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SUMMARY

The aim of this study was to evaluate vitrification effects on the viability of chemically activated oocytes in order to produce parthenogenetic bovine
embryos. Bovine oocytes retrieved from ovaries obtained in a slaughterhouse were matured in vitro for 20-22 hours and then assigned to the following
groups: I (n=76): Vitrified/thawed oocytes, II (n=119): exposed oocytes to cryoprotectans without vitrification and III (n=142): control oocytes. Bovine
oocytes were vitrified in microdrops on a precooled aluminum foil floating in liquid nitrogen, using an equilibrium solution with 4% ethylene glycol and
a vitrification solution with 35% ethylene glycol, 5% polyvinyl-pyrrolidone and 0,4 M trehalose. The vitrified microdrops were stored in liquid nitrogen
and were thawed after 1-3 days of storage. The oocytes of the 3 groups were parthenogenetically activated by 4-min exposure to 5 uM Ca ionomycin
at room temperature followed through 5 hours incubation in 6-dimethylaminopurine at 38.5 °C in a 5% CO, in humidified atmosphere. Embryos were
cultivated on mSOF medium during 8-9 days. The rates of oocytes survival were 55.1% and 93.7% to vitrified/thawed (I) and exposed (II) oocytes
respectively. The rates of cleavage were 55.3%, 72.3% and 74.6%; and development to blastocysts were 7.1%, 17.4% and 21.7% in groups I, II and 11T
respectively. These results demonstrate that the oocyte vitrification technique has been set up in our laboratory and parthenogenetic bovine embryos

can be produced from such as vitrified/thawed oocytes.

Palabras clave: vitrificacion, ovocitos, partenogénesis, bovinos.

Key words: vitrification, oocytes, parthenogenesis, bovines.

INTRODUCCION

La vitrificacion es una alternativa a los métodos con-
vencionales de criopreservacién. Es un proceso fisico de
solidificacién utilizado para conservar 6rganos, tejidos y
embriones (Cando 2005). La vitrificacion es una técnica
de congelacién ultrarrdpida basada en el contacto directo
entre la solucién de vitrificacién que contiene los agentes
crioprotectores con las células y el nitrégeno liquido (Rall
y Fahy 1985). La definicion fisica de la vitrificacion es la
solidificacién de una solucidn a baja temperatura sin que
ésta llegue a cristalizar debido a un enorme incremento de
la viscosidad (Fahy 1986), manteniendo asi la distribucién
molecular e i6nica que existia antes de la congelacién
(Fahy y col 1984). La solucidn vitrificante utilizada posee
crioprotectores en alta concentracidn que al ser enfriados
no cristalizan, sino que se torna viscosa y pasa del estado
liquido al sé6lido no estructurado similar al vidrio, tomando
de alli su nombre (Rall y Fahy 1985).
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La estrategia de vitrificacién es basicamente diferente
a la estrategia de congelacién tradicional. Una velocidad
lenta de congelacién intenta mantener un delicado balance
entre varios factores, los cuales pueden resultar en lesio-
nes celulares provocadas por la formacion de cristales
de hielo, los choques osméticos, el efecto téxico de los
crioprotectores, la concentracion de electrolitos intracelu-
lares, los dafios por enfriamiento, las fracturas en la zona
peldcida y las alteraciones de los organelos intracelulares,
el citoesqueleto o el contacto entre las células (Massip
y col 1995, Dobrinsky 1996, Martino y col 1996). La
vitrificacién elimina totalmente la formacidn de cristales
de hielo ya que al aumentar la velocidad de congelacién
disminuyen los dafios causados por el enfriamiento pasando
rapidamente por el rango de temperatura de mayor peligro
entre +15 a -5 °C (Dobrinsky 1996, Martino y col 1996,
Isachenko y col 1998).

