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RESUMEN

La situacion de las poblaciones de diversas especies de mamiferos a nivel mundial
es compleja porque, dadas las condiciones antropogénicas, se encuentran en
estado vulnerable o incluso en riesgo. Los grandes felinos se encuentran en esta
situacién a pesar de los esfuerzos internacionales para evitarlo. Una parte de estos
esfuerzos de la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN)
es el uso de biotecnologias reproductivas. La clonacién de embriones puede ser un
recurso importante, asi como el uso de modelos animales filogenéticamente
cercanos a la especie de interés, en este caso, el gato doméstico. La clonacién de
embriones utiliza células somaticas de la especie que se desea clonar y ovocitos
maduros (Metafase Il) enucleados de especies relacionadas, como receptores de
nucleos. En el presente estudio, se evaluaron las células de la granulosa derivadas
de ovocitos de gata domeéstica vs. Fibroblastos de piel de la misma especie, para
establecer cultivos celulares. Los fibroblastos alcanzaron el quinto pasaje, mientras
gue las células de la granulosa sélo alcanzaron el segundo pasaje. Los fibroblastos
criopreservados a -196 °C tuvieron una supervivencia satisfactoria hasta del 90%
después de la descongelacion, pero las células de granulosa no sobrevivieron mas
alla del 2do pasaje. En otro experimento, se maduraron in vitro ovocitos de gata
doméstica, evaluandose el efecto de diferentes tratamientos hormonales para la
maduracion in vitro (MIV), siendo el mejor tratamiento: eCG 5 Ul, hCG 5 Ul y
estradiol 1 pg/mL suplementados en el medio TCM-199. Ademas, al agregar 10
puL/mL de insulina-transferrina-selenio (ITS) al medio de MIV, dio como resultado
una tasa mas alta (59 % vs. 45 % del grupo control, p = <0.001). La enucleacién de
ovocitos en Metafase (MlIl) tuvo una eficiencia del 98%. Se concluye que, si bien fue
posible derivar células de la granulosa de gata doméstica, éstas no sobrevivieron
mas alla del 2do pasaje celular, ni a la congelacion, por lo que se cre6 un banco de
germoplasma de estas células en 2do pasaje como donadoras de nucleos para
programas de clonacion de embriones, mientras los fibroblastos llegaron hasta el
5to pasaje. Por otro lado, la utilizacion del ITS mejoro la MIV entretanto la eficiencia
en la enucleaciéon manual de ovocitos en MIl demuestra que pueden ser utilizados
como receptores de nucleos para la clonacién de embriones en esta especie.

Palabras clave: Células de la granulosa, fibroblastos, enucleacion, gato.
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ABSTRACT

The situation of the populations of several mammal species worldwide is complex
because, given the anthropogenic conditions, they are in a vulnerable state or even
at risk. Big cats are in this situation despite international efforts to help. One part of
these efforts of the International Union for Conservation of Nature (IUCN) is the use
of reproductive biotechnologies. The cloning of embryos can be an important
resource, as well as the use of animal models phylogenetically close to the species
of interest, in this case, the domestic cat. Embryo cloning uses somatic cells of the
species that needs to be cloned and enucleated mature oocytes (MIl) of related
species, as recipients of nuclei. In the present study, the granulosa cells derived
from domestic cat oocytes were evaluated vs. skin fibroblasts, to establish cell
cultures for a gene bank. Fibroblasts reached the fifth passage, while granulosa cells
only reached the second passage. Fibroblasts cryopreserved at -196°C, had a
satisfactory survival after thawing, but granulosa cells did not. In another experiment,
domestic cat oocytes were matured in vitro, evaluating the effect of different
hormonal treatments for in vitro maturation (IVM), being eCG 5Ul, hCG 5UIl and
estradiol 1ug/mL supplemented in TCM-199 the best treatment. Furthermore, adding
10 pL of Insulin-transferrin-selenium (ITS) to the IVM medium, resulted in a higher
rate (59% vs. 45% control group, P=0.001). The enucleation of MIl oocytes had an
efficiency of 98%. It is concluded that, although it was possible to derive granulosa
cells from domestic cat, they did not survive beyond 2 cellular passages, nor
freezing, making not possible to create a gene bank of these cells as nuclei donors
for embryo cloning programs. On the other hand, the efficiency in the enucleation of
MIl oocytes demonstrates that they can be used as recipients of nuclei for embryo
cloning in this species.

Key words: Granulosa cells, fibroblasts, enucleation, cat.
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INTRODUCCION

La degradacion de habitats y ecosistemas de las distintas especies de fauna silvestre
es de impacto para la humanidad, pues dependemos de la vida silvestre y de los
recursos generados por la biodiversidad para un completo equilibrio ecosistémico. Mas
de 8,400 especies de fauna y flora silvestre se encuentran en franco peligro de extincion,
mientras que cerca de 30,000 se consideran vulnerables o en peligro de extinciéon (ONU
2022). Con base en estas estimaciones, la ONU (2022) sostiene que mas de un millén
de especies animales estdan amenazadas de extincion, lo que conlleva a la probable
pérdida de material genético de animales Unicos e irrepetibles.

Con respecto a los felinos, en el mundo existen 38 especies de las cuales, una
tercera parte se encuentra en América y todas ellas, a excepcion del gato
doméstico, se encuentran amenazadas (DellAmore, 2017). La familia Felidae ha
estado en el centro de esta problematica puesto que el aumento de la frontera
agricola y ganadera ha generado el deterioro directo de su habitat (Castafio et al.,
2016). Estos animales cumplen una importante funcion biolégica como
depredadores ayudando al control de poblaciones animales. La disminucion de su
corredor biologico y de alimento, ha generado el enfrentamiento de estos felinos con
poblaciones humanas por la presa, que generalmente ahora son animales de
granja, lo que ha ocasionado el aumento de felinos muertos y lesionados
intencionalmente en paises como México, Guatemala, Panama, Colombia, Brasil,
Argentina, Uruguay y Paraguay (Castafio et al., 2016). Segun la Union Internacional
para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) paises como el Salvador y Uruguay
han extinguido las poblaciones de jaguar en su territorio (Molpeceres, 2021).

Para el caso de México, segun la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-
2010, se reportan cuatro miembros de la familia Felidae, de los cuales, tres estan
categorizados como en peligro de extincion: Leopardus pardalis u ocelote,
Leopardus wiedii o margay, Panthera onca o jaguar y uno como amenazado
Herpailurus yagouaroundi o jaguarundi, lo que deja en evidencia el riesgo en el que
se encuentran los felinos nacionales. Aunque (Conanp, 2021) reporta que el
jaguarundi, se encuentra en estado de conservacibn amenazado, mientras el
margay, el jaguar y el ocelote en estado de peligro de extincion, por otra parte,
reporta el lince (Lynx rufus) y el puma (Puma concolor) sin estatus en su estado de
conservacion.

En la conservacion de las especies felinas en América Latina se han llevado a cabo
esfuerzos entre los diferentes paises que comparten corredores de su habitat, como
es el identificar los puntos o zonas criticas de conflicto entre humanos y felinos en
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México (Hoogesteijn et al.,, 2016a), Panama (Moreno et al., 2016), Colombia
(Castario et al., 2016), Guatemala (Garcia et al., 2016), Costa Rica (Corrales et al.,
2016), ademas de Brasil, Uruguay y Paraguay. En estos esfuerzos no soélo se han
identificado las areas de confrontamiento, sino que se han desarrollado estrategias
con el fin de encontrar formas de coexistencia entre el humano y estos
depredadores, como es la crianza del bufalo de agua (Bubalus bubalis) en rebafios
solos 0 mixtos con bovinos (Hoogesteijn et al., 2016b) y el manejo méas estricto de
rebafios con cercos eléctricos. También es importante que en las zonas en donde
se generan estos enfrentamientos se resuelvan las necesidades basicas de todas
las comunidades, por lo que es importante considerar prioritario el capital social. En
Colombia, en 60 predios modelo, se ha logrado con aumento de la concientizaciéon
y técnicas, implementar una mejora de la convivencia del humano con los felinos
silvestres, siendo un ejemplo de que la coexistencia con ellos es posible, factible y
en algunos casos conveniente (Gallo, 2021).

En el 2018, durante la tltima Conferencia del Convenio sobre Diversidad Biologica,
en Egipto, al abordar las probleméticas a las cuales se enfrenta el jaguar en América
latina por la reduccién de su habitat y la caza ilegal, se elabor6 el Plan Jaguar 2030.
Que es un plan regional para la conservacion del felino mas grande del continente
asi como sus ecosistemas, que tiene como fin la identificacion, promocion y
conservacion, del corredor biolégico entre los diferentes paises utilizado por dicha
especie de felino (Sierra, 2018; Molpeceres, 2021).

A la fecha no se cuenta con un censo que permita identificar cuantos individuos hay
en México de las diferentes especies de felinos. Estos animales se enfrentan a
diferentes amenazas y probleméticas en las zonas que habitan debido a la pérdida
y fragmentacion del habitat a consecuencia del aumento de la frontera agropecuaria,
obras de infraestructura puablica (tendidos eléctricos, presas, -carreteras,
asentamientos humanos irregulares e infraestructura turistica). Algunas especies
también son victimas de la caceria furtiva, asimismo el nimero de sus presas ha
disminuido debido a la caza indiscriminada de las mismas, lo cual genera una
disminucioén en la disponibilidad de alimento llevando a que estos animales busquen
alimento en granjas, generando dafos en animales domésticos y enfrentamientos
entre el hombre y los felinos, adicionalmente, algunas especies son cazadas por su
piel; otra problematica que ha aumentado la mortalidad ha sido las colisiones con
vehiculos en algunos sitios (SEMARNAT, 2018).

En su programa de accién para la conservacion de pequefios felinos (SEMARNAT,
2018) establece 5 estrategias de conservacion basadas en 1. El manejo integrado
del paisaje, que consiste en la proteccion y manejo del habitat, restauracion del
habitat y la conservacion de corredores biologicos para la conectividad de las
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especies. 2 Manejo y monitoreo de poblaciones, a través de la proteccion y
vigilancia, prevencidon de impactos sobre las poblaciones, manejo de las
poblaciones para mantenerlas o recuperarlas, la coordinacién con los diferentes
actores de las zonas de conservacion (gobiernos estatales y municipales, academia
y organizaciones sociales), la investigacion y monitoreo de las especies para
fomentar el conocimiento y proteccion. 3 Participacién social y cultura para la
conservacion, fomentando la educacion, comunicacion y difusion de la importancia
de las especies y fomentar el involucramiento de la sociedad para generar acciones
de conservacion. 4 Economia de la conservacion, generar y consolidar actividades
productivas que permitan la conservacion de las especies y su habitat, 5 Cambio
climatico, realizar acciones dirigidas a identificar la vulnerabilidad de las poblaciones
y del habitat de las especies, contribuir en la adaptacion de las especies al cambio
climatico y por ultimo generar relaciones interinstitucionales que contribuyan a
mitigar las amenazas del cambio climéatico en las poblaciones.

