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La criopreservazione degli ovociti rappresenta
I'opzione elettiva per la salvaguardia del patri-
monio genetico femminile nei mammiferi.
Lovocita equino appare particolarmente sensi-
bile al congelamento classico, pertanto sono al-
lo studio vari protocolli di vitrificazione. Scopo
del lavoro é stato vitrificare ovociti immaturi,
reperiti da ovaie di cavalle macellate, per poi
maturarli ed attivarli in vitro per testarne la
competenza meiotica. ||| complessi cumulo-
ovocita (COCs) compatti sono stati vitrificati
in Open Pulled Straw (OPS), quindi i 97 COCs
considerati idonei dopo scongelamento sono
stati sottoposti ad IVM (In Vitro Maturation),
come descritto dagli Autori in lavori preceden-
ti®'%, risultando maturi nel 30,93% dei casi. Il
controllo, rappresentato da | 18 COC:s freschi,
ha fornito il 57,63% di maturazione. Gli ovociti
maturi di entrambi i gruppi sono stati sottopo-
sti ad attivazione per partenogenesi, utilizzando
ionomicina e 6-dimetilaminopurina, e coltivati
in Fluido Oviduttale Sintetico (SOF) per alcuni
giorni a 38,5°C, 5% di O, e 5% di CO,.A 72h
dall’attivazione, il 24,14% degli ovociti vitrificati
e I'80,00% del controllo mostravano segni di
segmentazione. || Fisher Exact Test, applicato ai
due gruppi di campioni maturati ad attivati in vi-
tro, ha evidenziato un grado di associazione
estremamente significativo (p<0,0001). | risulta-
ti relativi al’lVM non si discostano da quelli de-
scritti in bibliografia®'*e anche I'attivazione ha
dimostrato ulteriormente la perdita di compe-
tenza meiotica dei COC:s vitrificati. Avendo ot-
tenuto buoni risultati di IVM a fresco, il nostro
prossimo passo consistera nella vitrificazione di
gameti maturi, ipotizzando che mantengano una
competenza meiotica superiore anche dopo
scongelamento.

INTRODUZIONE

Con il termine criopreservazione s’intende l'insieme di tecniche fina-
lizzate alla stabilizzazione di cellule o sezioni di tessuti animali e vege-
tali, attraverso |'esposizione a basse temperature. Esistono diversi
protocolli per il trattamento criogenico dei campioni, il denominato-
re comune consiste nel raffreddamento progressivo del preparato al
di sotto dello zero*'®!*. Oltre questa soglia qualsiasi attivita biologica,
comprese le reazioni biochimiche che porterebbero all'invecchiamen-
to ed alla morte cellulare, si arrestano'®'*. Con temperature inferiori
a -136°C, il metabolismo cellulare & sostanzialmente inibito. Indipen-
dentemente dalla tecnologia applicata, &€ sempre necessario addiziona-
re ai terreni di coltura dei crioprotettori, per limitare il rischio di dan-
neggiamento delle strutture citoplasmatiche durante I'abbattimento
della temperatura?*'°. All'inverso, al momento di scongelare il cam-
pione, le cellule vanno reidratate e gli agenti crioprotettori estratti
con lavaggi seriali in soluzioni a diverse concentrazioni. E legittimo
supporre che la conservazione criogenica assicuri una longevita pro-
lungata, se non infinita, alle cellule processate, sebbene sia impossibile
quantificare con esattezza la reale durabilita delle colture trattate con
questa tecnologia?®.

