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RESUMEN

La vitrificacion es una técnica de criopreservacion empleada principalmente en gametos.
Esta técnica tiene como finalidad mantener la viabilidad celular, su funcionalidad y su
potencial de desarrollo a -196°C. Durante este proceso se requiere de la adicion de
agentes crioprotectores (CPAs), que son sustancias que confieren proteccion a las
células durante el proceso. La seleccion de la técnica de vitrificacion adecuada; depende
de la especie animal, el tipo celular y la naturaleza de los CPAs que se utilizan. La
toxicidad producida por el uso de los CPAs durante la vitrificacion puede causar
alteraciones en los microfilamentos (MF) y en la cromatina (CR), esto puede repercutir
en la viabilidad, la maduracion, la fertilizacion y el desarrollo embrionario (DE). En
estudios previos, se ha evaluado el efecto de la vitrificacidbn en ovocitos en estados de
VG y MII, cigotos y blastocistos en la misma etapa de desarrollo en la que fueron
vitrificados. Ademas, estos estudios atribuyeron el papel de los MF y la CR a la
disminucién de la fertilizacién y la produccién embrionaria, pero no se evalué la
distribucién de estas estructuras. Por lo que en este estudio se examiné de qué manera
la vitrificacion de ovocitos porcinos inmaduros afecta a la distribucién de los MF y la CR,
asi como su repercusion en el DE temprano. La vitrificacion, produjo alteraciones en la
distribucién de la actina cortical (AC) y desarreglo en la compactacion de la CR en los

embriones, por lo que la fertilizacion y el DE temprano disminuyeron.



ABSTRACT

The vitrification technique is a type of cryopreservation used mainly in gametes. This
technigue alows to maintain cell viability, functionality and development potential at -196
° C. During this technique, the addition of cryoprotective agents (CPAS) is required, which
are substances that confer protection to the cells during cooling and warming. Also, the
animal species, the cell type and the nature of the CPAs that are used to select the
appropriate vitrification technique depends on its success. The toxicity produced by the
CPAs during vitrification can cause alterations in microfilaments (MF) and chromatin
(CR), also affecting cell viability, maturation, fertilization and embryo development (ED).
Previous studies, have evaluated the vitrification effects on oocytes in VG and MII stages,
zygotes and blastocysts in the same stage of development in which they were vitrified. In
addition, these studies evaluated the role of MF and CR based on the rate of fertilization
and embryo production, but not on the distribution of these structures. Therefore, this
study was designed to evaluate how the vitrification of immature porcine oocytes affects
the distribution of MF and CR, as well as its repercussion in the early ED. In the present
study, alterations in the distribution of cortical actin (CA) and disarrangement in the
compaction of CR in embryos produced from vitrified oocytes were obtained, reducing

the fertilization and early ED rates.
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l. INTRODUCCION

1.1 De la criobiologia a la criopreservacion

La criobiologia es la rama de la biologia encargada de estudiar y entender los efectos
de las bajas temperaturas en los seres vivos, ya sea derivado de caracteristicas
naturales propias de algunas especies o de manera inducida, como los métodos de
criopreservacion. En la practica: proteinas, células, tejidos, érganos y organismos
completos han sido objeto de estudio de los efectos de la exposicion a temperaturas
bajas, ya sea para uso clinico o de investigacion (Avila- Portillo et al, 2006; Borini y

Coticchio, 2009; Chian, 2010; Casillas et al, 2015 b).

Dentro de las principales areas de estudio de la criobiologia se encuentra la
criopresevacion. Esta es una técnica utilizada para la preservacion de células,
tejidos, gametos y embriones; cuyo objetivo es mantener la viabilidad,
funcionalidad y el potencial de desarrollo celular a bajas temperaturas (Avila- Portillo
et al, 2006; Chian, 2010; Casillas et al, 2014). También permite comprender los
efectos del descenso de la temperatura en los sistemas biologicos, ya que el
metabolismo celular tiene como consecuencia el envejecimiento, lo que puede
ocasionar que, como resultado de ésto, las reacciones bioquimicas puedan ser
perjudiciales para las funciones celulares elementales debido al tiempo biolégico; sin
embargo, este ultimo puede ser detenido mediante la conservacion a bajas

temperaturas hasta su posterior calentamiento y con ello lograr la postergacion del
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envejecimiento celular (Avila- Portillo et al, 2006).

La criopreservacion de gametos de mamiferos surgio en 1945, mediante un estudio en
el cual se observd que la viabilidad de espermatozoides de humano, después del
calentamiento, era mayor cuando fueron congelados a temperaturas de -79 °C y -196
°C (Parkes, 1945). Posteriormente, en 1983, se reportd el primer nacimiento humano
producto de la criopreservacion de embriones y de la implementacién de la fertilizacion
in vitro (FIV) como técnica de reproduccion asistida (TRA) (Trounson et al, 1983). Sin
embargo, fue hasta 1986 que se reportd la primera criopreservacion exitosa de
ovocitos humanos, la cual fue reflejada en un embarazo gemelar tras el uso de la FIV
(Chen, 1986). En gametos y embriones, la criopresevacion ha sido una herramienta
utilizada ampliamente como recurso de apoyo a las TRA, por lo que el avance cientifico

de ambos recursos ha sido de manera paralela.

1.2 Métodos de criopreservacion

Existen dos métodos de criopreservacion, la congelacion lenta o convencional y la
congelacion ultra-rdpida o vitrificacion. Depende de la especie animal, el tipo celular y
la naturaleza de los agentes crioprotectores (CPAS) que se utilizan, para seleccionar la
técnica de criopreservacion adecuada. Durante la criopreservacion se requiere de la
adicion de CPAs, que son sustancias que confieren proteccion a las células durante el

congelamiento y calentamiento.

Congelacion lenta o convencional. Esta técnica tiene como principio la
12




deshidratacion progresiva de la célula o embrién como respuesta al cambio osmético,
de tal manera que, las células incorporan lentamente el CPA al mismo tiempo que se
van deshidratando. A su vez, durante esta técnica se emplea equipo especializado
como cdmaras de congelacién y almacenaje para descender de forma gradual la
temperatura de las células, que van desde -4 °C, -30/-40 °C, -80 °C hasta a -196 °C

(Somoskoi et al, 2015).

La congelacion lenta se basa en: 1) el equilibrio de las células y embriones en una
solucién crioprotectora hiperosmatica suplementada, a bajas concentraciones (1-2 M),
antes del enfriamiento y 2) el enfriamiento lento a -30/-40 °C (para el caso de
embriones) antes de sumergirse en nitrégeno liquido (N,L), y 3) almacenamiento a

largo plazo a -196 °C en N,L (Somoskoi et al, 2015).

Congelacion ultra-rapida o vitrificacion. El fundamento de esta técnica consiste en
pasar del rango de temperatura critica (-30 °C a -80 °C) hasta los -196 °C de forma
ultra-rapida mediante la transicion de una solucion acuosa en estado liquido a un estado
solido vitreo evitando la formacién de cristales de hielo en el interior de la célula, de esta

manera se pretende reducir el riesgo de dafio en estructuras celulares (Vajta, 2000).

Esta técnica ha sido utilizada ampliamente en tejido ovarico, testicular y en ovocitos
de especies como el porcino (Casillas et al, 2014), el ovino (Fernandez-Reyes et al,
2012), los humanos (Lei et al, 2014), entre otros. Con el empleo de CPAs durante este
proceso, se conserva a las células en N,L a -196 °C con lo cual los procesos

bioquimicos, estructurales y fisiologicos quedan detenidos hasta su calentamiento.
13




La vitrificacion ha sido considerada como el método mas utilizado en la actualidad
debido a dos factores principales. Primero, es un método mas rapido, mas simple,
menos costoso y que no requiere equipo sofisticado comparado con la congelacion
lenta; segundo, alcanza tasas de enfriamiento y calentamiento Optimas establecidas
que aumentan la supervivencia, a su vez, reduce el dafio producido por la formacién de
hielo intracelular y por la deshidratacion excesiva comun en protocolos de congelacion

lenta, lo que conduce a mejores resultados (Fahy, 2016).

Las tasas criticas de enfriamiento y calentamiento dependen en gran medida de la
naturaleza quimica y de la concentracion de los CPAs. Los CPAs utilizados para la
vitrificacion generalmente son los mismos o similares a los que se usan en la
congelacion lenta (Fahy y Wowk, 2015). Una desventaja de la vitrificacion es la
necesidad de emplear altas concentraciones de CPAs, lo cual aumenta el riesgo de
dafio osmdético y de la citotoxicidad ocasionada por la naturaleza quimica de estos
agentes, ademas, se puede presentar escision de la zona pellcida (ZP) en el caso de

los ovocitos (Fahy, 2016).

1.3 Crioprotectores

Los CPAs son sustancias hidrosolubles y generalmente de baja toxicidad. Disminuyen
la temperatura en la que ocurre la transicion del agua de estado liquido a sdlido, de
manera que interactuan con sus moléculas reduciendo la capacidad de formacion de
enlaces entre ellas (alteracion de los puentes de hidrégeno). Asi mismo, interaccionan

con otras moléculas biolégicas estableciendo puentes de hidrégeno, de manera que
14




evitan la pérdida de su estructura original. Los CPAs se distribuyen en el espacio

citoplasmico de la célula, desplazando al agua y ocupando su lugar (Bajo, 2009).

El éxito de la preservacion de los gametos por este método se ve reflejado en gran

medida por la reduccién del dafio que causa la formacion de cristales de hielo en el

interior de la célula y por una inapropiada deshidratacion, esto se logra mediante la

eleccion correcta de los CPAs y de sus concentraciones, ya que, estos agentes no

tienen la misma capacidad de difusion en todos los tipos celulares (Borini y Coticchio,

2009).

Con base en la permeabilidad y capacidad de atravesar la membrana celular, los CPAs

se clasifican en dos tipos:

1)

2)

Permeables o intracelulares, estos presentan bajo peso molecular y son
capaces de penetrar rapidamente a la célula, éstos actian disminuyendo el punto
de congelacion, interaccionan con la membrana manteniendo su estructura y
previenen la interaccion de los electrolitos, que son capaces de unirse a éstos.
Algunos de los mas utilizados son el etilenglicol (EG), el 1,2 -propanediol
(PROH), el glicerol (GL) y el dimetilsulféxido (DMSO) (Fernandez- Reyes et al,
2012).

Impermeables o extracelulares, presentan peso molecular alto y promueven una
rapida deshidratacion aumentando el gradiente de osmolaridad, ayudando de
forma indirecta a la difusion del CPA permeable. Se dice que este tipo de
compuestos funcionan de manera asociada con los CPAs intracelulares. Los mas

utilizados son los azucares como la sacarosa y la trehalosa y macromoléculas
15




como la polivinilpirrolidona (PVP) y el ficol (Bajo, 2009).

El CPA debe tener la capacidad de penetrar las membranas celulares para asi
difundirse y tomar el lugar que ocupa el agua en el interior, ademas de permanecer
en estado vitreo a baja temperatura; es importante considerar que la
determinacion de la concentracién del CPA es fundamental, ya que de ello
dependerd el que cumpla el papel de agente protector, y asi, reducir su

capacidad de agente citotdxico.

Los CPAs pueden interactuar entre si en una mezcla o con moléculas celulares
cruciales (agua, lipidos, proteinas, etc.) produciendo efectos distintos a los que se
producirian de manera individual. Se ha observado que la combinacion de CPAs
confiere mayor efecto protector, que la accién individual o aditiva de estos, sin
embargo, la eleccién de los CPAs para realizar la mezcla dependera en gran medida
de la especie y tipo celular (Vicente y Garcia-Ximénez, 1994; Chian et al, 2004; Eroglu

et al, 2009).

La toxicidad de los CPAs se debe principalmente a dos causas. El primero, es la
reaccion quimica realizada con las células antes de la criopreservacion, y el segundo,
es el efecto quimico ocasionado por el cambio de 6ésmosis de las soluciones de
congelacion. Aunado a esto, el descenso del punto de congelacion (derivado de la
concentracion de la mezcla) de los CPAs esta relacionado con su permeabilidad
celular de estos, lo que puede causar estrés osmotico en las células antes de la

vitrificacion. Por lo que, al buscar reducir el riesgo de dafio por toxicidad es importante
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considerar implementar la mezcla y concentracién optima de CPAs, el tiempo y la

temperatura de exposicién adecuada de estos (Chian, 2010).