1.1. Anatomiay fisiologia reproductiva de la gata

Los felinos presentan varias singularidades que caracterizan el crecimiento folicular
y la ovulacion en comparacién con otros mamiferos (Perego et al., 2021). Las gatas
son poliéstricas estacionales, por lo que pueden presentar varios ciclos estrales
dentro de una estacion, que es continuado por un tiempo anovulatorio o anestro.
Estos son activos reproductivamente durante los dias largos, disminuyendo su
temporada reproductiva cuando las horas luz son acortadas, por lo cual la ciclicidad
en la gata puede variar en diferentes partes del mundo, dependiendo de la altitud y
el fotoperiodo, los felinos domésticos en paises tropicales o cercanos a la linea del
ecuador pueden mostrar ciclicidad durante todo el afio sin presentar anestro
estacional (Johnson, 2022), aunque se ha demostrado en condiciones artificiales
que cuando estan expuestos a 14 horas de luz dia pueden ciclar durante todo el
afio, aunque con algunos cambios, como que soélo expresen un celo al mes (Leyva
et al., 1989), asimismo las tasas de gestacion pueden disminuir ligeramente durante
los meses de invierno a pesar de la iluminacion artificial (Johnson, 2022). Las gatas
se caracterizan por tener dos tipos de ovulacion la inducida y la espontanea, en la
primera ovulan en respuesta a multiples apareamientos naturales, aunque
artificialmente también se puede lograr realizando varios masajes en la vulva con
un isopo; y la segunda que se presenta en un tercio de las gatas (Johnson, 2022),
la incidencia de la ovulacion espontanea se ve afectada por el aumento de peso
corporal, lo que hace que incremente este tipo de ovulacién (Binder et al., 2019),
aungue todavia no son conocidos todos los factores que puedan afectar la ovulaciéon
espontanea, se ha observado que gatas alojadas en presencia visual, olfativa y
auditiva de un macho entero, aumentan la frecuencia de aparicion de ovulacion
(Johnson, 2022); un incremento también ha sido reportado cuando son alojadas en
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grupo, teniendo una incidencia del 0-22% a diferencia de un 33-57% cuando se
incorporé un macho en una jaula separada dentro del grupo (Gudermuth et al.,
1997).

Las gatas muestran distintas oleadas de desarrollo y crecimiento folicular, en donde
los foliculos crecen desde 1-1.5 mm formando foliculos antrales dependientes de
gonadotropinas (Saint et al., 2007). Varios foliculos son seleccionados y se
convierten en foliculos dominantes que contindan creciendo hasta la ovulacion,
mientras los demas sufren regresion y atresia (Malandain et al., 2011), pero, aun la
informacion sobre el proceso fisiologico del crecimiento y desarrollo ovarico y
folicular al igual que la regulacion hormonal de la proliferacion de las células de la
granulosa y esteroidogénesis es limitada en felinos (Perego et al., 2021).

En el felino doméstico la pubertad aparece aproximadamente entre los 6 a 12 meses
de edad o en peso entre los 2 a 3 Kg que representa alrededor del 80% de su peso
adulto. La edad a la que estos animales alcanzan la pubertad también se puede ver
afectada por la temporada del afio en el que nacen, de esta manera una cria que
nace en primavera es probable que alcance la pubertad hasta la siguiente
temporada de reproduccion cuando los dias son mas largos, ademas de esto la raza
es otro factor que pueda afectar la edad de la pubertad (Johnson, 2022).

Los ovarios en la gata tienen un tamafio promedio de 1 cm x 0.5 cm y se encuentran
sostenidos dentro de la cavidad abdominal por el ligamento suspensorio del ovario,
ademas se encuentran recubiertos por la bolsa ovarica que proviene del
mesosalpinx y es una porcion del ligamento ancho que sostiene el oviducto; los
ovarios se encuentran unidos al Gtero por medio del ligamento propio del ovario,
estos se encuentran irrigados por la arteria y la vena ovarica (Johnson, 2022).

Los oviductos en la gata son largos y tortuosos, llegando a medir entre 5 a 9 cm de
largo, y estan compuestos por la fimbria, el infundibulo, el &mpula y el istmo, es en
la unidon de estos ultimos en donde ocurre la fecundacion. El utero en el felino
domeéstico es bicornada y lo forman el cuerpo que puede medir 2 cm y dos cuernos
uterinos que llegan a medir entre 7 a 10 cm, estos dos se encuentran irrigados por
la arteria y vena uterina; luego del cuerpo del Utero se encuentra el cérvix, seguido
del vestibulo vaginal y la vulva (Johnson, 2022)

El proestro en la gata es de una corta duracibn menor a 24 horas por lo cual no
suele observarse en gatas, ademas de tener nulos signos de comportamiento, este
se asocia con la preparacion para el estro, en donde el tamafo folicular aumenta
incrementando las concentraciones de estrogenos (>20 pg/ml) y el subsecuente
engrosamiento del epitelio vaginal, al igual que la receptividad al macho y
aceptacion del coito. El estro también es denominado como fase folicular y tiene
una duracién de 5 a 7 dias (Johnson, 2022). Durante el celo, los foliculos
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dominantes alcanzan la madurez y miden 2-3mm de didmetro, cada ovario puede
tener entre tres a seis foliculos maduros en cada oleada folicular. Por otro lado en
la gata los signos del celo no son tan evidentes como en la perra pero, suelen
consistir en frotarse el cuello y la cara contra paredes y muebles, revolcarse sobre
el lomo, vocalizar, adoptar una posicién lordética; en un estudio se reporté que solo
el 8% de las gatas reflejaban signos en el dia 1 de celo, pero este porcentaje
incrementd hasta el 80% en el dia 4 y un 100% el dia 6 del celo (Shille et al., 1979);
si la monta ocurre antes de la maduracion de los foliculos, es probable que no se
dé la ovulacion.

Si la ovulacién no se da, ocurre la fase de interestro, que tiene una duracién de
aproximadamente 8-9 dias, durante éste, los foliculos dominantes sufren atresia y
la concentracion de estradiol disminuye, a medida que el nimero de foliculos se
reduce, la siguiente oleada de desarrollo folicular ya estd en marcha, de esta
manera el interestro vuelve a dar paso al estro; por otro lado si la ovulacién si se
produce, se dara la fase de diestro, en donde la presencia de uno 0 mas cuerpos
liteos en el ovario confirma esta fase (Johnson, 2022); se ha demostrado que los
cuerpos luteos aumentan la secrecion de progesterona en el cuarto dia después de
la primera monta, entrando la gata en la fase lutea (Verstegen et al., 1993).

Para que se dé la ovulacién depende del nimero de apareamientos, ademas de la
frecuencia de los mismos, por lo que generalmente se necesitan cuatro 0 mas
montas para generar el suficiente estimulo que libere la hormona luteinizante (LH)
para que se genere la ovulacion. La LH aumenta poco tiempo después del
apareamiento, llegando a su punto mas alto a las 2 horas y permaneciendo elevada
hasta por 8-12 horas aproximadamente, luego de esto la ovulacion ocurre después
de 36 horas pasada la monta, siempre y cuando existan foliculos preovulatorios.

Cuando se da la gestacion, la progesterona alcanza su punto maximo entre los 13
y 21 dias y luego disminuye gradualmente alcanzando su nivel basal a los 65 dias,
la gestacidn tiene una duracion aproximada de 64 después del primer apareamiento
(Verstegen et al., 1993). La produccion de progesterona ovarica es imprescindible
para el mantenimiento de la gestacion, aunque se ha demostrado que la placenta
en estos animales es capaz de producir progesterona llevando a término la
gestacion en gatas ovariectomizadas durante la segunda mitad de la gestacion
(Siemieniuch et al., 2012). Luego de la gestacion el celo fértil aparecera entre los 10
dias después del destete, puesto que los gatos lactantes producen una
retroalimentacion negativa en la ciclicidad o anestro posparto, este estimulo se
puede ver afectado por el tamafo de la camada (Johnson, 2022)

En las gatas se puede dar el apareamiento y ovulacion, pero el animal no queda
gestante, en este caso se produce un pseudoembarazo, el cual dura entre 40 a 45
dias, un poco inferior a la duracion de la gestacion. La progesterona aumenta al
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igual que en la gestacion pero disminuye de manera constante después del dia 30
alcanzando su nivel basal a los 40-41 dias después del primer apareamiento
(Siemieniuch et al., 2012). Luego la aparicion del primer celo fértil es de mas o
menos 17 dias, por lo que la monta con un macho estéril o subfértil que induzca la
ovulacion puede provocar la ausencia del celo entre 40-50 dias (Johnson, 2022).

El tiempo entre la presentacion de un estro y otro puede ayudar a dilucidar si la
hembra ovul6 o no, si el intervalo es de 10 dias la gata no ovuld, pero, si el tiempo
es de 40-50 dias, el animal ovul6 pero no quedo gestante; la medicion de la
progesterona también puede servir para determinar si una hembra ovulg, la
progesterona estara baja (<2,0 ng/ml) si la gata no ovul6 y se elevara si ovul6 (>2,0
ng/ml) (Johnson, 2022).

1.2. El gato doméstico como modelo experimental

Algunas de estas caracteristicas reproductivas de la gata doméstica como el tipo de
ovulacion espontanea o inducida y la estacionalidad reproductiva son similares a las
presentadas en otras especies de felinos silvestres como el jaguar (Panthera onca),
el puma (Puma concolor), el tigrillo (Leopardus tigrinus) y el ledn (Panthera leo),
aunque esta estacionalidad reproductiva puede ser mas marcada en unos que en
otros (Brown 2006; Thongphakdee et al., 2020).

En su caso, el guepardo (Acinonyx jubatus), al ser una especie solitaria, el
comportamiento social puede llegar a suprimir la actividad reproductiva. Asi
tenemos que, en zooldgicos, en donde varias hembras son obligadas a convivir, la
hembra dominante suprime la reproduccion de las demas hembras, confirmandose
que al ser separadas reinician su actividad ovarica. Por su parte, en hembras de
ocelotes (Leopardus pardalis) se observé el efecto contrario, pues al mantenerlas
aisladas su actividad reproductiva desaparecia (Brown, 2006). Si bien existen
ciertas diferencias entre especies, también hay similitudes en los ciclos
reproductivos, de manera que algunos estudios o técnicas reproductivas
desarrolladas en el gato doméstico, pueden ser extrapoladas con consideraciones
a felinos silvestres (Brown, 2006; Thongphakdee et al., 2020), de aqui la importancia
del estudio reproductivo de la gata doméstica por su cercania con especies
silvestres en las cuales su estudio e investigacion es de dificil acceso y manejo, por
lo cual la gata ha sido utilizada como modelo experimental en el avance del
conocimiento reproductivo de las especies felinas.

1.3. Biotecnologias paralareproduccion asistida en felinos

Una alternativa de suma importancia para la conservacion de la fauna silvestre que
se encuentra en riesgo de extincion dado que sus poblaciones han disminuido
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alarmantemente, es el uso de las biotecnologias reproductivas. Estas permiten
conocer la fisiologia y el comportamiento reproductivo de las especies, en particular
de aquellas de las que se conoce muy poco o de las que no hay conocimiento alguno
(Thongphakdee et al., 2020), ademas de que coadyuvan en la preservacion de la
diversidad genética en dichas especies. Algunas de estas biotecnologias
reproductivas incluyen la inseminacion artificial (1A), la produccion de embriones
mediante fertilizacion in vitro (FIV), la transferencia nuclear de células somaticas
(TNCS) o clonacion de embriones, y la transferencia de embriones (TE), entre otras.
Ellas permiten el mantenimiento de la diversidad genética de pequefias poblaciones
y de animales en cautiverio (Moro, 2015). ElI material biolégico obtenido puede
criopreservarse en bancos de germoplasma o de recursos genéticos, que incluyen
gametos, embriones, células somaticas y células madre pluripotenciales obtenidas
por transferencia nuclear de células somaticas (TNCS), asi como de tejidos (Agca,
2012; Thongphakdee et al., 2020).

