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RESUMEN

Introduccion: La mayoria de los estudios cuyo objetivo es evaluar las tasas de
recuperacion y desarrollo post-vitrificacion de ovocitos porcinos han reportado mejores
tasas cuando estos son criopreservados en estados embrionarios, pero no asi en ovocitos
inmaduros. Por esta razon, para mejorar los protocolos de la vitrificacion de ovocitos
inmaduros, se ha evaluado el uso de diferentes tipos y concentraciones de
crioprotectores, recipientes, y tiempos de incubacion, pero muy pocos han evaluado cual
técnica de fertilizacion permite incrementar las tasas de produccioén de blastocistos en
ovocitos vitrificados. El objetivo de esta tesis fue evaluar el desarrollo embrionario hasta
el estado de blastocisto a partir de ovocitos inmaduros vitrificados madurados con un
sistema de co-cultivo con células de la granulosa y fertilizados por fertilizacion in vitro
(FIV), inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) e inyeccion fisiologica
intracitoplasmatica de espermatozoides (PICSI). Asi como, evaluar si la seleccion
espermatica con acido hialurénico (AH) o con polivinilpirrolidona (PVP) antes de la
inyeccion intracitoplasmatica participan en forma importante en el incremento de las

tasas de fertilizacion y produccion de blastocistos.

Resultados: Los espermatozoides seleccionados con AH-PICSI mostraron un mayor
porcentaje de espermatozoides vivos/reaccionados en comparacion con el control y los
expuestos a la PVP. Altas tasas de espermatozoides muertos/reaccionados se obtuvieron
después de la exposicion a la PVP en comparacion con el control y el AH. En ovocitos,
la viabilidad disminuy6 significativamente en el control de ovocitos denudados (DO) y
en ovocitos vitrificados. Ademds, la maduracion disminuy6 significativamente en el

control DO. En cuanto a los pardmetros de fertilizacion, la FIV mostré mayores
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porcentajes de monospermia en comparacion con la ICSI y la PICSI. Sin embargo, los
resultados demostraron que la fertilizacion con PICSI incrementd la formacioén de
blastocistos en los grupos control complejo ovocito-células del cimulo (COCs), control
ovocitos denudados co-cultivados con células de la granulosa (DO-GC) y ovocitos

vitrificados en comparacion con la FIV e ICSI.

Conclusion: Para lograr altas tasas de formacion de blastocitos a partir de ovocitos
vitrificados en etapa de vesicula germinal (VG), se recomienda que el espermatozoide se
seleccione antes de ser inyectado al ovocito con AH en lugar de la PVP, debido a que se
obtienen mayores tasas de viabilidad y reaccion acrosomal. Ademas, la fertilizacion por
PICSI es el mejor método para producir mayores tasas de blastocistos en comparacion

con los procedimientos de FIV e ICSI.
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ABSTRACT

Background: Most studies carried out to evaluate porcine oocyte recovery and
development after vitrification, have reported better rates when cryopreserved in
embryonic development stages or in zygotes, but not in immature oocytes. For this
reason, many studies have been performed to improve immature oocyte vitrification
protocols testing the use of different cryoprotectant concentrations, cooling devices, and
incubation times, but only a few of them have evaluated which fertilization procedure
enhances blastocyst rates in vitrified oocytes. Therefore, this study was aimed to
evaluate the embryo developmental ability and blastocyst production of porcine
immature oocytes retrieved after vitrification-warming and matured with a granulose
cell co-culture system, using different fertilization techniques: in vitro fertilization
(IVF), intracytoplasmic sperm injection (ICSI) and physiological intracytoplasmic
sperm injection (PICSI), as well as to evaluate if the sperm selection with hyaluronic
acid (HA) or polyvinylpyrrolidone (PVP) before injection could play a key role

increasing fertilization and blastocyst formation.

Results: Sperm selected with HA-PICSI displayed a higher percentage of live/acrosome
reacted status as compared to those in control (non-exposed oocytes) and exposed to
PVP. Higher dead/acrosome reacted rates were obtained after PVP exposure compared
to control and HA. In oocytes, viability was significantly decreased after in vitro
maturation (IVM) in control denuded oocytes (DO) and vitrified oocytes. Besides,
maturation significantly decreased in control DO. Regarding fertilization parameters,
IVF showed higher percentages of monospermy than those obtained by ICSI and PICSI.

However, results demonstrate that PICSI fertilization increased the blastocysts formation
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rate in control cumulus-oocyte complexes (COCs), control denuded oocytes cultured

with granulosa cells (DO-GC) and vitrified oocytes compared to those by IVF and ICSI.

Conclusions: To achieve high blastocyst formation rates from vitrified germinal vesicle
(GV) oocytes, it is recommended that sperm should be selected with HA instead of PVP
before injection since high viability and acrosome reaction rates are obtained. Also,
PICSI fertilization is the best method to produce higher blastocyst rates than the IVF and

ICSI procedures.
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LISTA DE ABREVIATURAS

AH= Acido hialurénico

BC= Cavidad del blastocisto

BSA= Albiimina sérica bovina

CC= C¢lulas del cumulo

COCs= Complejo ovocito-células del camulo
DE= Desarrollo embrionario

DO= Ovocitos denudados

DO-GC= Ovocitos denudados co-cultivados
con células de la granulosa

DPBS= Solucioén buffer salina de fosfatos de
Dulbeco

EG= Etilénglicol

EGF= Factor de crecimiento epidérmico
FBS= Suero fetal bovino

FITC-PNA= Isotiocianato de fluoresceina
conjugado con aglutinina de mani

FIV= Fertilizacion in vitro

FSH= Hormona foliculo estimulante
GAGs= Glicosaminoglicanos
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IVC= Cultivo in vitro
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M/RA= Muertos reaccionados

M= Morula

Me,SO= Dimetilsulfoxido

MI= Metafase I

MII= Metafase 11

MIV= Maduracion in vitro

MTT= bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazol

N= Nucleo

PBs= Cuerpos polares

pFF= Fluido folicular porcino

PICSI= Inyeccion fisiologica
intracitoplasmatica de espermatozoides
PN= Pronticleo

PV A= Alcohol polivinilico

PVP= Polivinilpirrolidona

RVG= Rompimiento de vesicula germinal
SD= Desviacion estandar

TB= Trofoblasto

TRA= Técnicas de reproduccion asistida
V/NRA= Vivos no reaccionados

V/RA= Vivos reaccionados

VG= Vesicula germinal

ZP= Zona peltcida




1. INTRODUCCION

1.1 Criopreservacion de ovocitos inmaduros porcinos

En el 4rea de la reproduccion animal asistida, se han generado bancos de donaciéon y
mejoramiento genético animal mediante la creacion de técnicas de criopreservacion de
gametos, lo que ha dado como resultado el mejoramiento de las técnicas de reproduccion
asistida (TRA), tanto en humanos como en especies domésticas (Rojas et al., 2004;
Mullen et al., 2012). Las técnicas de criopreservacion se han aplicado en diferentes
niveles de organizacion desde organismos, 6rganos, tejidos y células (Katkov., 2012).
Sin embargo, la preservacion de gametos ha representado un mayor reto debido a su alta

sensibilidad a las bajas temperaturas (Tabla 1) (Mazur et al., 2008).

Tabla 1. Avances de la criopreservacion de gametos en diferentes especies y niveles
de organizacion®.

Especie Ovocitos Embriones Espermatozoides Tejido ovarico Tejido testicular
Raton A==E AR A==E e A

Rata + -+ ++ ++ ++

Cerdo 4F 4 Sis 4 4
Primates + ++ ++ 0 ++

Peces 0 0 +++ 0 0

++++ Buena; +++ Aceptable; ++ Regular; + Pobre; 0 Nula. *Modificada de Mazur et al., 2008.

En términos de preservacion, la criopreservacion se clasifica en: congelacion y
vitrificacion por inmersion en nitrégeno liquido (N:L). A su vez, la congelacion se
subclasifica en: congelacion lenta y congelacion ultra-rapida por inmersion en N,L. La

congelacion y la vitrificacion son metodologias fundamentales para la criobiologia, sin
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embargo, su fundamento, efectividad y aplicacion en los diferentes estados de desarrollo
han mostrado resultados variables. Mejores porcentajes de recuperacion se han obtenido
cuando se criopreservan embriones en comparacidon con ovocitos, generando la
necesidad de realizar més estudios para determinar los efectos de la vitrificacion en

estado inmaduro (Casillas et al., 2015b).

1.1.2 Vitrificacion

La vitrificacion consiste en la rapida inmersion de ovocitos o embriones en N,L, previa
exposicion a altas concentraciones de crioprotectores. De esta manera, el tiempo de
vitrificacion es de segundos, mientras que durante la congelacion lenta el procedimiento
puede durar hasta 2 h. Las altas tasas de enfriamiento durante la vitrificaciéon son de
20,000 °C/min, impidiendo la formacion de cristales de hielo y por lo tanto dafios

morfologicos en las células (Rojas et al., 2004).

El proceso de vitrificacion consiste en transformar a la célula a un estado solido vitreo,
evitando la formacion de cristales de hielo. Esta técnica se ha utilizado como una
alternativa al uso de la congelacion lenta y, a diferencia de ésta ultima, requiere del uso
de altas concentraciones de crioprotectores y de altas tasas de enfriamiento-
calentamiento para convertir el agua intracelular en un estado vitreo. Los incrementos de
las tasas de enfriamiento estan directamente relacionados con el proceso de
deshidratacion celular antes de la vitrificacion (efecto realizado por los crioprotectores),
ademds de la seleccion del recipiente con bajos volimenes (<0.1 pL). Durante la

criopreservacion de ovocitos o embriones se parte de una célula cuyo mayor componente
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es el agua, por lo que se podria considerar que se tiene un estado liquido inicial. Este
estado requiere una pseudotransicion al estado vitreo, es decir, llegar a un punto
intermedio entre un estado liquido y un estado solido. A este fendmeno se le conoce
como transicion vitrea (Katkov., 2012). Para lograrlo se requiere de sustancias capaces
de disminuir el punto de congelacion para evitar el proceso de cristalizacion y
solidificacion. El punto de congelacion se alcanza cuando hay una disminucion de la
energia cinética a medida que la temperatura disminuye. Por ejemplo, la temperatura de
congelacion del agua pura es a 0 °C; sin embargo, si a ésta se le afiaden sales, el punto de
congelacion disminuye a los -2 °C. Durante el proceso de vitrificacion, se afiaden a las
células sustancias con funcidon anticongelante, las cuales incrementan su punto de

congelacion impidiendo que se formen cristales de hielo.

Desde la década de los 80’s, la vitrificacién ha demostrado ser superior a la congelacion
lenta en ovocitos de diferentes especies: humanos (Imesch et al., 2013), bovinos (Zhou et
al., 2010), ovinos (Ferndndez-Reyes et al., 2012), porcinos (Garrieta et al., 2013; Casillas
et al.,, 2014), y equinos (Canesin et al., 2018). Aun cuando se han reportado buenos
avances con el empleo de la vitrificacion, se siguen realizando diversos estudios para
mejorar las condiciones del procedimiento, tomando en cuenta las caracteristicas de cada
especie. Por ejemplo, en el modelo porcino se ha observado un mayor porcentaje lipidico
intracelular, lo cual disminuye la permeabilidad de los crioprotectores a través de la
membrana plasmatica, afectando a las células post-vitrificacion en comparacion con

otras especies de importancia econdmica.

Pégina1 6




Desde el afio de 1962, todos los trabajos reportados con el uso de la vitrificacion en
gametos fueron insatisfactorios debido a los altos porcentajes de dafio causados por el
proceso de calentamiento dafiando principalmente la funcidon mitocondrial en ovocitos
(Katkov., 2012). No fue sino hasta 1985 que se obtuvo el primer éxito de la vitrificacion
en embriones de ratdon en estado de 8 células, los cuales conservaron su viabilidad y
capacidad de desarrollo después del calentamiento (Rall y Fahy., 1985). Posteriormente,
en 1999 se logrd el primer nacimiento de un ser humano a partir de ovocitos maduros

vitrificados (Kuleshova et al., 1999).

Algunas de las ventajas de la vitrificacion son: 1) disminucion de la formacion de
cristales de hielo, 2) rapidez en el procedimiento de vitrificacion y calentamiento
(eliminacion de la concentracion de crioprotectores, incremento de temperatura y
rehidratacion celular) , 3) tasas de enfriamiento desde los 15,000 hasta 30,000 °C/min, 4)
disminucién del dafio osmético por la reduccion de altas concentraciones de sales, 5)
reduccion del tiempo del proceso total de criopreservacion de 2 h a 10 min, y 6) no
requiere de equipos programables altamente costosos (Liebermann et al., 2002). Las
principales desventajas son: 1) el uso de altas concentraciones de crioprotectores, los
cuales pueden ser altamente toxicos (Somfai et al.,, 2012) y 2) el contacto directo o
almacenamiento con N,;L, ya que se ha reportado que es posible que exista
contaminacion por bacterias y virus, los cuales pueden sobrevivir a la temperatura de -
196 °C. Por ello, se han propuesto dos métodos de esterilizacion: el uso de filtros de
ceramica (Cobo et al., 2011) y la exposicion del N,L a luz ultravioleta (Parmegiani et al.,

2010). A pesar de las desventajas que esta técnica presenta, en la actualidad su
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aplicacion y eficiencia han mostrado ser superiores a la congelaciéon lenta en la
criopreservacion de ovocitos inmaduros (Casillas et al., 2014; Casillas et al., 2015),

cigotos, embriones en divisiones tempranas y blastocistos (Al-Azawi et al., 2013).

1.1.3 Congelacion lenta

La primera técnica de criopreservacion desarrollada fue la congelacion lenta hace
aproximadamente 45 afnos. Un estudio realizado en raton demostré que es posible
recuperar ovocitos después del proceso de congelacion (Whittingham., 1971). Esta
técnica consiste en la exposicion de los gametos a bajas concentraciones de
crioprotectores y al descenso gradual de la temperatura. La congelacion lenta es también
conocida como congelacion de equilibrio, debido a que el intercambio de fluidos entre
los espacios intra y extracelulares se llevan a cabo de forma gradual y equilibrada
(Valojerdi et al., 2009). Inicialmente las células son expuestas a temperaturas de -5 a -7
°C durante varios minutos, esto se conoce como fase de equilibrio. Posteriormente se da
inicio al congelamiento extracelular entre los -30 a -65 °C y finalmente el material
biologico es almacenado en N,L a -196 °C (Saragusty y Arav., 2011). Durante la
congelacion lenta, las bajas tasas de enfriamiento (3 °C/min) podrian afectar la

viabilidad mientras que el ovocito permanece metabolicamente activo (Jain et al., 2006).

La congelacion lenta se ha aplicado principalmente en la criopreservacion de ovocitos
maduros, reportandose el primer nacimiento humano en el afio de 1986 (Chen., 1986).
Una de las ventajas mas importantes de esta técnica es el uso de bajas concentraciones de

crioprotectores, disminuyéndose el dafio osmotico y toxico en las células. Sin embargo,
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esto no ha sido suficiente para disminuir la formacion de cristales de hielo intracelular,
debido a que durante el descenso gradual de la temperatura que inicia desde los 37 °C o
38.5 °C (dependiendo de la especie) hasta llegar a los -196 °C y finalmente regresar a la
temperatura inicial después de la descongelacion, se produce una pérdida en la viabilidad
celular de hasta un 40% en espermatozoides y mayor al 65% en ovocitos. En
comparacion con la vitrificacion, la viabilidad de los ovocitos se ve mayormente
afectada cuando éstos solo son congelados. Otras desventajas de esta técnica son la
duracion del procedimiento, que es de varias horas, y de que se requiere de equipo
programable altamente costoso para congelacion. Debido a lo anterior, la mayor parte de
los estudios se han enfocado a incrementar la eficiencia de este procedimiento y a buscar
alternativas de criopreservacion, como el uso de la vitrificacion, siendo esta Ultima
técnica la que actualmente ha presentado los mejores resultados en la criopreservacion de

ovocitos y embriones (Al-Hasani et al., 2007; Balaban et al., 2008).

1.1.4 Modelo porcino

La especie porcina desde su domesticacion hace 7000-9000 afios, ha sido histéricamente
importante como una fuente de alimento para el humano. A su vez, en la década de los 50’s
se inici6 como un posible modelo de estudio en investigacion biomédica. Algunos de los
acontecimientos mas importantes son el aislamiento de células madre embrionarias en los
90’s, la clonacion de cerdos en el 2000, asi como el proyecto del genoma porcino en el
2012 (Gutierrez et al., 2015). Lo anterior se ha logrado con el conocimiento de que el cerdo
posee caracteristicas anatomicas y fisiologicas similares al humano (Kobayashi et al.,

2012). Por ejemplo, los sistemas digestivo, inmune y reproductivo son muy similares y han
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permitido la realizacion de estudios a nivel cardiovascular, del sistema inmune, metabdlico,
toxicologico y reproductivo (Swindle et al., 2012), cuyos hallazgos han tenido aplicacion
en humanos. Por ejemplo, el tratamiento clinico de la infeccion causada por Chlamydia y el

uso clinico de la insulina extraida de pancreas porcino.

El cerdo doméstico, por su tamafio (150-350 Kg), en comparacion con especiales animales
como la rata, el raton y el conejo, entre otras, es un modelo de dificil manejo para ser
utilizado en investigacion. Sin embargo, el uso de razas pequefias conocidas como "mini” o
“micro pigs”, han sido un importante avance en la investigaciéon de xenotransplantes. Es
importante resaltar que una de las razas mas utilizadas para fines de investigacion en
Estados Unidos de América es la Yucatdn, también conocida como el cerdo pelon
mexicano. Esta raza tiene la caracteristica de tener un peso de 70 Kg, facilitando su uso en
laboratorio (Gutiérrez-Ruiz et al., 2012). Los principales estudios que se han realizado

usando el cerdo Yucatan han tenido un enfoque como modelo cardiovascular y metabolico.

Como se menciond anteriormente, el cerdo presenta similitudes anatomo-fisioldgicas con el
humano en diversos aspectos, uno de ellos el reproductivo, el cudl es el de mayor interés en
este trabajo. Sin embargo, a nivel del ovocito, existen diferencias entre las dos especies. La
mas importante en términos de vitrificacion consiste en que los ovocitos de las cerdas
poseen un mayor contenido lipidico intracelular en comparacion con los de la mujer, lo cual
afecta la permeabilidad de la membrana a los crioprotectores. Por lo anterior, se eligi6 al
modelo porcino para el estudio de los efectos de la vitrificacion de ovocitos ya que ha sido
importante en el desarrollo de las TRA en humanos, asi como en mejora genética y

produccion animal.
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1.2 Factores importantes para la vitrificacion

En el procedimiento de vitrificacion, los factores més importantes a considerar son: el
uso de sustancias crioprotectoras, el estado nuclear de la célula, los tiempos de
exposicion a crioprotectores e incubacion y los recipientes para su almacenamiento.
Aunque se han logrado avances en la creacion de técnicas de vitrificacion especie-
especificas, los resultados no han sido los esperados. Se han reportado bajas tasas de
viabilidad, maduracion, fertilizacion y desarrollo embrionario (DE) (5-15%) en
diferentes especies como porcinos (Rojas et al., 2004; Somfai et al., 2010; Fasano et al.,
2012) y ovinos (Fernandez-Reyes., 2012). Sin embargo, ya se han reportado nacimientos
a partir de ovocitos vitrificados en otros estados de maduracidon, principalmente en
metafase Il y en embriones en estado de blastocisto en especies como los bovinos
(Vieira et al., 2002), murinos (Aono et al., 2005), y humanos (Kim y Hong, 2011). Hasta
el momento, s6lo un trabajo ha reportado el nacimiento de crias vivas a partir de
ovocitos inmaduros vitrificados en vesicula germinal (VG) en la especie porcina (Somfai

etal., 2014).

1.2.1 Estado nuclear

Para la vitrificacion, el estado nuclear del ovocito es el factor de éxito mas importante.
La vitrificacion de ovocitos inmaduros, maduros y embriones se ha realizado en
diferentes especies y se ha reportado que los ovocitos inmaduros son mas sensibles a las
bajas temperaturas que los maduros o embriones (Somfai et al., 2012). Esto se debe a
los cambios estructurales que sufre la membrana de los ovocitos en estado de VG

durante la maduracion. Ademas, se ha reportado que los ovocitos inmaduros porcinos
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son mas dificiles de ser criopreservados en comparacion con los de otras especies debido
a su alto contenido lipidico y disminuida permeabilidad (McEvoy et al., 2000). Los
ovocitos al tener un alto contenido lipidico impiden que los crioprotectores puedan
difundirse por todo el citoplasma protegiendo a todos los organelos. En ocasiones, los
crioprotectores Unicamente logran ocupar un 30% del citoplasma sin alcanzar su papel
de proteccion, causando que al momento de vitrificar a las células se formen cristales de

hielo y se comprometa su viabilidad.

Otro aspecto importante es que la vitrificacion de ovocitos en etapa de VG en todos los
protocolos se realiza conservando las células del ciimulo, debido a que estas células son
indispensables para los procesos de arresto y reanudacion meiotica. Sin embargo, en la
especie porcina, las células del cimulo y el contenido lipidico del ovocito disminuyen la
permeabilidad de los crioprotectores durante los procesos de vitrificacion-calentamiento,
dando como resultado bajas tasas de viabilidad y maduracion (Agca et al., 1998). Debido
a lo anterior, se han implementado técnicas para reducir el contenido de lipidos en el
porcino por des-lipidacion mecénica, polarizacion de las gotas lipidicas citoplasmicas
por centrifugaciéon y la eliminaciéon parcial de los lipidos por micromanipulacion
(Fernandez-Reyes et al., 2012; Hochi et al., 2001; Vajta., 2000) incrementando las tasas
de recuperacion de los ovocitos. Esto sugiere que las bajas tasas de viabilidad pueden
deberse a una insuficiente permeabilidad de los crioprotectores. Aunque hay estudios
que indican que la presencia de las células del cumulo es esencial para proteger a los
ovocitos contra el dafio inducido por el procedimiento de vitrificaciéon en comparacion

con la vitrificacion de ovocitos denudados (sin células del cimulo), la vitrificacion de
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complejos ovocitos-células del cimulo (COCs) reduce la viabilidad de las células del
cimulo conservando sélo en algunos casos la viabilidad del ovocito (Casillas et al.,
2015). Esto es importante debido a que las células del cumulo establecen uniones
comunicantes con el ovocito para el intercambio de moléculas como: AMPc, iones,
piruvato, entre otros, requeridos para la adquisicion de su funcion mitocondrial,
maduracion y capacidad fecundante. Por ello, mantener la viabilidad de las células del
cimulo, es un factor clave para la maduracion de ovocitos vitrificados en estado de VG.
El uso de un sistema de co-cultivo ha permitido preservar la integridad de las células del
cimulo y ha permitido incrementar la maduracion, la fertilizacion y el DE en ovocitos

denudados vitrificados en etapa de VG (Casillas et al., 2014).

1.2.2 Sustancias crioprotectoras

Una de las principales consideraciones para efectuar un proceso de criopreservacion
exitoso es la seleccion adecuada de sustancias crioprotectoras. Su principal funcién
consiste en proteger a las células del dafio que puede ser generado durante la congelacion
lenta o la vitrificaciéon, ya que durante el proceso de la criopreservacion, los
crioprotectores estan en contacto con las células para el intercambio intra y extracelular

del agua, provocando su deshidratacion.

Las sustancias crioprotectoras, de acuerdo a su permeabilidad celular, se clasifican en:
permeables o intracelulares e impermeables o extracelulares. Los crioprotectores
intracelulares tienen un bajo peso molecular y alta miscibilidad en agua, lo que les

permite una alta capacidad de difusion a través de la membrana plasmatica. Las
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principales sustancias que ejercen este efecto son el dimetilsulfoxido (DMSO),
etilenglicol (EG), propanediol y glicerol. Su mecanismo de accidon consiste en disminuir
el punto de congelacion e interactuar con la membrana plasmatica para prevenir una alta
concentracion de electrolitos. Ademas, los crioprotectores intracelulares pueden formar
puentes de hidrégeno con el agua intracelular, impidiendo la formacion de cristales de

hielo.

Los crioprotectores extracelulares son sustancias de alto peso molecular que
comunmente son utilizados junto con los intracelulares para ejercer los efectos de
deshidratacion durante la vitrificacion y re-hidratacion celular en el calentamiento. Otra
de sus funciones consiste en incrementar la osmolaridad en el espacio extracelular, para
reducir la formacién de cristales de hielo. También se ha reportado que impiden el
choque osmoético durante el calentamiento. El choque osmoético es un fendémeno que
ocurre cuando la presion osmoética del compartimiento intracelular es mayor que la del
espacio extracelular, la cual ocurre como resultado de la deshidratacion (Figura 1)
(Mazur., 2004). Las sustancias utilizadas para ejercer este efecto son azicares, tanto
disacaridos como la sacarosa y trehalosa como monosacaridos como la glucosa. Sin
embargo, otras sustancias como la polivinilpirrolidona (PVP) se han utilizado en los

procedimientos de vitrificacion
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Figura 1. Papel de los crioprotectores intracelulares y extracelulares durante la
vitrificacion.

}

Los crioprotectores intracelulares permiten la salida de moléculas de agua intracelular, lo que permite la
deshidratacion celular e incorporacion de los crioprotectores dentro de la célula. Los crioprotectores
extracelulares ejercen presion osmotica en el espacio extracelular, lo que permite que nuevamente la célula se
deshidrate, sacando a los crioprotectores y reincorporando las moléculas de agua para regresar al estado
inicial. CPA= agentes crioprotectores.

A diferencia de la congelacion lenta, durante la vitrificacion se requieren altas
concentraciones de crioprotectores (Fahy et al., 1984). Esto ha sido estudiado y se han
reportado diferentes maneras de reducir la concentracion de los crioprotectores. Una de
las principales estrategias es el uso de la combinacion de crioprotectores. La mezcla de
DMSO y EG parece ser la mas utilizada en los protocolos de vitrificacion, debido a que
se han reportado altas tasas de viabilidad debido a la disminucién de su toxicidad e
incremento en la permeabilidad (Fahy et al., 2004; Casillas et al., 2014). También se ha
reportado que, en bovinos, durante la criopreservacion de ovocitos inmaduros, con el

empleo Unicamente de EG, las tasas de maduracion son de 28%, mientras que con el uso
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de la mezcla de EG y DMSO se obtienen tasas de 41% (Figura 2) (Mahmoud et al.,

2010).

Célula inical

S s PO
® ®

congelacién
-5°C
O
A2
: Célula en medio de
vitrificacion
Formacion de
cristales de hielo
| -196°C | 196°C |
+ + + + A
t @
T4
+ + ¢
Dano celular por cristales Célula intacta

extracelulares
Figura 2. Procesos de vitrificacion y congelacion lenta en la formacion de cristales
de hielo.
1.2.3 Permeabilidad y toxicidad de los crioprotectores
Un factor determinante en el éxito de la criopreservacion depende de los diferentes
estados de desarrollo de los ovocitos; inmaduros, maduros y en estado embrionario, ya
que la permeabilidad a los crioprotectores es menor en los ovocitos. Esto se ha
relacionado con el volumen celular y el contenido lipidico. Se ha reportado que en los
ovocitos inmaduros hay un menor espacio intracelular para la difusiéon de los

crioprotectores debido a su alto contenido lipidico citoplasmatico, especialmente en las
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especies porcina y bovina (McEvoy et al., 2000). A su vez, el espacio intracelular es
mayor en los estados embrionarios avanzados permitiendo mayores tasas de viabilidad
en comparacion con estados tempranos de division y ovocitos. Ademas de las diferencias
entre los estados de desarrollo, también existen diferencias entre especies que

determinan la resistencia a la criopreservacion en los diversos estados (Tabla 2).