Se ha propuesto que un importante factor de dafio ocasionado por los CPAs puede ser
la desnaturalizacion de proteinas. Se ha atribuido que los efectos toxicos de las
soluciones de vitrificacion se deben a la fuerte interaccion entre los CPAs permeables
(particularmente el DMSO) y el agua, que pueden causar dafio al afectar la hidratacién
de la proteina. Debido a la interaccion de estos agentes permeables con la capa de
hidratacion de moléculas de agua (o capa de solvatacidén) que rodea a las superficies
proteicas. Esta capa es la que hace posible la hidratacion de las células y tejidos en los
seres vivos. Cualquier factor que modifique la interaccion de la proteina con el agua, la
desaparicion total o parcial de esta envoltura acuosa o la ruptura de puentes de
hidrogeno, disminuird su estabilidad ocasionando la desnaturalizacion. La mayoria de
las proteinas pueden desnaturalizarse cuando son expuestas a temperaturas por debajo
de 10 °C y 15 °C. Estas interacciones podrian explicar los cambios en la polimerizacion
y agregacion de actina dependiente de la temperatura y de los microtubulos, que es un
factor importante en la desestabilizacién del huso mei6tico y, por lo tanto, de la

disgregacion de la cromatina (Fahy y Wowk, 2015; Fahy, 2016).

Los CPAs usados individualmente para vitrificar tienen efecto toxico a concentraciones
mas bajas que las requeridas para desnaturalizar proteinas. Cada vez es mayor el uso
de mezclas de dos o0 mas CPAs en las soluciones de vitrificacion, ya que presentan
una menor toxicidad en la célula que el uso individual de los CPAs a las mismas

concentraciones (Fahy, 2016), por ejemplo, se ha reportado que la vitrificacion de
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ovocitos maduros de bufalo con 40% de EG o 40% de DMSO, presentan tasas de
desarrollo hasta mérula menores (7.2% y 8%, respectivamente), comparados con
aquellos que fueron vitrificados con una mezcla de 20% de EG + 20% de DMSO
(11.5%) (Gautam et al, 2008), lo que sugiere que el uso de mezclas reduce la toxicidad
especifica de cada CPA y lo sustituye con la desnaturalizacion asociada a altas

concentraciones de agregados (Fahy, 2016).

1.4 Recipientes o soportes fisicos

Otro requerimiento importante para la Vvitrificacion es el uso de los recipientes o
soportes fisicos, éstos permiten preservar la integridad de la célula durante el proceso
de vitrificacién. La eleccion de un recipiente adecuado permitira garantizar la viabilidad
e integridad de las muestras durante su almacenamiento en en el N,L (Somfai et al,

2008).

Se ha reportado que el uso del recipiente “Cryolock” es una herramienta importante
para la reproduccion asistida. En biotecnologia animal su uso haido en ascenso gracias
a las ventajas que presenta en comparacion a otros soportes como las pajillas OPS,
SOPS, Cryotip, Cryoloop y Cryotop, ya que es posible manejar volimenes minimos
(<0.1 uL) de CPAs, lo cual representa una mayor ventaja durante la vitrificacion de

ovocitos y embriones (Casillas et al, 2014).

Al manejar volimenes minimos se reduce el riesgo de toxicidad, ademas, se evita la

posible contaminacion causada por la exposicion al N,L ya que éste puede contener
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bacterias termdfilas, por lo que, se emplea N,L estéril en laboratorios de reproduccion

asistida (Bajo, 2009).

1.5 Técnicas de reproduccion asistida (TRA)

En los ultimos afios los métodos de criopreservacion, como la vitrificacion, han sido
una herramienta muy importante en las TRA, siendo un recurso importante en el
tratamiento de afecciones reproductivas y de infertilidad en humanos, asi como para
mejorar la capacidad y calidad reproductiva en especies con importancia econémica

en la produccion animal y en especies en peligro de extincion (Mullen y Fahy, 2012).

En la actualidad, algunas de las TRA que han sido importantes y mas utilizadas,
tanto para la reproduccioén asistida humana como para la producciéon animal, son la

FIV y la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI).

En mujeres, la técnica de FIV requiere de estimulacion hormonal previa para una
sobreproduccién de ovocitos, conocida como superovulacion. Los ovocitos son
obtenidos mediante laparoscopia, posteriormente se procede a realizar la FIV hasta la
obtencion de embriones para su tranferencia. La obtencion de ovocitos de mamiferos
con importancia en la produccion animal se realiza por colecta en el rastro o por
laparoscopia, los cuales se somenten a maduracion in vitro (MIV) para posteriormente

ser fertilizados y cultivados hasta el desarrollo embrionario (DE).

A diferencia de la FIV, la ICSI se realiza por la introduccion directa del espermatozoide
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al ovocito mediante el empleo de micromanipuladores acoplados a un microinyector,
asegurando que la inseminacion sea por un solo espermatozoide (Casillas et al, 2015
a, b). Aunque la ICSI es una técnica que no requiere la seleccion especifica de los
gametos, se sigue utilizando en tratamientos para condiciones severas de infertilidad
masculina. Se sabe que del 1 al 5% de los ciclos, ICSI falla y se considera que es debido

a la deficiencia de la activacién de ovocitos (DAO) (Amdani et al, 2015).

Esta técnica también ha sido utilizada en especies domesticas como el raton (Sanusi et
al, 2015), el ovino (Shirazi et al, 2018), el bovino (Suttirojpattana et al, 2016) y el porcino
(Casillas et al, 2015 a). Se ha observado que los ovocitos de mamiferos difieren en su
respuesta al procedimiento de ICSI dependiendo de la especie. Por ejemplo, en ratones
(Sanusi et al, 2015), la inyeccion del espermatozoide en el citoplasma puede ser
suficiente para la activacion del ovocito y la descondensacion de los espermatozoides,
lo que da como resultado la formacion del prontcleo masculino y femenino. En caso
contrario, en especies como el ovino o el bovino, el pretratamiento de los
espermatozoides con compuestos como glutation (GSH), heparina o ditiobutilamina
(DTBA) aumentan la tasa de desarrollo de los pronucleos, o que puede mejorar las

tasas de fertilizacion y DE (Suttirojpattana et al, 2016; Shirazi et al, 2018).

Debido a lo anterior ha sido importante realizar mejoras a las TRA para incrementar
las tasas de fertilizacion y DE. Por lo que surgen nuevas técnicas de inyeccion por
seleccion morfologica de espermatozoides (IMSI) e inyeccidn por seleccion
fisiologica intracitoplasmatica de espermatozoides (PICSI) (Casillas et al, 2015). Esta

ultima ha tenido gran auge considerandose como una alternativa a la técnica de
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ICSI, por la seleccion de espermatozoides exponiéndolos previamente en una
solucién de acido hialurénico (AH) (Parmegiani et al, 2010; Henkel et al, 2012). ElI AH
gue de manera natural se encuentra en el moco cervical del tracto reproductor
femenino durante la ovulacidén, es importante para los ovocitos ya que también se
encuentra y es sintetizado por las células del cimulo, que son indispensables para la
maduracion y DE (Parmegiani et al, 2010; Appeltant et al, 2015, Casillas et al, 2015 a).
La seleccion espermética por PICSI permite seleccionara un espermatozoide que ha
tenido una adecuada maduracion epididimaria, capacitacion oviductal, integridad del
ADN y capacidad enzimatica para degradar al AH y ser capaz de fertilizar al ovocito

(Casillas et al, 2015 b).

Aunque la implementacién de las técnicas mencionadas anteriormente ha ido en
aumento, es importante resaltar que la FIV sigue siendo un recurso indispensable en
los laboratorios, ya que ésta no requiere de equipo costoso ni sofisticado, sino de la
obtencién de una muestra buena de ovocitos y espermatozoides para que éstos
puedan interaccionar en condiciones de laboratorio (Tanihara et al, 2013; Kitaji et al,

2015).

Con esta técnica se han obtenido altos porcentajes de éxito en diferentes especies de
mamiferos. En la especie porcina, se presenta una alta tasa de FIV (81%); sin
embargo, un alto porcentaje de ella es polispérmica (42%) (Abeydeera et al, 2000),
siendo ésto uno de los principales obstaculos durante la FIV en porcinos. Se considera
gue una de las causas, es el empleo de un numero excesivo de espermatozoides

( / 1 1 5
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de la muestra para inseminar 10x10° espermatozoides/mL), condiciones suboptimas
de la MIV y FIV, asi como la penetracion simultanea de los espermatozoides y el
retraso de la reaccion cortical de la ZP (Sano et al, 2010; Kitaji et al, 2015), por lo que
se ha recurrido a la reduccion de la concentracion de espermatozoides usados durante
la FIV, que efectivamente disminuye la polispermia pero, a su vez, ocasiona la
disminucién de las tasas de FIV, por lo que se puede considerar que la cantidad de
espermatozoides capacitados en el sitio de la fertilizacion es importante para reducir

la incidencia de polispermia en el porcino (Kitaji et al, 2015).

Debido a lo anterior, se han planteado alternativas para resolver esta problematica
buscando la produccién de embriones y blastocistos derivados de fertilizacion
monospérmica; una de estas es la implementacion de un método de FIV que implica
la rotacion constante de la dilucion final de espermatozoides para la inseminacion
(simulacion de las condiciones oviductales in vivo), otra es el uso de un clasificador
espermatico microfluidico (MFSS, por sus siglas en inglés) para aislar
espermatozoides moviles mediante flujo laminar (sin centrifugacion) (Sano et al, 2010;

Tanihara et al, 2013; Kitaji et al, 2015).

1.6 Estructuras celulares: membrana plasmatica, citoesqueleto y cromatina

Membrana plasmaética

Debido a la funcién de los CPAs durante la vitrificacién, es importante resaltar que
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la estructura y composicion de la membrana plasméatica determina los principales

eventos celulares que tienen lugar durante los procesos de criopreservacion.

La membrana plasmatica es una bicapa fosfolipidica de estructura dindmica, que
continuamente incorpora 0 retira componentes de su conformacion (lipidos y
proteinas), por ejemplo, durante la diferenciacion celular y el ciclo celular. Con este
ultimo, la membrana duplica su tamafio antes de la division. Mide aproximadamente
10 nm de espesor. En las células eucariotas se compone principalmente de lipidos
anfipaticos (compuestas por una parte hidrofilica y otra hidrofébica), formados
generalmente por 16, 18 o 20 carbonos de largo, alguno de ellos son los acidos grasos,

fosfolipidos, colesterol y algunos de sus derivados (Cereijido et al, 2003).

La estructura de las colas de &cidos grasos de los fosfolipidos es importante para
determinar la fluidez de la membrana. En condiciones normales, una mayor
concentracion de colesterol en la membrana ocasiona rigidez y reduce la
permeabilidad. A temperaturas bajas, las colas rectas de los &cidos grasos saturados
pueden unirse estrechamente produciendo una membrana densa y rigida, sin
embargo, en estas condiciones el aumento de la concentracion de colesterol favorece

la fluidez de la membrana al evitar el empaquetado hermético (Reece et al, 2011).

Las membranas presentan proteinas que pueden unirse a otros componentes
membranales y a proteinas del citoplasma, las cuales pueden anclarse a los
microfilamentos (MF), microtibulos (MT), filamentos intermedios (FI) o formar parte

en la transduccion de sefales (Cereijido et al, 2003; Reece et al, 2011). Algunas
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proteinas (desmosomas, uniones oclusoras y uniones comunicantes) pueden
reconocer o unirse a componentes de la matriz extracelular, esto permite una
asociacion a células vecinas. La membrana plasmatica presenta canales i6nicos que,
a nivel molecular, son proteinas que funcionan como poros que permiten el
intercambio de iones y que, a nivel fisioldgico celular, estan involucrados en la division

celular, el reconocimiento celular y el equilibrio electroquimico (Cereijido et al, 2003).

La membrana plasmatica presenta, en menor proporcion que los lipidos y las proteinas,
carbohidratos que estan presentes soélo en la superficie externa de la membrana
plasmatica, éstos estdn unidos a proteinas formando glicoproteinas o a lipidos
formando glicolipidos. Las proporciones de proteinas, lipidos y carbohidratos en la
membrana plasmatica varian entre los diferentes tipos celulares y entre especies
(Reece et al, 2011). En el porcino, con la técnica dual de espectroscopia de ionizacion-
masa por electrospray de desorcion (MS-DESI, por sus siglas en inglés), se observo un
cambio dinamico en la composicion de los triacilgliceroles, asi como un aumento en el
metabolismo de los &cidos grasos en la membrana durante la MIV de ovocitos (Pirro et

al, 2014).

La membrana plasmatica es la estructura que sufre mayor dafio durante la vitrificacion
debido a la pérdida de fluidez de sus componentes lipidicos, disminuyendo su
capacidad de expansion durante la rehidratacion (Avila-Portillo et al, 2006). Los
ovocitos inmaduros porcinos presentan un mayor contenido lipidico en comparacion con
los ovocitos maduros y embriones, asi como los de otras especies, esto ocasiona una

baja permeabilidad de la membrana plasmatica del ovocito a los CPAs, probablemente
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ocasionado por la alta concentracion de colesterol, o que es un factor limitante para la
criosupervivencia por lo que su vitrificacion ha sido un reto (McEvoy et al, 2000; Somfai

et al, 2012).

