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RESUMEN

La vitrificacion de ovocitos bovinos se ha venido utilizando
como uno de los protocolos de criopreservacion mas promete-
dores. Se ha expresado el temor por los efectos que puede
causar la utilizacion de aditivos crioprotectores sobre la integri-
dad estructural de los ovocitos. En este trabajo, los experimen-
tos fueron conducidos para evaluar el efecto de la vitrificacion
sobre la estructura del huso meiético y la capacidad de desa-
rrollo de ovocitos bovinos. Para ello, ovocitos acabados de li-
berar de sus foliculos y madurados in vitro fueron expuestos a
temperatura ambiente a las soluciones vitrificadoras (etilengli-
col y sacarosa), también fueron vitrificados ovocitos inmaduros
y madurados in vitro. Los ovocitos fueron tefidos in toto, para
evaluar la maduracién nuclear y a través de la tincién inmuno-
citoquimica fueron estudiadas las alteraciones estructurales
del huso meidtico. Los ovocitos en estadio de VG, son mas
sensibles al efecto toxico causado por los agentes crioprotec-
tores a temperatura ambiente y al proceso de criopreserva-
cién, valorados mediante la progresion meidtica y el analisis
inmunocitoquimico del huso meiético. La anomalia mas fre-
cuentemente observada fue la ausencia de huso meibtico. La
estructura del huso meiético de ovocitos vitrificados MIV, es
mas resistentes al dafio crioinducido, que los ovocitos vitrifica-
dos en estadio de VG. Se recomienda la vitrificacion de ovoci-
tos bovinos madurados in vitro.

Palabras clave: Vitrificacion, ovocitos, bovinos, MIV, inmuno-
citoquimica.

ABSTRACT

Bovine oocytes vitrification has been used as one of the most
promising cryopreservation protocols. Fear of the effects of
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cryoprotectant additives on the oocytes structural integrity have
been posed. In this study, trials were conducted to evaluate the
effects of vitrification over meiotic spindle structure and devel-
opment capability in bovine oocytes. Based in this evidence,
oocytes recently released from their follicles and in vitro ma-
tured were exposed at room temperature to vitrifying solutions
(ethylenglicol and sucrose), also immature and in vitro matured
oocytes were vitrified. Oocytes were stained in fofo to assess
nuclear maturation stage and meiotic spindle structural altera-
tions were studied by immunocytochemistry. Oocytes at GV
stage are more sensitive to the toxic effects caused by cryo-
protectant agents at room temperature and to the cryopreser-
vation procedure, assessed through meiotic progression and
immunocytochemical analysis of meiotic spindle. The most fre-
quently encountered anomaly was absence of meiotic spindle.
Meiotic spindle structure in vitrified and IVM oocytes endure
better the cryoinduced injuries compared with oocytes vitrified
the GV stage. It is recommend the vitrification of in vitro ma-
tured bovine oocytes.

Key words: Vitrification, oocytes, bovine, MIV, inmunocyto-
chemical.

INTRODUCCION

En la década de los '80, a medida que se iban desarro-
llando las tecnologias de manipulacion in vitro de la reproduc-
cion, tomaba importancia el significado de las técnicas de crio-
preservacién de ovocitos, haciendo posible preservar las fuen-
tes de alto valor genético por largos periodos de tiempo [22].
El uso del frio asociado a los conocimientos de los fenébmenos
fisico-quimicos involucrados en el congelamiento de la materia
viva, ha hecho posible el desarrollo de técnicas de criopreser-
vacion [25]. La vitrificacion es uno de los protocolos de criopre-
servacién mas prometedores. Este se basa en la congelacién
rdpida en una mezcla de crioprotectores utilizadas a muy altas
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concentraciones, que a bajas temperaturas aumenta su visco-
sidad formando vidrio, sin formacién de hielo [5].

Se sabe que los ovocitos son particularmente dificiles de
criopreservar debido a su sensibilidad frente a los cambios de
temperatura y presion osmética extracelular durante la conge-
lacion y descongelacién, lo que ocasiona desorganizacion del
citoesqueleto, anomalias cromosdmicas, desorganizacién del
huso entre otras [10, 12]. La utilizacién de aditivos crioprotec-
tores en los medios de congelacion mejora notablemente la in-
tegridad estructural de las células, a pesar de la ligera toxici-
dad de alguno de ellos [14, 26].