Tabla 2. Resistencia a la criopreservacion entre especies, estados meidticos de ovocitos
y de desarrollo embrionario (Casillas et al., 2015b).

Especie Estado de desarrollo Estado de desarrollo
altamente resistente menos resistente
Humano Blastocisto Ovocitos inmaduros y
maduros
Bovino Moérula, blastocisto Ovocitos inmaduros
temprano y blastocisto
expandido
Ovino Morula, blastocisto Ovocitos inmaduros
temprano y blastocisto
expandido
Porcino Cigoto y blastocisto Ovocitos inmaduros,
maduros, morulas y
blastocistos eclosionados
Equino Blastocisto Ovocitos inmaduros

Debido a lo antes mencionado, las tasas de viabilidad variaran en los diferentes estados
de desarrollo. En los ovocitos inmaduros, maduros y probablemente en los embriones de
2 a 4 células, el agua y los crioprotectores podrian atravesar lentamente la membrana
plasmatica por difusion simple, mientras que, en morulas y blastocistos, el agua, glicerol,
EG y DMSO son transportados rapidamente por difusion facilitada a través de la bicapa
lipidica. Por lo tanto, la via de difusion de los crioprotectores juega un papel importante
en el éxito de la criopreservacion en los diferentes estados de desarrollo (Casillas et al.,

2015b).
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Los crioprotectores pueden incrementar su toxicidad a medida que su concentracion
incrementa. La toxicidad celular se refiere a la habilidad que presentan ciertos quimicos
para destruir células vivas. El uso de un compuesto citotoxico induce que las células se
sometan a dos tipos de muerte: apoptosis o necrosis. En el organismo integro, el EG se
metaboliza principalmente en el higado produciendo &cido glicdlico, lo cual provoca un
estado metabolico de acidosis. Este dcido puede ser metabolizado a 4cido oxalico, el cual
precipita con el calcio formando cristales de oxalato de calcio en muchos tejidos,
principalmente en el rindn. También se conoce que el EG puede provocar irritacion
gastrointestinal y edema pulmonar. Sin embargo, a nivel celular la toxicidad esta
relacionada con la membrana celular (Best, 2015).

La toxicidad en la membrana celular es un tipo de dafo, frecuentemente asociado con el
DMSO. La membrana celular consta de una bicapa de lipidos con grupos hidrofilicos
con cabezas polares en las superficies exteriores e interiores y con cadenas de &cidos
grasos hidrofobicos en medio de la membrana. El DMSO puede atravesar la membrana
por difusion simple y puede alojarse alrededor de las cabezas polares de los lipidos que
forman las membranas (Figura 3) (Gurtovenko y Anwar., 2007). También, puede
difundirse y provocar liberacion de calcio del reticulo endopldsmico, asi como llegar
directamente a nucleo y promover dafio al ADN (Best, 2015). Se ha reportado que el
DMSO en ovocitos y embriones produce dafio mitocondrial, estrés oxidante y apoptosis
en células expuestas a altas concentraciones >15% (Min-Hee et al., 2017). Sin embargo,

los mecanismos de accion del EG y el DMSO aun no son ampliamente conocidos.
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Figura 3. Efecto del uso de diferentes concentraciones de DMSO en la membrana
plasmatica. Los lipidos se muestran en color verde, el agua en rojo y el DMSO en
amarillo (Tomada de Gurtovenko y Anwar., 2007).

1.2.4 Recipientes

Se han disefiado diferentes tipos de recipientes para permitir que los ovocitos o
embriones estén expuestos a menores concentraciones de crioprotectores y alcancen una
mayor tasa de enfriamiento seguida de su rdpida inmersion en N,L. Algunos de los
recipientes utilizados en congelacion lenta son pajillas Cryostraws (0.5-1 mL) (Lassalle
et al., 1985), sistema de pajillas abiertas (SOPS) (0.25 mL) y pajillas abiertas (OPS) (0.5
mL) (Vajta., 2000) y para vitrificacion, Cryoloop (<1 pL) (Lane et al., 1999), pajillas
SOPS (0.25 mL) (Vajta., 2000), Cryotip (25 pL) (Kuwayama et al., 2005), Cryotop
(<0.1 pL) (Kuwayama., 2007), pajilla biselada BES (0.25 mL) (Fernandez-Reyes et al.,
2012), superficie solida (<1 pL) (Somfai et al., 2014) y Cryolock (<0.1 puL) (Figura 4)
(Casillas et al., 2014). Ademés de una adecuada seleccién de crioprotectores, el
recipiente es un factor esencial durante la criopreservacion. Sistemas abiertos y cerrados

han generado controversias importantes. En la criopreservacion de embriones de
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humano, un requisito es el uso de sistemas cerrados debido a que se debe eliminar el
contacto con N,L por la posibilidad de contaminacion. Sin embargo, al comparar la
eficiencia de los recipientes abiertos contra los cerrados, se han reportado nacimientos
utilizando recipientes abiertos en humanos (Antinori et al., 2007), asi como en especies

domésticas (Somfai et al., 2014).

Figura 4. Recipiente Cryolock utilizado para la criopreservacion de ovocitos
inmaduros en este trabajo.

1.3 Ovogénesis en la mujer y en la cerda

La ovogénesis tiene lugar en el ovario y consiste en la diferenciacion y maduracion del
ovocito. En la mayoria de los animales domésticos el desarrollo de las ovogonias y
ovocitos se lleva a cabo drante la primera mitad de la gestacion. En la cerda, la
ovogénesis se extiende hasta las primeras semanas después del nacimiento (24 a 25 dias
después del nacimiento). Ademas, la transformacion de ovogonias a ovocitos es mas
larga en cerdas que en otras especies (Black y Erickson., 1968). La transformacion de
una ovogonia puede ocurrir completamente hasta aproximadamente 30 dias posteriores

al nacimiento. En los mamiferos, la ovogénesis inicia aproximadamente tres semanas
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después de la fertilizacion; las células germinales primordiales (CGP) migran a través de
movimientos ameboides desde el intestino hasta la cresta genital, aun indiferenciada
dividiéndose en esta area mitoticamente. Estas células contintan proliferando para
mantener el “pool” de CGP mientras que otras se diferencian en ovogonias alcanzando
en la octava semana de gestacion alrededor de 600 mil ovogonias en la mujer. Entre las
semanas 16-18 de gestacion se da inicio a la formacion folicular y las ovogonias son
rodeadas por células somadticas epiteliales dando origen al foliculo primordial. En este
momento la ovogonia cesa su actividad mitotica y entra en la meiosis. Una vez iniciado
este proceso de division celular, las ovogonias dan origen al ovocito primario, el cual
permanece arrestado en la profase I de la meiosis I. Durante el quinto mes de gestacion
en el humano, el ovario fetal posee el maximo nimero de ovocitos (8 millones
aproximadamente). Sin embargo, al nacimiento este numero disminuye
significativamente a un milléon, quedando menos de 500 mil en la pubertad (Tabla 3)
(Palma et al., 2012), de los cuales, aproximadamente 500 creceran y madurardn hasta

formar ovocitos para su fertilizacion.
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Tabla 3. Proceso de desarrollo y factores de regulacion durante la ovogénesis y

foliculogénesis en mamiferos.

ESTADO DE DESARROLLO

FACTORES DE REGULACION

OVOGONIA
- Proliferacion por mitosis

OVOCITO PRIMARIO EN PROFASE |
- Preleptoteno
- Leptoteno:
Inicio del apareamiento de los cromosomas homoélogos
- Zigoteno:
Sinapsis
- Paquiteno:
Entrecruzamiento cromosoémico
Recombinacion
Reparacion del ADN
- Diploteno:
Arresto meiodtico

FOLICULO PRIMARIO
- Capa de células de la granulosa cuboidales

FOLICULO SECUNDARIO
- Foliculogénesis
- Proliferacion de células de la granulosa
- Formacion de células de la teca

FOLICULO ANTRAL O DE GRAAF
- Formacién del antro
- Formacion de foliculos pre-ovulatorios y cuerpos lateos

EXPANSION DE LAS CELULAS DEL CUMULO
REANUDACION MEIOTICA
OVULACION

MADURACION Y FERTILIZACION DEL OVOCITO

AMPc

Activinas y AMH
Activinas, Inhibinas y AMH

GDF-9, BMP-15

Inhibinas, AMH, AMPc
Receptores de FSH y LH
Senalizacion de LH, PGE2
MPF

LH (Mujer) E, (Cerda)

2+
Ca

AMH= Hormona anti-miilleriana; GDF= Factor de crecimiento y diferenciacion; BMP-
15= Proteina morfogenética de hueso; PGE 2= Prostaglandina E; MPF= Factor promotor

meiobtico.
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1.3.1 Detencion y reanudacion meidtica

Durante la gestacion, los ovocitos quedan detenidos en etapa de VG (inmaduros) debido
a las células foliculares, especificamente las del cimulo, que son las responsables del
mecanismo de detencidon meiotica a través de la produccion y liberacion de moléculas
como el AMPc. Las sefales de inhibicion de las células foliculares pueden transmitirse
al ovocito por las uniones comunicantes (Betancourt et al., 2003). Durante el arresto
meiodtico, las células foliculares proveen un ambiente con altos niveles de AMPc y sélo
cuando los niveles de AMPc disminuyen, las uniones comunicantes se cierran,
inactivdndose la protein-cinasa dependiente de AMPc (PKA) que a su vez activa la
desfosforilacion del factor promotor de la maduracion, el cual promueve la reanudacion
meidtica (Figura 5). En la pubertad incrementan los niveles de la hormona LH producida
por la activacion del eje hipotaldmico-hipofisiario-gonadal, lo cual promueve en las
células foliculares la reanudacion de la meiosis. La disminucion de los niveles de AMPc
en el ovocito se lleva a cabo por la fosforilacion de la conexina 43 y la activacion de la

fosfodiesterasa 3 A (PDE3A) (Zhang et al., 2009).
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Figura 5. Arresto y reanudacion meidtica en el ovocito de mamifero.

1.3.2 Papel de las células de la granulosa

Durante la foliculogénesis ocurre la diferenciacion y actividad de las células foliculares
de las cuales existen dos tipos: las células de la teca y las de la granulosa.

Las células de la teca tienen una funcidn esteroidogénica especifica, estimulada por la
hormona LH. Estas células son capaces de sintetizar andrégenos, principalmente
testosterona y androstenediona a partir del colesterol. Ademas de tener actividad
esteroidogénica, las células de la teca participan en la reanudacion de la meiosis para la

maduracion del ovocito. En el foliculo ovarico, ademas de las células de la teca, existen
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las células de la granulosa, las cuales se subdividen en tres tipos: cimulo o corona
radiata, antrales y murales. Cada tipo de célula presenta funciones diferentes, las del
cimulo, son las mas proximas al ovocito y son las encargadas de mantener el arresto
meiodtico a través de las proyecciones de uniones GAP con el ovocito, asi como de
intervenir en el proceso de fertilizacion. Estas células presentan receptores de LH y FSH,
jugando un papel importante en la pubertad para promover el mecanismo de reanudacion
meidtica. Las células del cumulo no tienen funcion esteroidogénica, por lo que las
granulosas antrales y murales son las que van a promover la aromatizaciéon de los
andrégenos para sintetizar estrogenos, requeridos para la maduracion del ovocito.

Por otro lado, las células de la granulosa producen activinas e inhibinas encargandose de

la activacion o inhibicion de la sintesis de FSH (Sdnchez y Smitz, 2012).

1.3.3 Células del cuimulo en la maduracion y fertilizacion

En algunas especies de mamiferos como el cerdo y el humano, las células del camulo
son esenciales para llevar a cabo la fertilizacion in vitro (FIV), debido a que promueven
la reaccion acrosomal (Yanagimachi., 1994).

Las células del cumulo secretan 4cido hialurénico (AH) y permiten el reconocimiento
espermatozoide-ovocito para la fertilizacion. Un incremento en la actividad de estas
células en cuanto a la produccion de grandes cantidades de AH es una sefial in vitro de la
expansion celular (mucificacion) y por lo tanto maduracion del ovocito. En el ovocito
maduro, las células del caimulo promueven durante el reconocimiento espermatozoide-
ovocito, la activacion enzimatica de la hialuronidasa acrosomal espermatica para

degradar la barrera del ciimulo y permitir la entrada del espermatozoide al ovocito. In
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vivo, los espermatozoides capacitados entran en contacto con las células del cimulo y
logran atravesar esta barrera gracias a la motilidad espermatica y a la presencia de la
proteina PH-20. El dominio N-terminal de esta molécula, tiene actividad de
hialuronidasa y tiene un papel importante tanto en la penetracion del ciimulo como en la
union a la zona pelacida (ZP). Sin embargo, posteriormente se demostrd que la proteina
Hyal5 con actividad hiasa es la que permite la penetracion a través de la barrera del
cimulo mediante la digestion de la matriz del acido hialuronico (Coy y Céanovas., 2008).
Por ello, el papel del AH es importante durante la fertilizacion in vivo e in vitro.

Las hiasas en los mamiferos constituyen una familia de 6 enzimas que catalizan la
ruptura del AH en el ovocito y que también estdn implicadas en la unién a la ZP.
Anteriormente se creia que la PH-20 era la Unica hialuronidasa implicada en la
penetracion espermatica a través de la barrera del caimulo. Sin embargo, en el humano y
en el raton se han logrado identificar al menos 6 genes que codifican para las enzimas:
HYALI1, HYAL2 y HYAL3 en el cromosoma 21 (humano), Hyal4, PH-20/SPAM1 y
HYALPI en el cromosoma 31 (humano). En el raton: Hya/l, Hya/2 y Hay/3, Hya/4, ph-
20, Hya y/p1 y Hya/s.

Las hiasas PH-20 y Hya/5 estan ancladas a la membrana acrosomal o plasmatica de los
espermatozoides. La PH-20 se localiza principalmente en la membrana plasmatica de los
espermatozoides con acrosoma intacto, mientras que Hay/5 se localiza tanto en la
membrana plasmatica (60% del total) como en la membrana acrosomal (40%). Esto
explica el papel de ambas hiasas tanto en la degradacion del ciimulo como en la

penetracion de la ZP (Nuiez y Caballero., 2014). Aunque se conoce que la proteina PH-
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30, también llamada fertilina, es una de las principales moléculas responsables de la
unién de las membranas del espermatozoide y del ovocito.

El AH, no so6lo es producido por las células de la granulosa, también se encuentra en
altas concentraciones en el oviducto, el cual podria tener una influencia positiva en
mantener la viabilidad espermatica mientras los gametos logran llegar al sitio de la

fertilizacion (Byeong-Gyun et al., 2001).

1.3.4 Uniones GAP

El crecimiento del ovocito en los mamiferos, depende de la funcionalidad de las células
foliculares que lo rodean. Las células de la granulosa proveen al ovocito nutrientes
esenciales para las etapas posteriores como la maduracion, la fertilizacion y el DE, por lo
que las interacciones entre el ovocito y las células de la granulosa permiten el desarrollo
y crecimiento del ovocito, asi como su maduracién. La interacciéon o comunicacion del
gameto con las células de la granulosa se da a través de las uniones GAP (Senbon.,
2003). Estas uniones consisten en arreglos de canales intercelulares los cuales permiten
el intercambio de compuestos por difusion pasiva de moléculas menores a 1 kDa como:
los iones, los azucares, los segundos mensajeros y el agua (Sohl., 2004). Las uniones
GAP son hemi-canales también llamados conexones, cada uno de ellos esta constituido

por seis subunidades proteicas transmembranales llamadas conexinas (Santiquet., 2013).

Las uniones GAP son de gran importancia, debido a que estdn involucradas en los
procesos de arresto y reanudacion meidtica. Estas uniones permiten una comunicacion

directa por la que el AMPc entra al ovocito, inhibiendo la fosfodiesterasa A,
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manteniendo los niveles altos del AMPc intracelular y por lo tanto el arresto meiotico.
Para la reanudacion, la activacion del receptor de LH en las células de la granulosa,
reduce el fluyjo de AMPc causando el cierre de las uniones GAP, promoviéndose la
reanudacion meiotica (Norris., 2010). Por lo anterior, cualquier dafio en estas estructuras
podria comprometer la maduracion del ovocito, entonces, es importante poder

determinar si la criopreservacion ejerce algiin efecto en las uniones GAP.

1.4 Fecundacion

Durante la fecundacion, los gametos se reconocen y fusionan sus membranas para
desarrollar un nuevo individuo diploide con la informacién genética de ambos
progenitores. El espermatozoide formado en los tubulos seminiferos del testiculo sufre
modificaciones durante su paso por el epididimo (maduraciéon) y el oviducto
(capacitacion). Una vez en el oviducto, en la zona ampular istmica, los gametos se
encuentran para establecer contacto. El espermatozoide se encuentra inicialmente con las
células del cimulo y las degrada enzimaticamente por accion de la enzima hialuronidasa.
Posteriormente, las glicoproteinas de la ZP se unen al receptor ZP3 lo que estimula la
reaccion acrosomal, liberandose enzimas como la tripsina y la acrosina. Esto permite el
paso del espermatozoide por esta zona y la fusion de ambos gametos, seguida de la
entrada del espermatozoide al ovocito. Esta serie de eventos desencadena la reaccion
cortical para el bloqueo natural de la polispermia y asegurar que soélo un espermatozoide
haya fecundado. Una sefial importante, originada por la entrada del espermatozoide es el
incremento de Ca’' intracelular, lo que favorece la reaccidon cortical, asi como la

descondensacion del pronucleo masculino. De esta manera se asegura que el embrion a
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desarrollarse sea diploide. A su vez, el incremento de Ca*" permite la terminacion de la
meiosis, asi, el ovocito fecundado se denomina cigoto, con ambos nucleos haploides o
pronucleos, cada uno proveniente de cada progenitor. Ambos proniicleos migran al
centro del citoplasma para que el cigoto diploide inicie la mitosis para formar al
embrion. Las primeras divisiones mitdticas del embrion ocurren en el oviducto, y al
llegar a la etapa de blastocisto se implanta en el ttero para la formacion de la placenta y
continuar asi con el DE y fetal. En el cerdo, el periodo de gestacion es de

aproximadamente 114 dias.

1.5 Reproduccion Animal Asistida

En general, en términos de reproduccion asistida (RA) existen dos vertientes importantes
a considerar. Por un lado, en el humano se ha incrementado la necesidad de resolver los
problemas de infertilidad masculina y femenina. Lo anterior tuvo un gran auge en la
década de los 70s con el nacimiento de Louise Brown. El Dr. Edwards desarrollo la
técnica de FIV y permiti6 en 1978 registrar el primer nacimiento mediante esta
tecnologia. Desde esas fechas, se han desarrollado diversas técnicas de RA en humanos
como son la ICSI, PICSI e inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides
morfoldgicamente seleccionados (IMSI), las cuales han permitido no solo incrementar
las tasas de concepcion, sino que también se ha logrado realizar diagndstico genético
preimplantacional, biopsia embrionaria, hibridacion in sifu, conservacion de gametos
(Chen., 1986), bancos de donacidn, sistemas “time-lapse” para seguir el DE desde la
incubadora sin la necesidad de abrirla (Brezina et al., 2012). La otra vertiente es el

avance de la RA en especies de importancia econémica. La ineficiencia reproductiva se
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considera una de las causas mas importantes de pérdida econdémica en la industria
pecuaria mundialmente. A pesar de que se han logrado avances importantes en razas
comerciales tanto bovinas como porcinas, ain se registran bajas tasas de concepcion y
altas tasas de mortalidad embrionaria debido a problemas principalmente genéticos de
endogamia y pérdida de heterosis. Por ello, actualmente surge una gran necesidad de
producir animales genéticamente mejorados para incrementar las caracteristicas de
prolificidad y calidad de la carne (Verma et al., 2012). Una de las principales TRA ha
sido la inseminacion artificial, aunque, hoy en dia la aplicacion de tecnologias mas
avanzadas como la criopreservacion, la ICSI y la PICSI en animales domésticos
representa un mayor reto. Aunque, en estudios previos se ha demostrado que la FIV es
mas eficiente que la ICSI en la produccion de blastocistos porcinos, los porcentajes

podrian incrementarse con nuevas TRA (Casillas et al., 2015).

1.5.1 Fertilizacion in vitro (FIV)

Se realizaron muchos experimentos al inicio de 1878, los cuales contribuyeron al éxito
de la FIV 75 afos después. El descubrimiento de la capacitacion espermatica en 1951
permiti6 el desarrollo de la FIV en diversas especies, incluyendo a los porcinos (Chang.,
1952). La FIV ha permitido grandes avances en la comprension de los mecanismos
involucrados en los procesos de la fecundacion y el DE, ademés de ser una TRA para el
tratamiento de problemas de fertilidad. Esta tecnologia reproductiva permite la
produccion de embriones, los cuales pueden ser utilizados para investigaciones de
diagnodstico genético (aneuploidias), para incrementar la productividad en animales de

importancia econdmica, asi como para preservacion de especies. Actualmente, diversos
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protocolos de FIV han sido desarrollados y se encuentran disponibles en la literatura
cientifica, donde se indican las caracteristicas especie-especificas. Asi, hasta la fecha se
ha reportado el nacimiento de crias vivas en humanos (1978) asi como en ovinos (1984)
y en porcinos (1983) (Bavister., 2004).

Aunque se ha empleado su uso en los ultimos 45 afios, muchas de las clinicas de RA en
humanos han considerado a la técnica de FIV como obsoleta debido al incremento de
embarazos multiples, altas tasas de polispermia y a la introduccion de nuevas
tecnologias que permiten seleccionar espermatozoides por sexo y realizar

modificaciones genéticas (Espinoza-Cervantes y Cordova-Izquierdo, 2013).

1.5.2 Inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI)

La historia de la ICSI se remonta a 1962, cuando se reportd su uso en ovocitos de erizo
de mar (Hiramoto et al., 1962). Sin embargo, fue hasta 1976 que se reportd exitosamente
en mamiferos, principalmente en hamster (Uehara y Yanagimachi., 1976). El desarrollo
de la ICSI constituy6 un avance importante en la RA. Su aplicacion esta indicada cuando
la FIV no logra resolver el problema de fertilidad, con el uso de espermatozoides
seleccionados (sexados o genéticamente modificados), espermatozoides inmoviles o
tratados (congelados, desecados), evitar la polispermia, xenotransplantes, estudios
embrionarios y para la conservacion de especies en peligro de extincion (Garcia-Rosello

et al., 20006).

Con la técnica de ICSI se excluyen los procesos que ocurren de manera natural en la

fertilizacion, los cuales son necesarios para una fecundacion exitosa, como la reaccion
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acrosomal, unién a la ZP y fusiéon de membranas, asi como la reaccion cortical. La ICSI
consiste en el uso de dos micromanipuladores acoplados a un microscopio invertido, que
permite la captura de un unico espermatozoide (pipeta de inyeccidon) y su insercion al

citoplasma del ovocito (pipeta de sujecion).

En el porcino, ha sido importante el desarrollo de tecnologias que permitan disminuir los
porcentajes de polispermia, ya que dan origen a embriones con altos porcentajes de
aneuploidias (modificacion en el nimero de cromosomas, la cual puede consistir en la
ausencia o exceso de cromosomas). Con ICSI, es posible solucionar este problema,
debido a que los cigotos resultantes son monospérmicos. A pesar de lo anterior, no solo
aplicado a esta especie, se han reportado bajas tasas de fertilizacion, DE, implantacion,
gestacion y nacimientos (Fernandez-Reyes et al., 2012; Casillas et al., 2014; Somfai et

al., 2014; Casillas et al., 2015).

Dado que el éxito de la fertilizacion por ICSI no se ha alcanzado pues se reportan bajas
tasas de blastocistos (<20%) se han empleado estrategias como la activacion del ovocito
(Hernandez-Pichardo et al., 2016), uso de medios semidefinidos como el “porcine zygote
medium 5° PZMS5 (Cao et al., 2012), asi como la adicion de sueros que incrementan en
un 10% las tasas de desarrollo, sin embargo, estas siguen siendo bajas. Por lo anterior, se
ha propuesto que la seleccion espermatica juega un papel importante. Durante la ICSI,
los espermatozoides se colocan en un medio con PVP, cuya funcidén principal es
inmovilizarlos para facilitar su captura. Se ha reportado que esta sustancia es

ampliamente toéxica, por lo que, al seleccionar al espermatozoide e inyectarlo en el
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citoplasma del ovocito, la PVP puede producir dafios tanto a nivel espermatico como del
ovocito, disminuyendo la capacidad de fertilizacion y desarrollo (Kato y Nagao., 2012).
Por lo anterior, han sido desarrolladas mejoras en la técnica de ICSI como la seleccion

espermatica por contacto de la ZP o con el uso del acido hialurénico (AH).

1.5.3 Inyeccion fisiologica intracitoplasmatica de espermatozoides (PICSI)

Debido a las bajas tasas de éxito en la produccion de blastocistos con ICSI (2-20%) que
se han reportado en especies domésticas, ha sido necesaria la creacion de nuevas
estrategias que mejoren las TRA. Una de ellas es el método de PICSI, el cual se basa en
la habilidad que presenta el espermatozoide para reconocer y adherirse al AH, tratando
de igualar el reconocimiento natural entre un espermatozoide capacitado y las células de
la granulosa del ovocito. El espermatozoide en la fertilizacion natural se encuentra con la
primera barrera que son las células de la granulosa, las cuales sintetizan AH, permitiendo
el reconocimiento de los gametos. Este evento es muy importante debido a que va a
tener una directa relacion en eventos posteriores como el DE e implantacion. Un
espermatozoide que es capaz de reconocer al AH conserva la viabilidad, asi como
madurez y actividad enzimatica. Por lo anterior, el AH permite identificar a los
espermatozoides que tienen mejor calidad y que son aptos para la fertilizacion
(Parmegiani et al., 2010). Las cajas de Petri de PICSI son de plastico y contienen tres
microgotas de AH. Cada gota debe ser rehidratada afiadiendo 5 pL de medio de cultivo
para posteriormente colocar la muestra espermatica. La seleccion espermatica con AH
seguido de la ICSI permite optimizar la fertilizacion debido a que, en términos practicos,

los espermatozoides adheridos al AH se inmovilizan y son féciles de capturar, y el medio
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de cultivo, asi como el AH son sustancias naturales que no causan efectos deletéreos en
el espermatozoide como la PVP.

La PICSI representa un mejor método alternativo para las TRA con un fundamento mas
cercano a la fecundacion natural en comparacion con la ICSI convencional (Parmegiani
et al., 2010). En apoyo a lo anterior, la PICSI se est4 aplicando actualmente en humanos
y se ha reportado que se obtienen mayores tasas de embarazo y nacimientos en
comparacion con la ICSI. Este estudio sugiere que la inyeccion de espermatozoides
seleccionados con AH mejora el DE y la produccion de blastocistos (Parmegiani et al.,
2010). En virtud de que este método no se ha empleado en especies domésticas, es
importe evaluar la posibilidad de obtener mejores tasas de DE y blastocistos no solo de

ovocitos frescos, sino también con ovocitos vitrificados.

1.6 Transferencia Embrionaria
La transferencia de embriones (TE) al igual que la criopreservacion, es una TRA que se
desarroll6 desde hace aproximadamente 60 afios. En especies de importancia economica,
la TE permite incrementar el niimero de descendencia por hembra, reduciendo el
intervalo entre generaciones, y proporciona garantia sanitaria, asi como la creacion de
lineas genéticas. Por lo anterior, esta técnica ha sido ampliamente empleada en bovinos,
ovinos y, en porcinos, se logrd desde 1951 por Kvasnickii.
Para llevar a cabo la TE en cerdas, se han reportado importantes criterios para
seleccionar a las hembras receptoras:

1) Antes de la seleccion las cerdas donantes y receptoras deberdn ser sometidas a

pruebas serologicas para detectar enfermedades, principalmente contagiosas.
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2) Se puede administrar un tratamiento antiparasitario a cerdas donantes y
receptoras para prevenir padecimientos.