El grado de complejidad que implica realizar la reproduccién asistida en felinos
silvestres ha obligado a su estandarizacion en especies emparentadas como
modelos animales. En los felinos silvestres, el gato doméstico ha sido utilizado como
modelo de experimentacion en distintos estudios para el desarrollo de técnicas
reproductivas (Jewgenow y Zahmel, 2020). Ello ha permitido comprender los
mecanismos celulares y moleculares que gobiernan el desarrollo embrionario
temprano y la reprogramacion nuclear (Gomez et al., 2004; Veraguas, 2018), y ha
permitido avanzar en la aplicacién de las técnicas reproductivas y su extrapolaciéon
a felinos silvestres de interés (Jewgenow y Zahmel, 2020), lograndose nacimientos
de crias vivas de especies de felinos no domésticos por TNCS (Gémez et al., 2004;
GOmez et al., 2008; Pope, 2014). Sin embargo, aun quedan algunos problemas por
resolver, como la baja tasa de MIV del 50-65% comparado con otras especies con
fines zootécnicos, ademas, de estos ovocitos que alcanzan la metafase I, sélo el
20-30% pueden desarrollarse hasta blastocisto luego de la FIV (Vien et al., 2013);
otros problemas son la reprogramacién nuclear anormal y la baja eficiencia de la
TNCS (GOomez et al.,, 2009; Vazquez et al.,, 2022), asimismo la transferencia
embrionaria en los felinos tiene una baja tasa de implantacion y de desarrollo
embrionario comparado con el de otras especies, sumado a esto los embriones
generados por TNCS o TNCS interespecie tienen una menor capacidad de
desarrollo embrionario (GOmez et al., 2009; Veraguas et al., 2023), por lo que es
imperativo encontrar las técnicas que mejoren los resultados al momento obtenidos.
Por otra parte, es de suma importancia aumentar los estudios en felinos, puesto que
son muy pocas las investigaciones realizadas en felinos domésticos y aun mas en
especies exoticas en el area reproductiva comparada con otras especies
productivas y de mayor valor comercial; las publicaciones realizadas sobre
reproduccion en felinos domésticos y no domeésticos en la base de datos PubMed
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de 2010- 2016 fueron 151, de los cuales 28 estaban relacionados con avances en
técnicas de reproduccion asistida y de éstos sélo 3 eran de felinos silvestres, en
cuanto a clonacién solo se publicaron 15 y de éstos la pobre cifra de 2 fueron
realizados en especies exaticas (Jewgenow et al., 2017).

La TNCS ha permitido el nacimiento de individuos idénticos, teniendo un gran
potencial para la multiplicacion de ejemplares en especies con bajas poblaciones y
con problemas reproductivos. Sin embargo, esta es la tecnologia reproductiva mas
compleja con una baja eficiencia en la obtencion de individuos viables, existiendo
problemas y preguntas por resolver con respecto a la reprogramacion celular,
considerada el cuello de botella en el desarrollo de la técnica (Cordova et al., 2017;
Véazquez et al., 2022), los embriones generados por TNCS tienen expresion anormal
de genes, los cuales son regulados por mecanismos epigenéticos, como la
metilacion del ADN que consiste en la metilacion de una base nitrogenada
generalmente citosina en el C5, estos patrones de metilacion del ADN varian
dependiendo del tipo celular (Duan 2020; Vasquez et al., 2022) y en embriones
clones son dados por la célula somatica; han sido reportados en estos embriones
patrones de metilacién del ADN anormal comparado con embriones producidos in
vivo, lo cual ha sido relacionado con alteraciones placentarias en fetos clonados
(Koroghi 2018; Vazquez et al., 2022). Asi mismo la modificacion postraduccional de
histonas también puede afectar la carga electrostatica de la cromatina alterando la
interaccion del ADN con las histonas, por otra parte, ocurre la acetilacion y
metilacion de lisina, la cual es dependiente del tipo de célula somatica utilizada
como carioplasto; en embriones clones el patron anémalo de metilacién puede
atribuirse a una reprogramacion inadecuada de las células somaticas en la
activacion del genoma embrionario (Vazquez et al., 2022). Debido a esto la TNCS
no es tan eficiencia como otras biotecnologias reproductivas, de esta manera varios
estudios se han centrado en mejorar la reprogramacion nuclear de las células
somaticas, asi como tratar de entender los mecanismos involucrados en todos los
procesos que puedan ayudar a mejorar la eficiencia y el nacimiento de crias vivas
(Vazquez et al., 2022).

Con la TNCS se han obtenido nacimientos de gatos domésticos (Shin et al., 2002;
Song et al., 2019), gatos silvestres africanos (Felis silvestris lybica) (Gémez et al.,
2004), y gatos del desierto (Felis margarita) (Gémez et al., 2008), por el método
tradicional que utiliza micromanipuladores. Para lograrlo, fue necesaria la
transferencia nuclear interespecie (TNCSI), en la que la célula receptora del nucleo
(citoplasto) pertenecia a una especie diferente de la célula donadora del nucleo
(carioplasto). Los nacimientos fueron posibles a su vez, gracias a la transferencia
heterdloga de embriones, en la que embriones de felinos silvestres de talla pequeiia
se transfirieron a Uteros de gatas domésticas. Esto demuestra la importancia del
gato doméstico en la reproduccion de felinos silvestres, pues no sélo puede ser
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utilizado en el establecimiento de técnicas reproductivas in vitro, sino que también
puede ser utilizado como incubadora biolégica de embriones de diversos felinos
silvestres de talla pequefia (Gomez et al., 2004).

La TNCS utiliza al carioplasto, que es aquella célula somatica diploide donadora de
ndcleo que guarda la informacion genética de un individuo. Varios tipos celulares
han sido utilizados como carioplastos, entre los que se encuentran principalmente
los fibroblastos derivados de piel, las células de la granulosa y, en menor medida,
las células Natural Killer (Cortez et al., 2017). También utiliza una célula receptora
de la informacion genética, llamada citoplasto, que consiste en un ovocito madurado
(en la etapa MII de su ciclo celular) y enucleado, que puede ser de la misma especie
de la célula donadora o de una especie filogenéticamente cercana (Gomez et al.,
2006).

Debido a las dificultades para obtener gametos de felinos silvestres amenazados,
la TNCSI surge como alternativa para la conservacion de las diferentes especies de
felinos, ya que el ovocito enucleado (citoplasto) de la gata doméstica, puede recibir
a la célula donadora de nucleo (carioplasto) de felinos silvestres (Gémez et al.,
2006). Ademas, por medio de la transferencia de embriones heterologa, es posible
transferir embriones de felinos silvestres de talla pequefia a gatas domésticas
subrogadas.

1.4. Enucleacién de ovocitos de gata en Mil

La TNCS presenta dos formas mayormente conocidas para realizar el proceso de
la enucleacién, la primera es la forma tradicional con la cual se realiz6 la clonacion
de la oveja Dolly, en la que se necesita de un micromanipulador, el ovocito en Ml
es enucleado por medio de una micropipeta especializada bajo un microscopio
invertido equipado de un micromanipulador, luego una célula donante es transferida
al espacio perivitelino del ovocito enucleado. Este método esta bien establecido y
ha sido utilizado para clonar diferentes especies animales, pero tiene una
desventaja sobre todo en grandes animales como el bufalo, el bovino y el cerdo que,
debido al alto contenido lipidico del citoplasma del ovocito, la MIl se debe identificar
mediante tinciébn de fluorescencia (Hoechst 33342) y es visualizado bajo luz
ultravioleta lo cual tiene efectos perjudiciales sobre el desarrollo embrionario
(Srirattana et al.,, 2022). Recientemente tratando de contrarrestar esto se ha
desarrollado la enucleacién robética precisa y sin etiquetas en cerdos, esta técnica
redujo la pérdida del citoplasma en un 60% con una tasa de éxito del 95% (Zhao et
al., 2021), pero estas técnicas tienen otra desventaja y son los equipos costosos
gue se necesitan para realizarlas.

La segunda técnica es la Handmade Cloning (HMC) o clonacion manual, esta
técnica resuelve el problema de los equipos costosos de la forma tradicional, pues
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no requiere micromanipulador, en la enucleacion manual se debe remover la zona
peltcida del ovocito para llevar a cabo la enucleacion, utilizando una cuchilla ultra
afilada bajo un estereomicroscopio. La enucleacion manual ha sido realizada en
diferentes especies como bovinos, cerdos, bufalos, ovejas y camellos; pero tiene
ciertas desventajas, por ejemplo, el que, al quitar la zona pelucida del ovocito hace
que los embriones puedan estar expuestos a sustancias toxicas durante el cultivo
in vitro, y la necesidad de un mayor numero de ovocitos, ya que se necesitan dos
ovocitos para formar un embrion. Por ello se establecidé una técnica de clonacion
artesanal modificada (mHMC) en la que no se requiere del proceso de biseccion y
no se pierde la mayor parte del citoplasma del ovocito, en esta técnica la
enucleacion se realiza utilizando una pipeta Pasteur bajo un estereomicroscopio,
por lo cual s6lo se necesitara de un ovocito, aunque también se requiere de remover
la ZP. Este método ha sido empleado en ovejas, cabras, cerdos, bovinos y camellos
(Srirattana et al., 2022).

1.5. Las células de la granulosa

Las células de la granulosa son importantes en la composicién del ovario puesto
gue ayudan en la nutricién de las células germinales, participan en la maduracién
de los ovocitos, ademas de ayudar en el proceso hormonal para la receptividad el
Gtero con la liberacion de ovocitos maduros y el mantenimiento del embarazo en su
etapa inicial. Estas células somaticas son las mas cercanas al ovocito desde la
formacion del foliculo hasta la liberacién del mismo en la ovulacién, durante este
proceso las células de la granulosa experimentan varios cambios funcionales y
morfolégicos (Baumgarten y Stocco, 2018; Dompe et al., 2021).

La diferenciacién de las células pregranulosas es esencial para la diferenciacion de
las ovogonias, la formacion de la reserva folicular y del ovario, estas células se
forman a partir de células epiteliales proliferantes celémicas que proliferan e invaden
las génadas en desarrollo, se pueden clasificarse en células medulares y corticales
dependiendo de su ubicacién en la génada en desarrollo, de esta manera se
incorporan a foliculos medulares y foliculos primordiales corticales, los primeros se
activan luego del nacimiento, hasta llegar a foliculos antrales durante la pubertad,
mientras que los corticales se activan en el transcurso de la etapa reproductiva de
la hembra (Zheng et al., 2014).