Estudios previos realizado por el grupo de autores,
con ovocitos bovinos inmaduros y madurados in vitro vitrifi-
cados en presencia o no de células de cumulus [23], reco-
miendan la criopreservacion de ovocitos madurados in vitro
en presencia de células, proponiéndose un estudio inmuno-
citoquimico, para una mejor evaluacion de los efectos de vi-
trificacion y los agentes crioprotectores sobre la estructura
del huso meibtico y los cromosomas en ovocitos bovinos
frescos y criopreservados inmaduros y madurados in vitro.
El objetivo general de este trabajo fue analizar el efecto de
la vitrificacién sobre la estructura del huso meiético y la ca-
pacidad de desarrollo de ovocitos bovinos.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion y seleccion de los ovocitos: Se recogieron
los ovarios de vacas sacrificadas en un matadero comercial
siendo transportados al laboratorio en buffer fosfato salino
(PBS) + gentamicina (50 mg/L) a 37°C en recipientes isotérmi-
cos. Una vez en el laboratorio, los ovarios fueron lavados tres
veces con PBS + gentamicina (50 mg/L) a 37°C. Los comple-
jos cumulus-ovocito fueron recuperados mediante la técnica
de recogida en masa (slicing) [28], que consiste en cortar su-
cesivamente la superficie del ovario con una hoja de bisturi en
una placa de petri conteniendo medio TCM-199 (AT094, HiMe-
dia) suplementado con 2,2 mg/mL NaHCO3;, 50mg/L gentami-
cina y 11,1 mg/L de heparina (H-9399, Sigma), liberandose
asi, ovocitos provenientes de foliculos de cualquier tamano.
Fueron seleccionados bajo un microscopio estereoscopico
(OLYMPUS SZX12, EUA) aquellos ovocitos con mayor tama-
fo, al menos una capa de células del cumulus compacto y ci-
toplasma homogéneo.

Maduracién in vitro de ovocitos: El medio de
maduracion fue el TCM-199 (M-7528, Sigma) suplementado
con 275 mg/L de piruvato sodico (815990, Fluka), 50 mg/L de
gentamicina, 146 mg/L de L-glutamina (G-15120, Sigma),
10ug/mL de Folltropin-V® y 10% de suero fetal bovino (FBS).
Los complejos cumulus-ovocito fueron cultivados en grupos de
15, en microgotas de 50 pl de medio cubiertas con aceite
mineral (69794, Fluka) durante 27 horas a 38,5°C en una
atmaésfera con 5% CO; en aire saturado de humedad [17].
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Criopreservacion de los ovocitos: Los ovocitos con cu-
mulos compacto y citoplasma homogéneo fueron vitrificados si-
guiendo un protocolo sencillo, propuesto por Asada y Fukui [3]
con ciertas modificaciones. Los ovocitos fueron lavados tres ve-
ces en PBS con 10% de FBS, siendo luego transferidos y equili-
brados por 10 minutos en una solucion vitrificadora, la cual con-
sisti6 en 1,8M de etilenglicol (EG), 0,1M de sacarosa, 10% de
FBS en PBS. Posteriormente fueron cargados en tubos criogé-
nicos, colocandose de 10 a 15 ovocitos por tubo en 100uL de
solucion vitrificadora, sumergiéndolos directamente en nitrégeno
liquido (N2L) por 1 minuto. Después de un periodo de al menos
siete dias en N,L, la descongelacion se realizd, exponiendo los
ovocitos durante 10 segundos al aire y luego en agua a 37°C
por 20 segundos, colocandolos en la soluciéon desvitrificadora
(0,5M de sacarosa en PBS y 10% de FBS) por 10 minutos, an-
tes de ser transferidos al medio de maduracién.

