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RESUMEN

La vitrificacién de tejido ovdrico permite conservar gran cantidad de ovocitos contenidos en foliculos
preantrales (FPA). El objetivo del presente trabajo fue analizar el efecto de distintas combinaciones de
crioprotectores en la preservacion de la estructura histolégica de FPA porcinos durante la exposicién
(toxicidad) y en el proceso de vitrificacién. Se analizé la respuesta frente a etilenglicol, dimetilsulféxido
(DMSO), y etilenglicol + DMSO, en presencia de sacarosa (0,25M); y la respuesta a etilenglicol
asociado a concentraciones crecientes de sacarosa (OM; 0,25M; 0,75M y 1,0M). Los FPA primordiales
tratados con etilenglicol presentaron menor cantidad de alteraciones morfolégicas que los expuestos
a DMSO y a la combinacién de etilenglicol + DMSO (Control: 87%; etilenglicol: 52%; DMSO:
17% vy etilenglicol + DMSO: 26%; Friedman, p<0,05). En los FPA primarios el etilenglicol resulté
menos téxico (Control: 70%s; etilenglicol: 34%), mientras que la respuesta a la vitrificacién del grupo
etilenglicol + DMSO fue superior (20%). La vitrificacién en presencia de concentraciones crecientes
de sacarosa disminuyd significativamente el porcentaje de foliculos primordiales normales (Control:
64%; OM: 48%; 0,25M: 42%; 0,75M: 12%; 1M: 9%). Para todos los tratamientos, los foliculos
primarios presentaron més dafios. En conclusion, el medio de eleccién para la vitrificacidn resulté
ser TCM 199-Hepes con 30% etilenglicol y 0 0 0,25M de sacarosa.
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SUMMARY

Ovarian tissue vitrification allows storage of large numbers of oocytes contained in preantral
follicles (PAF). The aim of the present study was to analyze the effect of different combinations of
crioprotective agents in the preservation of porcine PAF histologic structure during the exposition
(toxicity) and vitrification processes. The responses of oocytes to ethylene glycol, dimethyl sulfoxide
(DMSO) and a combination of both, with the addition of sucrose (0,25 M), and to ethylene glycol
associated to growing concentrations of sucrose (0M; 0,25M; 0,75M and 1,0M) were analyzed.
Primordial PAF treated with ethylene glycol presented fewer morphological abnormalities than the
ones exposed to DMSO and ethylene glycol + DMSO combined (Control: 87%; etilenglicol: 52%;
DMSO: 17% y etilenglicol + DMSO: 26%; Friedman p<0,05). In primary PAE etilenglicol was
the least toxic (Control: 70%; etilenglicol: 34%), while vitrification response of the ethylene glycol
+ DMSO group was superior (20%). Vitrification with growing concentration of sucrose led to
reduction of normal primordial follicles percentage (Control: 64%; 0M: 48%; 0,25M: 42%; 0,75M:
12%; 1M: 9%). In all treatments, primary follicles were more damaged. In conclusion, the culture
media of choice for vitrification was TCM 199-Hepes with 30% etilenglicol and 0 or 0,25M sucrose.
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INTRODUCCION

Los bancos de germoplasma permiten
almacenar gametas y embriones con vistas a
su utilizacion futura en la clinica reproductiva;
ademds, constituyen una herramienta
fundamental para salvaguardar material
genético de especies en peligro de extincién
o de individuos con genotipo destacable para
su especie'".

En animales domésticos la obtencién
de embriones implica costos de produccién
sumamente elevados'. Los tratamientos
de estimulacién hormonal tienen respuesta
variable en cuanto a la cantidad de embriones
colectados, aun en una misma hembra’. Por
otra parte, la obtencién de embriones estd
supeditada a la edad del animal®.