Los foliculos primordiales corticales se convierten en foliculos primarios, pasando
de una capa de células de la granulosa aplanadas a células cuboidales, la activaciéon
de estos foliculos primordiales es independiente de las hormonas hipofisiarias y es
regulada por la interaccién entre las células preganulosas y el ovocito. Luego el
foliculo primario se convierte en foliculo preantral o secundario y a medida que esto
ocurre la capa de células de la granulosa cuboidales crece formando varias capas,
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esta proliferacion también es independiente de gonadotropinas, aunque es posible
gue el ovocito tenga alguna injerencia en el proceso (Baumgarten y Stocco, 2018;
Dompe et al., 2021).

En el proceso de foliculo preantral a preovulatorio se forma dentro del foliculo el
antro, el crecimiento de este foliculo estd determinado principalmente por el
aumento del fluido dentro del antro y no por la proliferacién de las células de la
granulosa. La formacién del antro es dependiente de gonadotropinas, que
aumentan la produccion y secrecion de polisacéaridos y proteinas en las células de
la granulosa, a su vez estas células producen y secretan hialuronano y un
proteoglicano de condroitin sulfato hacia el espacio extracelular, estas moléculas
generan un gradiente osmoético que atrae liquido desde la vasculatura tecal
(Baumgarten y Stocco, 2018; Dompe et al., 2021).

La formacion del antro hace que las células de la granulosa sean divididas en dos
tipos celulares funcionalmente diferentes, células del cumulo y células murales. Las
células granulosas del camulo son las mas cercanas al ovocito, participando en la
maduracion del mismo, éstas nutren al ovocito proporcionandole aminoécidos,
productos de la glucdlisis y sustratos para la biosintesis del colesterol, mientras las
células granulosas murales se encuentran en la pared del foliculo y son las
principales sintetizadoras de hormonas esteroideas sexuales, de esta manera
produce estradiol a medida que el foliculo madura hasta la fase preovulatoria
(Baumgarten y Stocco, 2018; Dompe et al., 2021).

A medida que las células de la granulosa preantrales pasan a ser células granulosas
murales, la regulacion del crecimiento celular deja de ser por factores intraovaricos
para pasar a ser mediada por factores extraovaricos, principalmente por la hormona
foliculo estimulante (FSH), de esta manera estas células expresan receptores para
FSH y LH. Este aumento de receptores para FSH conlleva la teoria de las dos
células, en donde las células de la teca generan un aumento en la sintesis de
enzimas necesarias para la produccion de andrégenos, mientras las células de la
granulosa murales aumentan la actividad de la aromatasa y de esta manera
sintetizar estrogenos a partir de andrégenos; por otra parte la expansion de las
células del cimulo se da a partir de LH, aunque en estas células los receptores para
LH son menores en comparacion con las murales, de esta manera, las células de la
granulosa murales median este proceso bajo la estimulacion de LH, produciendo
Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF), que es liberado y activa el receptor para
EGF en las células del cimulo y de esta manera aumentar la expresién de genes
necesarios para le expansion de las células del camulo, lo que conlleva a la ruptura
del foliculo y la subsecuente ovulacion (Baumgarten y Stocco, 2018; Dompe et al.,
2021).
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Luego de la ovulacién las células de la granulosa del cimulo expandidas y murales
tienen dos destinos diferentes, las primeras son liberadas con el ovocito y lo
acompafan en el oviducto en donde alcanza la metafase Il, mientas las murales
permanecen en el ovario para participar en la formacién del cuerpo luteo, durante la
luteinizacion las células de la granulosa luteinizadas o también llamadas células
liteas aumentan la sintesis de progesterona, la cual estimula la angiogénesis y
secrecion de nutrientes en el endometrio del Gtero necesarios para la implantacion
del embrion (Baumgarten y Stocco, 2018; Dompe et al., 2021).

Ademas de participar en esta compleja interaccion molecular con el ovocito, estas
células de la granulosa presentan propiedades similares a las de las células madre
mesenquimales (Dompe et al., 2021), y se diferencian en otros tipos celulares como
osteoblastos, neuronas y condrocitos (Kossowska et al., 2009); asi mismo estas
células han sido derivadas para su uso en la TNCS en diferentes especies animales,
y son obtenidas de los foliculos ovaricos para su aislamiento a partir de los
complejos cumulo-ovocito (COC) (Cortez et al., 2017).

1.6. Criopreservacion celular

La criobiologia se relaciona con la conservacion de la funcidn, crecimiento y
desarrollo de tejidos y células a bajas temperaturas para su posterior uso sin que
se pierda la eficiencia celular, en este orden se ha podido identificar dos métodos
de conservacion celular relacionados con la velocidad de congelacién y el uso de
crioprotectores como el glicerol, el dimetilsulféxido (DMSO), el etilenglicol,
propilenglicol y metanol, aunque el mecanismo de su funcionamiento no esta
totalmente comprendido; hay otros aspectos que afectan la viabilidad celular como
la respuesta osmdtica de la célula frente al crioprotector y la pérdida osmética de
agua de la célula a medida que se elimina el agua en forma de hielo; en cuanto a la
velocidad de enfriamiento a temperaturas bajo cero, el punto mas critico es en
temperaturas de -5 a -35°C, por otro lado la velocidad a la que se descongela la
muestra también tiene injerencia en la viabilidad al igual que la respuesta osmatica
de la células al momento de retirar el crioprotector. Generalmente las células se
encuentran dentro de soluciones isoténicas, pero cuando se van a criopreservar se
dejan en soluciones hiperténicas para garantizar que los crioprotectores por
gradiente de concentracion entren a la célula para eliminar el agua dentro de la
célula y evitar el dafio que podrian generar la formacion de cristales de hielo dentro
de la misma. El éxito de la Criopreservacion también depende del entrenamiento o
experticia al igual que de la eleccion e implementacion del método adecuado para
garantizar la viabilidad celular (Pomeroy et al., 2022).
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La Criopreservacion también es una técnica de reproduccion asistida, en donde se
pueden conservar gametos, embriones y tejidos gonadales, en la TNCS es de suma
importancia la conservacion de células somaticas para la conservacion de material
genético y para futuros programas de clonacion en especies productivas de alto
valor y de especies silvestre en peligro de extincion (Siengdee et al., 2018; Pomeroy
et al., 2022).

2. ANTECEDENTES

2.1. Las células sométicas en especies extintas

Uno de los mejores ejemplos de la importancia de los bancos de recursos genéticos
en animales silvestres extintos, es el del bucardo (Capra pyrenaica pyrenaica), ibex
0 cabra montesa de los Pirineos, Espafia. En el afio 1999 se tomo y criopreservo
una biopsia de piel del ultimo ejemplar vivo, que era una hembra. En el afio 2000
murié dicho espécimen y, sin embargo, tres afios después se obtuvieron fibroblastos
a partir de la muestra criopreservada, que fueron utilizados como carioplastos en la
TNCSI, fusiondndolos con citoplastos provenientes de ovocitos de cabra doméstica
(Capra hircus). Fue asi como se logré clonar embriones de bucardo que fueron
transferidos a cabras domésticas receptoras, obteniéndose 2 hembras gestantes
hasta los 45 y 72 dias de gestacion. Las gestaciones fueron interrumpidas
espontaneamente (Folch et al., 2003). Afios mas tarde, en el 2009 se logré por
primera vez el nacimiento de un clon de esta especie extinta, que sobrevivid solo 2
dias, debido a problemas respiratorios. Sin embargo, dejoé un importante precedente
en la historia de la TNCSI, por la posibilidad de traer a la vida especies extintas y
recalco la importancia de la formacién de bancos de recursos genéticos para la
conservacion de animales silvestres (Folch et al., 2009).

2.2. Obtencion de células soméaticas en algunas especies animales

2.2.1 Deriva de fibroblastos

Existen diferentes métodos para derivar fibroblastos de piel, generalmente, de una
biopsia de la oreja. Los métodos mas reportados son el mecanico y el enzimatico.
En el mecanico, la biopsia obtenida es cortada en pequefios fragmentos de 1 a 2
mm en cada lado, incubados en medios de cultivo como el DMEM (Medio Minimo
Esencial de Dulbecco). Mientras que, en el método enziméatico, estos fragmentos de
1 a 2 mm son sometidos ademas a disgregacion con colagenasas, para luego ser
incubados. Durante la incubacién, tanto en el método mecanico como en el
enzimatico, se realiza seguimiento del crecimiento celular bajo microscopio para
estimar la densidad del cultivo y, segun el porcentaje de la placa que esté cubierto
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de células adheridas a su base, se determina la confluencia. Una vez que el cultivo
llega a la confluencia, es sometido a otra enzima como la tripsina, para despegar
las células del fondo de la caja de cultivo, completando asi el primer pasaje celular
y obteniendo los fibroblastos (Mestre et al., 2016).

En elefantes asiaticos (Elephas maximus), se ha utilizado la combinacion de los
métodos mecanico y enzimatico con colagenasa, para la obtencion de fibroblastos
a partir de piel de oreja de ejemplares con 6 y 20 horas post mortem Obteniendo
una viabilidad celular del 97.3% (Siengdee et al., 2018). El mismo método efectuado
en el camello &rabe (Camelus dromedarius), reporté una confluencia celular de
hasta el 90% en los diferentes pasajes (del 4 al 7). Si bien no se reporto la viabilidad
celular, obtuvieron fibroblastos de piel con capacidad para diferenciarse en distintos
tipos celulares (Saadeldin et al., 2019). Por otra parte, en el camello de dos jorobas
(Camelus bactrianus) de la India, con el método mecanico se ha obtenido una
viabilidad celular de hasta el 98% (Sharma et al., 2017).

Con respecto a los felinos silvestres se han derivado fibroblastos de piel de tigre
(Panthera tigris) y chita (Acinonyx jubatus) (Moro, 2015), de jaguar (Mestre et al.,
2016), de guifa (Leopardus guigna) (Veraguas, 2018), de gato silvestre africano
(Feliz silvestris lybica) (Gémez et al., 2004) y de gato del desierto (Felis margarita
arena) (Gomez et al., 2008). Mientras que en el gato domeéstico ha sido posible
derivar fibroblastos con mayor frecuencia, dada la facilidad de obtencion de
muestras en comparacion con los felinos silvestres (Yin et al., 2007; Moro, 2015).
Si bien se ha realizado la deriva de fibroblastos en varias especies felinas, en estos
estudios no se ha reportado la viabilidad celular como en las especies anteriormente
nombradas, por lo cual realizar este tipo de estudios de viabilidad celular en el gato
doméstico toma importancia, debido a la baja informacidn existente en este aspecto,
teniendo en cuenta que la viabilidad celular es uno de los aspectos que puede
afectar la TNCS.

2.2.2 Células de la granulosay fibroblastos como carioplastos

Las granulosas, han sido derivadas para su uso en la TNCS en diferentes especies
animales. En la oveja, para la clonacién de corderos transgénicos (Gou et al., 2003)
y de ovejas no transgénicas (Peura et al., 2003). En bovinos, se han utilizado para
producir embriones clones (Gjgrret et al., 2005). En camellos (Camelus
dromedarius) se han utilizado como células donadoras de nucleo (Wani y Hong,
2017) al igual que en conejos (Inoue et al., 2006), donde ademas se han utilizado
células del camulo (Liu et al., 2016).
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En gatos domésticos, las células de la granulosa y del cimulo se han utilizado en la
TNCS (Shin et al., 2002; Skrzyszowska et al., 2002), sin embargo en muy pocos
experimientos han sido consideradas estas células como carioplastos en especies
felinas, por lo cual es de vital importancia aumentar las investigaciones en estas
células como células donadoras de nucleo en la TNCS, teniendo en cuenta que
podrian tener un futuro potencial.

