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Figura 1. Categorías de COCs inmaduros de cerda, según su aspecto morfológico (Álvarez y col., 2009).
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Introducción
La evaluación de la calidad del ovocito ha

adquirido en los últimos años gran relevancia,
siendo ésta la clave del éxito en la producción in
vitro de embriones. La cantidad y calidad de los
Complejos Ovocito Cumulus (COCs) obtenidos
por punción folicular están influenciadas por
múltiples variables, intrínsecas (especie, raza,
edad, momento del ciclo estral, estado nutricio-
nal, tratamientos hormonales recibidos, etc.) y
extrínsecas del animal (tiempo transcurrido
entre la faena y la extracción, la temperatura de
conservación de los ovarios, el método de
obtención de los COCs, la habilidad del opera-
dor). Dicha heterogeneidad hace necesaria una
cuidadosa selección ovocitaria. 
Tradicionalmente se correlaciona la morfolo-

gía observada al momento de la recuperación
con la competencia para el desarrollo posterior.
Sin embargo, existen diversos métodos invasivos
y no invasivos que tratan de predecir la calidad
de los ovocitos para obtener mejores resultados
en la producción in vitro de embriones. La
detección de apoptosis (muerte celular progra-

mada) en el COC es un posible marcador de la
calidad ovocitaria. Existen controversias acerca
de cómo la apoptosis se vincula con la calidad, es
por ello que el objetivo de este trabajo fue eva-
luar la presencia  y distribución de la apoptosis
en COCs inmaduros de cerdas y su relación con
la morfología evaluada al momento de la recu-
peración de los mismos.

Trabajo realizado
Se utilizaron ovarios de cerda provenientes

de faena. Los COCs se obtuvieron por punción-
aspiración de folículos de 3-8 mm. Bajo lupa
estereoscópica se clasificaron (en función de su
morfología) en seis categorías de calidad decre-
ciente (A1, A2, B1, B2, C y D). Se evalúo en cada
una de las subpoblaciones la presencia de apop-
tosis temprana por la técnica de Anexina V,
cuantificando el porcentaje de ovocitos positi-
vos. Se determinó para cada COC el porcentaje
de células del cumulus positivas dentro de cua-
tro rangos: 0-25%, 25-50%, 50-75% y 75-100%.
Para la evaluación de apoptosis tardía se utilizó
el ensayo TUNEL cuantificando la cantidad de
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células positivas en relación al área del COC.
Para la captura y análisis de imágenes se utilizó
una cámara digital DC180 y el software IM50
(Leica Co). Figura 1 y Figura 2.

Anexina V (apoptosis temprana)

Anexina V en ovocitos
El porcentaje de ovocitos apoptóticos (positi-

vos a la tinción de Anexina V) aumenta a medida
que disminuye la calidad evaluada morfológica-
mente. Por otro lado, la viabilidad de los mismos

evaluada por la tinción de contraste de ioduro
de propidio (IP),  se vio afectada por igual en
todas las categorías. Figura 3.

Anexina en células del cumulus
La distribución depende de la categoría, sin

embargo no existen diferencias entre las categorías
A1, A2 y B1. La mayor parte de los COCs quedan
incluidos en el rango entre 0-25%. Se observó un
comportamiento similar en cuanto a los porcenta-
jes de células dañadas (IP positivas). Figura 4.
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Figura 1. Categorías de COCs inmaduros de cerda, según su aspecto morfológico (Álvarez y col., 2009).

Figura 2. Distribución de COCs según las diferentes 
categorías utilizadas.
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Figura 3. Porcentaje de Apoptosis en ovocitos 
(Anexina V positivos) según las categorías de COCs.

Figura 4. A, ovocito anexina positivo (verde). B, células del cumulus anexina positivas (verdes) e IP positivas (rojas)

Figura 5. A, células del cumulus TUNEL positivas (verdes). B, los núcleos se visualizan verdes y en algunos casos 
fragmentados (cuerpos apoptóticos). 

A1 A2 B1 B2 C D

C
7%

Figura 1. Categorías de COCs inmaduros de cerda, según su aspecto morfológico (Álvarez y col., 2009).

Figura 2. Distribución de COCs según las diferentes 
categorías utilizadas.

C
at

eg
o

rí
as

 d
e 

C
O

C
s

A1 3%

A2 10%

30%

55%

62%

50%

B1

B2

C

D

Figura 3. Porcentaje de Apoptosis en ovocitos 
(Anexina V positivos) según las categorías de COCs.

Figura 4. A, ovocito anexina positivo (verde). B, células del cumulus anexina positivas (verdes) e IP positivas (rojas)

Figura 5. A, células del cumulus TUNEL positivas (verdes). B, los núcleos se visualizan verdes y en algunos casos 
fragmentados (cuerpos apoptóticos). 



44 TAURUS - AÑO 14 Nº56 www.revistataurus.com.ar

A1 A2 B1 B2 C D

C
7%

Figura 1. Categorías de COCs inmaduros de cerda, según su aspecto morfológico (Álvarez y col., 2009).

Figura 2. Distribución de COCs según las diferentes 
categorías utilizadas.

C
at

eg
o

rí
as

 d
e 

C
O

C
s

A1 3%

A2 10%

30%

55%

62%

50%

B1

B2

C

D

Figura 3. Porcentaje de Apoptosis en ovocitos 
(Anexina V positivos) según las categorías de COCs.

Figura 4. A, ovocito anexina positivo (verde). B, células del cumulus anexina positivas (verdes) e IP positivas (rojas)

Figura 5. A, células del cumulus TUNEL positivas (verdes). B, los núcleos se visualizan verdes y en algunos casos 
fragmentados (cuerpos apoptóticos). 



TUNEL (apoptosis tardía)

TUNEL en ovocitos
En los ovocitos no se observó apoptosis tardía,

en ninguna de las categorías planteadas.

TUNEL en células del cumulus
La distribución de la apoptosis no se comportó

de la misma manera en las diferentes categorías.
Se evidenció además un aumento en el número
de células apoptóticas al disminuir la calidad
observada morfológicamente bajo lupa estereos-
cópica (excluyendo a la categoría C, que no pre-
senta células). Figura 5.

Conclusiones
Dentro de la población de COCs obtenidos, el

porcentaje de las diferentes categorías varía. Se
comprobó la presencia de apoptosis tanto tem-
prana como tardía en las células del cumulus de
COCs inmaduros porcinos y solo apoptosis tem-
prana en ovocitos. Existe una relación entre la
presencia de la apoptosis y la morfología de los
COCs pero no se condice exactamente con las
categorías  en las que fueron clasificados. En

todos los grupos se presentó una proporción de
células del cumulus y ovocitos muertos (IP positi-
vos), sin guardar relación con las características
morfológicas de los COCs. La evaluación morfo-
lógica de los COCs bajo la lupa no permite selec-
cionar COCs sin daños y no apoptóticos. Desde el
punto de vista morfológico y de la evaluación de
la apoptosis las categorías de los COCs de elec-
ción para el desarrollo de biotecnologías repro-
ductivas, son las A1 y A2, pudiéndose incluir la
categoría B1.
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