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RESUMEN

En 1985 se logro el primer estudio de criopreservacion sin la formacion de cristales de
hielo a través de la vitrificacion de células de mamiferos. Hasta ahora, muchos estudios
se han realizado para aumentar la tasa de supervivencia de los ovocitos y embriones con
la finalidad de obtener crias vivas. La vitrificacion de ovocitos inmaduros sigue siendo
una gran area de investigacion debido a que uno de los mayores retos para los
criobidlogos de la reproduccién es establecer un procedimiento de vitrificacion-
calentamiento, que permita la creacion de bancos de ovocitos y mejoras en las técnicas de

reproduccion asistida.

La vitrificacion se utiliza para criopreservar células, tejidos, oOrganos e incluso
organismos. Esta técnica requiere del uso de agentes crioprotectores (CPAs) afiadidos a
una alta concentracion y recipientes con altas velocidades de enfriamiento-calentamiento
para minimizar la formacién de cristales de hielo y dafio celular. Sin embargo, su uso
debe ser el mas adecuado debido a su alta toxicidad. Existen pocos trabajos que reportan
las tasas de viabilidad, maduracidn, fertilizaciéon de los ovocitos inmaduros después del
calentamiento. La mayoria de los trabajos se han realizado en ovocitos maduros y
embriones obtenidos in vivo en lugar de in vitro. Hasta el momento, no hay reportes
donde utilicen el recipiente cryolock durante el proceso de vitrificacion, y s6lo un estudio
ha reportado el nacimiento de crias vivas a partir de ovocitos inmaduros porcinos
vitrificados con el método de vitrificacion en superficie solida (SSV). Por lo que, este
estudio fue disefiado para evaluar la eficiencia de un procedimiento de vitrificacion-

calentamiento utilizando el recipiente cryolock asi como el efecto del co-cultivo de



ovocitos inmaduros vitrificados con células de la granulosa frescas para incrementar las
tasas de maduracion in vitro (MIV) y desarrollo embrionario (DE) mediante las técnicas
de fertilizacion in vitro (FIV) e inyeccion intracitoplasmética de espermatozoides (ICSI).
En conclusion, mantener la viabilidad de las células de la granulosa es esencial para

mejorar las tasas de maduracion y fertilizacion de los ovocitos inmaduros vitrificados.

ABSTRACT

In 1985, the first study achieving ice-free cryopreservation by vitrification of
mammalian cells was performed. Up to now, many studies have been carrying out to
increase the oocytes and embryos survival rate in order to obtain live offspring. Immature
oocytes vitrification continues to be a wide area of research because one of the greatest
challenges to reproductive cryobiologists is to establish a vitrification-warming procedure
that allows the banking of oocytes and the improvement of assisted reproductive

technologies.

Vitrification is used to cryopreserve cells, tissues, organs and even organisms. This
technique requires the use of cryoprotectant agents (CPAs) added at a high concentration,
and devices with high cooling—-warming rates to minimize ice crystal formation and
subsequently cell damage; but its use should be the most suitable because they are highly
toxic. There are few repots testing immature oocyte viability, maturation and fertilization
rates after warming. Most studies are conducted to matured oocytes and embryos
obtained in vivo rather than in vitro. So far, there are no reports testing the cryolock
device, and only one study has reported the birth of live offspring from vitrified porcine
immature oocytes with the solid surface vitrification (SSV) method. Therefore, this study

was designed to evaluate the efficiency of a vitrification—warming procedure using the




cryolock device as well as the effect of the co-culture of vitrified immature oocytes with
fresh granulosa cells to improve in vitro maturation (IVM) and embryo development
(ED) by in vitro fertilization (IVF) and intracytoplasmic sperm injection (ICSI)
techniques. In conclusion, maintaining the viability of granulosa cells is essential to

improve maturation and fertilization rates in vitrified immature oocytes.
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I. INTRODUCCION
La criobiologia, término proveniente de las palabras griegas “crio"=frio, "bio"=vida,
“logos“=ciencia, es la ciencia encargada de estudiar los efectos de las bajas temperaturas

en las células y tejidos con la finalidad de lograr su criopreservacion.

Los procesos de criopreservacion permiten mantener células, tejidos 6rganos e incluso
organismos a bajas temperaturas generalmente entre los -80°C y -196°C, manteniendo su
metabolismo totalmente inactivado. Las reacciones bioquimicas quedan detenidas
permitiendo preservar durante largos periodos su potencial de desarrollo y su viabilidad.
En la actualidad la criopreservacion ha sido empleada para la conservacion de gametos,
de manera que tanto la criobiologia como las técnicas de reproduccion asistida (TRA) han
avanzado de forma paralela a lo largo de los Ultimos 50 afios. La criopreservacion de
gametos de mamiferos se origind en 1949 mediante un trabajo en donde se demostrd que
los espermatozoides de humano poseen la habilidad de recuperar su viabilidad aun
después de haberse mantenido a temperaturas extremadamente bajas (Polge et al, 1949).
Esto impulsé una revolucién en el campo de la inseminacion artificial por su aplicacion

en mamiferos, especialmente en la especie humana.

Hasta hace algunos afos, el método empleado para la criopreservacion de gametos
implicaba un procedimiento de larga duracion conocido como método de congelacion
lenta o convencional. Sin embargo, actualmente la criopreservacion ultra-rapida esta
adquiriendo un gran protagonismo después de haberse demostrado que se han logrado

obtener resultados similares o incluso superiores en comparacion con la congelacion
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lenta. La técnica de criopreservacion ultra-rapida es conocida como vitrificacion. La
vitrificacion es un proceso termodinamico que cambia un estado liquido a un estado
solido vitreo excluyendo la formacién de cristales de hielo. Esta técnica se desarrolld en
1985 mediante un estudio en donde se realizd con éxito la vitrificacion de embriones de

raton (Rall y Fahy, 1985).

La principal caracteristica de esta técnica es la criopreservacion en un estado libre de
cristales de hielo aplicando tasas de enfriamiento elevadas mediante un recipiente
adecuado, utilizando soluciones con altas concentraciones de crioprotectores en un bajo

volumen.

La vitrificacion no es una técnica reciente, fue descrita por primera vez en 1934 aunque
no tuvo éxito hasta afios mas tarde, debido a que se desconocian los efectos de las altas
concentraciones de crioprotectores empleados y la toxicidad que presentaban.
Posteriormente en 1985, Rall y Fahy reemprendieron la aplicacion de la criopreservacion
ultra-rapida reduciendo la toxicidad de los medios y disminuyendo el tiempo de
exposicion, para mejorar sus resultados (Bajo, 2009). De esta manera, las bases de la
criopreservacion se han ido ampliando con la finalidad de optimizar las condiciones para
el desarrollo de este proceso. La formacion de hielo intracelular y extracelular, la
toxicidad del empleo de crioprotectores y los cambios osmoéticos durante el
procedimiento son aspectos importantes que deben ser considerados para la obtencion de

altas tasas de recuperacion (Rojas et al, 2004).
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1.1 Crioprotectores

Los crioprotectores son sustancias empleadas para la proteccion contra el dafio celular
que se produce durante los procesos de congelacion, vitrificacion y desvitrificacion
debidos principalmente a la formacién de cristales de hielo y a una deshidratacion
inadecuada. Los crioprotectores alteran las propiedades fisico-quimicas de las soluciones.
Son moléculas hidrosolubles y de baja toxicidad, que actuan disminuyendo la maxima
temperatura a la que puede producirse la mayor cristalizacion del solvente y del soluto.
Ademas disminuyen la temperatura a la que se produce la transicion del agua de un
estado liquido a so6lido, interactuando con las moléculas de agua reduciendo su capacidad
de formar enlaces entre ellas. También actiian estableciendo puentes de hidrégeno con
otras moléculas bioldgicas evitando que pierdan su estructura original y por lo tanto, la

viabilidad celular (Bajo, 2009).

Los crioprotectores se clasifican en funcion de la permeabilidad que poseen para
atravesar la membrana celular en dos grupos: crioprotectores permeables (intracelulares)

y no permeables (extracelulares).

Los crioprotectores intracelulares son de bajo peso molecular lo cual les permite una alta
capacidad de difusion. Los comunmente empleados en la criopreservacion de gametos
son el dimetilsulfoxido (DMSO), los glicoles como el etilenglicol (EG) y alcoholes como
el propanodiol (PROH) y el glicerol. Estos actian principalmente por los siguientes

mecanismos: disminuyen el punto de congelacion e interactian con la membrana
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manteniendo su estructura y previenen el incremento de altas concentraciones de
electrolitos, ya que son capaces de unirse a éstos (Arav et al, 2002). También permiten el
fluyjo osmotico del agua intracelular a la porcion extracelular, generando su
deshidratacion. Los crioprotectores se distribuyen en la zona citoplasmatica celular en el
espacio que era ocupado por las moléculas del agua. El uso de altas concentraciones de
crioprotectores a un bajo volumen y el establecimiento de combinaciones entre éstos es
indispensable para la optimizacion de los procesos de criopreservacion, especialmente en

la vitrificacion.

Los crioprotectores extracelulares son compuestos de alto peso molecular que
normalmente se utilizan asociados a los crioprotectores intracelulares. Ejercen su efecto
promoviendo una rapida deshidratacion celular aumentando el gradiente osmotico y
ayudando a la incorporacion, por parte de las células, del crioprotector permeable durante
el proceso de vitrificacion. Los mas utilizados son azucares como la sacarosa y trehalosa,
aunque también se han empleado otras macromoléculas como la polivinilpirrolidona
(PVP), el ficol y proteinas de alto peso molecular (Bajo, 2009). Aunque estos
crioprotectores son empleados durante la primera etapa de la vitrificacion, su principal
efecto ocurre durante el proceso de desvitrificacion, también llamado calentamiento.
Actuan ejerciendo una elevada presion osmdtica que genera la salida de los criprotectores

intracelulares y la reincorporacion del agua para regresar a la célula a su estado original.
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1.1.2 Osmolaridad

La cristalizacion del agua provoca el aumento de la osmolaridad del medio que
permanece en estado liquido, variando también el pH de la muestra. Para mantener el
equilibrio osmotico, las células deben someterse a un proceso de deshidratacion sin
sobrepasar el volumen celular critico, para evitar el colapso celular (Portillo et al, 2006).
El uso de los crioprotectores permite que el flujo osmotico no sea alterado y que las

condiciones celulares sean las adecuadas durante los procedimientos de criopreservacion.

1.1.3 Transporte a través de las membranas plasmaticas

La membrana plasmatica celular estd compuesta basicamente por lipidos, proteinas y en
menor proporcion de carbohidratos. Esta composicion puede variar de acuerdo al tipo y
especie celular. El colesterol y los acidos grasos son los componentes mas abundantes en
la membrana plasmatica. Estos determinan la fluidez y resistencia de la membrana
durante la criopreservacion. El transporte de moléculas a través de la membrana son un

punto critico para la supervivencia celular durante el proceso de calentamiento.

La membrana celular es la estructura que sufre el mayor dafio durante los procesos de
criopreservacion. El dafio incluye: pérdida de fluidez de los componentes lipidicos, alto
grado de fragilidad, ruptura, endurecimiento y pérdida de lipidos. Esta Ultima es
importante durante el proceso de calentamiento y rehidratacion ya que puede generar una

pérdida en la expansion celular para volver a las condiciones isotonicas.
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Durante los procedimientos de criopreservacion se requiere el uso de crioprotectores
cuya difusion es indispensable para evitar el dafo celular. La difusion es el proceso por el
cual las moléculas de una sustancia se distribuyen de forma homogénea en un espacio
libre. Las bajas temperaturas usadas en la criopreservacion generan un aumento en la
rigidez de la membrana y la rapidez con la que los cambios osméticos deben realizarse
durante los procesos de vitrificacion y calentamiento, hacen que dificilmente los procesos
de transporte activo dependientes de ATP se lleven a cabo. Un descenso de temperatura
de 25°C a 10°C reduce hasta un 60% la actividad de las bombas de ATP. De esta manera,
los procesos de difusion simple predominan en situaciones de estrés osmotico. Las
muestras criopreservadas se almacenan a temperaturas de -133°C (vapor de nitrégeno) y -
196°C (nitrogeno liquido). A estas temperaturas las actividades biologicas quedan
detenidas y no existen fenomenos de difusion ni energia térmica (Avila-Portillo et al,

20006).