La criopreservacién de ovocitos en
diferentes estadios de maduracién meidtica
tiene resultados aleatorios debido a multiples
factores. El tamafo de los ovocitos (80-120
pm segun la especie) y las caracteristicas de
su membrana citoplasmdtica hacen que los
procesos de deshidratacién y reemplazo del
agua intracelular por agentes crioprotectores
(ACP) sean dificiles®, pudiéndose producir la
liberacién prematura de los granulos corticales

y, en consecuencia, el endurecimiento de la
zona pelicida® © . Ademds, el huso meidtico
es altamente sensible a las modificaciones
de temperatura, se despolimeriza durante el
enfriamiento y esto ocasiona la migracién
anormal de cromosomas y, en consecuencia,
aneuploidia® '8 3.

La criopreservacién de tejido ovirico
constituye una alternativa que permite conservar
gran cantidad de ovocitos contenidos en
FPA. A diferencia de los ovocitos que ya
han completado su crecimiento, las células
germinales contenidas en los FPA son menos
vulnerables al dano criogénico. Estos ovocitos
son mds pequenos, estdn rodeados por menor
cantidad de células de la granulosa, presentan
baja tasa metabdlica, carecen de zona pelicida
y de grdnulos corticales, y tienen escasa cantidad

10,24 En este

de lipidos intracitoplasmdticos
estadio, los ovocitos de los foliculos preantrales
se encuentran arrestados en la profase de la
primera divisién meiética, lo que disminuye
los riesgos de alteraciones genéticas y favorece
la reparacién posterior de organelas y otras
estructuras celulares que pudieran danarse
durante la criopreservacién. Otra ventaja es

que la obtencién de las muestras a conservar
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es independiente de la edad del animal y del
momento del ciclo estral, pudiendo llevarse a
cabo inclusive en hembras muertas' .

En la especie porcina en particular existen
pocos trabajos referidos a la criopreservacién
de foliculos preantrales o de tejido ovirico.
Algunos autores reportan buenos resultados
utilizando curvas de enfriamiento controlado
en presencia de distintos ACP permeables
-dimetilsulféxido, etilenglicol, propilenglicol y
glicerol” 2. Otros sostienen que la vitrificacién
es més eficiente’®. Sea enfriamiento gradual o
vitrificacién, los ACP mencionados cumplen la
funcién de reemplazar el agua intracitoplasmdtica,
disminuyendo la formacién de cristales de
hielo en el interior de la célula. La mayoria
de los medios de crioconservacién incluyen el
agregado de ACP no permeables y de suero fetal.
Fabbri er al® demostraron que estas sustancias
preservan la integridad estructural y funcional
de la membrana celular. La sacarosa (ACP no
permeable), por ejemplo, modifica el gradiente
osmdético promoviendo la deshidratacién
celular e inhibiendo la formacién de cristales
intracelulares®'. Algunos estudios han demostrado
que también estabiliza los fosfolipidos presentes
en la membrana celular® e incrementa la
supervivencia celular luego del descongelado®.

En nuestro laboratorio hemos realizado
ensayos de congelamiento gradual de liminas de
tejido ovdrico porcino en presencia de distintos
agentes crioprotectores con resultados poco
satisfactorios (datos no publicados), lo que nos
llevé a plantear la vitrificacién como alternativa.

El objetivo del presente trabajo fue analizar
el efecto de distintas combinaciones de agentes
crioprotectores en la preservacién de la estructura
histolégica de foliculos preantrales porcinos
durante el proceso de vitrificacién. Para ello
se analizd la respuesta frente a dos agentes
crioprotectores permeables, etilenglicol y
dimetilsulféxido (DMSO), o la combinacién de
ambos, en presencia de sacarosa (0,25M) como
agente crioprotector extracelular; y la respuesta
de un mismo agente crioprotector permeable
asociado a concentraciones crecientes de sacarosa

(0M; 0,25M; 0,75M y 1,0M).

METODOLOGIA

Reactivos:

En todos los casos se utilizé medio de cultivo
M199 (sales de Earle con L-Glutamina 0,69
mM; EMEVE Medios®, Industria Argentina)
y suero fetal bovino (SFB; Natocor®, Industria
Argentina). Los demds reactivos fueron

adquiridos a Sigma-Aldrich, St. Louis, MO.