3) La alimentacion de las cerdas debe ser esencial, debido a que las deficiencias
energéticas podrian comprometer su reproduccion.

4) La cerda donante debera presentar un alto valor genético.

5) La cerda receptora deberd haber tenido al menos un parto en la temporada
reproductiva.

6) Deberan excluirse cerdas que presenten infeccion o fluidos vaginales que puedan

ser por causa de una inflamacion uterina (metritis).

1.6.1 Induccion hormonal al estro

Tratamientos hormonales para cerdas donantes y receptoras

El tratamiento hormonal permite la induccion del estro en receptoras y la superovulacion
en donantes, en un momento determinado. Esta estimulaciéon hormonal imita los
mecanismos endocrinos naturales que regulan el ciclo estral (Figura 6; Tabla 4) y la

conducta sexual
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Figura 6. Ciclo estral de la cerda.

Adaptada de: Jochle, W., Lamond, R.D. Control of reproductive functions in domestic animal.VEB,
German Domocratic Republic. 1980. Hunter, R.H.F. Fisiologia y tecnologia de la reproduccion de la
hembra de los animales domésticos. Acribia, Zaragoza, Espafia. 1990. Valencia, M.J. Fisiologia de la
reproduccion porcina. Trillas, México, D.F. 1991. Howard, J.B. Biol. Reprod. 24 (1),1981.

Estimulacion para cerdas donantes (superovulacion):

1) Las hormonas LH y FSH son glucoproteinas sintetizadas en la adenohipofisis
cuya funcion es promover el crecimiento y maduracion folicular. La FSH induce
la formacion de receptores de LH y mantiene la secrecion de estrogenos,
principalmente estradiol. La LH al incrementar su concentraciébn en sangre
promueve el pico pre-ovulatorio para inducir la ovulacion. Sin embargo, en las
cerdas se ha reportado que el pico de estrogenos promueve la ovulacion. Su uso
para la superovulacion se lleva a cabo en la mujer, y para animales domésticos se

emplean sustancias analogas consiguiendo el mismo efecto.
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2)

La gonadotropina sérica de yegua prefiada (PMSG) o gonadotropina coridnica
equina (eCG) es una gonadotropina extraida del suero de yeguas prefiadas que
posee doble actividad, tanto de LH como de FSH. Su uso principal es en ovejas y

cabras, aunque también se usa en cerdas para la sincronizacion del estro.

Existen dos tipos de estimulacion aplicados a cerdas receptivas:

1)

2)

Estimulacién con progestagenos. La progesterona es una hormona esteroide
secretada por el cuerpo luteo ovarico cuya funcion principal es el mantenimiento
de la gestacion. Su uso para la estimulacion del ciclo estral permite la regresion
de la fase lutea en la cerda para que al disminuir su concentracion se reinicie la
fase folicular.

Estimulacion con la prostaglandina F2a. Esta prostaglandina es una molécula de
naturaleza lipidica, secretada principalmente por el endometrio uterino (en
cerdas). Un incremento en su secrecion induce la destruccion del cuerpo luteo
(luteolisis), con la consecuente disminucién de la progesterona y reinicio del

estro.
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Tabla 4. Parametros del ciclo reproductivo en la cerda

Cerdas

Ciclicidad Continua

Madurez sexual 4-6 meses (dependiendo de la raza)
Duracion del ciclo estral 19-21 dias

Fase folicular/Fase latea 5-6 dias/15-17 dias

Inductor de la lutedlisis PGF2a Uterina

Sangrado No

Conocer los parametros del ciclo reproductivo de la cerda permite que la induccioén

hormonal al estro y la TE se logren exitosamente.

2 ANTECEDENTES

En estudios previos se ha reportado que el uso de un sistema de co-cultivo de células de
la granulosa incrementa la maduracion in vitro (MIV) del ovocito. Un trabajo de Ge et
al., (2008) demostr6é que el uso de un co-cultivo de células del camulo durante la MIV
incrementaba no solo las tasas de MIV sino también las tasas de FIV en ovocitos
inmaduros frescos de raton. Por lo tanto, es importante determinar la concentracion
Optima de células de la granulosa para el co-cultivo, debido a su papel inhibidor a altas
concentraciones. Un estudio utilizando ovocitos porcinos denudados antes de la MIV
reportd que el uso de una monocapa de células del camulo a una concentracion de 3x10°
células/pozo no era capaz de incrementar las tasas de MIV, pero si la formacion de

blastocistos (Zhang et al., 2010).
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En otro trabajo se demostré que el uso de un co-cultivo de células de la granulosa a una
concentracion de 1x10° células/pozo en los ovocitos vitrificados fue capaz de
incrementar las tasas de MIV y DE. Ademads, se ha observado que las células en co-
cultivo establecen quimiotactismo con los ovocitos, rodedndolos como si estos nunca
hubieran sido denudados (Casillas et al., 2014). Por lo anterior uno de los objetivos de
este trabajo fue evaluar si las uniones comunicantes se afectan por la vitrificacion o si la
comunicacion existente con el ovocito es Unicamente via paracrina en el sistema de co-
cultivo. Asi como determinar si este sistema permite no s6lo mejorar la MIV sino

también la FIV y el DE mediante las técnicas de FIV, ICSI y PICSI.

Para la vitrificacion, es importante evaluar sus efectos tanto a nivel morfolégico como
fisioldgico. Estd demostrado que la vitrificacion causa alteraciones en el citoesqueleto,
asi como en los cromosomas de ovocitos cuando se han vitrificado en etapa de metafase
II (Rojas et al.,, 2004). Otros estudios sefalan que la vitrificacion disminuye
significativamente el potencial de desarrollo de los ovocitos, al disminuirse las tasas de
maduracion, fertilizacion y DE (Somfai et al., 2010; Fasano et al., 2012; Fernandez-
Reyes et al., 2012; Casillas et al., 2015). Ademas, se ha observado que los ovocitos
porcinos tienen una mayor crio-sensibilidad debido al alto contenido lipidico
intracelular.

Ademas de la vitrificacion, la eleccion de la técnica de inseminacidon y la seleccion
espermatica puede afectar de manera importante los pardmetros de fertilizacion. Es por
esto que, en la actualidad, el uso de la FIV en los humanos ha ido disminuyendo, debido

a que este procedimiento no excluye eventos como la polispermia, por lo que fue
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necesario desarrollar nuevas TRA. Una de éstas es la PICSI, en la cual se tiene una
seleccion espermadtica, a diferencia de la inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI) simple, por lo que su uso en la actualidad puede superar a la
FIV. Sin embargo, en la produccion animal no se han investigado las ventajas o
desventajas de ambas técnicas y pocos estudios se han realizado para determinar cudl
seria la mejor técnica para la produccion de crias vivas a partir de ovocitos vitrificados

(Tong et al., 2012).

Los resultados obtenidos en trabajos previos demuestran que los ovocitos vitrificados
fertilizados con ICSI se desarrollan a blastocisto en menor porcentaje que los fertilizados
por FIV (Casillas et al., 2014; Casillas et al., 2015). Este hallazgo coincide con un
trabajo reportado en especies domésticas en donde hay un mayor porcentaje de
fertilizacion empleando la técnica de FIV en comparacion con ICSI (Catt et al., 1995).
Sin embargo, existen pocos trabajos donde se hayan utilizado ovocitos vitrificados; ya
que la mayoria reportan el uso de estas técnicas en ovocitos frescos. En apoyo a lo
anterior, con la técnica de ICSI se obtiene un mayor porcentaje de embriones
degenerados y ovocitos no activados, ademds en ovinos el porcentaje de blastocistos por
FIV es del 18.8% vs 8.5% por ICSI, indicando que la FIV es una técnica mas eficiente

(Catt et al., 1995).

La diferencia de los resultados entre las técnicas de FIV e ICSI se pueden explicar
debido a que en el procedimiento de ICSI los espermatozoides evitan algunos de los

pasos importantes que ocurren antes o durante la fecundacion natural. Estos incluyen:
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reaccion acrosomal, penetracion de la ZP, fusién con el oolema, reaccion cortical y
activacion del ovocito. Ademads, algunos trabajos sefialan que las bajas tasas de DE por
la técnica de ICSI se deben a que se presentan fallas en la descondensacion de la
cromatina espermatica (Li et al.,, 1999) o bien anormalidades en los cromosomas
sexuales (Hewitsonet al., 2000), eyeccion espermatica, fallas en la fertilizacion o en la
singamia (Shirazi et al., 2009), ruptura de la membrana permitiendo el paso de la PVP,
utilizada para la seleccion espermética (que puede ser toxica en altas concentraciones)

impidiendo principalmente la activacion del ovocito (Flaherty et al., 1995).

Se han propuesto mejoras para la técnica de ICSI las cuales incluyen: tratamientos para
la activacion del ovocito con iondforo de calcio, etanol, ionomicina y estimulos
eléctricos cuya funcion es incrementar el Ca®" intracelular, y la 6-dimetilaminopurina
cuya funcién permite el flujo de Ca®*, tanto intra como extracelular (Loi et al., 1998;
Shirazi et al., 2009), la eliminacion del acrosoma espermatico por sonicaciéon (Li et al.,
1999), la desmembranizacion del espermatozoide (Goto et al., 1990), la induccion de la
reaccion acrosomal y el uso de técnicas de seleccion morfologica de espermatozoides

(IMSI) y PICSI (Parmegiani et al., 2009).

En este trabajo se propuso emplear las técnicas de ICSI, PICSI y FIV en ovocitos
porcinos vitrificados en estado de VG con un sistema de co-cultivo para la obtencion de
crias vivas en la especie porcina y superar los porcentajes de MIV, FIV, DE y TE

previamente reportados.
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3. JUSTIFICACION

La mayoria de los estudios de vitrificacion de ovocitos, estdn enfocados a mejorar los
protocolos a través del uso de diferentes sustancias crioprotectoras, tiempos de
exposicion y recipientes. Sin embargo, pocos estudios evaltian la eficiencia de las TRA
en parametros de fertilizacién, DE y produccion de crias. Ademaés, pocos estudios se han
realizado para evaluar los efectos causados por vitrificacion en aspectos morfo-
fisioldgicos. Hasta el momento no se ha reportado si las uniones comunicantes sufren
alteraciones como una posible explicacion de la disminucion de las tasas de maduracion
de ovocitos vitrificados en VG. Ademas, pocos estudios han evaluado la eficiencia de las
TRA en la produccion de crias vivas a partir de ovocitos vitrificados. La mayor parte de
los estudios reporta resultados hasta el efecto en el DE, sin embargo, es necesario
conocer si la vitrificacion puede tener un efecto en el nacimiento y desarrollo de las
crias. Por lo anterior, se requieren mas estudios que puedan evaluar los efectos causados

por la vitrificacién y su repercusion en aspectos morfologicos y de desarrollo.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION
(Cual es la eficiencia de las técnicas de reproduccion asistida (FIV, ICSI y PICSI) en la

produccion de embriones a partir de ovocitos porcinos vitrificados en estado de VG?

5. HIPOTESIS
En virtud de que la técnica de PICSI permite una seleccion espermatica por medio del AH,
entonces, los ovocitos porcinos fertilizados por PICSI se desarrollaran de manera 6ptima en

comparacion con los producidos por las técnicas de FIV e ICSI.
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6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la efectividad de la fertilizacion por FIV, ICSI y PICSI, asi como el desarrollo

embrionario a partir de los ovocitos inmaduros porcinos vitrificados.

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES

* Determinar la viabilidad de los ovocitos post-vitrificacion y post-maduracion.

e Evaluar la tasa de maduracion in vitro en ovocitos vitrificados denudados con
células de la granulosa agregadas al medio de cultivo.

e Evaluar el efecto de la vitrificaciéon en las uniones comunicantes en COCs
vitrificados.

* Evaluar la viabilidad y el estado acrosomal de los espermatozoides adheridos al
AH o expuestos a la PVP.

* Evaluar la fertilizacion y el desarrollo embrionario por FIV, ICSI y PICSI en los
ovocitos vitrificados.

* Determinar la calidad embrionaria de los blastocistos producidos in vitro.
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7. DISENO EXPERIMENTAL
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COCs= Complejo ovocito-células del ciumulo; DO= Ovocitos denudados; DO-GC= Ovocitos

denudados-cocultivo células granulosa.

Figura 7. Esquema general del disefio experimental para evaluar la eficiencia de las
técnicas de fertilizacion.

Los ovocitos en estado inmaduro se dividieron en dos grupos, uno control y el otro
experimental. A su vez cada grupo se subdividi6 en el grupo control COCs, control DO y
control DO-GC, y de vitrificiacion DO-GC. A todos los grupos se les evalu6 la viabilidad
al T 0 y 44 h. Posteriormente se evalud la MIV y se fertilizaron por las técnicas de FIV,
ICSI y PICSI. Antes de hacer la fertilizacion se evaltio el estado acrosomal de los
espermatozoides a inyectar con ICSI y PICSI, expuestos a PVP y AH, respectivamente.
Se evaluo el desarrollo embrionario hasta el estado de blastocisto y se intentd por una
ocasion hacer la transferencia de embriones. Para los grupos control COCs y vitrificacion
COCs, se evaluo la integridad de las uniones comunicantes.
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Experimento 1: Evaluacion de la viabilidad de los ovocitos, MIV y parametros de

FIV.

Los ovocitos empleados para evaluar cada parametro corresponden a muestras
independientes. Al menos se realizaron cinco experimentos para evaluar la viabilidad y la
maduracion en ovocitos frescos y vitrificados. La viabilidad se evalué inmediatamente

después de la colecta de los COCs (T 0 h) y al final de la MIV (T 44 h) (Figura 7).

Al menos se realizaron tres réplicas para evaluar los pardmetros de FIV: monospermia,
activacion y polispermia. Después de la MIV los ovocitos se tifieron para evaluar las
tasas de metafase II (MII) en los grupos control COCs, control DO (ovocitos denudados),
control DO-GC y vitrificados. A cada grupo experimental se le realizé posteriormente la

fertilizacion por FIV, ICSI o PICSI.

Experimento 2: Evaluacion de las uniones GAP en los ovocitos vitrificados.

Para evaluar el efecto de la vitrificacion en las uniones comunicantes, se tuvo un grupo
control de COCs sin vitrificar, un control positivo de carbenoxolona di sodica (CBX)
200 pM y un grupo experimental de COCs vitrificados. Se realizaron 7 ensayos con una
n= 25 células por ensayo. Posteriormente se realiz6 la tincion con calceina para observar
bajo microscopia confocal la integridad de las uniones comunicantes entre las células de

la granulosa y el ovocito.

Experimento 3: Viabilidad y estado acrosomal espermatico.

Se realizaron al menos tres réplicas para comparar la viabilidad y estado acrosomal de los

espermatozoides expuestos a la PVP y al AH. El nimero de espermatozoides por cada
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réplica fue de n= 200. La muestra espermatica se dividi6 en tres grupos: 1)
Espermatozoides no tratados (Control, n=200), 2) Espermatozoides expuestos a la PVP
(ICSI-PVP, n=200) y 3) Espermatozoides expuestos al AH (PICSI-AH, n=200). La
evaluacion se realizé después de 15 min de exposicion en todos los grupos mediante la
tincion de isotiocianato de fluoresceina conjugado con aglutinina de mani (FITC-PNA-

IP).

Experimento 4: DE y calidad de blastocistos.

Al menos diez réplicas se realizaron para evaluar el DE y tres para la calidad de los
blastocistos. Los ovocitos frescos y vitrificados se maduraron y fertilizaron por FIV, ICSI
o PICSI. El DE se evaluo a las 48 h, como el porcentaje de division total, y al dia 7 la
formacion de blastocistos. La calidad de blastocistos se evalud en términos del niimero

total de células, asi como de la viabilidad con la doble tincion Hoechst-MTT.

Experimento 5: Transferencia de embriones.

Se seleccionaron dos cerdas de la cruza Landrace x Yorkshire, de edad aproximada de 1.5
afios, 120 Kg de peso y con al menos registro de una camada. Se realiz6 la induccidén
hormonal y posteriormente los embriones en estado de morula y blastocisto fueron
transferidos a la hembra receptora. Se eligio al grupo experimental de PICSI para realizar
las transferencias de los embriones producidos tanto del grupo control COCs como del
grupo de vitrificacion (Figura 7). El nimero de embriones para transferir fue de 30 en un

cuerno uterino.
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8. METODOS

8.1 Establecimiento del sistema de co-cultivo con células de la granulosa

Para establecer el co-cultivo de células de la granulosa, las células antrales se obtuvieron
mediante colecta del fluido folicular y las células del cimulo por denudacion mecénica
de los COCs. Se obtuvo una concentracion total de 1x10° células por pozo contenidas en
medio de maduracion TCM-199. Se tomaron 500 pL de fluido folicular (conteniendo a
las células de la granulosa) y se le agregd 0.1% de hialuronidasa. Las células se
colocaron en el vortex durante 5 min y se lavaron dos veces con PBS para
posteriormente centrifugarse a 200 X g durante 5 min a 25 °C. Posteriormente, el
paquete celular se resuspendié en medio de maduracion para su conteo en la cdmara de

Neubauer.

8.2 Maduracion in vitro (M1V)

Se obtuvieron ovarios de cerdas prepuberes de un rastro local (Los Arcos, Edo. de
Me¢éxico) con registro federal nimero 6265375 y se transportaron al laboratorio en un
medio de solucion salina (0.9% NaCl) a 25 °C. En los ovarios se puncionaron
unicamente foliculos de 3-6 mm para la obtencion del fluido folicular. La muestra se
dejo sedimentar durante 20 min. Al paquete celular obtenido se le realizaron dos lavados
con medio TL-HEPES-PVA por 15 min cada uno. Después de los lavados, la muestra se
colocd en una caja de Petri para realizar la colecta de los COCs. Se prepararon cajas de
Petri de lavado a las cuales se les agregd medio de maduracion TCM-199 cubierto con

aceite mineral. Los ovocitos se lavaron en 3 gotas de TCM-199 para ser colocados en
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una caja de cultivo de 4 pozos (Thermo-Scientific Nunc, Rochester NY), la cual contenia
gotas de 500 pL. de medio TCM-199 suplementado con 0.0033 g de cisteina 'y 10 ng/mL
de factor de crecimiento epidérmico (EGF), cubiertas con aceite mineral. A cada gota
con los COCs se le agregaron 0.5 pg/mL (5 pL) de LH y FSH respectivamente y se
dejaron en incubacion durante 44 h a 38.5 °C con 5% CO; y humedad a saturacion

(Ducolomb et al., 2005).

8.3 Vitrificacion

Los COCs y DO (ovocitos denudados) se vitrificaron mediante el siguiente método: los
ovocitos se lavaron en medio TCM-199 con PVA, y se expusieron a una mezcla de
crioprotectores: EG y DMSO al 7.5%, seguido de la exposicidon a los mismos
crioprotectores con una segunda concentracion al 16%, con sacarosa 0.4 M durante 4
min. Se colocaron gotas de 10 uL de la segunda concentracion de crioprotectores para
colocar los ovocitos en el recipiente Cryolock (Sanchez-Osorio et al., 2010). Los
ovocitos se colocaron en el Cryolock cuyo volumen es <0.1 pL y permanecieron 30 min

en N,L para posteriormente calentarse.

8.4 Calentamiento

Para el calentamiento, los ovocitos fueron expuestos a una uUnica concentracion de
sacarosa (0.13 M) en 850 pL durante 5 min a 38.5 °C (Sanchez-Osorio et al., 2010).
Después del calentamiento, la viabilidad se determin6 con la tincion de bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), considerando como vivos a los

ovocitos que presentaran una coloracion purpura, y muertos a los no tefiidos. Los

Pégina5 8




ovocitos se maduraron en medio TCM-199 suplementado, durante 44 h a 38.5 °C con
5% de CO; y humedad a saturacion. Para evaluar la maduracion, los ovocitos se tifieron
con 10 mg/mL de bisbenzimida (Hoechst 33342), un colorante fluorescente de ADN
empleado en la microscopia de fluorescencia permeable a la membrana celular con alta
afinidad de unién a las pares de bases mostrando la cromatina. Los ovocitos se
clasificaron como inmaduros a los que presentaron la VG, en vias de maduracion
aquellos en metafase I (MI) y madurados aquellos a los que se encontraron en metafase

IT (MII) en presencia del primer cuerpo polar (Figura 8).

Figura 8. Clasificacion de las etapas de maduracion en ovocitos.

8.5 Fertilizacion in vitro (FIV)

Después de la MIV, las células del ciimulo fueron removidas con una micropipeta de 100
pL mediante accidon mecénica. Los ovocitos denudados (DO) se lavaron tres veces con
medio de maduracion TCM-199 y tres veces con el medio amortiguado con Tris
modificado (TBMm) en gotas de 500 pL cubiertas con aceite mineral. Para la FIV, se

colocaron de 30 a 50 ovocitos en gotas de 50 pL. de medio TBMm cubiertas con aceite
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mineral y se incubaron a 38.5 °C con 5% de CO, y humedad a saturacion durante 45 min

hasta la inseminacion (Ducolomb et al., 2005).

Manejo del semen para la FIV, ICSI y PICSI

La muestra de semen se obtuvo mediante el método de la mano enguantada de un
verraco de la raza Landrace (localizado en el Estado de México) y se transportd al
laboratorio a una temperatura de 16 °C, donde se diluyo 1:1 con solucion salina de
fosfatos (PBS-Dulbecco. Gibco), suplementada con albumina sérica bovina (BSA)
fraccion V al 0.1 %, 75 pg/mL de penicilina potasica G y 50 pg/mL de sulfato de

estreptomicina.

Esta suspension se centrifugd a 61 x g durante 5 min. El sobrenadante se diluyo 1:1 con
PBS-Dulbecco y se centrifugd a 1900 x g por 5 min. El sobrenadante se desecho y el
paquete celular, conteniendo los espermatozoides, se suspendi6 en 10 mL de PBS
Dulbecco y se centrifug6 a 1900 x g por 5 min. El paquete celular se diluy6é con 100 pL
de TBM vy se hizo una dilucion y conteo para que, al agregar 50 uL de la suspension de
espermatozoides a la gota del medio de FIV con los ovocitos, se obtuviera una
concentracion final de 5 x 10° espermatozoides/mL. Para comprobar esta concentracion
final se realizdo el conteo de espermatozoides en una camara de Neubauer. Se le
afiadieron 10 pL de la Gltima dilucion de espermatozoides a cada camara. Se realizo el
conteo de los cuatro cuadrantes de cada camara para obtener la concentracion deseada.
Los ovocitos y los espermatozoides se colocaron en incubacién durante 6 h en las
condiciones antes descritas (Ducolomb et al., 2005). Después del periodo de co-

incubacion, los ovocitos se lavaron tres veces en gotas de 50 puL de medio North
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Carolina State University-23 (NCSU-23) suplementado con BSA libre de 4cidos grasos
al 0.4 %; quitando los espermatozoides, se colocaron en gotas de 500 uL del mismo
medio cubiertas con aceite mineral en placas de cuatro pozos, y se incubaron en las
mismas condiciones durante 16 h para la evaluacion de pronucleos. Después de 6 h de
co-incubacion, los ovocitos fertilizados que se utilizaron para evaluar el DE se lavaron y
transfirieron a gotas de 500 uL de medio NCSU-23 y se incubaron a 38.5 °C, 5% de CO,
y humedad a saturacion. A las 48 h y dia 7 de incubacidn, se observaron los embriones

para determinar su estado de desarrollo (Ducolomb et al., 2005).

8.6 Inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI)

La microinyeccion se realiz6 mediante micromanipuladores acoplados a un microscopio
invertido con Optica de contraste diferencial de interferencia (Nikon eclipse TE300).
Cada micromanupilador presenta la insercion de dos tipos de pipetas: sujecion o
"Holding" e inyeccion. Las pipetas de sujecion presentan un didmetro externo e interno
de 150 pm y 30 pum, respectivamente. Las pipetas de inyeccion tienen un didmetro
externo de 10 um y un didmetro interno de 8 pum. Ambas pipetas en la punta forman un

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

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

que se utilizé para purgar la pipeta de inyeccion.
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Para la microinyeccion, con la pipeta de inyeccion dentro de la gota de PVP,
cuidadosamente se inmovilizé a un espermatozoide normal (basdndose en la morfologia y
la movilidad) para ICSI. La inmovilizacioén del espermatozoide se llevo a cabo golpeando
hacia abajo con la aguja su flagelo, y la aspiracion del espermatozoide se hizo por el
extremo del flagelo hacia la pipeta, permitiendo que la cabeza fuera la ultima porcion en
entrar a la pipeta de inyeccion. Posteriormente, ambas pipetas se movieron a la gota que
contenia a los ovocitos. Los ovocitos maduros se sujetaron mediante una presion negativa
ejercida por la pipeta “holding”, manteniendo el primer cuerpo polar en la posicion de las
seis o las doce horas del reloj, para evitar que pudiera dafiarse. Se expulsoé cuidadosamente
el espermatozoide desde el interior de la aguja de inyeccion. Posteriormente, en la posicion
de las tres horas del reloj en el citoplasma del ovocito, se insertd la aguja con el
espermatozoide en la punta, con la finalidad de facilitar la activacion del ovocito y
confirmar el rompimiento del oolema; se aspir6 una pequena cantidad de citoplasma hacia
la aguja de inyeccion e inmediatamente después se inyecté nuevamente el citoplasma junto
con el espermatozoide dentro del ovocito para asegurar que la inyeccion se realizara de
manera correcta. La micropipeta se extrajo y el ovocito se liberd de la pipeta “holding”

(Figura 9).

Pégina62




Figura 9. ICSI en ovocito madurado. Imagen obtenida del microinyector con un
aumento de 40X.

Los ovocitos microinyectados se lavaron dos veces en medio TBM y se incubaron a
38.5 °C, 5% de CO, y humedad a saturacion (Gémez et al., 1997; 1998). Se realiz6 una
tincion con Hoechst 33342 para evaluar la formacion de pronticleos, los parametros de

fertilizacion y DE.

8.7 Inyeccion fisiologica intracitoplasmatica de espermatozoides (PICSI)

En el laboratorio se tomd una alicuota de la muestra se semen original para observar los
pardmetros de viabilidad y movilidad espermatica. Se tomaron 10 pL de la muestra y se
diluyeron para obtener una concentracion de 1x10° espermatozoides/mL. En una caja de
Petri de PICSI (Figura 10), la cual contiene micro-gotas con AH en gel, se colocaron
alrededor de 1-5 pL de la muestra de espermatozoides. La caja de PICSI se incubo
durante 15 min a 38.5 °C. Posteriormente se observd en el microinyector para
seleccionar a los espermatozoides que se hubieran unido a la gota del AH.

Posteriormente se realizd la colecta espermdtica e inyeccion intracitoplasmadtica

(Henkel., 2012).
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Figura 10. Caja de Petri para PICSI.

