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NOTABREVE

UTILIZACION DEL AZUL TRIPAN PARADIFERENCIAROVOCITOS
BOVINOS VIVOS Y MUERTOS EN FERTILIZACION IN VITRO

USE OF TRYPAN BLUE TO DETERMINE VIABILITY OF BOVINE OOCYTES
FORIN VITRO FERTILIZATION

Filipiak, Y.y Larocca, C."

'Biotecnologia de la Reproduccion. Facultad de Veterinaria. UdelaR. Montevideo. Uruguay.

*yael filipiak@fvet.edu.uy

PALABRAS CLAVE ADICIONALES
Tincion.
RESUMEN

Se estudié la tincion supravital con azul tripan
(AT) para diferenciar ovocitos inmaduros bovinos
vivos y muertos. Es importante conocer la viabili-
dad de los ovocitos para descartar los muertos
antes de la fertilizacion in vitro (FIV). Se
puncionaron foliculos menores de 6 mm de ovarios
provenientes de matadero. Los complejos cumulo
ovocitos (COC), se clasificaron en A, By C. Se
consideraron los de calidad A y B. Se formaron 2
estratos (otofio-invierno y primavera-verano) y 4
grupos dentro de cada estrato: un grupo control
(GC), el cual no se someti6 al AT y tres grupos: G1,
G2, G3 que se sometieron al AT por 2, 5y 10
minutos, respectivamente. Los COC tefiidos de
azul (muertos), se descartaron, los vivos se
cultivaron 22 h para maduracion y se volvieron a
someter al AT, respetando los mismos tiempos de
exposicion. Se realizo lainseminacién y se contro-
16 el desarrollo hasta mérulas compactas para
evaluar la posible incidencia del AT y de las
estaciones del afio. En conclusion, la tincion con
AT hasta 10 minutos, es util para diferenciar
ovocitos vivos y muertos sin producir efectos
deletéreos.

SUMMARY

The supravital stain with tripan blue (AT) was
used for differentiating live bovine immature
oocytes from dead ones. Itis important to know the
viability of the oocytes, in order to discard the dead
ones before the in vitro fertilization (FIV). Smaller
than 6 mm follicles were punctured, from ovaries
obtained from an abattoir. The cumulus oocyte
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complexes (COC) were classified as A, B or C.
Only those of quality A or B were taken into
account. Two categories were formed (autumn-
winter and spring-summer) and 4 groups within
each category were considered: a control group
(CG), which was not stained with AT and three
groups: G1, G2 and G3 stained with AT for 2, 5 and
10 minutes, respectively. Blue stained COC (dead)
were discarded, live COC were cultured for 22 h
in a maturation culture and were stained again,
maintaining the same exposure times. Insemination
was then performed and compact morules counted,
in order to evaluate the efect of AT and season.
In conclusion, AT stain can be used up to 10
minutes to differentiate live and dead oocytes,
without any deleterious effect on the gametes.

INTRODUCCION

El AT es una tincion supravital que se
utiliza para determinar la viabilidad de célu-
las (Manual Merck KGaA, 2004). Existen
antecedentes de su uso en diferentes espe-
cies, pero la informacidén en bovinos es
escasa (Coelho et al., 1998). Existen datos
deluso de AT en células germinales fetales
(Kato y Tsunoda, 1996); en foliculos
preantrales (Jewgenow y Stolte, 1996);
ovocitos de hamsters (Lewin et al., 1990);
ovocitos de bufalo (Gupta et al., 2002).

Conocer la viabilidad del 6vulo, seria
muy util para hacer mas eficiente la FIV.
Investigaciones sugieren que de los COC
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fertilizados in vitro, aproximadamente un
54% son fecundados (Laroccaetal.,2004).
Este estudio determina la proporcién de
COC inmaduros muertos, los cuales no se
van a fertilizar, por lo cual seria de utilidad
como medidarutinariaenlaFIV.

El objetivo general de este trabajo fue
diferenciar ovocitos vivos y muertos me-
diante la aplicacion del AT, seleccionando
los vivos, que pueden ser fecundados y
evolucionar a embriones; determinando tam-
bién, el efecto de las estaciones sobre la
viabilidad de los COC.

MATERIALY METODOS

Se trasladaron ovarios provenientes de
vacas de matadero con menos de 5 horas de
faenadas, en solucidén salina isotdénica a
37°C.Los COC se obtuvieron de foliculos de
2a6 mmdediametro (Liebfried y First, 1979)
aspirando con jeringa y aguja hipodérmica
18G, en medio buffer fosfato salino modifi-
cado (m-PBS), con 5 % de suero fetal bovino
(SF) y antibioticos (Larocca ef al., 2004).
Los COC setransfirieron a placas de Petri de
90 mm de didmetro, con m-PBS, sobre platina
caliente a 37°C y se lavaron en m-PBS. Se
clasificaron bajo microscopio estereos-
copico (40x) y seleccionaron para el experi-
mento los de calidad A y B, segtin el criterio
de Liebfried y First(1979).

