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RESUMEN

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

reproduccion asistida.

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

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



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

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

ABSTRACT

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

technologies.

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

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




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

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

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

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

en mamiferos, especialmente en la especie humana.

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

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

raton (Rall y Fahy, 1985).

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

volumen.

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

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

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

viabilidad celular (Bajo, 2009).

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

y no permeables (extracelulares).

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

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

la vitrificacion.

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

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

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

condiciones celulares sean las adecuadas durante los procedimientos de criopreservacion.

1.1.3 Transporte a través de las membranas plasmaticas

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

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

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

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

20006).

1.1.4 Ley de difusion de Fick

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

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

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

extracelulares.

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

para evitar su citotoxicidad.

1.1.6 Métodos de criopreservacion

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

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

son:

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

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

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

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

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

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

inmediata (Vajta, 2000).

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

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

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

sistemas involucran:

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

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

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

estaria controlada.

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

reproduccion asistida en humanos.

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

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

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

Figura 1. Recipiente Cryolock.

1.1.8 Reproduccion asistida

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

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

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

espermatozoides (ICSI).

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

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

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

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

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

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

anida y continta su desarrollo.

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

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

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

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

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

1.1.10 Inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI):

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

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

2).

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

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

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

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

promueve la maduracién mediante la inyeccion de hormona LH.

La segunda fase comprende la microinyeccidn intracitoplasmatica, la cual involucra

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

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

Este proceso requiere de un micromanupulador acoplado a un microscopio y

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

especie porcina) se observa si hay presencia de pronucleos.

Figura 2. Inyeccion intracitoplasmatica en un ovocito maduro porcino

10x.

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

técnica.
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1.1.11 Caracteristicas de la técnica de ICSI vs FIV

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

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

1.2 Ovogénesis

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

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

un nimero cromosémico diploide (2n).

1.2.1 Maduracion de los ovocitos

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

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

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

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

gonadotropinas (Downs ef al, 1989).

1.2.2 Detencion meiotica

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

desfosforila al factor promotor de la maduracion (FPM) (Betancourt et al/, 2003).
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1.2.3 Mecanismo de la detencion meiotica
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Figura 3. Regulacion de la detencion meiotica en mamiferos (Zhang et al, 2009).

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

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

etapa de VG (Zhang et al, 2009).

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

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

1.2.4 Mecanismo de reanudacion meiotica

Gonadotropins
(LHIFSH)

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

AwP)—

?——=MaP

NO —*GC—*cGMP —*PKG

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

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

(Zhang et al, 2009).

1.3 Las células foliculares y su papel durante la gametogénesis

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

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

(Betancourt et al, 2003).

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

células del caimulo (Epigg, 1991).

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

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

(Betancourt et al, 2003).

1.3.1 Funcion hormonal de las células foliculares

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