El interés en la criopreservacioén del ovocito ha au-
mentado con la creciente importancia en la produccion de
embriones in vitro, la transferencia nuclear y el almacena-
miento de informacién en los bancos de genes (Dinnyes
y col 2000). Por otro lado, el corto tiempo que un ovocito
permanece viable y el limitado nimero de ovocitos que
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pueden colectarse por dia hacen que el éxito de la crio-
preservacion de ovocitos mamiferos sea de gran interés
para la investigacién bdsica y la aplicacién comercial
(Albarracin y col 2005). De este modo los ovocitos de
algunas especies de mamiferos han sido criopreservados
satisfactoriamente a través de procedimientos de congela-
miento lento o vitrificacion, pero las tasas posteriores de
fecundacion y desarrollo son mucho més bajas que aquellas
obtenidas usando ovocitos frescos (Albarracin y col 2005).
Asi, Diez y col (2005) obtuvieron 1,6 + 3,2% blastocistos
luego de la fecundacion in vitro de ovocitos vitrificados/
descongelados encontrando diferencias significativas con
la fecundacién in vitro de ovocitos frescos con 36,4 +=3,2%
de blastocistos. Similares resultados reportaron Albarracin
y col (2005), con 33,0% y 2,5% de blastocistos luego de
la fecundacion in vitro de ovocitos frescos y vitrificados/
descongelados respectivamente.

La activacién es un proceso que se inicia normal-
mente en el ovocito al momento de ser penetrado por
el espermatozoide durante la fecundacién (Alberio y
Zakhartchenko 2001) eleviandose en forma breve y pe-
riddica los niveles del calcio intracelular (Tanaka 1997).
En la mayoria de mamiferos, el ovocito recién liberado
del foliculo esté detenido en metafase II debido a los altos
niveles citoplasmaticos del factor promotor de la maduracién
(FPM). Una vez que se han fusionado el espermatozoide y
el ovocito la liberacion de calcio intracelular produce entre
otros eventos la inactivacién del FPM y el consecuente
reinicio y término de la meiosis hasta la extrusién del
segundo corpusculo polar (Williams 2002). La activacion
quimica de ovocitos se realiza con el objetivo de imitar
en el ovocito los efectos que desencadena la penetracion
del espermatozoide para estimular el desarrollo de un
embrién in vitro (Gonzales 2007). Por esta razdn, esta
técnica se utiliza para estimular ovocitos en la produccién
de embriones partenogenéticos; para activar embriones
producidos por inyeccion intracitoplasmadtica de esperma-
tozoides (ICSI), por transferencia nuclear (clonacién) o
transgénesis (Ruiz 2008). Asimismo, es una buena herra-
mienta para evaluar la calidad de los ovocitos madurados
in vitro (Gasparrini y col 2004), para evaluar la calidad
de ovocitos vitrificados/descongelados (Ruiz y col 2007),
para identificar un protocolo éptimo para la activacién del
ovocito necesaria en la clonacién por transferencia nuclear
(Gasparrini y col 2004) o para el estudio citogenético de
embriones, porque los cromosomas maternos resultantes
pueden ser analizados independientemente de los cromo-
somas paternos (Varga y col 2008).

La vitrificacién es una técnica sencilla de ejecutar y
que no requiere equipos sofisticados ni caros, por lo que
puede montarse facilmente (Cando 2005). Esta realidad
abre la posibilidad de vitrificar ovocitos en lugares apar-
tados y lejanos y de esta manera superar la limitante de
la disponibilidad de ovocitos de especies exdticas como
camélidos sudamericanos, trasladando estos gametos
desde distancias tan lejanas como Putre o Punta Arenas a
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laboratorios equipados convenientemente en otros lugares
de Chile para la produccién in vitro de embriones. En
nuestro laboratorio se han producido con éxito embriones
partenogenéticos con diferentes estimulos quimicos y
eléctricos (Gatica 2004, Gonzéles 2007). En el presente
trabajo se pretende evaluar el efecto de la vitrificacién en
la viabilidad de ovocitos bovinos activados quimicamente
para la produccién de embriones partenogenéticos.