Obtencion de tejido ovarico:

Se utilizaron ovarios de faena. Los mismos
fueron colectados en un frigorifico cercano,
transportados al laboratorio a 32-35°C, lavados
con solucién fisioldgica estéril, y procesados a
temperatura ambiente (20°C) dentro de las cinco
horas posteriores a la faena. Se tomaron muestras
de ldminas de corteza ovdrica de 5 x 2 x 1 mm
utilizando cuchillas de micrétomo.

Experimento 1: Determinacion de la
respuesta folicular a distintos agentes
crioprotectores permeables

Para determinar el agente crioprotector
permeable mds adecuado para nuestro sistema
de trabajo, se obtuvieron 14 muestras de cada
ovario (n = 10). Dos de estas muestras fueron
utilizadas como control, las restantes, para las
pruebas de toxicidad y vitrificacién. El control
se fijé directamente en solucién de Bouin
durante 24 h y luego se llevé a formol al 5%
hasta su procesamiento histolégico. Tanto
para los ensayos de toxicidad como para los
de vitrificacién, las muestras fueron expuestas
primero a una solucién de equilibrio durante
cinco minutos a temperatura ambiente. La
solucién de equilibrio estuvo compuesta por
solucién base (SB: TCM-199, HEPES 25Mm
y antibidtico), 15% etilenglicol 0 15% DMSO
o la combinacién de ambos (7.5% etilenglicol
+7.5% DMSO), 20% SFB y sacarosa (0,25M).
Luego se colocaron en la solucién de vitrificacién
(SB; 30% etilenglicol 0o 30% DMSO o 15%
etilenglicol + 15% DMSO; 20% SFB y sacarosa
-0,25M-) durante un minuto. Las seis muestras
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para toxicidad fueron lavadas y fijadas en
forma similar a los controles. Las muestras para
vitrificacion, antes de ser fijadas, fueron colocadas
en criotubos con un volumen total de 200 pl de
solucién de vitrificacién y llevadas a nitrégeno
liquido durante una semana. Transcurrido este
tiempo, fueron descongeladas a temperatura
ambiente durante cinco minutos y lavadas en SB
con 20% SFB y sacarosa (0,25M). Finalmente,
fueron fijadas en solucién de Bouin. En todos
los casos, las muestras luego de ser fijadas fueron
deshidratadas, clarificadas, incluidas en parafina
y cortadas con micrétomo. Para su evaluacién
histolégica se tineron con Hematoxilina-Eosina
y los cortes fueron observados con microscopia
de campo claro (400x).

Experimento 2: Determinacion de

la respuesta de FPA a la vitrificacion
frente a concentraciones crecientes de
sacarosa

En funcidén a los resultados obtenidos en
el Experimento 1, se utilizé etilenglicol como
agente crioprotector permeable. Para analizar
la respuesta frente a concentraciones crecientes
de sacarosa como agente crioprotector no
permeable en la solucién de vitrificacién, se
obtuvieron 10 muestras de cada ovario (n = 10).
Dos de estas muestras fueron utilizadas como
control, se fijaron directamente en solucién de
Bouin durante 24 horas y luego se colocaron en
formol al 5% hasta su procesamiento histolégico.
El resto de las muestras se utilizaron en el ensayo
de vitrificacién. Para esto fueron enfrentadas a
una solucién de equilibrio (SB; 15% etilenglicol;
20% SFBy 0 - 0,25M - 0,75M o 1M sacarosa)
durante cinco minutos, y luego colocadas un
minuto en la solucién de vitrificacién (SB; 30%
etilenglicol; 20% SFB; OM - 0,25M - 0,75M
o 1M sacarosa). Los criotubos conteniendo
el tejido inmerso en 200 ul de solucién de
vitrificacién fueron llevados a nitrégeno liquido
y almacenados durante una semana. Las muestras
fueron descongeladas y enfrentadas durante
cinco minutos a una solucién de lavado (SB;
20% SFB y OM - 0,25M - 0,75M o 1M

sacarosa). Se fijaron de la misma manera que
los controles. Para su evaluacién histoldgica se
tiieron con Hematoxilina-Eosina y los cortes
fueron observados con microscopia de campo

claro (400x).