1.1.4 Ley de difusion de Fick

La magnitud de difusion cuando estd presente una membrana entre una zona y otra esta
definida por la ley de difusion de Fick. Esta ley relaciona el gradiente que existe entre
ambas zonas; gradiente quimico o de concentracion y las caracteristicas de la membrana;
grosor, area y permeabilidad del soluto, la cual es directamente proporcional a la
superficie, es decir, al 4rea de la membrana y a la diferencia de concentracion del soluto
en ambas zonas. La velocidad de difusion es otro parametro que esta determinado por las

propiedades del soluto y de la membrana (Avila-Portillo ez al, 2006).
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1.1.5 Parametros biofisicos celulares

Las células tienen la capacidad de variar su volumen en respuesta a cambios osmoticos

extracelulares.

Los parametros biofisicos mas estudiados son: 1) el volumen osmdticamente inactivo,
que se define como el agua que permanece en la célula en respuesta a un aumento en la
concentracion de solutos, 2) la permeabilidad de la membrana celular al agua,
crioprotectores y solutos y 3) la relacion entre el area de superficie celular que difiere
entre tipos de células y especies. Estos parametros son importantes para la generacion de
protocolos Optimos de criopreservacion debido a que si se conoce el tipo celular y su
perfil biofisico, es posible determinar las concentraciones adecuadas de crioprotectores

para evitar su citotoxicidad.

1.1.6 Métodos de criopreservacion

Para el desarrollo de la criopreservacion, se han empleado diferentes procedimientos en

relacion a los tipos celulares cuyo objetivo ha sido preservarlos. Estos procedimientos

son:

Congelacion lenta o convencional. En esta técnica, las células son expuestas antes de

su enfriamiento a una solucién crioprotectora con una concentracion de 1-2 M, la cual es

considerada hiperosmética (>300 mOsm). Las células responden al cambio osmotico
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deshidratandose a la vez que incorporan lentamente al crioprotector. Para la
supervivencia celular es extremadamente importante determinar la tasa de enfriamiento
adecuada que permita una correcta deshidratacion celular sin que haya formacion de hielo
intracelular, la cual estd determinada por el tipo celular y por la naturaleza de los
crioprotectores utilizados. Por ejemplo, se sabe que para la congelacion de embriones
humanos mediante esta técnica, la tasa de enfriamiento es de 2°C/min hasta -7°C/min,
temperatura a la que se realiza el “"seeding” que es la induccion de la formacion de hielo
en la solucion donde se encuentran las células. Con ello se provoca el aumento de la
concentracion de solutos en la parte liquida facilitando la deshidratacion celular y
evitando de este modo la formacion de hielo en su interior. Sin embargo, se sabe que para
la vitrificacion de ovocitos, esta técnica no es capaz de evitar la formacion de cristales de
hielo tanto intra como extracelulares (Bajo, 2009). Esta técnica se realiza sometiendo a
las células a bajas temperaturas de forma gradual con equipo especializado. Estas

temperaturas incluyen rangos desde -4°C, -80°C hasta -196°C.

Criopreservacion ultra-rapida o vitrificacion. Se define como la transicion de las
soluciones acuosas de un estado liquido a un estado sélido vitreo sin la formacion de
cristales de hielo debido al rapido descenso de la temperatura. Para lograr el estado
vitreo, la viscosidad de la muestra aumenta hasta que las moléculas quedan inmoviles.
Este aumento de viscosidad requiere velocidades de enfriamiento rapidas y
concentraciones elevadas de crioprotectores. La principal estrategia de la vitrificacion es

pasar el rango de temperatura critica (-30°C a -80°C) lo méas rapido posible para
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disminuir el riesgo de dafo y llevar a la célula hasta la temperatura de -196°C de manera

inmediata (Vajta, 2000).

El fundamento de los procedimientos actuales de vitrificacion implica la exposicion de
la célula a un volumen reducido de crioprotectores a elevadas concentraciones, seguido
de su introduccion rapida a nitrogeno liquido a una temperatura de aproximadamente -
196°C (Vajta, 2000). A diferencia de la congelacion lenta, la vitrificacion induce un alto
grado de deshidratacion celular, previo al enfriamiento, mediante la exposicion a
soluciones con altas concentraciones de crioprotector (4-8 M). La principal desventaja es
el efecto citotdxico que pueden producir los crioprotectores si no se realiza correctamente
la exposicion a los mismos. Es posible limitar la toxicidad de los medios de vitrificacion
utilizando la combinacidn de dos crioprotectores intracelulares. De este modo se consigue
aumentar su permeabilidad a las células permitiendo su recuperacion a temperaturas

inferiores y disminuyendo la toxicidad (Bajo, 2009).
1.1.7 Sistemas de envase, soportes y recipientes

Los gametos son colocados y almacenados en una serie de recipientes o soportes
disefiados especialmente para mantener la temperatura Optima de preservacion. Estos

sistemas involucran:

Contenedores de nitrégeno liquido. El almacenamiento de las muestras a temperaturas

inferiores a -120°C garantiza la ausencia de reacciones quimicas. La Unica reaccion que
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podria producirse es la lenta acumulacion de radiaciones ionizantes, pero ésta solo es
significativa tras el almacenamiento durante cientos de afios, que estd involucrada con la
disminucion de la viabilidad. Los contenedores deben asegurar el mantenimiento de las
muestras a la temperatura adecuada y estan fabricados con una doble camisa aislante con

un espacio que protege su interior (Bajo, 2009). Es importante que para el
almacenamiento, las muestras destinadas a un contenedor sean de un mismo tipo celular
exclusivamente por ejemplo de gametos. De esta manera la contaminacidon por muestras

estaria controlada.

Nitrogeno liquido. Es un producto potencialmente peligroso debido a sus caracteristicas
quimicas: es extremadamente frio, a presion atmosférica hierve a -196°C y produce
grandes cantidades de vapores de nitrégeno provocando una disminuciéon de oxigeno en
el ambiente. Sin embargo, es esencial para el procedimiento de vitrificacion. Mediante
técnicas de filtracion se han logrado realizar procesos de esterilizacion del nitrégeno. Sin
embargo, su comercializacion Unicamente se ha empleado en laboratorios de

reproduccion asistida en humanos.

Recipientes. En la busqueda de optimizar los procesos de criopreservacion se han
efectuado procedimientos con diversas velocidades de congelacion o vitrificacion y
voliimenes de solucion minimos <2puL. mediante diversos recipientes como: “Super Open
Pulled Straws™ (Vajta, 2000), microgotas, superficies solidas (Somfai et al, 2008),
“Cryoloop”, "Cryotop”, "Cryolock”, entre otros, y la combinaciéon de diferentes

crioprotectores, o el uso de crioprotectores por etapas, para disminuir el choque osmoético
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y la toxicidad (Albarracin et al, 2005). El recipiente "Cryolock™ a diferencia de otros,
maneja un volumen de soluciéon minimo <0.1 pL, el cual beneficia el proceso de
vitrificacion (Figura 1). Actualmente es utilizado como una herramienta en TRA y
biotecnologia animal, el cual ha sido disefiado y desarrollado con el fin de facilitar el
manejo de las técnicas existentes. Su uso ha sido especialmente para la conservacion de
ovocitos y embriones cuyas caracteristicas permiten un mantenimiento adecuado y
seguro, ya que cuenta con una tapa que protege a la muestra de la contaminacién por

contacto con nitrogeno liquido durante su almacenamiento (Casillas ef al, 2014).

Figura 1. Recipiente Cryolock.

1.1.8 Reproduccion asistida

Las TRA actualmente permiten que las parejas puedan solucionar sus problemas de
fertilidad, cuando la concepciéon no ha sido posible por métodos naturales. La
reproduccion asistida permite, en ese sentido, recuperar la capacidad reproductiva cuando

¢ésta han sido afectada por algln tipo de patologia (Bonilla, 2009).
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1.1.9 Fertilizacion in vitro (FIV)

Entre las TRA que en la actualidad han adquirido una mayor importancia por su
constante practica tanto en produccién animal como en la reproducciéon humana se
encuentran la fertilizacion in vitro (FIV) e inyeccidon intracitoplasmatica de

espermatozoides (ICSI).

La FIV permite que una muestra de ovocitos y espermatozoides puedan interaccionar en
condiciones de laboratorio para la produccion de embriones que puedan ser transferidos
al utero. Cuando la fusion de ambos gametos se genera, se forma un cigoto el cudl puede

desarrollar un nuevo organismo. Este procedimiento consta de cuatro etapas principales:

1) La mujer o hembra se somete a tratamiento hormonal para la super-produccion de
ovocitos mediante estimulacion hormonal.

2) Mediante la técnica de laparoscopia se obtienen por aspiracion los ovocitos proximos
a su maduracidn y se recuperan por via vaginal.

3) Se produce la fecundacion de los gametos en el laboratorio y se obtiene el cigoto, el
cual comienza a dividirse.

4) De 24 a 48 horas post-inseminacion, se implanta el embrion en el ttero donde se

anida y continta su desarrollo.

La técnica de FIV se ha logrado realizar con altos porcentajes de éxito en diferentes

especies de mamiferos. En la especie porcina trabajos de Abeydeera et al, (2000)
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presentan porcentajes de fertilizacion de un 81% pero con un alto porcentaje de
polispermia (42%). La polispermia consiste en la penetracion de mas de un
espermatozoide en el ovocito durante la fertilizacion y se sabe que la especie porcina
presenta este evento de manera natural. Este evento estd causado por una falla de la
reaccion cortical, la cual consiste en una modificacion de la zona pelicida para el bloqueo
de la polispermia. Los granulos corticales liberan enzimas hacia las proteinas ZP2 y ZP3
provocando el bloqueo de la entrada de mas de un espermatozoide. Estos granulos se
sitian debajo de la membrana plasmatica del ovocito y tienen funcion secretora. Cuando
el espermatozoide se pone en contacto con la membrana del ovocito se produce una
liberacion de calcio generando un incremento intracelular de calcio que desencadena la
fusion de las membranas de los granulos corticales con la membrana del ovocito

liberando el contenido de los granulos al espacio extracelular.
Otro aspecto importante para la FIV es el tiempo de co-incubacion de los gametos ya
que se ha establecido que este evento puede llevarse a cabo en un periodo de 6 h

(Ducolomb et al, 2005) aunque otros trabajos indican que 3 h son suficientes en la

especie porcina (Shi et al, 2006; Somfai et al/, 2010).

1.1.10 Inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI):

El proceso de ICSI es similar al de la FIV. Su diferencia radica en que la inseminacion

de los ovocitos se realiza mediante la introduccion directa, a través de un
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micromanipulador, de un espermatozoide en cada uno de los ovocitos maduros (Figura

2).

El primer reporte del empleo de esta técnica fue en 1962. En este estudio se registro la
inyeccion de espermatozoides en ovocitos de erizos de mar (Hiramoto, 1962).
Posteriormente, un trabajo realizado por Uehara y Yanagimachi en 1976 reporto el primer
éxito de ICSI en mamiferos (hamster). Trabajos actuales reportan el nacimiento de crias
vivas de diferentes especies mediante ICSI: humano (Palermo ef al, 1992), ratén (Kimura
y Yanagimachi, 1995), cerdo (Kolbe y Holtz, 2000) y hamster (Yamauchi et al/, 2002).

Esto sefiala la importancia de la técnica en el avance de las TRA.

En los mamiferos el proceso de microinyeccion se divide en 4 fases.