Evaluacion de la progresion meiética: Para evaluar la
progresion meiética, los ovocitos fueron denudados de sus
células del cumulus mediante agitaciéon mecanica y fijados en
una mezcla de metanol acido-acético en proporcion 3:1
durante al menos 24 horas a 4°C. Luego se procedio a tefiirlos
con aceto-orceina al 1,1% evaluando bajo microscopio 6ptico
(OLYMPUS CX31, EUA) (400X) la maduracién nuclear,
clasificandolos, segun el estadio meiotico alcanzado en:
maduros (Mll+Telol) o inmaduros (Anafase |, Metafase I,
Condensacion cromosomica y VG). Aquellos ovocitos que no
pudieron ser incluidos en ninguno de los grupos anteriormente
nombrados fueron clasificados como degenerados.

Tinciéon inmunocitoquimica del huso meiodtico: La
técnica utilizada para la tincidon inmunocitoquimica fue la
propuesta por Pickering y col. [21] con ciertas modificaciones.
Los ovocitos fueron denudados de las células del cumulus con
PBS vy fijados en una solucién de paraformaldehido al 3% en
PBS y mantenidos a 4°C durante al menos 24 horas. Los
siguientes pasos fueron realizados a temperatura ambiente y
en camara humeda: los ovocitos fueron mantenidos en
PBS-albumina sérica bovina (BSA) al 1% durante 30 minutos y
permeabilizados con Tritdon X-100 (H 5142, Promega) al 0,02%
PBS por 15 minutos, antes de incubarlos con el anticuerpo
monoclonal anti-a-tubulina (1:100) (T-9026, Sigma) por 1 hora.
Luego fueron lavados en PBS-BSA 1% seguido de la
incubacién en anticuerpo anti-IgG de ratén conjugado a FITC
1:30 (F-4018, Sigma). La contratincion de los cromosomas se
realizd incubando los ovocitos en ioduro de propidio (P-4170,
Sigma) a 20ug/mL, seguido de tres lavados en PBS-BSA 1%.
Los ovocitos fueron montados sobre portaobjetos con 25 pL de
medio de montaje (glicerol, n-propil-galato) a los que se le
adhiri6 una arandela de papel autoadhesiva, con un grosor
aproximado de 1mm, formando asi una camara. Las muestras
se cubrieron finalmente con un cubreobjetos sellando la
preparacion con laca de ufias. La observacién de las muestras
se realizd bajo un microscopio de fluorescencia (Zeiss FT
510LP 520, Germany), captando la emisién de fluorescencia
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de la tubulina (FITC: 490-520 nm; color verde) y la emisién del
ioduro de propidio (617 nm; color rojo) (400-1000X). Los
ovocitos correspondientes al control negativo fueron tefidos
solo con el anticuerpo secundario (IgG conjugado a FITC).

Disefio experimental: Los ovocitos fueron clasificados
en cinco grupos experimentales:

Primer Grupo (control): ovocitos obtenidos a partir de
ovarios recogidos en matadero madurados in vitro. Estos
ovocitos fueron analizados mediante tincion con aceto-
orceina e inmunocitoquimica del huso meiotico, para es-
tablecer patrones de normalidad de esta estructura.

Segundo Grupo (VGy): ovocitos inmaduros fueron ex-
puestos a los crioprotectores (solucion vitrificadora por
10 minutos y solucion desvitrificadora por 10 minutos) a
temperatura ambiente, posteriormente fueron estudiados
citogenéticamente y fijados para la tincion inmunocito-
quimica para evaluar las posibles alteraciones causadas
por los crioprotectores.

Tercer Grupo (MIVy): Ovocitos recién liberados de los fo-
liculos y madurados in vitro, fueron sometidos igualmen-
te a las soluciones vitrificadoras y fijados para el analisis
citogenético e inmunocitoquimico.

Cuarto Grupo (VG,): los ovocitos recién liberados de los fo-
liculos se sometieron directamente a vitrificacion. Luego de
al menos una semana de almacenamiento en NL, fueron
madurados in vitro. Posteriormente se le realizé tincién con
aceto-orceina e inmunocitoquimica del huso meiético.

Quinto Grupo (MIV,): los ovocitos obtenidos a partir de
ovarios recogidos en matadero y madurados in vitro, fue-
ron sometidos a vitrificacion; igualmente fueron almace-
nados por una semana en nitrégeno liquido.