El origen de la célula donadora de nucleo es un factor que probablemente pueda
afectar la TNCS. Si bien aiin no se conocen exactamente los motivos por qué elegir
un tipo de célula en particular como donadora de nudcleo y como esto pueda afectar
la TNCS, se han realizado estudios en diferentes especies con células de la
granulosa utilizadas como carioplastos para determinar su respuesta. En bovinos
Cortez et al. (2017), encontraron un mayor porcentaje de fusion de citoplasto-
carioplasto utilizando células de la granulosa (86.9% * 7.8) frente a fibroblastos
(65.8% * 6.8) con diferencias estadisticas, al igual que un mayor porcentaje de
blastocistos reconstruidos con células de la granulosa que con fibroblastos. En
ovinos, Vazquez et al. (2022) describen que las células de la granulosa han sido
utilizadas como donadoras de nucleo. Si bien los resultados reportados no muestran
diferencias entre las células de la granulosa y los fibroblastos, si se evidencia que
con las primeras se obtienen resultados menos dispersos que con los fibroblastos,
gue son mas variables. En el camello (Camelus dromedarius), se compararon las
células de la granulosa y los fibroblastos de piel como células donadoras de nucleo
en la TNCS, con un porcentaje de fusion citoplasto-carioplasto de 94.2% + 2.9 y
85.2%= 2.8, respectivamente. El porcentaje de reconstruccion de blastocistos fue
mas alto para los fibroblastos de piel (50.6% + 5.5) que para las células de la
granulosa (42.5% + 2.7). Sin embargo, de los embriones asi formados, se
transfirieron 35 (a partir de fibroblastos) y 23 (a partir de células de la granulosa),
naciendo 3 crias vivas Unicamente en este ultimo grupo (Wani y Hong, 2017). En
felinos, se ha reportado el uso de células de la granulosa y fibroblastos como células
donadoras de nucleo (Kitiyanant et al., 2003), sin diferencias significativas en la
fusién del citoplasto-carioplasto, mientras que el porcentaje de segmentacién de
embriones reconstruidos con células de la granulosa fue significativamente mayor
(70.7 vs 54.8%, respectivamente). Por otra parte, los embriones reconstruidos con
fibroblastos (25.8%) llegaron hasta mérula en menor porcentaje que los de las
células de la granulosa (37.9%). Esto demuestra el posible potencial que pudieran
tener las células de la granulosa como donadoras de ndcleo en la TNCS, por esta
razon es de vital importancia generar investigaciones que comparen el
comportamiento de diferentes células sométicas tanto en su cultivo como en la
TNCS.
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2.3 Transferencia nuclear de células somaticas interespecie en felinos
(TNCSI)

A través de la TNCSI se logro el nacimiento de 17 gatos silvestres africanos (Feliz
silvestris lybica) a partir de fibroblastos de piel de esta especie, fusionados con
ovocitos enucleados de gata doméstica, de los cuales fueron transferidos 1,405
embriones a 51 gatas domeésticas (Gomez et al., 2004). De éstos, tres lograron
sobrevivir hasta su vida adulta e incluso lograron reproducirse. En el gato del
desierto (Felis margarita arena), se fusionaron fibroblastos de piel con ovocitos
enucleados de gata doméstica y nacieron 11 crias, pero solo una sobrevivié hasta
los dos meses (Gomez et al., 2008). En el gato doméstico (Shin et al., 2002), nacié
Vivo un gato clonado a partir de células del camulo que se fusionaron con ovocitos
enucleados, cuatro gatos clones vivos a partir fibroblastos de piel (Song et al., 2019)
y cinco gatos clones vivos con estas mismas células, de los cuales sélo uno murié
a las pocas horas del nacimiento (Yin et al., 2007).

Si bien ha sido posible clonar al gato doméstico y algunos felinos silvestres
utilizando los ovocitos de gata doméstica como citoplasto, la TNCSI se efectud
mediante la clonacion convencional que utiliza micromanipuladores. Es importante
mencionar que no hay informacion sobre la aplicaciéon de la clonacion manual o
Handmade cloning (HMC por sus siglas en inglés) en felinos, misma que si ha sido
reportada en ovinos (Vazquez et al., 2022) y bovinos (Cortez et al., 2017), entre
otros. Por lo anterior, la HCM tiene un gran potencial en la clonacion del gato
doméstico como modelo animal y su futura aplicacién en felinos silvestres, ya que
es mas econémica y permite un mayor porcentaje de fusion con respecto a la forma
tradicional (Vazquez et al., 2022).

Considerando que el éxito en la produccién de embriones por TNCS se ve afectado
por la naturaleza de las células donantes, el estado del nucleo donante y la calidad
del citoplasto (Inoue et al., 2006); en este estudio se evalud por un lado, la deriva 'y
el cultivo de células de la granulosa de gata doméstica, el nimero de pasajes
celulares logrado y la sobrevivencia a la criopreservacion, para determinar la
posibilidad de ser utilizadas como carioplastos en programas de clonacion de
embriones en esta especie. Por otro lado, también se determind la eficiencia en la
maduracioén in vitro de ovocitos y en la enucleacion, para su uso como receptores
de nucleos en programas de clonacion de embriones en esta especie.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A nivel mundial, diversas especies de fauna silvestre se encuentran amenazadas o
en peligro de extincion, es por ello, por lo que existen grupos de investigacion y
conservacionistas, que se dan a la tarea de evaluar y aplicar las biotecnologias de
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la reproduccion animal asistida como la TNCS con fines de reproduccién y
conservacion de individuos en soporte de las poblaciones. Debido a la dificultad
para obtener gametos de felinos silvestres, estas biotecnologias son entonces
probadas y estandarizadas primero en modelos animales que, por lo general,
consisten en especies domésticas emparentadas (flogenéticamente cercanas) con
aguellas especies silvestres que se desea reproducir o conservar.

Una de las especies que ha sido del interés nacional e internacional por reproducir,
conservar y preservar, es el jaguar (Panthera onca) que habita desde Arizona y
Nuevo México, en el sur de Estados Unidos, hasta Argentina. En México tiene una
distribucion desde Sonora y Tamaulipas, hasta Chiapas y la peninsula de Yucatan
(Briones et al., 2012).

Sin embargo, la disminucion de las areas en donde habita el jaguar en México, al
igual que el numero de sus poblaciones y los distintos factores sociales
relacionados, ha puesto en riesgo su funcion biol6égica dentro de su habitat, por lo
cual se encuentra categorizado (NOM-056) como en peligro de extincion (Briones
et al., 2012). En la Lista Roja de la Union Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (UICN), el jaguar es categorizado como especie “Casi Amenazada”,
razon por la cual se cree que pronto se encontrara “En Peligro” o en “Peligro Critico”,
por lo que son necesarias medidas especiales de conservacion para la especie en
caracter de urgente (Pesquisa Javeriana, 2021).

Por otro lado, la utilizacion del gato doméstico como modelo experimental, toma en
consideracion que es una especie de la familia Felidae cercana al jaguar y otras
especies de felinos silvestres, con similitud en sus ciclos reproductivos como se
menciono anteriormente.

Como especie cercana a los felinos silvestres, se han obtenido ovocitos de gata
doméstica con fines de TNCSI (Felis catus) (Yin et al., 2007). Pero ademas se han
utilizado los ovocitos enucleados como citoplastos receptores de nucleos
provenientes de células soméaticas de especies pequefias de felinos silvestres, para
producir embriones clones interespecie, que luego son transferidos en gatas
domésticas como madres subrogadas (Gémez et al., 2006).

El estudio que se propuso en gata doméstica como modelo experimental,
representa una alternativa para, por un lado, evaluar la utilidad de las células de la
granulosa para formar con ellas un banco de germoplasma vy, por el otro, evaluar la
maduracion in vitro de ovocitos y su enucleacion, como una propuesta para su uso
en la TNCS. De lograrse la formacion de bancos de germoplasma de células de la
granulosa y la MIV de ovocitos en gatas, permitirda incursionar en programas de
TNCS, técnica que luego podria ser extrapolada como TNCSI a felinos silvestres en
riesgo.
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4. JUSTIFICACION

Se plantea la utilizacién de la gata doméstica como modelo experimental, sobre la
cual, por un lado, evaluar las células de la granulosa en sus pasajes celulares y su
respuesta a la congelacion vy, por el otro, madurar in vitro ovocitos y enuclearlos,
con el propdsito de proponerlas para su uso en programas de TNCS.

Teniendo en cuenta que las células de la granulosa han sido poco investigadas en
diferentes especies y especialmente en felinos como células donadoras de nucleo,
se ha propuesto este trabajo puesto que el poco conocimiento existente ha hecho
gue no sea claro su comportamiento en la TNCS y que aun se desconoce qué hace
que un tipo celular sea mejor que otro, ademas no se ha estudiado su viabilidad pre
y post congelacion; por otro lado la MIV en felinos domésticos sigue siendo baja
comparada con otras especies productivas, por lo que la busqueda de medios que
puedan mejorar estos porcentajes de maduraciébn, como el subsecuente
comportamiento en estadios posteriores a FIVy TNCS es de suma importancia para
mejorar las técnicas de reproduccion asistida en felinos, asi mismo la enucleacién
manual en felinos aun no ha sido descrita, pues en su mayoria ha sido realizada
con micromanipuladores, por lo que precedentes de la enucleacion manual son de
vital importancia para investigaciones futuras en la TNCS de estas especies.

5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Qué eficiencia tendran las células de la granulosa comparada con los fibroblastos
para formar un banco de germoplasma, y los ovocitos para madurar in vitro y ser
enucleados en gata doméstica?

6. HIPOTESIS

Las células de la granulosa permitiran la formacién de bancos de germoplasma, en
tanto que los ovocitos lograran la MIV y la enucleacion de manera eficiente en la
gata doméstica.

7. OBJETIVOS

7.1. Objetivo General

Determinar la viabilidad de las células de la granulosa criopreservadas, asi como la
maduracioén in vitro y enucleaciéon de ovocitos, en gata doméstica (Felis catus).
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7.2. Objetivos especificos

1. Evaluar la eficiencia de la deriva y pasajes de las células de la granulosa
de gata doméstica (Felis catus).

2. Evaluar la eficiencia de las células de la granulosa de gata en su viabilidad

post congelacion.

Evaluar la capacidad de maduracion in vitro de ovocitos de gata.