Citoesqueleto

Otra estructura importante encargada de mantener la integridad estructural y funcional
del ovocito es el citoesqueleto. Es una estructura dinamica, la cual lleva a cabo
modificaciones derivadas de la respuesta dada por la recepcidon de sefales
regulatorias. Esta formado por un complejo de estructuras citoplasmicas constituidas
por proteinas filamentosas presentes en la matriz citoplasmica de las células
eucariotas: MF, MT, FlI y una red microtrabecular (Benitez et al, 2003). La
reorganizacion de esta estructura esta involucrada, por ejemplo, en la comunicacion
entre el ovocito y las células del cimulo durante la maduracion del ovocito, asi como

en la fertilizacion en mamiferos (Suzuky et al, 2000; 2002; 2003).

Microfilamentos. Son componentes constituidos por actina, la proteina
citoesquelética mas importante en la mayoria de las células. Tienen un diametro de 5
a 7 nm y se encuentra localizado debajo de la membrana plasmatica donde forman
una red (figura 1). Existen dos formas de la actina, la G-actina y la F-actina. La primera
tiene asociada una molécula de Ca?*, que estabiliza su conformacién globular, y una
molécula de ATP (adenosin-trifosfato). El fosfato terminal se hidroliza convirtiendo la
G-actina en F-actina (forma filamentosa) que forma parte de los MF. De manera in

vitro, la polimerizacion de G-actina, presente en el citosol, se obtiene elevando las
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concentraciones de sal en la solucion (Benitez et al, 2003; Cooper y Hausman, 2007).

Los MF estan unidos a proteinas moduladoras, las cuales regulan la polimerizacion y
despolimerizacion. Los filamentos de actina se forman por la polimerizacion de la a-y
B-actina. Esta ultima es la mas frecuente y se presenta en la mayoria de las células

animales.

Los MF interaccionan con miosina y otras proteinas en el citoplasmay en la membrana
plasmatica, participan en procesos de movilidad celular y movimientos intracelulares.
La miosina | esta mas relacionada al transporte. Los MF que interaccionan con miosina
Il participan en el anillo contractil que se forma durante la citocinesis (Ultima etapa de
la division celular), que es la contraccion del citoplasma durante el proceso de division
celular, se estrecha su diametro progresivamente hasta la separacion completa de los
dos citoplasmas de las células hijas. Esta interaccion esta regulada por cambios en la
conformacién de la miosina y depende de la hidrélisis de ATP. En células no
musculares, la activacion de la miosina depende de los niveles de AMPc (adenosin-
monofosfato ciclico) y por hormonas, a través de mecanismos de sefializaciéon que

liberan Ca?* de reservorios citoplasmaticos al citosol (Benitez et al, 2003).

El citoesqueleto de actina en los ovocitos de mamiferos es un sistema dinamico que
dirige una serie de eventos durante la maduracion y la fertilizacion, tales como el
establecimiento de la polaridad de los ovocitos y el anclaje del eje, asi como la
orientacion, la migracion y el desarrollo pronuclear del embrion. La F-actina es

importante en la distribuciéon de algunos organelos como el complejo de Golgi, el
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reticulo endoplasmico liso y las mitocondrias, asi como del posicionamiento espacial

de mRNA (Bogliolo et al, 2015).

Microtabulos. Son estructuras tubulares de 25 nm de diametro constituidos por
repeticiones de dimeros de a- y B-tubulina. Presentan una disposicion radial partiendo
desde el centrosoma (figura 1). Participan en el transporte intracelular, movimiento de
cilios y flagelos, constituyen el huso para la segregacion de cromosomas y el
desplazamiento de centriolos durante la mitosis. Hace algunos afios se identificé una
tercera forma de tubulina y'que se encuentra asociada al centromero. Los MT pueden
ensamblarse y disgregarse dependiendo de la temperatura, presion, concentracion de

Ca?*y pH (Benitez et al, 2003).

Para realizar la polimerizacion se asocian a proteinas como las MAPs (proteinas
asociadas a microtubulos), Tau, dineina y cinesinas. In vitro, se requiere de la hidrolisis
de GTP (guanosin trifosfato) de una concentracion critica del dimero de tubulina y de

un centro organizador de microtibulos (MTOCSs; centrosoma) a partir del cual se

. . . ., s s s . . 2+
realiza la polimerizacion. Para la inibicién de esta, se requiere de la presencia de Ca .
El extremo cercano al centrosoma, conocido como (-), crece mas lento; el extremo
distal o (+), crece de manera mas rapida (Benitez et al, 2003; Cooper y Hausman,

2007).

Para la polimerizacion in vitro de MF y MT se requiere de su nucleacion (arreglo de

dos o mas moléculas de actina o tubulina), que les confiera una conformacion que
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permita que otras moléculas se afiadan y formen un polimero. Los MT y MF del
citoesqueleto modulan el reordenamiento del reticulo endoplasmico, regulando los

canales ionicos, lo que ocasiona una mayor competencia en la generacién de

. . 2+ . ., .
oscilaciones de Ca intracelular, fundamentales para la activacion del ovocito

(Coticchio et al, 2015 b; Amdani et al, 2015).

Filamentos intermedios. Son estructuras ancladas a complejos de union de la
membrana plasmatica y también aparecen en el interior del nacleo (figura 1). Estan
conformados por una superfamilia de al menos 50 proteinas diferentes como
gueratina, vimentina, desmina, etc, con un didmetro de 8 a 10 nm, estos son los
componentes mas estables del citoesqueleto. Estan clasificados en 6 grupos (I-VI)

(Benitez et al, 2003; Cooper y Hausman, 2007).

Tienen un papel importante en la fisiologia de la célula. Dan soporte a diversos
componentes celulares, modifican la forma de las células y son elementos claves
en la organizacién de la matriz citoplasmatica. Ademas, son requeridos en
diferentes etapas de la embriogénesis, en la organizacién nuclear, en la replicacion
del ADN, en el ensamble de la envoltura nuclear, para el transporte de colesterol,

en la proliferacion y migracion celular (Benitez et al, 2003).
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Figura 1. Distribucion espacial de los componentes del citoesqueleto dentro de

la célula animal (Tomado de Megias et al, 2017).

Cromatina

La cromatina (CR) estd formada por ADN eucariético y proteinas, principalmente
histonas (proteinas bésicas ricas en arginina y lisina), ademas de una variedad de
proteinas cromosomicas diferentes a las histonas. Existen 5 tipos importantes de
histonas (H1, H2A, H2B, H3 y H4). La unidad basica estructural de la CR son los
nucleosomas, estos complejos se repiten cada 200 pares de bases formando fibras de
CR que estan compuestas por cromatosomas separados por segmentos de enlace o
linker de ADN, las cuales tienen una apariencia de collar de cuentas al microscopio
electrénico, estas “cuentas” son llamadas particulas centrales o cores del nucleosoma

(con 146 pares de bases) (Benitez et al, 2003; Cooper y Hausman, 2007).

La particula central o core del nucleosoma consta de 146 pares de bases de ADN en
1.65 vueltas alrededor de un octamero de histonas (dos moléculas de H2A, H2B, H3 y

H4). Un cromatosoma contiene dos vueltas completas de ADN (166 pares de bases)
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sujetas por una histona H1 (figura 2a). El ADN rodea a las histonas en el core del
nucleosomay es sujetado por la histona H1. Las proteinas no histonas se unen al ADN
de enlace entre el core para organizar la cromatina en nucleosomas (figura 2b), de
esta manera, un conjunto de nucleosomas forma fibras de CR (Cooper y Hausman,

2007).

Morfolbgica y fisiolégicamente se distinguen dos tipos de CR: la eucromatina, que tiene
un aspecto claro y estd poco condensada, suele corresponder a regiones del ADN que
estan transcribiéndose por lo que realiza una mayor expresion génica, se presenta
mayormente en células en interfase. La heterocromatina, tiene un aspecto oscuro y
esta muy condensada, en su mayoria es transcripcionalmente inactiva, solo alrededor
del 10% de la CR en interfase es de este tipo, estando relacionada mayormente con
células en mitosis. La heterocromatina a su vez se divide en facultativa (que en algun
momento del ciclo celular también puede ser eucromatina), y en constitutiva, a la que

se atribuye una funcion mayormente estructural (Cooper y Hausman, 2007).

Las configuraciones especificas de la CR son importantes para la reanudacion
meidtica y la competencia en el desarrollo del ovocito. La integridad genética y los
cambios que ocurren en el compartimento citoplasmico tienen implicaciones
importantes para la maduracion y la calidad de los ovocitos. Los MF, MTyla CR
interactdan en la segregacion de cromosomas y en el establecimiento de la asimetria
celular que permite la extrusion del cuerpo polar con una minima pérdida de citoplasma

(Coticchio et al, 2015 b).
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Figura 2. Conformacién de la cromatina. (a) estructura del cromatosoma, (b)
organizacion de la cromatina en nucleosomas (Tomado de Cooper y Hausman,

2007).

1.7 Meiosis y fecundacion

Meiosis. En las células germinales se realiza la meiosis para la produccion de gametos
haploides (ovocito y espermatozoide), mediante la reduccion del numero de
cromosomas a la mitad. Esta reduccién se realiza mediante dos divisiones nucleares y
celulares consecutivas (meiosis | y meiosis Il), tras una Unica ronda de replicacion del

ADN (Benitez et al, 2003; Cooper y Hausman, 2007).

La primera division meiotica comienza al finalizar la interfase, durante ésta, los
cromosomas homologos se emparejan unos con otros y luego se segregan en células
hijas con un Unico miembro de cada par cromosoémico. La profase | se divide en cinco
etapas: leptoteno, zigoteno, paquiteno, diploteno y diacinesis. La asociacion de los

cromosomas homaologos (sinapsis) comienza durante el zigoteno. Durante esta etapa,
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el complejo sinaptonémico se forma a lo largo de los cromosomas apareados,
manteniendo a los cromosomas homoélogos unidos en los lugares donde ocurrira el
entrecruzamiento durante el paquiteno (quiasmas). Este complejo desaparece en el
diploteno y los cromosomas se separan. La diacinesis marca el final de la profase I, en
la cual los cromosomas migran hacia la periferia del nicleo, desaparecen los quiasmas,
se forma el huso y, finalmente, se desintegra la membrana nuclear. Esta etapa da paso
a la migracion de los cromosomas a la placa ecuatorial durante la metafase (Coopery

Hausman, 2007).

Después de la citocinesis se produce la segunda division meibdtica, en la que, las
crométidas hermanas se separan dando como resultado cuatro células hijas haploides,
con una unica copia de cada cromosoma (Benitez et al, 2003; Cooper y Hausman,

2007).

En los ovocitos, el primer punto de regulacion aparece en la etapa de diploteno de la
meiosis |. Los ovocitos pueden permanecer detenidos en esta etapa durante largo
tiempo (durante la vida fetal). En este periodo de crecimiento celular, los ovocitos
acumulan gran cantidad de ARNs y proteinas, que se necesitardn en el desarrollo
embrionario temprano. Los ovocitos reanudan la meiosis en respuesta a estimulacion
hormonal. La division celular de la meiosis | es asimétrica, generando un cuerpo polar
pequefio y un ovocito de gran tamafo. La mayoria de los ovocitos de vertebrados se
vuelven a detener en la metafase I, donde permanecen hasta la fecundacion (figura
3a). La transicion a la metafase | esta controlada por el factor promotor de la maduracion

(FPM) por medio de estimulo hormonal de las gonadotrofinas. La detencion de la
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metafase Il esta dada por la regulacién del factor citostatico (FCS) formando el ovocito

secundario (Cooper y Hausman, 2007).

Fecundacién. Durante este proceso, el espermatozoide se une al receptor ZP3 (en el
cerdo, compuesto por 71% de proteinas y 9% de carbohidratos en forma de
glicoproteinas complejas) (Martin et al, 2017) de la superficie de la ZP e induce una
serie de cambios en el citoplasma del ovocito fecundado, activando y completando su
meiosis e iniciando los ciclos celulares mitéticos en el embrion temprano (Benitez et al,

2003; Cooper y Hausman, 2007).

Una sefial de la union del espermatozoide a su receptor en la membrana plasmatica del
ovocito es el aumento en el nivel de Ca?* en el citoplasma de éste, lo que se puede
deber a la hidrdlisis del fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2). Esto desencadena la
reaccion cortical, mediante la exocitosis inducida por Ca?* de vesiculas secretoras
presentes debajo de la membrana plasmaética del ovocito, impidiendo la entrada de més
de un espermatozoide, asegurando de esta manera la formacion de un embrién diploide

normal (Benitez et al, 2003; Cooper y Hausman, 2007).