La tecnica consolidata per la criopreservazione, introdotta alla fine
degli anni ottanta e tutt’ora in uso, consiste nel congelamento lento
del campione, mentre la vitrificazione rappresenta un’alternativa, pro-
posta in tempi recenti, che consentirebbe ottimi risultati, ovviando ai
principali inconvenienti della metodica tradizionale®. Le variabili discri-
minanti riguardano il controllo preciso della quota di raffreddamento
e riscaldamento che determina il destino finale dell’acqua presente
dentro la cellula e la realizzazione di un equilibrio osmotico e termi-
co durante il congelamento. Il congelamento lento o “in equilibro” ri-
chiede di sottoporre il campione alla discesa controllata della tempe-
ratura, in modo che vi sia una fase, detta per I'appunto “di equilibrio”,
tra la perdita di acqua intracellulare e la formazione di cristalli di
ghiaccio extracellulari che potrebbero rompere le membrane se si
formassero in modo eccessivamente repentino? La vitrificazione &
una tecnica innovativa che prevede tempi di raffreddamento e riscal-
damento molto brevi e I'uso di crioprotettori ad elevata viscosita e
concentrazione>'8, |l processo ¢ finalizzato a disidratare e raffreddare
rapidamente le cellule che acquisiscono cosi un aspetto simile al ve-
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tro, attraverso un passaggio di stato talmente ra-
pido (non “in equilibrio”) da non consentire la
formazione di cristalli di ghiaccio. In generale in
medicina veterinaria, tutti i protocolli attualmen-
te utilizzati sono stati ideati e perfezionati per il
bovino ed in seguito applicati alla specie equina
con minime modifiche”'*!8 La criopreservazione
degli ovociti, in particolare, rappresenta I'opzione
elettiva per la salvaguardia del patrimonio geneti-
co e del potenziale riproduttivo di qualsiasi indi-
viduo di sesso femminile, quando sussistono del-
le problematiche che ostacolano a vario titolo la
possibilita di concepire e portare a termine una
gravidanza, nellimmediato o a lungo termine.
Lovocita equino risente maggiormente dello
stress termico quando sottoposto a congelamen-
to lento: cellule processate allo stadio di vescico-
la germinale (GV), e sottoposte a maturazione in
vitro dopo il congelamento, raggiungono la secon-
da divisione meiotica (MIl) in meno del 16%'*'¢
dei casi contro il 50-80% di ovociti maturati a fre-
sco. Gli ovociti vitrificati in fase di sviluppo intra-
follicolare piu avanzato, reso evidente dalla pre-
senza di cumuli oofori espansi, dimostrano invece
di mantenere una competenza meiotica apparen-
temente superiore totalizzando una percentuale
di maturazione del 28-46%'¢¢. La chiave nella ste-
sura di un protocollo riuscito per la vitrificazione
risiede nella scelta dei crioprotettori piu indicati.
Alcuni Autori addizionano il Glicole Etilenico
(EG) ed il Dimetil Sulfossido (DMSO)'2, altri il
Glicole Propilenico, il DMSO e I'acetamide'!, altri
ancora propongono un’associazione di Glicerolo,
[-2 Propanediolo e DMSO!'”. Nonostante la va-
rieta di agenti disponibili, i dati reperibili in lette-
ratura concordano nellindicare il Glicole Etileni-
co come crioprotettore di elezione per la vitrifi-
cazione di ovociti ed embrioni di mammifero®.
Gravidanze ottenute da ovociti equini vitrificati e
successivamente scongelati sono un dato docu-
mentato che giustifica la necessita di ampliare le
conoscenze in materia, dal momento che la crio-
conservazione degli ovociti rappresenta un’op-
zione vantaggiosa per preservare il patrimonio
genetico di fattrici di pregio*.

Lo scopo di questo lavoro ¢ stato quello di sotto-
porre a vitrificazione ovociti equini immaturi recu-
perati da ovaie di cavalle sottoposte a macellazio-
ne commerciale, per poi maturarli in vitro ed atti-
varli per partenogenesi, al fine di testarne la com-
petenza meiotica eventualmente conservata dopo
le procedure di vitrificazione e scongelamento.

