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RESUMEN
MADURACION Y FERTILIZACION IN VITRO DE OVOCITOS DE VENADO
COLA BLANCA (ODOCOILEUS VIRGINIANUS) VITRIFICADOS CON
TREHALOSA O SUCROSA
POR:
M.V. Z. VERONICA ALEJANDRA RUBIO SANTILLANES
Maestria en Ciencias en Produccion Animal
Secretaria de Investigacion y Posgrado
Facultad de Zootecnia y Ecologia
Presidente: M.C. Javier Antillén Ruiz
La produccion de embriones in vitro de venado cola blanca (VCB) no esta
bien documentada. El objetivo del presente estudio fue realizar la maduracion
(MIV) y fertilizacion in vitro (FIV) utilizando ovocitos de VCB vitrificados con
Trehalosa (TH) o Sacarosa (SC). Los ovocitos se vitrificaron en dos grupos: 1)
TH (n = 60) y 2) SC (n = 61). Los ovocitos fueron desvitrificados (CO), después
se evaluo la viabilidad en TH (n=5) y SC (n=5) y el estado nuclear (EN) en TH
(n=4) y SC (n=5) clasificandolos en Vesicula Germinal (VG), Metafase | y No
evaluable (NE). Se llevo a cabo la MIV durante 36 h en TCM-199 suplementado
y se evaluaron los ovocitos madurados (n=88) para EN [VG, Ml=inmaduro,
Mll=maduro]. Para la FIV se us6 semen congelado con una concentraciéon de 3
x 108 espermatozoides/ml, y la incubacion fue por 24 h en medio TALP
suplementado. En ésta etapa, el EN se registré como fertilizado (F), no fertilizado
(NF) o NE. Para el andlisis estadistico se corrio una prueba exacta de Fisher,

0a=0.05. Para el grupo TH (n=5), después de la desuvitrificacion, se obtuvo una
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viabilidad de 60 %, mientras que para la SC (n=5) la viabilidad fue 40 %. Todos
los ovocitos se encontraban inmaduros. En la etapa de MIV, para el grupo TH
(n=38) no se observé maduracién y para el grupo SC (n=50) solo un 2 % de los
ovocitos maduraron. En la etapa de FIV, con TH (n=10) no se presento
fertilizacion mientras que con SC (n=5) se logré6 20 % de fertilizacion. Sin
embargo, no se encontrd diferencia (P>0.05) entre los grupos TH y SC. Debido
al reducido nimero de muestra es necesario una evaluacion adicional de TH y
SC para vitrificacion de ovocitos VCB para su uso con técnicas de PIV como

modelo para otras especies de cérvidos en peligro de extincion.
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ABSTRACT
IN VITRO MATURATION AND FERTILIZATION IN WHITE-TAILED DEER
(ODOCOILEUS VIRGINIANUS) OOCYTES VITRIFIED WITH TREHALOSE OR
SUCROSE
By:
M.V. Z. VERONICA ALEJANDRA RUBIO SANTILLANES

In vitro embryo production of white-tailed deer (VCB) is not well
documented. The objective of this study was to conduct maturation (IVM) and in
vitro fertilization (IVF) using VCB oocytes vitrified with Trehalose (TH) or Sucrose
(SC). The oocytes were vitrified in two groups: 1) TH (n = 60) and 2) SC (n = 61).
The oocyte warming (OW) was done, then the viability evaluation in TH (n = 5)
and SC (n = 5) and the nuclear status (NS) in TH (n = 4) and SC (n = 5) were
evaluated by classifying them into Germinal Vesicle (GV), Metaphase | and Not
evaluable (NE). IVM was performed for 36 h in supplemented TCM-199 and
mature oocytes were evaluated (n = 88) for NS [GV, MI = immature, MIl = mature].
For IVF, frozen semen with a concentration of 3 x 10° sperm / ml was used, and
the incubation was for 24 h in supplemented TALP medium. At this stage, the NS
was seen as fertilized (F), unfertilized (NF) or NE. For the statistical analysis an
exact Fisher test was used, a = 0.05. For the TH group (n = 5), after warming, a
viability of 60% was obtained, while for the SC (n = 5) the viability was 40%. All
the oocytes were immature. In the IVM stage, maturation is not shown for the TH
group (n = 38) and for the SC group (n = 50) only 2% of mature oocytes. In the
IVF stage, with TH (n = 10) no fertilization occurred while with SC (n = 5) 20%

fertilization was obtained. However, no difference (P> 0.05) was found between
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the TH and SC groups. Due to the reduced sample, future research with a bigger
sample of immature or mature oocytes is suggested for further evaluation of both
TH and SC for WTD oocyte vitrification for use with IVP techniques as a model

for other endangered cervid species.
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INTRODUCCION

Dentro de los ranchos dedicados a la ganaderia, un rancho cinegético o
granja de venados representa un aspecto nuevo tanto en manejo como
administraciéon de la fauna, ganaderia y agricultura. Mediante el uso de
biotecnologias en animales silvestres existe la posibilidad de mejorar los
parametros productivos y reproductivos a través del mejoramiento genético
(Clemente-Sanchez et al., 2017).

El uso de técnicas reproductivas en animales silvestres se ha
incrementado de manera significativa durante los ultimos afios, ya sea con fines
de conservacion, o con enfoque de desarrollo de ranchos. Algunas de estas
biotecnologias son la obtencién de semen por electro eyaculado o post mortem,
sincronizacion de estros, inseminacion artificial (IA) y transferencia de embriones,
las cuales, ya han estado bajo investigacion en cérvidos. Debido a la alta
demanda, los programas para ranchos cinegéticos y la disponibilidad para la
época de caceria, dichas biotecnologias son un método efectivo para programas
de conservacion y produccion (Martinez et al., 2008).

Por otra parte, el procesamiento de semen, vitrificacion de ovocitos y
fertilizacion in vitro (FIV) permiten la seleccién y uso de animales que sean
genéticamente superiores para incrementar parametros productivos que son de
importancia econdmica, asi como la disminucién del riesgo de patologias

(Clemente-Sanchez et al., 2017).



El objetivo del presente estudio fue evaluar el uso de trehalosa o sacarosa
en la vitrificacion de ovocitos de VCB para su posterior maduracion y fertilizacion

in vitro.



REVISION DE LITERATURA

Situacion de Cérvidos en el Mundo

Los cérvidos se han presentado como una alternativa al desarrollo
econdmico en las actividades agropecuarias en el medio rural. En México, la
introduccién de esta especie es una posibilidad como ganaderia, ya que su
aprovechamiento cinegético es la produccion de carne, astas y piel (Herrera-Haro
et al., 2009).

La crianza y aprovechamiento de esta especie es legal en el pais solo por
medio de UMA (Unidad para la conservacion, manejo y aprovechamiento
sustentable de la vida silvestre), con el fin de promover esquemas alternativos de
produccion compatible con el cuidado ambiental por el uso de recursos
renovables y evitar el deterioro ambiental (Gallina y Escobedo-Morales, 2009).

Los venados habitan en muchos ecosistemas del planeta, desde la tundra
artica hasta la selva, por lo que se les puede encontrar en Europa, Asia, América
y algunas zonas articas. Entre las 200 subespecies de venados alrededor del
mundo, mas de 40 estan consideradas en peligro de extincion (Locatelli et al.,
2006). Los venados son parte de la familia de ungulados de América con 21
especies; en Norteamérica se encuentran el Alce (Alces alces), venado Bura
(Odocoileus hemionus), el VCB (Odocoileus virginianus), entre otras especies.
En México, se encuentran 4 especies de venados en vida silvestre: el VCB
(Odocoileus virginianus), el venado Bura (Odocoileus hemionus), el Temazate
rojo (Mazama temama) y el Temazate gris yucateco (Mazama pandora), siendo

el venado Bura el de mayor tamafio y astas ramificadas, muy similares a la



estructura de astas del VCB (Mandujano et al., 2010).

El Venado Cola Blanca

El VCB es uno de los rumiantes en fauna silvestre que esta caracterizado
por su gran fertilidad y prolificidad. Debido a sus caracteristicas y disponibilidad,
se puede considerar un animal modelo para aquellos cérvidos en peligro de
extincion, principalmente, respecto a estudios reproductivos como preservacion
y fertilidad (Saenz, 2007; Gastal et al., 2018).

Por otro lado, el incremento en la demanda de estos animales, exige
mejorar genéticamente ciertas caracteristicas, como lo son el aumento de peso
corporal y tamarfo de las astas. Recientemente, el trofeo de la caceria en venado
ha incrementado los ingresos para los ganaderos, comerciantes y gobiernos,

debido al alto movimiento que hay en la industria del venado (Saenz, 2007).

La reproduccién. Dentro de los factores que se deben considerar
respecto a la funcion reproductiva del cérvido, se encuentran el manejo, nutricion
y sanidad. En el macho, la produccion de espermatozoides se puede ver afectada
de forma negativa, especificamente en la cantidad y calidad del semen. Como
consecuencia, la tasa de partos se puede ver comprometida y traer en la hembra
repeticiones de celo y alteraciones en el ciclo productivo (Herrera-Haro et al.,
2009).

El macho. En el caso del semental, su éxito reproductivo se determina por
el numero de hembras con las que consigue la cépula y su habilidad de
fertilizacion. En poblaciones silvestres, la competencia entre machos es muy

fuerte, llevando a la evolucién de caracteristicas que les permita ser superiores a



otros machos, aumentando la probabilidad de lograr la dominancia. Algunas de
estas caracteristicas son tamafo, peso corporal y tamafio de las astas, siendo

esta ultima su herramienta de pelea (Herrera-Haro et al., 2009).

En machos con estacionalidad reproductiva, como el carnero o caballo, se
presenta una reduccion en la produccion espermatica, pero no hay un arresto por
completo. Por ejemplo, en el venado corzo (Capreolus capreolus) durante la
primavera y el verano disminuye en gran medida la produccién espermatica y la
concentracion de testosterona circulante es muy baja; sin embargo, en otofio e
invierno dicha concentracion y la espermatogénesis son elevadas. En ciervo rojo,
se ha reportado poca produccion de espermatozoides en época no reproductiva.
Por otro lado, el venado Axis presenta algunos cambios durante las estaciones
en la produccion de espermatozoides y morfologia, pero mantienen la funcion
testicular a lo largo del afio (Saenz, 2007).

La calidad espermética se ve afectada por la estacionalidad de la especie,
siendo un factor de impacto. El ciclo sexual, es evidente en animales silvestres
de éareas templadas, observando cambios marcados en su comportamiento,
condicién corporal y parametros reproductivos. Garcia-Macias et al. (2006)
reportaron las influencias estacionales en la actividad reproductiva del borrego
cimarron o carnero, afectando el tamafio testicular, patrones endocrinos
gonadales, produccion cuantitativa y cualitativa, asi como el comportamiento
sexual obtenido por las variaciones del fotoperiodo y medio ambiente. Se sabe
que el tamafio testicular en el carnero es 6ptimo durante la época reproductiva y

baja durante inactividad sexual. Estas variaciones cambian sustancialmente de



acuerdo al macho, raza, especie y su sensibilidad a los factores ambientales
(Garcia-Macias et al., 2006).