Ademas, este aumento de Ca?* citosélico tras la fecundacion, también fungird como
sefalizacion para que la segunda meiosis se complete, asi como la inactivacion del
FPM, produciendo una citocinesis asimétrica, dando como resultado un segundo cuerpo
polar. El nucleo del espermatozoide se descondensa, por lo que el 6évulo fecundado
(cigoto) contiene dos nucleos haploides (pronucleos masculino y femenino). Dando

lugar a la mitosis que resulta en dos células, cada una con un genoma diploide nuevo,
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lo que da como resultado el desarrollo embrionario que dara origen a un nuevo

organismo (figura 3b) (Cooper y Hausman, 2007).

Qvulo en metatase I

(a) (b)
r
@ ‘ Espermatozoide] g| gvulo completa
. la meosis Il
Crecimiento
del oocito .
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masculino
y femenino 1 Sintesis del ADN

Finalizaciéon de

la meiosis | Cuerpo

polar

Detencién
en metafase

Figura 3. (a) Meiosis de los ovocitos en vertebrados. (b) Fecundacién y

Estimulacién hormonal l

1 Entrada en a fase M

Les cromosomas
paternos y matemos
se alinean en el huso

l

Embrion do
dos células

finalizacion de la meiosis (Tomado de Cooper y Hausman, 2007).

Il ANTECEDENTES

Desde el surgimiento de la vitrificacion en 1985 (Rall y Fahy, 1985), se han estudiado
sus efectos en diferentes especies domésticas como el raton (Somoskoi et al, 2015), el

ovino (Bogliolo et al, 2015), el bovino (Chian et al, 2004), el porcino (Cuello et al, 2008;
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Fernandez-Reyes et al, 2012; Egerszegi et al, 2013; Casillas et al, 2014), entre otros;
al igual que se han evaluado diferentes aspectos como la supervivencia (Chian et al,
2004), maduracién (Fernandez-Reyes et al, 2012; Casillas et al, 2014), fertilizacion
(Egerszegi et al, 2013) y desarrollo embrionario (Cuello et al, 2008) y a distintos niveles
estructurales como el citoesqueleto (Bogliolo et al, 2015), membrana plasmatica
(Bogliolo et al, 2015), cromatina (Somoskoi et al, 2015) y mitocondria (Somoskoi et al,
2015). Es importate sefialar que, aunque a aumentado el nimero de estudios relacionados
con la vitrificacion, particularmente en ovocitos porcinos, cada uno de estos estudios ha
implementado diversos protocolos de vitrificacién, esto debido a que el estado de
desarrollo de la célula a vitrificar han sido diferentes, como vesicula germinal (VG) y Ml|
(Cuello et al, 2008; Casillas et al, 2014). Algunas de estas diferencias entre protocolos
es el uso de soportes diferentes al Cryolock y diversas concentraciones de CPAS,
obteniendo bajas tasas de viabilidad, maduracién y DE comparados con los obtenidos
con el Cryolock y el empleo de DMSO y EG como CPAs (Shi et al, 2006; Casillas et al,

2014).

Aunque la vitrificacion es una técnica muy utilizada para la preservacion de gametos,
en ovocitos porcinos en etapa de VG y en MIl, se presentaron cambios
ultraestructurales y del citoesqueleto, por lo que solo el 7.8% de los ovocitos en VG
presentaron algun grado de desarrollo embrionario (solo 3 lograron desarrollarse hasta
morula), debido a que la inhibicidn de la polimerizacidén de F-actina impide la finalizacion
de la meiosis en ovocitos y el DE (Bogliolo et al, 2015). En bovinos, los ovocitos en Ml

expuestos a CPAs y vitrificados presentaron patrones anormales en la organizacion
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de la F- actina del citoesqueleto (Bogliolo et al, 2015). Ademas, por medio de
microscopia electronica de transmisién (MET), se observo la separacion de las células
del cimulo del complejo ovocito-células del cimulo (COC) (Wu et al, 2006) y la fractura
de lamembrana plasmatica (Zhouy Li, 2009) y de la zona pellcida, ademés de la ruptura
de las uniones comunicantes entre las células del cumulo y la interrupcion o
desaparicién de las microvellosidades, asi como la presencia de gotas de lipidos no

homogéneos rodeando grandes vacuolas (Wu et al, 2006; Zhou y Li, 2009).

Estudios en humanos mostraron que, el procedimiento disminuye el potencial de
membrana interna en ovocitos en metafase Il (Mll) y produce la reorganizacion del
citoesqueleto de actina sin presentar algin cambio significativo en la configuracién del
huso meibtico, ademas de que altera la funcion mitocondrial (Suzuki et al, 2003; Lei et
al, 2014), asi como la despolimerizacion de tubulina (Cubillos et al, 2011). La asociacion
entre los cromosomas y los microtubulos durante la mitosis, ademéas del recambio
estructural de la actina sobre los componentes de la membrana plasmatica, son

imprescindibles para la maduracion de los ovocitos (Sun et al, 2001).

La evaluacion del huso en ovocitos por medio de microscopia confocal de laser de
barrido (LSCM) mostré un alineamiento anormal de los cromosomas en la placa
ecuatorial después de ser vitrificados (79.5% frescos vs. 10.1% VG vitrificados) (Wu et
al, 2006). Otro estudio indic6 que la etapa meidtica en la que se encuentren los
ovocitos esta relacionada con las diferencias de temperatura y el tiempo de la

despolimerizacion y repolimerizacion del huso, por ejemplo, la telofase | (TI) presenta
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menos despolimerizacion de los husos a temperatura ambiente, a 4 °C y después de
la vitrificacion, a comparacion de aquellos que se encuentran en Ml y MIl (Gomes et
al, 2012). Aunado a esto, el porcentaje de ovocitos en VG y MIl con distribucion
normal de F-actina se reduce después de la vitrificacion (72.3% frescos vs. 16.9 y
37.2%, respectivamente) lo que sugiere que el dafo irreversible al citoesqueleto de
ovocitos porcinos en VG y MIl después de la vitrificacion podria ser un factor importante

que afecta la competencia durante el desarrollo (Wu et al, 2006).

La integridad de la membrana y del citoesqueleto del ovocito durante la fertilizacion
es de gran importancia, ya que en ésta se encuentran receptores de acoplamiento
para las proteinas de la membrana plasmatica del espermatozoide, sin los cuales el

reconocimiento de los gametos no seria posible (Berger et al, 2011).

Se ha reportado que la exposicién de los blastocistos porcinos a los CPAs disminuye las
tasas de supervivencia, aun sin ser vitrificados. Se observd un aumento en la
fragmentacion del ADN en los nucleos de estos embriones (Rajaei et al, 2005), con lo
gue el dafio citotoxico se puede adjudicar a la exposicion de los CPAs. Esto se puede
deber a que la citotoxicidad de estos agentes se presenta en mayor proporcion en las
células con una mayor actividad metabdlica (Lawson et al, 2011). Al contrario de lo
planteado por Rajaei y colaboradores (2005), se ha estudiado el efecto de la
vitrificacion en blastocistos humanos al quinto dia de desarrollo, en el cual no se vio
afectada la tasa de supervivencia de éstos, sin embargo, se considero la clasificacion
del huso mitético con base en su grado de dafio en normal, anormal, multipolar y

monopolar. Solo 4% de blastocistos frescos presentaron anormalidades, en
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comparacion de 22% de blastocistos vitrificados que presentaron alguna anormalidad.
Estas anormalidades del huso mitdtico estan asociadas con el retraso cromosémico o

fallo en la union (Chatzimeletiou et al, 2012).

Uno de los dafios mas frecuentes causados por la vitrificacion que se presenta en
embriones y ovocitos es el dafio por fractura, causado por el efecto mecanico de la
solidificacion de las soluciones, la temperatura critica en el que se presenta este dafio

es entre -50 y -150 °C (Moussa et al, 2014).

Il JUSTIFICACION

El progreso en la implementaciéon de la vitrificacion como método de criopreservacion
dentro de los procesos de reproduccion asistida (de animales humanos y no humanos)
ha avanzado a la par del surgimiento de nuevos estudios que proponen modificaciones
e implementaciones en los diversos protocolos, la mayoria de los estudios estan
dirigidos a la evaluacién de diferentes parametros que pueden ser modificados como
consecuencia del uso de esta técnica, como por ejemplo, las tasas de viabilidad,
maduracion, fertilizacion, desarrollo embrionario, etc., asi como, la evaluacién de dafios
ocasionados a nivel estructural (membrana plasmatica, citoesqueleto, mitocondria, etc.)

(Rajaei et al, 2005; Wu et al, 2006; Chatzimeletiou et al, 2012; Bogliolo et al, 2015).

Estos estudios han realizado las evaluaciones de manera directa en la misma etapa
celular en la que se han vitrificado (Egerszegi et al, 2013), sin embargo, aun esta poco

claro si estos efectos producidos por la vitrificacidbn seguiran presentes durante las
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siguientes etapas de desarrollo de las células, por lo que es importante evaluar el efecto
que la vitrificacion de ovocitos en VG tendra en el futuro DE temprano.Lo anterior puede
aportar informacion para ayudar a explicar algunos posibles mecanismos afectados
durante el proceso de vitrificacion de estados celulares tempranos, que puedan
comprometer la culminacion de un DE. Ademas del aporte de conocimiento que pueda
ayudar en un futuro a cubrir la necesidad de establecer protocolos de vitrificacion que
se adapten al tipo celular, asi como, a las necesidades propias de cada especie y que,

a su vez, ofrezcan mas informacion sobre la calidad de la produccion embrionaria.

V. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Cual es el efecto de la vitrificacion de ovocitos en VG en la distribuciéon de los

MF y la CR durante el DE temprano?

V. HIPOTESIS

Si la vitrificacion de ovocitos en estado de VG causa alteraciones en la distribucién de

los MF y la CR, entonces, el DE temprano se vera afectado.

VI. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general
Evaluar el efecto de la vitrificacion de ovocitos en estado de VG sobre la distribucién de

los MF y la CR en embriones para determinar su impacto en el DE temprano.
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6.20bjetivos particulares
e Determinar la viabilidad y la tasa de maduracién in vitro de los ovocitos
vitrificados en VG.
e Evaluar el efecto de la vitrificacion en la fertilizacion por FIV y el DE.

e Determinar el efecto de la vitrificacion en los MF y la CR de los embriones.

VII. DISENO EXPERIMENTAL

Las muestras de ovarios se obtuvieron de cerdas prepuberes sacrificadas en el rastro,
se transportaron al laboratorio en solucién salina de NaCl 0.15 M a 25 °C. Después
de la seleccién de los COCs, éstos se dividieron en dos grupos: a) control, ovocitos
frescos en VG a los que se les realizo la MIV y que posteriormente fueron fertilizados
mediante FIV y llevados hasta DE temprano (40 h), b) experimental, ovocitos
vitrificados en VG a los que después del calentamiento se les realizé la MIV en co-
cultivo con células del cumulo y foliculares, asi como la FIV y el DE temprano. En
ambos grupos se evalud la viabilidad por tincion con MTT, la maduracion, fertilizacién y
el DE por tinciébn de Hoechst. Se realizé el andlisis de la presencia de MF (por
inmunocitoquimica) y de CR (por tincion de Hoechst). Se realiz6 la prueba estadistica

X? de Pearson, P < 0.05 para todas las comparaciones (figura 4).
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Obtencion de ovarios

CONTROL Seleccién de COCs en VG EXPERIMENTAL
Vitrificacion
Maduracién in vitro Evaluacién de la viabilidad Maduracién in vitro
(Tincién de MTT)
Fertilizacion in vitro Fertilizacion in vitro
Desarrollo embrionario Desarrollo embrionario

Evaluacion de maduracion
(Tincién de Hoechst)

Evaluacion del desarrollo embrionario
(Tincion de Hoechst)

Evaluacion de la distribucion de MF
(Inmunocitoquimica)

Evaluacion de la cromatina
(Tincién de Hoechst)

Analisis estadistico
(Prueba X2 de Pearson, P < 0.05)

Figura 4. Disefio experimental.

VIll. MATERIAL Y METODOS

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

Aldrich Chemical Co. (EUA).
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8.1 Seleccidon de complejos ovocito-células del caimulo (COCs)

Se seleccionaron los foliculos ovaricos con diametro de 3 a 6 mm y fueron puncionados
con una jeringa hipodérmica de 10 mL y una aguja hipodérmica de 18 x 38 mm. El
liquido folicular se dej6 sedimentar durante 20 minutos (min) para obtener el paquete
celular y se realizaron dos lavados de 15 min cada uno con medio TL-HEPES-PVA 10
mM, suplementado con lactato de sodio 10 mM y 0.1% de alcohol polivinilico a pH de
7.3-7.4. Posteriormente se coloco la muestra en cajas Petri para realizar la colecta de
los COCs bajo microscopio estereoscopico, se seleccionaron los ovocitos en VG con
citoplasma uniforme y rodeados por al menos tres capas de células del cumulo

(Ducolomb et al, 2005).

