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RESUMEN. Se estudié, utilizando microscopia estereoscépica o electrénica, el efecto crioprotector de los acidos grasos
linoleico y oleico en oocitos de bovino, comparativamente con glicerol. La baja temperatura (-196 °C) dafi6 todos los
oocitos en los que se empleé oleico, 25% en los que se utilizé linoleico y 15 % cuando se protegié con glicerol. La
microscopia estereoscépica no evalué el dafio adecuadamente, en cambio la micrografia electrénica definié con certeza
el grado del mismo.

Palabras clave: Oocitos, criopreservacion, acido linoleico, acido oleico, glicerol.

ABSTRACT. The cryoprotective effect of linoleic and oleic acids on bovine oocytes, comparatively with glycerol, was
studied using stereoscopic and electronic microscopy. The low temperature (-196°C) damaged all the oocytes treated
with oleic acid, 25 % of those treated with linoleic acid and 15 % when they were protected with glycerol. The damage
was not detected adequately by stereoscopic microscopy, however it was clearly defined using electronic microscopy.

Key words: Oocytes, cryopreservation, linoleic acid, oleic acid, glycerol.

INTRODUCCION

En la reproduccién de bovinos se ha emplean-
do la congelacién de oocitos para la preservacion de
éstos. La criopreservacion busca el mantenimiento
de la viabilidad y funcionalidad celular. Esta técnica
se ha utilizado en la preservacion de células aisla-
das empleando glicerol (Smith AV, Polge C 1950.
Nature 166: 668-669), existiendo dificultades para
su empleo, asi como toxicidad inherente a los crio-
preservadores. En la criopreservacién de los oocitos
ademas de buscar el mantener la viabilidad celular,
es basico preservar su capacidad para la fecunda-
cion y el desarrollo embrionario. Este procedimiento
también ha permitido conservar la capacidad fecun-
dante del semen por periodos prolongados (Smith
AV, Polge C, Smiles J 1951. JR Microscop Soc 71:
186-195). Con la introduccién de la produccién in
vitro de embriones de bovino, emergi6 la demanda

rutinaria de oocitos (Barnes F, Endebrock M, Loo-
ney C, Powell R, Westhusin M, Bondili K 1993, J
Reprod Fertil 97: 317-320), y la necesidad de al-
macenar oocitos maduros a temperaturas subcero
(Shaw JM, Oranratnachai A, Trounson AO 2000,
Theriogenology 53: 59-72).

Los crioprotectores mayormente utilizados
son glicerol, dimetilsulféxido, etilén-glicol y 1,2-
propanodiol, distintos azlicares como glucosa, treha-
losa, sacarosa y fructosa, entre otros. El glicerol es
el crioprotector mayormente utilizado, habiéndose
combinado diferentes crioprotectores quimicos tan-
to en oocitos como de embriones, con variaciones
en la concentracion, tiempo de incubacion, asi co-
mo otras condiciones como el volumen y la presién;
todas estas estrategias buscando evitar la formacién
de cristales de hielo (Vajta G, Kuwayama M 2006,
Theriogenology 65: 236-244; Saenz J, EI-Moussaoi
K, Calvillo JA, Campa R, Risco R 2001, Cryobiology
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43: 375, Abstract 139), lo cual resulta esencial para
mantener la viabilidad celular, evitando o minimi-
zando el dafio.

En el presente trabajo se planeé la utilizacién
de los acidos linoleico u oleico como crioprotectores.
El 4cido linoleico se ha utilizado en embriones de bo-
vino con resultados favorables (Imai K, Kobayashi S,
Goto Y, Dochi O, Shimohira | 1997, Theriogenology
47: 347), es el acido insaturado mas abundante en el
fluido folicular (Zeron Y, Sklan D, Arav A 2002, Mol
Reprod Dev 61: 271-278) y en las membranas celu-
lares de oocitos de cabras, bovinos y cerdos (22 a
26 %) y en los oocitos de humanos (9.8 %). El acido
oleico es el segundo en abundancia en los oocitos de
humanos. Hasta hoy no se han realizado investiga-
ciones utilizando este acido como crioprotector. Por
lo tanto se utilizaron estos dos acidos como criopro-
tectores, buscando conservar la integridad celular y
molecular de los oocitos sometidos a temperaturas
subcero (-196 °C).