Se ha demostrado (Saenz, 2007) que el liquido seminal no es necesario
para la fertilizacion cuando se utilizan biotecnologias reproductivas, como IA, FIV
0 inyeccion intracitoplasmética de espermatozoides. Dicho liquido es una
combinacién de fluido de las glandulas accesorias sexuales, el cual, al
combinarse con los espermatozoides da lugar al semen. En forma natural, es
beneficioso por sus mdltiples funciones como la capacitacion y viabilidad
espermatica, al entrar en contacto con el moco cervical, y sirve como buffer
manteniendo el pH durante la fertilizacién; ademas, provee de nutrientes al
espermatozoide, regula la reaccion acrosomal, ayuda a la motilidad espermatica,
y ayuda a las contracciones del tracto de la hembra (Saenz, 2007).

Cuando la hembra recibe varias copulas de machos distintos, el liquido
seminal funciona como espermicida para el semen del segundo que monte a la
hembra. Al final del eyaculado, deposita un tapon mucoso en el tracto de la
hembra. Este sistema de proteccion es una masa de liquido seminal mas denso
que obstruye el paso al semen de otros machos, lo que impide que se lleve a
cabo la fecundacion. En el verraco y caballo, la ultima parte del eyaculado
contiene un gel viscoso que tapa el cérvix para evitar que pase el semen del
segundo macho, reaccion fisioldgica similar en algunos cérvidos (Saenz, 2007).

El macho tiene una estructura anatomica llamada epididimo compuesta de
cabeza, cuerpo y cola, estructura separada de los testiculos. La cola del
epididimo, es un almacén donde los espermatozoides son retenidos hasta la

eyaculacion. Entre las diferentes especies, el tiempo que le toma a los



espermatozoides en viajar de la cabeza a la cola del epididimo varia desde 4 a
13 d. Dicho procedimiento se logra debido a los movimientos peristalticos del
musculo liso. En toros y verracos la frecuencia de eyaculaciones no afecta el
rango en el que el espermatozoide viaja de la cabeza al cuerpo del epididimo
(Saenz, 2007).

Bajo condiciones de produccion cinegética, se tiene la posibilidad de
seleccionar sementales de acuerdo a sus parametros reproductivos, asi como,
separar animales por sexo y edad para evitar la competencia agresiva entre
machos al inicio de la época reproductiva. Segun las instalaciones de manejo de
la unidad de produccion, se selecciona cierto numero de hembras por macho
asegurando la concepcion, siendo desde 50 a 100 hembras por semental. La
selecciébn de sementales dependera del éxito reproductivo en los criaderos
(Herrera-Haro et al., 2009).

Actualmente, existen cuatro métodos disponibles para la colecta de semen
cuyo objetivo es preservar y utilizar la genética, asegurando su continuidad y
variedad; estos son: servicio natural, vagina artificial, recuperacién post mortem
y electro eyaculacion, siendo este ultimo el mas comun. Cabe destacar que para
colectar semen de cérvido es necesario recurrir a anestésicos para evitar el
estrés cuando se lleve a cabo el manejo (Herrera-Haro et al., 2009).

De este modo, la electroeyaculacién nos permite la colecta de semen con
calidad, ya que al estar bajo anestesia, se reduce el estrés, obteniendo
diferencias significativas respecto a la colecta por monta natural. Por otro lado,

mediante el uso de vagina artificial, se ha obtenido semen de buena calidad; sin



embargo, implica que el semental esté entrenado, siendo un riesgo para el
técnico al momento de la coleccion (Martinez et al., 2008).

Tanto en IA como en FIV se ha utilizado semen proveniente de
recuperacion post mortem del epididimo, teniendo buenos resultados. Sin
embargo, ambos métodos (electroeyaculado y recuperacién post-mortem) son
dependientes de las condiciones en las que se encuentre el animal en cuestion.
En general, se utiliza la obtencion de semen post mortem en animales de vida
silvestre, mientras que aquellos que estan bajo un sistema de produccion
cinegético son colectados por el método de electroeyaculacion (Martinez et al.,

2008).

La hembra. En cérvidos la hembra es poliéstrica estacional, su ciclo dura
de 18 a 21 d y de no estar prefiada repetira ciclo alrededor de 3 veces por
estacion. La duracion del estro es en promedio de 12 a 24 h (Herrera-Haro et al.,

2009).

La transicion en la hembra al inicio de la época reproductiva se caracteriza
por los celos silenciosos o los ciclos cortos debido a una vida corta del cuerpo
luteo (duracién de 8 a 10 d) en la mayoria de los cérvidos estudiados. En el
venado Gamo se presentan multiples ovulaciones silenciosas antes de comenzar
a observar la expresion del celo (Asher, 2011). El ciclo estral de la venada esta
determinado genéticamente por su especie. La duracién promedio de un ciclo es
de 17 d en venado Sambar y Axis, 18 a 20 d en Ciervo Rojo, 21 a 23 d en venado
Gamo, 24 a 27 d en Alce, 28 d en VCB (Odocoileus virginianus) y venado Cola

Negra (Odocoileus hemionus) (Juarez, 2012). La duracion promedio del ciclo



estral tiende a incrementar progresivamente durante la época reproductiva de la
mayoria de las especies (Asher, 2011).

En base a lo anterior, el ciclo estral de la hembra en cérvidos puede ser
manipulado y permitir la mejora de un programa reproductivo. Muchas de las
técnicas han sido desarrolladas en animales domésticos y estan siendo
adaptadas dentro de programas reproductivos en venadas (Clemente-Sanchez

etal., 2017).

Importancia de la Reproduccién Asistida

Las biotecnologias reproductivas son un conjunto de técnicas Yy
procedimientos que tienen como finalidad promover la eficiencia de la
reproduccion. El uso de técnicas de reproduccion asistida ha sido de gran
importancia en la produccion ganadera. Algunas de estas biotecnologias que se
han desarrollado son la sincronizacion de estros, IA, congelacion de gametos y
embriones, superovulacion, sexado de semen y embriones, transferencia de
embriones, asi como la produccién de embriones in vitro. Las técnicas
mencionadas han logrado un mejoramiento en la produccién animal por medio
del mejoramiento genético, la reduccion del intervalo generacional, el control de
enfermedades y la reduccion de costos de produccion (Hernandez-Pichardo et

al., 2017).

Avances en Biotecnhologias Reproductivas en Mamiferos
En los dltimos 50 afios se ha llevado a cabo un gran desarrollo en las
biotecnologias reproductivas, algunas de las mas importantes son la IA y la

transferencia de embriones. El trabajo de la genética molecular y dichas



biotecnologias son una base para el mejoramiento continuo. El desarrollo de los
procedimientos para clonacion utilizando células somaticas como recurso
genomico es uno de los logros mas grandes, el cual permite abrir nuevos
panoramas en las posibilidades de reproduccion en animales de mayor calidad
(Wrenzycki et al., 2018).

En Estados Unidos, el mejoramiento genético ha orillado a generar
diversas tecnologias para el ganado bovino. Las pruebas genéticas ayudan a una
mejor selecciéon de ganado por genes heredables que mejoren la produccién y
calidad, tanto para el productor como para el consumidor. La aplicacion y
beneficios de estas tecnologias como los protocolos de superovulacion (Tribulo
et al.,, 2011), transferencia de embriones, procesado de semen, junto a la
vitrificacion, forman parte de un importante papel en el futuro de la industria en el
ganado bovino (Looney y Pryor, 2012), asi como en cabras y ovinos (Fonseca et
al., 2016).

En pequefios rumiantes, se ha llevado a cabo la transferencia de
embriones desde los afios 1930, por medio de procedimientos quirdrgicos.
Actualmente, se puede llevar a cabo por diferentes métodos como son
laparoscopia, cirugia y técnica trans-cervical, con continuas mejoras en los
procedimientos para mejorar el porcentaje de embriones obtenidos, asi como
reducir los efectos secundarios del procedimiento (Fonseca et al., 2016).

De un eyaculado de toro se pueden obtener un promedio 200 a 300 dosis
inseminantes con la posibilidad de ser congelado para su almacenamiento por
tiempo indefinido. De un eyaculado de verraco se obtienen de 10 a 20 dosis

inseminantes; sin embargo, en pequefios rumiantes aun se tiene una baja
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eficiencia de un eyaculado, que se puede diluir para servir de 10 a 30 hembras

(Wrenzycki et al., 2018).

Biotecnologias Reproductivas en Cérvidos

El uso de técnicas reproductivas en animales silvestres se ha
incrementado de manera significativa durante los ultimos afios, no solo con fines
de conservacion sino también en situaciones en que a la crianza de cérvidos se
le ha dado un enfoque hacia el desarrollo de ranchos para la produccién de carne,
venado, velvet y trofeos. El ciervo rojo ha sido el que ha captado mayor atencién
de los productores e investigadores debido a la alta disponibilidad de ejemplares
(Martinez et al., 2008).

Existen bancos de recursos genéticos (GRBs, por sus siglas en inglés:
“Genetic Resource Banks”), que en combinacion con técnicas de reproducciéon
asistida ofrecen beneficios en los programas de conservacion de especies para
mantener la biodiversidad y ayudar a la conservaciéon de especies en peligro de
extincion (Garcia-Macias et al., 2006).

La IA permite la seleccion y uso de animales que sean genéticamente
superiores para incrementar parametros productivos. Una de las ventajas de esta
técnica es que permite optimizar el uso de ejemplares con genética superior.
Mediante monta natural, se limita el uso de un macho a menos de 100 servicios
por afio en condiciones éptimas del semental, lo que equivale a tan solo 2 montas
por semana. Ademas, se debe considerar el riesgo de exposicion de los
sementales a patologias de transmision venérea hacia las hembras. Al manejar

a los sementales para la obtenciéon de semen, es posible detectar a aquellos
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infértiles o con baja calidad de semen, ayudando asi a mejorar las tasas de
prefiez (Clemente-Sanchez et al., 2017).

El uso de la IA esta directamente asociado a la sincronizacion de estros y
ovulacion para obtener mejores resultados y mas homogéneos. Esto es posible
con una buena alimentacién en el hato y un medio ambiente favorable al parto y
a la crianza de cervatos (Clemente-Sanchez et al., 2017).