Criterios de clasificacion y evaluacion
folicular:

En ambos experimentos, los foliculos
se clasificaron en dos categorias segin la
morfologia de las células de la granulosa:
foliculos primordiales, aquellos que presentaron
ovocitos rodeados por una monocapa de células
de la granulosa planas, y foliculos primarios,
los que presentaron ovocitos rodeados por
una monocapa de células de la granulosa
cuboidales®.

En cuanto al dafio, tanto los foliculos
primordiales como los primarios fueron
clasificados en normales o anormales siguiendo
el criterio descripto por Rodrigues ez al.".
Se consideraron anormales aquellos foliculos
que presentaron ovocitos degenerados (OD)
con diverso grado de picnosis nuclear con
membrana nuclear continua (PN), membrana
nuclear discontinua (MND), picnosis nuclear y
membrana nuclear discontinua (PN/MND) y/o
citoplasma vacuolado/eosinofilico. Asimismo se
consideraron anormales los foliculos con células

de la granulosa degeneradas (CGD).

Analisis Estadistico

Elandlisis estadistico de ambos experimentos
se realizé a través del test no paramétrico de la
varianza por rangos de Friedman, ya que se
traté de un disefio en bloques completamente
aleatorizados. Se utilizé un nivel de significacién
del 5%.

Para determinar si la respuesta al tratamiento
de vitrificacién con etilenglicol y 0,25M de
sacarosa en presencia de SFB fue equivalente
en ambos experimentos, se aplicé el test de
la mediana para muestras independientes. Se
utilizé un nivel de significacién del 5%.

La aparicién de lesiones a distinto nivel
folicular, tanto en el ovocito como en las
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células de la granulosa, fue analizada mediante
estadistica descriptiva utilizando tablas y gréficos
de frecuencia.

RESULTADOS

Experimento 1: Determinacion de la
respuesta folicular a distintos agentes
crioprotectores permeables

En la evaluacién morfoldgica de los foliculos
primordiales y primarios pertenecientes a los
controles, se observé que la mayoria de ellos
(87% de los primordiales y 70% de los primarios)
presentaron nucleos ovalados, con escasa o nula
picnosis, bien delimitados por una membrana
nuclear intacta. El grado de vacuolizacién y
eosinofilia del citoplasma de estos foliculos fue
leve o inexistente. Las células de la granulosa
conservaron la disposicién espacial normal y
sus nucleos presentaron leve o nula cromatina
picnética. Cuando el tejido ovidrico fue sometido
a las pruebas de toxicidad y vitrificacién, se
observé un incremento en el porcentaje de
foliculos danados tanto primordiales como
primarios. La utilizacién de etilenglicol
permitié preservar un mayor nimero de FPA
primordiales sin alteraciones morfolégicas,
mientras que en las muestras expuestas a
DMSO vy a la combinacién de etilenglicol
+ DMSO, se redujo significativamente el
porcentaje de FPA primordiales normales
(Control: 87%; etilenglicol: 52%; DMSO: 17%
y etilenglicol + DMSO: 26%; p<0,05) (Grafico
1). Con respecto a los FPA primarios, si bien
el tratamiento con etilenglicol resulté menos
toxico (Control: 70%; etilenglicol: 34%), el
grupo etilenglicol + DMSO respondié mejor al
proceso de vitrificacién (20%). Las diferencias
encontradas entre las pruebas de toxicidad y
vitrificacién no fueron significativas (Grafico 2).