MATERIAL Y METODOS

COLECCION Y MADURACION DE COMPLEJO OVOCITO-
CUMULUS

Complejos ovocito-cumulus (COCs) fueron aspirados
desde de ovarios de hembras bovinas faenadas en el mata-
dero de Valdivia y fueron madurados in vitro de acuerdo al
protocolo descrito por Martinez y col (2007). Brevemente
foliculos pequefios (2-7 mm) se aspiraron con agujas 18 G
y jeringas de 10 ml en el laboratorio dentro de las 4 horas
siguientes al sacrificio de los animales. El liquido folicular
con los COCs recuperados se deposito en tubos conicos de
50 ml (Falcon, NJ, USA) y fue mantenido a 37 °C donde se
dejo decantar por 20 minutos. El sedimento se aspir6 con una
pipeta Pasteur y se deposité en placas Petri para ser diluido
en medio oviductal sintético modificado, suplementado con
25 mM Hepes (mSOF-Hepes, Takahashi y First 1992) y
1 mg/ml de albiimina sérica bovina (BSA, Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA). Los COCs seleccionados bajo
una lupa estereoscépica fueron madurados in vitro por
20-22 horas en estufa de cultivo con atmdsfera himeda de
5% CO, al aire a 38,5 °C en gotas de 50 pl (8-12 COCs/
gota) de medio de cultivo de tejidos (TCM-199) con
25 mM de Hepes (Sigma) suplementado con piruvato
de Na (Sigma) 0,2 mM, sulfato de gentamicina (Sigma)
50 pg/ml, FSH (Sigma) 0,02 unidades/ml, estradiol 17-f (Sigma)
1 pug/mly suero fetal bovino (Sigma) al 10% (v/v). Después
de la maduracioén, para separar los ovocitos de las células
del cumulus que los rodean, los COCs fueron agitados
mediante vortex por 4 minutos en un tubo Eppendorf de
1,5 ml que contenia solucién Dulbecco (DPBS) adicionada
de hialuronidasa (Sigma) al 0,1%. Los ovocitos se lavaron
al menos dos veces en mSOF-HEPES y se seleccionaron
con la ayuda de un microscopio invertido (Diaphot, Nikon,
Tokio, Japan) con aumento de 10x, los que se encontraban en
metafase II con un primer corptisculo polar visible, siendo
considerados como ovocitos maduros.

VITRIFICACION DE OVOCITOS

Se desarrollé un procedimiento de vitrificacién en
superficie s6lida (Dinnyes y col 2000) con algunas modi-
ficaciones descritas por Atabay y col (2004). Los ovocitos
maduros libres de células del cumulus se suspendieron
en un medio de equilibrio (SVI) consistente de 4% eti-
lenglicol (EG, Sigma) diluido en una solucién base (SB)



compuesta por TCM-199 con 25 mM de Hepes (Sigma)
suplementado con 20% de suero fetal bovino (Sigma) y
50 ug/ml de sulfato de gentamicina (Sigma) por 12-15
minutos sobre una platina temperada a 39 °C. Luego, los
ovocitos se colocaron en una solucién de vitrificacién
(SVII) consistente de 35% EG, 5% de polivinilpirrolidona
(PVP, Sigma) y 0,4 M trehalosa (TRE, Sigma) en SB por
30 segundos. Inmediatamente, microgotas de 3,5 ul de
SVII conteniendo 4-6 ovocitos se dejaron caer sobre una
superficie de papel de aluminio preenfriado flotando en
nitrégeno liquido. Con ayuda de una pinza preenfriada
las microgotas vitrificadas fueron transferidas hacia un
vial criogénico de pléstico de 2 ml preenfriado y fueron
almacenadas en nitrégeno liquido, por un tiempo minimo
de 1-3 dias hasta su uso.