MATERIALI E METODI

Tra gennaio e settembre 201 |, 80 ovaie di cavalle
adulte, con segnalamento ed anamnesi ignoti, sono
state isolate post macellazione e trasferite in labo-
ratorio, in soluzione fisiologica a 25°C, dove si &
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proceduto sterilmente al sezionamento dei folli-
coli. Le ovaie, liberate da eventuale tessuto esube-
rante, sono state risciacquate sotto acqua corren-
te tiepida e trattate con tre lavaggi seriali; il primo
in una soluzione al 10% di Virkon® (disinfettante
ad ampio spettro antimicrobico ed antifungino), i
successivi in soluzione fisiologica sterile. Di segui-
to, si & proceduto con il sezionamento dei follico-
li sotto cappa a flusso laminare, utilizzando stru-
mentario chirurgico e guanti sterili. Dapprima &
stata allontanata I'albuginea ed il tessuto intersti-
ziale della midollare che rivestono i follicoli, in mo-
do da esporne direttamente la parete, quindi cia-
scun follicolo & stato inciso con una lama da bistu-
ri, la superficie antrale & stata dapprima raschiata
con un cucchiaio di Volkmann (scraping) per assi-
curare la separazione del complesso cumulo oo-
foro-ovocita (COC) dalla parete, quindi il conte-
nuto follicolare & stato lavato con terreno di dis-
sezione (M99 addizionato con antibiotici, albumi-
na ed eparina) ed il liquido raccolto in piastre Pe-
tri che sono poi state esaminate sotto la lente di
uno stereomicroscopio ad ingrandimento 6-45x
per la ricerca dei COCs. In base alle caratteristi-
che morfologiche del cumulus oophorus, i COCs
sono stati classificati in quattro categorie: cellule
con cumulo espanso o compatto, completo o in-
completo. | 215 COCs selezionati sono stati sot-
toposti in parte a maturazione in vitro (IVM) a fre-
sco (118 COCs, controllo), in parte (97 COCs) a
vitrificazione in Open Pulled Straw (OPS) in
TCMI99 (Tissue Culture Medium), Ficoll e Sacca-
rosio a concentrazioni crescenti di Glicole Etileni-
co (EG) utilizzando le metodiche gia descritte in
precedenti lavori®'®. | COCs vitrificati sono poi
stati scongelati e reidratati in TCM199 a concen-
trazione decrescente di EG e a loro volta matura-
ti in vitro. In base ad esperimenti effettuati in pre-
cedenza'® e secondo quanto descritto in bibliogra-
fial*!%, si & scelto di sottoporre a vitrificazione
esclusivamente i COCs dotati di cumulo compat-
to completo (Fig. I). Al termine del ciclo di IVM,
tutti i COCs sono stati sottoposti a decumulazio-
ne meccanica ed enzimatica (con ialuronidasi e
tripsina) e gli ovociti maturi, distinguibili per la
presenza del Globulo Polare (GP) e di altri segni
di maturita citoplasmatica, sono stati selezionati
(Fig. 2), scartando gli elementi immaturi o degene-
rati, per essere attivati per partenogenesi. La pro-
cedura prevede l'incubazione a 38,5°C al 5% di
CO,, prima in ionomicina (0,037 mg in 10 ml di H-
TCM al 10% di FCS, Fetal Calf Serum) per 5’, poi
in 6-dimetil-aminopurina (4 mgin 10 ml di H-TCM
al 10% di FCS) per 4-6h. Ultimata l'attivazione, gli
ovociti sono stati trasferiti in SOF (Fluido Ovidut-
tale Sintetico), incubati a 38°C, 5% di O, e 5% di
CO,, fino al momento in cui hanno manifestato
segni di degenerazione. Per le prime 72h sono sta-
ti tutti esaminati quotidianamente per verificare il
progredire dell’eventuale segmentazione.




Nel corso della sperimentazione ¢ stato eseguito
un controllo supplementare della vitalita post-
scongelamento sottoponendo a colorazione con
Trypan Bleu 40 COCs a campione.

Gli ovociti sono stati trattati con il colorante im-
mediatamente dopo lo scongelamento per testare
lintegrita e la vitalita sia dei gameti sia delle cellu-
le del cumulo. | COCs sono stati allestiti sulla su-
perficie di un vetrino porta-oggetti sospesi in una
goccia di TCM199 tra due strisce di vaselina, sulle
quali € stato fatto aderire un copri-oggetto.
Esercitando una delicata pressione, gli ovociti so-
no stati immobilizzati per effetto dello schiaccia-
mento (la vaselina sigilla lo spazio tra i due vetri-
ni). Il colorante, prelevato con una pipetta, & stato
lasciato scorrere per capillarita tra le due superfi-
ci affacciate.