Las biotecnologias de reproduccion asistida como lo son la superovulaciéon
y la transferencia de embriones, tienen como finalidad acelerar el mejoramiento
genético. Desde los afios 70s, el Ciervo Rojo, asi como algunas subespecies, se
han manejado en unidades en las que se ha incrementado rapidamente su
produccién hasta ser un negocio redituable en la industria. En base a ello,
diversos investigadores han mostrado cada vez mayor interés en mejorar la
eficiencia reproductiva y el uso de las biotecnologias en cérvidos buscando su
futura aplicacion a especies en peligro de extinciéon. Por otra parte, en un estudio
realizado por Locatelli et al. (2005) se utilizaron gametos de ciervo rojo para la
produccién de embriones in vitro con la metodologia de animales domésticos,
con el fin de determinar las caracteristicas especificas de la especie y asi mejorar
la técnica para cérvidos, asi como determinar las caracteristicas espermaticas,

métodos de capacitacién y medios utilizados con éxito.

Origen de los Gametos
Las células germinales, tanto en la hembra como en el macho, se
desarrollan a partir de las células germinales primordiales. Después de que estas

células germinales proliferan, migran a las crestas gonadales en desarrollo,
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donde se convierten en ovogonias 0 espermatogonias (Hernandez-Pichardo et
al., 2017).

La ovogénesis es la formacion, desarrollo y maduracion del gameto
femenino. El proceso comienza en la vida embrionaria, las células germinales
primordiales migran a la génada embrionaria y se convierten en ovogonias, hasta
la ovulacién. La ovulacién es el proceso en el que el ovocito es expulsado del
foliculo del ovario y reanuda la meiosis, por lo que comienza a madurar para
llegar a ser un ovocito secundario con solo la mitad de los cromosomas, y de esta
forma estar preparado para su fertilizacion (Fernandez-Reyes et al., 2012).

La ovogonia es una célula diploide que se multiplica por divisidon meidtica
para formar un ovocito primario, el cual va a entrar en su primera division mei6tica
(Rodriguez-Suastegui et al., 2012). La division celular pasa por diferentes etapas
como son profase, metafase, anafase y telofase. En la divisibn meiética, la
profase es dividida en periodos, siendo la vesicula germinal uno de estos. En
mamiferos, la profase meidtica es completada en hembras hasta el diploteno,
antes del nacimiento se quedan en una fase de detencion meidtica, la cual es
completada un poco antes de que inicie la ovulacion, con los cambios
preovulatorios en el foliculo maduro (Fernandez-Reyes et al., 2012).

Poco después de la dltima mitosis, en las ovogonias se duplica el ADN y
entran a una fase larga en profase de la primera division meidtica. Durante la
etapa como vesicula germinal, los cromosomas homologos se entrecruzan antes
de que el ovocito entre a etapa de diploteno. Al iniciar la profase, la cromatina
esta difusa en el nucleo, presentandose un ndcleo agrandado llamado vesicula

germinal, donde crecen los organelos citoplasmaticos y se reproducen. En la
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pubertad, se presenta una oleada de hormona Iluteinizante que va a
desencadenar la reanudacion de la meiosis, logrando asi que los ovocitos lleguen
a la metafase de la segunda divisibn meio6tica, en la ovulacién. Los ovocitos con
células cumulares a su alrededor llegan al oviducto, donde son fecundados y en
la fertilizacion se produce la segunda division meidtica del ovocito (Rodriguez-
Suéstegui et al., 2012; Hernandez-Pichardo et al., 2017).

Los espermatozoides inician siendo gonocitos que migran a la membrana
basal de los tubulos seminiferos, formando asi las espermatogonias. En machos
adultos, las espermatogonias mantienen una capa germinal lo que permite una
produccion ciclica de espermatocitos primarios, siendo los que pasan por la
meiosis para producir espermatocitos secundarios y después espermatidas, que
son células haploides y redondas, siendo asi como se diferencian de los

espermatozoides, que son flagelados (Hernandez-Pichardo et al., 2017).

Estructuray Composicion del Ovocito

El ovocito de un mamifero consiste en el citoplasma dentro de una
membrana de plasma, rodeado de una cubierta externa transparente conocida
como zona pellucida. La zona pellcida esta compuesta de un hidrogel, el cual
esta formado de glicoproteinas. Se ha encontrado que ejerce un importante papel
biologico en la ovogénesis, fertilizacion, desarrollo, y eclosion fuera de la zona
pelucida, asi como la proteccion de los ovocitos y embriones contra
microorganismos presentes en el Utero antes de la implantacion (Choi et al.,

2015).
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Maduracién. La maduracion del ovocito es un proceso influenciado por
las hormonas foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH). Este proceso esta
compuesto por la maduracion nuclear y la maduracion citoplasmatica (Rodriguez-

Suastegui et al., 2012).

La vida feértil de los ovocitos es el periodo en el que pueden llegar a un
desarrollo embrionario y fetal. En mamiferos, se considera que tiene un periodo
corto, de 6 a 12 h. Los problemas asociados con el envejecimiento del ovocito
post-ovulacion incluyen: microtibulos meiéticos desorganizados, pérdida de
cromosomas de la alineacién en la metafase y migraciéon cortical alterada. Se
asocia a una oscilacidon en los patrones de los iones de calcio y niveles de
glutation, provocando un ciclo celular més corto. La cinética de la maduracion del
ovocito es un factor muy importante para un futuro desarrollo embrionario. En
bovinos, la maduracion ocurre aproximadamente a las 16 h de que se presenta
el primer cuerpo polar, siendo un tiempo 6ptimo para la inseminacion in vitro, una
vez completada la meiosis (Berg et al., 2002a).

El tiempo de maduracion del ovocito en cérvidos ha recibido poca
atencion. Sin embargo, en ovocitos de Ciervo Rojo se han recuperado ovocitos
en Metafase Il del foliculo entre las 18 y 20 h después de darse el pico de
hormona luteinizante. Por otro lado, al trabajar con ovocitos madurados in vitro,
estos han madurado entre 20 y 24 h La diferencia de tiempo de MIV de los
ovocitos entre especies para completar la maduracion nuclear es notable, ya que,
en bovinos es de 24 h, en ovinos de 26 a 30 h y en caprinos de 24 a 32 h (Berg

et al., 2002a).
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Cuando el ovocito llega a la metafase de la segunda division meiética (Mll)
se considera un ovocito maduro. Los ovocitos en vesicula germinal son
considerados inmaduros, completan la primera division meiética con la extrusion
del primer cuerpo polar sin pasar por el proceso de la interfase, llegando a la
metafase Il. Cuando el ovocito maduro es fertilizado, completa la segunda
meiosis y por expulsion del segundo cuerpo polar se convierte en una célula
haploide (Rodriguez-Suastegui et al., 2012).

En la maduracién citoplasmatica, se llevan a cabo procesos celulares
como acumulacién de RNAm, proteinas, sustratos y nutrientes. Otro cambio
importante son cambios post-transduccionales de proteinas y cambios ultra
estructurales del citoplasma que son necesarios para que el ovocito pueda llevar
a cabo un desarrollo embrionario (Rodriguez-Suéastegui et al., 2012).

La comunicacién entre las células cumulares y el ovocito es uno de los
aspectos mas importantes a lo largo de la maduracion. Debido a esta
comunicacion, hay sefiales en respuesta a los factores producidos por el ovocito
para estimular que se presente la ruptura de la vesicula germinal y poder asi
completar la maduracién nuclear del ovocito (Shirazi et al., 2007).

La maduracion del espermatozoide se lleva a cabo cuando atraviesa por
una serie de cambios estructurales y bioquimicos al pasar por el epididimo, donde
adquiere la movilidad necesaria para poder ser capaz de realizar una fertilizacion.
Dichos cambios son debidos a la fisiologia celular y bioquimica del
espermatozoide para poder llevar a cabo la reaccion acrosomal, habiendo
algunas alteraciones en las proteinas de la membrana plasmatica, en los lipidos,

fosfolipidos y en su distribucion (Rodriguez-Suastegui et al., 2012; Hernandez-
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Pichardo et al., 2017). Una de las caracteristicas que presenta el espermatozoide
es la hipermotilidad, en conjunto a un flujo de iones de hidrégeno, que causa un
aumento de pH intracelular, alterando el metabolismo y produciendo
fosforilaciones de proteinas. La hipermotilidad se asocia con el contacto con las
células del epitelio de oviducto, importante para el transporte de los
espermatozoides en el Gtero y en el oviducto. Una vez que esta listo el
espermatozoide elimina moléculas de su membrana plasmatica, exponiendo asi
los receptores para lograr la union con la zona pelucida del ovocito. La reaccion
acrosomal comienza al momento de que el espermatozoide interactia con las
células cumulares, liberandose la enzima Hialuronidasa, que permite el paso a
los espermatozoides hacia la zona pellcida (Rodriguez-Suéstegui et al., 2012).
Fertilizacion

El desarrollo embrionario requiere de factores y caracteristicas de 6ptima
calidad, permitiendo que los gametos de la hembra y del macho puedan llevar a
cabo la fertilizacién. Para poder obtener una produccion de gametos, fecundacién
y un desarrollo embrionario viable deben suceder diversos procedimientos
biolégicos complejos y coordinados. Un ovocito maduro, solo se puede obtener
de un foliculo dominante para poder ser fecundado por el espermatozoide que
cumpla caracteristicas como haber tenido una capacitacion, hiperactividad y
reaccion acrosomal. Una vez que el ovocito es fecundado se obtendra un cigoto,
el cual debera sobrevivir bajo un ambiente lleno de nutrientes y temperatura que
proveeran el oviducto y el Gtero para su desarrollo, obteniendo una cria al final

de la gestacion (Rodriguez-Suastegui et al., 2012).
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Una vez que el espermatozoide logra penetrar la Zona Pellcida y
fusionarse con el oolema del ovocito, se desencadena la activacion del mismo.
Se logra completar en el ovocito el proceso de maduracién meidtica, la capacidad
de que se formen los pronucleos y la secrecion de granulos corticales evitando
la poliespermia. Cuando el ovocito es fertilizado, continla a su segunda division
meidtica hasta completar y expulsar el segundo cuerpo polar (Rodriguez-
Suastegui et al., 2012).

Cuando el nacleo del espermatozoide entra en contacto con el oolema, la
membrana nuclear se desintegra y el nicleo comienza a descondensarse. El
Glutation es el encargado de reducir los puentes de disulfuro para la
descondensacion del nucleo del espermatozoide. La singamia toma lugar cuando
se lleva a cabo la fusion de los pronucleos tanto del macho como de la hembra

(Rodriguez-Suéstegui et al., 2012).

Medios para la Produccién in vitro de Embriones

Los medios que tienen mas éxito en el proceso de produccion de
embriones in vitro en cada etapa, ya sea maduracion, fertilizacién y cultivo in vitro
en varias especies son medios que contienen suero, gonadotropinas, estradiol,
hormona del crecimiento, incluyendo factor de crecimiento epidermal y otros
suplementos (Grazul-Bilska et al., 2003).

