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Resumen

Introduccion. Almacenar oocitos bovinos inma-
duros de forma eficiente permite contar con fuentes
casi ilimitadas de recursos genéticos, valiosos para
los procesos biotecnoldgicos de la reproduccion y
para la investigacion. Diversos métodos se han em-
pleado para la criopreservacion de este tipo de célu-
las, entre de los cuales la vitrificacion ha demostrado
ser el mas exitoso. Sin embargo, los resultados aun
son limitados por las bajas tasas de sobrevivencia
de los oocitos vitrificados. Objetivo. Determinar en-
tre tres concentraciones del crioprotector etilenglicol
cual previene en mayor proporcion las alteraciones
sobre la morfologia post-desvitrificacion de oocitos
bovinos inmaduros. Materiales y métodos. Para un
protocolo de dos pasos de vitrificacion en pajilla abi-
erta estirada (OPS) de oocitos bovinos inmaduros,
se evaluaron tres combinaciones en la concen-
tracion de etilenglicol: 1, (7.5% y 15%); 2, (10% y
20%)y 3, (20% y 40%). Resultados. Los resultados
mostraron que un protocolo que utiliza 20% y 40%
de etilenglicol en dos soluciones de vitrificacion,
produce menores alteraciones en la morfologia pos-
desvitrificacion de los oocitos bovinos inmaduros.
Conclusiones: La utilizacion de las concentraciones
de 20% y 40% de etilenglicol en un protocolo de vitri-
ficacion de dos pasos en OPS tiene un mayor efecto
preventivo sobre los dafios morfolégicos asociados a
la vitrificacion de oocitos bovinos inmaduros.

Palabras clave. oocitos bovinos inmaduros, vitrifi-
cacion, etilenglicol, pajilla abierta estirada, morfolo-
gia de oocitos.

Ethylene glycol’s effect on the
post-devitrification morphology
of immature bovine oocytes

Abstract

Introduction. Efficient storage of immature bo-
vine oocytes means to have an unlimited quantity
of genetic resources, valuable for reproduction bio-
technology processes and for research. Several
methods have been used for the cryopreservation
of these cells. Vitrification has demonstrated to be
the most successful one, but its results are still lim-
ited due to the low survival rates of the vitrified oo-
cytes. Objective. To determine which one, between
three different concentrations of the ethylene glycol
crioprotector, prevents in the highest proportion the
alterations on post-devitrification morphology of im-
mature bovine oocytes. Materials and methods.
Three different concentrations of ethylene glycol
were tested in order for a two step vitrification proto-
col in open pulled straw (OPS) of immature bovine
oocytes: 1, (7.5% y 15%); 2, (10% y 20%) and 3,
(20% y 40%). Results. A protocol that uses the com-
bination of 20% and 40% of ethylene glycol on two
vitrification solutions, produces less changes in the
post-devitrification morphology of immature bovine
oocytes. Conclusions. The use of 20% and 40%
ethylene glycol concentrations, in a two step OPS
vitrification protocol, has a better prevention effect
on the morphologic damages associated to the vitri-
fication of immature bovine oocytes.

Key words: Immature bovine oocytes, vitrification,
ethylene glycol, open pulled straw (OPS), oocyte
morphology.
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Efeito do etilenglicol sobre a morfologia
pos-desvitrificar de ovocitos bovinos imaturos

Resumo

Introdugao. Armazenar ovdcitos bovinos imaturos
de forma eficiente permite contar com fontes qua-
se ilimitadas de recursos genéticos, valiosos para
0s processos biotecnoldgicos da reproducgéo e para
a investigacdo. Diversos métodos se empregaram
para a criopreservacgao deste tipo de células, entre
dos quais a vitrificar demonstrou ser o mais exito-
so. No entanto, os resultados ainda s&o limitados
pelas baixas taxas de sobrevivéncia dos ovécitos
vitrificados. Objetivo. Determinar entre trés con-
centragdes do crio - protetor etilenglicol qual previne
em maior proporgdo as alteragdes sobre a morfo-
logia pds-desvitrificacdo de ovdcitos bovinos ima-

turos. Materiais e métodos. Para um protocolo de
dois passos de vitrificar em palha aberta esticada
(OPS) de ovdcitos bovinos imaturos, avaliaram-se
trés combinagdes na concentracao de etilenglicol: 1,
(7.5% e 15%); 2, (10% e 20%) e 3, (20% e 40%).
Resultados. Os resultados mostraram que um pro-
tocolo que utiliza 20% e 40% de etilenglicol em duas
solugdes de vitrificar, produz menores alteragdes na
morfologia pos-desvitrificagdo dos ovdcitos bovinos
imaturos. Conclusodes. A utilizagdo das concentra-
coes de 20% e 40% de etilenglicol num protocolo de
vitrificar de dois passos em OPS tem um maior efei-
to preventivo sobre os danos morfoldgicos socios a
vitrificar de ovécitos bovinos imaturos.