La primera fase comprende el control y la estimulacion de la ovulacion. Esto consiste en
una hiperestimulacién ovarica realizada de forma farmacologica, para lograr obtener un
mayor nimero de ovocitos que en una ovulaciéon normal. Para estimular la ovulacion, se
administra a la hembra hormona FSH, asi como antagonistas de GnRH. Se realizan
seguimientos ecograficos transvaginales periddicos para observar el desarrollo folicular
en los ovarios. Esto ayuda a programar el momento de recuperacion de los ovocitos y
medir el grosor del endometrio. Una vez alcanzado el tamafio folicular adecuado, se

promueve la maduracién mediante la inyeccion de hormona LH.

La segunda fase comprende la microinyeccidn intracitoplasmatica, la cual involucra

diferentes procesos:
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- Extraccion de los ovocitos, la cual consiste en una puncion folicular.
- Obtencidn y preparacion de la muestra de semen, similar a la FIV.

- Seleccion del espermatozoide para introducirlo en el citoplasma del ovocito.

Este proceso requiere de un micromanupulador acoplado a un microscopio y

el proceso se repite en cada uno de los ovocitos. Después de 16 h (en la

especie porcina) se observa si hay presencia de pronucleos.

Figura 2. Inyeccion intracitoplasmatica en un ovocito maduro porcino

10x.

La tercera fase comprende el desarrollo embrionario hasta la etapa de blastocisto si se
pretende realizar una transferencia a una hembra receptora y la ultima o cuarta fase
comprende, de requerirse, la criopreservacion de los embriones producidos por esta

técnica.
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1.1.11 Caracteristicas de la técnica de ICSI vs FIV

La técnica de ICSI en comparacion con la FIV evita los procesos naturales necesarios
para la fertilizacion. Estos procesos son: reaccidon acrosomal, penetracion de la zona
pelucida y fusion con el oolema, reaccion cortical y activacion del ovocito (Choi et al,
2002; Ucar y Parkinson, 2003), Una ventaja de esta técnica en la especie porcina es que
se evita la polispermia debido a que se inyecta solo un espermatozoide. La polispermia es
un evento importante que se debe eliminar ya que se sabe que en la especie porcina
impide el desarrollo de embriones de buena calidad. En contraste, la técnica de FIV no

excluye los procesos importantes de fecundacion pero si permite la polispermia.

1.2 Ovogénesis

La gametogénesis en mamiferos se produce por procesos de division mitdtica y
meiotica. En el primer proceso de division el nimero cromosdmico es mantenido diploide
(2n) pero posteriormente por procesos de division meidtica es reducido a la mitad para
producir gametos haploides (n). Las ovogonias son células diploides (2n) que se producen
a partir de las células germinales primordiales durante el desarrollo embrionario.
Posteriormente, estas células sufren mitosis para convertirse en ovocitos primarios. El
inicio de la primera division meidtica, en la mayoria de los mamiferos, queda detenido en
el estadio de diploteno de la profase I durante la vida fetal y se reanuda hasta que se
alcanza la pubertad. El nucleo del ovocito se conoce como VG. Durante la pubertad, la

accion de las gonadotrofinas permite el proceso de reanudacion meidtica y la expulsion
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del primer cuerpo polar en la etapa de metafase II. En este momento, se forma un ovocito
secundario el cudl ya es haploide (n). Nuevamente la meiosis queda detenida hasta que
se generen los procesos de ovulacion y fertilizacion. Si el ovocito es fecundado se finaliza
la segunda division meidtica que incluye la expulsion del segundo cuerpo polar y
formacion de los pronucleos. Finalmente se obtiene un cigoto, que presenta nuevamente

un nimero cromosémico diploide (2n).

1.2.1 Maduracion de los ovocitos

Los ovocitos gradualmente adquieren la maduracion nuclear y citopldsmica durante su
crecimiento. La competencia meidtica, que es la capacidad de los ovocitos para reanudar
la meiosis y convertirse en nuclearmente maduros, es adquirida durante la foliculogénesis
y coincide con la formacion del antro, donde los ovocitos alcanzan aproximadamente el
80% de su tamafio final. El desarrollo de la competencia del ovocito se relaciona con la
maduracion citoplasmica del ovocito y se refiere a su capacidad para ser fertilizado y
desarrollar un embriéon apto para continuar su desarrollo a término y producir un
individuo vivo. La maduracion citoplasmica se adquiere después de que el ovocito es
meidticamente competente. Un ovocito que ha adquirido la competencia meidtica no

necesariamente adquiere la maduracion citoplasmica.
La maduracién meidtica involucra una cascada de procesos, iniciada con una oleada de

LH, promoviendo el progreso del ovocito a la metafase II y a la extrusion del primer

cuerpo polar. Después de la oleada de LH, un evento que es esencial para la reanudacion
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de la meiosis, es la expansion de las células del camulo, la cual es causada por la
produccion de 4cido hialurénico procedente de estas células en respuesta a las

gonadotropinas (Downs ef al, 1989).

1.2.2 Detencion meiotica

Los ovocitos de mamiferos, a diferencia de los anfibios o equinodermos, tienen una
maduracion espontdnea cuando son liberados de los foliculos y cultivados in vitro. Por
ello, se ha propuesto que las células foliculares que rodean al ovocito, las células del
cumulo, son las responsables de esta detencion a través de la produccion y liberacion de
moléculas como AMPc o purinas como adenina e hipoxantina. Las sefiales de inhibicion
de las células foliculares pueden transmitirse al ovocito a través del liquido folicular, por
las uniones comunicantes como es el caso del raton y la rata (Betancourt et al, 2003).
Altos niveles de AMPc, suministrado principalmente por las células foliculares, permiten
mantener la detencion del ovocito en profase I y solo es liberado del efecto inhibitorio
cuando se interrumpe la comunicacion a través de las uniones comunicantes y los niveles
de AMPc descienden. Esta disminucion va a inactivar a la proteincinasa dependiente de
AMPc (PKA) y a través de una cascada de sefializacion, se activa una fosfatasa que

desfosforila al factor promotor de la maduracion (FPM) (Betancourt et al/, 2003).
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1.2.3 Mecanismo de la detencion meiotica

? MPF
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Figura 3. Regulacion de la detencion meiotica en mamiferos (Zhang et al, 2009).

El AMPc producido a través de la estimulacion de la proteina-G llamada Gs por el
receptor acoplado a proteinas-G 3 (GPR3), es transportado al ovocito por las células del
camulo y/o capturado por inhibidores de la fosfodiesterasa 3A (PDE3A) en el medio
folicular. La protein-cinasa dependiente de AMPc regula la actividad del FPM por la
fosfatasa CDC25, y la cinasa Weel/Mytl: ¢cDC25 desfosforila la cinasa dependiente de
ciclina (CDK1), aunque Weel/Mytl la fosforila. Altos niveles de AMPc dan como

resultado la fosforilacion de CDK1 y el complejo del FPM, CDKl/ciclina B (CyB) se
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vuelve inactiva (Figura 3), para que de esta manera el ovocito permanezca detenido en la

etapa de VG (Zhang et al, 2009).

Otro de los modelos propuestos acerca de la detencion de la profase I se debe a la accion
de las purinas, donde la adenosina estimula a la adenilato ciclasa a través de un receptor
de membrana, mientras que la hipoxantina transferida por las células foliculares a través
de las uniones comunicantes impide la hidrolisis del AMPc, al inhibirse la AMPc-
fosfodiesterasa. El efecto es que no se genere la reanudaciéon de la meiosis por el

mantenimiento de altos niveles de AMPc (Betancourt et al, 2003).

1.2.4 Mecanismo de reanudacion meiotica

Gonadotropins
(LHIFSH)

EGF-like factors
pre-EGF-like factors 7
Cre-gene
PKAII— CREB—r

AwP)—

?——=MaP

NO —*GC—*cGMP —*PKG

Figura 4. Modelo propuesto de la reanudacion meiotica de ovocitos de mamiferos

en foliculos pre ovulatorios, inducida por gonadotrofinas (Zhang et al, 2009).
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Las gonadotrofinas se unen a sus receptores en las células del cumulo produciendo un
incremento en la produccion de AMPc. La protein cinasa A tipo II (PKAII) es activada
por este incremento de AMPc en las células de la granulosa que conlleva a la regulacion
de CREB en la transcripcion del gene-Cre, incluyendo a los precursores
transmembranales de factores de crecimiento epidérmico (EGF), los cuales se vuelven
péptidos maduros posiblemente por la via de la protein-cinasa C (PKC). Los factores de
EGF se unen a su receptor EGFR activando la protein cinasa activada por mitégeno
(MAPK) empleando fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K)/protein-cinasa B (PKB) y una
regulacion a la baja de la esteroidogénesis. La activacion de MAPK y PI3K/PKB
disminuyen el nivel de AMPc en el ovocito por la fosforilacion de la conexina 43 (Cx-43)
y la activacion de la PDE3A, respectivamente, seguido del complejo FPM el cual se
activa para la reanudacion meidtica (Figura 4). La acumulacion de GMPc por 6xido
nitrico (NO) y/o péptidos natriuréticos por estimulacion de FSH sirven para impedir una
maduracion prematura del ovocito, mientras que la disminucién de este segundo mensaje
después del tratamiento con LH participa en la maduracion y ovulacion del ovocito

(Zhang et al, 2009).

1.3 Las células foliculares y su papel durante la gametogénesis

Los foliculos primordiales de los ovarios de mamiferos estdn constituidos por un
ovocito, detenido en la profase de la primera division meiotica, rodeado por una sola capa
de células foliculares. Las células foliculares emiten proyecciones citoplasmicas hacia el

ovocito estableciendo uniones comunicantes. Al finalizar el periodo de crecimiento
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folicular, el ovocito detiene su crecimiento y permanece rodeado de varias capas de
células foliculares, conocidas a partir de ese momento como células del cumulo o
cumulus oophorus, formando el complejo ovocito-células del cimulo (COCs)

(Betancourt et al, 2003).

La comunicacion entre las células germinales y somdticas son necesarias para la
supervivencia del ovocito y su desarrollo. A través de las uniones comunicantes se
transfieren sustancias nutritivas de bajo peso molecular como el piruvato y precursores
metabodlicos como aminoacidos y nucleotidos. Estas sustancias permiten concluir con la
primera divisién meiotica y adquirir su capacidad fecundante. Después de que se produce
un incremento en los niveles de LH, que induce la ovulacion, las sefiales intercelulares se
interrumpen por la produccion de acido hialurénico por parte de las células del cimulo
que ocasiona su dispersion. El ovocito secreta un factor inductor de la expansion de las

células del caimulo (Epigg, 1991).

El FPM fue descrito originalmente en ovocitos de anfibios. Es un complejo proteinico
ampliamente conservado desde el punto de vista evolutivo, ya que se ha encontrado en
formas similares desde levaduras hasta humanos, tanto en células somaticas como
germinales. En los mamiferos se ha encontrado en especies como bovinos y cerdos. El
papel fundamental del FPM es desencadenar la transicion de las células desde la fase G2
a M en el ciclo celular, pero debido a que los cambios ciclicos en la activacion del FPM

son cruciales en la regulacion del ciclo mitético en células somaticas, en la maduracion
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de los ovocitos, puede involucrar cambios ciclicos similares en la actividad del FPM

(Betancourt et al, 2003).

1.3.1 Funcion hormonal de las células foliculares

Bajo la influencia de las gonadotrofinas, los foliculos sintetizan hormonas esteroides
tales como androgenos y estrogenos, las cuales contribuyen al desarrollo folicular, al
inducir la proliferacion y diferenciacion de las células de la granulosa a través de
receptores a androgenos (RA) y receptores a estrogenos (RE), respectivamente. Las
células de la teca producen androgenos bajo la influencia de un estimulo de la LH,
mientras que las células de la granulosa producen estrogenos, utilizando a los androgenos
como sustrato, bajo la influencia de la FSH. Los androgenos, participan en la
proliferacion y sobrevivencia de las células de la granulosa a través de los RA. Ratas
hembras con una deficiencia en los RA son subfértiles y presentan un reducido nimero
de foliculos antrales y ovocitos ovulados, ademas de una alta tasa de apoptosis en células
de la granulosa. De esta manera, los RA especificos para las células de la granulosa son

esenciales para el desarrollo folicular y sobrevivencia (Sanchez y Smitz, 2012).