La importancia de la composicion de los medios esta en la activaciéon del
genoma embrionario, donde se aumenta la actividad metabdlica y por lo tanto, la
sintesis de proteinas, la captacién de carbohidratos y el consumo de oxigeno

(Rodriguez-Suastegui et al., 2012).
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En la MIV de ovinos y caprinos, se ha utilizado el fluido folicular de foliculos
mayores a 4 mm como suplemento en medio de maduracion TCM-199, con 100
ng de FSH ovina. Obteniendo un efecto positivo en la maduracion citoplasmética,
siempre y cuando dicho foliculo no sea atrésico o de foliculos estimulados con
gonadotropinas. EI mismo medio se ha utilizado con éxito en la MIV de ovinos y
de venados Sika. Bajo las mismas condiciones se ha llevado a cabo la MIV de
ovinos y caprinos con una extrusion del primer cuerpo polar (Mll) entre las 16 y
24 h después de comenzada la maduracion (Cognié et al., 2004).

En cérvidos, el desarrollo de técnicas en reproduccién asistida ha ido
incrementando, se han realizado mas esfuerzos para cubrir la necesidad de
mejorar los protocolos existentes para la produccién de embriones in vitro. El
primer paso que es lograr una maduracién de ovocitos in vitro, ya se ha llevado
a cabo en Ciervo Rojo Ibérico y en venado Sika en laboratorio. Con fines de
investigacion, se obtienen ovocitos de ovarios post-mortem, siendo una fuente de
ovocitos inmaduros. Al comparar con otras especies de cérvidos, el medio para
MIV es generalmente adicionado con FSH, LH y diferentes aditivos como el
estradiol, fluido folicular y suero fetal bovino (Berg et al.,2002b; Siriaroonrat et al.,

2010; Macias-Garcia et al., 2017).

Maduracién in vitro de Ovocitos

La coleccion de ovocitos para la produccion de embriones in vitro, por lo
general es de foliculos en crecimiento. Los ovocitos estan latentes, en etapa de
Profase I. Para un cultivo celular estandarizado in vitro, es esencial crear el medio

de reanudacion meiética para los ovocitos fuera del foliculo, como seria al
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momento de ser ovulado, buscando la progresion a la etapa de Metafase Il. Sin
embargo, hay una diferencia en la maduracion de ovocitos in vitro en
comparacion con lo que ocurre in vivo. Por lo que es esencial una disponibilidad

de ovocitos viables y competentes para un progreso en la MIV (Wani et al., 2012).

Se han trabajado ovocitos madurados in vitro reportando tasas de clivaje
cuando los ovocitos fueron madurados por 20 a 24 h en vez de 16 o0 28 h. Las
diferencias existen en el tiempo requerido para poder completar la maduracién
nuclear, por lo que los ovocitos se ven afectados por los suplementos utilizados
en los medios in vitro (Berg et al.,, 2002a). En alpacas, se han reportado
variaciones desde 24 , 26 y hasta 42 h en el tiempo requerido para la MIV del
ovocito, para que éste logre llegar a Metafase Il (Ruiz et al., 2013). Los avances
en biotecnologias en cérvidos requieren mas informacion basica de los gametos
y un medio ambiente 6ptimo de cultivo buscando promover la maduracion, la FIV
y el desarrollo embrionario (Siriaroonrat et al., 2010).

Los ovocitos de mamiferos son fertilizados en la Metafase de la segunda
division meidtica (Ajduk et al., 2008). La maduracidon nuclear principalmente
involucra segregacion cromosomal, en cambio la maduracion citoplasmatica
involucra la reorganizacion y almacenamiento de RNAm, proteinas, factores de
transcripcion que participan en el proceso de maduracion, fertilizacion y

embriogénesis temprana (Ferreira et al., 2009).
Maduracién In Vitro de Ovocitos Vitrificados.

Se han requerido afios de investigacion, para poder mejorar las técnicas de

maduracion de ovocitos vitrificados de diferentes especies y llevar a cabo la FIV
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para la produccién de embriones, con el fin de su criopreservacion o transferencia
a una hembra y asi poder obtener una cria. El desarrollo de la criopreservacion
ha resultado un gran logro en la biotecnologia para el almacenamiento de
embriones provenientes de especies domeésticas como bovinos, ovinos, porcinos,
entre otros. Sin embargo, los ovocitos de mamiferos contindan siendo uno de los
mayores retos debido a la sensibilidad de las células al enfriamiento y

congelamiento (Fernandez-Reyez et al., 2012).

Fertilizacion In Vitro

La produccion de embriones in vitro involucra tres etapas, que son la
maduracién de ovocitos in vitro, la FIV y el cultivo in vitro de embriones hasta que
se formen las moérulas y blastocitos. Para cada etapa se requieren medios de
cultivo que se asemejen al entorno que pudieran tener bajo condiciones in vivo,
de acuerdo a cada etapa y a sus diferentes requerimientos. El éxito de dicho
procedimiento involucra factores como técnicas utilizadas para la maduracion y
la fertilizacibn de los ovocitos, asi como la capacitacion de las células
espermaticas. Por lo tanto la composicién de los medios de cultivo debe cubrir
los requerimientos para las células en cada etapa (Cognié et al., 2004;
Rodriguez-Suastegui et al., 2012).

El tiempo de maduracion de los ovocitos mamiferos varia entre especies,
algunos necesitan mayor tiempo en maduracion que otros, siendo que hay
especies que no se asemejan, por ejemplo, en porcinos puede requerir 44 h de
incubacion, mientras que en ovinos puede ser de 24 h (Ferndndez-Reyes et al.,

2012).
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El momento de la ovulacion y la fertilizaciébn no pueden ser precisamente
predichos. Sin embargo, los procedimientos in vitro permiten coordinar la
penetracion del espermatozoide en el ovocito. La produccion in vitro, a la vez
permite contar con recursos abundantes y de bajo costo (siendo de ovarios
obtenidos en rastros o de caceria) como ovocitos madurados, cigotos y
embriones. Como resultado se obtienen conocimientos nuevos en algunas
investigaciones de la fisiologia, asi como el surgimiento de biotecnologias nuevas
como el sexado en embriones, la inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides, la transferencia nuclear y la transgénesis (Comizzoli et al.,
2000b; Cognié et al., 2004).

Procesamiento de Semen

Como se ha descrito anteriormente, uno de los métodos es a través de la
coleccién post-mortem de espermatozoides de epididimo. Sin embargo, a pesar
del éxito en reproduccion asistida, los espermatozoides obtenidos del epididimo
tienen sus limitaciones; algunas de ellas incluyen técnicas especificas para su
congelacion. Existen 3 métodos principales para la coleccién de animales post
mortem, uno es cortar el epididimo en un medio de cultivo especifico,
principalmente en pequefas especies. El segundo método es con un bisturi o
aguja se pincha el epididimo, se extraen los espermas y se coloca en un medio
especial; ambos métodos requieren centrifugacion para eliminar restos de tejido.
El tercer método es por medio de enjuague que es preferentemente utilizado en
Ciervo Rojo, en el vaso deferente se conecta una jeringa en la cual se inyecta

aire y en la cola se hace una pequefia incision para que las células esperméticas
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drenen y de esta forma reducir la contaminacion para obtener una mejor calidad
de muestra (Saenz, 2007).
Vitrificacién

La vitrificacion se define como una solidificacion similar al estado vitreo.
Se lleva a cabo, a través de altas concentraciones de crioprotectores y una tasa
de enfriamiento ultra rapida (Begin et al., 2003) alcanzando altos rangos de
enfriamiento de 16,700 °C/min (Criado-Scholz, 2012). Es un método que ha
demostrado ser una técnica capaz de conservar la integridad de las estructuras
de la célula (Gastal et al.,, 2018). Este procedimiento, involucra un aumento
extremo en la viscosidad de la solucion crioprotectora eliminando la formacion de
cristales, siendo la principal lesion causada por congelamiento, por lo que se ha
convertido en una alternativa para mejorar la criotolerancia en embriones
producidos in vitro.

Durante la vitrificacion del ovocito, el medio crioprotector debe tener una
concentracion alta de 5 o 6 molar (M), comparandola con la concentracion de la
congelacién lenta de 1 a 2 M, la cual, requiere un descenso de temperatura de
manera ultrarrapida (Zarate, 2006). El uso de altas concentraciones en
crioprotectores puede ser tOxico o0 provocar un estrés osmotico a los embriones.
La unica forma de inducir la vitrificacion es utilizando bajas concentraciones de
los crioprotectores y aumentar la velocidad de enfriamiento (Abdalla et al., 2010;
Looney y Pryor, 2012).

El éxito de la vitrificacion, depende de la sensibilidad de la célula y su etapa
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(estado meidtico). Se ha demostrado en humanos, bovinos, porcinos y equinos
gue en ovocitos en Metafase Il aumenta su capacidad de recuperacion del dafio
a la vitrificacibn comparado con los que se encuentran en estado de Vesicula
Germinal (Fernandez-Reyez et al., 2012).

La criopreservacion de gametos y embriones se ha convertido en una
herramienta para la preservacion de material genético en diversas especies. La
criopreservacion de ovocitos facilita el almacenamiento de genética de animales
de alto valor y resuelve limitantes asociadas a la estacionalidad y fertilidad. El
desarrollo in vitro de ovocitos criopreservados aun tiene porcentajes bajos en
diversas especies, dentro de las que se incluye al bufalo. Algunos factores que
influyen en esto son el tamafio, el estado de maduracion, las caracteristicas de
la membrana plasmatica, la calidad del ovocito, la presencia o ausencia de las
células cumulares, la especie, asi como los procedimientos de criopreservacion
gue han sido reportados para contribuir al éxito del mismo (El-Shalofy et al.,
2017).

Los dafios de la criopreservacion son clasificados en rangos de
temperaturas. Es decir, de 15 °C a -5 °C ocurren las lesiones por enfriamiento,
las cuales implican cambios estructurales como gotas lipidicas y membranas
ricas en lipidos, siendo alteraciones parcialmente irreversibles. De -5 °C a -80 °C,
en el momento de la formacion de hielo extra e intracelular se producen cambios
mecanicos sobre todas las estructuras. De -50 °C a -150 °C, por el efecto
mecanico de la solucion solidificada, hay un alto riesgo de que la Zona Pellcida
se rompa. La fase de almacenamiento a temperaturas inferiores a -150 °C

(normalmente a -196 °C) se considera la menos peligrosa; solo la desvitrificacion
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accidental se considera el dafio mas frecuente. Por lo tanto, la vitrificacién reduce

los dafios de la clasificacion de +15 °C a -5 °C (Izaguirre y Diez, 2012).