En lo que respecta a la localizacién del dafio
folicular, tanto en foliculos primordiales como
primarios, la mayor cantidad de lesiones se
observé a nivel del ovocito (OD) y del ovocito
junto con células de la granulosa (OD/CGD),
los dafios a nivel de las células de la granulosa
exclusivamente fueron los de menor incidencia

(CGD). Los resultados, expresados en porcentaje
respecto del total de foliculos observados (398
foliculos primordiales y 332 foliculos primarios),
se detallan en la Tabla 1.

En los ovocitos de FPA primordiales
sometidos a vitrificacién, el mayor dafio se
produjo a nivel nuclear y del nicleo y citoplasma
combinados, siendo el dano citoplasmdtico
aislado el menos frecuente. En cuanto al
dafo a nivel nuclear, las anormalidades mas
frecuentemente observadas fueron picnosis
nuclear (PN: entre 15y 27% segtin el tratamiento
realizado) y nucleo picnético con ruptura de
membrana nuclear (PN/MND: 16 al 21%). En
los ovocitos de foliculos primarios vitrificados,
también se observé mayor porcentaje de dafios
en nucleo y en nicleo y citoplasma combinados
(Grifico 3), siendo la lesién mds frecuente la
picnosis nuclear (PN: 33 al 42%, segtn el ACP
empleado).

El porcentaje de lesiones citoplasmdticas
encontradas con los distintos tratamientos
se detallan en la Tabla 1. En los foliculos
primordiales, el empleo de DMSO aument6 el
porcentaje de citoplasmas dafiados. En los FPA
primarios todos los tratamientos mostraron
porcentajes elevados de dafo citoplasmdtico.

En la Figura 1 se muestran FPA primordiales
y primarios normales de muestras control y en
la Figura 2, diferentes alteraciones morfoldgicas
correspondientes a muestras sometidas a los
distintos tratamientos.

Experimento 2: Determinacion de
la respuesta de FPA a la vitrificacion
en presencia de concentraciones
crecientes de sacarosa

En base a los resultados obtenidos en el
Experimento 1 se utilizé etilenglicol como
agente crioprotector permeable, con 20% de
SFB y concentraciones crecientes de sacarosa.

La respuesta al tratamiento de vitrificacién
con etilenglicol y sacarosa (0,25M) en presencia
de SFB no presenté diferencias significativas
entre ambos experimentos (p > 0,05).

El porcentaje promedio de foliculos
primordiales y primarios normales en los controles
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Porcentaje de foliculos primordiales normales segun
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+DMSO

Vitrificacion Vitrificacion Vitrificacion
Etilenglicol DMSO Etilenglicol
+DMSO

Grifico 1. Porcentaje promedio de foliculos primordiales normales en funcién del tratamiento utilizado. El tratamiento

con Etilenglicol fue significativamente superior tanto en las pruebas de toxicidad como en las de vitrificacién (*).
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Grifico 2. Porcentaje promedio de foliculos primarios normales en funcién del tratamiento utilizado. No se observaron

diferencias significativas entre las pruebas de toxicidad ni entre las de vitrificacién.

fue de 64% y 55% respectivamente. La vitrificacién
en presencia de concentraciones crecientes
de sacarosa disminuyé significativamente el
porcentaje de foliculos normales. En ausencia
de sacarosa o a bajas concentraciones de la
misma (0 y 0,25M), el porcentaje de foliculos
normales post vitrificacién fue similar, mientras
que a concentraciones mayores (0,75 y 1,0M)
se observé mayor efecto deletéreo. Al igual que
en el Experimento 1, los foliculos primarios se

mostraron mds sensibles a la criopreservacién que
los primordiales. Los resultados se muestran en
los Gréficos 4 y 5.