8.2Maduracion in vitro (MIV)

Después de la colecta, se realizd un tren de lavado en tres cajas de Petri con 500 L de
medio TCM-199 (In vitro, México) suplementado con cisteina al 0.57 mM y 10 ng/mL de
factor de crecimiento epidérmico (EGF, por sus siglas en inglés), cada uno, cubierto con aceite
mineral. Después de los lavados, los COCs se transfirieron a una caja Petri de cuatro
pozos (Nunc, Dinamarca) con el mismo medio anteriormente mencionado, se le
adicionaron 5 pL (0.5 pg/mL) de hormona luteinizante (LH, por sus siglas en inglés) y
5 uL (0.5 pg/mL) de hormona foliculo estimulante (FSH, por sus siglas en inglés), se
incubaron a 38.5 °C con 5% de CO, y humedad a saturacion durante 44 horas (h)

(Ducolomb et al, 2005).
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8.3 Vitrificacion

En una caja Petri de cuatro pozos se agregaron 850 puL de medio base (Holding
Medium: HM por sus siglas en inglés) compuesto por medio TCM-199 suplementado
con 0.2 M de L-glutamina, 0.59% de HEPES y 0.1% de PVA en los pozos 1y 2; en el
pozo 3 se agregaron 850 pL de HM, 75 pL de DMSO al 99.5% y 75 pL de EG al 99%
para el primer medio de vitrificacion; finalmente, en el pozo 4, segundo medio de
vitrificacion, se afadieron 660 pL de medio sacarosa 0.4 M (Sucrose Medium: SM
por sus siglas en inglés), 20 pL de HM, 160 pL de DMSO y 160 uL de EG. La caja se

incub6 minimo por 2 h para equilibrar el pH (Casillas et al, 2014).

Se tranfirieron de 6 a 8 ovocitos a los pozos 1y 2 sin tiempo especifico, posteriormente,
se expusieron a la primera concentracion de CPAs del pozo 3 durante 3 min. Durante
ese tiempo, se formaron gotas de 10 pL de medio del pozo 4 para colectar los ovocitos
y ser transferidos al recipiente Cryolock, posterior a esto, se introdujo el Cryolock de
manera horizontal a un recipiente con N,L, la exposicion de los ovocitos a esta ultima
concentracion de CPAs no fue mayor a 1 min, se almacenaron los Cryolock en N,L

durante 30 min (Sanchez-Osorio et al, 2010; Casillas et al, 2014).

8.4 Calentamiento

Después de retirar los Cryolock del N,L se sumergieron verticalmente en una caja de
cuatro pozos que contenia una Unica concentracion de sacarosa al 0.4 M en medio

TCM-199, los ovocitos se expusieron a esta concentraciéon durante 5 min (Sanchez-
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Osorio et al, 2010; Casillas et al, 2014). Los ovocitos se transfirieron a una caja de
cuatro pozos con medio de MIV suplementado y con co-cultivo de 1 x 108 células de la
granulosa fresca para la MIV (Casillas et al, 2014). La viabilidad de los ovocitos se

evalué inmediatamente después del calentamiento (0 h) y de la MIV (44 h).

8.5Fertilizacién in vitro (FIV)

Después de la MIV, los ovocitos fueron denudados por accién mecénica con ayuda de
una micropipeta de 100 pL. Los ovocitos se lavaron tres veces con medio TCM-199 y
tres veces con medio amortiguado con Tris modificado (TBMm) en gotas de 500 pL
cubiertas con aceite mineral para retirar el exceso de células de la granulosa. Para la
FIV, se colocaron de 40 a 60 ovocitos en gotas de 50 uL de medio TBMm (medio de
FIV) cubiertas con aceite mineral y se incubaron a 38.5 °C con 5% de CO. y humedad

a saturacion por 1h hasta la inseminacion (Ducolomb et al, 2005).

La muestra de semen se obtuvo mediante el método de la mano enguantada, se hizo
una dilucion 1:10 con diluyente de semen de verraco (MR-A, Kubus, S.A., UE) y se
transporté al laboratorio a una temperatura de 16 °C. Posteriormente, se diluyé 5 mL
se muestra de semen en 5 mL de solucidn salina de fosfatos (PBS-Dulbecco. Gibco;
dilucion 1:1), suplementada con 0.1 % de albamina sérica bovina (BSA) fraccion V, 0.1
pg/mL (0.01%) de penicilina potasica G y 0.08 pg/mL (0.008%) de sulfato de
estreptomicina. Se centrifugé a 61 X g durante 5 min. Se tomo el sobrenadante y se
diluyé 1:1 con PBS-Dulbecco y se centrifugd a 1900 X g por 5 min. Se retird el
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sobrenadante hasta obtener Unicamente el paquete celular, éste se resuspendi6 en 10
mL de PBS-Dulbecco y se centrifugd a 1900 X g por 5 min. Nuevamente se obtuvo el
paquete celular y se resuspendié con 100 uL de TBMm. De esta Ultima suspension se
tomaron 10 pL para realizar una dilucién 1:1000 para el conteo de espermatozoides en
camara de Neubauer. Para llevar a cabo la solucion final de espermatozoides, se

realizaron las diluciones pertinentes con medio TBMm para obtener una concentracion

final de 10x10° espermatozoides/mL.

Finalmente se agregaron 50 pL de la solucion final de espermatozoides a las gotas del
medio de FIV con los ovocitos. Las células se mantuvieron en co-incubacién durante

6 h para la fertilizacion (Ducolomb et al, 2005).

Después del periodo de co-incubacion, los ovocitos se lavaron tres veces en gotas de
50 yL de medio North Carolina State University-23 (NCSU-23) (Petters y Wells, 1993)
suplementado con BSA libre de acidos grasos al 0.4%; se colocaron en gotas de 500
ML del mismo medio cubiertas con aceite mineral en cajas de cuatro pozos y se
incubaron a 38.5 °C, 5% de CO2 y humedad a saturacion durante 16 h para la
evaluacion de pronudcleos y 40 h para la evaluacion del DE temprano (Ducolomb et al,

2005).

8.6Tincion de Hoechst e inmunocitoquimica (distribucion de cromatina y

microfilamentos)
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Para la evalucion de la CR se realizo la tincion de Hoechst, la evalucion de los MF se
realizé por ensayo de inmunofluorescencia con isotiocianato de faloidina- fluoresceina

(FITC) conjugada (P5282; 1:350).

Después del periodo de incubacion de DE temprano, los embriones se transfirieron 3
veces a gotas de 500 uL de PBS-BSA para su lavado, todos los lavados se realizaron
en las mismas condiciones. En una caja de cuatro pozos, se colocaron los embriones,
se agregaron 300 yL de Hoechst y se mantuvieron a 4 °C por 45 min, posteriormente
fueron lavados. A éstos, se les agregaron 200 puL de solucion fijadora de
paraformaldehido al 4 %, se mantuvieron a 4 °C durante toda la noche para
posteriormente ser lavados. Se afadieron a los embriones 200 pyL de solucién
permeabilizante de PBS-Triton X-100 al 1 %, se mantuvieron a 4 °C por 2 h y se
lavaron. Se agregaron 200 uL de solucién bloqueadora, con 0.02 g/mL de PBS-BSA,
0.02 g/mL de leche descremada y 0.011 g/mL de glicina diluidos en PBS, se

mantuvieron por 1 h a temperatura ambiente, después de este tiempo se lavaron.

Para el marcado de MF, se agregaron 200 uL del anticuerpo conjugado de FITC-
faloidina y se mantuvieron a 4 °C por 2 h, posteriormente se transfirieron 3 veces a

gotas de 500 yL de PBS-BSA para su lavado.

El montaje se realiz6 con PBS/glicerol 9:1 en portaobjetos y fueron cubiertos con
cubreobjeto para ser sellado con esmalte de ufias transparente. En cada tiempo de
exposicion con los anticuerpos respectivos, la caja que contenia los embriones fue

cubierta con papel aluminio. Los lavados de los embriones consistieron en 3 lavados
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con solucién amortiguadora de PBS-BSA.

Las imagenes fueron obtenidas mediante microscopio confocal laser de barrido. El
analisis de la imagen confocal se realizé capturando una pila de serie Z, considerando
cuatro secciones que abarcaban todo el embrién. Las imagenes se adquirieron
secuencialmente mediante la linea de 488 nm de un laser de argon para FITC utilizado
para la visualizacién de MF (en coloracién verde) y un laser de argén-UV para DAPI
para la visualizacién de la CR (en coloracién azul). Se observaron a un aumento de
200X. La evaluacién de las imagenes se realiz6 mediante el procesador de imagen,

Image J (Abramoff, 2004).

8.7Evaluacioén de la viabilidad

La viabilidad se analiz6 con la tincion de MTT (Metil Tetrazolio). La evaluacion se
realiz6 al tiempo 0 (TO), en ovocitos en VG después de la colecta y después de la
vitrificacion; después de 44 h de la MIV (T44 MIV) y, finalmente, después de 40 h de

DE temprano (T40 DE) en ambos grupos (Casas et al, 1999).

IX. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se analizaron mediante una prueba estadistica no paramétrica de
comparacion multiple con respecto al grupo control de X?de Pearson con un nivel de

confianza P < 0.05 con el paquete estadistico NCSS.
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X. RESULTADOS

10.1 Evaluacion de la viabilidad de ovocitos y embriones tempranos

En la figura 5 se muestra el criterio de evaluacién de la viabilidad tanto de ovocitos como
de embriones, las células que presentaron una coloracion purpura se consideraron como

vivos y aquellos que carecian de dicha coloracion fueron considerados como muertos.

p

MUERTO

Figura 5. Criterios de evaluacion de la viabilidad de ovocitos. Tincién de MTT.

Microscopia estereoscOpica. 10X.

El 97% de los ovocitos en VG del grupo control estaban vivos después de la colecta
(T Oh), este porcentaje se redujo en los ovocitos después de la vitrificacion (78%). El
porcentaje de viabilidad después de la maduracion (MIV 44h) en el grupo control fue
de 89%, nuevamente, se presento un descenso en el porcentaje de ovocitos vivos en
el grupo vitrificados, 63%. Finalmente, la evaluacion se realiz0 en embriones

tempranos (DE 40h), del total de ovocitos madurados, fertilizados y llevados a
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desarrollo, se obtuvo un 94% de embriones vivos en el grupo control, comparado con
los embriones del grupo vitrificado que descendi6 al 55% de viabilidad. Ademas, se
presentd un descenso en la viabilidad conforme los tiempos de desarrollo iban
avanzando. Los grupos vitrificados de cada tiempo evaluado presentaron diferencia

significativa respecto al grupo control (figura 6).

Viabilidad

97 89 94

- %

90 4

78

® 70 6 5"; . CONTROL (N=5)
—_ |:| VITRIFICADOS (N=3)

60
nc =386
nv = 381

50

40 1] L] T L] T T

TOh MIV 44h DE 40h

* Diferencia significativa respecto al control. Prueba X2 de Pearson. P < 0.05.

Figura 6. Efecto de la vitrificacion en la viabilidad. N= nam. de réplicas, nc= num.
de células evaluadas del grupo control, nv=num. de células evaluadas del

grupo vitrificados.
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10.2 Evaluacion de la maduracion in vitro de ovocitos

En la figura 7 se presentan los criterios de evaluacion de la MIV de los ovocitos, aquellos
que presentaron VG fueron considerados inmaduros, en vias de maduracion los que se
encontraron en Ml y madurados los que estaban en MIl y presentaron el primer cuerpo

polar.

Figura 7. Criterios de evaluacion de la maduracién in vitro de ovocitos. (VG)
vesicula germinal, (MI) metafase I, (MIl) metafase Il. Cabeza de flecha: vesicula
germinal, flechas continuas: metafases, flecha punteada: cuerpo polar.

Tincién de Hoechst. Microscopia de fluorescencia. 400X.

En la figura 8 se muestran los porcentajes de MIV de los ovocitos en ambos grupos.
En el grupo control, se presentd un 79% de maduracién. Se puede observar la
disminucién en el porcentaje de maduracion de los ovocitos que fueron vitrificados
(40%). El grupo vitrificados presentdé un mayor porcentaje de ovocitos en VG
comparado con el control (56% y 11%, respectivamente), caso contrario al de los

ovocitos no vitrificados los cuales presentaron mayores porcentajes en estados de Ml
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y MII con respecto a los vitrificados (79% y 12% vs. 40% y 4%, respectivamente). Los
grupos vitrificados en cada estado de maduracion presentaron diferencia significativa

respecto al grupo control.
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* Diferencia significativa respecto al control. Prueba X? de Pearson. P < 0.05.

Figura 8. Efecto de la vitrificacion en la maduracion in vitro. N=num. de
réplicas, nc= num. de células evaluadas del grupo control, nv=num. de células

evaluadas del grupo vitrificados.