El estradiol, es el estrogeno predominante en términos de la actividad estrogénica. Una
de las principales funciones de las células de la granulosa pre-ovulatorias es la sintesis de
estradiol. Dentro del foliculo, el estradiol es producido mediante la enzima aromatasa,

incrementando la respuesta de las células de la granulosa a las gonadotrofinas. El
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estradiol presenta un papel esencial en la diferenciacion folicular inducida por

gonadotropinas (Figura 5).

Figura 5. Papel hormonal de las células foliculares.

Las activinas e inhibinas producidas por las células de la granulosa presentan papeles
esenciales en funciones paracrinas por regular la sintesis de androgenos inducida por la
LH producida por las células de la teca, y por lo tanto, garantizan el suministro de
estradiol. El sistema activina-inhibina no s6lo regula la proliferacion de las células de la
granulosa, sino que también su diferenciacion y la maduracion de los ovocitos (acelerada

por la accion de la activina A) (Sanchez y Smitz, 2012).
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1.3.2 Células del camulo y fertilizacion

La matriz extracelular de las células del cumulo estd constituida principalmente por
acido hialurénico conjugado con diversas proteinas, confiriéndole al tejido una estructura
resistente. Al inicio de la meiosis la matriz es secretada por las células del cumulo,
logrando una expansion de ellas antes de la ovulacion. En condiciones in vitro, cuando
los ovocitos se incuban en presencia de FSH y LH se produce la expansion de las células

del cumulo indicando que el ovocito ha madurado (Betancourt et al, 2003).

Los espermatozoides deben estar capacitados para poder penetrar a través de las células
del cumulo. Su acrosoma contiene diversas enzimas como la hialuronidasa y la acrosina,
que se adquieren durante la maduracién espermatica en el epididimo y que van a ser

responsables de que adquiera la capacidad de penetracion.

En algunas especies de mamiferos como porcinos y bovinos la presencia de las células

del cimulo hacen mas eficiente la FIV debido a que incrementan la movilidad

espermatica y promueven la reaccion acrosomal (Yanagimachi, 1994).

1.3.3 Co-cultivo con células del cimulo

Mantener la calidad de los ovocitos es un aspecto critico e importante para completar los

procesos de maduracion, fertilizacion, pre-implantacion, desarrollo embrionario e

implantacion. Estudios indican que remover las células del cimulo antes de la MIV
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disminuye la calidad de los ovocitos durante la MIV en especies como ratoén y cerdo
(Schroeder y Epigg, 1984; Wongsrikeao et a/, 2005). Sin embargo, remover las células
del camulo es esencial para algunas técnicas de manipulacion como la criopreservacion
de ovocitos en estado de VG e ICSI (Zhang et al, 2010). Es por esto que con el uso de un
co-cultivo con células del cimulo se pretende restablecer el potencial de desarrollo de los
ovocitos denudados debido a que estudios han reportado que éstas células tienen una
funcion importante en el proceso de maturacion, regulando el progreso meiotico para la
maduracion nuclear y citoplasmatica. Por ejemplo, la sintesis de glutation (GSH) en
COCs durante la MIV se ha reportado en la especie porcina (Yoshida et al, 1993).
Estudios indican que las células del cimulo tienen un papel importante en la sintesis de
GSH, el cudl ejerce una proteccion celular para disminuir el estrés oxidante. Esto resulta
importante debido a que los cultivos in vifro se mantienen en altas concentraciones de 0,
en comparacion con un ambiente in vivo (De Matos et al, 1996; Luvoni et al, 1996). Esto
genera un incremento en las especies reactivas de oxigeno que conducen a una
disminucién de los niveles antioxidantes y muerte celular por apotosis (Tatemoto et al,

2000).

Los efectos benéficos de los co-cultivos son la secrecion de factores como nutrientes,
substratos, factores de crecimiento y su poder desintoxicante de los medios de cultivo
(Cihangir et al, 2010). Un estudio utilizando ovocitos de humano sefial6 que el empleo de
un co-cultivo de ovocitos de humano con células del camulo autélogas disminuyd su
fragmentacion e increment6 el nimero de embriones que alcanzaron los estados de 4-8

células y blastocistos (Quinn y Margalit, 1996). Otro estudio reportd que el uso de una
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monocapa de células del caimulo no era capaz de incrementar los porcentajes de
maduracion en la especie porcina. Sin embargo aln se requiere investigar los mecanismos
de accion de las células del cimulo en un co-cultivo que estén implicados en su accion
protectora en contra de eventos apoptéticos, su factores de secrecion y en el incremento

su potencial de desarrollo durante la maduracion.

II. ANTECEDENTES

La criopreservacion de cigotos y embriones de mamiferos ha sido una parte integral de
los métodos de reproduccion animal que se ha logrado con mayor éxito (Somfai et al,
2008b). Sin embargo, la vitrificacion de ovocitos ha tenido poco éxito con bajas tasas de
viabilidad, maduracion, fertilizacion y desarrollo embrionario (Rojas et al, 2004;
Fernandez-Reyes et al, 2012). Con respecto a la experiencia clinica, en 1986 se report6 el
primer embarazo humano después de la criopreservacion de un ovocito usando la técnica
de congelacion con DMSO. Sin embargo, fueron afios después cuando se logré primer
nacimiento humano, producto de la vitrificacion de un ovocito, utilizando EG. En los
ultimos afios ha resurgido significativamente el interés en los beneficios potenciales de
los protocolos de vitrificacion y de las TRA en humanos. Recientemente, los avances en
reproduccion asistida y embriologia, incluyendo la mejora de los medios de cultivo,
fertilizacion por ICSI y la optimizacion de crioprotectores, han tenido resultados

favorables en la vitrificacion de ovocitos (Jain et al, 2006).
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El propilenglicol (PROH) es el crioprotector permeable mas usado en la vitrificacion de
ovocitos, se utiliza en concentraciones de 1.5, 3 y 6 M para evitar la formacion de
cristales de hielo en la fase de vitrificacion y crear un estado sélido vitreo. En contraste el
crioprotector impermeable mds utilizado y que actia en la fase de calentamiento es la
sacarosa. Estos se deben combinar y usar en altas concentraciones, por lo cual es
necesario resguardar a las células en criocontenedores de bajos volumenes para evitar una

mayor citotoxicidad.

Ademas de los crioprotectores permeables, los no permeables son frecuemtemente
incorporados en la solucién de vitrificacion. Estos pueden promover la vitrificacion de
una solucidn, reduciendo la toxicidad de una solucion al disminuir la concentracion de los
agentes permeables. Contribuyen a la regulaciéon de la osmolaridad de la solucion,

mientras que los mono y disacéridos ejercen un efecto osmotico considerable.

La adicion de un azlGcar promueve la deshidratacion y consecuentemente, la
vitrificacion intracelular, al reducirse la cantidad de crioprotector intracelular
disminuyendo su toxicidad. El grado de deshidrataciéon varia en presencia de
concentraciones elevadas de sacarosa. Se ha reportado que la sacarosa presenta
beneficios adicionales durante la vitrificacion, estabilizando los lipidos de la membrana
plasmatica. Otros estudios reportan que la tasa de viabilidad de los ovocitos en el
calentamiento mejora si la concentracion de sacarosa es mayor a 0.1 M lograndose un

mayor grado de deshidratacion. La sacarosa es el azlicar mas comunmente incorporado
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en la solucion de vitrificacion, pero se han empleado trehalosa, glucosa y galactosa

(Urbina y Biber, 2008).

El EG se produce a partir del etileno, mediante un compuesto intermedio denominado

oxido de etileno, el cual reacciona con el agua produciéndolo (Figura 6).

0 H-0O OH OH
£ N z | |
Ox i,d o de Etilenglicol
etileno

Figura 6. Formacion del etilenglicol.

La reacciéon puede ser catalizada (incrementada) mediante acidos o bases, o puede
ocurrir en un pH neutro a temperaturas elevadas. Su mayor produccion se logra con un
pH 4cido o neutro en presencia de agua en gran proporcion, alcanzando una
productividad del 90% (Bautista y Kanawa, 1998). Una gran cantidad de soluciones
vitrificantes han sido formuladas con el EG en combinacién con azicares y otros agentes
crioprotectores. El EG puede ser usado como unico crioprotector en una soluciéon sin
azlcares, o en combinacién con el medio de cultivo sin disminuir sus propiedades de

vitrificacion.

El DMSO es uno de los crioprotectores permeables mas utilizados en las técnicas de
vitrificacion. Su formula molecular es: CH3SOCH3, que contiene un grupo sulfoxido.
Debido a sus caracteristicas fisico-quimicas, el DMSO es capaz de atravesar facilmente

las membranas de la mayoria de las células y tejidos. No obstante, puede ser altamente
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toxico. Es por ésto que debe reducirse el tiempo de exposicion de las células a este
compuesto. El DMSO suele emplearse en un rango de concentraciones del 5 al 10%, sin
embargo, la concentracion varia con cada tipo celular, seleccionando la concentracion
mas alta que la célula pueda tolerar. Entre la normativa de uso, el DMSO debe ser
manipulado con el uso de guantes, ya que puede ser absorbido por la piel y ser toxico

(Loyzaga, 2011).

Actualmente no existe un protocolo de vitrificacién exitoso para ovocitos porcinos
debido a que éstos presentan cacteristicas diferentes a otras especies. El porcentaje de
lipidos en los ovocitos porcinos es mayor al que presentan los de ovinos, bovinos y
humanos, a la presencia de éstos se le han atribuido los bajos porcentajes de éxito (Rojas
et al, 2004; Jin et al, 2012; Liang et al, 2012; Prentice et al, 2012). Para reducir el
porcentaje de lipidos se han realizado trabajos con técnicas de extraccion total o parcial
denominada deslipidacion (Park er al, 2005; Li et al, 2009) o centrifugacion sin
extraccion de lipidos (Somfai et al, 2008). Sin embargo los resultados empleando estas
técnicas no han aumentado significativamente los porcentajes de viabilidad, maduracion,
fertilizacion y desarrollo embrionario. En afos recientes se realizd un trabajo de
vitrificacion de embriones porcinos en pajillas SOPS, donde no se requeria de la
centrifugacion o extraccion lipidica para mejorar los porcentajes de éxito (Cuello ef al,

2010).

Para la realizacion de diversos estudios es importante considerar las diferencias que

existen entre las caracteristicas de los ovocitos y embriones. Los ovocitos en etapa de
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VG, son células con una proporciéon de menor volumen en relacion a la superficie, en
comparacion con los embriones reduciendo la permeabilidad de los criprotectores. Los
embriones cuentan con un mayor niumero de células lo cual proporciona una ventaja
durante su criopreservacion. La gran cantidad de lipidos y la presencia de las células del
cumulo que rodean el ovocito, necesarias para la reanudacion de la meiosis a través de las
uniones comunicantes, hacen que haya una menor permeabilidad celular a los
crioprotectores causando dafio celular (Jin et a/, 2012). Sin embargo, algo a su favor es
que el material genético estd contenido en el nucleo, reduciendo la posibilidad de dafio
cromosomico y de los microtibulos del huso meidtico durante la criopreservacion en

comparacion con ovocitos en etapa de metafase II (Prentice y Anzar, 2010).