Lamuestratotal fuede 1092 COC, delos
cuales 529 fueron recolectados en otofio-
invierno y 563 en primavera-verano. Estos
periodos se consideraron estratos (1 y 2;
respectivamente). Se dividio los COC en 4
grupos de similar nimero en ambos estra-
tos: grupo control (GC) no se traté con AT;
los otros 3 fueron sometidosal AT al 0,16 %
en m-PBS por tiempos crecientes: grupo 1
(G1): 2 minutos; grupo 2 (G2): 5 minutos 'y
grupo 3 (G3): 10 minutos.

Los COC se colocaron en gotas de m-
PBS con AT el tiempo correspondiente y se
lavaron en m-PBS. Se observaron para veri-
ficar su color. La totalidad de los ovocitos
del GCylosvivosdelos grupos G1, G2y G3,

se lavaron 2 veces con medio de maduracion
TCM-199 Hepes + 5% de SF+ 10% de licor
folicular bovino (LFb) y antibidticos. Se
colocaron en gotas cubiertas con aceite
mineral y se cultivaron 22 h en incubadora
(38°C, con 5% de CO,y 90-95% de humedad
relativa), para su maduracion.

Después de lamaduracidn se realizé una
nuevatincion de forma similar alos ovocitos
inmaduros, utilizando AT al 0,16% en TCM-
199. Se someti6 a FIV a los COC vivos de
todos los grupos y a al GC.

LaFIV serealizo conel finde evaluar los
efectos de diferentes tiempos de exposicion
al AT sobre el desarrollo embrionario en los
grupos y estratos. Después de la madura-
cion, los COC se inseminaron con semen
previamente lavado y capacitado (3 millo-
nes de espermatozoides/mL), en medio BO
(Bracketty Oliphant, 1975), en gotas cubier-
tas con aceite mineral. Se cultivaron por 5h
en incubadora.

Después de lainseminacion, se removie-
ron los cimulus con micro pipeta automati-
ca. Se lavaron 2 veces en el medio de desa-
rrollo (CR1aa) y se traspasaron a gotas de
cultivo con este medio, cubiertas con aceite
mineral, Controlandose la division cada 48
h hasta moérulas compactas.

Serealizaron los andlisis estadisticos de
acuerdo a las hipotesis: para detectar dife-
rencias entre el numero de muertos inma-
duros entre los periodos otoflo-invierno y
primavera-verano, se realizé un test de dife-
rencia de proporciones. Para el analisis de
desarrollo amdrulas compactas en los dife-
rentes estratos y grupos, se realiz6 un test
de Mantel Hanzel (MH) (tablas de contin-
gencia estratificado 2xn). El andlisis para
muertos posmaduracion no se realizo debi-
do al reducido tamafio de la muestra. En
todos los casos se trabajo a un nivel de
significacion del 5%. Los analisis se realiza-
ron con R Development Core Team,
R.F.F.S.C.(2008).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se encontro una diferencia significativa
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(p=0,02) entre la proporcién de muertos en
los diferentes estratos, siendo mayor la pro-
porcion de muertos en otoflo-invierno
(0,202) que en primavera-verano (0,128). El
testde MH (XZMHglobal: 8,82; p=0,03) muestra
que hay una interaccion moderada entre las
estaciones y uno o varios tratamientos. El
G3 difiere significativamente (p=0,04) de los
demas grupos, presentando mayor desarrollo
en el estrato primavera-verano. Esto con-
cuerda con la fisiologia ovarica bovina en
las distintas estaciones del afio (Holy, 1970).
De acuerdo a la estadistica, manteniendo
los COC inmaduros 10 minutos (G3) en AT
existe asociacion positiva con el desarrollo
embrionario, comparando con los otros gru-
pos, en los que no se encontraron diferen-
cias significativas.

Un estudio realizado por Calvo et al.
(2004) utilizando MTT para evaluar la viabi-
lidad de los COC A y B, encontraron un
23,1% de COC inviables. En esta investiga-
cion,de 810 COC Ay B (G1,G2yG3), 131
estaban muertos (16,2%), al igual que Calvo
etal. (2004), se demostrd la importancia de
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conocer los ovocitos inmaduros inviables
paralaFIV.

Gupta et al. (2002), utilizando el AT en
ovocitos de bufalo, concluyeron que la ex-
posicidon 2 minutos resultaba la mas adecua-
da. No obtuvieron diferencias significati-
vas en clivaje y embriones desarrollados.
Losresultados indican una diferencia signi-
ficativa a favor del G3 (10 minutos). Estos
resultados se asemejan a los de Gupta, pero
difieren en especie, concentracioén y en el
tiempo 6ptimo de exposicional AT. Lo cual
indicaria que el AT no tiene efectos adver-
sos en lamaduraciony desarrollo amoérulas
compactas.

Se puede concluir que latinciéon con AT
en ovocitos bovinos inmaduros podria ser
valiosa como rutina en la FIV, ya que se
eliminan COC muertos antes de pasar a la
etapa de maduracion.
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