MATERIALES Y METODOS

Se obtuvieron 68 ovarios de bovino, los cuales
se trasladaron en solucién salina al 0.9 %, al labo-
ratorio. La obtencién de los oocitos se realiz6 me-
diante la técnica de puncién folicular con jeringas
de insulina con agujas calibre 18 g. Se puncionaron
los foliculos con didmetro mayor a 0.5 mm; el licor
folicular extraido se colocé en una caja de petri de
5 cm de diametro y fue observado bajo microscopia
estereoscopica (Carl Zeiss 475822, Alemania). Una
vez identificados los oocitos éstos fueron capturados
con una jeringa de insulina adaptada a una micro-
pipeta (Becton Dickinson No. 365878). Se selec-
cionaron los oocitos que presentaban caracteristicas
morfolégicas idéneas de calidad uno (Lonergan P,
Monagham P, Rizos D, Boland MP, Gordon | 1994,
Mol Reprod Dev 37: 38-53); se lavaron en tres oca-
siones consecutivas con solucién de Fosfato Buffer
Salina (PBS) 136.8 mM (Wilde O, Literat B, Vega
A, Cautelan M, Cruz ML 1984, Rev Agron NO Arg
22: 63-66).

Para la criopreservacion se utilizé medio de
cultivo Dulbeco (Bovi Pro-minitube), albimina al
5% (Sigma A-4503), con 0.25 mg ml~! de acido
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linoleico (Sigma L-1376-15) o acido oleico (Sigma
0-9500). El medio se esterilizé6 mediante filtracién
en millipore acrodisc (Pall-Life Sciences) previo al
empajillado de los oocitos.

La pajilla se llen6 por el método de aspiracion
(Rall WF 1995, Cryobiology 24: 387-402). Primero
se aspir6 medio crioprotector, luego aire, en seguida
medio con los oocitos, luego mas aire y finalmen-
te medio crioprotector. Los extremos de la pajilla
fueron sellados con una pinza hemostatica calenta-
da. Se acondicionaron cinco oocitos en cada pajilla
de 0.25 mm de diametro interior, utilizando cuatro
pajillas para cada tratamiento.

Las pajillas se mantuvieron 5 min a tempera-
tura ambiente antes de colocarlas en un pozo frio
(cilindro de vidrio, conteniendo alcohol etilico a -7
°C, el cual se colocé en nitrégeno liquido durante
10 min, induciendo la nucleacién del hielo y dejan-
do las pajillas durante 5 min a esta temperatura.
Posteriormente, se inici6 el descenso de la tempe-
ratura a razén de 0.5 °C por minuto hasta alcanzar
-37 °C, con un congelador programable; luego las
pajillas fueron sacadas del pozo frio y sumergidas
rapidamente en nitrégeno liquido, almacenandose a
-196 °C hasta el momento de su descongelacion. La
descongelacién se realiz6 después de una a cuatro
semanas. Las pajillas se colocaron en un descongela-
dor automatico (Agsouce Genex-Livestock) durante
20sa37°C.

La remocién del crioprotector de los oocitos
mantenidos en glicerol se realizé aplicando la técnica
de Ake (Ake R, Centurién F, Alfaro M 1994, Notas
Pedagdgicas. Universidad Auténoma de Yucatan, pp
183). Los oocitos criopresenvados con acidos grasos
se transfirieron directamente a la caja de petri con-
teniendo el mismo medio de congelacion. Se proce-
saron por cualquiera de las siguientes técnicas para
su valoracién morfolégica: tinciéon de Giemsa, tin-
cién de azul de toluidina y fijacién para microscopia
electrénica.

RESULTADOS Y DISCUSION

Clasificacién de la calidad
Se puncionaron 347 foliculos, de los cuales se
pudieron recuperar un total de 319 oocitos, 212 de



NIVERSIDAD

Y Ly -
IENCIA Tropico Himedo

calidad uno (66 %). En estos oocitos (Figura 1), la
zona pelticida se observa integra y bien definida, sin
ninguna anormalidad, con el ovoplama homogéneo;
también se pueden apreciar numerosas granulacio-
nes acidofilicas en el material nuclear, indicadas por
la cromatina tefiida de color rojo; asi también los
cromosomas son visibles en el ovoplasma del ooci-
to, como fibras muy largas de nucleoproteinas que
forman la cromatina como se muestra en el corte
del oocito tefiido con azul de toluidina, observado
bajo microscopia de contraste de fases. Otra de las
estructuras observadas en el ovoplasma de estos oo-
citos es el centriolo, estructura compleja en forma de
barril rodeado por material pericentriolar, electréni-
camente denso, observandose claramente los rayos
radiales, (Figura 2).

Figura 1. Oocito calidad uno, tefiido con azul de toluidina ob-
servado con microscopio de contraste de fase. Aumento 60X; a)
Zona pelicida, b) Ovoplasma, c¢) Cromatina.

Figure 1. Quality one oocyte, dyed with toluidine blue and
observed through phase-contrast microscopy. Magnification 60X;
a) Pellucid zone, b) Ovoplasm, ¢) Chromatin.