II1I. JUSTIFICACION

La criopreservacion de ovocitos tiene una gran importancia en diferentes aspectos. En
humanos puede ayudar a personas sometidas a tratamientos de enfermedades como el
cancer y a pacientes con problemas de infertilidad, a lograr la gestacion a través de las
TRA. Actualmente la decision de postergar la maternidad y la creacion de bancos de
donacion es algo que puede lograrse mediante técnicas de criopreservacion como la

vitrificacion.
En la produccion animal, puede contribuir al mejoramiento genético del ganado. En la

actualidad en granjas productoras, se ha presentado una disminucion en la diversidad

genética de la especie porcina debido a que las demandas mercantiles han ocasionado una
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sobreproduccion incontrolada. Ademads, otro aspecto importante de la criopreservacion
esta relacionado con la preservacion de diferentes especies en peligro de extincion, en lo
que se refiere al porcino, se sabe que algunas especies, sobre todo en paises europeos se
encuentran en peligro. La organizacion de alimentos y agricultura de las naciones unidas
(FAO) ha manifestado que existe un 20% de pérdidas genéticas en especies de cerdos y
caballos que con el uso de la vitrificacién podria solucionarse (Prentice y Anzar, 2010).
Ademas la pérdida de la heterocigosidad ocasionaria un grave problema en la adaptacion
de las especies al medio ambiente por el cambio climatico y su resistencia a
enfermedades. La importancia de la conservacion de genes especificos es una de las
metas de la criopreservacion. Por ejemplo, el gene Booroola fecundity o FecB en ovejas,

incrementa la tasa de ovulacion y el numero de crias por oveja (Prentice y Anzar, 2010).

Debido a que no existe un protocolo eficiente para la vitrificacion de ovocitos en etapa
de VG, realizar mejoras a la técnica de vitrificacion proporcionaria mayores
oportunidades de incrementar la tasa de recuperacion de los ovocitos. Sin embargo, los
dafos causados por la vitrificacion, siguen siendo el principal obstaculo para el éxito de
la preservacion de ovocitos de mamiferos por la alteracion de procesos fundamentales
como la fertilizacion, debido a la escasa capacidad de recuperacion de los ovocitos

después de la criopreservacion (Fernandez-Reyes et al, 2012).
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IV. PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Podrd mejorarse la permeabilidad de los ovocitos a los crioprotectores mediante su
separacion de las células del cumulo antes del proceso de vitrificacion y por lo tanto,
incrementar las tasas de viabilidad, maduracién y conservar su capacidad de ser

fecundados con el uso de un sistema de co-cultivo?

V. HIPOTESIS

Dado que la presencia de las células del camulo que rodean al ovocito en VG impiden
una mayor permeabilidad de los crioprotectores que disminuyen los dafios causados por
el descenso de la temperatura, entonces, si se realiza la denudacion de los ovocitos
previamente a la vitrificacion y posteriormente se ponen en co-cultivo con células del
cumulo intactas para su maduracion, se incrementaran las tasas de viabilidad, maduracion

fertilizacion y desarrollo embrionario in vitro

VI. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Vitrificar ovocitos porcinos en etapa de VG en presencia y ausencia de células del

cumulo
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6.2 Objetivos particulares
= Realizar la maduracion in vitro de ovocitos vitrificados:
- Ovocitos rodeados por células del camulo
- Ovocitos denudados con células de la granulosa agregadas al medio de
cultivo.
= Realizar las técnicas de FIV e ICSI de los ovocitos vitrificados que llegaron a la
etapa de metafase II.

= Evaluar el desarrollo embrionario de los ovocitos vitrificados.

VIL DISENO EXPERIMENTAL

Los ovocitos en VG fueron obtenidos por puncion de foliculos ovaricos de 3-6 mm de

diametro. Después de su colecta, se dividieron en tres grupos experimentales:

= Grupo control: ovocitos con células del camulo (COCs) a los que no se les realizd
la técnica de vitrificacién y se maduraron después de la colecta. Con una n= 50
ovocitos por cada grupo.

= Grupo T1: COCs intactos vitrificados, calentados y madurados.

=  Grupo T2: Ovocitos denudados de Is células de cumulos (NkO), vitrificados,
calentados y posteriormente co-cultivados con células del camulo y foliculares

para su maduracion

Los grupos T1 y T2 se vitrificaron en el recipiente cryolock con 9 ovocitos por cada
recipiente, permaneciendo en nitrégeno liquido durante 30 minutos, con una n= 25

ovocitos por grupo (Coticchio et al, 2004; Mahmoudi et al, 2005; Zhang et al, 2010).
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La obtencion de las células del cimulo se realizd6 mediante la denudacion de los
ovocitos por separacion mecanica. Las células de la granulosa antrales se colectaron del
fluido folicular. Se colocaron en una caja petri con medio TCM-199 y se incubaron
previo a la MIV durante 1h. Para los grupos control, T1 y T2, después de la MIV, se les
realizaron las técnicas de FIV e ICSI. Posteriormente los ovocitos permanecieron en

desarrollo embrionario (DE) para evaluar las tasas de MIV, FIV, ICSI y DE (Figura 8).

Después de la exposicion por 30 min a nitrogeno liquido de los grupos T1 y T2 , se
realizo el procedimiento de calentamiento y posteriormente se realizo la MIV. Para el
grupo T2, los ovocitos se colocaron en presencia de células del cumulo y foliculares en el
medio de cultivo. Después de la MIV se realizaron las técnicas de FIV, ICSI y DE
(Imoedemhe y Sigue, 1992; Tharasanit et al, 2009; Jin et al, 2012). Se evaluaron las tasas
de viabilidad, MIV, FIV, ICSI y DE para todos los grupos mediante las tinciones de MTT
y Hoescht. Para el caso del DE la evaluacion fue observacional mediante un microscopio

invertido.

Colecta dela

muestra

Puncién folicular y seleccién de COCs

T1: y
Grupo Control 2 Ovocitos (NkO)

con células
cimulo

Obtencién de las células
del cimulo porla

denudacién y antrales del MIV: Grupo C, T1,
fluido folicular T2y T3 \
) Vitrificacién: Grupo T1 y
= e -
v Cryolock
FIV e ICSI: S
Grupo C, T1y T2

Figura 8. Disefio experimental.
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VIII. MATERIAL Y METODOS

8.1 Maduracion in Vitro (M1V)

Al menos que se indique lo contrario los reactivos fueron de la marca Sigma Chemical

Co. (EUA).

Se obtuvieron ovarios de cerdas prepuberes sacrificadas en el rastro y se transportaron al
laboratorio en una solucién salina de NaCl al 0.157 M. Los ovarios fueron puncionados
para la obtencion del fluido folicular, el cual contenia a los ovocitos. La muestra se dejo
sedimentar durante 20 min. Al paquete celular obtenido se le realizaron dos lavados cada
15 min con medio de Tyrode modificado suplementado con lactato de sodio 10 mM,
HEPES 10 mM y 0.1% de alcohol polivinilico (TL-HEPES-PVA) a un pH de 7.3-7.4.
Después de los lavados, la muestra se colocd en una caja Petri para realizar la colecta de
los COCs. En cajas Petri se prepararon 3 gotas de lavado de 500 pL de maduracion TCM-
199 (In Vitro, México) suplementado con cisteina y 10 ng/mL de factor de crecimiento
epidérmico (EGF), cubiertas con aceite mineral. Los ovocitos se lavaron en las 3 gotas de
para posteriormente ser colocados en una caja de 4 pozos, cada uno de los cuales contenia
gotas de 500 pL. del medio de maduracion antes mencionado cubiertas con aceite mineral.
A cada gota con los COCs se le agregaron 0.5 pg/mL (5 pL) de LH y FSH
respectivamente y se dejaron en incubacion durante 44 h a 38.5°C con 5% CO,y

humedad a saturacion (Ducolomb et al, 2005).
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8.2 Vitrificacion

Los COCS y NkO se vitrificaron mediante el siguiente método: los ovocitos se lavaron
en medio TCM-199 con PVA, y fueron expuestos a una mezcla de crioprotectores: EG y
DMSO al 7.5% durante 3 min, seguido de la exposicion a los mismos crioprotectores con
una segunda concentracion al 16%, con sacarosa 0.5 M durante 1 min. Se colocaron gotas
de 10 pL de la segunda concentracion de crioprotectores para cargar los ovocitos en el
recipiente (Osorio et al, 2010). Los ovocitos se colocaron en el recipiente Cryolock cuyo
volumen es <0.1 pL y permanecieron vitrificados durante 30 min en nitrégeno liquido

para llevar a cabo su calentamiento.

8.3 Calentamiento y M1V

Para el calentamiento, los ovocitos fueron expuestos a una Unica concentracion de
sacarosa (0.5 M) en 850 pL durante Smin (Osorio et al/, 2010). Después del calentamiento
la viabilidad se determind con la tincion del metil-tiazol-tetrazolio (MTT), considerando
como vivos a los ovocitos que presentaron una coloracion purpura, y muertos a los no
tefiidos. Los ovocitos se maduraron en el medio TCM-199 suplementado, durante 44 h a
38.5 °C con 5% de CO; en el aire y humedad a saturacion. Para evaluar la maduracion,
los ovocitos se trataron con 10mg/mL de bisbenzimida (Hoechst 33342), un colorante
fluorescente de ADN empleado en la microscopia de fluorescencia permeable a la
membrana celular con alta afinidad de union a las pares de bases tifiiendo la cromatina.

Los ovocitos que presentaron VG se clasificaron como inmaduros, aquellos en metafase [
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(MI) en vias de maduracién y los que se encontraron en metafase II (MII) con la

presencia del primer cuerpo polar se determinaron como madurados.

8.4 Fertilizacion in vitro (FIV)

Después de la MIV, las células del cimulo fueron removidas con una micropipeta de
100 pL mediante accidon mecanica. Los ovocitos denudados se lavaron tres veces en gotas
de 500 puL de medio de maduracion suplementado y tres veces en gotas de 500 pL de
medio amortiguado con Tris modificado (TBMm) (Medio de FIV) consistente en NaCl
113.1 mM, KCI 3.0 mM, CaCl,-2H,0 7.5 mM, Tris 20 mM, Glucosa 11 mM, piruvato de
sodio 5 mM, suplementado con albimina sérica bovina (BSA) fracciéon V al 0.4% y
cafeina 2.5 mM cubiertas con aceite mineral. Para la FIV, se colocaron de 30 a 50
ovocitos en gotas de 50 pL. de medio TBMm cubiertas con aceite mineral y se incubaron
a 38.5 °C con 5 % de CO;, en aire y humedad a saturacion durante 45 min hasta la

inseminacion (Ducolomb et al, 2005).

La muestra de semen se obtuvo mediante el método de la mano enguantada y se
transportd a una temperatura de 16°C. En el laboratorio se evalué la movilidad
espermdtica y Unicamente las muestras con un minimo de 80% de movilidad fueron
seleccionadas. Cinco mL de semen se diluyeron 1:1 con solucidn salina de fosfatos de
Dulbecco (DPBS: Gibco, EUA), suplementada con BSA fraccion V al 0.1 %, 75 pg/mL
de penicilina potasica G y 50 pg/mL de sulfato de estreptomicina. Esta suspension se

centrifugd a 61 x g durante 5 min. El sobrenadante se diluyé 1:1 con DPBS y se
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centrifugd a 1900 x g por 5 min. El sobrenadante se desechd y el paquete celular,
conteniendo los espermatozoides, se suspendié en 10 mL de DPBS y se centrifugd a 1900
x g por 5 min. El paquete celular se diluyd con 100 pL. de TBM. Para el conteo
espermatico, se tomaron 10 pL para hacer una dilucion 1:1000 en un mL. El conteo se
realiz6 a través de la camara de Neubauer agregando 10 pL de la dilucién de
espermatozoides a cada una de las dos camaras. Se hizo el conteo de los cuatro
cuadrantes de cada cdmara y la suma total se dividid entre dos y posteriormente al
resultado entre cuatro para obtener una cifra x 10" la cual se dividié entre 10x10° para
obtener la concentracion espermatica y hacer la dilucion necesaria para que, al agregar 50
uL de la suspension de espermatozoides a la gota del medio de FIV con los ovocitos, se
obtuviera una concentracion final de 5x10° espermatozoides/mL. Las células se colocaron

en incubacion durante 6 h en las condiciones antes descritas (Ducolomb et al, 2005).