Crioprotectores

La criopreservacion permite un almacenamiento a largo plazo de células 'y
tejidos viables; de tal forma que aplicar estas técnicas en ovocitos y embriones
es una gran ventaja en el area de reproducciéon (Begin et al., 2003).

Los crioprotectores cumplen la funcibn de estabilizar proteinas,
protegiendo la célula al ser sometida a un enfriamiento. La interaccion
crioprotector-proteina depende de los cambios de temperatura. Estos
crioprotectores pueden producir dos tipos de toxicidad: directa (bioquimica) y
osmotica. La toxicidad bioquimica, interfiere con las bombas idnicas y solubiliza
los lipidos de membrana, dependiendo de la concentracion, temperatura y la
combinacién de crioprotectores. Por otro lado, la toxicidad osmética es debida a
cambios de volumen en la célula, puesto que se debe regular la proporcién de
agua para mantener y estabilizar la membrana. En consecuencia, la lesion de la
membrana celular esta relacionada con el estrés osmotico (Zarate, 2006).

La toxicidad de la solucién vitrificante ha sido minimizada a lo largo del
tiempo. Por ejemplo, a través de la reduccion en el uso de crioprotectores toxicos,
mejorando las combinaciones anteriormente utilizadas y al reducir el tiempo de
exposicién a la solucion vitrificante (EI-Shalofy et al., 2017). Se ha sugerido que
los azucares son capaces de preservar la estructura y funcionalidad de la

membrana al reducir el porcentaje de agua intracelular (Kuleshova et al., 1999).
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En base a lo anterior, el crioprotector debe ser lo menos toxico posible
para las células. Es importante tener presente que la toxicidad es dependiente
de la temperatura, especialmente con los que son permeables. Algunas de las
estrategias para disminuir los efectos toxicos de las soluciones para vitrificacion,
es tener en cuenta que al emplear crioprotectores se debe usar aquellos de baja
toxicidad y alta permeabilidad, uno de los principales es el Etilenglicol, utilizado
en varias especies. El uso de dos o tres crioprotectores y la sinergia entre ellos
deben ser estudiados antes de combinarlos. Por lo tanto, el tempo de exposicion
a los crioprotectores debe ser gradual y ascendente (Izaguirre y Diez, 2012).

Se han utilizado diferentes crioprotectores como el Etilenglicol (EG),
Glicerol (GLY), Dimetilsulfoxido (DMSO), Propilenglicol y 1,2-Propanediol
(PROH), los cuales han sido utilizados en diferentes combinaciones para la
vitrificacién de ovocitos y embriones de mamiferos (Zarate, 2006; El-Shalofy et
al., 2017).

Se clasifican en dos tipos: permeables y no permeables (Izaguirre y Diez,
2012). Los crioprotectores permeables como el EG, destacan por su habilidad de
penetracion y su baja toxicidad (El-Shalofy et al., 2017). EI DMSO ha sido
utilizado con éxito ya sea s6lo o combinado con otros crioprotectores para la
vitrificacién de ovocitos en diferentes especies, incluyendo bufalos y bovinos (El-
Shalofy et al., 2017). La funcion de los mismos, es entrar a la célula y reemplazar
el agua intracelular para modificar sus caracteristicas fisicoquimicas y su
respuesta al descenso de temperatura. Los mecanismos de accién son disminuir
el punto de congelacién de la suspensién e impedir la formacién de cristales de

hielo (Zarate, 2006; Izaguirre y Diez, 2012).
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Los crioprotectores no permeables, son los que reducen el agua
intracelular por efecto osmoético. Cuando se pone a la célula en contacto con una
solucion, la cual tiene una concentracion elevada de los mismos, la célula sera
deshidratada para poder contrarrestar la diferencia de presion osmética. Por lo
gue se clasifican en dos tipos: los de bajo peso molecular, es decir,
monosacaridos, y disacaridos como TH, el cual es un disacarido que evita que
las células sufran dafio durante la criopreservacion con resultados satisfactorios
(Caturla-Sanchez, et al., 2017), la SC (uno de los mas empleados actualmente),
Glucosa y Galactosa. Asi también, los de alto peso molecular son polimeros
como el Polivinilalcohol, el Polietilenglicol, el Ficoll y la Polivinil Pirrolidona
(Zéarate, 2006; Izaguirre y Diez, 2012).

Las soluciones de vitrificacion que contienen TH o SC son ampliamente
utilizadas para la criopreservaciéon de ovocitos y embriones de ratén, bovino,
equino, porcino y ovino. Los azlcares son usados en la criopreservacion, ya que

son un componente importante como buffer osmotico (Kuleshova et al., 1999).

Métodos de Vitrificacion

Durante el proceso de vitrificacion, el estado meibtico durante la
criopreservacion puede afectar la viabilidad y el desarrollo. En la criopreservacion
de ovocitos maduros en Metafase Il (MIl) se han encontrado irregularidades en
el huso meidtico, resultando en una interrupcién en la alineaciéon de los
cromosomas Y la desorganizacion en la red de microfilamentos. Por otro lado, en
ovocitos inmaduros, como en la etapa de Vesicula Germinal, no poseen un huso

meidbtico organizado, por lo que, la criopreservacion de ovocitos en este estadio
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pudiera ser una alternativa para evitar dafar el huso meiotico (El-Shalofy et al.,
2017).

La vitrificacion de ovocitos maduros e inmaduros se ha llevado a cabo en
diferentes especies con resultados variables. Sin embargo, aiin no es reconocido
un procedimiento bien establecido debido a su novedad y falta de informacion
(Fernandez-Reyez et al., 2012).

La relacion superficie/volumen es importante, ya que, debe existir un flujo
adecuado de agua al exterior de la célula o entrada del crioprotector al usar
aquellos que son permeables. Ademas, la presion osmaética de ambos lados del
oolema es de suma importancia, por lo que es esencial conocer la tolerancia
limite a las variaciones osmaticas y de volumen del ovocito; de este modo, esto
ayudara a utilizar sustancias crioprotectores en concentracion Optima. Se
considera que los cambios de volumen del ovocito no deben sobrepasar el 30 %.
Algunos de los problemas asociados a la congelacion son: la integridad de las
fibras y microtubulos del huso meiético, los granulos corticales, y el dafio a la
Zona Peldcida tornandola mas dura, lo que reduce la tasa de fertilizacion (Zarate,
2006).

Para poder alcanzar altos rangos de enfriamiento, se han creado diversos
métodos y dispositivos para reducir el volumen de la soluciones de vitrificacion,
como son Cryotop, Cryoloop, Superficie Sélida, Malla de Nylon, OPS (por sus
siglas en ingles “Open Pulled Straw”) y CPS (por sus siglas en inglés “Closed
Pulled Straw”; EI-Shalofy et al., 2017).

Uno de los métodos antes mencionados es la vitrificacion en Superficie

Sdlida (“SSV” por sus siglas en inglés), la cual cuenta con algunos beneficios,
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como el no requerir un envasado, sino que son microgotas; por otra parte, se
realiza mediante la reduccion ultra rapida de la temperatura en una superficie de
metal fria (10,000 °C/min; Dai et al., 2000; Begin et al., 2003; Somfai et al., 2010;
Beebe et al., 2011). Una superficie limpia puede facilitar el manejo de las micro

gotas estériles (Dai et al., 2000; Begin et al., 2003; Zarate, 2006).

Vitrificacion de ovocitos mamiferos. Los ovocitos bovinos son sensibles a
bajas temperaturas; a pesar de los esfuerzos realizados en la investigacion, la
criopreservacion sigue siendo una de las retos mas grandes (Dai et al., 2000).
Los principales factores que afectan la criopreservacidon exitosa de embriones
mamiferos son: la especie, el tipo y concentracion de crioprotectores, las tasas
de enfriamiento y desvitrificacion, asi como la etapa de desarrollo en la que los

embriones son vitrificados (Shirazi et al., 2010) .

En porcinos, la criopreservacion estandar es un procedimiento realizado
principalmente en la etapa de blastocitos, donde se han obtenido crias de
embriones vitrificados. Sin embargo, en los ovocitos porcinos no se ha obtenido
el mismo resultado positivo. Lo anterior, se asocia a tamafo del ovocito porcino,
ya que, puede existir una proporcion inadecuada de la superficie respecto al
volumen. Los ovocitos porcinos, son mas susceptibles a la hipotermia por la
mayor cantidad de lipidos citoplasméaticos que contienen, esto en comparacion
con otros ovocitos de mamiferos (Galeati et al., 2011). Se considera que los
acidos grasos en los ovocitos inmaduros de porcinos son dos veces mas que en

bovinos y hasta tres veces mas que en ovinos (Mcevoy et al., 2000).
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Desvitrificacion

La desvitrificacion debe llevarse a cabo rapidamente. Las muestras se
sumergen de forma casi inmediata en soluciones para desvitrificacion (entre 39-
41 °C). Es necesario realizar un proceso de eliminacién de la solucion vitrificante
y a la vez de rehidratacion celular; para ello, la desvitrificacion se lleva a cabo en
varias etapas, sometiendo a la célula vitrificada a soluciones con concentraciones
decrecientes de criopreservadores no permeables para que por efecto osmético
los mismos salgan de la célula, evitando que haya cambios hidricos bruscos
(Izaguirre y Diez, 2012).

Fertilizacion In Vitro de Ovocitos Criopreservados

El uso de la FIV en las diferentes especies de fauna silvestre es
importante, ya que, cuando hay un numero Ilimitado de pajillas de
espermatozoides obtenidas post mortem de un semental de alto valor genético,
se puede eficientar el uso del semen para fertilizar incluso con una pajilla a
cientos de ovocitos. El procedimiento de maduracion y FIV en cérvidos ha sido
adaptado a partir de protocolos de especies domésticas (Cognié et al., 2004;
Locatelli et al., 2006).

Por lo tanto, se puede usar semen obtenido del epididimo de cérvidos y
ser conservado bajo las mismas condiciones que en animales domésticos. Al
llevar a cabo grandes programas de restauracion genética de especies en peligro
de extincién, se puede usar produccién de embriones in vitro y utilizar la

transferencia de embriones a hembras receptoras (Cognié et al., 2004).
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En Ciervo Rojo se ha obtenido un bajo porcentaje de desarrollo al estadio
de blastocito con medio suplementado con fluido de oviducto. En venado Sika,
los embriones producidos in vitro no han logrado llegar a blastocitos, lo que
sugiere que los requerimientos o la sensibilidad ambiental de los embriones de
cérvidos son mas especificos (Locatelli et al., 2006).

