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luego los ovocitos fueron denudados con hialuronidasa y vitrificados-atemperados (V/A) por
el método Cryotech. Para evaluar el efecto de los antioxidantes, las soluciones de vitrificacion
y atemperado (control) fueron suplementadas con resveratrol y/o trolox a una concentracion
de 2 uM y 50 uM, respectivamente. Luego de V/A, los ovocitos fueron cultivados durante 3
horas para permitir su recuperacién. Para evaluar la recuperacién nuclear, un grupo de
ovocitos fueron tenidos con Hoechst 33342 (10 mg/l) para evidenciar la presencia de la
metafase Il (MIl). Para evaluar la recuperacion citoplasmatica, un grupo de ovocitos fueron
inseminados con 5x10° espermatozoides/ml por 3.5 h y luego tefiidos con Hoechst 33342 para
observar fecundacion a las 18 h (cabezas espermaticas descondensadas y/o la formacion de
pronucleos). Ovocitos maduros sin ser V/A (frescos) fueron utilizados como controles
positivos. Los datos fueron comparados con un analisis de Chi-cuadrado para datos no
paramétricos, con un valor de p<0,05 como significativamente diferente. EI numero de
ovocitos con MII fue significativamente menor en aquellos grupos que fueron V/A respecto al
grupo de ovocitos frescos (p<0,05). A su vez, el grupo de ovocitos que fue V/A
simultaneamente con trolox y resveratrol fue significativamente menor respecto al resto de los
grupos de ovocitos V/A (p<0,05). En cuanto a la capacidad de los ovocitos para ser
fecundados, no se encontraron diferencias significativas entre ninguno de los tratamientos
estudiados. Sin embargo, se encontré una mayor tasa de polispermia para el grupo de
ovocitos V/A con la combinacion de ambos antioxidantes respecto al resto de los grupos
(p<0.05). Asi, la vitrificacion y atemperado de ovocitos porcinos maduros produciria dafios a
nivel de la placa meidtica que impiden su total recuperacién nuclear luego del proceso de
criopreservacion y el uso de trolox y/o resveratrol no mitigarian dicho dafio. La recuperacién
citoplasmatica de los ovocitos no se veria afectada en etapas tempranas del proceso de
fecundacion por la vitrificacion y atemperado y la combinacion de ambos antioxidantes en las
soluciones de vitrificacion y atemperado tendrian un efecto adverso respecto de ambos
compuestos por separado.

REP-3.5
EFECTO DEL AGREGADO DE COLESTEROL SOBRE EL ORDEN DE LA MEMBRANA
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La exposicion de los ovocitos a soluciones anisoténicas durante la criopreservacion produce
estrés osmotico y cambios abruptos en el volumen celular. Por otra parte, el descenso de la
temperatura genera alteraciones de la membrana celular consecuentes a cambios en su
fluidez. Teniendo en cuenta el rol del colesterol como modulador del orden lipidico de la
membrana, hemos modificado el nivel de colesterol de ovocitos bovinos para hacerlos mas
resistentes a la criopreservacion. El objetivo de este estudio fue evaluar el estado biofisico de
la membrana celular en ovocitos cargados (+col) o no (ctr) con colesterol y determinar si estas
variaciones modifican el volumen celular y el volumen de agua osmoticamente activa del
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ovocito. Complejos ovocito-cumulus bovinos obtenidos de ovarios de frigorifico se cargaron
con colesterol al final de la maduracién in vitro por 45 min con 15 mM metil-B-
ciclodextrina/colesterol. El estado biofisico de las membranas se evalud post-maduracién a
temperaturas decrecientes (38,5°C a -15°C) mediante espectroscopia de fluorescencia
usando la sonda Laurdan. Mediante modelado matematico de la respuesta osmatica y
ensayos de exposicidon a soluciones de osmolalidad conocida, en ausencia de solutos
permeables (ensayos de Boyle-van't Hoff), se calculé el volumen de agua osmaéticamente
activa del ovocito a partir de imagenes registradas en condiciones iniciales y finales (10 min).
Los perfiles de la polarizacidon generalizada del Laurdan mostraron que los ovocitos +col tienen
una membrana mas fluida que los ctr a temperatura fisiolégica. En el rango de los 20°C a los
-5°C, los ovocitos +col mostraron un estado de la membrana mas ordenado, mientras que
entre los -5°C y los -15°C este efecto se revierte mostrando un estado mas fluido que los ctr.
En condiciones isotdnicas, el volumen de los ovocitos no mostré diferencias significativas
entre ambos grupos (ctr: V°=0,70 £ 0,05 nL; +col: V°=0,68 * 0,06 nL; p=0,54). A partir de la
exposicion a soluciones de osmolalidad conocida (hipo-, iso- e hiperosmoticas), se determiné
la fraccion de volumen celular inactivo (b). Estas estimaciones permitieron calcular el volumen
de agua osmoticamente activa (W=V° (1 — b)). El agregado de colesterol no afecté el W del
ovocito (ctr: W=0,46 + 0,06 nL; +col: W=0,48 £+ 0,07 nL; p=0,61). Si bien los ovocitos bovinos
+col muestran una membrana mas fluida a temperatura fisioldgica, un efecto que puede darse
cuando la composicion de la membrana plasmatica es originalmente muy ordenada, esto no
afectd el volumen celular en condiciones isotonicas ni el volumen de agua osmdéticamente
activa de los ovocitos. Por otra parte, el agregado de colesterol aumento la fluidez de la
membrana a muy bajas temperaturas, un efecto buscado para prevenir el dafio causado por
la criopreservacion.
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Los espermatozoides de mamiferos requieren un periodo de residencia en el tracto
reproductivo femenino para adquirir capacidad fecundante, en un proceso denominado
"capacitacion". Este proceso puede lograrse in vitro al incubar los espermatozoides en un
medio definido que induce la activacion de la Proteina Quinasa A (PKA), un actor clave en la
capacitacion espermatica. El paradigma clasico, indica que PKA se activa por union directa
de AMPc a sus subunidades regulatorias lo cual provoca la liberacion de las subunidades
cataliticas (PKAc). Sin embargo, recientemente se ha demostrado que los niveles de AMPc
disminuyen después de 10 min de incubacién en medio capacitante, mientras que la actividad
enzimatica de PKA permanece constante, sugiriendo que existen otros mecanismos que