DESCONGELAMIENTO DE OVOCITOS

Para descongelar los ovocitos, las microgotas vitrifi-
cadas se retiraron del vial criogénico y se expusieron a
una solucién de 2 ml de TRE 0,3 M en SB por 5 minutos
sobre una platina temperada a 39 °C y luego los ovocitos
se transfirieron a SB por un tiempo no menor de 2 minutos.
Los ovocitos se lavaron tres veces en mSOF-Hepes y se
colocaron en medio de maduracién fresco por 30 minutos.
De este modo, desde el descongelamiento hasta la acti-
vacién quimica transcurrieron aproximadamente 50-60
minutos. Basado en una evaluaciéon morfoldgica los ovocitos
sobrevivientes a la criopreservacion se seleccionaron de
acuerdo a la integridad de la zona pelicida y presencia
de un ooplasma homogéneo. Los ovocitos dafiados por la
solucién de vitrificacioén fueron descartados.

ACTIVACION QUIMICA DE OVOCITOS

Se formaron tres grupos experimentales de ovocitos
expuestos a la activacién quimica: I) ovocitos vitrificados
sobrevivientes a la criopreservacion, II) ovocitos expues-
tos a las soluciones vitrificantes (control de toxicidad de
los crioprotectantes) y III) grupo control de ovocitos no
expuestos a las soluciones vitrificantes. Estos tres grupos
experimentales fueron activados de acuerdo al protocolo
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descrito por Gonzdles (2007). Brevemente, los ovocitos
se cultivaron en mSOF-Hepes conteniendo 5 uM de
ionomicina de Ca (Sigma) por 4 minutos a 39 °C e in-
mediatamente después cultivados en gotas de 100 ul de
mSOF-IVC suplementado con 3 mg/ml de BSA, 2 mM
de 6-dimetilaminopurina (6-DMAP, Sigma) y 12,5 uM de
citocalasina B (Sigma) por 5 horas en atmésfera hiimeda
con 5% CO, al aire a 38,5 °C.

CULTIVO IN VITRO DE EMBRIONES

Concluidos los tratamientos para la activacidn artificial,
los ovocitos se cultivaron de acuerdo a Martinez y col (2007)
por 8-9 dias en gotas de 40 ul de mSOF suplementado con
3 mg/ml de BSA en estufa de cultivo a 38,5 °C en atmdsfera
hiimeda con 5% de CO, al aire. Se evalud, con la ayuda de
un microscopio invertido (Diaphot, Nikon, Tokyo, Japan)
con aumento de 10x, la tasa de segmentacién a los dos
dias y la tasa de blastocistos obtenidos a los ocho dias de
desarrollo posactivacién quimica de los ovocitos.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos de segmentacion y formacién de
blastocistos en cada una de las siete réplicas evaluadas
fueron expresados en porcentajes. Los resultados fueron
analizados utilizando analisis de varianza (ANOVA, una
via) después de la transformacion arcsen de los datos. Se
utilizé la prueba de Duncan para contrastar la diferencia
entre promedios (Valor de significancia: P < 0,05). Los
datos se analizaron utilizando el paquete estadistico SAS
version 8.02 para Windows (1999-2001 por SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Desde el punto de vista morfoldgico, se logrd 55,1%
de supervivencia de ovocitos bovinos a la vitrificacion;
esta tasa es menor (P < 0,05) a la tasa de supervivencia
encontrada con los ovocitos expuestos a las soluciones
crioprotectantes y al grupo control no expuesto (cuadro 1).
Sin embargo, esta es la primera experiencia realizada en

Cuadro 1. Desarrollo partenogenético de ovocitos bovinos vitrificados, expuestos y no expuestos a una solucion vitrificante.

Parthenogenetic development of vitrified, exposed and non-exposed bovine oocytes on the vitrification solution.