El medio de capacitacién que contiene suero de ovino en estro, promueve
el flujo del colesterol de espermatozoides frescos en el carnero después de 1-5
h de incubacion, asi como la reaccién acrosomal en la superficie de la Zona
Pellcida de los ovocitos. De los espermatozoides capacitados, se agregan 50 pL
a la gota de fertilizacion, para una concentracion final de 1 x 10® espermatozoides
por mL, se incuban por 17 horas a 39 °C a una atmésfera de 5 % de CO2 (Cognié
et al., 2004).

En Ciervo Rojo y venado Axis, los espermatozoides pueden ser
capacitados in vitro, agregando heparina al medio de FIV. A pesar de que las
estadisticas son similares en Ciervo Rojo y en Sika, se ha observado poco

desarrollo de embriones (Comizzoli et al., 2000a)
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MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de Manejo de la
Reproduccion de la Universidad Autonoma Metropolitana-Xochimilco, en la
Ciudad de México, perteneciente a la Division de Ciencias Biolbgicas y de la
Salud, del Departamento de Ciencias de la Salud. Los ovocitos de VCB que
fueron obtenidos se vitrificaron para su posterior manejo. Una vez que se llevé a
cabo la desvitrificacidon, los ovocitos se sometieron a pruebas de viabilidad y
estado de cromatina, asi como MIV y FIV con semen congelado de VCB.

Ovocitos. Los ovocitos utilizados para el presente experimento fueron
donados por el Laboratorio de Conservation, Genetics & Biotech, LLC ubicado en
Valley City, ND, USA. Dichos ovocitos se obtuvieron a partir de ovarios de venada
Cola Blanca, de un total de 9 venadas, durante la caceria en la temporada
reproductiva de diciembre a enero de 2017. Los ovarios fueron colocados en
medio Syngro Holding por un maximo de 2 h post mortem. Una vez lavados los
ovarios, se utilizo la técnica de “Slicing” en una caja de Petri con medio Syngro
Holding para la obtencion de ovocitos. Se procedié a evaluarlos al microscopio
estereoscoépico para su procesamiento (Siriaroonrat et al., 2010).

Vitrificacién. La solucion de equilibrio consiste en el medio base PBS
suplementado con 2 % de Etilenglicol, 2 % de Propilenglicol, y 4 mg/ml de
seroalbumina bovina (BSA, por sus siglas en inglés). Los COC’s fueron
sometidos al medio de equilibrio por 13 a 15 min, posteriormente fueron lavados
en gotas de 20 pl de solucion de vitrificacion. El Ultimo paso se llevé a cabo en
menos de 30 s, en donde se tomaron los ovocitos en el capilar de una

micropipeta, formando gotas de 2 a 3 ul de solucion de vitrificacion y se colocaron
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sobre una balsa de aluminio flotando en nitrégeno liquido. Las microgotas
vitrificadas se transfirieron a criotubos de 2 ml herméticamente cerrados y estos
se colocaron en un termo con nitrégeno liquido para su conservacion (Somfai et
al., 2014).

Desvitrificacion. Los medios fueron equilibrados previamente al inicio del
procedimiento, durante 20 min en una incubadora a 38 °C y 5 % de CO2.Se utiliz6
una balsa de aluminio con un filtro sobre el nitrégeno liquido, para vaciar las gotas
vitrificadas recuperadas del criotubo, posteriormente se enjuagé el filtro con
nitrégeno liquido, para evitar pérdidas.

El medio de desuvitrificacion fue el mismo para los dos tratamientos (TH o
SC) utilizados durante la vitrificacion. El medio Oocyte Warming 1 (OW1, 500 pL)
se calent6 en bafio Maria a 39 °C, ya que su temperatura debe ser mayor que la
del resto de los medios OW y posteriormente se coloco en el pozo 1 del plato de
4 pozos (Thermo Scientific, Nunclon®). Los medios OW 2, 3 y 4, se colocaron
(500 a 1000 pL a 38 °C) en los pozos 2, 3y 4, respectivamente. Por separado se
prepar6 una caja Petri de 35 mm para el medio de lavado, previo a la MIV (Somfai
et al., 2014).

Para la desvitrificacion, se realizaron dos pruebas; una para evaluar la
viabilidad, por medio de la tincion MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide, 0,5 mg/ml] y otra para evaluar el estado de la

cromatina, con la tincion DAPI [4',6-diamidino-2-phenylindole (1 ug/ml)].

Maduracién In Vitro. Una vez recuperados los ovocitos, fueron previamente

enjuagados en medio de maduracion. Posteriormente, fueron colocados en
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microgotas de 50 uL de medio TCM-199, cubiertas con aceite mineral. EI medio
fue suplementado con hormona menopausica humana (75 Ul/ml) y factor de
crecimiento epidérmico (10 ng/ml) para ser madurados a 38.5 °C con 5 % de CO2
en una incubadora con humedad relativa al 90 % por 36 h.

Semen. Se colectdé por medio de la técnica de electro eyaculacion,
utilizando un diluyente a base de 20 % de triladyl, 20 % de yema de huevo y 60
% de agua destilada. EI semen se congeld en pajillas de 0.25 ml en donde se
almacend en nitrégeno liquido hasta su uso.

Para optimizar el uso de las pajillas de VCB, estas fueron fraccionadas en
cuatro partes. Primero se preparo el bafio de nitrdgeno en una hielera pequeiia,
para posteriormente con unas pinzas sostener la pajilla para realizar el corte.

Se selecciond la fraccion a utilizar y el resto de las fracciones no utilizadas
se colocaron en un goblet y se taparon con otro goblet con orificios, con el fin de
gue a pesar de que floten las fracciones no se pierdan.

Una vez realizado el corte, la fraccion a utilizar se coloco en un tubo
Eppendorf en bafio Maria por 2 min a 35 °C. En la campana de flujo laminar, se
elimind la pajilla y el semen se enjuagé con medio de fertilizacién.

Posteriormente, se evalué al microscopio y se diluydé con el medio de
capacitacion para realizar la técnica de “Swim up”, la cual consiste en colocar el
paqguete celular en el fondo de un tubo con medio de capacitacion y centrifugarlo
a 1000g por 3 min. Los espermatozoides vivos y motiles nadan hacia arriba y los

espermatozoides muertos quedan en la parte de abajo.
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Fertilizacion in vitro. Los COC’s madurados fueron colocados en
microgotas de 50 pyL con medio de FIV, TALP suplementado con heparina (10
pg/ml), Penicilamina (0.075 mg/ml), Hipotaurina (10 M), Epinefrina (1 uM) y BSA
fraccion V (0.4 %). Posteriormente, se afiadié 20 uL de semen con una
concentracion final de 3 x 10° espermatozoides/ml durante 24 h, en una
incubadora a 38.5 °C con 5 % de COa.

Para evaluar la fertilizacion se llevé a cabo la prueba de estado de cromatina
del ovocito para determinar la presencia de pronucleos, lo que indicé si hubo

fertilizacion.
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Andlisis Estadistico

Para determinar la asociacion entre el uso de Trehalosa o Sacarosa en el
medio de ovocitos vitrificados de venado cola blanca y su viabilidad y el estado
de la cromatina después de la desvitrificacion, asi como grado de MIV y éxito en
la FIV, se corrié la prueba exacta de Fisher utilizando el paquete estadistico SAS
(SAS, version 9.0 para Windows). La asociacion se considerd significativa

cuando P<0.05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La viabilidad de los ovocitos de VCB fue evaluada después de la etapa de
desvitrificacion. En el grupo de TH, se obtuvo un porcentaje de viabilidad de 60
% y en el de SC 40 %. En esta prueba, bajo las condiciones de la presente
investigacion, no se observo diferencia (P>0.05).

Ferndndez-Reyes (2012) determinaron la viabilidad de ovocitos vitrificados
en porcinos y ovinos por medio de la tincion MTT, la cual fue mayor del 90 %
después de la desvitrificacion para ambas especies, mientras que en el presente
estudio solo se obtuvo un 60 % como maximo con el uso de TH, por lo que no se
logran los mismos resultados que en las especies domésticas del estudio de
Fernandez-Reyes (2012).

Por otro lado, Galeati et al. (2011) llevaron a cabo un estudio en porcinos,
donde evaluaron la viabilidad con triple tincién (Diacetato de fluorceina, loduro de
Propidio y Hoescht 33342), considerando vivos a los ovocitos que tenian la
membrana intacta y actividad de enterasa. Una vez incubados por dos horas, la
tasa de sobrevivencia bajé de manera importante (P < 0.05).

El-Shalofy et al. (2016) utilizaron Azul de Tripan para evaluar la viabilidad
en ovocitos de bufalo, con diferentes formas de vitrificacion; las proporciones mas
altas de ovocitos viables fue con los métodos de vitrificacién con Superficie Sélida
(93.7 %); sin embargo, la tasa de recuperacién fue baja. En el presente estudio
se utilizé la misma metodologia de vitrificacidon con ovocitos de VCB, en la cual
se obtuvo 60 % de viabilidad después de ser vitrificados en superficie sélida.

En un estudio realizado en humanos, con mujeres de 35 afios en

promedio, se utilizaron ovocitos frescos y vitrificados. La tasa de supervivencia
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alcanzé el 85.6 %. (Solé et al.,, 2013). En otro estudio utilizaron Cryloop,
obteniendo un 91.4 % de ovocitos que sobrevivieron después del proceso
desvitrificacion (Trokoudes et al., 2011).

En cabras, Begin et al. (2003) criopreservaron ovocitos y embriones
utilizando Cryoloop (con 20 % DMSO, 20 % EG, 10 mg/ml Ficoll y 0.65 M SC) y
vitrificacién en Superficie Sélida (35 % EG, 5 % polyvinyl-pyrrolidone (PVP) y 0.4
% TH). En la técnica de Cyroloop (65/73; 89 %) no hubo diferencia significativa
con el control ni entre tratamientos. Para la vitrificacion en Superficie Sélida
obtuvieron una tasa de sobrevivencia mas baja (47/78; 60 %) que la de los
ovocitos del grupo control. De este modo, se utilizaron las mismas azlcares para
vitrificacion en técnicas similares, lo cual concurre con nuestro estudio con una
viabilidad del 60 % de ovocitos de VCB tratados con TH. Es posible que
dificultades técnicas asociadas con la vitrificacion en Superficie Sélida pudieran
explicar las menores tasas de sobrevivencia de ovocitos y embriones vitrificados
al compararse con el grupo control.