10.3 Evaluacion de la fertilizaciéon in vitro

La figura 9 muestra los criterios considerados para la evaluacion de la FIV. Los ovocitos
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con un solo pronucleo se consideraron como activados (a), aquellos que presentaron
dos pronucleos uniformes fueron considerados como cigotos monospérmicos (b)
(fertiizados de buena calidad), con mas de dos cabezas descondensadas de
espematozoides o un PN femenino y mas de dos PN masculinos se consideraron como
polispérmicos (c) (fertilizados) y la presencia de metafases se consideré6 como ovocitos

no fertilizado (d).

Activado Monospérmico

Polispérmico No Fertilizado

Figura 9. Criterio de evaluacion de la FIV. (PN) pronucleos, (CD) cabezas
descondensadas, (MF) metafase. Flechas blancas: sefialan los nucleos y/o

cromatina. Tincion de Hoechst. Microscopia confocal laser de barrido. 200X.
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El grupo de ovocitos vitrificados presenté un mayor nimero de ovocitos activados y
no fertilizados comparados con el grupo control (42% vs 27%, 20% vs 13%,
respectivamente), sin embargo, la fertilizacién polispérmica de ovocitos vitrificados
fue menor que la del grupo control (8% vs 25%). La fertilizacibn monospérmica,
considerada como el mejor parametro de fertilizacion, no tuvo diferencia significativa

entre ambos grupos (figura 10).

Fertilizacion in vitro

100 -
80
60 -
o *
BN 42 I CONTROL (N= 4)
36
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7 ] 2
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[ 1
*
20 4 13
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ACT MP PP NF

* Diferencia significativa respecto al control. Prueba X? de Pearson. P < 0.05.

Figura 10. Efecto de la vitrificacidn en la fertilizacidn in vitro. (ACT) Activados,
(MP) Monospérmicos, (PP) Polispérmicos, (NF) No fertilizados. N=nam. de
réplicas, nc= num. de células evaluadas del grupo control, nv=num. de células

evaluadas del grupo vitrificados.
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10.4 Evaluacién del desarrollo embrionario

Para la evaluacion del DE temprano (40 h) se consideraron embriones de 2-4 células

y de 6-8 células, con nucleos bien definidos (figura 11).

Figura 11. Criterio de evaluacion del DE temprano (40 h). (N) nacleo. Ay C:
DAPI, B y D: campo claro mostrando los blastémeros. Tincién de Hoechst.

Microscopia confocal laser de barrido. 200X.

Los porcentajes de DE temprano a las 40 h en ambos grupos se muestran en la figura
12. En el grupo control, se presentd un mayor porcentaje de embriones de 2-4 células
(58%). En el caso del grupo de ovocitos vitrificados el mayor porcentaje se presento

en células no divididas (63%), igualmente, hubo embriones con division de 2-4 células
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(33%). En los embriones de 6-8 células, ambos grupos presentaron la menor
proporcion (9% y 4%, respectivamente), sin diferencia significativa respecto al grupo

control.

Desarrollo embrionario temprano
100 - 63

80 - 58
*
60 - 33
e
X
° 34 I conTRrOL (N=7)
] VITRIFICADOS (N=4)
40
nc= 241
° nv= 151
20 .
=
0 T

T
2-4 cél 6-8 Cél No Div

* Diferencia significativa respecto al control. Prueba X2 de Pearson. P < 0.05.

Figura 12. Efecto de la vitrificacion en el desarrollo embrionario temprano. N=
num. de réplicas, nc=num. de células evaluadas del grupo control, nv=num. de

células evaluadas del grupo vitrificados.
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10.5 Evaluacién de la distribucién de microfilamentos en embriones

tempranos

Se consideraron tres criterios de clasificacion, embriones con actina cortical (AC),

actina disgregada (AD) y actina cortical disgregada (ACD) (figuras 13 y 14).

2 células 6 células

2 células 6 células

Figura 13. Evaluacion de microfilamentos en embriones tempranos del grupo
control. (AC) actina cortical, (AD) actina disgregada, (ACD) actina cortical
disgregada. Flechas blancas: actina cortical, estrella blanca: actina
disgregada. Tincion de FICT-faloidina. Microscopia confocal laser de barrido.

200X.
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2 células

2 células

Figura 14. Evaluacion de microfilamentos en embriones tempranos del grupo
vitrificados. (AC) actina cortical, (AD) actina disgregada, (ACD) actina cortical
disgregada. Flechas blancas: actina cortical, estrella blanca: actina
disgregada. Tincion de FICT-faloidina. Microscopia confocal laser de barrido.

200X.

La presencia de AC en los embriones da la pauta para considerar a un embrién de
buena calidad, que tiene una alta probabilidad de concluir favorablemente el DE; la
ACD se relaciona con un embrion de calidad media, es decir, un embrién con

probabilidad de concluir el desarrollo embrionario y la AD esté relacionada con la baja
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calidad embrionaria, con embriones con bajo o nulo potencial de culminar el

desarrollo embrionario.

El grupo control presenté mayor porcentaje de embriones que mostraron AC, a
diferencia del grupo de ovocitos vitrificados en el cual el mayor porcentaje de los
embriones presentaron ACD (69% y 41%, respectivamente). Otro porcentaje de
embriones control presentdé ACD (23%) y el menor porcentaje de AD (8%). EI menor
porcentaje de los embriones que se desarrollaron a partir de ovocitos vitrificados
presentaron AD seguido de la AC (31% y 28%, respectivamente). Los tres criterios
de clasificacion del grupo vitrificados fueron estadisticamente diferentes al grupo

control (figura 15).
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Distribucion de microfilamentos
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* Diferencia significativa respecto al control. Prueba X? de Pearson. P < 0.05.

Figura 15. Efecto de la vitrificacion en la distrubucién de microfilamentos en
embriones tempranos. (AC) actina cortical, (AD) actina disgregada, (ACD) actina
cortical disgregada. N=num. de réplicas, nc=nam. de células evaluadas del
grupo control, nv=num. de células evaluadas del grupo de ovocitos

vitrificados.

10.6 Evaluacion de la distribucion de cromatina en embriones tempranos

Para la evaluacion de la CR en ambos grupos se consideraron dos clasificaciones,

embriones sin dafo (SD) y embriones con dafio (CD) en la estructura de la CR. Los
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embriones SD en la CR presentaron nucleos bien definidos y con el nimero de
blastémeros correspondiente a su tiempo de division (figuras 16a, b y 17a, b), se
consideraron embriones CD en la CR a aquellos que presentaron uno o mas estructuras
de cromatina anormal (CRA) (figuras 16c, d y 17c, d) y células sin division que
presentaron estructuras de CRA (figura 17d). Los embriones SD en la CR estan
relacionados con embriones de buena calidad, con alta probabilidad de concluir
satisfactoriamente el DE, los embriones CD en la CR tienen baja o nula posibilidad de

concluir su desarrollo.

2 células 2 células

4 células 2 células
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Figura 16. Evaluacion de la cromatina en embriones tempranos del grupo
control. (SD) sin dafio, (CD) con dafio. (N) nucleo, (CRA) cromatina anormal.

Tincion de Hoechst. Microscopia confocal laser de barrido. 200X.

2 células

3 células No dividido

Figura 17. Evaluacién de la cromatina en embriones tempranos del grupo
vitrificados. (SD) sin dafio, (CD) con dafio. (N) ntcleo, (CRA) cromatina anormal,
(CED) cabeza de espermatozoide descondensada. Tincion de Hoechst.

Microscopia confocal laser de barrido. 200X.
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Figura 18. Efecto de la vitrificacién en la cromatina en embriones tempranos.

(SD) sin dafio, (CD) con dafio. N=num. de réplicas, nc= num. de células

evaluadas del grupo control, nv=num. de células evaluadas del grupo de

ovocitos vitrificados.

El grupo control presenté mayor porcentaje de embriones con CR SD, con nucleos

bien definidos. en contraste con el grupo de ovocitos vitrificados en el cual se

presentd un mayor nimero de embriones con CR CD, es decir, con una o mas

estructuras de CR dispersa e incluso sin divisibn embrionaria (77% y 59%,

respectivamente). El grupo de ovocitos vitrificados fue estadisticamente diferente

al grupo control en ambos casos (figura 18).
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2 células 2 células 6 células ACD/CD
D E F

6 células 2 células ACD/SD

Figura 19. Superposiciéon de las imagenes de los MF y la CR en embriones
tempranos. A, B, C: grupo control. D, E, F: grupo de vitrificados. (AC/SD) actina
cordical sin dafo, (AD/SD) actina disgregada sin dafio, (ACD/CD) actina cortical

disgregada con dafio, (AC/CD) actina cortical con dafio, (AD/CD) actina
disgregada con dafio, (ACD/SD) actina cortical disgregada sin dafio. En verde

los MF, en azul CR. Microscopia confocal laser de barrido. 200X.
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Xl.  DISCUSION

Desde el surgimiento de la criopreservacion, la implementacion de la vitrificacion para la
conservacion de gametos ha ido incrementando. EI gameto masculino ha sido
ampliamente estudiado por la facilidad de obtencidén y manipulacién, sin embargo, en los
altimos afos se ha considerado al gameto femenino como modelo de estudio, debido al
papel determinante que tiene en los procesos de la fertilizacion y del DE (Kopeika et al,

2015).

Debido a sus caracteristicas celulares, el gameto femenino es mas sensible a los efectos
ocasionados por la vitrificacién, por lo que han surgido diversas teorias que sefialan que
la formacion de cristales de hielo intracelular, el volumen celular minimo y la transicion
de fase de las membranas pueden ser los principales elementos responsables de la

lesion criogénica (Kopeika et al, 2015).

La implementacion de la vitrificacion requiere del uso de CPAs a altas concentraciones
y a un bajo volumen, los cuales tienen como finalidad la reduccion de la formacion de
hielo intracelular y con ello la reduccion de dafio causado por rompimiento de estructuras
celulares, mediante el aumento del grado de deshidratacion celular y el cambio de la
velocidad de enfriamiento y/o calentamiento. Estos agentes a altas concentraciones y
exposién prolongada a temperatura ambiente presentan alta toxicidad, por lo que su uso
incorrecto en protocolos de vitrificacion puede tener un efecto citotéxico mas que de

agente crioprotector, reflejandose en defectos en la morfologia, y hasta consecuencias
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determinantes e irreversibles como la pérdida de la viabilidad. Ademas, el
desplazamiento del agua del interior de la célula causado por la deshidratacién puede
ocasionar choque osmoético y un cambio perjudicial en el volumen celular. El
calentamiento es una de las etapas mas criticas durante la vitrificacion, ya que rehidrata
a la célula y elimina el crioprotector que ha permeado a la célula, por lo que, con el fin
de evitar el choque osmoético, es importante la adecuada eliminacion gradual del

crioprotector (Kopeika et al, 2015).

La congelacion y el calentamiento son procesos dinamicos que pueden tener impacto
negativo en factores fisicos como la presidbn osmotica, las fuerzas mecanicas de los
cristales de hielo y el aumento de la presién hidrostatica. Ademas, sobre factores
qguimicos como la redistribucion de los componentes ionicos, el cambio del pH, la
transicion de las proteinas, polisacaridos y acidos nucleicos, la transformacion del estado
redox, la formacion de radicales libres y los efectos especificos y no especificos de la

toxicidad de los CPAs (Kopeika et al, 2015; De Munck y Vajta, 2017).

Se han reportado multiples protocolos de vitrificacion, los cuales utilizan diversas
combinaciones de CPAs a diferentes concentraciones y tiempos de exposicion, variados
recipientes usados, en diferentes especies y estados nucleares. Por lo que es importante
unificar los protocolos de vitrificacion en cada especie, tipo y estado celular. Los CPAs
mas utilizados son el DMSO, EG, PROH, glicerol, sacarosa y trehalosa. Se sabe que el
PROH y el DMSO son los CPAs permeables mayormente toxicos y que el uso individual

de cada uno aumenta el riesgo de dafio, por lo que se ha sugerido la mezcla para reducir
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la toxicidad (Cuello et al, 2008). Estudios realizados en el grupo de trabajo han indicado
una optimizacion de la vitrificacion empleando una mezcla de EG y DMSO a diferentes
concentraciones como CPAs permeables y a la sacarosa como CPA impermeable

(Casillas et al, 2014; 2015 a).

Viabilidad celular en diferentes tiempos de evaluacion

Uno de los principales parametros afectados por la vitrificacibn es la viabilidad.
Resultados previos del grupo de trabajo (Casillas et al, 2014) presentaron mayor tasa de
viabilidad de ovocitos en los grupos control y vitrificados al T Oh (100%, 90% vs 97%
78%, respectivamente) y del grupo control de MIV 44h (98% vs 89%) que los obtenidos
en este trabajo, sin embargo, estos resultados no tienen diferencias representativas
entre ambos estudios. Esto se puede deber a que las condiciones de trabajo fueron
similares en ambos estudios, aunque es importante sefialar que esto no excluye la
presencia de variaciones que son propias del trabajo con sistemas biolégicos. Por otro
lado, el grupo vitrificados de MIV 44h presentaron la misma tasa de viabilidad en ambos

estudios (63%).