Palavras importantes: ovdcitos bovinos imaturos,
vitrificar, etilenglicol, palha aberta esticada, morfolo-
gia de ovocitos.

Introduccioén

En el érea de la biotecnologia animal se han
desarrollado procedimientos que mejoran de
manera substancial la eficiencia reproductiva
de las especies tradicionalmente destinadas a
la produccion pecuaria. La aspiracion folicular
transvaginal para la obtencién de oocitos inma-
duros, la maduracion in vitro y la fertilizacion
in vitro, generan una gran cantidad de células
germinales y embriones. Sin embargo, en mu-
chas ocasiones gran parte de este valioso re-
curso genético debe ser descartado por la falta
de aplicacién de procedimientos de conserva-
cion, o por el ineficiente almacenamiento de-
rivado del uso de protocolos de criopreserva-
cién que resultan en altas tasas de deterioro y
muerte celular'?, por la formacion incontrolada
de cristales de hielo®. Esta situacion ha condu-
cido al desarrollo de técnicas y a la utilizacién
de sustancias crioprotectoras que mitiguen ta-
les consecuencias del proceso*%%7. La vitrifica-
cion corresponde a una técnica de congelaciéon
ultrarrapida, basada en el contacto directo en-
tre las células en una solucién de vitrificacion
que contiene agentes crioprotectores entre 4-6
mol/L con el nitrégeno liquido, produciéndose
una solidificacién para formar un estado vitreo
o similar a cristal, disminuyendo la formacién
de cristales de hielo®%'%"", La criopreservacion
por vitrificacién con el uso de crioprotectores
como el etilenglicol (EG) y el dimetilsulfoxido
(DMSO), ha favorecido el mejoramiento de la
eficiencia en la preservacion de células ger-

minales y embriones de varias especies'? '3,
dado que permite el aumento de la velocidad
de enfriamiento, asi como la disminucion de los
efectos osmoticos y téxicos y las alteraciones
a nivel celular'®'® Sin embargo, los indices de
supervivencia de oocitos vitrificados en vesicula
germinal son todavia muy bajos en el vacuno'’.
A pesar de que el etilenglicol ha sido el criopro-
tector mas conveniente para la vitrificacion de
estas células'™'®, se han utilizado diversas con-
centraciones del mismo y combinaciones con
otros crioprotectores??!, de manera que sigue
siendo importante determinar cuales son las
concentraciones de etilenglicol que menos afec-
tan la integridad de los oocitos. En este trabajo
se evaluaron para un protocolo de dos pasos
de vitrificacion de oocitos bovinos inmaduros en
pajilla abierta estirada (OPS), tres combinacio-
nes en la concentracion de etilenglicol: 1, (7.5%
y 15%); 2, (10% y 20%) y 3, (20% y 40%).

El objetivo de este estudio fue determinar, en-
tre las tres concentraciones del crioprotector
etilenglicol, cual previene en mayor proporcién

las alteraciones sobre la morfologia post-desvi-
trificacion de oocitos bovinos inmaduros.

Materiales y métodos
Sitio de estudio

La recoleccion de ovarios bovinos se llevd a
cabo en la planta de faenado de la Central
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Ganadera del municipio de Medellin, departa-
mento de Antioquia, Colombia, realizando una
o dos recolecciones por semana. Los procedi-
mientos de aspiracion folicular, la seleccion de
complejos oocito-cumulus (COCs), la vitrifica-
cion y la evaluaciéon morfolégica post-desvitrifi-
cacion, fueron desarrollados en el Laboratorio
de Biotecnologia Animal de la Universidad Na-
cional de Colombia, sede Medellin.

Recoleccion de oocitos

Los COCs bovinos fueron recolectados desde
ovarios provenientes de la planta de faenado
local, transportados en un medio tampén fos-
fato salino (PBS) estéril a 38°C, y procesados
en el laboratorio dentro de las tres horas pos-
teriores a la recoleccion. Los foliculos entre 2
y 6mm fueron aspirados usando una jeringa de
5ml, con una aguja calibre 18. Los COCs y el
fluido folicular recuperado fueron puestos en
tubos conicos plasticos de 15ml y se dejaron
decantar en una incubadora a 38.5°C durante
10 minutos, para realizar la recuperacién pos-
terior de la fraccion precipitada. La seleccion
de los COCs se realiz6 con base en los crite-

rios de capas multiples y compactas de células
de la granulosa y ooplasma homogéneo. Los
COCs seleccionados fueron lavados en medio
TL-Hepes suplementado con 0.2mM piruvato
de sodio (Sigma P5280) y 3mg/ml de albumina
sérica bovina fraccion V (Sigma A9647).

