte, al analizar los ovocitos de tipo C y D no se observaron diferencias entre
tratamientos, pero se determiné que alrededor del 50% de los ovocitos tanto de T1y T2 fueron BCB+.
La presencia de ese 50% de COC’s de tipo C (COC’s denudados), clasificados como BCB+, pudo
deberse a factores mecanicos relacionados con las caracteristicas de la aguja usada (diametro, longitud,
afilado, angulo, etc.), y/o la presidn de aspiracion que produjo pérdida de las células del camulo. En
cuanto a los ovocitos de tipo D, su comportamiento BCB+ se debe a que morfoldgicamente estaban
maduros, es decir, habian terminado su crecimiento. No obstante, investigadores como Pujol et al.
(2004) e Ireland et al. (2007) excluyen a los ovocitos de esta clasificacion de la PIV por considerarlos
no aptos para este tipo de Biotecnologia. Por otra parte, se observé que alrededor del 50% de los
ovocitos tipo D fueron BCB-, se considera que estos son extraidos de foliculos en fase de atresia.

4. CONCLUSIONES

Segun los resultados de este estudio, la seleccion de COC’s basada en las caracteristicas morfologicas
es un método confiable Unicamente para los de tipo A, mientras que tiene un 50% de error para los
COC’s de tipo B, C y D. Por esto, la aplicacion de la prueba del BCB permite mejorar esta seleccién
de forma no invasiva.
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