Analisis Estadistico: Los tratamientos fueron compara-
dos mediante la prueba de Ji-cuadrado, bajo la aplicacion del
procedimiento logistico (Proc Logistic) del paquete estadistico
SAS®[27].

RESULTADOS Y DISCUSION

Un total de 1128 ovocitos fueron incluidos en este estu-
dio. En la TABLA | se muestran en resumen, la progresion
meiotica de ovocitos bovinos vitrificados correspondientes al
estudio citogenético.

La tasa de maduracion in vitro en el grupo control fue de
61,36%. Esta tasa no difiri6 de la alcanzada en el grupo de ovo-
citos MIVt® (44,11%) y MIVc (52,85%). Se observan diferencias
estadisticamente significativas (P<0,01) entre los porcentajes
de los grupos de ovocitos VGt® (36,36%) y VGc (8,19%) y al
comparar estos ultimos respecto al grupo control (61,36%).

Los porcentajes de maduracién en los grupos de los
ovocitos expuestos a los crioprotectores, VGt® y MIVt°
(36,36%; 44,11%, respectivamente) resultaron estadisticamen-
te diferentes (P<0,01) y en los ovocitos vitrificados, los grupos
VGc y MIVe (8,19%; 52,85%, respectivamente) también fueron
diferentes. EI menor porcentaje de degeneracion fue observa-
do en el grupo control (13,63%). La tasa de ovocitos degene-
rados no difirid entre los grupos de ovocitos MIVt® (44,11) y
MIVc (28,57%); pero si fueron diferentes al compararlas con el
grupo control. Mientras que los porcentajes en los grupos VGt°
y VGc resultaron ser diferentes (P<0,05) entre si y respecto al
grupo control. En los porcentajes de ovocitos degenerados de
los grupos expuestos a las soluciones vitrificadoras VGt°
(40,25%) y MIVt® (44,11%), no se observaron diferencias esta-
disticamente significativas (P<0,05). La tasa de degeneraciéon
resultd mayor en el grupo VGc (80,32%) observandose dife-

TABLA |
PROGRESION MEIOTICA DE OVOCITOS BOVINOS VITRIFICADOS/ MEIOTIC PROGRETION
OF VITRIFIED BOVINE OOCYTES.

Tratamiento N° Total de N° Ovocitos Madurados N° QOvocitos Inmaduros N° Ovocitos
Ovocitos  Mii+CP  Telol TotalOvoc. Anal M CCI VG  Total Ovoc. Degenerados
Mad. (%) Inmd. (%)** (%)
Cy 88 47 7 54 4 10 4 4 22 12
(61,36)? (25)° (13,63)°
VG 77 27 1 28 1 11 4 2 18 31
(36,36)° (23,37)° (40,25)°
MIVie 68 28 2 30 0 6 0 2 8 30
(44,11)? (11,76)° (44,11)°
VG, 61 1 4 5 0 4 2 1 7 49
(8,19)° (11,47)° (80,32)?
MIV, 70 33 4 37 4 8 0 1 13 20
(52,85)° (18,57)*° (28,57)°

(%)* abC:valores en la misma columna con diferentes superindices difieren significativamente (P<0,01).
MII+CP: metafase Il + corpusculo polar; Telol: telofase I; Total Ovoc. mad.: total

con diferentes superindices difieren significativamente (P<0,05).

(%)™ @PCvalores en la misma columna

ovocitos madurados; Anal: anafase I; MI: metafase I; CCIl: condensacién cromosémica ll; VG: vesicula germinal; Ovoc. inmd.: ovocitos inmaduros.
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FIGURA 1. PROGRESION MEIOTICA DE OVOCITOS BOVINOS. (A) VG (400X), (B) MI (400X), (C) ANA-TELOI (400X),
(D) MII+CP (400X). OVOCITOS BOVINOS DEGENERADOS: (E) TELOFASE | (400X), (F-G) MI (400X), (H) AUSENCIA DE
MATERIAL NUCLEAR (200X)/ MEIOTIC PROGRETION OF BOVINE OOCYTES. (A) GV (400X), (B) Ml (400X), (C) ANA-TELOI (400X), (D) MIl+CP
(400X). BOVINE OOCYTES DEGENERATED: (E) TELOFASE I (400X), (F-G) MI (400X), (H) ABSENCE OF NUCLEAR MATERIAL (200X).
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TABLA Il
ORGANIZACION MICROTUBULAR Y CROMOSOMAL DE OVOCITOS BOVINOS VITRIFICADOS/
MICROTUBULAR ORGANIZATION AND CHROMOSOMAL OF VITRIFIED BOVINE OOCYTES.