En lo que respecta a la localizacién del dano
folicular, el patrén de distribucién del dafo fue
similar al del Experimento 1. Se observaron 393
foliculos primordiales y 377 foliculos primarios.
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla
2. Lasolucién con sacarosa 1,0M produjo el mayor
porcentaje de alteraciones en el grupo OD y CGD.
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Tabla 1. Porcentaje de foliculos que presentaron ovocito degenerado (OD), células de la granulosa degeneradas (CGD)

o ambas lesiones (OD y CGD). Porcentaje de ovocitos con citoplasma dafiado (vacuolizacién y/o cosinofilia). Valores

correspondientes al total de foliculos primordiales y primarios evaluados (398 y 332, respectivamente) sometidos a los

diferentes tratamientos de vitrificacién.

Nucleo Citoplasma

Citoplasma

Primordiales ‘ -

Localizaciéon de Lesiones en Foliculos (%) | Dafio .
Citoplasmatico en
oD CGD OD y CGD Ovocitos (%)
" Control 13 4 18 14
2 | Vitrificacién Etilenglicol 33 12 11 25
e
é Vitrificacion DMSO 34 7 37 45
‘2 | Vitrificacion Etilenglicol
A~ 2 21
+ DMSO 37 3
Control 15 7 22 20
& | Vitrificacién Etilenglicol 29 13 37 55
-
g Vitrificacién DMSO 15 7 56 52
‘g
A~ | Vitrificacién Edilenglicol
18 6 4
+ DMSO 3 > >
Localizacion del daiio en ovocitos de foliculos primordiales y primarios segun
tratamiento de vitrificacion
(%) 100
90 E Control
80 O Etilenglicol
o BDMSO
60
50 @ Etilenglicol + DMSO
40
30
20
10

Nucleo
Citoplasma

Nucleo Citoplasma

Primarios

Grdfico 3. Muestra la frecuencia de localizacién del dafio en ovocitos de foliculos primordiales y primarios sometidos a

los diferentes tratamientos de vitrificacién. Valores expresados en porcentaje

En los ovocitos de FPA primordiales, el
mayor dafio se produjo a nivel del nicleo, y del
nicleo y citoplasma combinados. Se observé
que el porcentaje de dano fue menor en los
grupos 0 y 0,25M de sacarosa con respecto a
los vitrificados en presencia de 0,75 y 1,0M de
sacarosa. La distribucién de anormalidades en
los foliculos primarios fue similar. En este caso,
al modificar la concentracién de sacarosa, las
mayores diferencias se observaron en el dafio

del ntcleo (Griéfico 6).

La anormalidad nuclear més frecuentemente
observada fue la combinacién PN/MND, que en
el caso de los ovocitos de los foliculos primarios
alcanzé el 70% al vitrificar en presencia de
sacarosa 1M.

En lo que respecta al dafio citoplasmdtico de
los ovocitos de foliculos primordiales, se observd
que concentraciones bajas de sacarosa resultaron
menos nocivas que las mayores concentraciones,
mientras que en los foliculos primarios no se
observaron diferencias entre el control y los
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Figura 2. 1: foliculo primordial normal. 2: foliculo primordial con retraccion citoplasmdtica. 3 y 4: foliculos primordiales

con epitelio desorganizado, citoplasma vacuolado y nicleo picnético. 5: foliculo primario con epitelio desorganizado y

citoplasma vacuolado. 6: foliculo primordial con nucleo picnético y memebrana nuclear lesionada. 7: foliculo primario

con citoplasma eosinofilico y vacuolado, ntcleo picnético y membrana nuclear lesionada. 8: foliculo primario con

citoplasma vacuolado, nucleo picndtico, y membrana nuclear lesionada. 9 10 y 11: foliculos primarios con ntcleo

picndtico, citoplasma eosinofilico y vacuolado. 12 y 13: foliculos primordiales con epitelio desorganizado, retraccién y

cosinofilia citoplasmdtica y nucleo picnético. 14: foliculo primario con retraccién y eosinofilia citoplasmdtica, células de

la granulosa picnéticas. Técnica de Hematoxilina — Eosina, x400

distintos tratamientos (Tabla 2).

En la Figura 3 se observan FPA primordiales
y primarios con diferentes alteraciones
morfolégicas correspondientes a muestras
vitrificadas con concentraciones crecientes de
sacarosa.