8.8 Transferencia embrionaria

Para llevar a cabo la transferencia embrionaria, se seleccionaron dos cerdas resultantes
de la cruza entre Landrace x Yorkshire con una edad aproximada de 1.5 afios y peso
aproximado de 120 Kg. Como criterio de seleccion fue importante considerar que ya
hubieran tenido presencia del ciclo estral y fertilidad probada (al menos una camada).
Una vez seleccionadas, se plante6 la sincronizacion hormonal aplicando la
superovulacion con un agente comercial P.G. 600 (Merck, Alemania). A ambas cerdas
se les inyecto el agente inductor que contenia 400 UI de gonadotropina sérica de yegua
prenada (PMSG) + 200 UI de gonadotropina coriénica humana (hCG) en una etapa del
ciclo estral diferente al estro. La administracion se realizd el miércoles 21 de junio de
2017. El efecto de estas hormonas consiste en estimular a la cerda para reiniciar el estro
al 5° dia post-inyeccion, posteriormente se debe dejar pasar el estro con duracioén de 3
dias y, dependiendo del estado de los embriones a transferir, se recomienda para moérula

o blastocisto que se realice 6 dias post-estro. Se obtuvieron aproximadamente 50
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blastocistos producidos por PICSI y la TE llevo a cabo el 4 de Julio del 2017 (Figura

11).

Figura 11. Produccion embrionaria para TE. Obtencion de ovocitos (a) y
Blastocistos producidos por PICSI (b-d).

Se seleccionaron los embriones con mejores caracteristicas morfoldgicas y se decidio
transferir Unicamente embriones en estado de moérula y blastocisto. Una vez
seleccionados se transportaron a la granja especializada en bovinos y porcinos (Estado
de México) a 37 °C en pajillas de 0.25 mL con medio base o “Holding”. Se cargaron

aproximadamente 15 embriones/pajilla (Figura 12).
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Figura 12. Pajilla de 0.25 mL con embriones (flecha).

Al llegar a la granja se adapt6 un espacio para el trabajo de laboratorio con condiciones
de esterilidad y sin ventilacion, asi como el area para la TE quirurgica. En el laboratorio
provisional se seleccionaron aproximadamente 30 embriones en estado de morula y
blastocisto producidos del grupo de vitrificacion PICSI y se cargaron en un catéter

“Tomcat” con 15 embriones por catéter (Figura 13).

Figura 13. Transferencia de los embriones al catéter “Tomcat”.
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Los catéteres se mantuvieron cubiertos tratando de conservar la temperatura del medio
“holding”. Una vez terminada la parte experimental, con asistencia veterinaria se llevo a
cabo la preparacion quirrgica de las cerdas. Sin embargo, tnicamente una de ellas se
encontro en etapa de diestro para llevar a cabo la TE (Figura 14). La otra cerda estaba en

estro y no respondi6 a la induccion hormonal por lo que fue descartada.

Figura 14. Cerda receptora.

El proceso quirtrguco se realizé de acuerdo a los lineamientos éticos para el manejo de
animales de experimentacion establecidos por la declaracion de Helsinki de la
Asociacion Médica Mundial. La anestesia se aplicé via intramuscular en la region
anterior de la oreja de la cerda a la cual decidimos ponerle el nombre de “Peppa”. El
agente anestésico fue Zoletil comercial (4.4 mg/Kg peso) + Clorhidrato de ketamicina y
xilacina (2.2 mg/Kg peso), prepardndose un coctel en 5.5 mL para la inyeccion.

Transcurridos 15 min, hizo efecto la anestesia, y la cerda se colocd en una camilla y se
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traslado al area de cirugia. Se le realizo una incision medial con una abertura de 4 cm,
abordando Unicamente la cavidad uterina. Una vez localizada la region uterina para
depositar los embriones se realizdo una perforacion del cuerno uterino con una aguja

calibre 18 con punta roma (Figura 15).

Figura 15. Abordaje en la cavidad uterina, mostrandose uno de los cuernos
uterinos (Flecha negra).
Todo el equipo utilizado estaba esterilizado con 6xido nitroso. En el orificio se coloco el
extremo del “Tomcat” y se inyectaron los embriones Uinicamente en el cuerno uterino
izquierdo debido a que se conoce que en esta especie ocurre un fendmeno de migracion
hacia ambos cuernos. En total se transfirieron 3 pajillas “Tomcat” del grupo de

vitrificacion-PICSI con un total de 45 embriones (Figura 16).
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Figura 16. TE en el cuerno uterino (flecha negra) (recuadro rojo).

Para la sutura se realizo un punto en X incidiendo grasa y piel con una sutura absorbible
dexon del nimero 1. Al finalizar se colocaron grapas Michel para evitar una posible
abertura de la sutura. El procedimiento quirtirgico tuvo una duracion aproximada de 1 h.
La cerda estuvo 30 min en recuperacion y posteriormente se mantuvo en una zona

apartada de otros cerdos (Figura 17).
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Transcurridas 3 h se le dieron a la cerda alimento y agua. Durante los dias siguientes no
presentd manifestaciones de infeccion por lo que no se le administré ninglin antibiotico.
Veintiun dias después de la TE, se monitored la presencia de celo, el cual no ocurrid
indicando una posible implantacién y gestacion. A los dos meses post-TE se procedi6 a
realizar un ultrasonido de tipo lineal encontrandose vesiculas embrionarias o cavidades
dando indicios de posible gestacion. Sin embargo, no se encontrd ningun feto evidente.
Posteriormente, al tercer mes de gestacion, fecha esperada de posible parto, no se

obtuvieron nacimientos de crias y la cerda entrd en celo.

8.9 Tinciones

8.9.1 Evaluacion de la viabilidad y estado acrosomal espermatico

La muestra espermatica utilizada para ICSI o PICSI se tifi6 con yoduro de propidio (IP) y
con FITC-PNA para evaluar simultaneamente la viabilidad y el estado acrosomal. Para la
evaluacion, 5 puL de la muestra espermatica se diluyeron en 100 uL de TBMm conteniendo
5 puL de IP: 1000 pg/mL en agua destilada y 5 uL de FITC-PNA: 1000 pg/mL en PBS. La
muestra se homogeneizé y se incubd durante 5 min. Posteriormente, 10 pL de la suspension
se fijaron con 10 pL de 1.6% de glutaraldehido y se evaluaron en microscopia de
fluorescencia (Zeiss Axiostar). La clasificacion se realizo de la siguiente manera: vivo con
reaccion acrosomal (V/RA), muerto con reaccion acrosomal (M/RA), vivo no reaccionado
(V/NR), muerto no reaccionado (M/NR), n nimero de espermatozoides analizados (Figura

18). La condicidn ideal para la fertilizacion es V/RA.
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Figura 18. Evaluacion de la viabilidad y estado acrosomal de espermatozoides
expuestos al AH o PVP.

a: espermatozoide no reaccionado (NR) con fluorescencia verde en el acrosoma;
espermatozoide reaccionado (RA) transparente (flecha amarilla). b: espermatozoides
vivos (V) transparentes y c: espermatozoides muertos (M) con tincion en rojo.

8.9.2 Evaluacion de la viabilidad en ovocitos

La tincién con MTT es un ensayo colorimétrico que consiste en la medicion de la actividad
de la enzima celular mitocondrial succinato-deshidrogenasa que reduce el colorante, a sales
de formazéan, dando una coloracion purpura. Para realizar la tincion de MTT, se colocaron
100 uL. de MTT en cada pozo de una placa de 4 pozos, que contenia a los ovocitos, y se

guardaron en incubacion durante 1 h 30 min para su evaluacion (Casas et al., 1999).

8.9.3 Evaluacion de la MIV y parametros de fertilizacion

El Hoechst es un colorante fluorescente con capacidad de tefiir el ADN, empleado en la
microscopia de fluorescencia para poder determinar el estado de maduracion nuclear o
citopldsmica de los ovocitos. El colorante es excitado por luz ultravioleta con una longitud

de onda cercana a los 350 nm con un maximo de emision de alrededor de 461 nm. Es
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altamente permeable a la membrana celular con alta afinidad de union a las pares de bases

tifiendo la cromatina.

Después de la MIV o FIV, en el caso de los ovocitos que fueron madurados, se removieron
las células de la granulosa por accidon mecéanica con una pipeta de 100 pL. Para evaluar la
MIV y FIV se agregaron a los ovocitos 500 uL de fijador glutaraldehido por cada pozo. Se
dejaron en fijacion durante 20 min, en refrigeracion. Posteriormente, los ovocitos se
transfirieron a otra caja de 4 pozos y a cada pozo se agregaron 300 uL de PBS. Se realiz6 un
lavado a los ovocitos para quitar el exceso de PBS para después aplicar 300 pL de Hoechst
por pozo. La caja de 4 pozos se cubri6 con papel aluminio y se dejo en refrigeracion durante
40-45 min. Nuevamente se lavaron los ovocitos con PBS para quitar el exceso de Hoechst y

poder realizar el montaje de la laminilla.

8.9.4 Evaluacion de las uniones comunicantes

Para evaluar las uniones comunicantes entre el ovocito y las células del ciimulo durante la
MIV, se midio la transferencia de colorante de las células del caimulo al ovocito utilizando
el acetoximetil (AM), el cual es un derivado éster del indicador fluorescente de calceina
(calcein-AM; 39,69-Di(Oacetyl)-29,79-bis[N,N-bis(carboxymethyl) aminomethyl]-
fluorescein, tetraacetoxy methyl ester; C-3100; Molecular Probes, Eugene, OR). Las
uniones comunicantes de los COCs se evaluaron por microscopia confocal mediante la
cantidad de calceina transferida al ovocito desde las células del cimulo a través de estas
uniones por difusion pasiva. Los COCs se cultivaron con el colorante durante 15 min.
Posteriormente se transfirieron a un medio libre de calceina-AM durante 25 min para

permitir el intercambio del colorante entre las células del cimulo y el ovocito. Los COCs se
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lavaron tres veces en PVA al 0.01% (v/v) y en una ocasiéon en PBS para remover los restos
de calceina-AM. Los COCs se montaron en portaobjetos para su observacion bajo
microscopio confocal (10 por laminilla). Finalmente se emple6 la carbenoxolona 100 mM,
que es un bloqueador de uniones comunicantes, para confirmar la fluorescencia intra-
ovocito dependiente de estas uniones entre los ovocitos y las células del caimulo (Thomas et

al., 2004; Sasseville et al., 2009).

9. ANALISIS ESTADISTICO

Para los datos obtenidos de viabilidad, estado acrosomal espermdtico, uniones
comunicantes, MIV, FIV, desarrrollo y calidad embrionaria se realiz6 ANOVA seguida
de una prueba post-hoc no paramétrica de Duncan de comparacién multiple con respecto
al control y entre grupos (Coticchio et al., 2004). Las diferencias en todos los parametros

se consideraron significativas con un nivel de significancia de P<0.05.

10. RESULTADOS

Experimento 1

Evaluacion de la viabilidad de los ovocitos post-vitrificacion y post-MIV
En la Figura 19 se muestran los resultados de la evaluacion de la viabilidad de los
ovocitos, después de la tincion con MTT. Los ovocitos que presenten una coloracion

purpura son viables y los incoloros muertos.
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MUERTO

Figura 19. Imagen representativa de la tincion con MTT en ovocitos porcinos
después de ser vitrificados, imagen obtenida del microscopio de epifluorescencia en
campo claro 40X.

Como se muestra en la Tabla 5, los resultados obtenidos indican que inmediatamente
después de la vitrificacion, la viabilidad (T 0 h) no disminuyd en comparacion con los
grupos control COCs, control DO y control DO-GC. Sin embargo, disminuyd
drasticamente después de la MIV (T 44 h) hasta un 66% en el grupo de vitrificacion.
Ademas, en el control de ovocitos DO, la viabilidad disminuy6 significativamente en

comparacion con los grupos control COCs y control DO-GC.

Tabla 5. Viabilidad de los ovocitos frescos y vitrificados, antes y después de la MIV.

Grupos Viabilidad Viabilidad después de la MIV
T O0h (%) T 44 h (%)

Control (COCs) 100/102 (98+0.6)" 96/102 (94+0.6)"

Control (DO) 78/80 (98+1)* 35/50 (70+1.2)"

Control (DO-GC) 75/80 (94+0.8)" 52/60 (87+2.3)"

Vitrificacion 65/67 (97+0.2)" 44/67 (66+2.1)"

COCs Complejo ovocitos-células del caimulo; DO Ovocitos denudados; DO-GC Ovocitos denudados en co-
cultivo durante la MIV con células de la granulosa.

Los resultados en porcentaje se presentan como la media + SD.

> Valores en la misma columna con letras diferentes son significativamente diferentes (P < 0.05).
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Evaluacion de la MIV en ovocitos frescos y vitrificados

Los resultados de la MIV se observan en la Tabla 6, en donde se muestra que el
porcentaje de ovocitos en MII en el control COCs fue mayor que en el grupo vitrificado
(87% vs 54%, respectivamente). La MIV se vio drasticamente afectada en el grupo
control DO. Comparando los otros estados nucleares como la Ml y la VG, se observo que
el grupo control DO tuvo mayor porcentaje de ovocitos en VG, al igual que el control
DO y control DO-GC en comparacion con el grupo control COCs. Los resultados indican
que, aunque la MIV se ve comprometida en los ovocitos vitrificados, es posible obtener

un 54% de ovocitos en MII, permitiendo llevar a cabo la FIV.

Tabla 6. MIV de ovocitos inmaduros porcinos frescos y vitrificados.

Tratamiento Total Ovocitos en Etapas meioticas (%)

ovocitos MII (%) VG MI RVG

n
Control (COCs) 340 299 (88+0.2)° 6 (2£0.8)" 35 (10£0.2)" 334 (980.9)
Control (DO) 90 10 (1123.2)° 62 (69+4)° 18 (20+2.1)° 28 (31£1.9)°
Control (DO-GC) 100 46 (46+4)° 49 (49+1.8) 5 (5£0.3)" 51 (51£1.2)°
Vitrificacion 121 65 (54£1.2)° 44 (3624.3) 12 (10£0.6)* 77 (6423.2)°

COCs Complejo ovocitos-células del caimulo; DO Ovocitos denudados; DO-GC Ovocitos denudados en co-
cultivo durante la MIV con células de la granulosa; VG Vesicula germinal; MI Metafase I; MII Metafase II;
RVG Rompimiento de vesicula germinal (MI + MII); n nimero de ovocitos examinados.

Los resultados en porcentaje se presentan como la media + SD.

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

Evaluacion de los parametros de fertilizacion
La evaluacion de la fertilizacion mediante la doble tincion de Hoechst + MTT, permitio

determinar el nimero de pronticleos (PN) y cuerpos polares (PB) (Figura 20).
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Fertilizado

Figura 20. Imagen representativa del parametro de fertilizacion por la tincion de
Hoechst. a) Presencia de dos prontcleos (PN) y dos cuerpos polares (PB) que indican
que el ovocito fue fertilizado y b) tincion de MTT con coloracion parpura indica vivo.

Los resultados de la FIV mostraron diferencia significativa en el porcentaje de ovocitos
activados (ovocitos con dos PB y un PN) contra los grupos control COCs vy vitrificados.
Sin embargo, con la técnica de ICSI, se obtuvo un menor porcentaje de activacion en el
grupo de vitrificaciébn en comparacion con el de ovocitos vitrificados y fertilizados por
PICSI. En lo que respecta a la presencia de ovocitos monospérmicos (con dos PB y dos
PN), el grupo control COCs vy el de vitrificacion con FIV mostraron mayores tasas que
los grupos de ICSI y PICSI tanto en el control como en los vitrificados (P<0.05) (Tabla
7). En cuanto a la observacion de polispermia, se obtuvieron menores tasas en los grupos

de vitrificacion en comparacion con los controles.
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Tabla 7. Parametros de fertilizacion en ovocitos frescos y vitrificados.

Grupos Total Activados Monospermia Polispermia No fertilizados
Ovocit (%) (%) (%) (%)

oS

n
FIV
Control (COCs) 70 10 (14+2)° 45 (64+1.5)* 15 (21+1.3)° -
Control (DO) 35 5 (14+2.8)° 2 (6+2.1)° 9 (26+3)" 19 (54+5)°
Control (DO-GC) 41 10 (24+1.2)° 21 (51+3.4)° 8 (20+5)° 2 (5+1.3)°
Vitrificacién 62 16 (26+3.2)° 38 (61+4.3) 8 (13+2.8)° -
ICSI
Control (COCs) 49 8 (16+7) 20 (41+12)° - 21(43+0.7)
Control (DO) 30 4 (13+2)° 3 (10+0.8)° - 23 (77+10)°
Control (DO-GC) 30 5 (17+8)" 10 (33+4.2)° - 15 (50+1.1)°
Vitrificacion 43 3 (7£1.9)° 15 (35+8)° - 25 (58+1.2)*
PICSI
Control (COCs) 65 10 (15+4.5)° 32 (49+10)° - 23 (35+2.6)°
Control (DO) 45 2 (4+0.6)° 12 - 42 (93+2.2)°
Control (DO-GC) 45 10 (22+4)° 22 (49+9.9)° - 13 (29+6.2)*
Vitrificacion 40 8 (20+3)° 18 (45+5.6)° - 14 (35+1.4)°

COCs Complejo ovocitos-células del caimulo; DO Ovocitos denudados; DO-GC Ovocitos denudados en co-
cultivo durante la MIV con células de la granulosa; PBs cuerpos polares; PN pronticleo; Activados Ovocitos
con un PN; Monospermia Ovocitos con dos PBs y dos PN; Polispermia Ovocitos con mas de tres PN; No
fertilizados Ovocitos sin presencia de PBs y PN, n Numero de ovocitos examinados

Los resultados en porcentaje se presentan como la media + SD.

+bedyalores en la misma columna con letras diferentes son significativamente diferentes (P < 0.05).
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Experimento 2

Evaluacion del efecto de la vitrificacion en las uniones comunicantes de los ovocitos

Se realizaron experimentos en sextuplicado para evaluar el efecto de la vitrificacion en
las uniones comunicantes. En términos de intensidad de fluorescencia, existe una
diferencia significativa entre el grupo de vitrificacion y los controles (Figura 21). Los
resultados demuestran que la vitrificacion causa alteraciones en las uniones
comunicantes en algunos ovocitos. Sin embargo, el dafio es variable y no compromete al
100%. Los resultados obtenidos estan estrechamente relacionados con los porcentajes de
MIV reportados previamente por la vitrificacion de COCs (Casillas et al., 2014). Este
estudio sefiala que las células del cimulo pierden su viabilidad y que, al ser
fundamentales en el proceso de maduracion, ejercen un efecto negativo al comprometer

el desarrollo del ovocito.

DANO EN UNIONES COMUNICANTES

Valor relativo
Intensidad de fluorescencia

| CONTROL CBX VT |

Figura 21. Intensidad de la fluorescencia para la evaluacion de las uniones
comunicantes en ovocitos vitrificados y expuestos a CBX. * Indica diferencia
significativa con respecto a los controles. CBX Carbenoxolona di sédica, V7T
Vitrificados.
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En la Figura 22, se muestran las imagenes de los ovocitos analizados con microscopia
confocal, las cuales mostraron la intensidad de fluorescencia por la migracion de calceina.
En el grupo control se observo la presencia de calceina en el citoplasma del ovocito, en el
grupo con CBX, ausencia de calceina en el ovocito y en el grupo vitrificado hubo dafio en
las células de la granulosa, asi como una disminuciéon en la intensidad de calceina o

ausencia total en el ovocito.

Uniones Comunicantes

Control

Carbenoxolona
(CBX)

Vitrificacion

Figura 22. Tincion con calceina para evaluar las uniones comunicantes en COCs
vitrificados. Los ovocitos se evaluaron a las 2 h de su obtencion. En el grupo control se
observa la migracion de la calceina al citoplasma (a,b,c). Cuando se utiliz6 al inhibidor de
uniones comunicantes (CBX), no se presentd migracion de la calceina al citoplasma de los
ovocitos (linea roja) (d,e.f). En el grupo de vitrificacion, en algunos ovocitos (g y h) hubo
migracion de calceina, pero en otros no hubo migracién (linea roja) (1).
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Experimento 3

Viabilidad y estado acrosomal espermatico después de la exposicion a la PVP y AH.
Los resultados mostraron que los tratamientos con PVP o AH aplicadas a las técnicas ICSI-
PVP y PICSI-AH mostraron diferentes efectos (P<0.05) comparados con el grupo control
en el porcentaje de espermatozoides V/RA (Tabla 5). Se obtuvieron mayores tasas de V/RA
en el grupo de PICSI-AH comparado con los grupos control y PVP (P<0.05). En lo que
respecta a los espermatozoides M/RA, no se encontraron diferencias significativas entre los
grupos control y PICSI-AH. Ademas, los resultados demostraron que la exposicion de los
espermatozoides a la PVP afecto significativamente la viabilidad y la RA. Es importante
resaltar que en el grupo PICSI-AH se obtuvieron menores tasas de V/NR después de la
exposicion al AH comparados con el grupo control y el grupo ICSI-PVP. Adicionalmente,

no se obtuvieron diferencias significativas en todos los grupos en los porcentajes de M/NR

(Tabla 8).

Tabla 8. Viabilidad y estado acrosomal de espermatozoides seleccionados para

ICSI o PICSI.
Técnicas Total V/RA (%) M/RA (%)  V/NR (%) M/NR (%)
espermatozoides
n
Control 600 432 (72+1.4)" 29 (5+1.4) 108 (18+1.8)" 31 (5+0.4)°
ICSI-PVP 600 319 (53£0.9)" 180 (30+1.1)" 82 (14£2.3)* 19 (3£0.2)"
PICSI-AH 600 504 (84+2.3) 50 (8+1.9)° 42 (7x1.8)° 4 (1z0.3)
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ICSI Inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides; PICSI Inyeccion fisioldgica intracitoplasmatica de
espermatozoides; PVP Polivinilpirrolidona; AH Acido Hialurénico; V/RA Vivo con reaccidn acrosomal; M/RA
muerto con reaccidon acrosomal; V/NR Vivo no reaccionado; M/NR Muerto no reaccionado; n namero de
espermatozoides analizados.

El porcentaje de los datos esta representado como la media = SD.

“P<yalores en la misma columna con letras diferentes son significativamente diferentes (P < 0.05), prueba de
Duncan.

Experimento 4

Efecto de la vitrificacion en el desarrollo embrionario y formacion de blastocistos.

La vitrificacion no afectd el desarrollo embrionario obtenido con las técnicas de FIV, ICSI
y PICSI en comparacion con el control COCs y control DO-GC, respectivamente. Sin
embargo, disminuy6 drasticamente con respecto al control DO en todas las técnicas de
fertilizacion. Ademas, no se obtuvieron diferencias significativas entre el control COCs,
control DO-GC vy vitrificacion con PICSI en comparacion con la FIV. En cuanto al
desarrollo de blastocistos, en los grupos control COCs, control DO-GC, y vitrificacion con
PICSI se obtuvieron mayores porcentajes que los obtenidos por FIV e ICSI (P<0.05). Se
obtuvo una menor tasa de blastocistos con ICSI. La calidad de los blastocistos también fue
evaluada y los resultados indican que la viabilidad fue menor en aquellos obtenidos por
FIV y vitrificacion seguida de ICSI en comparacion con los de PICSI. En la Tabla 9 se
muestra que todos los blastocistos obtenidos a partir de PICSI presentaron 100% de
viabilidad de sus blastdmeros en comparacion con los obtenidos por FIV e ICSI. En
resumen, mayores tasas de viabilidad y nimero de nucleos se obtuvieron en los grupos
control COCS vy vitrificados PICSI en comparacion con FIV e ICSI (Figuras 23 y 24).
Unicamente aquellos blastocistos con el total de sus blastomeros tefidos fueron

considerados vivos.
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Figura 23. Produccion embrionaria. Mérula (a) y blastocistos obtenidos a partir de
ovocitos vitrificados (b, ¢ y d). Las imégenes se obtuvieron en microscopio invertido
con 400 X. M Morula; TB Trofoblasto; B Blastocisto; BC Cavidad blastocisto; /CM Masa
celular interna.

Figura 24. Fertilizacion y calidad de blastocistos con la doble tincion Hoechst-MTT.
Ovocito vivo fertilizado (a,b). Blastocisto vivo (c,d). PBs cuerpos polares, PN prontcleo,
N Nucleo. Las iméagenes se obtuvieron en un microscopio de fluorescencia a 400 X.
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Tabla 9. Desarrollo embrionario in vitro, formacion y calidad de blastocistos.

Grupos Total Division Blastocistos Viabilidad No. de nucleos
Ovocitos (%) (%) (%) (media = SD)
n

FIV

Control (COCs) 250 202 (81£1.3)* 29 (12£2.4) 27 (93£1)* 52+2°
Control (DO) 115 6 (5+2.1)° 1(1)° 1 (100)* 44+3.1°
Control (DO-GC) 100 73 (73£3.4) 15 (15+1.2)° 13 (87+4)° 50+0.6*
Vitrificacion 210 142 (68+2)* 30 (14+1.8)° 23 (77+0.6)° 463"
ICSI

Control (COCs) 120 64 (53£13)° 6 (5+£0.3)° 6 (100)* 495"
Control (DO) 65 - - - -
Control (DO-GC) 74 33 (45£2)° 9 (12+0.3)* 9 (100)* 44+0.9°
Vitrificacién 113 45 (40£9)° 4 (9+0.2) 2 (50+0.2)° 414£2%
PICSI

Control (COCs) 175 112 (64£10)* 38 (22+£1)° 38 (100)* 59+2°
Control (DO) 60 - - - -
Control (DO-GC) 60 38 (63+2)* 18 (30£1.5)° 18 (100)* 50+2.5°
Vitrificacién 158 99 (63£3.5)* 39 (25+3)° 39 (100)* 54+5°

COCs Complejo ovocitos-células del caimulo; DO Ovocitos denudados; DO-GC Ovocitos denudados en co-
cultivo durante la MIV con células de la granulosa; n» Numero de ovocitos examinados.
Los resultados en porcentaje se presentan como la media £ SD.

ab,c,

Experimento 5: Transferencia embrionaria

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

Se realiz6 la transferencia de los embriones producidos in vitro a partir de ovocitos

inmaduros vitrificados y fertilizados por PICSI (grupo experimental) a una hembra

receptora, la cual respondi6 a la induccion hormonal. A los doce dias post induccion

hormonal, en etapa de diestro, el 4 de julio de 2017 se transfirieron aproximadamente 45

embriones en estado de morula o blastocisto en uno de los cuernos uterinos por via
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quirargica. Después de la cirugia, la cerda mostr6 signos vitales adecuados, asi como un
incremento en la ingesta de alimento en los proximos 20 dias sin volver a presentar celo.
Esto nos permiti¢ intuir que habia implantacion, la cual se corroboré mediante
ultrasonido lineal en septiembre de 2017 (60 dias post-TE). El resultado del ultrasonido
mostro vesiculas o cavidades embrionarias (flechas) en donde se aloja y desarrolla cada
feto. Sin embargo, no se observo ninguna figura fetal (Figura 25). Los resultados

mostraron entonces que Unicamente se pudieron registrar 3 implantaciones, sin embargo,

en ninguna de ellas hubo indicio de fetos.

Figura 25. Ultrasonografia lineal, vesiculas o cavidades embrionarias sin presencia
fetal (flechas rojas).
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11. DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran una comparacion de la
eficiencia de las TRA en la fertilizacion y DE de los ovocitos inmaduros frescos y
vitrificados de la especie porcina. Ademas, es la primera vez que se reporta la eficiencia
de la técnica de PICSI en ovocitos porcinos vitrificados para la obtencion de embriones

en estado de blastocisto.

