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NOTA TECNICA
Car acterizacion morfométrica de ovocitos de Bubalus bubalis en Cuba
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RESUMEN: Con d objetivo de caracterizar morfométricamente los ovocitos de Bubalus bubalis, se evaluaron
274 complgos cimulos-ovocitos, extraidos por d método de diseccion quirdrgica de los foliculos superficiales
de 48 ovarios. Los ovocitos se obtuvieron mediante la maduracidn in vitro, La captura de los mismos se realizo
bajo visidn estereoscopica con capilares y se procedié a removerlos de las cdlulas dd cimulo. Los indicadores
evaluados fueron: didmetro total del ovocito, didmetrodd citoplasmay espesor dela zona pellcida. Los ovocitos
se maduraron en TCM 199 con 10% de SFB durante 24 h a 37°C. A las 24 horas de maduracion in vitro se
les realizaron las mismas mediciones bajo vision microscopica. Los datos se procesaron por prueba T para
comparacién de medias. Los valores obtenidos fueron para d diametro total 154,61umvs. 167,14um, para €
citoplasma 145,21umvs. 148,46umy parala zona pdUcida 7,85umvs. 17,79um (ovocitos inmaduros vs. maduras,
respectivamente). Se evidencid que € incremento dd diametro total responde fundamentalmente al aumento
dd grosor de la zona peltcida en 9,94 um. Este tipo de caracterizacion se regliza por primera vez en Cuba
para Bubalus bubalis y es parte de los eementos previos para la realizacion de biotecnologias relacionadas
con € proceso reproductor.
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M orphometric characterization of Bubalusbubalisoocytesin Cuba

ABSTRACT: In order to morphometrically characterize Bubalus bubalis oocytes, 274 oocyte-cumulus
complexes were evaluated. They were extracted by the surgical dissection method of the superficial follicles
of 48 ovaries. The oocytes were obtained by in vitro maturation. Their capture was carried out under
stereoscopic vision with hair, removing the cumulus cells. The indicators evaluated were: total diameter of
oocyte, cytoplasm diameter and thickness of the pelucid zone. Oocytes were matured in TCM 199 with 10%
FBS for 24 hours at 37°C. After 24 hours of in vitro maturation, the same measurements under microscopic
vision were performed. Data were processed by t-test for mean comparison. The values obtained were: for
the overall diameter: 154.61umvs. 167.14um, for cytoplasm: 145.21umvs. 148.46um and for the pdlucid zone:
7.85um vs. 17.79um (immeature oocytes vs. mature oocytes, respectively). It was evidenced that the overall
diameter increase responds primarily to the thickness increase of the pdlucid zone (PZ) at 9.94um. This type
of characterization has been carried out for Bubalus bubalis for the first time in Cuba, and it is part of the
previous dements in performing biotechnologies related to the reproductive process.
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INTRODUCCION ovocito complete la maduracion nuclear (1) y alcance
el estadio de metafase Il, en el que permanece hasta
La maduracion ovocitaria es un fenémeno comple- el momento de la fertilizacion, que es cuando comple-

jo, durante el cual el ovocito progresa desde el estadio ta la meiosis y se forman los pronticleos.
de diplotene hasta el de metafase Il (maduracion nu-

clear). Se necesita un periodo de 24 horas para que el Ademas de la maduracion nuclear, el ovocito tam-

bién soporta una maduracion citoplasmatica, que pre-
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para al ovocito para soportar la fertilizacion y el desa-
rrollo embrionario temprano (maduracion
citoplasmética). Cuando el ovocito culmina todos es-
tos cambios con éxito, completa la competencia
meidtica. Los cambios sefialados se demuestran con
un desarrollo de la morfometria de los ovocitos Palma
etal. (2); enla especie bovina como modelo demues-
tran que los diametros de los ovocitos pueden variar de
150 a 190pum de inmaduros hasta maduros, lo cual
puede servir de comparacion para la especie bufalina.

En Cuba no se harealizado este tipo de estudio en
la especie y tal caracterizacion puede ayudar al desa-
rrollo de biotecnologias reproductivas en el bdfalo de
agua,; por lo que el objetivo de este trabajo fue la carac-
terizacion morfométrica de los ovocitos antes y des-
pués de la maduracién in vitro, comparando las dimen-
siones totales, asi como el diametro del citoplasmay
el espesor de la zona pelucida (ZP).

Se utilizaron 274 ovocitos obtenidos a partir de 48
ovarios de hembras bufalinas sacrificadas, provenien-
tes de una Empresa Pecuaria Genética. Los ovarios
se trasladaron en 500mL de solucién salina al 0,9%y
a unatemperatura de 29,09+1,2°C.

La extraccion de los ovocitos se realizé por el mé-
todo de diseccion quirdrgica de los foliculos superficia-
les, fijando cada ovario previamente ubicado en una
placa Petri de 60mm de didmetro con una pinza quirar-
gica y seccionando la pared de cada foliculo con un
micro-escalpelo oftdlmico. El contenido folicular se
diluy6 en 10mL de PBS con (10% de Suero fetal bovi-
no, 100Ul/mL de penicilina, 0,1mg/mL de
estreptomicina y 0,25pg/mL de anfotericina B (SIGMA,
AB955) previamente depositado en la placa. Pararea-
lizar las mediciones los ovocitos fueron desnudados
de las células del cimulo mediante agitacion mecéni-
ca con una pipeta Gilson (P 1000) en una placa bajo
vision microscoépica a 40x en microscopio Leica DMIL
tipo 090-135.001. Se midieron los diametros del ovocito
total y del citoplasma, asi como el espesor de la ZP
con ayuda de un micrometro acoplado a la platina del
microscopio.