Oocitos criopreservados en glicerol

En los 20 oocitos criopreservados en glicerol
, se encontr6 que el 85% presenté dafio ligero co-
mo pérdida de células del Cumulus oophorus, y el
15 % sufrié un dafio significativo: pérdida total de
las células del Cumulus oophorus y ovoplasma dege-
nerado, probablemente por la formacién de cristales
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de hielo, provocando la expansién, colapso y ruptu-
ra de la zona pelicida y la pérdida completa de las
células del Cumulus oophorus.

Figura 2. Ovoplasma de un oocito de calidad uno. Observacién
con microscopio electrénico de transmisién. Aumento 30KX; la
barra representa 0.5 x 10=% m; a) Centriolo, b) Material pericen-
triolar, ¢) Rayos radiales.

Figure 2. Ovoplasm of a quality one oocyte, observed through
transmission electronic microscopy. Magnification 30 KX; the
bar represents 0.5 x 10=6 m; a) Centriole, b) Pericentriolar
material, c) Radial rays.

Oocitos criopreservados en acido linoleico

De los 20 oocitos sometidos a temperaturas
subcero en acido linoleico como crioprotector, se en-
contré por microscopia estereoscépica, que el 75 %
tenia las células del Cumulus oophorus completas
con ligero aspecto plumoso, zona pelicida intacta
y ovoplasma homogéneo El 25 % presenté las cé-
lulas del Cumulus oophorus incompletas y expan-
didas, con rupturas, la zona pelacida intacta, y el
ovoplasma homogéneo. Al observar con microsco-
pia electrénica, las células del Cumulus muestran
dafio asociado a la formacién de cristales de hielo,
con distintos grados de desagregacion celular; no se
observa la membrana nuclear, en la matriz citoplas-
matica no hay integridad de los sistemas membrano-
sos y la membrana celular se encuentra colapsada,
(Figura 3A). Se observa la zona pelicida integra,
sin embargo se puede ver que la matriz citoplasma-
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tica del oocito, ha perdido su perfil caracteristico,
observandose espacios entre la zona pelacida y el
ovoplasma, siendo probable que estos espacios es-
tuvieron ocupados por cristales de hielo. Se observa
que se formaron también vesiculas membranosas es-

féricas por la fragmentacion de diferentes organelos
(Figura 3B).

Figura 3. Oocito criopreservado en acido linoleico. Observacion
con microscopio electrénico de transmisiéon. Aumento 10 KX; la
barra representa 1x 1076 m. Se presenta extenso dafio por el
proceso de conservacién. 3A: a) Células del Cumulus Oophorus.
3B: a)Zona pelucida, b) Ovoplasma, c) Vesiculas esféricas.

Figure 3. Oocyte cryopreserved in linoleic acid, observed
through transmission electronic microscopy. Magpnification 10
KX; the bar represents 1 x 10~% m. Extensive damage is
present due to the preservation process. 3A: a) Cumulus oopho-
rus cells. 3B: a) Pellucid zone, b) Ovoplasm, c) Spherical vesicles.

Oocitos criopreservados en acido oleico

De los 20 oocitos sometidos a temperaturas
subcero en acido oleico como crioprotector y obser-
vados bajo microscopia estereoscépica, el 100 % de
las células presenté dafio, con lisis completa de los
cuerpos celulares.

Del total de los oocitos obtenidos 66 % fueron
de calidad uno y el 34 % de calidad dos. El porcen-
taje de oocitos de buena calidad es semejante al
obtenido por Cancino (Cancino AGR 2003, Tesis de
Maestria, Universidad Juarez Auténoma de Tabas-
co, pp 78), e indica que el material obtenido era
adecuado para ser sometido a temperaturas subce-
ro. En cuanto a la integridad de organelos como
mitocondrias, aparato de Golgi, centriolo, y matriz
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citoplasmatica, es evidente su normalidad en oocitos
de calidad uno. El 75 % de los oocitos tratados con
acido linoleico present6 integridad celular semejan-
te a la que tenian antes de ser congelados, con un
aspecto ligeramente plumoso en las células del Cu-
mulus oophorus como se pudo observar con la tin-
cion de Giemsa. En la tincién con azul de toluidina
no se observé integridad de la membrana celular en
las células del Cumulus oophorus, pero los nicleos
conservan su ultraestructura después de la descon-
gelacion. En el 25% restante el dafio es extenso,
no compatible con los procesos vitales. Cuando se
hizo la observacién por microscopia electrénica, se
encontré dafio severo en la infraestructura celular:
las mitocondrias no tienen su perfil caracteristico y
se ven edematizadas, con ruptura de sus membra-
nas, con desagregacion de la matriz citoplasmatica,
lo que origina la formacién de mdltiples vesiculas
esféricas. Estos dafios coinciden con lo descrito por
otros investigadores (Diez C, Duque P, Gémez E,
Hidalgo CO, Tamargo C, Rodriguez A, Fernandez
L, De la Varga S, Fernandez A, Facal N, Carbajo M
2005, Theriogenology 64: 317-333).