4. Evaluar la eficiencia de enucleacion de ovocitos de gata.

w

8. DISENO EXPERIMENTAL

Obtencién Obtencioén de Obtencién
de ovarios muestra de piel de ovocitos
Obtencion Deriva de

de ovocitos fibroblastos de piel

Deriva de células de Cultivos primarios y
la granulosa de la pasajes celulares de las
corona radiada células de la granulosa y
fibroblastos (Carioplastos)

}
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9. MATERIALES Y METODOS

9.1. Deriva de fibroblastos de piel y de células de la granulosa de ovocitos
de gata doméstica, en cultivos primarios

Para este estudio se manejaron dos grupos, uno control (GC) que utilizo fibroblastos
derivados de piel de abdomen de gata doméstica y uno experimental (GE) que
utilizé células de la granulosa provenientes de la corona radiada de ovocitos
colectados de los ovarios de la misma especie (Se anexan cartas de permisos de
colecta del Centro de Zoonosis, solicitadas a la Alcaldia de Iztapalapa, CDMX). Para
ambos grupos se utilizaron hembras enteras vacias con edades entre los 6 meses
y los 2 afios, cabe resaltar que, para el GE, las mismas hembras fueron esterilizadas
realizando la ovariohisterectomia ventral.

9.1.1 Deriva de fibroblastos de piel

Para el GC, se obtuvieron dos biopsias de piel de abdomen de 0.2 cm? de gatas
domésticas de 6 meses a 2 afios de edad, durante las jornadas de esterilizacion en
el Centro de Zoonosis de la Alcaldia de Iztapalapa, CDMX.

Las biopsias se transportaron al Laboratorio de Reproduccién Animal Asistida W-
210 de la UAM-I, en DPBS (Dulbeco Phosphated Buffered Saline, In Vitro, SA. de
CV., CDMX, México); suplementado con antibidtico/antimicético (2% de Antibac-
Antifun con 10,000 unidades de Penicilina, 10 mg de Sulfato de Estreptomicinay 25
Mg de Anfotericina B por mL, In Vitro, SA. de CV., CDMX, México) en un termo a 37
°C. Una vez en el laboratorio, se elimin6 la mayor cantidad de pelo de la muestra
con una cuchilla y fue desinfectada con cloro al 1% y lavado 3 veces en DPBS
(Mestre et al., 2016). La biopsia fue seccionada finamente con bisturi sobre una caja
de Petri en pequefios fragmentos de 1 a 2 mm, los cuales fueron colocados en un
tubo de ensayo que contenia colagenasas tipo | (17100-017, Gibco) y Il (17101-015,
Gibco) al 0.02%, el tubo se cerr6 herméticamente y se dejo en oscilacion bajo
incubacion durante 1 hora a 37 °C para que las enzimas actuaran.

Luego del tiempo de incubacion se detuvo la reaccion enzimatica, afiadiendo 4 mL
de DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle Medium, In Vitro, S.A. de C.V) suplementado
con antibidtico/antimicético y 10% de SFB, Microlab. Se centrifugé durante 5
minutos a temperatura ambiente retirando el sobrenadante. Posteriormente se
agrego 4 mL de DMEM suplementado y se volvié a centrifugar, el sobrenadante fue
retirado y el boton celular que contenia los fibroblastos fue resuspendido en 1 mL
de DMEM-F12, ME-093, In vitro S.A de C.V. suplementado (20% SFB, 1% Antibac-
Antifun, In Vitro, S.A. de S.V. glutamina 1 mM, Sigma G3126-100G, Piruvato de
Sodio 0.2 mM, Sigma P5280-25G, y Factor de Crecimiento Epidérmico EGF 10
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ng/uL, Sigma E4127) (Vazquez, 2016, Cortez et al., 2017), para luego sembrarlo en
una caja de Petri de 35 mm, (Thermo Scientific 150318) agregando 2 mL de medio
para obtener un volumen final de 3 mL.

Las muestras se incubaron a 38.5 °C y 5% de CO2 en humedad a saturacion y se
evaluo diariamente el crecimiento celular bajo microscopio invertido a 40X y 100X,
estimando la densidad del cultivo de células segun el porcentaje de la caja de Petri
con crecimiento celular (confluencia). A los 3 dias de la siembra, se realiz6 el cambio
de medio en las condiciones ya mencionadas. Las células se cultivaron hasta que
cubrieron la mayor parte de la caja (90% confluencia) entre 7 a 14 dias de la primera
siembra, luego fueron sometidas a tratamiento enzimatico, para lo cual se retir0 el
medio de cultivo y se realizaron dos lavados con DPBS, posteriormente se
agregaron 750 pL de (Tripsina-Verseno 0.025%/0.025%, In vitro) y se incubd bajo
las condiciones ya mencionadas durante 5 minutos, para separar las células de su
matriz extracelular y de la base de la caja de cultivo, quedando sueltas en la
superficie del medio de cultivo y asi recuperarlas para la seleccion e identificacién
de fibroblastos (primer pasaje) (Mestre et al., 2016).

Los fibroblastos se separaron en dos mitades, una fue criopreservada en crio tubos,
Thermo Scientific, CDMX, México, con 1.5 mL de medio de congelacion de células
a base de dimetilsulfoxido (DMSO 7%, Sigma D2650, SFB 15% en Medio Minimo
Esencial o DMEM, In Vitro, S.A. de CV., CDMX, México). El crio tubo fue enfriado a
4 °C durante una hora y posteriormente se congel6 y almacend a -196 °C. La
segunda mitad se resembro hasta obtener 5 pasajes celulares (Navarro et al., 2016).

9.1.2 Deriva de células de la granulosa

Teniendo en cuenta que para el centro veterinario, después de la cirugia
(ovariohisterectomia) el sistema reproductor es un desecho, se aprovechd la
obtencién de estos ovarios para este estudio; la deriva de células de la granulosa
(GE) en cultivos primarios, se obtuvo ovarios de gatas domésticas de 6 meses a 2
afos de edad previamente esterilizadas. Se transportaron en solucién salina (0.9%
NacCl) con antibiético/antimicético (100 Ul/mL de penicilina G sddica, 0.1 mg/mL de
estreptomicina y sulfato de estreptomicina, 0.25 ug/mL de anfotericina B, In Vitro,
SA. de CV., CDMX, México) a temperatura ambiente. En el laboratorio, los ovarios
fueron lavados tres veces en solucion salina con antibiotico/antimicético. Luego los
COC fueron colectados por Slicing, con una cuchilla de bisturi en una caja de Petri
con medio de aspiracion (TCM-199 con HEPES 25 mM, In Vitro, S.A. de C.V. CDMX,
México) y heparina 100 Ul/mL, (Sigma H5515). Una vez obtenidos, los COC fueron
lavados dos veces en el medio de aspiracién anteriormente mencionado, para el
aislamiento de las células de la granulosa de la corona radiada. Los COC se dejaron
en un tubo Eppendorf, Soreson 11510, CDMX, México, con 1.5 mL de hialuronidasa
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1mg/mL, Sigma H4272 durante 2 minutos a 38.5 °C y 5% de COz2, luego se realiz6
pipeteo constante durante 10 minutos (Moro, 2015; Veraguas, 2018).

Una vez los ovocitos fueron denudados de las células de la granulosa, fueron
dejados en una caja Petri con los 1.5 mL de hialuronidasa agregados anteriormente,
en donde se agrego 1.5 mL de medio de aspiracion (TCM-199 con HEPES 25 mM,
In Vitro, S.A. de C.V. CDMX, México, y heparina 100 Ul/mL) para inactivar la
hialuronidasa, inmediatamente se procedid a retirar los ovocitos dejando solo las
células de la granulosa en la caja de Petri.

El medio conteniendo las células de la granulosa, fue pasado a tubos Eppendorf
para someterlos a centrifugacion a 1,800 rpm durante 4 minutos y dejar el botén
celular en el fondo del tubo. Después se retird el sobrenadante y se afiadieron 500
uL de DMEM-F12 suplementado con antibiético-antimicotico al 1%, Suero Fetal
Bovino (SFB) 20% Microlab, CDMX, México, L-Glutamina 1 mM, Piruvato de Sodio
0.2 mMy Factor de Crecimiento Epidérmico (EFG) 10ng/uL, Sigma E4127. El botén
celular conteniendo las células de la granulosa se resuspendié y fue sembrado en
una caja de Petri en 3 mL del mismo DMEM-F12 ME-093, (In vitro S.A de C.V,
CDMX, México), suplementado, a 38.5 °C y 5% de CO2, hasta alcanzar la
confluencia. Posteriormente se procedio a realizar el primer pasaje, retirando el
medio de cultivo y agregando 500 pL de Tripsina-Verseno 0.025%-0.025%, (In vitro,
S.A. de C.V. CDMX, México), durante 1 minuto a 38.5 °C y 5% de CO2, para que las
células se despegaran del fondo de la caja. Pasado el minuto, se observd bajo
microscopio invertido que las células se despegaran y se procedio a agregar 500uL
de medio de cultivo (DMEM-F12, ME-093, In vitro S.A de C.V, CDMX, México,
suplementado con antibiotico-antimicotico al 1%, (SFB) 10% Microlab, CDMX,
México, L-Glutamina 1 mM, Piruvato de Sodio 0.2 mM y (EFG) 10ng/uL, Sigma
E4127), con la diferencia de que, en los siguientes pasajes, el DMEM-F12 ME-093,
In vitro S.A de C.V, CDMX, México fue suplementado, reduciendo la concentracion
del SFB de 20% a 10%, Microlab, CDMX, México). El medio con las células fue
pasado a tubos Eppendorf para ser centrifugado a 500 gravedades durante 4
minutos, dejando el botdn celular en el fondo del tubo. Se retir6 el medio y se le
agregaron 500 yL de DMEM-F12 suplementado, (ME-093, In vitro S.A de C.V,
CDMX, México), para luego resembrarlo en cajas de Petri con 3 mL del mismo
medio, incubando a 38.5 °C y 5% de CO: hasta alcanzar la confluencia. El proceso
se repitié hasta alcanzar el segundo pasaje (Cortez et al., 2017).

Durante cada pasaje se realizd el conteo celular de fibroblastos y células de la
granulosa, en una camara de Neubauer, registrando la concentracién.

Al igual que como se hizo para los fibroblastos de piel, las células de la granulosa
procedentes de los cultivos confluentes se separaron en dos mitades, una fue
criopreservada en criotubos con 1.5 mL de medio de congelacion de células a base
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de dimetilsulféxido (DMSO 7%, SFB 15% en Medio Minimo Esencial o DMEM, In
Vitro, S.A. de CV., CDMX, México). El crio tubo fue enfriado a 4 °C durante una hora
y posteriormente se congeld y almaceno a -196 °C. La segunda mitad se resembro
hasta obtener 2 pasajes celulares (Cortez et al., 2017).

Antes y después de congelar las células del ultimo pasaje en ambos tratamientos,
se evaluo la viabilidad celular tifiendo la suspension celular 1:1 en Azul Tripan 0.4%
durante 5 minutos a temperatura ambiente, para luego evaluar en cadmara de
Neubauer. Se contaron 100 células identificando aquellas que fueron tefiidas de
azul como muertas y las células sin tincion como vivas; de esta manera se obtuvo
el porcentaje de viabilidad (Siengdee et al., 2018).