Con respecto a las evaluaciones realizadas en los ovocitos (Experimento 1), los
resultados mostraron que la viabilidad no se afectd inmediatamente después del
calentamiento (T 0 h). Sin embargo, si se afect6é drasticamente después de la MIV (T 44
h) en los grupos de ovocitos vitrificados y del control DO. Estos resultados confirman los
reportados anteriormente (Begin et al., 2003; Somfai et al., 2006), en donde la viabilidad
de los ovocitos de cerdas y cabras disminuye después de la MIV. Lo anterior podria
explicarse debido a que se ha reportado que durante el cultivo in vitro, los niveles de O, y
de especies reactivas de oxigeno incrementan, afectando la viabilidad celular (Bedaiwy et
al., 2004). Asimismo, los ovocitos en estado de VG son altamente crio-sensibles durante
el proceso de vitrificacion, en comparacion con otros estados de desarrollo. Los ovocitos
porcinos vitrificados en VG, presentan un alto contenido lipidico intracelular, lo cual
impide la permeabilidad y capacidad de proteccion de los crioprotectores intracelulares,
afectando la viabilidad celular (Fasano et al., 2012). Por lo que, una alta cantidad de
lipidos intracelulares afecta en los ovocitos vitrificados los niveles de glutation, lo cual
incrementa la produccion de H,O,, la generacion de estrés oxidante, disminuyendo la
viabilidad celular (Somfai et al., 2007). También, se ha reportado que mientras avanza la

division meiotica en el ovocito e inicia la division mitotica durante el DE, la cantidad de
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lipidos disminuye debido a que se incrementan las necesidades metabolicas del ovocito.
En consecuencia, los embriones de mamiferos sufren un menor dafio por vitrificacién en
comparacion con los estados inmaduros. Por otra parte, se ha reportado que la
distribucion cromosdmica, el citoesqueleto y el arreglo mitocondrial son extremadamente
sensibles a las bajas temperaturas, especialmente en ovocitos en estado de VG (Rojas et
al., 2004). Ademas, se han obtenido altos porcentajes de cromosomas dispersos y
distribucidén anormal de los filamentos de actina en ovocitos vitrificados, afectando las
tasas de recuperacion y viabilidad (Wu et al., 2006). Sin embargo, en este trabajo, aunque
la viabilidad disminuyé después de la MIV, los porcentajes obtenidos son mayores a los
reportados anteriormente (Somfai et al., 2010; Ferndndez-Reyes et al., 2012) debido a
que se evito la vitrificacion de COCs y se empled un sistema de co-cultivo durante la
MIV. Los resultados mostraron que la viabilidad disminuy6 significativamente en el
grupo control DO después de la MIV, lo que indica que los ovocitos DO son mas
susceptibles a sufrir dafio celular debido a que las células del cimulo estan directamente
involucradas en el proceso de reanudacion meidtica (Appeltant et al., 2016). La presencia
de estas células protege a los ovocitos contra el estrés oxidante (Tatemoto et al., 2000), lo

cual explica el por qué en los DO vitrificados se afecto totalmente la viabilidad.

En cuanto a la evaluacion de la MIV en ovocitos frescos y vitrificados, los resultados
confirman los reportados previamente por Somfai et al., (2014) en donde la vitrificacion
de ovocitos DO-GC afectd significativamente la MIV. Estos resultados coinciden con
algunos estudios que han reportado previamente tasas desde el 13 al 61% de MIV
después de la vitrificacion de ovocitos en estado de VG, empleando diferentes métodos

de criopreservacion (Fujihira et al., 2004; Somfai et al., 2010; Fernandez-Reyes et al.,
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2012; Somfai et al., 2014). Aunque en el presente trabajo, la vitrificacion afectd las tasas
de M1V, fue posible obtener tasas de maduracion del 88% en ovocitos frescos y 54% en
vitrificados. Un factor importante que debe considerarse es que en la mayoria de los
protocolos de vitrificacion reportados en ovocitos en etapa de VG, se realiza conservando
los COCs intactos. Por lo que, se ha reportado que la vitrificacion de COCs reduce su
potencial de maduracion debido a los efectos negativos que se producen en las células del
cimulo causados por los crioprotectores, que afectan posiblemente las uniones
comunicantes y por lo tanto la maduracion. En este estudio no se realizé la vitrificacion
de COCs sino que se empled un sistema de co-cultivo con células de la granulosa
(Casillas et al., 2014). Sin embargo, aunque se afiadio el sistema de co-cultivo durante la
MIV, los efectos causados por la vitrificacion sugieren dafios a distintos niveles: al
citoesqueleto, el huso meidtico, a las mitocondrias y al ADN, los cuales podrian explicar
los bajos porcentajes de MIV (Rojas et al., 2004; Fernandez-Reyes et al., 2012). Ademas,
como se esperaba, los ovocitos del control DO tuvieron una disminucion de las tasas de
MIV. Esto podria deberse a que si las células del ciimulo son removidas, las uniones
comunicantes se alteran y la comunicacion celular se interrumpe afectando tanto la
viabilidad como la maduracién (Amano et al., 2005). Por lo anterior, se demostrd que el
afiadir células de la granulosa en el control DO-GC permite obtener tasas de maduracion
de hasta el 46% y en los ovocitos vitrificados del 54%. Esto podria deberse a que se ha
reportado que el co-cultivo de ovocitos DO con células del cimulo puede parcialmente
promover su capacidad de desarrollo debido a que estas células poseen un mecanismo
regulador de pH durante el cultivo in vifro ademas de propiedades antioxidantes que
favorecen la MIV (Godard et al.,, 2009; Yu-Hung et al., 2009). Como se mencion6

anteriormente, los resultados de estudios realizados por nuestro grupo de investigacion
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nos han permitido disefiar un protocolo de vitrificacion que ofrece mejores ventajas
(Casillas et al., 2014). Con base en nuestra experiencia, consideramos importante evaluar
el por qué disminuyen las tasas de MIV en COCs vitrificados y confirmar la existencia
del dafio en las uniones comunicantes. Para esto, se evaluo si la vitrificacion causaba
dafio en las uniones comunicantes entre el ovocito y las células de la granulosa. Hasta el
momento, no se ha reportado el dafio en uniones comunicantes en COCs porcinos
vitrificados. Los resultados demostraron que la vitrificacion si causa dafo en uniones
comunicantes de los COCs vitrificados (Experimento 2), disminuyendo drasticamente las
tasas de MIV. Aproximadamente un 50% de los COCs vitrificados present6 dafio en las
uniones comunicantes, lo que impidi6 que el ovocito lograra la reanudacién meidtica. Por
lo tanto, estos resultados confirmaron que la vitrificacion de COCs impide alcanzar
mayores tasas de MIV debido al dafio en las uniones comunicantes. Nuestros resultados
coinciden con los reportados por otro estudio, en donde se analiz6 el efecto citotoxico
producido en las uniones comunicantes por la exposicion de los COCs a compuestos
perfluorados durante la MIV (Dominguez et al., 2016). En este estudio se demostrd que
las uniones comunicantes si se ven afectadas y, como consecuencia, la MIV disminuye.
Debido a que durante la vitrificacion, el uso de sustancias citotoxicas (crioprotectores) es

necesario, nuestros resultados confirman lo previamente reportado por Dominguez et al.,

(2016).

Ademas de la evaluacion de los danos causados por la vitrificacion en los ovocitos, otro
aspecto esencial para determinar la eficiencia de las TRA, es la seleccion espermatica que
se realiza en cada una de las TRA. Por lo anterior, se evaluaron los porcentajes de

viabilidad y estado acrosomal de los espermatozoides expuestos a la PVP o seleccionados
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con AH (Experimento 3). Los resultados mostraron que los espermatozoides
seleccionados con AH tuvieron mayores tasas de viabilidad y reaccion acrosomal (V/RA)
en comparacion con el grupo control y con aquellos expuestos a PVP. Estos resultados
coinciden con los reportados anteriormente por Wei et al., (2016). Los espermatozoides
que fueron expuestos a PVP presentaron altas tasas de espermatozoides muertos que
estaban reaccionados M/RA comparados con los seleccionados con AH y el control, lo
que indica que el AH puede ser otro método que reemplace el uso de la PVP. En relacion
con lo anterior, se reportd que la PVP es capaz de disminuir la formacién de PN, asi
como el desarrollo de blastocistos (Wei et al., 2016). La PVP en el procedimiento de
ICSI, es toxica para el espermatozoide, lo que reduce su capacidad fertilizante (Kato y
Nagao., 2012). Por lo anterior, nuestros resultados sugieren que la viabilidad espermatica
es menos afectada cuando los espermatozoides son expuestos al AH en comparacion con
la PVP. Esto se debe a que el AH es una sustancia producida de manera natural y que
durante los procesos de fertilizacion in vivo, los espermatozoides estdn en contacto sin
alterar su morfofisiologia. En cuanto a este hallazgo, también se ha reportado
previamente que durante la espermiogénesis, se forman los receptores al AH, los cuales
estan implicados en el potencial de fertilizacion al poder reconocer a las células del
cimulo (Huszar., 2011). Este hecho sugiere que la union al AH esté relacionada con la
maduracion y capacitacion espermatica. Los tratamientos espermadticos convencionales
previos a la fertilizaciébn como son los lavados, la centrifugacion, el “swim-up” o la
seleccion observacional por espermatobioscopia, tienen limitaciones importantes. Todos
estos procedimientos no tienen la capacidad de seleccionar espermatozoides funcionales,
maduros o competentes, lo que reduce la posibilidad de seleccionar a los espermatozoides

aptos para fertilizar. Por tal motivo, se ha reportado que los espermatozoides capaces de
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fertilizar a un ovocito son aquellos que han logrado conservar su viabilidad, han
madurado y han sido capacitados (Huszar et al., 2003). El éxito de la fertilizacion estd
directamente asociado al papel del AH en la seleccion espermatica. Nuestros resultados
demuestran que mayores tasas de espermatozoides V/RA se obtienen después de su
exposicion al AH. En apoyo a lo anterior, también se ha reportado que en el fluido
oviductal de cerdas, se han encontrado altas cantidades de AH, lo que indica que este
glucosaminoglucano estd en contacto con los espermatozoides en su paso por el oviducto,
posiblemente ayudando a mantener su viabilidad hasta el sitio de la fertilizacion (Ulbrich
et al., 2004). Las interacciones entre el fluido oviductal y los espermatozoides son
necesarias para la capacitacion y la fertilizacion. Unicamente los espermatozoides
maduros tienen receptores especificos al AH y, al unirse con éste, promueven la actividad
de la enzima hialuronidasa, el reconocimiento de la ZP y la reaccién acrosomal (Henkel.,

2012).

En relacién con los resultados de fertilizacién, nuestro grupo de investigacion ha
realizado estudios previos para incrementar las tasas de FIV y DE a partir de ovocitos
porcinos vitrificados en VG (Casillas et al., 2014; Casillas et al., 2015). Sin embargo, los
porcentajes de produccion de embriones siguen siendo bajos, debido a la alta incidencia
de dafios causados por los protocolos de vitrificacion-calentamiento (Rojas et al., 2004;
Somfai et al., 2014). En el presente trabajo los resultados mostraron que es posible
obtener altas tasas de fertilizacion monospérmica después de la FIV en los grupos control
COCs y después de la vitrificacion (64 y 61%, respectivamente) en comparacion con
otros estudios en los que se utilizaron también ovocitos vitrificados en etapa de VG (43 y

33%, respectivamente) (Somfai et al., 2010), o frescos (23 y 13%, respectivamente)
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(Romar et al., 2012; Appeltant et al., 2015). Mas aln, en este estudio no se tuvieron
diferencias significativas entre el control DO-GC y los ovocitos vitrificados. Sin
embargo, la fertilizacion fue significativamente menor en el control DO, sin importar el

método de fertilizacion.

Un factor importante que contribuye a la obtencion de altas tasas de fertilizacion es la
calidad y concentracion espermdtica utilizadas para la FIV. En este trabajo, la
concentracién espermatica fue menor a la reportada en otro estudio (2 x10°
espermatozoides/mL) (Appeltant et al., 2015), permitiendo una mayor eficiencia de
fertilizacion. Es importante mencionar que, en ovocitos vitrificados, el endurecimiento de
la ZP reduce las tasas de polispermia. Por lo que, se obtuvieron menores tasas de
polispermia en el grupo de vitrificacion en comparaciéon con los grupos control. En
cuanto a las tasas de monospermia, los resultados obtenidos fueron similares a los
previamente reportados en otro estudio (64 vs 65%, respectivamente) (Somfai et al.,
2015). Por lo tanto, los resultados de este trabajo indican que el método de FIV permite
tener mejores tasas de fertilizacidon monospérmica en ovocitos vitrificados. Sin embargo,
cuando se realiz6 la ICSI o PICSI, se obtuvieron tasas de fertilizacion significativamente
menores en comparacion con la FIV. Esto sugiere que la eficiencia de la fertilizacion
disminuye después de la inyeccion intracitoplasmadtica, lo cual se ha atribuido a una
disminucion en la activacion de los ovocitos, fallas en la descondesacion de la cabeza
espermatica y disminucion de la formacion del PN masculino (Garcia-Mengual et al.,
2015). Estos resultados se correlacionan con los obtenidos en cuanto a la evaluacion de la
viabilidad y estado acrosomal espermatico debido a que la exposicion de los

espermatozoides a la PVP disminuye la formacion del PN masculino.
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La eficiencia de la ICSI ha sido estudiada previamente, y los resultados obtenidos en
otros estudios muestran una eficiencia de fertilizacion monospérmica de 55% en ovocitos
frescos que pueden incrementarse hasta un 72% con sustancias como la roscovitina (es
una purina inhibidora del MPF sin comprometer la maduracion citoplasmica) (Garcia-
Roselld et al., 2006). En otro estudio, para incrementar la eficiencia de la ICSI, se realizo
la activacion del ovocito y se realizo la seleccion espermatica con ZP. Sin embargo, las
tasas de fertilizacion reportadas en este estudio fueron bajas en la especie ovina
(Hernandez-Pichardo et al., 2016). También, para incrementar la eficiencia de la ICSI,
recientemente se ha reportado que con el uso de lipasa para seleccionar e inyectar
ovocitos se puede obtener una tasa de fertilizacion monospérmica del 29% (Wei et al.,
2016). Ese estudio también evalud la eficiencia de la PVP, obteniendo un 24% de
monospermia (Wei et al., 2016), similar al obtenido en este trabajo (35%). Sin embargo,
los resultados demuestran que el uso del AH puede incrementar la fertilizacion
monospermica hasta un 45%. Considerando los resultados logrados con la ICSI, la
necesidad de incrementar la eficiencia de la fertilizacion nos permitié generar la hipotesis
de que la seleccion espermatica juega un papel muy importante en la FIV y el DE. El
¢éxito de la fertilizacion depende de la calidad del espermatozoide seleccionado para la

inyeccion intracitoplasmatica, lo cual no se considera para la realizacion de la ICSI.

En los resultados obtenidos en cuanto al DE (Experimento 4), la produccion total de
embriones, asi como de blastocistos después de la FIV en los grupos control COCs (81 y
12%, respecticamente) control DO-GC (73 y 15%, respectivamente) y en ovocitos
vitrificados (68 y 14%, respectivamente) son mayores a los reportados previamente en

cuanto a la obtencion de blastocistos producidos a partir de ovocitos porcinos vitrificados
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en estado de VG (4.6-5.2%) (Somfai et al., 2014; Somfai et al., 2015). En el grupo
control DO, las tasas de desarrollo y de blastocistos fueron significativamente bajas. Al
comparar la eficiencia de la division embrionaria total entre los procedimientos de
fertilizacion, la FIV y la PICSI no fueron significativamnete diferentes. Sin embargo, en
cuanto a la produccion de blastocistos después de la ICSI, estudios previos realizados en
ovocitos frescos reportan resultados similares (4-14%) (Fujihira et al., 2004; Garcia-
Roselld et al., 2006) a los obtenidos en este trabajo (5-12%). También se ha reportado
que el uso de la lipasa como pretratamiento para la ICSI permite obtener tasas de
blastocistos del 19% (Wei et al., 2016). Sin embargo, cuando se realizé la PICSI con
espermatozoides seleccionados con AH, la producciéon de blastocistos se incremento
hasta un 30% en el control DO-GC y un 25% en los ovocitos vitrificados. Por otra parte,
debido a que la aplicacion de la técnica de PICSI no se ha reportado en ovocitos
vitrificados de la especie porcina, los resultados obtenidos en el grupo control COCs
fueron similares a los reportados previamente (22% vs 23.8%) (Sénchez-Osorio et al.,
2008) por otras TRA. Es importante resaltar que en otros estudios con la finalidad de
incrementar las tasas de DE, éstos afiaden 10% de suero fetal bovino o de fluido folicular
porcino en los medios de cultivo (Park et al., 2005; Somfai et al., 2014). Sin embargo, en
el presente estudio, se obtuvieron resultados similares sin usar estas sustancias, debido a

que pueden contener patdgenos como virus y ser transmitidos.

Fue importante no solo evaluar los porcentajes de blastocistos obtenidos, también es
necesario evaluar la viabilidad y la calidad de los blastocistos. Los resultados mostraron
que es posible tener un 100% de blastocistos vivos al dia 7 por el método de PICSI, sin

embargo, la viabilidad de los blastocistos disminuy6 en los métodos de FIV e ICSI.
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Respecto al numero de nucleos, con la técnica de PICSI se obtuvo un mayor niamero (50-
59 células/blastocisto), en comparacion con la FIV e ICSI. Por lo que, estos resultados no
coinciden con los previamente reportados en los que se obtuvieron embriones con

unicamente de 32-40 células/blastocisto (Wu et al., 2017).

Con todas las evaluaciones realizadas, se demuestra que la seleccion espermatica tiene un
impacto en la produccion embrionaria al asegurar que se inyecte a un espermatozoide que
ha completado su maduraciéon y que es capaz de reconocer y adherirse al AH. Es por esto
que una mejor calidad de blastocistos pudo obtenerse después de la seleccion espermatica
con AH en comparacion con la PVP, debido a que con ésta se reduce significativamente

el potencial de desarrollo de los embriones.

Debido a que se obtuvo un porcentaje de 25-30% de blastocistos producidos a partir de
ovocitos vitrificados, se procedio a la TE para la obtencion de crias vivas. Sin embargo,
desde la induccion hormonal se obtuvieron resultados diferentes a los esperados. La
superovulacion como forma de induccidon no fue la méas adecuada y s6lo una de las dos
cerdas respondid al tratamiento. Sin embargo, desconocemos si las concentraciones de
progesterona en el momento de la TE fueron las O6ptimas, lo cual pudo haber afectado la
implantacion de los embriones transferidos. A los casi dos meses de gestacion se realizo
una ultrasonografia y se identificaron vesiculas embrionarias, lo que sugeria la
implantacion de al menos tres embriones, sin embargo, no se obtuvieron crias. En los
protocolos de TE en cerdas se ha reportado que el procedimiento quirurgico induce altos
niveles de estrés y menores tasas de implantacion en comparacion con procedimientos no
quirargicos (Cameron et al., 2006). Esto se ha atribuido a que, debido a la constitucion y

alta cantidad de lipidos en el cerdo, los procedimientos de anestesia pueden ser dificiles
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de lograr. En este trabajo se realizo la via quirdrgica sin tener una afeccion en la cerda
durante la cirugia. Por otra parte, se ha reportado y discutido ampliamente si la
transferencia de embriones de dos o tres dias es mejor que transferirlos en estado de
morula o blastocisto (Stokes et al., 2005). A pesar de esto, se han reportado altas tasas de
implantacioén y nacimientos en embriones procedentes de ovocitos frescos en porcinos en
estado de morula o blastocisto, sin presentar una disminucion significativa (Stokes et al.,
2005). Por esta razon, en este trabajo se decidid transferir en los estados embrionarios

tardios.

Para el dia 35 de gestacion en cerdos es posible visualizar al embrion situado en uno de
los margenes de la vesicula y hasta los 38 dias la presencia fetal. Sin embargo, en este
estudio no se lograron obtener imagenes fetales. Se obtuvieron imagenes
correspondientes a una cerda vacia posiblemente debido a que hubo reabsorcion
embrionaria. Otra posible consideracion es que en cerdas, la reabsorcion puede deberse a
un proceso normal de eliminacion de genotipos no aptos para la supervivencia de la cria.
Posiblemente al haberse transferido embriones obtenidos de ovocitos vitrificados, aunque
en apariencia conservaron su viabilidad, otras estructuras pudieron dafarse, afectando el
desarrollo fetal. En cerdos también se ha mencionado que entre un 20 y 40% de los
embriones mueren de manera normal en la etapa de pre-implantacion debido a
caracteristicas fisiologicas especificas de la especie. Las cerdas ovulan aproximadamente
30 ovocitos los cuales pueden ser fecundados pero, al final, inicamente se tendran 12
crias vivas, reabsorbiéndose los embriones restantes. A pesar de que no se obtuvieron
crias, fue posible registrar 3 datos de implantaciones, lo cual hasta el momento no se ha

reportado empleando el método de PICSI en ovocitos criopreservados. Como perspectiva
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a este trabajo se sugiere continuar con la produccién in vitro de blastocistos y TE para

lograr la obtencion de crias vivas

En resumen, los resultados confirman que, a pesar de que la vitrificacion afecta la
viabilidad y la MIV, es posible lograr la fertilizacion, el potencial de desarrollo y la
formacion de blastocistos con buenos porcentajes de éxito. Esto demuestra que la
vitrificacion tiene un fuerte impacto en el proceso de MIV. Los ovocitos vitrificados que
alcanzan la etapa de MII son capaces de llevar a cabo la maduracién citopldsmica y el
subsecuente DE (Casillas et al., 2015). Sin embargo, para los eventos posteriores como la
FIV y DE, la seleccion espermatica juega un papel muy importante. La contribucion del
espermatozoide en la embriogénesis se divide en dos periodos: temprano (fertilizacion
hasta < 8-células) y el tardio (8-células hasta el nacimiento). En el periodo temprano, una
inadecuada seleccion espermatica puede afectar significativamente la fertilizacion, la
singamia y la division mitdtica inicial (Burrel et al., 2014; Neri et al., 2014). En el
periodo tardio, el espermatozoide puede afectar la embriogénesis via gendmica. Si el
genoma es alterado por fragmentacion del ADN se pueden producir bajos porcentajes de
blastocistos, bajas tasas de implantacion e incluso aborto temprano. En estudios en
humanos, en los que se ha llevado a cabo el método de PICSI, se reporta que los
espermatozoides que se adhieren al AH incrementan la produccion de embriones
(Parmegiani et al., 2010). Asimismo, se han reportado disminucion de abortos
prematuros y altas tasas de embarazo, mayor integridad en el ADN y aumento en las
tasas de blastocistos (Yagci et al., 2010). Por lo tanto, la seleccion espermatica con AH si
mejora significativamente las tasas de blastocistos producidos in vitro, tanto en el control,

como en el grupo de ovocitos vitrificados.
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12. CONCLUSIONES

El sistema de co-cultivo con células de la granulosa durante la MIV en ovocitos
inmaduros vitrificados y en el control DO-GC permiti6é obtener ovocitos maduros. Las
tasas de fertilizacion y desarrollo de blastocistos en los ovocitos que fueron madurados en
co-cultivo fueron mayores que cuando solo se pusieron a madurar ovocitos denudados.
Para la fertilizacion, la exposicion espermdtica al AH antes de la inyeccion
intracitoplasmatica  permitid  seleccionar espermatozoides reaccionados  Vvivos,
mejorandose las tasas de FIV y DE. Por lo que, el AH puede ser considerado un mejor
método de seleccion espermatica antes de la inyeccion intracitoplasmatica, reemplazando
el uso de la PVP para producir blastocistos de ovocitos inmaduros vitrificados. El método
de fertilizacion con PICSI fue mas eficiente en la produccion de blastocistos a partir de
ovocitos vitrificados en comparacion con la FIV y la ICSI. Sin embargo, la transferencia
de embriones producidos in vitro por el método de PICSI en ovocitos vitrificados,
unicamente permiti¢ registrar implantaciones de al menos 3 blastocistos. Hasta el

momento no se ha reportado el nacimiento de crias vivas empleando este método.
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14. ANEXO

14.1 Preparacion de medios

e SOLUCION SALINA: para transportar ovarios y hacer lavados.

Contiene: NaCl 18.4 gy 1 mL de antibiotico para 2 L de agua destilada.

* TL-HEPES-PVA: para lavar los ovocitos después de la puncidn ovérica.

1L 500 mL 250 mL 1L 500 mL 250 mL
NaCl 6.6633 3.33165 1.665 Sorbitol 2.186 1.093 0.545
KC1 0.2386 0.1193 0.059 NaHCO; 0.168 0.084 0.042
NaH,PO, 0.0408 0.0204 0.0102 Gentamicina 0.0250 0.0125 0.0062
Na Lactate 1.4ml 0.7ml 0.35ml Penicilina G 0.065 0.0325 0.01625
MgCL.6H,0 0.1017 0.05085 0.025 PVA 0.1 0.050 0.025
HEPES 2.383 1.1915 0.5957 ®CaCl,.2H,0 0.294 0.147 0.0735
Na-Piruvate 0.022 0.011 0.0055
® Poner al final
Ajustar pH 7.3-7.4, filtrar y almacenar a 4 °C.
*  TCM-199: para maduracion in vitro.
100 mL 50 mL
PVA 0.1 0.05
D-Glucosa 0.05496 0.02748
Ac. Piravico 0.01 0.005
Estreptomicina 5mg 2.5
Penicilina 7.5 mg 3.75
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* TBM: para el lavado de ovocitos para antes de la fertilizacion y medio de

fertilizacion.

200 mL 100 mL 50 mL
NaCl 1.32 0.6611 0.3305
KClI 0.0448 0.0224 0.0112
CaCl,.2H,0 0.2204 0.1102 0.0551
Tris (base libre) 0.4846 0.2423 0.12115
Glucosa 0.3964 0.1982 0.0991
Na-Piruvate 0.11 0.055 0.0275

* DPBS: para lavado de espermatozoides.
Tomar 250 mL del DPBS preparado y agregar 0.025 g de CaCl, anhidro, agregar 25 mg
de penicilina y 18.75 mg de estreptomicina. Antes de usar, tomar 50 ml y agregar 0.05 g
de BSA 8022, ajustar pH 7.2-7.3, filtrar y guardar en la incubadora de aceites. De

preferencia pH 7.2.

* NCSU-23: para el desarrollo embrionario.
Para 100 mL, ajustar pH 7.2-7.3 y filtrar. Suplementar 10 mL con 0.04 g de BSA A-

7511, filtrar y preparar cajas.

NaCl 0.6355 Taurina 0.0876
KCl 0.0356 Hipotaurina 0.0546
KH,PO, 0.0162 NaHCO; 0.2106
MgS0,4.7H,0 0.0293 CaCl,.2H,0 0.025 0
D-glucosa 0.1 Penicilina G 0.0075 o
—
Glutamina 0.0146 Estreptomicina 0.005 g
=)
\(©
(a
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This study was designed to evaluate the capacity of vitrified-warmed porcine immature oocytes to
mature and to be fertilized using in vitro fertilization or intracytoplasmic sperm injection, and to deter-
mine the subsequent embryo development. Immature oocytes were vitrified using ethylene glycol and
dimethylsulphoxide as cryoprotectants and the Cryolock method. After warming oocytes were cultured
44 h for maturation. Oocytes were randomly distributed in three treatment groups and subjected to
in vitro fertilization (Experiment 1) or intracytoplasmic sperm injection (Experiment 2) procedures.
The results indicate that the embryo development was higher in denuded oocytes co-cultured with gran-
ulosa cells (NkO-CC group) fertilized by in vitro fertilization or intracytoplasmic sperm injection com-
pared to cumulus-cell oocyte complexes (COCs group), showing no significant differences with control.
Vitrified denuded oocytes matured with a co-culture system NkO-CC group, displayed higher cleavage
rate and blastocyst production than vitrified COCs group. Blastocysts were successfully obtained after
IVF and ICSI procedures; however, the development to the blastocyst stage was better after IVF. These
results show that the vitrification-warming media, the employment of a granulosa cell co-culture system
and the Cryolock method during vitrification, increased the nuclear and cytoplasmic maturation of vitri-
fied porcine immature oocytes. Further experiments are required to enhance porcine embryo production

after vitrification.

© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

The establishment of oocyte cryopreservation procedures is of
great importance in human assisted reproduction techniques, ani-
mal production for fertility and genetic improvement, including

Abbreviations: BSA, bovine serum albumin; CC, cumulus cells; CPAs, cryopro-
tectant agents; COCs, cumulus-cell oocyte complexes; ED, embryo development;
EG, ethylene glycol; EGF, epidermal growth factor; GV, germinal vesicle stage; ICSI,
intracytoplasmic sperm injection; IVF, in vitro fertilization; IVM, in vitro matura-
tion; Me,SO, dimethylsulphoxide; mTBM, modified Tris-buffered-medium; MTT,
thiazolyl blue; NkO-CC, oocytes vitrified without cumulus cells and matured in co-
culture with granulosa cells; PB, polar body; PN, pronuclei; PVA, polyvinyl alcohol;
PVP, polyvinylpyrrolidone; TCM-199, tissue culture medium 199; V-W medium,
vitrification-warming medium; ZP, zona pellucida.
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endangered animal species [8,11]. Successful vitrification can be
determined by the meiotic stage of the oocyte. The oocyte develop-
mental stage is considered a critical factor for its survival and
developmental competence after cryopreservation [40]. In compar-
ison with other mammals, porcine oocytes have shown to be more
difficult to cryopreserve in the germinal vesicle stage (GV)
[26,32,45]. This fact has been attributed to their high lipid content
[34], which decreases in the following developmental stages.
Mature oocytes display higher survival rates after vitrification than
GV oocytes, but they often show spindle abnormalities, reducing
their fertilization and developmental competence [38]. Although
GV oocytes have low survival rates, they have the ability to
undergo nuclear and cytoplasmic maturation to continue embryo
development (ED). In regard in vitro embryo vitrification,
blastocysts have been successfully cryopreserved with high sur-
vival and re-expansion rates [6,33]. However, in vitro produced
blastocysts present higher DNA fragmentation and a lower total
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cell number than in vivo generated blastocysts [31]. In the present
study we highlight that the vitrification of GV oocytes has more
advantages for assisted reproduction techniques than other stages.

In a previous study [5] it was demonstrated that vitrified por-
cine immature oocytes were able to preserve survival up to 90%,
and 49% were able to mature in vitro. These results were obtained
using a co-culture with homologous granulosa cells. It was also
reported that granulosa cells in co-culture with the oocytes after
vitrification, seem to recognize and surround oocytes improving
in vitro maturation (IVM). Therefore, maintaining their viability
is essential for IVM.

In vitro models are useful tools to understand the effects and
mechanisms involved during vitrification. Also the porcine model
was chosen because of its reproductive and endocrine systems
are very similar to those of humans [10,12].

For assisted reproduction technologies, in vitro fertilization
(IVF) and intracytoplasmic sperm injection (ICSI) were developed
in order to improve fertilization and ED. The IVF technique was
developed in 1940. But it was not until 1978 when Steptoe and
Edwards established greater details of the IVF process, resulting
in the first human IVF baby born [46]. After this, several studies
have shown fertilization and outcome success in different species
[9,17,25,27,37,44]. However, in some domestic species its use has
currently decreased since it has the disadvantage of not excluding
events as polyspermy, which causes aberrant development of the
early embryo and difficulty completing gestation [24]. In swine,
polyspermy by in vitro fertilization occurs in high incidence
(50%), whereas in vivo is between 30% and 40% [50], reducing the
percentages of monospermy and the possibility to obtain live off-
spring. In 1992, ICSI arose to solve this issue [35]. However, by
ICSI, results have not been as expected because procedure failures
in the oocyte activation, sperm head decondensation, sperm ejec-
tion, and zona pellucida (ZP) rupture have been reported
[7,14,23,29,43]. One of the main vitrification problems is the hard-
ening of the ZP and cytoplasmic membrane [49] affecting the
sperm-oocyte recognition during IVF. For this reason we hypothe-
sized that the ICSI procedure could solve some of the vitrification
problems. Therefore, the aim of the present study was to evaluate
the capacity of vitrified-warmed porcine immature oocytes to
mature and to be fertilized using IVF or ICSI and to determine
the subsequent ED.

2. Materials and methods
2.1. Experimental design

2.1.1. Experiment 1: embryo development obtained with vitrified
immature oocytes after IVM and IVF

Nine replicates were performed to evaluate the ED after IVF.
After collection, COCs were randomly allocated in the following
treatment groups: (1) non-vitrified fresh oocytes (control group,
n=373); (2) COCs vitrified-warmed (COCs group, n=288); (3)
COCs denuded before vitrification, vitrified-warmed and matured
in the granulosa cell co-culture system. (NkO-CC group, n=327).
After IVM matured oocytes derived from each experimental group
were subjected to conventional IVF and cultured as described
below.

2.1.2. Experiment 2: embryo development obtained with vitrified
immature oocytes after IVM and ICSI

Five replicates were performed. After collection, COCs were
randomly allocated in the following treatment groups: (1)
non-vitrified fresh oocytes (control group, n=161); (2) COCs
vitrified-warmed (COCs group, n = 125); (3) COCs denuded before

vitrification, vitrified-warmed and matured in the granulosa cell
co-culture system (NKO-CC group, n=136). After IVM, matured
oocytes derived from each experimental group were subjected to
ICSI and cultured as described below.

2.2. Chemicals

Unless otherwise stated, all chemicals were purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

2.3. Culture conditions

Oocytes maturation, gametes co-incubation and embryos cul-
tured were performed under mineral oil and incubated at 38.5 °C
in an atmosphere of 5% CO, in air and humidity at saturation.

2.4. Oocyte collection and IVM

Ovaries were obtained from pre-pubertal gilts at a local slaugh-
terhouse (“Los Arcos”, Edo. de Mexico) and transported to the lab-
oratory in 0.9% NaCl solution at 25 °C within 2 h after collection.
Ovarian follicles between 3 and 6 mm in diameter were aspirated
using an 18-gauge needle fixed to a 10 mL disposable syringe to
obtain the cumulus-cell oocyte complexes (COCs). Tyrode’s modi-
fied medium supplemented with 10 mM sodium lactate, 10 mM
HEPES and 1 mg/mL polyvinyl alcohol (PVA) (TL-HEPES-PVA) was
used for COCs collection and washing [2]. Oocytes with uniform
cytoplasm surrounded by a two-four layer compact mass of cumu-
lus cells (CC) were selected for culture. Then, COCs were washed
three times in 500 pL drops of maturation medium composed of
TCM-199 with Earlés salts and 26.2 mM sodium bicarbonate
(in vitro, Mexico City) supplemented with 0.1% PVA, 3.05 mM p-
glucose, 0.91 mM sodium pyruvate, 0.57 mM cysteine and 10 ng/
mL EGF. For maturation, groups from 30 to 40 COCs were placed
in each well of a four-well dish (Thermo-Scientific Nunc,
Rochester NY) containing 500 pL of maturation medium supple-
mented with 0.5 pg/mL LH and 0.5 pg/mL FSH for 44 h [2].

2.5. Vitrification and warming

The basic medium for vitrification and warming (V-W medium)
was TCM-199-HEPES supplemented with 0.5 mM L-glutamine and
0.1% PVA. For vitrification, oocytes were washed twice in V-W
medium and sequentially equilibrated in the first vitrification solu-
tion containing 7.5% dimethylsulphoxide (Me,SO) and 7.5% ethy-
lene glycol (EG) for 3 and 1 min in a second vitrification solution
containing 16% Me,SO, 16% EG and 0.4 M sucrose. Groups of six
to seven oocytes were placed in a 1.5-2 pL drop of the second solu-
tion and loaded into Cryolock (Importadora Mexicana de
Materiales para Reproduccion Asistida S. A. de C.V., Mexico City)
in less than 1 min; then they were immediately plunged horizon-
tally into liquid nitrogen and stored during 30 min (Cryolock
method) [5].

Oocytes were warmed using the one-step method [41]. Briefly,
the Cryolock was submerged vertically in a four-well dish contain-
ing 800 pL of V-W medium supplemented with 0.4 M sucrose to
recover the oocytes. The warmed oocytes were incubated in this
medium for 5 min and then recovered and transferred to IVM med-
ium [40,41].

After 44 h of IVM control and vitrified oocytes were assessed by
stereomicroscopy. Oocytes displaying signs of degeneration, such
as lysed cytoplasmic membrane, were discarded and were not used
for IVF procedures.
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2.6. Granulosa cells co-culture

For oocyte granulosa cells co-culture, 1 x 10° cells were
obtained from immature oocyte denudation and follicular fluid.
Co-culture was employed to improve IVM in vitrified immature
oocytes [47].

2.7. In vitro fertilization

After IVM, the CC were removed by mechanical denudation in
maturation medium containing 0.1% hyaluronidase. Oocytes were
washed twice in 500 pL drops of maturation medium and three
times in 500 pL drops of IVF medium. The medium used for IVF
was modified Tris-buffered medium (mTBM) consisting of
13.1mM NaCl, 3mM KCl, 7.5mM CaCl,-2H,0, 20 mM Tris,
11 mM glucose and 5 mM sodium pyruvate and supplemented
with 0.4% bovine serum albumin (BSA) fraction V and 2.5 mM caf-
feine [2]. Groups of 30 to 40 denuded oocytes were placed into
each well of a four-well dish in 50 pL size drops covered with min-
eral oil and incubated for 45 min until insemination.

For insemination, the semen sample was obtained by the gloved
hand method at a local swine insemination centre and transported
to the laboratory at 16 °C, within 2 h after collection, diluted in
Duragen (Magapor, Mexico) 50:50 (v:v). Sperm motility was eval-
uated, and only samples with a minimum of 80% were selected.
Five millilitres of the semen sample were diluted with the same
volume of Dulbecco’s PBS (DPBS; In Vitro, Mexico City) supple-
mented with 0.1% BSA fraction V, 75 pg/mL potassium penicillin
G and 50 pg/mL streptomycin sulphate. This suspension was cen-
trifuged at 61g for 5 min. The supernatant was diluted 1:1 (v:v)
with DPBS and centrifuged at 1900g for 5 min. The supernatant
was discarded, the sperm pellet diluted with 10 mL of DPBS and
centrifuged twice under the same conditions. Finally, the pellet
was diluted in 100 pL of mTBM and the sperm concentration was
assessed. After an appropriate dilution in mTBM, 50 pL of the
sperm suspension was added to 50 pL of the same medium con-
taining oocytes to give a final concentration of 5 x 10> spermato-
zoa/mL. The gametes were co-incubated in mTBM for 6 h.

2.8. Intracytoplasmic sperm injection

Microinjection was performed using the micromanipulators
coupled to an inverted optical differential interference contrast
microscope (Nikon eclipse, TE300, Japan). Holding pipettes had
an external and internal diameter of 150 and 30 pum, respectively.
Injection pipettes had an outer diameter of 10 pm and an inner
diameter of 8 um. Both kinds of pipettes had an angle of 40°.

An oil-covered 35 mm diameter Petri dish (Nunc, Denmark)
containing eight drops of 10 uL mTBM medium for oocytes (3
oocytes/drop) and a drop of 4 puL of mTBM containing 10%
polyvinylpyrrolidone (PVP) for spermatozoa was prepared. A drop
of 1 pL of the mTBM medium with the same sperm sample used for
IVF was added in the extreme of the 4 pL drop of 10% PVP [19].

For microinjection, only motile sperm with normal morphology
were selected and immobilized by hitting the injection needle
down its tail. Aspiration of a single sperm was made by the tail into
the injection pipette allowing the head to be the last portion to be
introduced. Later, both pipettes were moved to the drop containing
the oocytes. Mature oocytes were hold by a negative pressure of
the holding pipette, maintaining the first polar body in the position
of the six or twelve o’clock to prevent cell damage. The sperm was
carefully expelled from inside the injection needle and reloaded for
washing in order to remove the PVP surrounding the sperm before
injection. Subsequently, in the position of the three o’clock, the
injection pipette was inserted into the oocyte so that the sperm
head could be in touch with the cytoplasm in order to facilitate

oocyte activation. A small amount of cytoplasm was aspirated into
the injection needle immediately after the sperm was introduced
into the oocyte to be sure that the injection took place correctly.
The micropipette was removed and the oocyte was released from
the holding pipette. Microinjected oocytes were washed twice
and incubated in mTBM in the same conditions for oocytes sub-
jected to conventional IVF [18,20].

2.9. Embryo culture

After 6 h of incubation in mTBM, fertilized oocytes were washed
three times in 500 pL drops of culture medium consisting in North
Carolina State University 23 development medium (NCSU-23) sup-
plemented with 0.4% BSA to remove sperm [2]. Then 30-40 puta-
tive zygotes were transferred to four-well dishes containing
500 pL drops of culture medium and incubated for 144 h to deter-
mine ED.

2.10. Evaluation of IVM and IVF parameters

To assess IVM and IVF parameters, oocytes were stained with
10 pg/mL bisbenzimide (Hoechst 33342) in DPBS for 45 min and
evaluated using an epiflourescence microscope (Zeiss Axiostar) at
400x magnification [4]. Maturation was evaluated after 44 h,
oocytes having a GV or in the metaphase I were considered imma-
ture, and those in the metaphase Il with the first polar body (PB) as
matured [32]. IVF was evaluated 16 h after co-incubation and ICSI
after 16 h post injection. Oocytes showing two PB and two pronu-
clei (PN) were considered fertilized, and those with two PB and one
PN were considered as activated (Fig. 1). The percentages of pene-
tration and fertilization efficiency were calculated from the num-
ber of oocytes inseminated. The percentage of monospermy was
calculated from the number of total penetrated oocytes.

2.11. Evaluation of embryo development

The embryo cleavage development and blastocyst formation
were determined at 48 and 144 h respectively, using an inverted
microscope (Olympus Optical). Embryos with 2-8 blastomeres
were considered early embryos, those with a higher number were
classified as morulae, and those with a blastocele were considered
as blastocyst.

2.12. Statistical analysis

In regard to the fertilization parameters three experiments
were performed for IVF and ICSI. For ED, nine replicates were per-
formed for IVF and five for ICSI. The data obtained for each indica-
tor (cleavage rate and ED) of vitrified immature oocytes and in co-
culture with granulosa cells were treated as non-parametric as
well as all the fertilization parameters, then analyzed by a multiple
comparison Duncan test using 2008 NCSS (Number Cruncher
Statistical Software). Differences were considered significant when
P<0.05.

3. Results
3.1. Experiment 1

Immature oocytes that survived vitrification and warming pro-
cedures displayed similar fertilization, monospermy and fertiliza-
tion efficiency than control oocytes (Table 1).

However, vitrification impaired the subsequent ED. The cleav-
age rate was higher (P <0.05) in the control than that observed
in vitrified groups. The NkO-CC group displayed better (P < 0.05)
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Fig. 1. Fertilization parameters from vitrified immature porcine oocytes after IVF (a, ¢ and d) and ICSI (b). PN: pronucleous; arrows: polar bodies.

Table 1
Fertilization parameters of porcine oocytes during IVF.

Group Oocyte  Penetration = Monospermy  Fertilization
n (%) (%) efficiency (%)
Control 65 42/65 (65)* 27/42 (64) 27(65 (42)*
Vitrified 30 16/30 (53)* 11/16 (69)* 11/30 (37)*
COCs
Vitrified 26 14/26 (54)*  10/14 (72)* 10/26 (39)*
NkO-CC

Values in the same column with different letters are significantly different
(P<0.05).

COCs: vitrified cumulus-cell oocyte complexes.

NKO-CC: denuded immature oocytes vitrified and co-culture with granulosa cells
during IVM.

embryo developmental ability than vitrified COCs. No differences
were observed between control and NkO-CC group related to the
blastocyst formation rate, which was higher than that achieved
in the COCs group (Fig. 2; Table 2).

3.2. Experiment 2

Immature oocytes that survived to vitrification and warming
procedures displayed similar fertilization rates than control
oocytes (Table 3). The percentage of oocytes with two PB and
one PN was higher (P<0.05) in COCs group than control and
NkO-CC.

However, vitrification impaired the subsequent ED in COCs
group. The cleavage rate was similar in the control and NkO-CC
group. The NKO-CC group displayed better embryo developmental
ability than vitrified COCs. No differences were observed between
control and NkO-CC group related to the blastocyst formation rate,
which was higher (P < 0.05) than that achieved in the COCs group
(Fig. 2; Table 4).

Nevertheless, the development to the blastocyst stage was
better after IVF than ICSI (Table 2; Table 4).

4. Discussion

Few reports have tested fertilization and ED rates after vitrifica-
tion in several mammalian species [1,13,21,30]. Moreover the
development of efficient systems for in vitro production of porcine
embryos from vitrified GV oocytes still remain low, since a high
incidence of vitrification-warming injuries have been reported
[13].

At the present time, important advances in porcine GV oocyte
cryopreservation have been made. The vitrification of denuded
oocytes and the employment of a granulosa cell co-culture during
maturation can improve survival and maturation rates [5].
Recently, it was also reported the first successful piglet production
from cryopreserved immature oocytes [45]. Despite this, percent-
ages of embryo survival and development are considerably low.

For oocyte vitrification the main factors affecting survival are
the nuclear stage of the cell, cryoprotectant concentration, viscos-
ity and volume, device cooling/warming rates and embryologist
ability. Immature oocytes have resulted to be more sensitive dur-
ing vitrification than those matured or embryos. This impact can
be due to their high lipid content and low permeability to cryopro-
tectant agents (CPAs) in comparison with other stages. The use of
these chemicals can be detrimental to the cell because they are
highly toxic [5]. They can be able to cause changes in the mem-
brane structure, mainly in the lipid bilayer, like hardening and rup-
ture. These alterations could block the oocyte-sperm recognition
avoiding the fertilization process. Therefore, the development of
efficient vitrification procedures with reduced CPAs concentration
and exposure times are required in order to reduce vitrification-
warming injuries.
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Fig. 2. Blastocysts derived from vitrified immature porcine oocytes after IVF (a-c). Blastocysts derived from vitrified immature porcine oocytes after ICSI (d-f). Images were

obtained with an inverted microscope with 400x magnification.

Table 2
ED of porcine vitrified immature oocytes obtained by IVF after 144 h.

Group GV oocytes  Cleavage rate Embryo development
n (%) (%)
Blastocyst
Control 373 272/372 (737 26/272 (9)
Vitrified COCs 288 159/288 (55)° 4/159 (3)°

Vitrified NkO- 327
CcC

202/327 (62)°  30/202 (16)

Values in the same column with different letters are significantly different
(P<0.05).

COCs: vitrified cumulus-cell oocyte complexes.

NKO-CC: denuded immature oocytes vitrified and co-culture with granulosa cells
during IVM.

In the current study, the results obtained of monospermy by IVF
were not different from those observed in both treated groups. The
percentages of monospermy are higher than those previously
reported [3,39]. The possibility to obtain high monospermy rates
depends on the sperm concentration used for IVF. In this study,
the sperm concentration was lower than that reported by a previ-
ous study (2 x 10° spermatozoa/mL) allowing a higher fertilization
efficiency [22]. Other important finding is that polyspermy was

Table 3
Fertilization parameters of porcine oocytes during ICSL.

Group Oocytes  Oocytes with two PBs Oocytes with two PBs
n and one PN (%) and two PN (%)
Control 35 4/35 (11)? 14/35 (40)*
Vitrified 30 5/30 (17)° 10/30 (33)?
COCs
Vitrified 24 2/24 (8)* 9/24 (38)°
NkO-CC

decreased in both vitrified treatments. This fact can be due to the
hardening of the ZP during the vitrification process associated with
the exocytosis of cortical granules, known as a protective mecha-
nism against polyspermy [50].

In terms of penetration and fertilization efficiency, the results
obtained in the current study are similar to those reported in fresh
oocytes [3], indicating that the IVF procedure allows an adequate
ED. This procedure showed higher rates of fertilized oocytes and
ED compared to ICSI on vitrified GV oocytes. This fact can be
explained because IVF is a more natural insemination procedure;
nevertheless, several failures have been reported during the fertil-
ization process. These include: acrosome reaction, ZP penetration,
oolema fusion, cortical reaction and possibly oocyte activation. It
is well known that the oocyte activation is required during the fer-
tilization process to complete the male pronuclear development.
One of the main problems during ICSI is a non-adequate sperm
head decondensation and pronuclei formation [16]. In the present
study, ICSI results indicate that by this procedure, fertilization and
ED success still remains low. This fact has also been reported in
other species [7]. Therefore, the acknowledgement of different fer-
tilization procedures is required to improve embryo production.

In regard ED, results performed by IVF indicate that in the NkO-
CC group blastocyst formation was no statistically different

Table 4
ED of porcine vitrified immature oocytes obtained by ICSI after 144 h.

Group GV oocytes Cleavage rate Embryo development
n (%) (%)
Blastocyst
Control 161 100/161 (62)* 5/100 (5)*
Vitrified COCs 125 70/125 (56)° 2/70 (3)°
Vitrified NkO- 136 94/136 (69)* 6/94 (6)*

CcC

Values in the same column with different letters are significantly different
(P<0.05).

COCs: vitrified cumulus-cell oocyte complexes.

NkO-CC: denuded immature oocytes vitrified and co-culture with granulosa cells
during IVM.

Values in the same column with different letters are significantly different
(P<0.05).

COCs: vitrified cumulus-cell oocyte complexes.

NKO-CC: denuded immature oocytes vitrified and co-culture with granulosa cells
during IVM.
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compared to control. These results overcome the previously
reported ones in different species such as swine [11,42] and ovine
[13]. The results also demonstrate that the vitrification protocol,
the Cryolock method, and the co-culture system are able to
enhance not only IVM rates [5], but also IVF without affecting
ED. This fact can be mainly due to the presence of CC in co-
culture with the oocytes during maturation, allowing them to
retain their developmental capacity to improve ED. The use of a
CC co-culture provides new insights in the vitrification of porcine
GV oocytes. The presence of CC is of great importance to maintain
the gap-junction communications between CC and oocytes to
acquire developmental competence, and mitochondrial functions
during maturation [48]. For GV oocyte cryopreservation it is
known that the vitrification of COCs decreases CC and oocyte via-
bility because the presence of CC in immature oocytes inhibits
the CPAs intake, contributing to the ice crystal formation and cell
damage. In comparison, denuded oocytes with non-vitrified CC dis-
played higher cryoprotectant permeability than COCs resulting in
higher viability and maturation rates after vitrification [5]. In sup-
port to this, our results demonstrate that the vitrification of COCs
displayed lower ED rates than NkO-CC. Therefore we suggest for
GV oocyte vitrification to perform it with denuded oocytes using
a granulosa cell co-culture system during maturation. In addition,
these results clearly indicate that even if live offspring has been
obtained from vitrified immature oocytes [45] the procedure for
vitrification and embryo production could be improved by the
use of the co-culture system and the Cryolock method in order to
increase live offspring.

On the other hand, results performed by ICSI in the control
group were 62% cleavage and 5% blastocyst. In comparison with
the IVF control, results by ICSI were lower. In the NkO-CC group
the cleavage was 69% and 6% blastocyst showing no significant dif-
ferences compared to control. Other studies performed by ICSI in
porcine immature oocytes showed 39-41% of cleavage and blasto-
cyst formation from 1.8% to 14% [15,42]. This indicates that the
results obtained in the current study are higher in cleavage rate
but not in blastocyst formation. This fact can be due to the non-
use of follicular fluid to increase blastocyst formation, and other
vitrification conditions as device and exposure times. It is well
known that it could contain unknown factors that possibly can
be detrimental for maturation [10] and are undesirable for scien-
tific purposes, decreasing experimental reproducibility.

In regard of blastocyst formation, ICSI rates were lower than IVF
in all groups. These results agree with a previous study in domestic
species in which it was obtained a higher percentage of fertiliza-
tion by IVF than ICSI [7]. However, this report was conducted in
fresh oocytes and few reports are performed in vitrified oocytes.
Also other studies indicate that by IVF good-quality embryos can
be obtained on time (5-6 days), but by ICSI, blastocyst formation
can be delayed until 10 days with less quality [19].

The lower ED-ICSI rates can be mainly due to sperm chromatin
decondensation and oocyte activation failures [14,29], sex chromo-
some abnormalities [23], sperm ejection [43], and oolema rupture
with the introduction to the cell of the PVP medium, which is
known to be toxic. Also it is known that in humans, mice, hamster,
rabbit and ovine [19], mechanical oocyte activation is induced by
ICSI, however in cattle and swine this does not occur [28].
Nevertheless, the success of ED by IVF and ICSI depends on several
vitrification factors: device high cooling-warming rates, cryopro-
tectant agents, nuclear stage, meiotic competence of immature
oocytes to reach the nuclear and cytoplasmic maturation, and cul-
ture conditions to obtain good-quality blastocysts [5]. In this way,
the present study was designed to evaluate the efficiency of a vit-
rification-warming procedure using the Cryolock method as well
as the effect of the co-culture of vitrified immature oocytes with

fresh granulosa cells in order to improve ED by IVF and ICSI
techniques.

Finally, this study demonstrates that is possible to obtain blas-
tocysts after IVF and ICSI of vitrified-warmed porcine immature
oocytes. Although the procedure efficiency is still low, the co-
culture system with CC during IVM has demonstrated to improve
the developmental capacity of vitrified immature oocytes.
Further studies are needed to improve vitrification and fertilization
methods in order to increase embryo production [36].

In conclusion, vitrified denuded oocytes matured with a co-
culture system NkO-CC group, displayed higher cleavage rate and
blastocyst production than vitrified COCs group. Blastocysts were
successfully obtained after IVF and ICSI procedures; however, the
development to the blastocyst stage was better after IVF. These
results show that the vitrification-warming media, the employ-
ment of a granulosa cell co-culture system and the Cryolock
method during vitrification, increased the nuclear and cytoplasmic
maturation of vitrified porcine immature oocytes. Further experi-
ments are required to enhance porcine embryo production after
vitrification.

Statement of funding

The main financial support was obtained by the Universidad
Auténoma Metropolitana-Iztapalapa and an external financial sup-
port by CONACYT.

Conflict of interest

The authors declare there is no conflict of interest.

Acknowledgments

This work was supported by CONACYT Scholarship (No.
302760) to Fahiel Casillas. The authors thank Ph.D. Socorro
Retana-Marquez for helpful suggestions improving the manu-
script. M. Sc. Ernesto Hernandez and Biol. Exp. Alma Lopez for tech-
nical assistance. We would also like to thank the slaughterhouse
“Los Arcos”, Estado de Mexico for the donation of porcine ovaries.

References

[1] L.R. Abeydeera, B.N. Day, In vitro fertilization of pig oocytes in a modified tris-
buffered medium: effect of BSA, caffeine and calcium, Theriogenology 48
(1997) 537-544.

[2] LR. Abeydeera, W.H. Wang, R.S. Prather, B.N. Day, Maturation in vitro of pig

oocytes in protein-free culture media: fertilization and subsequent embryo

development in vitro, Biol. Reprod. 58 (1998) 1316-1320.

R. Appeltant, J. Beek, L. Vandenberghe, D. Maes, A.V. Soom, Increasing the

cAMP concentration during in vitro maturation of pig oocytes improves

cumulus maturation and subsequent fertilization in vitro, Theriogenology 83

(2015) 344-352.

E. Casas, E. Bonilla, Y. Ducolomb, M. Betancourt, Differential effects of

herbicides atrazine and fenoxaprop-ethyl, and insecticides diazinon and

malathion, on viability and maturation of porcine oocytes in vitro, Toxicol. In

Vitro 24 (2010) 224-230.