La maduracion in vitro (MIV) se realiz6 en medio
Tissue Culture Medium 199 suplementado con bicar-
bonato (m4530) , 0,2mL de Sodio piruvato, 10pg/mL
LH, 40pg/mL de FSH, 10pg/mL de 17b-estradiol, 0,2ug/
mL de EGF, 1mL de L-Glutamina, Suero Fetal Bovino
al 10% (SFB) y 10ug/mL de gentamicina a razon de
400 pL/pozo durante 24 horas en una incubadora Micro
Galaxy a 37°C con una atmaosfera del 5% de CO.,

Para evaluar la MIV se observé la presencia del pri-
mer "cuerpo polar ubicado en el espacio perivitelino de
cada ovocito maduro, con ayuda de un microscopio de
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40Xy se procedié a medir el diametro total, el diame-
tro del citoplasmay el espesor pellcida de los ovocitos
cultivados por 24 horas en medios de maduracion.

Se realiz6 estadistica descriptiva y correlacién en-
tre las tres variables, con ayuda del paquete estadisti-
co Statgraphics 5.1; también se realiz6 un test «t» de
comparacion de medias para los datos de los ovocitos
antes y después de la MIV.

Los resultados muestran el incremento del diame-
tro total del ovocito a expensas fundamentalmente de
la ZP (p<0,05) Tabla 1. Ebner et al. (3) plantearon que
el ovocito maduro de los mamiferos mide entre 110-
115um hasta el oolema. Sin embargo, las dimensio-
nes de los ovocitos bufalinos obtenidas en este expe-
rimento fueron superiores, coincidiendo con Palma et
al. (2), quienes plantean que los ovocitos en el vacuno
miden entre 150 y 190um si se comparan antes y des-
pués de la maduracion in vitro (MIV), por lo que con-
cordamos con este resultado.

TABLA 1. Diametro total, diametro del citoplasmay de
la ZP del ovocito bufdino antes y después de la
maduracién in vitro/ Total diameter, cytoplasm
diameter and PZ of buffalo oocyte before and after in
vitro maturation

Ovaocito Inmaduro (um) [ Maduro(um)
Diametro total 154,61a 167,14b
Diametro 145,21a 148,46a
citoplasmatico

ZP 7,85a 17,79

Letras desiguales por fila: p<0,05

Sirard et al. (4) refirieron que el mayor desarrollo
ovocitario se encuentra luego de pasar la MIV, aspecto
gue consideramos en los resultados de esta investiga-
cion. En el bifalo los estudios de esta naturaleza son
escasos, Chauhan et al. (5) plantean que los ovocitos
en esta especie alcanzan las 160um después de la
MIV, nuestros resultados estan en el rango y se asu-
me que la mayor parte de los ovocitos que crecieron
hasta 160um presentan caracteristicas morfométricas
para formar un embrién.

El aumento del didmetro total de ovocito maduro
est4 relacionado con el diametro del citoplasmay el
espesor de la ZP al llegar al estadio de metafase |l
(MI1) (6) con una maduracién completa del citoplasma
y del ndcleo. La diferencia en el diametro total de
12,53um entre el ovocito inmaduro y el maduro in vitro
lo demuestra, dicho aspecto también es planteado por
Brevini-Gandolfi y Gandolfi (7).



Independientemente de los elementos que influyen
en el aumento del diametro total del ovocito (el cito-
plasmay la ZP), se observé que la media del didmetro
del citoplasma varia en solo 3um de un ovocito inma-
duro a uno maduro, sin diferencias significativas. Pal-
ma et al. (2) demuestran una diferencia de 10um, se
considera que nuestros resultados puede estar dados
por las diferencias entre estas dos especies bovinas.

Como indicador de maduracion se tomd en cuenta
la presencia del primer cuerpo polar en el espacio
perivitelino, demostrando una tasa de MIV del 55%,
resultados ligeramente inferiores a los obtenidos por
Gupta et al. (8).

El espesor de la ZP fue superior para los maduros
conunamediade 17,79um. (Tabla 1), Ebneretal. (3)
plantearon que la ZP mide en todos los mamiferos de
12 a 15um y Palma et al. (4) plantearon didmetros
entre 15y 20um, por lo que nuestros resultados estan
dentro de estos intervalos, descrito por los autores
antes mencionados.

El desarrollo de la ZP (9) se relaciona con los even-
tos de reconocimiento y union al espermatozoide, la
reaccion acrosdmica y el blogueo de la polispermia.
Criterios similares fueron expresados por Wassarman
y Litscher (10) y en cuanto ala importancia de la zona
pellcida (11, 12) después de la maduracion para la
obtencién de un embrién de buena calidad

Se concluye que el tamafio de los ovocitos de la
especie bubalina aumenta en cuanto a su diametro
luego de haber pasado la MIV, esencialmente a ex-
pensas del espesor de la ZP.

Este resultado, obtenido por primera vez en Cuba,
contribuye al conocimiento de la fisiologia de la repro-
duccidn en los bifalos de agua y puede ser una herra-
mienta para la realizacion de biotecnologias
reproductivas.
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