Sobrevivientes Activados Segmentacion blastocistos
Ovocitos n Post-vitrificacién o (Réplicas) 2 dias 8 dias
post-exposicion (%) (%)* (%)* (%)*
Vitrificados 138 76 (55,1 £9,3)P 42 (55,3 +5.2)0 3(7,1 £58)P
Expuestos 127 119 (93,7 £3,7)2 86 (72,3 + 8,6)? 15 (17,4 = 10,4)»b
No expuestos 142 142 (100,0+ 0,0)2 106 (74,6 £ 10,5) 23 (21,7 £9,1)

*  Letras diferentes dentro de columnas indican diferencias significativas (P < 0,05).
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nuestro laboratorio, y posiblemente esta tasa incrementara
a medida que se tenga un mejor manejo de la técnica, tal
como sucedi6 con Silva y Berland (2004) quienes vitrifi-
caron por primera vez en Chile embriones bovinos con la
técnica de Open Pulled Straw (OPS) y obtuvieron tasas de
supervivencia posdescongelacion menores a las reportadas
por otros autores. Asimismo en este trabajo no se alcanzaron
las tasas de supervivencia posdescongelacion de 88,1% y
77-86%, reportadas por Atabay y col (2004) y Dinnyes y
col (2000) respectivamente; sin embargo, en este estudio
se ha demostrado desde el punto de vista fisioldgico que
los ovocitos estdn viables posdescongelacion expresado
en la capacidad de segmentacion en respuesta al estimulo
de la activacién quimica e incluso se logré la formacién
de blastocistos (cuadro 1). La diferencia entre nuestros
resultados y los reportados por Atabay y col (2004) y
Dinnyes y col (2000) se explicaria porque dichos autores
evaluaron la supervivencia de los ovocitos inmediatamente
después de la descongelacion y en este estudio se hizo a
los dos dias de la activacién quimica, en el momento de
la evaluacién de la segmentacion.

En el cuadro 1 puede observarse también que los
crioprotectores usados no fueron téxicos para los ovocitos
bovinos dada la alta tasa de ovocitos morfolégicamente
normales (93,7%) alcanzada luego de la exposicién a
la solucion de vitrificacidn; esta tasa no fue diferente
(P > 0,05) al grupo control de ovocitos no expuestos
a la solucidn de vitrificaciéon. Resultados similares en-
contraron Dinnyes y col (2000) quienes obtuvieron 94%
de ovocitos sobrevivientes cuando expusieron ovocitos
bovinos a la misma solucién crioprotectante utilizada
en este experimento.

Los ovocitos expuestos y no expuestos a las soluciones
crioprotectantes mostraron tasas similares de segmenta-
cién (P > 0,05) a los dos dias de la activaciéon quimica
(cuadro 1), indicando que los crioprotectores utilizados
tampoco afectaron la tasa de segmentacién, confirmando
los resultados de Dinnyes y col (2000) quienes obtuvieron
69% y 79% de segmentacion con los ovocitos expuestos
y no expuestos a las soluciones crioprotectantes. La
vitrificacion de ovocitos disminuyé (P < 0,05) la tasa de
segmentacion (55,3%) comparada con los ovocitos expuestos
y no expuestos (cuadro 1), lo que refleja algtn efecto del
procedimiento de vitrificacién sobre la segmentacion. Al
respecto diversos autores explican algunas causas de los
efectos de la vitrificacién sobre los ovocitos; provocan
dafio estructural irreversible en la membrana del ovocito
(Arav y Zeron 1997), alteran el huso con las consecuentes
alteraciones de los cromosomas en los ovocitos en metafase
IT (Hochi y col 1998, Albarracin y col 2005), alteran la
distribucién de los granulos corticales o la distribucién de
los filamentos de actina (Saunders y Parks 1999, Albarracin
y col 2005). Sin embargo, Dinnyes y col (2000) encontra-
ron resultados similares de segmentacién (56,0%) a los
encontrados en este experimento cuando activaron ovocitos
bovinos vitrificados/descongelados para la produccién de
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embriones partenogenéticos, lo que indica que el procedi-
miento de vitrificacion utilizado en este experimento fue
aplicado correctamente.