Osservando il vetrino al microscopio ottico a 40
ingrandimenti entro un minuto € stato possibile
identificare le cellule con citoplasma positivo alla
colorazione, segno di disvitalita (Figg. 3 e 4).

| risultati sono stati analizzati applicando la statisti-
ca descrittiva non parametrica, confrontati con il
Fisher Exact Test ed elaborati con GraphPad In-
Stat3 (livello di significativita per p<0,05).

RISULTATI

Durante la sperimentazione, su 80 ovaie processa-
te sono stati sezionati 472 follicoli con una per-
centuale di recupero del 56,99%: tra i 269 COCs
raccolti, 8| erano espansi (30,12%), 163 compatti
(60,59%), 17 presentavano la sola corona radiata
(6,32%), 8 erano nudi (2,97%). Sono stati selezio-
nati per la vitrificazione | | | COCs compatti e, co-
me controllo, | I8 COCs con aspetto variabile del
cumulo sono stati sottoposti ad IVM a fresco. Do-
po scongelamento, 29 dei COC:s vitrificati presen-
tavano cumulo integro (26,13%), 68 I'avevano per-
so in parte (61,26%), 14 mostravano segni di de-
generazione e sono stati pertanto esclusi dalla
sperimentazione (12,61%); 97 sono stati sottopo-
sti ad IVM (87,35%).

| risultati relativi al’'lVM sui due gruppi di COCs
sono espressi in Tabella |. Dei 30 COC:s vitrificati
maturi ne sono stati selezionati 29 per I'attivazio-
ne, 30 COCs maturati a fresco sono stati utilizza-
ti come controllo.

| risultati relativi all’attivazione dopo 72h di incu-
bazione sono espressi in Tabella 2. La colorazione
con Trypan Bleu (TB) & stata effettuata su un cam-
pione di 40 ovociti scongelati ed ha mostrato una
vitalita post-scongelamento del 45% per un totale
di 22 cellule con citoplasma positivo alla colora-
zione e |8 incolori.

| valori di maturazione e attivazione a fresco e
post-vitrificazione sono stati confrontati con il Fi-
sher Exact Test che ha evidenziato un grado di as-
sociazione estremamente significativo (p<0,0001).
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FIGURA | - COCs compatti dopo selezione.

FIGURA 2 - Ovocita maturato in vitro con Globulo Polare estruso.

FIGURA 3 - Colorazione Trypan Blue. COC vitale con cellule del cumulo ooforo
anch’esse vitali.

Ippologia, Anno 23, n. 2, Giugno 2012

19




20

1 Riproduzione

FIGURA 4 - Colorazione Trypan Blue. COC vitale con cellule del cumulo ooforo
disvitali.

TABELLA |
Risultati di IVM su COC:s freschi e vitrificati dopo 42h

di incubazione

Immaturi Maturi Degenerati N

(%) (%) (%)
A fresco 14 (11,86) 68 (57,63) 36 (30,51) 118
Vitrificati 34 (35,05) 30 (30,93) 33 (34,02) 97

TABELLA 2

Risultati di attivazione per partenogenesi su ovociti freschi
e vitrificati dopo 72h di incubazione