Después del periodo de co-incubacion, los ovocitos se lavaron tres veces en gotas de 50
puL de medio de desarrollo NCSU-23 (North Carolina State University-23) (Petters y
Wells, 1993), suplementado con BSA libre de acidos grasos al 0.4 %; se colocaron en
gotas de 500 pL del mismo medio cubiertas con aceite mineral en placas de cuatro pozos,
y se incubaron en las mismas condiciones durante 16 h para su evaluacion considerando
como fertilizados aquellos que presentaran 2 o mas pronucleos y dos cuerpos polares y
activados los que tuvieran un pronticleo. Los ovocitos fertilizados que se utilizaron para
evaluar el DE se lavaron después de las 6 h de co-incubacion, y se transfirieron a gotas de
500 pL de medio NCSU-23 y se incubaron a 38.5 °C, 5 % de CO, y humedad a

saturacion. A las 48 y 120 h de post-co-incubacion, se observaron los embriones para
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determinar su estado de desarrollo. A las 144 h se observaron embriones en estado de

blastocisto (Ducolomb et al, 2005).

8.5 Inyeccion intracitoplasmica de espermatozoides (ICSI):

La microinyeccion se realizé mediante micromanipuladores acoplados a un microscopio
invertido con Optica de contraste diferencial de interferencia (Nikon eclipse TE300,
Japon). Cada micromanupilador presenta la insercion de dos tipos de pipetas: sujecion o
"Holding™ e inyeccion. Las pipetas de sujecion presentan un didmetro externo e interno
de 150 um y 30 pum, respectivamente. Las pipetas de inyeccion tienen un didmetro
externo de 10 pm y un didmetro interno de 8 um. Ambas pipetas en la punta forman un

angulo de 40°, que facilita la manipulacion de los gametos.

En una caja Petri se colocaron ocho gotas de 10uL de medio TBMm, el cual se prepar6d
24 horas antes y se incubd a 38.5 °C, con 5% de CO,. Se colocaron 3 ovocitos por cada
gota y en el centro se coloco una gota de 4 pL de polivinilpirrolidona (PVP) al 10%, para
reducir la velocidad de los espermatozoides y facilitar su captura. Se agreg6é 1 pL del
medio con espermatozoides obtenidos por “swim up”, y en un extremo se colocd una gota

de 5 uL de PVP al 10%, que se utiliz6 para purgar la pipeta de inyeccion.

Para la microinyeccion se llevo cuidadosamente la pipeta de inyeccion dentro de la PVP
y se inmovilizé a un espermatozoide normal (basandose en la morfologia y la movilidad)

para ICSI. La inmovilizacion del espermatozoide se llevd a cabo golpeando hacia abajo
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con la aguja su flagelo, y la aspiracion del espermatozoide se hizo por el flagelo hacia la
pipeta, permitiendo que la cabeza fuera la ultima porcion en entrar a la pipeta de
inyeccion. Posteriormente, ambas pipetas se movieron a la gota que contenia a los
ovocitos. Los ovocitos maduros fueron sujetos mediante una presion negativa ejercida

por la pipeta “holding”, manteniendo el primer cuerpo polar en la posicion de las seis o
las doce horas del reloj, para evitar que puediera danarse (Figura 7). Posteriormente, en la
posicion de las tres horas del reloj, se insert6 en el citoplasma del ovocito la aguja con el
espermatozoide en la punta, con la finalidad de facilitar la activacion del ovocito y
confirmar el rompimiento del oolema; se aspir6 una pequeia cantidad de citoplasma
hacia la aguja de inyeccién e inmediatamente después se regres6 nuevamente el
citoplasma junto con el espermatozoide dentro del ovocito para asegurar que la inyeccion
se realizara de manera correcta. La micropipeta se extrajo y el ovocito se liberd de la
pipeta "holding”. Los ovocitos microinyectados se lavaron dos veces en medio TBMm y
se incubaron en a 38.5 °C, 5% de CO; en el aire y humedad a saturacion (Goémez et al,
1997; Gémez et al, 1998a). Se realizd una tincion con Hoechst 33342 para evaluar la

formacion de pronucleos. Se evaluaron las tasas de descondensacion espermatica y DE.
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Técnica ICSI

Inmovilizacién

Inyeccion

Figura 7. Pasos de la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides 40x.

IX. ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 una prueba estadistica no paramétrica de comparacion multiple con respecto
al control y entre grupos de Duncan con una P<0.05 considerando diferencia estadistica

significativa (Coticchio et al, 2004).

X. RESULTADOS

1. Establecimiento del co-cultivo de células de la granulosa.

Para establecer el co-cultivo, las células de la granulosa se obtuvieron mediante coleta

del fluido folicular (granulosas antrales) y por denudacion mecanica de los COCs (células

53




del cimulo). Se obtuvo una concentracion total de 1x10° células por pozo contenidas en

medio TCM-199 (Casillas et al, 2014).

Figura 8. Co-cultivo de células de l1a granulosa

Observaciones respecto al co-cultivo indicaron un posible quimiotactismo entre las
células de la granulosa afiadidas con los ovocitos. Estas células rodearon a los ovocitos de
manera que el co-cultivo podia confundirse con ovocitos que nunca fueron denudados

(Figura 8).

2. Evaluacion de la viabilidad después de la vitrificacion de ovocitos porcinos en el

recipiente Cryolock (<0.1pL).

En la tabla 1 se presentan los resultados obtenidos de la viabilidad de los ovocitos

sometidos a diferentes tratamientos. En el grupo control (ovocitos frescos no vitrificados)
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después de la colecta de los COCs se obtuvo un porcentaje de viabilidad después de la
colecta de los COCs del 100%. Con respecto al T1 (COCs vitrificados), se observo una
disminuciéon de la viabilidad después de la vitrificacion hasta un 58%, mostrando
diferencia estadistica significativa con respecto al grupo control. El porcentaje de
viabilidad de T2 (ovocitos denundados vitrificados) fue del 90% y no mostr6 diferencia

significativa con respecto al grupo control pero si con respecto al T1.

Tabla 1. Viabilidad de los ovocitos porcinos vitrificados.

Tratamiento Viabilidad después de la Viabilidad después de la
seleccion de COCs (%) vitrificacién (%)

Control 50/50 (100)

T1 COCs 30/52 (58)«°

Cryolok

T2 NkO 54/60 (90)°

Cryolock

Valores en la misma columna con letras diferentes son significativamente diferentes (p<0.05).

¢ Diferencias vs. control

3. Efecto de las células de la granulosa en co-cultivo para la MIV después de la

vitrificacion de ovocitos porcinos en el recipiente Cryolock (<0.1pL).

En la tabla 2 se presentan los resultados de maduracion de los ovocitos sometidos a los
diferentes tratamientos. En el grupo control, el porcentaje de maduracion fue del 72%.
Después de la vitrificacion se observo una disminucion significativa en los porcentajes de

la maduracion en los grupos T1 y T2 (37 y 49%, respectivamente). Con respecto a los
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estados de maduracion, en el grupo T1 se obtuvo un mayor porcentaje de ovocitos en
estado de VG (42%) en comparacion con el grupo control y T2. Es importante sefialar
que los porcentajes de rompimiento de vesicula germinal (RVG) en todos los

tratamientos fue superior al 50%.

Tabla 2. Maduracion de los ovocitos porcinos vitrificados.

Tratamiento Maduracién Estados de maduracién (%)

MII (%) YG MI RVG
Control 127/177 (72)* 18/177 (10)* 32/177(18)* 159/177 (90)*
T1 COCs
Cryolock 33/90 37)® 38/90 (42)* 19/90 (21)® 52/90 (58)°
T2 NkO(CC)
Cryolock 43/87 (49)¢ 34/87 (39)* 10/87 (11)® 53/87 (61)°

Valores en la misma columna con letras diferentes son significativamente diferentes (p<0.05).

NkO (CC): Ovocitos denudados en co-cultivo para MIV.

4. Fertilizacion in vitro de ovocitos control

Para evaluar la fertilizacion in vitro de los ovocitos se realizé una tinciéon con Hoechst
33342. Se observaron bajo microscopio de epiflourescencia los diferentes estados. Su
clasificacion fue la siguiente: ovocitos con presencia de 2 o mas pronucleos fueron

considerados fertilizados y ovocitos con un solo pronuicleo como activados (Figura 9).
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Figura 9. Clasificacion de ovocitos fertilizados. Observacion en microscopio de

fluorescencia a 40x.

Para descartar que los resultados obtenidos fueran por activacion y partenogénesis, se
realizaron dos experimentos de FIV con un numero de muestra de 60 ovocitos control. El
porcentaje de fertilizacion fue del 51%, el de ovocitos activados de 28% y el porcentaje
de ovocitos no fertilizados que se mantuvieron en la etapa de la MII 21%. Posteriormente
se realizd un experimento para ver desarrollo embrionario por partenogénesis y
unicamente se observo division en etapas de 2-8 células. De esta manera se descartd que
los embriones producidos por otros procedimientos no fueran resultado de una

fertilizacion y fueran producidos por activacion o partenogénesis (Grafica 1).
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Porcentaje de Fertilizacion in vitro
en grupo control

60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
’ MADURADOS ACTIVADOS FERTILIZADOS

H Seriel 21% 28% 51%

Grafica 1. Porcentaje de fertilizacion in vitro.

5. Desarrollo embrionario de ovocitos inmaduros vitrificados por la técnica de FIV.

En la tabla 3 se presentan los resultados de DE obtenidos en diferentes tratamientos. Se
realizaron un total de 9 experimentos con un nimero de ovocitos de 373 para el grupo
control, 288 para T1 y 327 para T2. En el grupo control, el procentaje de desarrollo fue
de un 73% observandose una disminucion para T1 y T2 de 55 y 62%, respectivamente.
En cuanto a los estados embrionarios, el grupo control tuvo un mayor porcentaje de
moérulas, seguido del T2 y T1 (57, 43 y 36 respectivamente). Sin embargo, el grupo T2
fue el que presenté un mayor pocentaje de blastocistos (15%) no mostrando diferencia
significativa con respecto al control (10%). El grupo T1, ademés de haber presentado el
menor porcentaje de morulas también tuvo una disminucién en el desarrollo de

blastocistos (2%) con respecto a los otros grupos. Como informacion adicional el
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porcentaje de embriones degenerados estuvo por encima del 20% en los tratamientos 1 y

2 y fue menor para el grupo control con un 14%.

Tabla 3. Desarrollo embrionario de ovocitos inmaduros mediante la técnica de FIV

Estado embrionario (%)

No. Total
Tratamiento de Desarrollo (%) | 2-8 células Mérula Blastocisto | Degenerados  No divididos (MII)

ovocitos
Control 3713 272/372(73)" | 92/272(34)" 154/272(57)  41/272(10)° | 53/373 (14)° 49/373 (13)°
T1COCs 288 159/288 (55)" | 98/159 (61)°  57/159(36)°  4/159{2)" | 60288 (21)° 69/288 (24)°
Cryolock
T2 NkO-CC 327 202/327 (62)° | 84/202(41)°  88/202(43)°  30/202(15)° | 83/327(25) 424327 (13
Cryolock

Valores en la misma columna con letras diferentes son significativamente diferentes (p<0.05).

NkO (CC): Ovocitos denudados en co-cultivo para MIV.

6. Produccion in vitro de embriones mediante la técnica de FIV.

En las figuras 10, 11 y 12 se muestran los embriones producidos mediante la técnica de
FIV en los grupos control, Tl y T2. Se logr6 la obtencion de embriones
morfoldgicamente de buena calidad sin diferencias con respecto a los obtenidos en el
grupo control. Lograron observarse embriones tanto en estados de moérula como de

blastocisto.
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Figura 10. Produccion in vitro de embriones por la técnica de FIV.

Figura 11. Produccion in vitro de embriones por la técnica de FIV.
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Figura 12. Produccion in vitro de embriones por la técnica de FIV.
Las flechas sefialan los blastocistos.

7. Desarrollo embrionario de ovocitos inmaduros vitrificados y fertilizados por la

técnica de ICSI.