Morfologia del Huso

Cromosomas

Dispersos (%)**

Tx Total Normal Anormal Ausente Telofasico
(%)* (%) (%) (%)
Cy 70 49 6 6 9 7
(70)% (8,57) (8,57) (12,85) (11,47)°
VG 38 18 7 11 2 18
(47,36)° (18,42) (28,94) (5,26) (50)°
MIVe 42 24 4 10 4 8
(57,1 4)5'b (9,52) (23,8) (9,52) (21,05)°
VG, 41 2 11 27 1 38
(4,87)° (26,82) (65,85) (2,43) (95)%
MIV, 39 14 7 15 3 15
(35,89)° (17,94) (38,46) (7,69) (41,66)°

(%)* &b yalores en la misma columna con diferentes superindices difieren significativamente (P<0,05).

con diferentes superindices difieren significativamente (P<0,01).

rencias estadisticamente significativa (P<0,05) con el grupo
MIVc (28,57%) y el control (13,63%).

En el presente trabajo, el proceso de vitrificacion redujo
notablemente la capacidad de maduracioén de los ovocitos in-
maduros vitrificados, al ser comparado con el grupo de ovoci-
tos vitrificados, luego de ser MIV y con el control. Coincidiendo
con los resultados previos del laboratorio, Rodriguez y col.
[23], estudiando el efecto de la vitrificacion sobre la capacidad
de desarrollo de ovocitos bovinos, encontraron una reducida
tasa de maduracién en ovocitos vitrificados en VG (2,77%),
mientras que para los ovocitos tratados luego de MIV y el gru-
po control fue de 36,91% y 52,75%, respectivamente. Luna y
col. [16] obtuvieron una tasa de maduracion del 38,8% en el
grupo de ovocitos bovinos vitrificados en estadio de VG, signi-
ficativamente menor a la observada en el grupo MIV (51%) y el
control (80,3%). Uno de los principales problemas relaciona-
dos con la congelacion de ovocitos MIV es la sensibilidad del
sistema microtubular a las bajas temperaturas y a los agentes
crioprotectores [21]. El uso de ovocitos inmaduros evitaria ese
problema, puesto que sus cromosomas se encuentran protegi-
dos por una membrana nuclear y no existen estructuras micro-
tubulares organizadas en forma de huso [29].

Sin embargo, Lim y col. [15] afirman que los ovocitos en
estadio de VG son mas sensibles a la criopreservacion, debido
al alto contenido en lipidos. Otoi y col. [20] sugieren que una
alta concentracion y variable distribucioén de lipidos intracelula-
res pueden inducir a la formacion de hielo intracelular y a su
vez estar asociada a la alta sensibilidad de los ovocitos frente
a la criopreservacion. Teniendo en cuenta que hoy dia, existe
un gran interés, en la posibilidad de obtener blastocistos a par-
tir de ovocitos criopreservados que a su vez hace posible la
evaluaciéon y disefio de protocolos de criopreservacion cada
vez mas eficientes [1, 18], Wani y col. [30] propone un protoco-
lo de congelacién lenta para ovocitos en estadio de VG, en es-

(%)** 2P valores en la misma columna

pecies particularmente sensibles a la congelacién (cerda, ca-
bra, bufalo, bovinos).

La capacidad de desarrollo de los ovocitos que han sido
congelados, medida como el nimero de embriones viables en
relacion con el numero de ovocitos congelados, se mantiene
baja comparada con la obtenida a partir de ovocitos frescos [2].
Estos resultados no se limitan a la técnica de criopreservacion
per se, sino también, a las condiciones o pasos previos a ésta,
como lo son el origen, estadio de desarrollo y MIV de los ovoci-
tos los cuales pueden afectan su desempefio. Men y col. [19]
confirman que los protocolos de maduracion pueden afectar el
comportamiento de los ovocitos frente a la criopreservacion.