F. Casillas, M. Teteltitla-Silvestre, Y. Ducolomb, A.E. Lemus, Z. Salazar, E. Casas,

M. Betancourt, Co-culture with granulosa cells improve the in vitro maturation

ability of porcine immature oocytes vitrified with cryolock, Cryobiology 69

(2014) 299-304.

M. Castillo-Martin, M. Yeste, R. Morato, T. Mogas, S. Bonet, Cryotolerance of

in vitro-produced porcine blastocysts is improved when using glucose instead

of pyruvate and lactate during the first 2 days of embryo culture, Reprod. Fertil.

Dev. 25 (2013) 737-745.

[7] WJJ. Catt, S.L. Rhodes, Comparative intracytoplasmic sperm injection (ICSI) in
human and domestic species, Reprod. Fertil. Dev. 7 (1995) 161-167.

[8] C. Cuello, J. Sanchez-Osorio, C. Almifiana, M. Gil, L. Parrilla, J. Roca, M. Vazquez,
E. Martinez, H. Martinez, Superfine open pulled straws vitrification of porcine
blastocysts does not require pretreatment with cytochalasin B and/or
centrifugation, Reprod. Fertil. Dev. 28 (2010) 808-817.

3

[4

[5

[6


http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0005
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0005
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0005
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0010
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0010
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0010
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0015
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0015
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0015
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0015
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0020
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0020
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0020
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0020
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0025
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0025
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0025
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0025
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0030
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0030
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0030
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0030
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0030
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0035
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0035
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0040
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0040
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0040
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0040

F. Casillas et al./Cryobiology 71 (2015) 299-305 305

[9] Y. Ducolomb, S. Romo, J.A. Balcazar, L.F. Rodarte, E. Casas, G.C. Fragoso, E.L.
Sciutto, M. Betancourt, First pigs born in Mexico from in vitro produced
embryos, Tec. Pecu. Mex. 43 (2005) 425-432.

[10] Y. Ducolomb, H. Gonzalez-Marquez, R. Fierro, I. Jimenez, E. Casas, D. Flores, E.
Bonilla, Z. Salazar, M. Betancourt, Effect of porcine follicular fluid proteins and
peptides on oocyte maturation and their subsequent effect on in vitro
fertilization, Theriogenology 79 (2013) 896-904.

[11] L Egerszegi, T. Somfai, M. Nakai, F. Tanihara, ]J. Noguchi, H. Kaneko, T. Nagai, J.
Ratky, K. Kikuchi, Comparison of cytoskeletal integrity, fertilization and
developmental competence of oocytes vitrified before or after in vitro
maturation in a porcine model, Cryobiology 67 (2013) 287-292.

[12] B. Ekser, M. Ezzelarab, H. Hara, D.J. van der Windt, M. Wijkstrom, R. Bottino, M.
Trucco, D.K. Cooper, Clinical xenotransplantation: the next medical
revolution?, Lancet 379 (2012) 672-683

[13] F. Fernandez-Reyes, Y. Ducolomb, S. Romo, E. Casas, Z. Salazar, M. Betancourt,
Viability, maturation and embryo development in vitro of vitrified immature
and porcine oocytes, Cryobiology 64 (2012) 261-266.

[14] S.P. Flaherty, D. Payne, NJ. Swann, C.D. Mattews, Aetiology of failed and
abnormal fertilization after intracytoplasmic sperm injection, Hum. Reprod. 10
(1995) 2623-2629.

[15] T. Fujihira, R. Kishida, Y. Fukui, Developmental capacity of vitrified immature
porcine oocytes following ICSI, effects of cytochalasin B and cryoprotectants,
Cryobiology 49 (2004) 286-290.

[16] E. Garcia-Mengual, E. Garcia-Rosell, J. Alfonso, I. Salvador, A. Cebrian-Serrano,
M.A. Silvestre, Viability of ICSI oocytes after caffeine treatment and sperm
membrane removal with Triton X-100 in pigs, Theriogenology 79 (2011)
1658-1666.

[17] M.A. Gil, M. Ruiz, ].M. Vazquez, ]. Roca, B.N. Day, E.A. Martinez, Effect of short
periods of sperm-oocyte coincubation during in vitro fertilization on embryo
development in pigs, Theriogenology 62 (2004) 544-552.

[18] M. Gomez, J. Catt, G. Evans, W. Maxwell, Effect of culture, incubation and
acrosome reaction of fresh and frozen-thawed ram spermatozoa for in vitro
fertilization and intracytoplasmic sperm injection, Reprod. Fertil. Dev. 9 (1997)
665-673.

[19] M. Gomez, ]. Catt, G. Evans, M. Maxwell, Sheep oocyte activation after
intracytoplasmic sperm injection (ICSI), Reprod. Fertil. Dev. 10 (1998) 197-
205.

[20] M. Gomez, ]. Catt, G. Evans, M. Maxwell, Cleavage, development and
competence of sheep embryos fertilized by intracytoplasmic sperm injection
and in vitro fertilization, Theriogenology 49 (1998) 1143-1154.

[21] Y.M. Han, L.R. Abeydeera, ].H. Kim, H.B. Moon, R.A. Cabot, Growth retardation
of inner cell mass cells in polyspermic porcine embryos produced in vitro, Biol.
Reprod. 60 (1999) 1110-1113.

[22] Y. Hao, N. Mathialagan, E. Walters, J. Mao, L. Lai, D. Becker, W. Li, ]. Crister, R.S.
Prather, Osteopontin reduces polyspermy during in vitro fertilization of
porcine oocytes, Biol. Reprod. 75 (2006) 726-733.

[23] L. Hewitson, C. Simerly, T. Dominko, G. Schatten, Cellular and molecular events
after in vitro fertilization and intracytoplasmic sperm injection,
Theriogenology 53 (2000) 95-104.

[24] R.H. Hunter, Sperm-egg interactions in the pig: monospermy, extensive
polyspermy, and the formation of chromatin aggregates, J. Anat. 1976 (122)
(1991) 43-59.

[25] J.E. Hunter, BJ. Fuller, A. Bernard, A. Jackson, R.W. Shaw, Vitrification of human
oocytes following minimal exposure to cryoprotectants; initial studies on
fertilization and embryonic development, Hum. Reprod. 10 (1995) 1184-
1188.

[26] V. Isachenko, ].L. Alabart, F. Naworth, E. Isachenko, G. Vajta, J. Folch, The open
pulled straw vitrification of ovine GV-oocytes: positive effect of rapid cooling
or rapid thawing or both?, Cryo Lett 22 (2001) 157-162.

[27] R.M. Kamel, Assisted reproductive technology after the birth of Louise Brown,
J. Reprod. Infertility 14 (2013) 96-109.

[28] J.W. Lee, X.C. Tian, X. Yang, Failure of male pronucleus formation is the major
cause of lack of fertilization and embryo development in pig oocytes subjected
to intracytoplasmic sperm injection, Biol. Reprod. 68 (2003) 1341-1347.

[29] X. Li, K. Hamano, X.Q. Qian, K. Funauchi, M. Furudate, Y. Minato, Oocyte
activation and parthenogenetic development of bovine oocytes following
intracytoplasmic sperm injection, Zygote 7 (1999) 233-237.

[30] Y.Y. Liang, K. Srirattana, T. Phermthai, T. Somfai, T. Nagai, R. Parnpai, Effects of
vitrification cryoprotectant treatment and cooling method on the viability and
development of buffalo oocytes after intracytoplasmic sperm injection,
Cryobiology 65 (2012) 151-156.

[31] Z. Machaty, B.N. Day, R.S. Prather, Development of early porcine embryos
in vitro and in vivo, Biol. Reprod. 59 (1998) 451-455.

[32] A. Martino, J.W. Pollard, S.P. Leibo, Effect of chilling bovine oocytes on their
developmental competence, Mol. Reprod. Dev. 45 (1996) 503-512.

[33] R. Morato, M. Castillo-Martin, M. Yeste, S. Bonet, Cryotolerance of porcine
in vitro-produced blastocysts relies on blastocyst stage and length of in vitro
culture prior to vitrification, Reprod. Fertil. Dev. (2014), http://dx.doi.org/
10.1071/RD14203.

[34] H. Nagashima, N. Kashiwazaki, RJ. Ashman, C.G. Grupen, R.F. Seamark, M.B.
Nottle, Removal of cytoplasmic lipid enhances the tolerance of porcine
embryos to chilling, Biol. Reprod. 51 (1994) 618-622.

[35] G. Palermo, H. Joris, P. Devroey, A.C. Van-Steirtghem, Pregnancies after
intracytoplasmic sperm injection of single spermatozoon into an oocyte,
Lancet 340 (1992) 17-18.

[36] L. Parmegiani, G.E. Cognigni, W. Clampaglia, P. Pocognoli, F. Marchi, M. Filicori,
Efficiency of hyaluronic acid (HA) sperm selection, J. Assist. Reprod. Genet. 1
(2010) 13-16.

[37] J.R. Prentice-Biensch, ]. Singh, RJ. Mapletoft, M. Anzar, Vitrification of
immature bovine cumulus-oocyte complexes: effect of cryoprotectants, the
vitrification procedure and warming time on cleavage and embryo
development, Reprod. Biol. Endocrinol. 10 (2012) 73.

[38] C. Rojas, M.J. Palomo, ].L. Albarracin, T. Mogas, Vitrification of immature and
in vitro matured pig oocytes: study of distribution of chromosomes,
microtubules, and actin microfilaments, Cryobiology 49 (2004) 211-220.

[39] R. Romar, P. Coy, D. Rath, Maturation conditions and boar affect timing of
cortical reaction in porcine oocytes, Theriogenology 78 (2012) 1126-1139.

[40] ]. Sanchez-Osorio, C. Cuello, M.A. Gil, C. Almifiana, L. Parrilla, I. Caballero, E.M.
Garcia, ].M. Vazquez, ]. Roca, E.A. Martinez, Factors affecting the success rate of
porcine embryo vitrification by the open pulled straw method, Anim. Reprod.
Sci. 108 (2008) 334-344.

[41] ]. Sanchez-Osorio, C. Cuello, M.A. Gil, I. Parrilla, C. Maside, C. Albifiana, X. Lucas,
J. Roca, J.M. Vazquez, E.A. Martinez, Vitrification and warming of in vivo-
derived porcine embryos in a chemically defined medium, Theriogenology 73
(2010) 300-308.

[42] W.Q. Shi, S.E. Zhu, D. Zhang, W.H. Wang, G.L. Tang, Y.P. Hou, S.J. Tian, Improved
development by taxol pretreatment after vitrification of in vitro matured
porcine oocytes, Reproduction 131 (2006) 795-804.

[43] A. Shirazi, E. Ostad-Hosseini, E. Ahmadi, B. Heidari, N. Shams-Esfandabadi, In
vitro development competence of ICSI-derived activated ovine embryos,
Theriogenology 71 (2009) 342-348.

[44] T. Somfai, M. Ozawa, J. Noguchi, H. Kaneko, M. Nakai, N. Maedomari, J. Ito, N.
Kashiwazaki, T. Nagai, K. Kikuchi, Live piglets derived from in vitro produced
zygotes vitrified at the pronuclear stage, Biol. Reprod. 80 (2008) 42-49.

[45] T. Somfai, K. Yoshioka, F. Tanihara, H. Kaneko, ]J. Noguchi, N. Kashiwazaki, T.
Nagai, K. Kikuchi, Generation of live piglets from cryopreserved oocytes for the
first time using a defined system for in vitro embryo production, PLOS ONE 9
(2014) e97731.

[46] P.C. Steptoe, R.G. Edwards, Birth after the reimplantation of a human embryo,
Lancet 2 (1978) 366.

[47] K. Tajima, M. Orisaka, H. Yata, K. Goto, K. Hosokawa, F. Kotsuji, Role of
granulosa and theca cell interactions in ovarian follicular maturation, Microsc.
Res. Tech. 69 (2006) 450-458.

[48] K. Wigglesworth, K.B. Lee, ]J. Peng, M. Matzuk, ]. Eppig, Bidirectional
communication between oocytes and ovarian follicular somatic cells is
required for meiotic arrest of mammalian oocytes, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
110 (2013) 723-729.

[49] T. Xian-Hong, W. Li-Min, J. Ren-Tao, L. Li-Hua, L. Hong-Bing, L. Yu-Sheng,
Fertilization rates are improved after IVF if the corona radiata is left intact in
vitrified-warmed human oocytes, Hum. Reprod. 27 (2012) 3208-3214.

[50] YJ. Yi, G. Manandhar, M. Sutovsky, R. Li, V. Jonakova, R. Oko, C.S. Park, R.S.
Prather, P. Sutovsky, Ubiquitin C-Terminal hydrolase activity is involved in
sperm acrosomal function and anti polyspermy defense during porcine
fertilization, Biol. Reprod. 77 (2007) 780-793.


http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0045
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0045
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0045
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0050
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0050
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0050
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0050
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0055
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0055
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0055
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0055
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0060
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0060
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0060
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0065
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0065
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0065
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0070
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0070
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0070
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0075
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0075
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0075
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0080
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0080
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0080
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0080
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0085
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0085
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0085
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0090
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0090
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0090
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0090
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0095
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0095
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0095
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0100
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0100
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0100
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0105
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0105
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0105
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0110
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0110
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0110
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0115
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0115
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0115
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0120
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0120
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0120
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0125
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0125
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0125
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0125
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0130
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0130
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0130
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0135
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0135
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0140
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0140
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0140
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0145
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0145
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0145
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0150
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0150
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0150
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0150
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0155
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0155
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0160
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0160
http://dx.doi.org/10.1071/RD14203
http://dx.doi.org/10.1071/RD14203
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0170
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0170
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0170
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0175
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0175
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0175
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0180
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0180
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0180
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0185
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0185
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0185
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0185
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0190
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0190
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0190
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0195
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0195
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0200
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0200
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0200
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0200
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0205
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0205
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0205
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0205
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0210
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0210
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0210
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0215
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0215
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0215
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0220
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0220
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0220
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0225
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0225
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0225
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0225
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0230
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0230
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0235
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0235
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0235
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0240
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0240
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0240
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0240
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0245
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0245
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0245
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0250
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0250
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0250
http://refhub.elsevier.com/S0011-2240(15)00215-1/h0250

Casillas et al. Porcine Health Management (2018) 4:16
https://doi.org/10.1186/s40813-018-0093-6 Porcine Health Management

RESEARCH Open Access

An efficiency comparison of different in @
vitro fertilization methods: IVF, ICSI, and

PICSI for embryo development to the

blastocyst stage from vitrified porcine

immature oocytes

Fahiel Casillas'*", Miguel Betancourt?, Cristina Cuello®, Yvonne Ducolomb?®, Aima Lépez®, Lizbeth Juarez-Rojas'
and Socorro Retana-Méarquez'

Abstract

Background: Most studies carried out to evaluate recovery and development after porcine oocyte vitrification,
reported better rates when cryopreserved in embryonic development stages or zygotes, but not in immature
oocytes. For this reason, many studies are performed to improve immature oocyte vitrification protocols testing the
use of different cryoprotectant concentrations, cooling devices, incubation times; but only a few of them have
evaluated which fertilization procedure enhances blastocyst rates in vitrified oocytes. Therefore, this study was
aimed to evaluate: 1) if the sperm selection with hyaluronic acid (HA) or polyvinylpyrrolidone (PVP) before injection
could play a key role in increasing fertilization and blastocyst formation and 2) the embryo developmental ability
and blastocyst production of porcine immature oocytes retrieved after vitrification-warming and co-cultured with
granulosa cells during IVM, using different fertilization techniques: in vitro fertilization (IVF), intracytoplasmic sperm
injection (ICSI) and conventional ICSI with hyaluronic acid (HA) sperm selection, known as physiological intracytoplasmic
sperm injection (PICSI) and.

Results: Sperm selected with HA-PICSI displayed a higher percentage of live/acrosome reacted status compared to those
in control and exposed to PVP. Higher dead/acrosome reacted rates were obtained after PVP exposure compared to
control and HA. In oocytes, viability significantly decreased after VM in vitrified oocytes. Besides, VM rates were not
different between control denuded oocytes cultured with granulosa cells (DO-GC) and vitrified oocytes. Regarding
fertilization parameters, IVF showed higher percentages of total fertilization rate than those obtained by ICSI and PICSI.
However, results demonstrate that PICSI fertilization increased the blastocysts formation rate in control DO-GC and
vitrified oocytes compared to IVF and ICSI.

Conclusions: To achieve high blastocyst formation rates from vitrified GV oocytes, it is recommended that sperm should
be selected with HA instead of PVP before injection since high viability and acrosome reaction rates were obtained. Also,
PICSI fertilization was the best method to produce higher blastocyst rates compared to the IVF and ICSI procedures.
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Background

The improvement of oocyte cryopreservation techniques
allows the creation of valuable genetic banks. The devel-
opment of different oocyte cryopreservation and in vitro
fertilization (IVF) methods in swine have significant ap-
plications in biomedical research and livestock produc-
tion [1]. Pigs are considered an important experimental
model due to their biological similarities to humans, but
also as potential organ donors for xenotransplants [2].
Different cryopreservation methods such as vitrification
and slow freezing are applied for organ and tissue pres-
ervation; however, gametes represent a major challenge
[3]. At present, vitrification is proposed as the best
method for oocyte cryopreservation [4], and several
studies are performed to improve vitrification protocols
testing cryoprotectant agents (CPAs) concentrations [5—
7], cooling devices [8-11], co-culture systems [12, 13],
incubation times and temperatures [14], but few of them
are focused on establishing the best fertilization proced-
ure for vitrified-warmed oocytes [15]. Compared to
other meiotic stages and species, porcine oocytes at the
germinal vesicle stage (GV) are reported to be more dif-
ficult to recover after vitrification due to their high intra-
cytoplasmic lipid content [16, 17]. Low viability,
maturation, fertilization and blastocyst rates are obtained
after GV oocyte vitrification [10, 18—20], mainly due to
different morphological and physiological damage
caused by the exposure to high CPAs concentrations, ice
crystal formation, abnormal mitochondrial distribution
and plasma membrane disruption [21, 22]. Despite this,
it has been previously demonstrated that vitrified por-
cine GV oocytes can complete their nuclear and cyto-
plasmic maturation, and sustain the subsequent embryo
development (ED) until the blastocysts stage. Therefore,
the generation of live piglets from vitrified GV oocytes,
fertilized with in vitro fertilization (IVF) has already been
achieved [10]; however, blastocyst rates were reported to
be low (5.2%). In a previous study [15] we used intracy-
toplasmic sperm injection (ICSI) to fertilize vitrified
oocytes because it has the advantage of avoiding poly-
spermy and zona pellucida (ZP) hardening issues com-
pared to IVF. However, we observed that vitrified
oocytes fertilized by conventional IVF displayed higher
blastocyst formation rates than those subjected to ICSIL
Another study showed that it is possible to obtain blas-
tocysts after ICSI from porcine oocytes vitrified at the
GV stage [19]. However, when performing ICSI in con-
trol and vitrified oocytes, cleavage and blastocyst rates
remain significantly low [19]. This fact could be due to
the physiological lacks of ICSI, where some of the sperm
checkpoints of natural fertilization are bypassed, such as
the sperm-oocyte recognition and acrosome reaction
[23-26]. Also, the sperm selection during ICSI is carried
out by a visual approach based on motility and sperm
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morphology, which does not reflect sperm quality. The
use of polyvinylpyrrolidone (PVP) is required during
ICSI for sperm immobilization; however, this molecule is
known to be toxic when injected into the oocyte cyto-
plasm, possibly affecting fertilization and sperm head
decondensation [27]. In this regard, other studies re-
ported low ED rates after ICSI using fresh oocytes [28—
30], which are mainly ascribed to an inadequate sperm
selection, resulting in sperm chromatin decondensation
failures and sex chromosome abnormalities [23, 25].
Therefore, some efforts to increase the efficiency of ICSI
are based on the establishment of new sperm selection
criteria. For this purpose, some studies performed in
fresh oocytes have previously reported the use of ZP
[31] or hyaluronic acid (HA) for sperm selection prior to
ICSI [32]. The improvement of ICSI using HA is also
known as physiological intracytoplasmic sperm injection
(PICSI) [33, 34]. One study reported that the use of HA
is superior to the use of conventional ICSI in producing
chromosomally normal embryos with low aneuploidy
rates, suggesting that the ED and quality rates can be
significantly improved [35]. However, this study was only
performed in fresh oocytes, and to our knowledge, the
present study is the first one to evaluate the effect of
sperm selection with HA before injection in vitrified
porcine immature oocytes. During HA selection, the ad-
hesion of sperm to an HA gel stimulates the natural
sperm-granulosa cells recognition and acrosome reac-
tion which improves fertilization [36]. This is highly im-
portant because sperm quality is also crucial for the
subsequent ED and implantation. Also, other studies re-
ported that sperm bound to HA exhibit increased viabil-
ity, maturity, acrosome integrity, reduced aneuploidy
and DNA fragmentation [37, 38]. For this reason, sperm
selection using HA could play a key role by increasing
fertilization and ED rates, not only in fresh but also in
vitrified immature oocytes. Therefore, the aims of the
present study were 1) to evaluate the sperm viability and
acrosome status after PVP and HA exposure and 2) to
evaluate if the PICSI procedure is a useful tool for improv-
ing the fertilization and ED to the blastocyst stage of vitri-
fied porcine GV oocytes compared to IVF and ICSL

Methods

Chemicals culture media and culture conditions

Unless otherwise stated, all reagents were purchased
from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) and
different culture media were prepared. For cumulus-oo-
cytes complexes (COCs) collection and washing,
Tyrode’s medium containing 10 mM HEPES, 10 mM
sodium lactate and 1 mg/mL polyvinyl alcohol (TL-HE-
PES-PVA) was used [39]. For vitrification and warming,
TCM-199-HEPES (product number TCM-199: 170929
ME-044, HEPES: H4034) medium was supplemented
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with 0.5 mM L-glutamine and 0.1% PVA (V-W
medium). To perform in vitro maturation (IVM), the
maturation medium (MM) was comprised of TCM-199-
Earle’s salts supplemented with 26.2 mM sodium bicarbon-
ate, 0.1% PVA, 3.05 mM D-glucose, 0.91 mM sodium
pyruvate, 0.57 mM cysteine and 10 ng/mL EGF (In
Vitro, Mexico City). In control denuded oocytes
cultured with granulosa cells (control DO-GC) and
vitrified oocytes, IVM was performed using an
oocyte-granulosa cells co-culture. Granulosa cells were
collected from immature oocyte mechanical denudation
in MM containing 0.1% hyaluronidase and from the
follicular fluid. A total of 1 x 10° granulosa cells were
added to each maturation well [40]. Briefly, 500 pL of
follicular fluid containing granulosa cells were vortexed
in 0.1% hyaluronidase for 5 min, then washed twice in
phosphate buffered saline (PBS) and centrifuged at 200
X g for 5 min. The pellet was resuspended in MM and
cells were counted on a Neubauer chamber. Finally,
50 pL of the suspension were added to 4-well culture
dishes. The medium used for fertilization was modified
Tris-buffered (mTBM) containing 3 mM KCl, 13.1 mM
NaCl, 7.5 mM CaCl,2H,0, 20 mM Tris, 11 mM glu-
cose and 5 mM sodium pyruvate, 0.4% fraction V bo-
vine serum albumin (BSA) and 2.5 mM caffeine [41].
For embryo culture, North Carolina State University-23
(NCSU-23) medium supplemented with 0.4% BSA was
used [42]. All culture media and samples were incu-
bated under mineral oil at 38.5 °C with 5% CO, in air
and humidity at saturation.

Oocyte collection

Porcine ovaries were obtained from pre-pubertal
Landrace gilts at “Los Arcos”, Edo. de México slaughter-
house and transported to the laboratory in 0.9% NaCl
solution at 25 °C. The aforementioned facility has the
animal health federal law authorization under the number
6265375. For COCs collection, ovarian follicles between 3
and 6 mm in diameter were aspirated using an 18-gauge
needle set to a 10 mL syringe. Oocytes with intact
cytoplasm and surrounded by two to four layers of cumu-
lus cells (CC) were selected to perform all experiments.

Vitrification and warming

For vitrification, immature COCs were denuded mech-
anically in MM, then washed twice in V-W medium and
equilibrated in the first vitrification solution containing
7.5% dimethylsulphoxide (Me,SO) and 7.5% ethylene
glycol (EG) for 3 min. Later, oocytes were exposed to the
second vitrification solution containing 16% Me,SO,
16% EG and 0.4 M sucrose for 1 min. Later, at least nine
oocytes were immersed in a 2 pL drop and loaded into
the Cryolock device (Importadora Mexicana de
Materiales para Reproduccién Asistida S. A. de C.V.
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México). Finally, in less than 1 min, the Cryolock was
plunged horizontally into liquid nitrogen and the vitri-
fied oocytes were stored for 30 min before warming [12].
For warming, the one-step method was performed [43].
Briefly, the Cryolock was immersed vertically in a four-well
dish containing 800 pL of V-W medium with 0.13 M su-
crose. Later, warmed oocytes were incubated in the same
medium for 5 min and then recovered for IVM [44].

In vitro maturation (IVM)

Control DO-GC and vitrified-warmed denuded imma-
ture oocytes were washed in 500 pL of MM three times.
Afterwards, 30 to 40 oocytes were randomly distributed
in a four-well dish (Thermo-Scientific Nunc, Rochester
NY) containing 500 pL of MM with 0.5 pg/mL LH and
0.5 pg/mL FSH for 44 h and incubated under mineral oil
at 38.5 °C with 5% CO, in air and humidity at saturation
[42]. Control DO-GC and vitrified oocytes were matured
in MM adding a granulosa cell co-culture system as de-
scribed above.

Oocyte selection before IVF, ICSI or PICSI

After 44 h of IVM, to perform fertilization, co-cultured
granulosa cells were removed in the control DO-GC and
vitrification group. Before fertilization, oocytes were
evaluated by stereomicroscopy, and only matured oo-
cytes with uniform cytoplasm and intact ZP intended to
each experimental group were subjected to IVF, ICSI or
PICSI. Oocytes with lysed cytoplasm membranes were
considered degenerated and were discarded.

In vitro fertilization (IVF)

After IVM, mature oocytes were rinsed twice in 500 pL of
MM and later in 500 pL of mTBM. Groups of 30 to 40 de-
nuded oocytes from control and vitrified groups were
placed into a four-well dish with 50 pL drops of mTBM
covered with mineral oil and incubated for 45 min.

To perform insemination, the semen sample was ob-
tained from one Landrace boar, using the gloved hand
method at a commercial insemination center, diluted in
Duragen (Magapor, México) 1:2 (v:v), then transported
to the laboratory at 16 °C within 2 h after collection.
Sperm evaluation was performed and motility was deter-
mined; only if the semen sample had greater than 80%
motile spermatozoa was used. Then, 5 mL of the semen
sample were diluted with 5 mL of Dulbecco’s phosphate
buffered saline (DPBS; In Vitro, S.A., México) medium
supplemented with 0.1% BSA fraction V, 75 ug/mL po-
tassium penicillin G and 50 pg/mL streptomycin sulfate.
Then, this suspension was centrifuged (61 X g for
5 min). The pellet was discarded and 5 mL of the super-
natant were diluted 1:1 (v:v) with DPBS and centrifuged
(1900 X g for 5 min). The supernatant was discarded,
and the pellet was diluted with 10 mL of DPBS and
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centrifuged twice under the same conditions. Later, the
pellet was diluted in 100 puL of mTBM to assess the final
sperm concentration (5 X 10° spermatozoa/mL) and
after dilution, 50 pL of the suspension were added to the
medium containing oocytes. Finally, gametes were
co-incubated in mTBM for 6 h.