En la tabla 4 se muestran los resultados de DE obtenidos mediante la técnica de ICSI
con diferentes tratamientos. Se realizaron 5 experimentos con un numero total de
ovocitos de 161 para el control, 125 para T1 y 136 para T2. El porcentaje de desarrollo en
el grupo control fue del 62% sin diferencias significativas con respecto a T2 con un 69%.
Con respecto a los estados embrionarios se obtuvo un mayor porcentaje de morulas en
T1 con respecto a T2 y el control. Sin embargo, los porcentajes de blastocisto fueron
similares en los grupos control y T1 con 5 y 6% respectivamente. Es importante sefialar
que el porcentaje de embriones degenerados fue mayor en el T1 en comparacion con los

grupos control y T2.

61



Tabla 4. Desarrollo embrionario de ovocitos inmaduros mediante

la técnica de ICSI.

Estado embrionario (%)
Tratamiento N:vz::::e Desarrollo (%) | 2-8 células Morula Blastocisto | Degenerados No divididos (MI1)
Control 161 100/161 (62)° | 57/100(57)° 38/100(38)°  5/100(5)° | 39/161 (24)° 22/161 (14)°
T1C0Cs 125 70/125 (56)° | 21/70(30)°  47/70(67)°  2/70(3)° | 38/125(30)°  17/125 (14)°
Cryolock
T2 NkO-CC 136 94/136 (69)° | 37/94(40)°  S51/94(54)°  6/94(6) | 31/136(23)° 11/136 (8)°
Cryolock

Valores en la misma columna con letras diferentes son significativamente diferentes (p<0.05).

NkO (CC): Ovocitos denudados en co-cultivo para MIV.

8. Produccion in vitro de embriones por la técnica de ICSI.

En la figura 13 se muestran los embriones producidos mediante la técnica de ICSI en los
grupos control, T1 y T2. Se logrd la obtencion de embriones morfolégicamente de buena
calidad sin diferencias con respecto a los obtenidos en el grupo control. Lograron

observarse estados de morula como de blastocisto eclosionado.

Figura 13. Produccion in vitro de blastocistos por la técnica de ICSI.
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XI. DISCUSION

La vitrificaciéon es un método que puede emplearse para la criopreservacion de tejidos,
organos e incluso organismos. Sin embargo, su uso actual ha sido en la criopreservacion
de gametos debido a su importancia en las técnicas de reproduccion asistida humana y
produccion animal. Esta técnica requiere del uso de crioprotectores afiadidos a los medios
de vitrificacion en una alta concentracion y de recipientes con altas tasas de vitrificacion-
calentamiento para reducir la formacion de cristales de hielo que puedan causar dafio
celular. Debido a sus caracteristicas quimicas, los crioprotectores son sustancias
altamente toxicas. Si su uso es inadecuado pueden causar dafo celular y como

consecuencia pérdida de viabilidad.

Recientemente diversos estudios se han realizado para mejorar los procedimientos de
vitrificacion con el objetivo de incrementar las tasas de viabilidad y produccion de
embriones para la obtencion de crias vivas. Sin embargo, pocos estudios han evaluado los
efectos en la viabilidad de los ovocitos en etapa de VG después de la vitrificacion. Esto se
debe a que uno de los principales factores que tienen impacto en la viabilidad, es el
estado nuclear de la célula. Se sabe que los ovocitos inmaduros son mas sensibles al
enfriamiento en comparacion con los que se encuentran en MII o en estados embrionarios
(Somfai et al, 2012). Este impacto en la viabilidad se debe a los cambios estructurales
que sufre la membrana de los ovocitos porcinos al afectarse la temperatura de transicion
de la fase lipidica. Actualmente se sabe que el contenido lipidico celular varia entre
especies. En la especie porcina el contenido de triglicéridos es mayor en comparacion con

otras especies domésticas. Es por esto que debido a la alta cantidad de lipidos que poseen
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y a la presencia de las células del camulo, los ovocitos inmaduros porcinos tienen una
menor permeabilidad de los crioprotectores a su espacio intracelular (Jin et al, 2012).
Diversos estudios han implementado técnicas para reducir el contenido de lipidos en esta
especie, estas técnicas incluyen: deslipidacion mecanica, polarizacion de las gotas
lipidicas citoplasmicas por centrifugacion y la eliminacién parcial de los lipidos por
micromanipulacion (Vajta, 2000; Hochi et al, 2001; Fernandez-Reyes et al, 2012). Esto
sugiere que las bajas tasas de viabilidad se deban a una insuficiente permeabilidad de los

crioprotectores.

Estudios realizados por investigaciones previas indican que la presencia de las células
del cimulo es esencial para proteger a los ovocitos contra el dafio inducido por el
procedimiento de vitrificacion en comparacion con la vitrificacion de ovocitos
denudados. Sin embargo, la vitrificacion de COCs reduce la viabilidad de las células del
cumulo conservando la viabilidad del ovocito. Esto es importante de considerar ya que
las células del cimulo establecen uniones comunicantes con el ovocito para el
intercambio de moléculas como: AMPc, iones, piruvato, entre otras, las cuales se
requieren para la adquisicion de su funcidon mitocondrial, maduracion y capacidad
fecundante. Por lo que mantener la viabilidad de las células del cimulo es un factor clave
para la vitrificacion de ovocitos en estado de VG. Debido a lo anterior, la vitrificacion de
ovocitos inmaduros porcinos es mas dificil que la vitrificaciéon de ovocitos de especies
como ovinos, bovinos, hdmster, raton, humano, entre otras (Wood et a/, 1993; McEvoy et
al, 2000; Vieira et al, 2002; Fernandez-Reyes et al, 2012) y es por esto que para los crio-

bidlogos sigue siendo un reto.

64



En este trabajo uno de los objetivos fue optimizar las condiciones del procedimiento de
vitrificacion con respecto a las caracteristicas de los ovocitos inmaduros porcinos para
incrementar las tasas de recuperacion, ya que la mayoria de los trabajos se han enfocado
en evaluar los efectos en ovocitos en etapa de MII o embriones obtenidos por

procedimientos in vivo en lugar de in vitro, debido a las bajas tasas de éxito.

Existe una gran variedad de protocolos de vitrificacion reportados en la literatura en los
que el uso de crioprotectores, tiempos de exposicion, recipientes, tipos celulares y estado
nuclear es variado. Por lo que en este trabajo se reporta por primera vez el uso de un
recipiente para la vitrificacion de especies domésticas. El cryolock, presenta importantes
ventajas con respectos a otros recipientes empleados actualmente en la criopreservacion
de gametos. Este recipiente incluye una tapa de seguridad que permite evitar la
contaminacion por contacto directo con el nitrégeno liquido durante su tiempo de
almacenamiento. También posee altas tasas de vitrificacion-calentamiento
(22,000°C/min) con un volumen <0.1 ulL que le permiten un incremento en la
superviviencia celular al alcanzar la temperatura de transicion vitrea rapidamente,
impidiendo una respuesta celular. No s6lo el recipiente es un factor indispensable para la
vitrificacion. También la eleccion de los crioprotectores juega un papel clave. Los
crioprotectores comunmente empleados en técnicas de vitrificacion son el PROH,
glicerol, DMSO, EG, sacarosa y trehalosa. Estudios realizados previamente idican que la
velocidad de permeabilidad del DMSO y PROH es mayor que el EG, sin embargo, el
DMSO y PROH son altamente toxicos y se ha reportado que disminuyen las tasas de

maduracion (Pedro et al, 2005). Por este motivo estudios recientes indican que el uso de
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mezclas de crioprotectores permeables es capaz de reducir su toxicidad (Cuello ef al,
2008). En este trabajo se utilizé una mezcla de EG y DMSO a diferentes concentraciones
y como crioprotector no permeable, sacarosa para optimizar la técnica de vitrificacion y

obtener mejores resultados.

Viabilidad de los ovocitos inmaduros porcinos vitrificados con diferentes tratamientos.

En este trabajo, los resultados de la viabilidad en el grupo control después de la
seleccion de los COCs fue del 100%. El porcentaje viabilidad después de la vitrificacion
de los ovocitos porcinos en el recipiente cryolock fue para el T1 (COCs vitrificatos) 58%
y para el T2 (ovocitos denudados) 90%. Los resultados indican que la vitrificacion
disminuye la viabilidad de los ovocitos en presencia de las células del ciimulo en
comparacion con los ovocitos denudados, los cuales no muestran diferencias
significativas con respecto al control. En un trabajo por Fernandez-Reyes et al, (2012) se
reportan tasas de viabilidad en otros recipientes como SOPS del 17% y en Cryotop del
4%. Otro estudio por Somfai et al, (2010) reporta una tasa de viabilidad del 27.7%
utilizando el método de SSV. Por lo que las tasas de viabilidad reportadas en la literatura
se encuentran en porcentajes inferiores al 50% en comparaciéon con los resultados
obtenidos. En este trabajo, los resultados superan los reportados previamente con el uso
de otros recipientes en la misma especie y estado nuclear. Esto sugiere que la vitrificacion
de los COCs compromete la viabilidad tanto de las células del cimulo como del ovocito
al disminuirse significativamente. Sin embargo, este efecto no se observa en ovocitos

denudados permitiendo que el crioprotector tenga una mayor permeabilidad y como
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consecuencia mayores tasas de viabilidad. Ademads, las tasas de vitrificacion-
calentamiento del recipiente cryolock son superiores a los recipientes OPS, BES, SOPS,

SSV, Cryotop, mostrando un impacto significativo en la viabilidad.

Maduracion in vitro de los ovocitos inmaduros porcinos vitrificados con diferentes

tratamientos.

Con respecto a los resultados de MIV, en el grupo control se obtuvo un 72%. Este
porcentaje coincide con resultados obtenidos en otros estudios cuyos porcentajes de MIV
varian entre un 60% por Casas et al, (1999), 69% por Abeydeera et al, (2000) y 91% por
Fujihira et al, (2004). En el T1, el porcentaje de maduracion disminuyd a un 37% y en el
T2 fue del 49%. Sin embargo, a pesar de la disminucion en la MIV con respecto al
control, estos resultados son superiores a los reportados previamente por Fernandez-
Reyes et al, (2012) utilizando SOPS, BES y Cryotop con porcentajes de MIV del 3-8%.
Otro estudio empleando el método de SSV, reporta un porcentaje de MIV del 21.6%, el

cual también es inferior en comparacion con los resultados obtenidos en este trabajo.

Es importante resaltar que en el T2 (ovocitos vitrificados denudados) se obtuvo un
incremento de la maduracion hasta un 49% en comparacion con el T1 donde se obtuvo un
37%. Esto se debe a que se implement6 el uso de un co-cultivo de células de la granulosa
frescas (no vitrificadas) anadidas al medio de cultivo durante la MIV. Se observo que
durante el establecimiento del co-cultivo y la determinacién de la concentracion dptima

de 1x10° células/pozo, las células del culmulo parecen re-organizarse y rodear a los
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ovocitos en capas ordenadas por un fenémeno de quimiotactismo, que permite que a las
44 h de M1V, se expandan indicando que posiblemente las uniones comunicantes puedan
ser capaces de regenerarse o de establecer otro tipo de comunicacion con los ovocitos a
favor del proceso de maduracion. En relacion a lo anterior, se ha reportado en la literatura
que existen sefiales paracrinas por las células del cimulo que pueden inducir la
maduracion (Prochazka et al, 2003; Wigglesworth et al, 2013). Por ejemplo, la
reanudacidon meiotica y la adquisicion de la capacidad fecundante pueden incrementarse
por moléculas como el EGF. Este factor es un importante inductor de la reanudacion
meidtica en diversas especies, incluyendo la especie porcina, que no necesariamente
requiere de uniones gap para poder ejercer su efecto (Prochazka et al, 2003). En apoyo a
esto, otro estudio reciente por Sales et al, (2013) resalta la importante implicacion de
moléculas como las acuaporinas (AQPs) durante los procesos de criopreservacion de
gametos. Se sabe que las AQPs son canales de transporte de agua a través de la
membrana, lo cual es un aspecto critco en términos de criopreservacion, debido a que un
inadecuado flujo de agua puede conducir a la formacion de hielo intracelular. La
principal funcidon de estos canales es regular la capacidad osmotica y el balance i6nico
para su adaptacion ante las alteracionas a las que la célula es sometida para conversar su
homeostasis. Las AQPs se dividen en tres grupos principales, las mas importantes en
términos de vitrificacion son las acuaglicoproteinas (GLPs) ya que no solo son
permeables al agua, también permiten el paso de crioprotectores como el glicerol, EG,
DMSO, urea y otros solutos. Especificamente se ha identidicado que las AQP3 juegan un
papel importante en el transporte de los crioprotectores tanto en la especie porcina como

bovina. Las AQPs se reportaron por primera vez por Denker et al, (1988) y fueron
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identificadas principalmente en 6rganos como el rifion e higado. Sin embargo, en un
estudio mas reciente por Skowronski et al, (2009) se identificé la presencia de las AQPS5
en oOrganos reproductivos femeninos. Especificamente se demostrd su presencia en las
células de la granulosa. En base a nuestros resultados y después de haber senalado la
importancia de las células del cimulo, en este trabajo se demostr6 que mantener la
viabilidad de las células del cimulo es un aspecto esencial para la comunicacion,
supervivencia y maduracion celular cuyo impacto se refleja en las tasas de viabilidad,

MIV y DE obtenidos.