No hay antecedentes que evallen la viabilidad de embriones derivados de ovocitos
vitrificados con las mismas condiciones de este trabajo, la mayoria de los estudios toman
el porcentaje de DE para considerar el resultado de este pardmetro (Rajaei et al, 2005;
Maedomari et al, 2007; Somfai et al, 2010; Chatzimeletiou et al, 2012; Fernandez-Reyes

et al, 2012). En el presente estudio hubo un descenso en la viabilidad de los embriones
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derivados de ovocitos vitrificados de casi la mitad comparado con lo obtenido en el grupo
control (55% vs 94%; figura 6). El resultado obtenido en el grupo de ovocitos vitrificados
es relevante, ya que indica que mas de la mitad de los embriones evaluados estaban
vivos. Esto se puede deber a que, conforme avanzo el estado de desarrollo celular y con
ello el periodo de incubacion, la viabilidad en el grupo de ovocitos vitrificados fue en

descenso.

Dentro de las etapas de desarrollo celular, la de VG es muy sensible a la vitrificacion. La
alta cantidad de lipidos como fosfolipidos en la membrana plasmatica y triglicéridos en
el citoplasma, asi como el recubrimiento por las células del cimulo causan que los
ovocitos en esta etapa tengan menor permeabilidad a los CPAs (Jin et al, 2012; Casillas
et al, 2014; 2015 a). El contenido lipidico de la célula varia entre especies, presentando
la especie porcina tasas altas de triglicéridos en comparacién con otras, siendo esta
condicion uno de los motivos de la complejidad del cerdo como modelo de estudio, ya
gue esto reduce la permeabilidad celular a los CPAs. En esta misma especie, los
ovocitos maduros (en MIl) tienen mayor capacidad de supervivencia durante la
criopreservacion que los ovocitos inmaduros (en VG) (Somfai et al, 2012). Estos ultimos
son mas sensibles al proceso de enfriamiento, por lo que hay una mayor tasa de
supervivencia en aquellos ovocitos vitrificados en MIl en comparacion con los vitrificados
en VG (Egerszegi et al, 2013). Sin embargo, se ha observado que los ovocitos en VG
gue sobreviven a la vitrificacion recuperan su capacidad de desarrollo durante la MIV,
posiblemente debido a la restauracion de la competencia meidtica y a la recuperacion
de la habilidad para acumular GSH; esto sugiere la existencia de un mecanismo de

recuperacion durante la MIV, el cual, aln necesita ser esclarecido (Somfai et al, 2012).
67




Se menciona que la repercusion que este proceso pueda tener sobre la viabilidad se
puede deber a los cambios estructurales que se presentan en la membrana de los
ovocitos derivado del cambio de la temperatura de transicion de la fase lipidica (Somfai

et al, 2012).

Maduracion in vitro de ovocitos inmaduros vitrificados

En el presente estudio se obtuvo un descenso en las tasas de MIV en el grupo de
ovocitos vitrificados comparado con el grupo control (40% vs 79%; figura 8). Somfai y
colaboradores (2010), reportan un 77% de MIV en el grupo control y 22% en ovocitos
vitrificados mediante el método SSV (Solid Surface Vitrification). Estos datos muestran
que la técnica de vitrificacibn implementada en nuesto estudio presenta mejores
resultados para la MIV, ademas, de que la técnica de maduracién establecida en el grupo
de trabajo presenta tasas de maduracién comparables con otros estudios realizados.
Casillas y colaboradores (2014) y Fernandez-Reyes y colaboradores (2012) reportaron
tasas de MIV inferiores en los controles a lo obtenido en este estudio (70% y 61%,
respectivamente), sin embargo, Casillas presenta un porcentaje mayor de MIV derivado
de ovocitos vitrificados a lo que se obtuvo en este estudio (49% vs 40%). Asi mismo,
Egerszegi y colaboradores (2013) mencionan una tasa de MIV de ovocitos vitrificados
muy similar a lo obtenido en su grupo control (75.5% vs 77.7%), sin embargo, el protocolo
de MIV utilizado es diferente al implementado en este estudio (solucién base de NCSU-
37, suplementado con fluido folicular porcino), lo cual puede atribuirse a la recuperacion

de la competencia en la maduracion.
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Las células del cimulo participan en la maduracién nuclear de los ovocitos de mamifero.
Durante la maduracion, las células del cumulo se expanden como resultado de las
uniones comunicantes con el ovocito y, presumiblemente, debido a la produccion de
factores secretado por los ovocitos y viceversa. Se hace refererencia a la relacion de los
niveles de glutation (GSH) citoplasmico sintetizado por las células del camulo intactas
con la eficiencia de la maduracion de los ovocitos, la fertilizacion y el desarrollo
embrionario, mediante la transferencia de este compuesto al citoplasma del ovocito

(Maedomari et al, 2007).

Uno de los efectos ocasionados por la vitrificacion es el desplazamiento de las
mitocondrias y vesiculas del area pericortical al citoplasma mas profundo (se explica mas
adelante), esto puede comprometer la respuesta fisiolégica de Ca?* afectando la
activacion del ovocito, ademas, participa en la reaccion cortical para bloquear el acceso
de varios espermatozoides al ovocito e interviene en la activacion del metabolismo de
este y en la reanudacion de la meiosis (Gualtieri et al, 2011; Egerszegi et al, 2013). Por
otro lado, también se ha relacionado la disrupcion de la reanudacion meidtica con
rompimientos de doble cadena del ADN en ovocitos inmaduros de humanos, con esto
se enfatiza la importancia de la integridad del ADN para la correcta culminacion de la

maduracién (Coticchio et al, 2015 a).

Fertilizacion in vitro derivado de ovocitos inmaduros vitrificados

Los elementos del citoesqueleto regulan varios eventos durante la fertilizacion en
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ovocitos de mamiferos, como la penetracion de los espermatozoides y la extrusion del
segundo cuerpo polar. Egerszegi y colaboradores (2013) observaron que los cigotos
derivados de ovocitos vitrificados en MIl presentaban una capacidad reducida para
extruir el segundo cuerpo polar comparado con los ovocitos vitrificados en VG, ésto lo
relacionan con la alta frecuencia de dafio en los MT del huso y MF ocasionados por la
vitrificacidén, ademas, de que se ven comprometidos por el poco tiempo que tienen para
realizar la reparacion del dafio que puedan tener después de la vitrificacion. Los ovocitos
vitrificados en VG, presentaban una frecuencia de fertilizacion monospérmica similar a
la del grupo control, ya que estos ovocitos tenian la capacidad de formar el pronucleo
masculino después de la penetracibn del espermatozoide. Esto coincide con los
resultados obtenidos en el presente estudio, en el cual la tasa de fertilizacién
monospérmica no presento diferencias significativas entre el grupo control y vitrificados
(36% vs 30%; figura 10), siendo el Unico pardmetro que no se vio modificado por la
vitrificacién. Esto sugiere que nuestro protocolo de vitrificacion no altera la competencia
de los ovocitos porcinos para facilitar la penetracion de los espermatozoides y lograr una

fertilizacion monospérmica adecuada, aunque no reduce la polispermia.

Un efecto contrario se present6 en la activacion, ya que hubo un aumento significativo
en la tasa de activacion en el grupo vitrificados comparado a los del grupo control (42%
vs 27%; figura 10). Esta activacion partenogénica ocurrida antes de la penetracion de
los espermatozoides puede estar causada por el procedimiento de vitrificacion debido a
la alteracion o dafio de los organelos que regulan el Ca?*, las mitocondrias y el reticulo
endoplasmatico. Esto puede deberse a dos procesos, por el choque osmético causado

por el cambio de temperatura y/o por la degeneracién de los MF de actina cortical
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(Gualtieri et al, 2011; Egerszegi et al, 2013).

La exocitosis de los granulos corticales (GC) se desencadena fisiologicamente por
elevaciones transitorias de Ca?* en respuesta a la fusién del espermatozoide
ocasionando el endurecimiento de la ZP. En ovocitos de ratén, el ProH, DMSO y EG
causan elevaciones de la concentracion de Ca?* intracelular, asi como endurecimiento
de la ZP y, en ovocitos de humanos, el ProH y DMSO induce exocitosis por GC (Gualtieri
et al, 2011). Por lo que es posible que el uso de diferentes CPAs y/o la baja temperatura
pueda inducir microvacuolizacién, exocitosis de GC, hinchamiento de vesiculas, dafio
mitocondrial y desplazamiento hacia el interior de organelos pericorticales, y dado que
estos estan involucrados en la generacion de Ca?* transitorio en la fertilizacion, se
compromete la capacidad de los ovocitos criopreservados para elevar correctamente la
concentracion de Ca?* intracelular, ocasionando un endurecimiento temprano de la ZP,
gue tiene como resultado la disminucion de la polispermia (Egerszegi et al, 2013). Esto
coincide con los resultados obtenidos, ya que se present6é una disminucién significativa
de polispermia en aquellos ovocitos que fueron vitrificados comparados con el grupo
control (8% vs 25%; figura 10). Todos los organelos mencionados, desempefian un papel
clave en la concentracion transitoria de Ca?* intracelular durante la fertilizacion, que
puede ejercer efectos a largo plazo en el DE pre y post implantacional (Gualtieri et al,

2011)
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Desarrollo embrionario temprano derivado de ovocitos inmaduros vitrificados

La etapa temprana del DE (desde 2 hasta 8 blastomeros) es considerada la etapa mas
critica, ya que son células totipotenciales, ya que cuentan con el potencial para
diferenciarse en células embrionarias o extraembrionarias, con capacidad para formar
un nuevo organismo. Por lo que, de existir algun tipo de dafio durante el desarrollo del
ovocito, éste debe ser reparado para evitar la replicacion y transmision del defecto al
nuevo organismo, o de lo contrario llevar a la muerte celular. La transmision de defectos
en el embridn tiende a la replicacion, ya que el ciclo celular de embriones tempranos
consiste en la alternancia de fases S y M con puntos de restriccion, por lo que el dafio al
ADN se replica rapidamente. Se menciona que, de lograr el DE temprano pasar esta
etapa, el embrion tiene méas posibilidad de culminar su desarrollo hasta blastocisto

(Martin et al, 2017).

A las 40 h posteriores a la fertilizacion se considera como DE temprano, en este tiempo
se espera un mayor numero de embriones con 2-4 blastbmeros, sin embargo, un
pequefio numero de ellos puede presentar de 4-8 blastobmeros. En los resultados
presentados en la figura 12, se puede observar que el grupo control presentd una mayor
tasa de embriones con divisiones de 2-4 células, comparado con el grupo vitrificados en
el cual se present6é una disminucion significativa de embriones en esta etapa (58% vs
33%, respectivamente). Algunos embriones mostraron de 6-8 blastomeros en ambos
grupos, sin diferencia significativa entre ellos (9% y 4%), ademas, un alto porcentaje de

ovocitos vitrificados no presentd division celular, o que indica que la vitrificacion de
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ovocitos en VG afecto el desarrollo embrionario temprano.

Los resultados obtenidos fueron superiores a los reportados por Wu (2006) y Fernandez-
Reyes (2012), los cuales tuvieron tasas bajas de desarrollo embrionario temprano en
porcinos en sus grupos control (53.3% y 25%, respectivamente) y, en vitrificados por Wu
(2006) (8%). Somfai y colaboradores (2010), presentaron tasas similares de la primera
division en los grupos vitrificados y control a los obtenidos en este estudio (34.4% y 69%,
respectivamente). Es importante sefialar que los estudios mencionados utilizaron
protocolos de vitrificacion y MIV diferentes a los utilizados en este estudio, como
diferentes tipos y concentraciones de CPAs (PROH), diferentes recipientes (SOPS,
Cryotop, BES) y diferentes métodos de vitrificacion (superficie sdlida), asi como la
adicién de compuestos a los medios de MIV (como suero fetal bovino), a lo que se puede

deber la diferencia en los resultados.

La sefializacion de Ca?* en la activacion de los ovocitos controla eventos tanto tempranos
como tardios del desarrollo embrionario como la exocitosis de los GC, la reanudacion
del ciclo celular y la entrada a la primera division mitética, ademas, el reclutamiento de
ARNmM materno, asi como, la capacidad de los blastocistos para implantarse o
desarrollarse después de la implantacion (Gualtieri et al, 2011). La pausa del flujo de
Ca?* intracelular coincide con la activacién del ciclo de reparacién del ADN y con la
regulacion “rio arriba” de maquinaria de proteccion, con lo que se aseguran las
condiciones optimas del cigoto para la embriogénesis (Martin et al, 2017). Como se

menciono, algunos CPAs (ProH, DMSO y EG) utilizados durante la vitrificacion, causan
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elevaciones de la concentraciéon de Ca?* intracelular, con lo que este ciclo de reparacion
de dafio no se podria llevar acabo, ésto puede proporcionar una posible explicacién de
porqué el DE temprano de ovocitos vitrificados se ve comprometido. La disposicion de
la F-actina cortical determina la distribucion de organelos implicados en las ocilasiones
de Ca?*intracelular (como mitocondrias, reticulo endoplasmico y GC), por lo que su

disgregacion, podria causar alteraciones en las concentraciones de Ca?* intracelular.