Por otro lado, a los ocho dias de la activacién quimica se
obtuvieron diferencias estadisticas significativas (P < 0,05)
en las tasas de blastocistos (cuadro 1). Con el grupo control
de ovocitos no expuestos a las soluciones vitrificantes
se obtuvo una mayor (P < 0,05) tasa de blastocistos que
con los ovocitos vitrificados/descongelados. Las tasas de
blastocistos fueron similares (P > 0,05) entre el grupo de
ovocitos expuestos a las soluciones crioprotectantes y el
grupo de ovocitos vitrificados/descongelados. Al respecto,
Dinnyes y col (2000) obtuvieron 11%, 25% y 26% de
blastocistos cuando activaron ovocitos bovinos vitrifica-
dos/descongelados, ovocitos expuestos a las soluciones
crioprotectantes y ovocitos no expuestos respectivamente,
siendo estas tasas de blastocistos relativamente superiores
a las reportadas en este experimento; sin embargo esto
puede explicarse por las diferentes condiciones de culti-
vo en ambos experimentos: 5% de CO, en la cdmara de
cultivo utilizada en este experimento frente a una mezcla
de gases conformada por 5% CO,, 5% de O, y 90% de
N, utilizada para el cultivo por Dinnyes y col (2000). El
mismo grupo de Dinnyes y col (2000) encontré mejores
tasas de segmentacién y blastocistos cuando utiliz6 la
mezcla de gases conformada por 5% CO,, 5% de O, y 90%
de N, frente al cultivo en una incubadora con 5% CO,,
cuando activaron ovocitos vitrificados/descongelados y
ovocitos no vitrificados para la produccién de embriones
partenogenéticos.

Finalmente, se demuestra que es posible obtener
ovocitos bovinos morfolégicamente normales luego de la
vitrificacién/descongelacién. La exposicion de ovocitos
a la solucién de vitrificaciéon no mostré reduccién en la
tasa de segmentacién y desarrollo de blastocistos parte-
nogenéticos. Ademads de la evaluacién morfoldgica, pudo
demostrarse que los ovocitos eran fisioldgicamente viables
posdescongelacidn, al ser capaces de segmentarse e incluso
desarrollarse hasta el estadio de blastocisto. Hasta donde
sabemos, estos serian los primeros resultados de vitrifi-
cacion en superficie sélida de ovocitos bovinos en Chile.
Actualmente, estd en progreso el estudio de vitrificacién
de ovocitos de otras especies con esta técnica.

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la vitrificacion
en la viabilidad de ovocitos activados quimicamente para la produccién
de embriones partenogenéticos bovinos. Ovocitos bovinos aspirados
de ovarios obtenidos en el matadero fueron madurados in vitro por
20-22 horas y se distribuyeron en los siguientes grupos. I (n=76):
ovocitos vitrificados/descongelados, II (n=119): ovocitos expuestos a
crioprotectantes sin vitrificacién y III (n=142): ovocitos control. Los
ovocitos fueron vitrificados en microgotas sobre un papel de aluminio
preenfriado flotando en nitrégeno liquido, utilizando una solucién de
equilibrio con 4% de etilenglicol y una solucién de vitrificacion con
35% de etilenglicol 5% de polivinilpirrolidona y 0,4 M de trehalosa.
Las microgotas vitrificadas fueron almacenadas en nitrégeno liquido



y fueron descongeladas 1-3 dias después del almacenamiento. Los tres
grupos de ovocitos se activaron partenogenéticamente por exposicién de
4 minutos a 5 uM de ionomicina de Ca a temperatura ambiente seguido
de una incubacioén por 5 horas en 6-dimetilaminopurina a 38,5 °C en una
atmésfera himeda con 5% CO,. Los embriones se cultivaron en medio
mSOF durante 8-9 dias. Las tasas de ovocitos sobrevivientes fueron 55,1%
y 93,7% para ovocitos vitrificados/descongelados (I) y expuestos (II)
respectivamente. Las tasas de segmentacion de 55,3%, 72,3% y 74,6%,
y de desarrollo hasta blastocistos fueron 7,1%, 17,4% y 21,7% en los
grupos I, I y III respectivamente. Estos resultados demuestran que la
técnica de vitrificacién ha quedado establecida y permite la produccién
de embriones partenogenéticos bovinos.
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