9.2 Maduracién in vitro (MIV) de ovocitos de gata

Siguiendo la metodologia descrita por Moro (2015) y Veraguas (2018) con algunas
modificaciones, se recolectaron ovarios de gatas enteras vacias con edades entre
6 meses y 2 afios de edad, por medio de cirugia (ovariohisterectomia), que fueron
transportados al laboratorio en solucion salina (0.9% de NaCl) con una mezcla de
antibiético/antimicético (100 Ul/mL de penicilina G sodica, 0,1 mg/mL de
estreptomicina y sulfato de estreptomicina, 0,25 pg/mL de anfotericina B), a
temperatura ambiente. En el laboratorio, los ovarios fueron lavados tres veces en
solucion salina con antibiético/antimicético, revisando la presencia o ausencia de
foliculos y cuerpos lateos. Los COC se colectaron de los ovarios por slicing
utilizando bisturi, en una caja de Petri con medio de aspiracion (TCM-199 con
HEPES 25 mM, In Vitro y heparina 100 Ul/mL). Una vez obtenidos, los COC se
clasificaron, seleccionando los ovocitos de categoria | con cinco capas de células
de la granulosa, citoplasma oscuro y homogéneo, y los de categoria I, con
citoplasma oscuro y homogéneo, con tres capas de células de la granulosa
(Veraguas, 2018). Los ovocitos fueron lavados dos veces en medio de maduracion.
En un primer experimento, se utiliz6 para la MIV, el TCM-199 suplementado
(Albumina Sérica Bovina (BSA) 0.3% p/v, Sigma A9418-5G, Piruvato de Sodio 0.36
mM, L-Glutamina 2 mM, EGF 10ng/mL, antibiético-antimicético 1%). EL disefio
comprendio lo siguiente: Tratamiento 1 (T1): 1 Ul Gonadotropina Coriénica equina
(eCG; Gonaforte, Parfam, S.A) y 1 ug/mL B-estradiol (Sigma E4389). Tratamiento 2
(T2): 1 Ul de eCG y Gonodotropina Corionica humana (hCG) (Choriomon, IBSA), y
1 pg/mL de B-estradiol. Tratamiento 3 (T3): FSH 0.1 Ul/mL (Gonal-F, Merck), eCG
5UI/mLy 1 pg/mL de B-estradiol. Tratamiento 4 (T4): 5 Ul eCG,5UIhCGy 1 ug/mL
B-estradiol.

Posteriormente, los ovocitos de cada tratamiento hormonal se cultivaron por
separado en cajas de cuatro pozos (Thermo Scientific 179830), con 500 pL de
medio MIV suplementado con las hormonas y cubierto con 200 pL de aceite mineral,
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colocandolos en grupos de 25 a 30 ovocitos e incubando 24 horas a 38.5 °C, 5% de
CO, y humedad a saturacién (Moro et al., 2015; Veraguas et al., 2018; Hernandez
et al., 2020).

A las 24 horas, los ovocitos de cada tratamiento hormonal se colocaron en tubos
Eppendorf con hialuronidasa (1 mg/mL), y se incubaron por 5 minutos a 38.5 °C y
5% de CO:2. Posteriormente fueron sometidos a pipeteo constante por 10 minutos
(Moro et al., 2015; Veraguas et al., 2018). Los ovocitos desnudos de las células de
la granulosa fueron evaluados en un estereomicroscopio, para determinar la
presencia del primer cuerpo polar considerado como indicador de la maduracion in
vitro (MIl o Metafase II).

Finalmente se seleccion6 el medio con el que se obtuvo el mejor indice de MIV y se
le adiciond Insulin-transferrin-selenium (ITS) 10 puL/mL (Gibco 41400-045) (Moro,
2015), para los experimentos subsecuentes.

9.3 Enucleacién de los ovocitos de gata

Para la enucleacion de los ovocitos de gata se siguié el método descrito por Vajta
et al. (2001 y 2006), con algunas modificaciones (Moro, 2015; Veraguas, 2018).

Los ovocitos en MIl y sin dafios en la membrana citoplasmatica fueron
seleccionados para la enucleacion. Para ello, se colocaron en 500 pL de medio MIV
con 4 uM de Demecolcina (Sigma D1925), y se incubaron a 38.5 °C, 5% de COz en
aire y humedad a saturacion por 2 h. Posteriormente, los ovocitos se colocaron en
una caja de Petri y se lavaron en micro gotas de 30 yL de TCM-199 con Hepes y
2% de SFB. Para disgregar la zona pellcida (ZP), los ovocitos se colocaron en micro
gotas de 30 pL con 2 mg/mL de Pronasa (Sigma P8811) por 8 minutos. Esta
reaccion fue detenida en micro gotas de 30 uL con TCM-199 con Hepes y 20% de
SFB y luego para su enucleacion fueron dejados en microgotas de 30 puL de TCM-
199 con Hepes, 30% de SFBy 10 pg/mL de citocalasina B (Sigma C6762), en este
medio los ovocitos se colocaron alineados para su posterior enucleacion manual
(Navarro et al., 2016, Veraguas, 2018).

Los ovocitos fueron enucleados por biseccion manual de acuerdo con lo descrito
por (Vajta et al.,, 2003), utilizando una micronavaja (Ultra Sharp Splitting Blade,
Bioniche). El primer cuerpo polar de los ovocitos fue orientado hacia el norte de tal
forma que, se secciono la porcion del citoplasma del ovocito que contenia la placa
metafasica y el primer cuerpo polar. Los citoplastos (ovocitos enucleados) fueron
recuperados en una microgota de 30 yL de TCM-199 con Hepes y 20% de SFB
(Vasquez, 2016).

Para constatar la eliminacion del material genético, los ovocitos enucleados fueron
fijados 24 horas en 500 pL de Paraformaldehido al 4% en refrigeracion.
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Posteriormente se depositaron en una gota de 2 L sobre un porta objetos, retirando
el exceso de fijador y afladiendo 10 pyL de una solucion al 2.5% de 47,6 -diamidino-
2-fenilindol (DAPI; Sigma MBDO0020) en DPBS, para luego ser cubiertas con un
cubreobjetos. Se evaluaron en microscopio de epifluorescencia utilizando filtro UV
de 405 nm.

10 ANALISIS ESTADISTICO

Para el conteo celular de células de la granulosa y de fibroblastos se realiz6 una
estadistica descriptiva, mientras para la viabilidad celular pre congelacion y post
congelacion solo fueron expresados los resultados en porcentajes. Las variables de
los grupos del primer experimento de MIV comparando medios, fueron cotejadas
mediante un analisis de varianza para estimar diferencias significativas p<0.05. Para
las medias de MIV de los grupos con ITS y sin ITS se realiz6 una prueba de t-student
de los resultados obtenidos considerando diferencias significativas p<0.05
(Veraguas, 2018). Mientras, para los datos obtenidos de la enucleacién manual se
realizd una estadistica descriptiva.

44



11. RESULTADOS

11.1 Deriva de fibroblastos de piel y células de la granulosa de ovocitos de
gata doméstica, en cultivos primarios

Se logro la deriva tanto de fibroblastos de piel como de las células de la granulosa
de gata doméstica (Figuras 1 y 2) por los métodos utilizados. Las células de la
granulosa lograron la confluencia a los 4 dias de cultivo, momento en el que se
realiz6 el primer pasaje (Figura 3), alcanzando la confluencia al dia 10, en donde se
efectué el segundo pasaje, sin alcanzar el tercer pasaje. En tanto que los
fibroblastos alcanzaron hasta el 5to pasaje. Durante todos los pasajes se colocé el
50% del total de las células para que de esta manera llegaran nuevamente a la
confluencia

Figura 1. Imagen representativa de la deriva de fibroblastos de piel de gata en
cultivo primario. Dia 4 de cultivo. Aumento 20X.
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Figura 2. Imagen representativa de la deriva de células de la granulosa de gata en

cultivo primario. Dia 2 de cultivo. Aumento 20 X.

Figura 3. Imagen representativa de la monocapa de células de la granulosa que

4 de cultivo. Aumento 20X.

muestran confluencia al dia
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De cada tipo celular y de cada pasaje, se realizd el conteo celular (Tablas 1y 2,
Figura 2y 3).

Durante los primeros 4 pasajes el conteo celular de fibroblastos denoté un
crecimiento homogéneo entre pasajes, a diferencia del 5to pasaje en donde hubo
un incremento poblacional notorio del 45%.

Las células de la granulosa tuvieron un numero celular mayor en cada pasaje vs.
los fibroblastos. Aunque este tipo celular s6lo alcanzé el 2do pasaje, ya que al ser
llevadas al 3er pasaje no mostraron adhesion al fondo de la caja.

Tabla 1. Concentracion celular en pasajes de fibroblastos de piel y células de la
granulosa de gata.

TIPO CELULAR
Fibroblastos Células de la granulosa
No. de pasajes Concentracion Concentracion
1 310,000 621,250
2 305,000 705,000
3 315,000
4 354,000
5 515,000 663,125
Media = DE 359,800 + 88,897 663,125 + 41,875

En el ultimo pasaje (5to pasaje para los fibroblastos y 2do pasaje para las células
de la granulosa), se evalud la viabilidad celular pre y postcongelacion, para
determinar si las células sobrevivian después del proceso de congelacion (Tabla 2).
La viabilidad fue evaluada mediante la tincion azul tripan, usando una camara de
Neubauer. La viabilidad pre congelacion fue del 96% para las células de la
granulosa del 2do pasaje y la viabilidad post congelacion del 85%. Mientras que
para los fibroblastos del 5° pasaje la viabilidad pre congelacion fue del 98% y post
congelacion del 90%.
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Tabla 2. Viabilidad celular pre y postcongelacion de células de la granulosa y
fibroblastos de piel de gata doméstica.

Tiempo de
Tipo Celular deriva |N. Pasajes Viabilidad Viabilidad
(Dias) Precongelacién |Postcongelacién
Células de la 4 5 96% 85%
granulosa*
Fibroblastos* 7 5 98% 90%

*3 Repeticiones

11.2 Maduracién in vitro (MIV) de ovocitos de gata

En un primer experimento se probaron diferentes tratamientos hormonales en el
medio MIV para determinar el que mejor resultados diera en la tasa de MIV de los
ovocitos y que fue el utilizado en las sucesivas maduraciones in vitro. Observandose
diferentes tasas de MIV segun el tratamiento hormonal utilizado, aunque sin
diferencias significativas, probablemente debido a la dispersion de los datos. Sin
embargo, el Tratamiento 3 mostré una mejor tasa de MIV (38%), por lo que fue el

gue se utilizé para suplementar el medio MIV (Tabla 3).

Tabla 3. Tasa de MIV de ovocitos de gata doméstica con diferentes tratamientos

hormonales.

Tratamiento | Ovocitos No. de % MIV No. de % No
ovocitos (Media = ovocitos no maduros
maduros DE) maduros (Media = DE)

1 57 20 34+ 20 37 66 + 20
2 51 8 18 £ 15 43 82+ 15
3 64 21 38+17 43 62+ 17
4 62 14 26 £12 48 74 £12

T1:eCG 1 Ul *T2: eCG 1 Ul, hCG 1 Ul, *T3: eCG 5 Ul, FSH 0,1 UI, *T4: eCG 5 UI,
hCG 5 Ul. *= 3 Repeticiones.

La MIV se evidenci6 por la presencia del primer cuerpo polar en los ovocitos una

vez que fueron denudados de las células del camulo (Figura 4).