Aunque se sabe que los crioprotectores inducen altera-
ciones sobre las células, el mecanismo de toxicidad de éstos
aun es desconocido. En general, el mecanismo de toxicidad
quimica se refleja en la destruccion de la estructura celular,
destruccion de la membrana, desnaturalizacion de proteinas
especificas. Lo que si es seguro es, que la intensidad de la to-
xicidad quimica esta directamente relacionada con la concen-
tracion de las soluciones vitrificadoras, el tiempo y temperatura
de exposicion [23]. Fahy y col. [11] proponen que los efectos
deletéreos causados por los crioprotectores no se limita al es-
trés osmotico, sino que ademas existe un dafio bioquimico,
como lo es la inactivacion y desnaturalizacion de enzimas es-
pecificas, disrupcion de bombas i6nicas transmembrana y
otras perturbaciones relacionadas con la estructura y las fun-
ciones celulares, que implicitamente, son producto muy proba-
blemente, a la interaccion directa de los crioprotectores con las
proteinas y la membrana plasmatica.

Los protocolos de vitrificacién propuestos por De la Pefia
y col. [8], Chen y col. [7], Diez y col. [9] y Albarracin [2] para
ovocitos bovinos, no resultaron perjudiciales para aquellos
ovocitos en estadio de VG, donde se incluye el preequilibrio a
bajas concentraciones del crioprotector (EG y Dimetilsulfoxido
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-DMSO-, al 10%) a temperatura ambiente, por varios segun-
dos y luego la exposicién por 2 6 3 minutos en las soluciones
vitrificadoras (EG + DMSO, al 20%) a temperatura ambiente.
Coincidiendo con Cha y col. [6], quienes afirman que el corto
periodo de exposicion frente a los crioprotectores puede aliviar
los severos dafios en respuesta a las altas concentraciones de
las soluciones vitrificadoras. Los resultados del presente traba-
jo muestran que los ovocitos madurados in vitro, resisten me-
jor al contacto con las soluciones vitrificadoras, EG y sacarosa
a temperatura ambiente, que los ovocitos inmaduros tratados
con las mismas soluciones afectando su capacidad de reiniciar
la progresion meiética hasta metafase |l.

En el presente trabajo se evaluo el efecto de los criopro-
tectores sobre la capacidad de desarrollo de ovocitos. En el gru-
po de ovocitos MIV se obtuvo una mayor tasa de maduracion,
que en los ovocitos tratados en estadio de VG, lo que indica que
para el protocolo de vitrificacion utilizado en este trabajo, el grupo
de ovocitos MIV es mas resistente al posible dafio causado por
los crioprotectores y al proceso de criopreservacion.

Cuatrocientos veintisiete ovocitos fueron fijados para el
analisis inmunocitoquimico, siendo analizables 230. En la TA-
BLA Il se muestran los resultados del andlisis de la estructura
del huso meibtico y la organizacién de los cromosomas de los
ovocitos expuestos al proceso de vitrificacion. Al evaluar los
ovocitos del grupo control se pudieron describir husos norma-
les formados por estructuras microtubulares dispuestas en for-
ma de barril, con los polos ligeramente aguzados y orientados
a la membrana plasmatica con los cromosomas formando una
placa compacta, ordenada y alineada en el ecuador del huso
(FIG. 2a). También fueron considerados como normales, las
estructuras microtubulares, que se caracterizaron por mostrar
una morfologia de huso telofasico con un set de cromosomas
en cada polo, sin mostrar cromosomas dispersos (FIG. 2b).

Los ovocitos restantes del grupo control, que no corres-
pondieron con la descripcién anterior, incluian: ovocitos con
huso normal y cromosomas dispersos (FIG. 2c), ovocitos con
estructuras microtubulares anormales y cromosomas despla-
zados del plano ecuatorial (FIG. 2d) y huso ausente y cromo-
somas compactos (FIG. 2e). En los ovocitos que para el mo-
mento de la fijacion se encontraban en estadio de Profase, ob-
viamente no se observé huso meiodtico (FIG. 2f). Se clasifica-
ron como degenerados los ovocitos que presentaron citoplas-
ma contraido, ausencia de material nuclear y de estructura mi-
crotubular (FIG. 29).