Intracytoplasmic sperm injection (ICSI)

Microinjection was carried out using an inverted optical
differential interference contrast microscope (Nikon
eclipse, TE300, Japan). Holding pipettes (COOK medical,
USA) exhibit an external 130 um and internal 23 pm
diameter and injection pipettes (COOK medical, USA)
had an outer diameter of 7 um and an inner diameter of
5.5 um, both pipettes with an angle of 30°.

For oocyte preparation, an oil covered 35 mm diam-
eter Petri dish (Thermo-Scientific Nunc, Rochester NY)
previously incubated at 38.5 °C for 2 h with eight drops
of 10 pL mTBM medium for oocytes (3 oocytes/drop)
and a drop of 4 pL of mTBM containing 10% PVP
(mTBM-PVP) for spermatozoa was used. A 1 uL drop
of mTBM medium with the sperm sample was added in
the extreme of the 4 uL drop of 10% PVP. To carry out
microinjection, progressive motile and normal sperm
were immobilized by hitting its tail with the injection
needle. Sperm capture was performed by the introduc-
tion of the tail into the injection pipette. Then, mature
oocytes were aspirated carefully by the holding pipette
to prevent polar body damage. The sperm was carefully
expelled from inside the injection needle and reloaded
for washing to remove the PVP surrounding the sperm
before injection. Subsequently, in the position of the
three o'clock, the injection pipette was inserted into the
oocyte so that the sperm head could be in touch with
the cytoplasm to facilitate oocyte activation. To ensure
that the injection took place correctly, a small volume
of cytoplasm was aspirated and immediately after, the
sperm was introduced. Micropipettes were removed
and the oocyte was released. Finally, microinjected
oocytes were washed twice and IVC [15].

Physiological intracytoplasmic sperm injection (PICSI)

A 1 pL sperm droplet from the diluted sample described
formerly (when performing IVF) was added to the PICSI
dish (ORIGIO, Denmark) containing a previously hy-
drated HA gel drop. To hydrate the gel drop, 1 pL of
MM was added in each drop and incubated at 38.5 °C
for 3 min. Before injection, the Petri dish containing the
sperm sample was incubated at 38.5 °C for 15 min. After
that, only spermatozoa bound to the HA drop were se-
lected and subsequently injected into the oocytes as de-
scribed above by the ICSI method.
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Evaluation of the sperm viability and acrosomal status
Sperm samples used for ICSI or PICSI were stained with
propidium iodide (PI) and fluorescein isothiocyanate
lectin from the peanut plant, Arachis hypogaea
(FITC-PNA) for simultaneous evaluation of sperm via-
bility and acrosomal status, respectively. For evaluation,
5 pL of the sperm sample were diluted in 100 pL of
mTBM containing 5 pL of PI: 1000 pg/mL solution in
distilled water and 5 pL of FITC-PNA: 1000 pg/mL
solution in PBS. The sample was homogenized and then
incubated for 5 min. Later, 10 puL of the suspension were
fixed with 10 pL of 1.6% glutaraldehyde on a slide and
evaluated under an epifluorescence microscope (Zeiss
Axiostar) with a FITC-TRITC filter set. Sperm observa-
tions were classified as follows: live/non-acrosome
reacted (A/NAR): positive FITC-PNA at the acrosome
and negative PI at the post-acrosomal region. Live/acro-
some reacted (A/AR): both FITC-PNA and PI negative.
Dead/ non-acrosome reacted (D/NAR): both FITC-PNA
and PI positive. Dead/acrosome reacted (D/AR): negative
FITC-PNA and positive PI [44].

Evaluation of oocyte viability

Viability was measured at T 0 h =immediately after
collection or vitrification and at T 44 h = after IVM.
Oocytes were added in 100 pL drop of 0.5 mg/mL
Thiazolyl blue (MTT) diluted in PBS. After 1 h, oocytes
were analyzed under a light microscope (Zeiss Axiostar)
and classified as viable cells (with purple coloration) and
non-viable (colorless).

Evaluation of maturation and fertilization parameters

For IVM and IVF parameters, oocytes were stained
using 10 pg/mL bisbenzimide (Hoechst 33,342) diluted
in PBS for 40 min and washed in PBS. The oocytes were
fixed with 2% glutaraldehyde and mounted in a
PBS-glycerol solution (1:9). Oocytes and putative zygotes
were analyzed under an epifluorescence microscope
(Zeiss Axiostar) at 400 X magnification. For maturation
parameters evaluation, a random subset of oocytes was
fixed after 44 h of IVM and classified as: immature,
those oocytes in GV or in metaphase I (MI) and ma-
tured, those in metaphase II (MII) [45]. Fertilization pa-
rameters were assessed 16 h after IVF or injection in a
subset of putative zygotes. Fertilization was evaluated by
visualizing pronucleus (PN) formation by the Hoechst
staining method. Oocytes were considered activated
showing: one pronucleus (PN), monospermic: 2 PN + 2
PBs (Fig. 1, a and b), and polyspermic: > 2PN [46]. Total
fertilization rate was calculated as % 2PN +>2PN oo-
cytes/total oocytes and non-fertilized as % non-pro-
nuclear formation/total oocytes.
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Fig. 1 Fertilization and blastocyst assessment by Hoechst-MTT stain. Viable zygote (a, b), viable blastocyst (¢, d) and dead blastocysts (e, f). Images
were obtained under an epifluorescence microscope with 400X magnification. PBs polar bodies, PN pronucleus, N nucleus

Embryo culture and evaluation of the embryo

development, blastocyst quality and viability

After 6 h of gametes co-incubation during IVF or imme-
diately after injection (ICSI and PICSI), 30 to 40 putative
zygotes were transferred to four-well dishes containing
500 pL drops of NCSU-23. The embryo cleavage
(number of zygotes cleaved per total cultivated) and
blastocyst (number of blastocysts per total cultivated)

rates were determined at 48 and 168 h after IVC,
respectively, by morphological evaluation under an
inverted microscope (Olympus Optical) (Fig. 2). At day
7 (d0 = day of IVF or injection) to count the total num-
ber of nuclei, blastocysts were stained with 10 pg/mL
bisbenzimide (Hoechst 33,342) in MM for 40 min and
evaluated (Zeiss Axiostar) at 400 X magnification (Fig. 1,
c and e). For cell viability assessment, day 7 blastocysts

Fig. 2 Embryo production. Morulae (a) and blastocysts derived from vitrified immature porcine oocytes (b—d). Images were obtained with an
inverted microscope with 400X magnification. M morulae, TB trophoblast, B blastocyst, BC blastocyst cavity, ICM inner cell mass
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were added in 100 pL drop of 0.5 mg/mL MTT diluted
in PBS. After 1 h, embryos were analyzed under a light
microscope (Zeiss Axiostar) and classified as viable (with
purple coloration) (Fig. 1, d) and non-viable (colorless)
(Fig. 1, f). Results are presented as percentages of viable
cells in blastocysts.

Experimental design

Experiment 1: Viability and acrosomal status of PVP exposed
spermatozoa and HA-bound sperm

Three replicates were performed to compare the viability
and acrosomal status of spermatozoa diluted for ICSI in
mTBM and exposed to PVP or HA. The number of sperm
evaluated in each replicate was 7 =200 per treatment.
Sperm sample was divided into three groups: 1)
non-treated spermatozoa (Control group, #=600), 2)
spermatozoa treated with PVP (PVP-ICSI, n = 600) and 3)
spermatozoa treated with HA (HA-PICSI, n = 600). Sperm
viability and acrosome status were evaluated 15 min after
treatment in all groups using the FITC-PNA-PI stain.

Experiment 2: Oocyte viability, IV'M and IVF parameters
obtained after GV oocyte vitrification

Oocytes used to evaluate each parameter correspond to
independent samples. At least five experiments were
performed to evaluate oocyte viability and maturation in
fresh and vitrified oocytes. Viability was assessed imme-
diately after selection (T 0 h) (Control DO-GC, n =80
and Vitrification, #n = 67) and at the end of IVM (T 44 h)
(Control DO-GC, n =60 and Vitrification, n = 67). After
IVM, oocytes were fixed to assess the maturation rate
(Control DO-GC, n =100 and Vitrification, n = 121). To
evaluate IVF parameters, three replicates were
performed and the oocytes were distributed in the
following groups: 1) non-vitrified oocytes subjected to
IVF (Control DO-GC, n=41), ICSI (Control DO-GC,
n=30), and PICSI (Control DO-GC, n=45); 2) vitri-
fied GV oocytes matured and subjected to IVF
(Vitrification, 7 = 62), ICSI (Vitrification, # = 43) and PICSI
(Vitrification, n =40). After fertilization, oocytes were cul-
tured for 16 h and fixed to evaluate IVF parameters.
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Experiment 3: ED and blastocyst quality obtained with vitrified
GV oocytes after IVF, ICSI or PICSI

Ten replicates were performed to evaluate ED and three
for blastocyst quality. Fresh and vitrified immature oo-
cytes were matured and then randomly allocated in the
following groups: 1) non-vitrified oocytes subjected to
IVF (Control DO-GC, #n = 100), ICSI (Control DO-GC,
n =74), and PICSI (Control DO-GC, n = 60), 2) vitrified
GV oocytes subjected to IVF (Vitrification, n=210),
ICSI (Vitrification, #n = 113) and PICSI (Vitrification, n =
158). Selected oocytes from each experimental group
were subjected to IVE, ICSI or PICSI and cultured as de-
scribed above to evaluate ED.

Statistical analysis

To evaluate sperm viability and acrosomal status, oocyte
viability, maturation, fertilization parameters, ED and
blastocyst quality, data were analysed using ANOVA
followed by a non-parametric Duncan test using number
cruncher statistical software (NCSS'Y). Percentage data
are presented as mean t standard deviation (SD) values.
Differences were considered significant when P < 0.05.

Results

Spermatozoa viability and acrosomal status

In experiment 1, it was observed that both groups of
treated spermatozoa differed (P < 0.05) from the control
group in terms of the percentage of A/AR spermatozoa
(Table 1). Higher A/AR sperm rate was obtained in the
HA-PICSI group (P <0.05) when compared to control
and PVP. No significant difference was observed be-
tween the control and HA-PICSI group in D/AR rates.
However, results demonstrate that PVP exposure signifi-
cantly affects viability and AR (D/AR). The HA-PICSI
group displayed lower A/NRA rates than control and
PVP (P<0.05) and no differences were obtained in all
D/NAR sperm (P > 0.05) groups.

Oocyte viability, IVM and IVF parameters obtained after
GV oocyte vitrification

In experiment 2, oocyte viability after vitrification
(T 0 h) was not affected compared to control DO-GC;
however, it decreased significantly after IVM (T 44 h) up

Table 1 Viability and acrosomal status in spermatozoa selected for ICSI or PICSI

Treatment Total Spermatozoa A/AR (%) D/AR (%) A/NAR (%) D/NAR (%)
n

Control 600 432 (72 +14)° 29 (5+14)° 108 (18 +1.8)° 31 (5+04)°

PVP-ICSI 600 319 (53 + 0,9)b 180 (30 + H)b 82 (14+23)° 19 (3+02)°

HA-PICSI 600 504 (84 +2.3)° 50 (8+1.9)° 42 (7+18P 4(1+03)°

Percentage data are presented as mean + SD values

PVP Polyvinilpyrrolidone, HA Hyaluronic acid, A/AR live/acrosome reacted, D/AR dead/acrosome reacted, A/NAR live/non-acrosome reacted, D/NAR dead/non-acrosome

reacted, n number of sperm examined

2b<yalues in the same column with different letters are significantly different (P < 0.05)
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to 66% in the vitrification group (Table 2). Regarding mat-
uration, the percentage of MII oocytes in control DO-GC
and vitrified oocytes were not statistically different.
However, the percentage of oocytes in GV was higher
in control DO-GC compared to vitrified oocytes. Also,
GVB (MI + MII) rates were higher (P < 0.05) in vitrified
oocytes compared to control DO-GC (Table 3). Regard-
ing fertilization parameters, pronuclear formation was
evaluated and 2PN rates were higher in control
DO-GC, and vitrified IVF oocytes than ICSI and vitri-
fied PICSI groups. Also, percentages up to 20% of
>2PN were obtained after IVF. The total fertilization
rate was significantly higher after IVF in control and
vitrified oocytes compared to ICSI and PICSI. Lower
fertilization rates were obtained after ICSI than IVF and
PICSI. Consequently, higher non-fertilized rates (non
pronuclear formation) were obtained after ICSI
compared to IVF and PICSI procedures (Table 4).

Blastocyst formation obtained with vitrified GV oocytes

In experiment 3, vitrification did not impair the embryo
cleavage rates obtained after IVF, ICSI and PICSI
(Table 5). Cleavage rates were not statistically different
between IVF and PICSI procedures. However, cleavage
decreased (P < 0.05) after ICSI. Blastocyst formation was
significantly higher after PICSI compared to IVF and
ICSI. Also, higher (P <0.05) percentages of viable cells
in blastocysts were obtained after PICSI and ICSI con-
trol DO-GC group compared to IVE. In terms of total
number of nuclei, IVF and PICSI were not statistically
different; however, it decreased significantly after ICSI.

Discussion

Experiment 1 results indicated that HA-PICSI sperm
displayed higher A/AR rates than control and PVP ex-
posed sperm. For fertilization, high A/AR rates are
needed to promote sperm head decondensation. Also,
reduced D/AR, A/NAR and D/NAR sperm were
obtained after HA exposure. Compared to IVF and
PICSI, during ICSI, PVP is often used for sperm ma-
nipulation decreasing motility and facilitating capture.
However, it was reported that PVP could be toxic for the
spermatozoa [47], reducing fertilization [27], male PN
formation and blastocyst development [48]. These obser-
vations agree with our results, where the PVP exposed

Table 2 Viability of porcine oocytes after vitrification and VM

Viability Viability after IVM
T0h (%) T 44 h (%)

75/80 (94 £ 0.8)° 52/60 (87 +2.3)°
65/67 (97 £0.2)° 44/67 (66 +2.1)°

Percentage data are presented as mean + SD values
DO-GC Denuded oocytes cultured with granulosa cells
byalues in the same column with different letters are significantly different (P < 0.05)

Treatment

Control (DO-GC)

Vitrification
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spermatozoa displayed a higher proportion of D/AR
sperm than those exposed to HA and control, suggesting
that the HA does not affect sperm viability. Also, the
HA-binding mechanism is related to sperm maturity
[49]. Only mature sperm have HA specific ligand-recep-
tors, which are implicated in the fertilization potential.
Thus, conventional sperm preparation techniques prior
to fertilization [50] such as removal of seminal plasma
(sperm washing), filtration, centrifugation, swim up,
PVP, and observational selection based on motility, have
important limitations. These procedures do not select
functional, mature and competent spermatozoa, and are
possibly involved in reducing sperm viability, fertilization
and ED [38, 51]. Important aspects of sperm functions
such as motility; maturation and capacitation appear to
be partially mediated through HA [52]. In human and
porcine oviduct fluid, HA is also found [36], suggesting
that great amounts of HA are in contact with the sperm
through the oviduct, possibly maintaining their viability
until fertilization. Interactions between the oviduct fluid
and sperm are required for fertilization. Only mature
sperm have hyaluronic specific ligand-receptor that facili-
tates HA-binding, hyaluronidase activity, ZP recognition
and acrosome reaction [53, 54]. Therefore, our results
demonstrate that sperm viability is less affected when
sperm are exposed to HA (P < 0.05).

Experiment 2 results demonstrate that oocyte viability
is not affected immediately after vitrification (T 0 h).
However, it was significantly reduced after IVM (T 44 h)
in the vitrification group compared to control DO-GC.
In agreement, other studies reported that viability de-
creases after IVM in vitrified porcine [55] and goat oo-
cytes and embryos [56]. This fact could be due to the
high sensitivity of the GV oocytes during vitrification
compared to other meiotic or developmental stages [22],
mainly because of their high lipid content [16], reducing
CPAs permeation, causing cell damage and lowering via-
bility [19]. Other studies support that the oocyte viability
after vitrification decreases after IVC [12, 15, 57, 58].
This fact could be since, during IVC, O, and reactive
oxygen species levels increase, affecting oocyte viability
[59]. Also, buffalo [60] and porcine oocytes [61] exhibit
an increased intracytoplasmic lipid content [16], affect-
ing in vitrified oocytes the glutathione levels and in-
creased production of H,0O,, decreasing viability rates
[61]. Concerning maturation, in the present study, it was
possible to obtain maturation rates up to 46% in control
DO-GC and 54% after vitrification. In agreement, several
studies reported rates from 3 to 61% MII oocytes after
GV oocyte vitrification [10, 18, 19, 58]. Also, our results
indicate that maturation was not affected in vitrified GV
oocytes compared to control DO-GC. Other studies in-
dicate that porcine GV oocytes are less cryotolerant.
Other factors responsible for decreasing IVM rates after
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Table 3 VM of porcine oocytes after vitrification
Treatment Total Oocyte Maturation MIl (%) Meiotic stages (%)
n
GV Ml GVB
Control (DO-GC) 100 46 (46 + 4)° 49 (49+1.8)° 5(5+03)° 51 (51+1.2)7°
Vitrification 121 65 (54+12)° 44 (36 +43)° 12 (10 £06)° 77 (64 +32)P°

Percentage data are presented as mean + SD values

DO-GC Denuded oocytes cultured with granulosa cells, GV Germinal vesicle, Ml Metaphase |, Ml Metaphase I, GVB Germinal vesicle breakdown (MI+ MIl), n

number of oocytes examined
®bValues in the same column with different letters are significantly different (P < 0.05)

vitrification include ZP damage, reduced mitochondrial
matrix density and irreversible cytoskeleton damage [22,
62]. In the present study, the DO co-cultured with iso-
lated CC can partially recover meiotic and developmen-
tal competence. These cells have a pH regulatory
mechanism during culture and paracrine factors display
antioxidant properties allowing maturation [63, 64].
However, co-culture of DO with granulosa cells does not
reestablish gap junctions and IVM rates remain low.
Premature nuclear maturation, oocyte aging and GAP
junction damage occurs after vitrification [18, 22, 65].
Regarding fertilization, several attempts were made to
increase IVF and ED rates of vitrified porcine GV
oocytes [10, 12, 15]. However, embryo production rates
remain low due to a high incidence of vitrification-
warming injuries [22]. In the present study, higher 1PN
+ 2PBs rates were obtained after IVF, control ICSI and
PICSI than the vitrified ICSI group, suggesting that low
oocyte activation and insufficient sperm head deconden-
sation is obtained after ICSI. When evaluating pro-
nuclear formation, higher 2PN rates were obtained after
IVF and PICSI than the ICSI procedure. Other studies
performed in control and vitrified GV oocytes reported
2PN rates up to 43 and 33%, respectively [58], 23 and
13%, respectively [66] and fresh oocytes [67, 68].

Nevertheless, significantly reduced male PN formation
was obtained after ICSI. Also, results indicate that the
IVE procedure increases total fertilization rates com-
pared to ICSI and PICSI. However, with the IVF proced-
ure, polyspermy (>2PN) rates up to 13-20% are
obtained and polyspermic fertilization is one of the lead-
ing causes in producing low quality embryos. Therefore,
the IVF method selection, sperm and oocyte factors
could have detrimental effects on the fertilization and
ED potential. In agreement to our results, another study
reported that reduced oocyte activation and male PN
formation are the main causes of low ICSI efficiency
[69]. Results obtained in the present study demonstrate
that less PN formation (non-fertilized oocytes) is ob-
tained after ICSI compared to IVF and PICSI. Therefore,
sperm selection with PVP may lead to a reduced PN for-
mation. The ICSI efficiency was previously tested; results
obtained in other studies showed 55% of 2PN
fertilization in control oocytes that can be improved
using roscovitine up to 72% [2]. Also, oocyte activation
with ionomycin in parthenogenetic oocytes or calcium
ionophore and sperm selection before injection with ZP
binding were performed in porcine [70, 71] and ovine
oocytes [44]. However, significantly low fertilization and
cleavage rates were obtained. In the present study, the

Table 4 In vitro fertilization parameters of fresh and vitrified oocytes

Treatment Total Pronuclear formation (%)
Socyte 1PN 2PN+ 2 PBs >2PN Total Fertilization Non-fertilized
IVF
Control (DO-GC) 41 10 (24+1.2)° 21 (51 +3.4)7° 8 20+ 5)° 29 (71 +2)° 254137
Vitrification 62 16 (26 +3.27° 38 (61 £ 4.3)° 8 (13+28)° 46 (75 +3.2)° -
ICsI
Control (DO-GC) 30 5(17+8¢° 10 33 +£42)° 10 (33 +£43)° 15 (504 1.1)°
Vitrification 43 3(7+19° 15 35+ 8)° - 15 (35+8)° 25 (58+1.2)°
PICSI
Control (DO-GC) 45 10 (22 + 47 22 (49 +9.97° - 22 (49+99)° 13 (29+6.2)°
Vitrification 40 8 20+ 3)° 18 (45+56) - 18 (45 + 5.6)° 14 (35+ 1.4)°

DO-GC Denuded oocytes cultured with granulosa cells, PBs polar bodies, PN pronucleus,

Total Fertilization = counted as 2PN + >2PN/total oocytes
Non-fertilized = non pronuclear formation/total oocytes
Percentage data are presented as mean + SD values

2bcyalues in the same column with different letters are significantly different (P < 0.05)
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Table 5 In vitro embryo development and blastocyst quality of fresh and vitrified oocytes

Treatment Total Cleavage (%) Blastocyst (%) Viable cells in blastocysts % Total no. of nuclei (means = S.D.)
n
IVF
Control (DO-GQ) 100 73 (73 +£34)° 15 (15+1.2)° 82+3° 50 + 0.6
Vitrification 210 142 (68 + 2)° 30 (14 +1.8)° 70 +5° 46 + 3°
ICSI
Control (DO-GO) 74 3345+2)P 9 (12+03)° 100° 44 +09°
Vitrification 113 45 (40+9)° 10 (9+02)° 42+5¢ 41 +2°
PICSI
Control (DO-GQ) 60 38 (63 +2)° 18 30+ 1.5)° 100° 50 + 2.5°
Vitrification 158 99 (63 +3.5)° 39 (25 +3)° 100° 54 + 5°

DO-GC Denuded oocytes cultured with granulosa cells, n number of embryos examined

Cell viability was considered as the percentage of viable cells in blastocysts
Percentage data are presented as mean + SD values

Cleavage = number of zygotes cleaved per total cultivated

Blastocyst = number of blastocysts per total cultivated

2bcdyalyes in the same column with different letters are significantly different (P < 0.05)

use of HA increased 2PN formation up to 45%. Re-
cently, it was reported that the use of lipase to select
and inject oocytes, resulted in 29% of 2PN formation
[48]. In addition, this study also evaluated the efficiency
of PVP, reporting 24% of 2PN formation [48], similar to
those obtained in the present study (35%). Fertilization
and ED success depends on the quality of the sperm-
atozoa selected for injection, but this is not possible to
achieve by ICSI.

In experiment 3, regarding cleavage results, IVF and
PICSI were not statistically different. However, signifi-
cantly reduced cleavage rates were obtained after ICSI.
Therefore, results demonstrate that sperm selection is
crucial for improving ED. PVP sperm selection reduces
viability, and could increase DNA fragmentation rates
resulting in less oocyte activation, PN formation and ED.
In agreement, other studies reported low blastocyst pro-
duction after ICS], in fresh oocytes (4—14%) [2, 19]. Our
results demonstrate that cleavage and blastocyst rates
are significantly affected after ICSI compared to IVF and
PICSIL. In contrast, another study reported blastocyst
rates up to 40% in pigs after ICSI; however, different cul-
ture media and BSA supplementation were used [72].
When performing PICSI, blastocyst formation was im-
proved in control DO-GC (30%) and in vitrified oocytes
(25%). To increase ED rates, other studies add 10% of
fetal bovine serum (FBS) or porcine follicular fluid (pFF)
during IVM or IVF culture [35, 58, 73]; however, we
avoided its use. In the present study, we obtained similar
results in terms of cleavage rate with fresh oocytes in all
treatments without using FBS or pFF. Supplementation
with FBS or pFF has important limitations since patho-
gens such as viruses are present. Regarding blastocyst
viability and quality, results indicate that viable day 7
blastocysts can be obtained by PICSI of matured oocytes

derived from vitrified GV oocytes. Higher percentages of
viable cells in blastocysts and a total number of nuclei
were obtained by PICSI than when using IVF and ICSI.
Our results demonstrate that sperm selection with HA,
ensures the injection of a sperm that has completed its
maturation and that is able to recognize and attach to
the HA, improving blastocysts formation. However,
sperm selection with PVP during ICSI can significantly
reduce the oocyte developmental potential to the blasto-
cyst stage. Therefore, superior quality blastocysts can be
obtained after HA sperm selection during PICSL It has
been stated that the contribution of sperm towards em-
bryogenesis can be divided into two periods: the early
period (fertilization to < 8-cell stage) and the late period
(8-cell stage to birth) [74]. In the early period, an inad-
equate sperm selection can affect fertilization, syngamy
and the mitotic division [75, 76]. In the late period,
sperm can influence embryogenesis by a genome way. If
the genome is altered by DNA fragmentation, it may re-
sult in a poor blastocyst development, lower implant-
ation, early pregnancy loss or abortion [74]. According
to this, other studies with PICSI fertilization have re-
ported that HA-bound injected sperm increased embryo
production in human [34]. But also, low pregnancy loss,
high pregnancy rates [77, 78], and high DNA integrity
[79] are obtained by PICSI. Therefore, our results dem-
onstrate that sperm selection with HA improves blasto-
cysts rates not only in control but also in vitrified
oocytes. Compared to PVP-ICSI, sperm selection with
HA improved blastocyst formation. The PICSI mechan-
ism by which ED is improved is that only mature and
competent sperm hold hyaluronan specific ligand recep-
tors, facilitating fertilization. HA-selected sperm exhibit
normal head morphology, reduced DNA fragmentation,
reduced chromosomal aneuploidy rates and better
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fertilization potential [37]. In contrast, PVP has no se-
lective function and its use can cause DNA fragmenta-
tion rates up to 11% [34] compared to 5.3% with HA.
Also, higher percentages of spermatozoa with normal
nucleus are selected with HA compared to PVP (14.5%
vs. 11%, respectively) [34]. Consequently, oocyte
fertilization with arrested sperm maturity and DNA
damage may lead to a reduced blastocyst development.
Also, lower oocyte activation and PN formation rates
were obtained after ICSI compared to PICSI, reducing
the ED potential. Therefore, the present study suggests
that the PICSI procedure is the best method to fertilize
and produce blastocysts from vitrified GV oocytes. This
procedure compared to the conventional IVF in porcine
oocytes has several advantages: 1) during PICSI,
polyspermy is avoided, 2) only one selected sperm is
used per oocyte and 3) sperm selection allows the injec-
tion of a high-quality sperm. The IVP of porcine blasto-
cysts has been difficult to achieve mainly in vitrified GV
oocytes. However, if nuclear maturation is performed
with a granulosa cell co-culture system and sperm are
selected with HA before injection, blastocyst production
can be improved. The advantages of cryopreserving GV
oocytes compared to other meiotic or developmental
stages are that they can be collected in a greater quantity
than MII oocytes, allowing the production of a high
number of blastocysts for embryo transfer. Also, to ob-
tain GV oocytes, no ovarian stimulation is required.
They can be obtained from prepubescent females; how-
ever, IVM is required.

Conclusions

To achieve high blastocyst formation rates from vitrified
GV oocytes, it is recommended that sperm should be se-
lected with HA instead of PVP before injection since high
viability and acrosome reaction rates were obtained. Also,
PICSI fertilization was the best method to produce higher
blastocyst rates compared to the IVF and ICSI procedures.
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