La culminacion exitosa del DE hasta blastocisto depende de varias caracteristicas del
ovocito, tales como la competencia funcional del huso meiotico y otros elementos del
citoesqueleto para asegurar el nUumero normal de cromosomas en el cigoto. Ademas de
los efectos ocasionados por la criolesion, la probabilidad de generar embriones normales
a partir de ovocitos porcinos vitrificados se reduce aun mas por su alta sensibilidad al
estrés oxidante, comudn en los sistemas de produccion embrionaria porcina debido a los
periodos largos de incubaciéon y a la manipulacién (Egerszegi et al, 2013), ademas, del
dafio ocasionado a organelos como la mitocodria, clave en la regulacion del estrés

oxidante (Lei et al, 2014).

Distribucién de microfilamentos en embriones tempranos derivados de ovocitos

vitrificados

La actina es un componente esencial del citoesqueleto que cumple funciones como la
migracion y division celular y la regulacion de la expresion génica, procesos

fundamentales para el DE, ademas, los MT y MF reordenan a los organelos involucrados
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en la fertilizacion, como en la extrusién del segundo cuerpo polar, al igual que en la
reorganizacion del reticulo endoplasmico liso para la generacion de Ca?* intracelular
durante la activacion del ovocito (Chankitisakul et al, 2010; Bunnell et al, 2011; Gualtieri
et al, 2011; Egerszegi et al, 2013). Los MF estan implicados en la inmovilizacién de las
mitocondrias en la corteza celular o en sitios de alta utilizacién de ATP. Se ha reportado
el desplazamiento de mitocondrias y vesiculas del &rea pericortical al citoplasma mas
alejado de la superficie como consecuencia del desarreglo de MT y MF provocado por
la vitrificacion, lo que puede comprometer la respuesta fisiolégica de Ca?* (Gualtieri et
al, 2011). Las funciones mencionadas se deben a la capacidad de la actina de
polimerizarse y formar filamentos (F-actina) que pueden ensamblarse y desmontarse
rapidamente de acuerdo con las necesidades de la célula (Benitez et al, 2003; Bunnell

et al, 2011; Misu et al, 2017).

En los ovocitos maduros de mamiferos, la distribucion cortical de la F-actina se encuentra
polarizada, lo cual se evidencia por una protuberancia cerca del eje de la metafase (MII)
y una sefial menos intensa en el dominio cortical opuesto, ademas, se encuentra actina
citoplasmatica en ellos. En el caso de los ovocitos en VG, la actina cortical no aparece
polarizada. Esto indica que, durante la maduracién, la actina debe realizar una
reestructuracion para su polimerizacién (Coticchio et al, 2014; 2015 b). Hay estudios
donde evaluaron el efecto de la vitrificacion de ovocitos sobre el citoesqueleto, se
observd una interrumpcion en la red de MF corticales, asi como despolimerizacién y
desorganizacion de los MT del huso, lo que llevé a la dispersién cromosémica; ademas,
no se presentaron diferencias significativas entre los ovocitos que fueron expuestos

unicamente a CPAs y aquellos que pasaron por todo el proceso de vitrificacién, por lo
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gue el dafio se adjudico principalmente a los CPAs (Rojas et al, 2004; Chatzimeletiou et

al, 2012).

Lo anterior da una pauta para explicar el posible mecanismo de dafio derivado de la
vitrificacion de ovocitos en VG, los cuales presentaron diferencias significativamente
mayores en el numero de embriones tempranos con algun tipo de disgregacion en la
actina (AD o ACD) comparado con el grupo control (31% vs 8%, 41% vs 23%,
respectivamente; figura 15), esto puede deberse a que la vitrificacion impidio la
polimerizacion correcta de la G-actina, la cual se vié reflejada en una disgregacion de la
actina en el citoplasma y/o la interrupcion de la actina en la zona cortical. En el grupo de
ovocitos vitrificados hubo una alta tasa de células no divididas, lo que esta relacionado
a la falta de mecanismos de reparacion de dafio en estos ovocitos. Los blastomeros que
lograron alcanzar el DE temprano, un bajo porcentaje de ellos presentd actina cortical
(distribucién considerada en embriones de buena calidad; figura 14) comparada con el
grupo control (28% vs 69%; figura 15), otro porcentaje de ellos tenian comprometida la

polimerizacién de la actina (AD y ACD; figura 14).

La actina nuclear es aquella que esta presente en los nlcleos y esta involucrada en una
serie de procesos nucleares, incluida la regulacién transcripcional y la remodelacién de
la cromatina. La polimerizacion de esta actina afecta la transcripcion y tiene un papel
importante en la activacion de genes fuertemente silenciados en células somaticas para
la reprogramacion transcripcional, por lo que se considera que la actina nuclear también

esta implicada en el desarrollo embrionario (Baarlink et al, 2017; Misu et al, 2017).
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Distribucién de la cromatina en embriones tempranos derivados de ovocitos vitrificados

Se ha descrito un aumento en la fragmentacion del ADN en embriones que fueron
vitrificados, esto se adjudicé como resultado de la exposicion a los CPAs (Rajaei et al,
2005). Ademas, se menciona que la citotoxicidad de estos agentes se presenta en mayor
proporcion en las células que realizan una mayor actividad metabélica, como es el caso
de los ovocitos en VG y embriones (Lawson et al, 2011). Se sefiala que los CPAs
interrumpen la red de MF corticales, causando despolimerizacion y desorganizacion de
los MT del huso, lo que lleva a la dispersibn cromosomica que puede desencadenar

aneuploidias en el DE (Rojas et al, 2004; Chatzimeletiou et al, 2012).

Se sabe que la criopreservacion puede causar dafio a las membranas, ocasionando el
descenso del metabolismo celular y modificando los procesos bioenergéticos de la célula
por dafio mitocondrial. Sin embargo, no se conoce bien el efecto que este proceso pueda
tener sobre la integridad funcional del material genético, en especial, en las células
gaméticas (Albertini y Olsen, 2013; Kopeika et al, 2015). La fertilizacion y la capacidad
de division celular después de la vitrificacion pueden verse modificadas negativamente
cuando el ADN, las nucleoproteinas (principalmente histonas) y el ADNm fueron

afectados por este proceso (Kopeika et al, 2015).

El ADN es susceptible a una variedad de compuestos quimicos y de agentes fisicos que
pueden causar alteraciones en su conformacién, como consecuencia de errores

producidos durante la replicacién, la recombinacién y la reparacion. Varios factores
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fisicos y quimicos que fluctian durante el proceso de criopreservacion tienen un efecto
potencial sobre la estructura del ADN. Por ejemplo, el estrés hiperosmético puede
causarle dafo o inhibir su reparacioén lo cual puede producir aberraciones cromosoémicas.
Las alteraciones celulares y moleculares asociadas a este tipo de estrés que son
producidas durante los ciclos de deshidratacion-rehidratacion de ovocitos y/o por los
CPAs, pueden afectar la arquitectura molecular del huso meiético y de la CR. Esto puede
deberse a la perturbacion de la distribucion y la funcionalidad de componentes
citoplasmicos como los MT y los MF que interactian con las mitocondrias. Ademas, los
MF estan implicados en la movilizacién de éstas hacia la corteza celular o a sitios de alta
utilizacion de ATP. La despolimerizacion y desorganizacion de estos dos componentes
del citoesqueleto impediran la externalizacion del huso meiético hacia la zona cortical y

la alineacion de los cromosomas sobre el eje ecuatorial (Gualtieri et al, 2011).

La inhibicion de la cinasa dependiente de ciclina 2 (CDK) desempefia un papel central
en el arresto del ciclo celular inducido por dafio en el ADN y en su reparacion. Los
embriones tratados con inhibidores de CDK2 mostraron una escision retrasada e

inhibicion en el desarrollo antes de la etapa de blastocisto (Wang y Kim, 2016).

Para que se realicen los procesos que requieren acceso al ADN, la estructura de la CR
debe modificarse. Los principales objetivos en el proceso de remodelaciéon son los
nucleosomas. Estos cambios en la CR son el resultado de dos actividades: las enzimas
modificadoras de histonas, que alteran las colas de histonas postraduccionalmente, y los

complejos de remodelacién de CR dependientes de ATP, que utilizan la energia para
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cambiar los contactos ADN-histona e inducir deslizamiento o acumulacién de ADN en
los nucleosomas (Ostlund Farrants, 2008). Los MF estan implicados en la represion
transcripcional, la replicacién, la recombinacion, la reparacién del ADN y la inmovilizacién
de las mitocondrias en la corteza celular y en sitios de alta utilizacion de ATP (Gualtieri
et al, 2011). Sin embargo, una produccion reducida de ATP en ovocitos humanos
vitrificados se puede adjudicar a la despolimerizacion de MF, provocando falla en el
sistema de reparacion del ADN, llevando a desarreglos en la CR (Manipalviratn et al,
2011). Respecto al presente estudio, este mecanismo puede ayudar a entender el alto
porcentaje de embriones derivados de ovocitos vitrificados que presentaron algun tipo
de dafio en la CR (CD; figura 17), el cual fue significativamente mayor a lo obtenido en
el grupo control (59% vs 23%; figura 18). Caso contrario a los embriones de este ultimo
grupo, los cuales posiblemente presentaron un mecanismo integro en la maquinaria de
reparacion de dafio al ADN, que se vio reflejado en una alta tasa de estos sin algun tipo
de dafio en la CR (SD) comparado a los del grupo vitrificados (77% vs 41%; figura 18),
ésto puede estar ligado a la integridad de la AC y a las altas tasas de DE temprano.
Debido a lo mencionado anteriormente, los mecanismos sugeridos son resultado de la
accion coordinada de todas las estructuras evaluadas en este estudio, por lo que, el
reflejo del efecto de una estructura no puede ser desligada del funcionamiento de la otra,

ya que forman parte de la misma maquinaria celular.

Es importante sefialar que los estudios reportados en la literatura, mencionados
anteriormente, han realizado la evaluacion del efecto de la vitrificacion en ovocitos en
VG y MII, cigotos y blastocistos en la misma etapa de desarrollo en la que se han

vitrificado, ademas, los estudios de vitrificacion en cigotos o blastocistos miden el papel
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de los MF, MT y CR en cuanto al éxito que se tenga en la fertilizaciéon y en la produccién
embrionaria, y no en la distribucion de estas estructuras en el DE temprano (Rojas et al,
2004; Wu et al, 2006; Somfai et al, 2010; Egerszegi et al, 2013; Wan-Hafizah et al, 2015).
Por lo que, aun es necesario ampliar los conocimientos en cuanto a los posibles efectos
de la vitrificacion en etapas tempranas y la progresién que estos tendran a largo plazo.
Ya que es posible que los parametros morfométricos del citoesqueleto y la CR puedan

ser utilizados como biomarcadores de la calidad de los embriones tempranos.

Xll.  CONCLUSION

La vitrificacion de ovocitos porcinos en etapa de VG causé una disminucion en las tasas
de viabilidad celular, de la MIV y del DE temprano. Sin embargo, la fertilizacion
monospérmica no se alterd, siendo el Unico parametro que no se vio afectado por la
vitrificacion.

La vitrificacion también afectd la distribucion de la AC en embriones de desarrollo
temprano, por lo que, en términos de la distribucion de esta estructura, se obtuvo un
menor nimero de embriones considerados de buena calidad con posibilidad de llegar al
término de su desarrollo. Ademas, el dafio de la distribucion de la AC influyé en el
desarreglo en la compactacion de la CR en los embriones causando el retraso o
supresion del desarrollo de estos, ya que aquellos que se vieron afectados no lograron
superar el dafio para continuar con el desarrollo. Sin embargo, se requieren mas estudios
gue evallen el efecto de la vitrificacion de ovocitos en VG sobre los MT de embriones

tempranos.
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Xlll.  PERSPECTIVAS

» Evaluar la viabilidad celular en la FIV (16 h) para analizar la correlacion entre el
descenso de la viabilidad con la etapa de desarrollo celular y el tiempo de
incubacion.

» Evaluar el efecto de la vitrificacion de ovocitos en VG sobre los MT en embriones
de desarrollo temprano, para determinar si existe una relacion entre la distribucion
de los MT con el estado de la CR y de los MF. Ademas de evaluar el efecto de los
MT con la calidad del DE.

» Implementar el uso de marcadores que revelen la presencia de roturas de ADN
de doble cadena y de la activacion de una respuesta de reparacion del ADN
(YH2AX 'y Rad51, respectivamente), para abundar sobre el tipo de dafio ocurrido

en el ADN.
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