Por otra parte, Yoshioka et al. (2014) obtuvieron un 87.1 % de ovocitos de
porcino que sobrevivieron al proceso de la vitrificacion al ser desvitrificados a una
temperatura de 42 °C, siendo mas alta que la de los que fueron calentados a una
temperatura de 38 °C, con un 66.9 %; sin embargo, ambos fueron
significativamente mas bajos que el grupo control. En el presente estudio, se
utilizd una temperatura de 39 °C en la primera solucién y 38 °C en las otras 3
soluciones de desvitrificacidn, con lo que obtuvimos una viabilidad del 60 % en el
grupo de TH, lo cual concurre con la temperatura de desvitrificacién en porcinos,

pero con SC la viabilidad fue de solo un 40 %.
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El estado de la cromatina de los ovocitos se determin6 al momento de la
desvitrificacion para identificar en qué etapa se encontraban, comparando los dos
tratamientos: TH y SC. En el tratamiento con TH, se obtuvo un 50 % de ovocitos
con Vesicula Germinal (VG) y un 50 % en Metafase | (MI). En el tratamiento con
SC se obtuvo un 60 % de VG, 20 % en Ml y 20 % de ovocitos no evaluables (NE),
como se observa en la Cuadro 1.

Bajo las condiciones de la presente investigacién, no se observo ninguna
diferencia significativa entre grupos (P>0.05), por lo que no existi6 evidencia
suficiente para afirmar que existe asociacion entre el tipo de azucar TH o SC,
utilizada en la vitrificacién de ovocitos en VCB y el estado de la cromatina de los
mismos al momento de su desvitrificacion.

Galeati et al. (2011) reportan que en porcinos la exposicion a los

crioprotectores influyé (P<0.05) en la morfologia normal del huso mei6tico del
ovocito, a pesar de que la organizacion del cromosoma no tuviera variacion.
En un estudio realizado por Ozawa et al. (2007) con ovocitos porcinos vitrificados
por la técnica de Superficie Sdlida, se asocié la competencia del ovocito con el
bajo desarrollo, en donde se puede atribuir a un dafio en el huso meioticoy a la
configuracion en los cromosomas generada por la vitrificacion en dichos ovocitos.
En base a lo anterior, esto pudiera ser similar a los resultados del presente
estudio, al presentarse una alteracion en el huso meidtico que evitd que la
competencia del ovocito le permitiera madurar.

Yoshioka et al. (2014) reportaron altos porcentajes de sobrevivencia en

ovocitos porcinos vitrificados en la etapa de MIl; sin embargo, es comun que
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muestren anormalidades en el huso meidtico o acumulacién de especies
reactivas de oxigeno, por los procesos de enfriamiento y desuvitrificacion,

afectando asi su competencia para ser fertilizados y poderse desarrollar.
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Cuadro 1. Efecto de dos diferentes azUcares sobre el estado de cromatina de
ovocitos de Venado Cola Blanca (VCB) en la etapa post-

desvitrificacion
Estado de cromatina
Azicar VG (%) MI (%) NE (%)
TH 2 50 2 50 0 0
SC 3 60 1 20 1 20

No hubo diferencia (P<0.05) entre tratamientos Trehalosa (TH) y (SC) mediante la
prueba exacta de Fisher. Siendo Vesicula germinal (VG), Metafase | (MI) y No evaluables
(NE)
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A las 36 h de MIV, se determiné el estado de la cromatina de los ovocitos
en los grupos tratados con TH y con SC. En el Cuadro 3, se observa que con el
tratamiento de TH se obtuvo un 66 % en la etapa de VG, 24 % MI, 0 % de MIl, y
10 % de los ovocitos NE. En el tratamiento de SC se obtuvo un 84 % con VG, 10
% enMl, 2% MIly 4 % NE.

Por lo tanto, bajo las condiciones de la presente investigacion, no se
observd una diferencia estadisticamente significativa (P>0.05) entre
tratamientos. Por lo que no existié evidencia suficiente para afirmar que existe
asociacién entre el tipo de azlicar TH o SC, utilizado en la vitrificacién de ovocitos
en VCB al momento de someterlos a MIV. Es decir, no existié evidencia de que
el tipo de azucar haya influido en el estado de la cromatina de los ovocitos de
VCB.

Galeati et al. (2011) vitrificaron ovocitos en MIl obteniendo un incremento
significativo en el dafio del huso meidtico y dislocacion de cromosomas del plato
metafasico. Después de 2 h de incubacién, la tasa de sobrevivencia se vio
afectada, ya que tuvo un descenso significativo de 16.4 %. En el grupo control
94.3 % de los ovocitos tenian la configuracion del huso meiético normal y 91.4 %
el plato metafisico alineado. Debido a la baja sobrevivencia de ovocitos después
de dos horas de desvitrificacién, confirma que los ovocitos de porcinos vitrificados
son altamente susceptibles en condiciones de cultivo in vitro. Algunos ovocitos
mantienen la integridad de la membrana, pero la tasa de sobrevivencia es baja,
situacion similar a la reportada en el presente estudio con ovocitos vitrificados de
VCB. No se observé diferencia significativa en los ovocitos hasta las 2 h de ser

incubados, lo que sugiere que la configuracion del huso meiético normal, una vez
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gue sufre, es dificil 0 no se puede recuperar, debido a los dafios causados por el
proceso de vitrificacion. De esta forma y al igual que en el presente estudio, el
porcentaje de ovocitos con organizacion de los cromosomas normal no es
influenciado de forma positiva después de la desvitrificacion o incubacion.

El-Shalofy et al. (2016) llevaron a cabo MIV en ovocitos de bufalo, en
donde evaluaron la maduracion nuclear con 1.0 % de aceto-orceina. La
vitrificacion en superficie sdlida resulté en 75.5 % de maduracion nuclear, siendo
significativamente méas alto que los ovocitos vitrificados de forma tradicional.
Respecto al presento estudio con ovocitos de VCB, se obtuvo una maduracién
de 10 %, lo cual no coincide con los resultados obtenidos en bufalo.

Berg et al. (2002a) realizaron un estudio con ciervo rojo en el que
analizaron el tiempo que toma la maduracién nuclear in vitro en la especie. Se
obtuvieron ovocitos por aspiracion folicular y fueron madurados en medio TCM
199 suplementado con Piruvato, LH, FSH, estradiol y suero fetal bovino. Durante
la maduracion se obtuvieron muestras de ovocitos cada tres horas y
posteriormente eran fijados para tincién en Lacmoid al 1 %. En los resultados, los
ovocitos sometidos en fresco a MIV duraron en arresto como VG por las primeras
6 h de incubacién. La membrana nuclear se comienzo a desvanecer pasadas las
6 hyalas 10.6 £ 0.6 h, 75 % de los ovocitos mostraron ruptura de Vesicula
Germinal. El tiempo promedio en que el 50 % de los ovocitos llegaron a Ml fue
de 11.7 £ 0.4 hy a Mll de 24.8 + 0.9 h. La expansiéon completa de las células
cumulares fue a las 18 h. Lo anterior, en cuestion de maduracién nuclear, indica
un periodo similar al de ovocitos frescos de ovinos y bovinos. En base a ello, se

ajusto el tiempo de incubacion para MIV de ovocitos vitrificados en VCB a 24 h;

43



sin embargo, al ser evaluados no se mostrd actividad en la maduracion nuclear
de los ovocitos. Por lo tanto, en el presente estudio se decidié dar mas tiempo
(36h) a los ovocitos de VCB en incubacion, relacionandolo a posibles dafios que
el ovocito pudo sufrir por la vitrificacidn en el huso meiético que pudiera demorar
la maduracion de los mismos.

Siriaroonrat et al. (2010) evaluaron la influencia del estradiol en el medio
de cultivo buscando aprovechar los ovocitos de mas baja calidad de VCB y a su
vez evaluar la maduracion nuclear in vitro. Los ovocitos obtenidos en fresco se
cultivaron con o sin Ez y las evaluaciones de maduracion nuclear fueron a las 0,
3,6,12y 24 hsolo en los ovocitos de calidad 1. En presencia de Ez y solo ovocitos
de calidad 1, alas 0 h el 70 % pasaron a ruptura de VG. Después de 12 h, 70 %
estaban en MI de maduracién nuclear y a las 24 h in vitro 75 % lleg6é a MIl. No se
considerd la etapa del ciclo de la hembra, sin embargo, separaron por calidad los
ovocitos, mientras que en la presente investigacion se intentdé madurar todos los
ovocitos haciendo una evaluacién morfolégica. Por otro lado, la evaluacion de
maduracion nuclear fue hecha con DAPI, al igual que en el presente estudio, en
el que el tiempo de maduracion fue de 24 h, lo cual no coincide con los resultados
obtenidos al ser ovocitos vitrificados, ya que, la maduracion nuclear fue
comprometida. En el estudio con ovocitos frescos no correlacionaron la
expansion de células cumulares a la maduraciéon nuclear, ya que la mayor
expresion del mismo fue a las 24 h, lo cual coincide con nuestro estudio al no
observar cambios.

Somfai et al. (2010), llevaron a cabo un estudio en porcinos, en el que

obtuvieron ovocitos para posteriormente ser vitrificados por la técnica de
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Superficie Sdlida, en etapa de VG, después de la desvitrificacidon fueron
sometidos a MIV y FIV. Un 77.6 % de los ovocitos vitrificados fueron competentes
para llegar a Mll, lo cual es superior al porcentaje obtenido en el presente estudio.
En ese estudio, en la solucién de equilibrio utilizaron Citocalasina B, en la
vitrificacion. Este es un estabilizante del citoesqueleto que influye en la
sobrevivencia del ovocito, pudiendo mejorar las tasas de MIV.

Los ovocitos en VG son mas sensibles a los crioprotectores que los
ovocitos maduros, debido a sus diferentes permeabilidades. Se considera que la
presencia de las células cumulares puede afectar la permeabilidad del agua y de
los crioprotectores; sin embargo, es de suma importancia para la maduracion de
los ovocitos. Por lo anterior, se sugiere una optimizacion en los tiempos de
equilibrio y tratamiento en las soluciones de vitrificacién, asi como en el proceso
de desuvitrificacion, en especial con ovocitos inmaduros. La vitrificacion de
ovocitos bovinos y porcinos ha sido asociada a cambios estructurales como la
alteracion de Actina y la Tubulina del citoesqueleto, asi como la distribucion
anormal de las mitocondrias funcionales (Ajduk et al., 2008; Ferreira et al., 2009;
Mao et al., 2014; Babayev y Seli, 2015). La regeneraciéon de organelos después
de la vitrificacion puede ser un importante papel para recuperar la habilidad de
criopreservacion de los ovocitos. En ovocitos en MIl, la despolimerizacion del
huso meiébtico puede ser recuperada después de la criopreservacion, pero este
proceso puede tomar una mayor cantidad de horas (Somfai et al., 2010), por lo
gue se sugirié 36 h de MIV en ovocitos de VCB.