El uso de un co-cultivo de células de la granulosa para incrementar la MIV ha sido
reportado en estudios previos. Un trabajo por Ge et al, (2008) demostré que el uso de un
co-cultivo de células del cimulo incrementaba no sélo las tasas de MIV, también de FIV
en ovocitos inmaduros frescos de bovino. Sin embargo, es importante determinar la
concentracion optima de células de la granulosa para el co-cultivo. Un estudio utilizando
ovocitos porcinos denudados antes de la MIV reportd que el uso de una monocapa de
células del cimulo a una concentracion de 3x10° células/pozo no era capaz de
incrementar las tasas de MIV pero si la formacion de blastocistos (Zhang et al, 2010). En
este trabajo se demostrd que el uso de un co-cultivo de células de la granulosa a una
concentracion de 1x10° células/pozo en los ovocitos vitrificados es capaz de incrementar
las tasas de MIV y DE. Posteriormente, con los resultados obtenidos de MIV se
realizaron las técnicas de FIV e ICSI para determinar si los ovocitos ademas de completar
la maduracién nuclear eran capaces de completar la maduracion citopldsmica, ya que se

sabe que la maduracion nuclear no necesariamente compromete la citoplasmica.
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Fertilizacion in vitro de los ovocitos inmaduros porcinos vitrificados con diferentes

tratamientos.

Para la evaluar la FIV, se cuantificaron de los prontcleos para asegurar que los
resultados fueran por ovocitos fertilizados y no por activacion. Ademads, se realizaron
experimentos para descartar que los embriones producidos hayan sido efecto de
partenogénesis. En este caso solamente se obtuvieron embriones partenogenéticos en

estados de 2-8 células pero no de morula y blastocisto.

Los resultados de FIV para el grupo control fueron del 73%. Estos datos coinciden con
los porcentajes reportados por Ducolomb et al, (2003). En el T2 se obtuvieron
porcentajes de desarrollo, morulas y blastocistos del 62, 43 y 15% respectivamente, por
encima de otros trabajos reportados en porcinos; Shi et al, (2006): 38% desarrollo y 2%
blastocisto; Egerszegi et al, (2013): 36% de desarrollo y 8% de blastocisto y ovinos
Fernandez-Reyes et al, (2012): 28% desarrollo, 17% morulas y 3% blastocisto. Los
resultados indican que la técnica de vitrificacion, el recipiente utilizado y el uso del co-
cultivo permiten incrementar no sélo las tasas de MIV, si no que también DE a través de

la técnica de FIV.

Debido a la importancia de las TRA, en la actualidad el uso de la FIV en humanos ha
ido disminuyendo debido a las desventajas que posee. Este procedimiento no excluye
eventos como la polispermia y se han obtenido nacimientos con un mayor numero de

hijos, lo cual, socio-econémicamente ha sido contraproducente. Es por esto que el
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desarrollo de nuevas TRA se ha implementado. Una de estas técnicas es la ICSI, y su uso
en la actualidad supera la FIV en la mayoria de las clinicas de RA. Sin embargo, en la
produccion animal no se han investigado las ventajas o desventajas de ambas técnicas y
pocos estudios se han realizado para determinar cual seria la mejor para la produccion de

crias vivas a partir de ovocitos vitrificados (Tong et al, 2012).

Un aspecto importante es que se sabe que la vitrificacion altera la membrana del ovocito
generando cambios en la bicapa lipidica, uno de los principales es su endurecimiento,
modificacion y ruptura (Ko et al, 2008). Estas alteraciones impiden el reconocimiento del
espermatozoide y que la fertilizacion se lleve a cabo. Es por esto que en este trabajo se
compararon las técnicas FIV e ICSI para la obtencion de embriones a partir de ovocitos

inmaduros porcinos vitrificados.

Con la ICSI: para el grupo control se obtuvo un porcentaje de DE del 62% y 5% de
blastocistos. En el grupo T2 (NkO) se obtuvo un DE del 69% y 6% de blastocistos. Los
resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas con respecto al control. Sin
embargo, en comparacion con los resultados de FIV, se obtuvo un menor porcentaje de
blastocistos. Estudios realizados en ovocitos inmaduros porcinos reportan del 39-41% de
desarrollo y del 1.8-14% de blastocistos producidos por la técnica de ICSI (Fujihira ef al,
2004 y Shi et al, 2007). Por lo que, los resultados en este trabajo son superiores con
respecto al DE pero no al porcentaje de blastocistos que han sido reportados en la

literatura.
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Los resultados de este trabajo demuestran que los ovocitos vitrificados tratados por ICSI
se desarrollan a blastocisto en menor porcentaje que los tratados por FIV. Este hallazgo
coincide con un trabajo reportado en especies domésticas en donde hay un mayor
porcentaje de fertilizacion empleando la técnica de FIV en comparacion con ICSI (Catt et
al, 1995). Sin embargo, pocos trabajos han sido reportados utilizando ovocitos inmaduros
vitrificados, la mayoria reportan el uso de éstas técnicas en ovocitos frescos. En apoyo a
los resultados obtenidos en este trabajo, otro estudio seiala que con la técnica de ICSI se
obtiene un mayor porcentaje de embriones degenerados y ovocitos no activados (Catt et
al, 1995). En ovinos el porcentaje de blastocistos por FIV fue del 18.8% vs 8.5% por
ICSI indicando que la FIV es una técnica mas eficiente. Ademas este estudio sefiala que
por FIV se logran obtener embriones de buena calidad en el tiempo adecuado y que por
ICSI se ha registrado la obtencion de blastocistos hasta el dia 10, lo cual esta indicando la

obtencidon embriones retrasados y de mala calidad (Gomez et al, 1998D).

La diferencia de los resultados entre las técnicas de FIV e ICSI se pueden explicar
debido a que en el procedimiento de ICSI, los espermatozoides evitan algunos de los
pasos importantes que ocurren durante una fecundacion natural. Que incluyen: reaccion
acrosomal, penetracion de la zona pelicida, fusion con el oolema, reaccion cortical y

activacion del ovocito.
Reportes en la literatura sefialan que las bajas tasas de DE por ICSI se deben a que se

presenta falla en la descondensacion de la cromatina espermatica (Li et al, 1999),

anormalidad en los cromosomas sexuales (Hewitsonet et al, 2000), eyeccion espermatica,
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fallas en la fertilizacion y singamia (Shirazi et al, 2009), ruptura de la membrana
plasmatica permitiendo el paso del medio con PVP utilizado para la seleccion
espermatica, que puede ser toxico en altas concentraciones y principalmente por la falta
de activacion del ovocito (Flaherty et a/, 1995). Esto ultimo es importante debido a que se
sabe que la activacién del ovocito es esencial para la internalizacion de Ca®", reanudacién
de la meiosis y reaccion cortical. En un trabajo se reportdé que la activacion de los
ovocitos en humanos es capaz de inducirse por ICSI, sin embargo, en algunas especies

domésticas como el cerdo esto no ocurre (Catt et al, 1995).

Por otro lado, se han propuesto mejoras para la técnica de ICSI, las cuales incluyen:
tratamientos para la activacion del ovocito con iondforo de calcio, etanol, ionomicina y
estimulos eléctricos cuya funcién es incrementar el Ca®" intracelular, y 6-
dimetilaminopurina cuya funcion permite el flujo de Ca®" tanto intra como extracelular
(Loi et al, 1998; Shirazi et al, 2009), eliminacion del acrosoma espermatico por
sonicacion (Li et al, 1999), desmebranizacion del espermatozoide (Goto et al, 1990),
induccion de la reaccion acrosomal y el uso de técnicas de seleccion morfoldgica de
espermatozoides (IMSI) e inyeccion fisioldgica intracitoplasmatica de espermatozoides

(PICSI) (Parmegiani et al, 2010).

Con los resultados obtenidos en este trabajo seria importante realizar transferencias
embrionarias para la obtencion de crias vivas a partir de ovocitos en etapa de VG.
Finalmente si esto se lograra seria la comprobacion de la eficiencia del procedimiento de

vitrificaciéon lo cual tendria un importante impacto tanto en términos de reproduccion
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asistida en humanos como de reproducciéon animal ya que una mayor cantidad de

ovocitos inmaduros puede obtenerse en comparacion de ovocitos en MII o blastocistos.

XII. CONCLUSIONES

R/
A X4

El uso de una mezcla de dos crioprotectores (EG y DMSO), del recipiente
cryolock y el co-cultivo de células de la granulosa en ovocitos inmaduros
vitrificados denudados permiti6 obtener porcentajes de viabilidad, MIV, FIV y
DE superiores que los obtenidos con COCs vitrificados.

El co-cultivo de ovocitos inmaduros vitrificados con células de la granulosa
frescas permitié conservar la viabilidad de las células de la granulosa para logar
una maduracidn nuclear y citoplasmica.

La técnica de FIV es mejor que ICSI para la obtencion de embriones de ovocitos
vitrificados en etapa de VG.

Se logro la obtencion de embriones de buena calidad que podrian ser transferidos
a hembras receptoras para la obtencion de crias vivas.

Futuros estudios serian necesarios para determinar si las células de la granulosa
podrian establecer una comunicacion paracrina con el ovocito para incrementar

sus tasas de recuperacion.
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ANEXO

Tincion con Hoechst

El Hoechst es un colorante fluorescente de ADN empleado en la microscopia de
fluorescencia. El colorante es excitado por luz ultravioleta con una longitud de onda
cercana a los 350 nm con un maximo de emision de alrededor de 461 nm. Es altamente
permeable a la membrana celular con alta afinidad de unién a las pares de bases tifiendo

la cromatina.

Después de la MIV o FIV, en el caso de los ovocitos que fueron madurados, remover las
células de la granulosa por accién mecéanica con una pipeta de 100 uL o con una pipeta
Pasteur. Para los ovocitos de la MIV y FIV, agregar 500 pL de fijador glutaraldehido por
cada pozo. Dejarlos en fijacion durante 20 min, ya sea en refrigeracion o a temperatura
ambiente. Posteriormente pasar los ovocitos a otra caja de 4 pozos y agregar a cada uno
300 pL de PBS. Realizar un lavado a los ovocitos para quitar el exceso de PBS para
después aplicar 300 pL de Hoechst por pozo. Cubrir la caja de 4 pozos con aluminio y
dejarlos en refrigeracion durante 40-45 min. Finalmente realizar nuevamente un lavado a

los ovocitos con PBS para quitar el exceso de Hoechst y realizar el montaje.
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Tincion con MTT

La tincién de MTT es un ensayo colorimétrico para la medicion de la actividad de las
enzimas celulares mitocondriales que reducen el colorante de tetrazolio, MTT, a sales de
formazan, dando una coloracion purpura (Figura 14). Para realizar la tincion de MTT,
colocar en la caja de 4 pozos, conteniendo a los ovocitos, 100 uL de MTT y guardar en

incubacion durante 1 h 30 min para su evaluacion.
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Figura 14. Reduccion metabdlica del MTT a sales de formazan por células vivas.
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