DISCUSION

En la primera parte del trabajo se evalué
el efecto téxico de diferentes ACP  permeables
(etilenglicol, DMSO o la combinacién de

ambos), asi como las alteraciones producidas por
el proceso de vitrificacién sobre la morfologia
de foliculos preantrales porcinos. La seleccién
de ACP empleados y las concentraciones de los
mismos fueron fijadas en base a los antecedentes
bibliogréficos'” " 2.

Los resultados obtenidos permitieron
determinar que la mera exposicién a las
soluciones de vitrificacién (ensayos de toxicidad)
produce alteraciones morfolégicas en los
foliculos preantrales primordiales y primarios,
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Figura 3. 1: Foliculo primario con membrana nuclear lesionada. 1,2,3: Foliculos primarios y primordial con células de la

granulosa desorganizadas.4: Foliculo primordial normal. 5: Foliculo primario con retraccién y aumento de la cosinofilia

citoplasmdtica. Células de la granulosa desorganizadas.6: Foliculos primarios con citoplasma vacuolado. 7: Foliculo

primordial normal. 8: Foliculo primordial con nicleo picnético, aumento de la eosinofilia citoplasmitica y epitelio

desorganizado. 9: Foliculos primarios con membranas nucleares discontinuas y citoplasmas vacuolados. 10: Foliculos

primordiales con niicleos picnéticos y células de la granulosa picnéticas. Técnica de Hematoxilina — Eosina, x400

(%) 100

Foliculos primordiales normales segiin tratamiento de
vitrificacion utilizado
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Sacarosa 0,25M  Sacarosa 0,75M Sacarosa 1M

Gridfico 4. Porcentaje promedio de foliculos primordiales normales luego de ser sometidos a vitrificacién utilizando

30% Etilenglicol y diferentes concentraciones de sacarosa como ACP no permeable. Diferentes letras (a; b; ¢) indican

diferencias significativas entre tratamientos.

lo cual coincide con lo descripto por distintos
autores en mds de una especie'” .

Los foliculos primordiales resultaron mis
resistentes que los primarios, tanto en las pruebas
de toxicidad como frente a la vitrificacién. Este
hecho, que concuerda con lo descripto en la
bibliografia'?, podria deberse a que los foliculos

primordiales se caracterizan por encontrarse en

InVet Vol. 14 Ne 1, 2012

estado de quiescencia, mientras que los foliculos
primarios ya han comenzado una etapa de
diferenciacién y crecimiento, lo que los hace
metabdlicamente mds activos y, por ende, mds
sensibles al efecto téxico de los distintos ACP y
a las bajas temperaturas.

En el caso de los foliculos primordiales
porcinos, los experimentos realizados determinaron

95



GABRIEL, P; TORRES P; BOVIEZ J.; CISALE H.; LOMBARDO D.; FISCHMAN ML.

Foliculos primarios normales segiin tratamiento de
vitrificacion utilizado
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Grifico 5. Porcentaje promedio de foliculos primarios normales luego de ser sometidos a vitrificacién utilizando 30%

Etilenglicol y diferentes concentraciones de sacarosa como ACP no permeable. Diferentes letras (a; b; ¢) indican diferencias

significativas entre tratamientos.

Localizacién del dafio en ovocitos de foliculos primordiales y primarios
segun tratamiento de vitrificacion
(%) 100
90 M Control
80 OSacarosa 0 M
70
60 O Sacarosa 0,25 M
50 @ Sacarosa 0,75 M
40 MSacarosa 1 M
30
20
10
Nucleo Citoplasma Nucleo Nucleo Citoplasma Nucleo
Citoplasma Citoplasma
‘ Primordiales ‘ - Primarios ‘

Grifico 6. Gréfico ilustrando la frecuencia de localizacién del dafio en ovocitos de foliculos Primordiales y Primarios

sometidos al proceso de vitrificacién con 30% de etilenglicol y diferentes concentraciones de sacarosa. Valores expresados

en porcentaje.