Como en el presente estudio, Moawad et al. (2012) trabajaron con oocitos

ovinos y realizaron la técnica de vitrificacion en Superficie Solida utilizando como
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solucion de vitrificacion EG 5%, PVP y 0.4 M de TH, con desvitrificacion de 4
pasos, disminuyendo la concentracion de TH. La viabilidad fue evaluada por
morfologia, los ovocitos recuperados fueron sometidos por 24 h a MIV, después
de ello se hizo evaluacién nuclear con Aceto Orceina. La FIV se llevé a caboy la
evaluacién postinseminacion fue a las 18 h utilizando Hoechst para los presuntos
cigotos y DAPI para los ovocitos. Después de la vitrificacion se recuperd un 75.7
% de ovocitos y de esos un 82.45 % fueron considerados viables, lo cual es un
poco mas alto de los resultados obtenidos en el presente estudio. En MIV, la
expansion de células cumulares se vio significativamente afectada contra el
control, con un 41.3 % de SSV y 80.9 % del control. A las 24 h post maduracion
el numero de ovocitos que se mantuvieron en VG fue de 62.9 % contra 9.6% del
grupo control, en comparacion al estudio realizado en VCB los resultados en el
grupo de TH son similares, obteniendo 66 % VG y en el grupo de SC fue menor
ya que se obtuvo un 84 % VG a las 36 h en MIV.

Por lo anterior se asume que después de la vitrificacion la reanudacion de
la meiosis no se logra y se mantiene en VG, esto bloquea al desarrollo por la falla
en la sintesis de proteinas debida al congelamiento. Dicho enfriamiento afecta la
integridad del huso meidtico y las vesiculas de los granulos corticales.

En otro estudio realizado por Yoshioka et al. (2014), con ovocitos de
porcino vitrificados, utilizaron la técnica de vitrificacion en Superficie Sélida, como
solucion de vitrificacion al igual que el presente estudio utilizaron PVP, TH, EG,
PG y BSA. Se llevo a cabo MIV y FIV. La evaluacion de estatus nuclear fue con
Aceto Orceina. En MIV obtuvieron un 61.7 % de ovocitos maduros,

considerandolo un resultado positivo siendo vitrificados en la etapa de VG. Sin
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embargo, antes de la solucion de equilibrio tuvieron los ovocitos un
pretratamiento con Citocalasina B, y este estabilizador del citoesqueleto pudo
haber ayudado a que los ovocitos pudieran madurar y ser fertilizados.
Fernandez-Reyes (2012) sefiala que la viabilidad después de la
maduracion, sobre todo en la técnica de Vvitrificacion Cryotop, fue
extremadamente variable (4 a 24 %). Galeati et al. (2011) en el estudio con
porcinos desvitrificaron ovocitos, una vez incubados por dos horas, la tasa de
sobrevivencia bajé de manera importante (P < 0.05). Por lo que se pudo afirmar

gue definitivamente la criopreservacion dafo irreversiblemente a los ovocitos

47



Cuadro 2. Efecto de dos diferentes azUcares sobre el estado de cromatina en la
etapa de Maduraciéon In Vitro (MIV), en ovocitos de Venado Cola

blanca(VCB)
Estado de Cromatina
AzUcar VG (%) M (%)  MI (%) NE (%)
TH 25 66 9 24 0 0 4 10
SC 42 84 5 10 1 2 2 4

No hubo diferencia (P<0.05) entre tratamientos Trehalosa (TH) y Sacarosa (SC)
mediante la prueba exacta de Fisher. Siendo Vesicula germinal (VG), Metafase | (Ml),
Metafase Il (MIl) y No evaluables (NE)

48



Después de llevar a cabo la FIV, por medio de la evaluacién del estado de
la cromatina de los ovocitos, se determind la etapa nuclear en la que se
encontraba, haciendo una comparacion entre los dos tratamientos TH y SC. En
el tratamiento de TH no se obtuvieron ovocitos fertilizados, un 60 % no fue
fertilizado y 40 % no fueron evaluables. Por otro lado, en el grupo de SC se
observé un 20 % de fertilizacién, 40 % de no fertilizados y 40 % no fueron
evaluables (Cuadro 3). Por lo tanto, bajo las condiciones de la presente
investigacion, no se observé ninguna diferencia entre los grupos evaluados
(P>0.05), no existi6 evidencia suficiente para afirmar que existe asociacion entre
el tipo de azucar (TH o SC) utilizado en la vitrificacion de ovocitos de VCB y el
estado de cromatina de los mismos al momento de la FIV.

De acuerdo a Comizzoli et al. (2000), los porcentajes de FIV en Ciervo
Rojo con diferentes concentraciones de espermatozoides, a 1.0 x 10 °
espermatozoides/mL no se observd poliespermia. Por lo que en el presente
estudio se pudo utilizar una concentracion final de of 3 x10° espermatozoides /ml
con el fin de obtener una fertilizacién del ovocito.

Santalo et al. (2013) vitrificaron ovocitos de mujeres de alrededor de 35
afios y llevaron a cabo la FIV con ovocitos frescos y vitrificados con resultados
de 80.7 % vs un 78.2 %, respectivamente, no encontrando diferencias
significativas. En el presente estudio se encontr6 un bajo porcentaje en la tasa
de fertilizacion en ovocitos vitrificados en VCB.

Galeati et al. (2011) demostraron en porcinos que hubo diferencia
significativa en la tasa de fertilizacion entre grupos, estableciendo que la

exposicion a los crioprotectores y la vitrificacion aumenta la cantidad de ovocitos
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degenerados, lo cual coincide con lo encontrado en el presente estudio. Mientras
gue Egerszegi et al. (2013) establecen que los ovocitos vitrificados en la etapa
de VG tuvieron una mejor habilidad de poder exponer el segundo cuerpo polary
sostener la formacion del pronucleo del macho después de llevar a cabo FIV, en
comparacion de los ovocitos vitrificados en MIl. Lo anterior coincide con la etapa
de los ovocitos de VCB que fue en VG mayormente, aumentando la posibilidad
de que a pesar de ser inmaduro puede desarrollar los pronucleos.

En porcinos, Nohalez et al. (2015) realizaron un estudio conformado por
un grupo control y dos grupos de vitrificacién, uno con EG + DMSO y otro con EG
+ PG. El porcentaje de ovocitos degenerados después de la MIV fue
significativamente mas alto en los grupos de ovocitos vitrificados que en los
frescos (EG + DMSO: 59.8 + 2.3 % y EG + PG: 56.2 + 2.6 %). La tasa de
fertilizacion mas alta en EG+ PG con 39.6 + 2.4 %, coincide con dos de los
ingredientes de la solucion de vitrificacion utilizada, demostrando que es posible
la fertilizacion después del uso de EG y PG.

Somfai et al. (2010) mencionan que la vitrificacion en ovocitos de porcino
en estado de VG es un modo eficiente de evitar la activacién inducida por
enfriamiento y el endurecimiento de la Zona Pellcida. Por otro lado, Ozawa et al.
(2007) establecen que a pesar de los dafios al huso meidtico, existen otros
factores que alteran las tasas de fertilizacion y reducen la habilidad del ovocito
de ser penetrado para formar pronucleos después de llevar a cabo FIV. Puede
ser un cambio estructural en la Zona Pelldcida, como su endurecimiento o
cambios en las caracteristicas de la membrana, promoviendo una exocitosis

precoz de los granulos corticales causada por la criopreservacion. Se ha
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encontrado que dos de los crioprotectores mas comunes, como son el DMSO y
el EG, causan un incremento de calcio que promueve una exocitosis de los
granulos corticales y provocan el endurecimiento de la Zona Pellcida durante la
vitrificacion (Larman et al., 2006).

Moawad et al. (2012) llevaron a cabo FIV de ovocitos ovinos vitrificados
con TH y obtuvieron una tasa significativamente baja de fertilizacion con un 39.3
% vs el grupo control con 64.7 %. De los ovocitos que no fueron fertilizados, fue
mas alto el grupo de VSS con 55.3 % comparado con el 20 % del grupo control.
Por lo tanto, en la vitrificacion se puede presentar una despolimerizacion del huso
meidtico orientandolo a una aneuploidia, una liberacion temprana de los granulos
corticales, provocando el endurecimiento de la Zona Pellcida, asi como
alteraciones en la misma en las glicoproteinas, especialmente en la ZP2 que es
la responsable de dicho endurecimiento y no permite la fertilizacion.

En porcinos, se han estudiado diferentes protocolos de vitrificacion. Beebe
et al. (2011) utilizdé una técnica de vitrificacion en Superficie Sdlida, y argumenta
gue los lipidos intracelulares de los embriones se vuelven téxicos durante la
criopreservacion, por lo que polarizando las gotas de lipidos fuera de los
blastomeros mediante centrifugacion aseguran que hay mejoras en el éxito de la
criopreservacion.

En Ciervo Rojo, Soler et al. (2007) llevaron a cabo un estudio donde
superovularon hembrasy de los embriones recuperados una parte fue transferida
en fresco (n=28) con 64 % de prefiez, otra parte se congelé con EG (n=10) con
un 70 % de prefiez y otra parte fue vitrificada por OPS con EG, DMSO, y 0.5 M

SC en medio Holding (n=15) con un 53.3 % de prefiez, estableciendo que no
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hubo diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos. Esto fue con un
protocolo adaptado de bovinos y ovinos. En el presente estudio se hizo al igual,

una adaptacién de un estudio en porcinos y ovinos.
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Cuadro 3. Efecto de dos diferentes aztlcares sobre el estado de cromatina en la
Fertilizacion In Vitro (FIV) de ovocitos de Venado Cola Blanca (VCB)

Estado de cromatina

Azucar F (%) NF (%) NE (%)
TH 0 0 6 60 4 40
SC 1 20 2 40 2 40

No hubo diferencia (P<0.05) entre tratamientos Trehalosa (TH) y Sucrosa (SC) mediante
la prueba exacta de Fisher. Siendo Fertilizados (F), No fertilizados (NF) y No
evaluables (NE)
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio pueden ser utiles como
antecedentes para la vitrificacion de ovocitos inmaduros de VCB y servir como
base para futuras investigaciones debido a la escasez de informacién disponible,
por lo que se recomienda realizar mayor investigacion en el area.

La vitrificacidbn en etapas tempranas del ovocito, como en la etapa de
Vesicula Germinal, utilizando diferentes técnicas como Superficie Soélida o
Cryoloop, reduce la probabilidad de obtener una MIV. Sin embargo, la
criopreservacion de ovocitos en etapa de Vesicula Germinal pudiera proveer
ovocitos que permitan llevar a cabo investigacion sin importar la estacionalidad
de la especie y evitando otras limitantes de disponibilidad.

A pesar de los resultados obtenidos en el presente trabajo con VCB, aun
hay mucho que mejorar en la vitrificacién de ovocitos de la especie, considerando
todos los factores que puedan influir para lograr una FIV. Se recomienda
considerar aspectos como: una mejor proteccion al ovocito con un estabilizante
de citoesqueleto o proteccion al huso meiético con un antioxidante para que

pueda resistir el proceso de vitrificaciébn con mejores tasas de recuperacion.
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