En el grupo control sélo 15 % de los oocitos
sufrié dafio severo, con pérdida total de las células
del Cumulus oophorus, ademas, se aprecia la zona
pelicida ovalada. Dafios similares han sido descritos
por Marina, et al. (Marina S, Marina F, Torres PJ,
Fosas N, Martin P, Alcolea R, Fernandez S, Arnendé
M, Jove |, Hochman M, Sufiol J 2000, Rev Iberoam
Fertil 19: 59-68), quienes reportan que los oocitos
foliculares sometidos a congelacién presentan cam-
bios debidos a la mayor dureza de la zona pelacida
lo que reduce la tasa de fertilizacién. Por otro lado
Veeck (Veeck LL 1999, An atlas of human game-
tes and conceptuses. Parthenon Pub, New York, pp
1-215) y Serhal et al. (Serhal PF, Raniere DM, Ki-
nis A, Marchant S, Davies M, Khadum IM 1997,
Hum Reprod 12: 1267-1270) encontraron que cuan-
do existe desagregacion en el ovoplasma, hay pre-
sencia de multiples cuerpos refractiles, como los que
se observaron en este grupo control. Estos investi-
gadores reportaron esta anormalidad como saculos
en el reticulo endoplasmatico liso que contienen ma-
terial lipidico y granulos densos. Hochi et al. (Hochi
S, Kimura K, Hanada A 1999, Theriogenology 52:
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497-504) mencionan que el acido linoleico utilizado
en el medio de cultivo para el desarrollo embrio-
nario de las mérulas de bovino causa un efecto de
tolerancia relativa a la congelacién y explican que
esto puede deberse a un incremento de la fluidez
de la membrana celular. El acido linoleico facilitaria
el acceso de otras biomoléculas como el colesterol
(Ehrenwald E, Foote R, Park J 1990, Mol Reprod
Dev 25: 195-204). Lo anteriormente sefialado apoya
la posibilidad de utilizar el acido linoleico como un
crioprotector. Por otro lado, los resultados con aci-
do oleico no son favorables ya que todos los oocitos
sometidos a temperaturas subcero mostraron dafio
en las células del Cumulus oophorus, zona pelicida,
y en el ovoplasma, evidenciando una alteracion ex-
tensa incompatible con los procesos vitales que se
pretende conservar.

Meryman (Meryman HT 1971, Cryobiology 8:
489-500) propone que la congelacién no es mas que
la remocion de agua pura de una solucién y su ais-
lamiento en forma de cristales de hielo; con base
en los resultados obtenidos en el presente trabajo
es importante mencionar que las células del Cumu-
lus oophorus dafadas presentaron diferentes grados
de desagregacion, habiendo edema y ruptura de la
membrana mitocondrial, zona pelicida colapsada y
expandida, lo que refleja no solo el impacto biolégi-
co, sino también efectos biofisicos, los cuales pue-
den deberse a cambios en la presion hidrostatica de
las soluciones utilizadas, (Liebermann J, Nawroth
F, Isachenko U, Rahimi G, Tucker MJ 2002, Biol
Reprod 67: 1671-1680).

En futuras investigaciones es conveniente in-
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cluir otros lipidos como el acido araquidénico y el
colesterol (Moore Al, Squires EL, Gram JK 2005,
Cryobiology 51: 241-249), ya que el araquidonato
tiene un punto crioscépico mas bajo que los acidos
grasos utilizados en la presente investigacion. Tam-
bién es pertinente probar otras moléculas de natura-
leza proteica, como las llamadas proteinas anticon-
gelantes, en vista de que éstas evitan la formacion
de cristales de hielo disminuyendo el dafio celular.
Los oocitos tratados tanto con acido linoleico
como con acido oleico, presentaron un dafio mayor
que los criopreseservados con glicerol, los que mos-
traron una mejor integridad morfolégica. El 25 % de
los oocitos tratados con acido linoleico mostré da-
fios severos en las células del Cumulus oophorus,
incompatibles con los procesos vitales y el 100 % de
los oocitos criopreservados con acido oleico sufrieron
dafio severo como para ser utilizados en biologia de
la reproduccion. De los dos acidos grasos probados,
el linoleico es el que mostré mejor efecto crioprotec-
tor aunque con desventaja con respecto al glicerol.
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