Vitrificacion

Se elaboraron pajillas abiertas estiradas (OPS),
a partir de pajillas convencionales de 0.25ml,
apoyando el tercio central de cada pajilla so-
bre la esquina de una platina térmica a 90°C,
durante 30 segundos, para reblandecerlas,
estirarlas y cortarlas por la parte mas angosta.
Para el proceso de criopreservacion, los COCs
se pasaron por 200ul de una primera solucion
de vitrificacion, (V1), por 45 segundos y por
20ul de una segunda solucién de vitrificacion,
(V2), por 25 segundos. Estas soluciones es-
tuvieron basadas en TCM-199, 10% de suero
fetal bovino (SFB), y concentraciones de etilen-
glicol segun el tratamiento (tabla 1). Los COCs
fueron empacados en las OPS en un volumen
de 2yl de la segunda solucién, para finalmente
sumergirlas directamente en nitrégeno liquido.

Tabla1. Concentracion de crioprotectores segun el tratamiento de vitrificacion.

Tratamiento Solucién de vitrificacion 1 Solucién de vitrificaciéon 2
. . Etilenglicol 15%
0,
1 Etilenglicol 7.5% Sacarosa 1M
. . Etilenglicol 20%
o,
2 Etilenglicol 10% Sacarosa 1M
1 H o,
3 Etilenglicol 20% Etilenglicol 40%

Sacarosa 1M

Desvitrificacion

Pasados 30 dias, las pajillas fueron retiradas
del termo de almacenamiento en nitrégeno li-
quido, expuestas al aire durante 5 segundos y
luego sumergidas por 1.5 minutos en 1ml de
una solucién con 0.25M de sacarosa, en la
que los COCs, fueron liberados y recuperados,
para posteriormente ser transferidos a solucio-
nes de 0.15M de sacarosa y medio Holding por

44 REVISTA LASALLISTA DE INVESTIGACION -Vol.7 No. |

1.5 y 5 minutos, respectivamente. Estas solu-
ciones estuvieron basadas en TCM-199 y 10%
de suero fetal bovino (SFB).

Evaluacion morfolégica post-desvitrifica-
cion

Los COCs desvitrificados fueron evaluados en
un microscopio invertido de contraste de fase
(Axiolab HBO 50/AC) a 400X, segun las carac-
teristicas morfolégicas descritas en la tabla 2.



Tabla 2. Categorias de evaluacion morfoloégica de los COCs desvitrificados.

Categorias Morfologia de COCs desvitrificados
a Cumulus compacto, ooplasma homogéneo
b Oocitos desnudos, ooplasma homogéneo
c Oocitos fragmentados, ooplasma con vesiculas

Disefo estadistico y analisis de resultados

El experimento se realizé bajo un disefio de
bloques al azar. Los tres tratamientos fueron
realizados por triplicado en unidades experi-
mentales de 10 COCs cada una, y los resul-
tados fueron agrupados con base en las cate-
gorias descritas en la tabla 2 y transformados
a valores porcentuales. Los resultados fueron
evaluados por analisis de varianza (ANOVA) y
comparacion de medias entre los tratamientos
por una prueba Student-Newman-Keuls Multi-
ple. Para todos los analisis se utiliz6 el progra-
ma estadistico SAS, version 8.0.

Resultados

Evaluacion morfolégica de oocitos post-
desvitrificacion

En los tres tratamientos estudiados de crio-
preservacion por vitrificacion se encontraron
COCs desvitrificados en las tres categorias de
evaluaciéon morfolégica previamente estableci-
das. La figura 1 muestra COCs clasificados en
cada categoria. Los valores porcentuales por
tratamiento para cada categoria morfolégica se
presentan en la tabla 3.

Figura 1. Criterios de evaluacion morfologica de COCs desvitrificados.

Categorias: a. Camulus compacto, b. Oocitos desnudos, c. Oocitos fragmentados.

Tabla 3. Distribucion de COCs desvitrificados por tratamiento y categorias morfolégicas.

Tratamiento Categoria a (%) Categoria b (%) Categoria ¢ (%)
1 34.5 9.1 56.4
2 37.3 14.4 48.3
3 62.4 10 27.6

El analisis de varianza entre los tratamien-
tos arrojo un valor altamente significativo de
p (p<0.0001), y las comparaciones entre las
medias por categorias morfologicas y trata-
miento indicod superioridad estadistica del tra-

tamiento 3 de vitrificacion, con el mayor por-
centaje de COCs en la categoria a (cumulus
compacto) y el menor porcentaje de COCs
en la categoria c (oocitos fragmentados).
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El porcentaje promedio de cada variable respuesta
de cada tratamiento fueron graficados y las com-
paraciones que presentaron diferencia estadistica

a. cimulus compacto

significativa entre los diferentes protocolos de vitri-
ficacion dentro de cada variable respuesta estan
representadas con letra diferente (figura 2).

b. oocitos desnudos  ¢. oocitos fragmentados

A
70 bY

Porcentaje promedio - Error estandar

A
NS 3\

d de

Tratamiento

Figura 2. Comparacién entre categorias morfolégicas de COCs
desvitrificados por tratamiento de vitrificacion.