El porcentaje de ovocitos con husos normales en el gru-
po control (70%) no difiri6 del alcanzado por el grupo MIVt®
(57,14%), pero si al comparar con el grupo MIVc (35,89%). Se
observaron  diferencias  estadisticamente  significativas
(P<0,05) en el porcentaje de husos normales en el grupo de
ovocitos expuestos a las soluciones Vvitrificadoras VGt°
(47,37%) y los vitrificados VGc (4,87%). Asimismo se observa-
ron diferencias estadisticamente significativas (P<0,05), al
comparar la incidencia de husos normales en los grupos vitrifi-
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cados en estadio de VG (4,87%) y madurados in vitro
(35,89%) respecto al grupo control (70%). El porcentaje de
cromosomas dispersos obtenido en el grupo control (11,47%),
no difirid con el grupo de ovocitos MIVt® (21,05%), pero si se
observaron  diferencias  estadisticamente  significativas
(P<0,01) al compararlo con el grupo de ovocitos vitrificado lue-
go de ser madurados in vitro (41,66%). Mientras que los por-
centajes de cromosomas dispersos entre los grupos de ovoci-
tos VGt° (50%) y VGc (95%) resultaron estadisticamente dife-
rentes (P<0,01) y al compararlos con el grupo control
(11,47%). El mayor porcentaje de cromosomas dispersos lo
presentaron ovocitos tratados con los crioprotectores, el grupo
VGt (50%) difiriendo del grupo MIVt® (21,05% vy el control
(11,47%). También se observaron diferencias (P<0,01) al com-
parar el porcentaje de cromosomas dispersos en el grupo de
ovocitos vitrificados luego de ser madurados in vitro (41,66%)
y el grupo de ovocitos vitrificados en estadio de VG (95%).

Diversos autores han demostrado que la aplicacion de las
distintas técnicas de criopreservacion, entre las que se incluye
la vitrificacion, causan una severa desorganizaciéon de las pla-
cas metafasicas después de la congelacion [2, 5, 7, 10, 18, 23].
Luego de la congelacion lenta de ovocitos bovinos en estadio
de MIl, Saunders y Parks [24] observaron que ésta causa la de-
sorganizacion parcial o total de los cromosomas y microtubulos,
la despolimerizacion de los microtubulos y la descondensacién
de los cromosomas. Zenzes y col. [31] aseguran que el desen-
samblaje del huso no induce la dispersion de los cromosomas
en el citoplasma. Los cromosomas, en ovocitos humanos si-
guen anclados sin dispersarse, incluso cuando los husos estan
dafiados o ausentes, cuando se someten a temperatura am-
biente, son enfriados a 0°C, o criopreservados utilizando un mé-
todo lento o ultrarrapido [31]. Boiso y col. [5] describieron que la
congelacion lenta puede llegar a producir la desorganizacion o
total desaparicion de los microtubulos, la aparicion de cromoso-
mas aberrantes y la descondensacion parcial de los mismos en
ovocitos humanos MIV.

Los cambios observados en la placa metafasica debido
al proceso de vitrificacion son observados en la funcionalidad
del ovocito durante la fecundacion y posterior desarrollo em-
brionario [7]. Son evidencias que involucran directamente al
proceso de vitrificacion con las alteraciones encontradas en
los elementos del citoesqueleto. Isachenko y col. [13] sugieren
que este proceso puede alterar las propiedades fisico-quimi-
cas de los lipidos intracelulares. La interaccion entre la fase li-
pidica y los elementos del citoesqueleto es compleja y el endu-
recimiento de estos lipidos puede causar la deformacion y
destruccion del citoesqueleto. Aunque el papel de los lipidos
es vital, son considerados como un obstaculo para los proce-
sos de criopreservacion. Los ovocitos bovinos no escapan de
esta situacion, su sensibilidad a bajas temperaturas parece es-
tar asociado a los dafios causado por las numerosas gotas li-
pidicas sobre la estructura del huso meiético, reportandose en
éstos un incremento de las poliploidias después de la fecunda-
cion [16,18].
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(b)