Attivati (%) Non attivati (%) N

A fresco 24 (80,00) 6 (20,00) 30

Vitrificati 7 (24,14) 22 (75,86) 29
DISCUSSIONE

| risultati ottenuti sono stati senz’altro viziati dal-
lo stato fisiopatologico, ignoto e non sempre otti-
male, delle ovaie reperite dalle cavalle macellate. In
prospettiva di un’applicazione su campo della me-
todica di vitrificazione, la provenienza degli ovoci-
ti sara discriminante, ma il problema verra facil-
mente superato con l'utilizzo di donatrici selezio-
nate e controllate.
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La scelta di sottoporre a vitrificazione solo
COCs compatti completi & legata al fatto che
tutti gli Autori'*!® concordano sulla funzione
protettiva del cumulo durante la procedura. Le
cellule del cumulo coadiuvano la maturazione
nucleare e citoplasmatica elaborando fattori di
crescita che diffondono attraverso le strutture
giunzionali. Inoltre & plausibile che la presenza
del cumulo ooforo costituisca una barriera pro-
tettiva in grado di isolare I'ovocita proteggendo-
lo dagli insulti meccanici dovuti al freddo. Essen-
do il cumulo ooforo una struttura transitoria
che esaurisce la propria funzione in fase di ma-
turazione avanzata, in teoria sarebbe indispensa-
bile unicamente per le cellule allo stadio di Ve-
scicola Germinale (GV);intrapresa la Ml gli ovo-
citi acquisiscono maggiore autonomia, quindi la
separazione o il danneggiamento del cumulo
non dovrebbero avere effetti significativi sulla
competenza maturativa'®. Questa considerazio-
ne, valida in linea di principio, non trova riscon-
tro concreto: ovociti vitrificati previa decumula-
zione esibiscono anomalie della piastra metafasi-
ca nel 65% dei casi e dimostrano una capacita di
sviluppo post ICSI limitata rispetto a COCs sot-
toposti al medesimo trattamento crioconserva-
tivo dai quali & stato possibile ottenere embrio-
ni vitali’.

La percentuale di COCs maturi post-scongela-
mento ottenuta da noi &€ comparabile con i dati ri-
portati in letteratura, che indicano percentuali di
IVM post-vitrificazione comprese tra '8,2 ed il
30%>15. Anche la percentuale di maturazione nel
gruppo di controllo (57,63%) concorda con i dati
bibliografici (55,6-80%)'°.

Non ¢é stato possibile utilizzare anche come
controllo esclusivamente COCs compatti, dal
momento che, soprattutto col progredire della
stagione riproduttiva equina, diventa sempre piu
difficile reperire COCs appartenenti a questa
categoria. Non sono presenti in bibliografia dati
relativi all’attivazione in vitro di ovociti equini,
tuttavia anche questa prova ha dimostrato la
perdita di competenza maturativa dei gameti do-
po vitrificazione.

La manualita di vitrificazione presenta difficolta
oggettive a causa della tossicita dei crioprotettori.
La manipolazione dei COCs durante i vari passag-
gi & problematica per 'osmolarita e la viscosita
elevate dei terreni: le cellule si disidratano rapida-
mente e si spostano dal punto di fuoco del micro-
scopio. Il contatto con i crioprotettori pud deter-
minare modificazioni ultrastrutturali a carico dei
mitocondri e delle giunzioni intercellulari a livello
del cumulo che non sono evidenti nell’immediato,
ma compromettono la vitalita e la competenza
meiotica post-scongelamento®. Poiché I'abbassa-
mento della temperatura danneggia il citoschele-
tro, la rapidita dei passaggi di vitrificazione e scon-
gelamento resta imperativa.




La percentuale di cellule vitali indicata dalla prova
del Trypan Bleu é stata decisamente maggiore di
quella individuata con I'lVM; questa divergenza ci
ha suggerito che la capacita di sopravvivenza de-
gli ovociti del campione in seguito alla vitrificazio-
ne sia buona, mentre lattitudine maturativa appa-
re compromessa. Questo dato conferma la sup-
posizione secondo la quale la competenza meio-
tica dipende da una serie di fattori che non ri-
guardano solo la vitalita delle cellule e l'integrita
delle membrane. |l TB provoca la degenerazione
cellulare entro pochi minuti dall’esposizione, di
conseguenza non & possibile eseguire un control-
lo crociato incubando lo stesso campione in ter-
reno di maturazione.