Letras desiguales denotan diferencia estadistica significativa entre las categorias por tratamiento.

Discusion

Al comparar los resultados de la evaluacion
morfoldgica entre los tratamientos de vitrifica-
cion se encontré que el tratamiento 3 (20% vy
40% EG) presentdé un porcentaje estadistica-
mente mayor (p<0.05) de oocitos desvitrifi-
cados en la categoria de cumulus compacto
(62.4%), respecto a los tratamientos 1 (7.5% y
15% EG)y 2 (10% y 20% EG), con porcentajes
de oocitos desvitrificados con cumulus compac-
to de 34.5% y 37.3%, respectivamente (tabla
3). Souza y otros?, utilizando una combinacién
de etilenglicol, trehalosa y polivinilpirrolidona,
reportaron un porcentaje de oocitos desvitrifi-
cados con cumulus compacto del 79%.

Para el caso de la categoria morfoldgica de
oocitos desnudos no se encontro6 diferencia es-
tadistica entre los tratamientos, mientras que
para la categoria morfolégica de oocitos frag-
mentados el tratamiento 3 presenté el menor
porcentaje, con 27.6%, respecto a un 56.4% y
48.3% de oocitos fragmentados para los trata-
mientos 1y 2, respectivamente (tabla 3).

Esto sugiere que entre las concentraciones de
EG evaluadas para la vitrificacion de oocitos in-
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maduros las utilizadas en el tratamiento 3 (20%
y 40%) generan un mayor efecto preventivo so-
bre los dafios estructurales derivados de este
proceso de criopreservacion, lo cual coincide
con lo expresado por Martins et al?®, quienes
reportan que dichas concentraciones permi-
ten la obtencion de COCs que alcanzan las
mejores tasas de maduracién nuclear in vitro,
sugiriendo una relacion entre la morfologia del
complejo y su competencia meiotica o madura-
cion nuclear.

Sin embargo, y a pesar de que la evaluacién
morfolégica de los COCs es una de las herra-
mientas utiles para evaluar los dafios genera-
dos por la vitrificacion, los indices de supervi-
vencia de oocitos inmaduros vitrificados son
todavia muy bajos en bovinos, lo que podria
ser debido a dafios de las membranas o de las
comunicaciones intracelulares entre el oocito
y las células del cumulus?*?®. Otros reportes
han sugerido que la criopreservacion afecta la
membrana por ruptura o fusién, el citoesque-
leto, por disolucion de microtubulos y dano de
la actina?®y las proteinas y enzimas por la des-
hidratacion y pérdida de la funcién, alterando
la organizacién de los granulos corticales y
causando alteraciones y fracturas en las or-



ganelas intracelulares y la zona pelicida?’, de
manera que tanto los dafios morfolégicamente
perceptibles como otros dafos de la estructu-
ra interna celular, incluso de orden molecular,
pueden estar asociados a fallas en el clivaje y
la distribucion mitocondrial?®2°, a la activacién
partenogenética, a alteraciones en la regula-
cion de calcio intracelular, al choque osmatico
y a la generacion de radicales libres®.

Una alternativa para la criopreservacion de
oocitos bovinos es la vitrificacion de oocitos
inmaduros de foliculos preantrales, los cuales
poseen caracteristicas que los hacen menos
sensibles a los dafios causados por la vitrifica-
cion, como son una baja tasa metabdlica, un
menor tamafio, un bajo numero de células de la
granulosa a su alrededor y la ausencia de zona
pellcida y granulos corticales periféricos®'.

Aun se requiere de un mayor estudio de las
estrategias de criopreservacion de oocitos in-
maduros obtenidos de foliculos antrales, para
el desarrollo de procesos utiles para mejorar
las tasas de recuperacion de oocitos criopre-
servados Optimos para los procesos de madu-
racion in vitro y produccion de embriones, lo
cual permitiria aumentar el potencial biotecno-
I6gico en la reproduccién animal.

De acuerdo a los resultados de esta investiga-
cion se concluye que la utilizacion de las con-
centraciones de 20% y 40% de etilenglicol en
un protocolo de vitrificacién de dos pasos en
OPS, tiene un mayor efecto preventivo sobre
los dafios morfolégicos asociados a la vitrifica-
cién de oocitos bovinos inmaduros.
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