que el DMSO tendria un efecto deletéreo mayor,
mientras que el etilenglicol serfa el ACP permeable
de eleccién ya que permitié conservar mejor la
estructura histoldgica. Si bien la bibliograffa muestra
resultados contradictorios (caprino'®, humano®,
ovino'), es importante tener en cuenta que existen
diferencias especie-especificas en las propiedades de
las membranas de las células oviricas?®, haciendo
que en algunos casos la permeabilidad de los

distintos agentes crioprotectores varie en funcién
de la especie estudiada.

En cuanto a la vitrificacién en presencia
de sacarosa, se observé que el porcentaje
de foliculos danados fue mayor al emplear
concentraciones mds elevadas. Estas alteraciones
morfol6gicas podrian ser consecuencia de la
intensa deshidratacién ocasionada por la elevada
osmolaridad de las soluciones de vitrificacién. Si
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Tabla 2. Porcentaje de foliculos que presentaron ovocito degenerado (OD), células de la granulosa degeneradas (CGD)

o ambas lesiones (OD y CGD). Porcentaje de ovocitos con citoplasma dafiado (vacuolizacién y/o eosinofilia). Valores

correspondientes al total de foliculos primordiales y primarios evaluados (393 y 377, respectivamente) sometidos a

tratamiento de vitrificacion con 30% de etilenglicol y diferentes concentraciones de sacarosa.

Localizacion de Lesiones en Foliculos Dafio
(%) Citoplasmatico en
OD CGD OD y CGD Ovocitos (%)

. Control 24 1 13 10
o Sacarosa OM 19 1 30 25
E Sacarosa 0,25M 18 0 40 33
E Sacarosa 0,75M 31 0 56 54
Sacarosa 1M 17 2 78 56

Control 26 1 18 16

8 Sacarosa OM 12 4 73 16
é Sacarosa 0,25M 11 2 71 15
£ Sacarosa 0,75M 22 0 75 20
Sacarosa 1M 16 0 84 26

bien no se observaron diferencias significativas
en ausencia de sacarosa o utilizando bajas
concentraciones de este aztcar (0,25M), no se
puede descartar que la misma tenga efecto a nivel
ultraestructural. Se observé un incremento en el
dano citoplasmdtico en los ovocitos de foliculos
primordiales al aumentar la concentracién de
sacarosa presente en la solucién de vitrificacién.
Este dafio, principalmente el aumento de la
eosinofilia, podria reflejar alteraciones a nivel
de las membranas mitocondriales, evento previo
a un proceso necrético. Nuestros resultados
concuerdan con lo descripto por Moniruzzaman
et al.'® quienes sugieren que el agregado de
bajas concentraciones de sacarosa al medio
de vitrificacién (hasta 0,25M) aumenta la
cantidad de foliculos preantrales normales al
descongelado. Sin embargo, concentraciones
mayores (0,50M) incrementan el nimero de
ovocitos y células de la granulosa anormales
aun en las muestras que no fueron sometidas
a la vitrificacién. Estos autores utilizan un
sistema de vitrificacién comercial conocido
como Cryotopsheet (Kitazato, Shizouka, Japan).
Sin embargo, otros autores describieron que la
combinacién de etilenglicol o dimetilsulféxido
con sacarosa (0,5M) ayuda a mantener la

morfologia de FPA caprinos, cuando estos son
vitrificados tanto por el método tradicional
como al vitrificar con el sistema de superficie

s6lida (SSV)%.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente
trabajo sugieren que, en la especie porcina, el
estadio folicular mds resistente serfa el de foliculo
primordial. Para nuestro sistema de trabajo
(vitrificacién de ldminas de corteza ovirica en
criotubos), el mejor medio para la vitrificacién
resulté ser TCM 199-Hepes con agregado de
30% de etilenglicol, 20% de suero fetal bovino
0 0 0,25M de sacarosa.
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