(d)

(9) (h)

FIGURA 2. TINCION INMUNOCITOQUIMICA DE OVOCITOS CON ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI--TUBULINA Y IgG
CONJUGADO A FITC, PARA VISUALIZAR EL HUSO MEIOTICO (VERDE) Y CONTRATENIDO CON IODURO DE PROPIDIO
PARA VISUALIZAR LOS CROMOSOMAS (ROJO) (1000X). (A) HUSO NORMAL Y CROMOSOMAS COMPACTOS. (B) HUSO

TELOFASICO. (C) HUSO NORMAL Y CROMOSOMAS DISPERSOS. (D) HUSO ANORMALES Y CROMOSOMAS
DESPLAZADOS DEL PLANO ECUATORIAL. (E) HUSO AUSENTE Y CROMOSOMAS COMPACTOS. (F) OVOCITO EN
ESTADIO DE VG (400X). (G) OVOCITO DEGENERADO (400X). (H) HUSO AUSENTE Y CROMOSOMAS DISPERSOS (1000X)/
INMUNOCITOCHEMICAL STAIN OF OOCYTES WITH ANTI-z-TUBULIN MONOCLONAL ANTIBODY AND ANTI- MOUSE IgG FITC CONJUGATE, TO
VISUALIZE MEIOTIC SPINDLE (GREEN) AND COUNTERSTAIND WITH PROPIDIUM IODIDE TO VISUALIZE CHROMOSOMES (RED) (1000X).

(A) NORMAL SPINDLE AND COMPACT CROMOSOMES. (B) TELOFASIC SPINDLE. (C) NORMAL SPINDLE AND DISPERSED CHROMOSOMES.
(D) ABNORMALS SPINDLE AND DISORGANIZED CHROMOSOMES FROM ECUATOR. (E) ABSENCE SPINDLE AND COMPACT CHROMOSOMES.

(F) OOCYTE GV STATE (400X). (G) DEGENERATED OOCYTE (400X). (H) ABSENCE SPINDLE AND DISPERSED CHROMOSOMES (1000X).
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Varios autores han sugerido el uso de la vitrificacién de
ovocitos en GVBD (ruptura de la vesicula germinal) como una
solucién a las limitaciones evidenciadas en VG [12,15] y en Ml
[18]. Barnes y col. [4] observaron que los ovocitos bovinos en
GVBD eran mas resistentes al enfriamiento que los ovocitos
en estadio de VG o MII. El estudio realizado por Albarracin y
col. [2], sugiere que ovocitos en GVBD son menos sensibles a
la vitrificacion, debido a que no presentan una organizacion
estricta de los cromosomas ni de los microtubulos.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran,
que los ovocitos vitrificados luego de la MIV, son mas aptos
para continuar su desarrollo luego del proceso de criopreser-
vacion, al mostrar un citoesqueleto mas flexible, lo que puede
ser una razén para que éstos sean menos susceptibles al
dario crioinducido que los ovocitos criopreservados en estadio
de VG, demostrando que el citoesqueleto de la primera divi-
sion meiodtica en los ovocitos inmaduros (VG) es particular-
mente susceptible al dafio crioinducido.

CONCLUSIONES

El proceso de vitrificacion afecta la capacidad de desa-
rrollo de los ovocitos bovinos. Se corrobora que el estadio
meiotico en que se encuentran los ovocitos al momento de la
vitrificacion, influye sobre la capacidad de éstos de resistir el
proceso de criopreservacion, siendo el estadio de VG mas
sensible al efecto toxico de los crioprotectores a temperatura
ambiente y al proceso de criopreservacion como tal. El proto-
colo de vitrificacion utilizado en este estudio resultdé ser menos
perjudicial para los ovocitos bovinos madurados in vitro.

La vitrificacion tiene efecto deletéreo sobre la estructura del
huso meidtico de ovocitos bovinos congelados tanto en vesicula
germinal como en la de aquellos madurados in vitro. La anomalia
mayormente observada fue la ausencia de huso meiético. La es-
tructura del huso meiético de ovocitos bovinos madurados in vitro
resulté ser mas resistente al dafio cricinducido.
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