Ai fini sperimentali, I'attivazione partenogenetica
in vitro rappresenta una soluzione pratica ed eco-
nomica per la verifica della vitalita e della compe-
tenza meiotica post vitrificazione, ma preclude
qualsiasi altro impiego del materiale processato, in
conseguenza all’attivazione aberrante della seg-
mentazione da cui derivano elementi aploidi di-
sfunzionali. Lalternativa ideale consisterebbe nel
coniugare la tecnica di fecondazione in vitro (FIV)
con I'lVM post-scongelamento dei COCs. Attual-
mente, per ottenere percentuali soddisfacenti di
fertilizzazione, & indispensabile ricorrere alla mi-
croiniezione, dato il basso potere fecondante in vi-
tro del materiale seminale equino'?. In quest’ottica
le ultime acquisizioni in materia riguardano il mi-
glioramento dei protocolli di attivazione e capaci-
tazione in vitro del seme'®, volti alla semplificazio-
ne dei protocolli di FIV.

La possibilita di produrre ovociti vitrificati su sca-
la commerciale rappresenterebbe un’innovazione
rilevante per le tecniche di fecondazione assistita
nella specie equina, permettendo I'organizzazione
di una vera e propria banca di germoplasma di
fattrici di pregio ed, al tempo stesso, intervenen-
do su alcuni dei problemi che riducono la fertili-
ta. Sebbene la sperimentazione di diverse tecni-
che di vitrificazione dell’ovocita equino impegni
attualmente vari gruppi di ricerca nel mondo, al-
lo stato dell’arte non esistono i presupposti per
un’applicazione commerciale di questa tecnolo-
gia. Questa limitazione & inevitabile, visti i delu-
denti risultati relativi alla competenza maturativa
post-scongelamento, aspetto che & emerso dalla
nostra sperimentazione e del resto trova pieno
riscontro in bibliografia.

Per il futuro si rendera necessario approfondire
la conoscenza della biologia cellulare e perfezio-
nare alcuni aspetti della metodica, al fine di mini-
mizzare i danni da congelamento a carico delle
strutture citoplasmatiche e di membrana; in par-
ticolare sarebbe opportuno riconsiderare la
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composizione delle soluzioni di vitrificazione pri-
vilegiando l'impiego di crioprotettori meno ag-
gressivi o variandone la diluizione in modo da at-
tenuarne la tossicita.

Avendo ottenuto buoni risultati di IVM a fresco, il
nostro prossimo passo consistera nella vitrifica-
zione di gameti maturi, ipotizzando che mantenga-
no una competenza per lo sviluppo embrionale
superiore anche dopo scongelamento.

Parole chiave
Fattrice, ovocita, vitrificazione, maturazione in vitro.

I Equine oocyte vitrification
before in vitro maturation

Summary

Oocyte cryopreservation is the option of choice
for genetic preservation of female mammals. In
particular, the equine oocyte is very susceptible
to classic freezing technique, so different vitrifica-
tion protocols have to be developed. The purpo-
se of this study is to vitrify immature oocytes,
from slaughtered mares ovaries, then to allow
them to mature and to activate in vitro. In this way
the meiotic competence will be tested. | | | cumu-
lus-oocyte complexes (COCs) were vitrified in
Open Pulled Straw (OPS), then the 97 COCs
considered suitable after thawing were subjected
to In Vitro Maturation (IVM), as previously descri-
bed by the Authors®'°. In total, the 30.93% of ca-
ses were considered mature. |18 fresh COCs
were the control samples and they have provided
the 57.63% of maturity. The mature oocytes of
both groups were subjected to parthenogenetic
activation using ionomycin and 6-dimethylamino-
purine. They were cultivated in Synthetic Oviduc-
tal Fluid (SOF) for a few days at 38.5°C, 5% O,
and 5% CO,. 72h after activation, the 24.14% of
the oocytes were vitrified and 80.00% of the con-
trol samples showed signs of segmentation. The
Fisher Exact Test was applied to both groups of in
vitro maturated and activated samples and they
showed a highly significant degree of association
(p <0.0001). Our results about IVM do not differ
from those described by bibliography>'®. The acti-
vation also showed further loss of meiotic com-
petence of vitrified COCs. Having achieved good
results in fresh [IVM, our next step will be the vi-
trification of mature gametes, assuming that they
maintain higher meiotic competence after tha-
wing.

Key words
Mare, oocyte, vitrification, in vitro maturation.
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