48



Figura 4. Presencia del primer cuerpo polar en ovocito de gata doméstica
indicando su maduracion in vitro (MIV). Aumento 40X

En un segundo experimento, se incorpord Insulin-Transferrin-Selenium (ITS) al
medio MIV del tratamiento 3 anteriormente descrito y se manejaron dos grupos: En
el primer grupo se utilizé el medio MIV del T3 sin ITS. En el segundo grupo se utilizé
el medio MIV del T3 suplementado con ITS (10 pL/mL). Observando que el ITS
mejora la tasa de MIV en los ovocitos de gata (59%), en comparacién con el medio
en que no se uso ITS (45%), existiendo diferencias significativas entre estos grupos
(p<0.05) (Tabla 4).

Tabla 4. Tasa de MIV de ovocitos de gata doméstica, utilizando medio MIV-T3
sin y con Insulin-Transferrin-Selenium (ITS).

NUMERO DE
, NUMERO DE OVOCITOS CALIDAD DE
TRATAMIENTO REPLICAS
cocC MADUROS OVOCITOS
N (%)
Sin ITS 5 137 61 (45%)° Categorialyll
ConITS 5 142 84 (59%)° Categoria l y Il

COC= Complejos Ovocito-Células del Cimulo
ITS= Insulin-Transferrin-Selenium.
ab | jterales diferentes en columna indica diferencia significativa (p<0.05).
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11.3 Enucleacion de ovocitos de gata en Ml

De acuerdo con lo descrito en la metodologia, después de la MIV se provoco la
protusion de la placa metafasica de los ovocitos de gata con demecolcina, para
poder enuclearlos manualmente (proceso requerido para la HMC). Observandose
que los ovocitos enucleados lograron su reconstitucién posterior, es decir que
volvieron a tomar su forma esférica (Figura 5 y Tabla 6). Ello demuestra que es
posible la enucleacion manual de los ovocitos de gata para su uso posterior como
citoplastos en la HMC de embriones en esta especie. Dato que no habia sido
reportado en la literatura en felinos.

Figura 5. Enucleacién manual y reconstitucion de los ovocitos de gata.
al. T2 (TCM-199 suplementado con 2% de SFB). a 2. Digestion enzimética
de la ZP en pronasa. a 3. T20 (TCM-199 suplementado con 20% de SFB). a

4. T30 (TCM-199 suplementado con 30% de SFB y con citocalasina B). b.
Enucleacion manual. ¢ y d. Ovocitos reconstituidos posterior a su
enucleacion.
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Tabla 5. Porcentaje de ovocitos reconstituidos y eficiencia de la enucleacion
manual de ovocitos de gata.

No. Numero Ovocitos Ovocitos Ovocitos | % eficiencia
Réplicas de enucleados | reconstituidos sin dela
ovocitos (%) Cromatina | enucleacion
1 12 12 12 (100%) 9 75
2 17 17 15 (88%) 14 93
3 42 42 12 (29%) 9 75
4 37 37 17 (46%) 16 94
Media * 66 + 34 84 +11
DE

Los citoplastos generados fueron tefiidos con DAPI para la evaluacion de la
enucleacion y confirmar asi el retiro total del material genético nuclear. En estos
experimentos se logré una eficiencia de hasta 94% (Tabla 5). En la figura 6 se
observan ovocitos enucleados de gata, en campo claro (Figura 6a) y en
epifluorescencia (Figura 6b). En la figura 6¢ se observa un ovocito con parte del
material genético.
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Figura 6. Ovocitos reconstituidos de gata enucleados manualmente (Citoplastos).
a. Ovocito sin cromatina en campo claro. b. Ovocito tefiido con DAPI sin cromatina
bajo epifluorescencia . c. Ovocito con restos de cromatina. Aumento 40X.

12. DISCUSION

12.1 Deriva de fibroblastos de piel y de células de la granulosa de ovocitos
de gata domeéstica, en cultivos primarios

En este estudio fue posible derivar fibroblastos de piel de gata doméstica en cultivos
primarios, llevandolos hasta el 5to pasaje. Resultados superiores a los obtenidos
por Kitiyanant et al. (2003) en la misma especie, quienes solo lograron llevarlos al
4to pasaje. Sin embargo, son similares a lo reportado por Moro (2015), quien obtuvo
fibroblastos de chita, tigre y bengala, y por Veraguas (2018), quien llevo al 5to y 6to
pasajes, fibroblastos de glina (Leopardus guigna), aunque en nuestro estudio sélo
propusimos llegar hasta el 5to pasaje segun la metodologia utilizada.

Respecto a las células de la granulosa provenientes de ovocitos de gata doméstica,
en este estudio fue posible su deriva a partir de cultivos primarios llevandolos al
segundo pasaje celular, similar a lo reportado por Cortez et al. (2017) en bovino,
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quienes también lograron solo el 2do pasaje, ya que en el 3er pasaje no hubo fijacion
de las células al fondo de la caja con el consecuente reducido crecimiento celular.
Estos resultados son similares a lo reportado por Kitiyanant et al. (2003), utilizando
células del cimulo de ovocitos de gata, las que también llegaron solo al 2do pasaje;
las céluas de la granulosa son multipotenciales y pueden diferenciarse en
condrocitos, neuronas, células musculares, cardiomiocitos y osteoblastos, si bien se
ha comprobado que con un medio especifico con el factor inhibidor de la leucemia,
que se utiliza en el cultivo de células madre pueden vivir hasta por cuatro meses en
condiciones in vitro (Dompe et al., 2021), es posible que en las condiciones de
nuestro medio de cultivo no muestren su multipotencia sino que se comporten mas
como en su funcion natural de crecimiento, teniendo en cuenta que una vez ocurre
la ovulacion estas células dejan de dividirse, mientras algunas células de la
granulosa acompafian la atresia folicular, otras acompafian al ovocito ovulado hasta
la fecundacién, siendo su vida y funcion limitada a cada ovulacion y ovocito ovulado,
razén por la cual no podrian sobrevivir mas alla del segundo pasaje a diferencia de
los fibroblastos que en su funcién natural pueden diferenciarse a diferentes tipos
celulares de la piel, ademas de tener una vida mas prolongada.

Asi mismo estas células al ser obtenidas a partir de muestras de ovarios puede ser
de gran importancia debido a la facilidad de obtencion de muestras en gatas durante
jornadas de esterilizacion, teniendo en cuenta que en felinos son muy pocos los
estudios realizados en el area reproductiva y que los resultados obtenidos pueden
ser extrapolados a felinos silvestres, ademas estas mismas células pueden ser
obtenidas de felinos silvestres en cautiverio que presenten enfermedades
reproductivas como piometra e incluso después de la muerte (Moro, 2015), por lo
cual debido a la disponibilidad y la facilidad de obtencion de las muestras a partir de
gatas operadas (ovariohisterectomia), las células de la granulosa son una buena
opcién para la investigacion de técnicas biotecnoldgicas reproductivas en felinos,
ademas de la poca investigacion existente alrededor de las mismas para la especie.

La viabilidad celular pre congelacion y post congelacién obtenida en este estudio
para los fibroblastos de piel de gata, fue similar a lo reportado en el guazt (Mazama
gouazoubira) (95% de viabilidad precongelacion) y superior a lo reportado por
Magalhées et al. (2017) (80% de viabilidad postcongelacion). Por otro lado, en el
camello de dos jorobas (Camelus bactrianus) la viabilidad pre congelacion se
reporta de 98% y post congelacion de 89% (Sharma et al., 2018). Para el elefante
(Elephas maximus) la viabilidad precongelacion y postcongelacion no fue tan
variable entre las dos 97.3% y 95.5%, respectivamente (Siengdee et al., 2018), si
bien en la comparacion de nuestros resultados obtenidos no existen datos en
felinos, los datos generados en este estudio no se aleja de los reportados en otras
especies, esto demuestra la importancia de nuestro estudio y de futuros para
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determinar la viabilidad celular de las células somaticas puesto que son un punto
importante durante la TNCS.

En la TNCS se han utilizado diferentes tipos celulares como carioplastos, entre los
gue se encuentran los fibroblastos, las células epiteliales mamarias, las células del
cumulo y las células de la granulosa, asi como células de 6rganos internos. Pero
aun no ha sido posible determinar con precision, el por qué un tipo de célula
somatica tiene un mejor comportamiento en la TNCS con respecto a otros (Wani y
Hong, 2017). Se ha reportado que el ADN de las células del cumulo puede
reprogramarse de forma mas eficaz después de la TNCS, teniendo un mejor
comportamiento como células donadoras de nucleo al presentar menores
anomalias en los animales clonados. Asimismo, mas del 80% de las células del
cumulo se pueden encontrar detenidas en la fase GO/G1 del ciclo celular, razén por
la cual son células idéneas para ser usadas como donantes de nucleo sin ninguin
criterio de seleccion y no requieren de un cultivo in vitro adicional para verificar la
sincronizacion del ciclo celular (Gouveia et al., 2020), esta caracteristica es de vital
importancia, teniendo en cuenta que la sincronizacion del ciclo celular entre el
ovocito receptor y el nicleo de la célula donante es imprescindible para garantizar
el éxito de la reprogramacion epigenética y el desarrollo a término (Gouveia et al.,
2020).

En gatos, utilizando fibroblastos fetales y células del cimulo como donadoras de
nacleo en la TNCS, se observé que los primeros tuvieron una mejor eficiencia en la
fusidn (59.6%) con respecto a las segundas (45.4%), pero la tasa de division celular
fue menor (62.6%) en comparacién con las células del cimulo (73.8%), al igual que
el desarrollo de los embriones clonados con ellas (5.2% y 7.7% de blastocistos,
respectivamente). Aunque no hubo diferencias estadisticas, las células del camulo
tuvieron un mejor desarrollo con respecto a los fibroblastos fetales (Skrzyszowska
et al., 2002).

En el camello (Camelus dromedarius), utilizando los mismos tipos celulares no se
observaron diferencias en la segmentacion y el desarrollo embrionario a
blastocistos, pero si se evidencié diferencia en los nacimientos de crias vivas. Al
transferir blastocistos procedentes de las células del cumulo en hembras
subrogadas, se obtuvieron 3 crias vivas vs. 0 (solo se logr6 una gestacién con
aborto en el dia 296) al utilizar fibroblastos. Por lo que, si bien el tipo celular no
afect6 el desarrollo embrionario in vitro, solo las células del cimulo fueron capaces
de lograr el desarrollo a término en esta especie (Wani y Hong, 2017).

En un estudio en monos macacos clonados se utilizaron células del cimulo adultas
y fibroblastos fetales, encontrando una menor eficiencia en las células del cimulo
gue cuando se usaron fibroblastos fetales como células donantes de nucleo. Esto
puede deberse a una menor eficiencia en la reprogramaciéon de los nucleos adultos

54



en comparacion con los fetales, lo que sugiere que la eficiencia de la clonacion
puede aumentar si se utilizan células donantes en un estado no diferenciado (Liu et
al., 2018).

Por otra parte los embriones producidos por TNCS, generalmente presente una
expresion anormal de genes, que estan controlados por mecanismos epigenéticos,
como la metilacion del ADN, la cual varia dependiendo del tipo celular, y en
embriones clones, estos patrones de metilacion son dados por la célula somatica,
en este sentido se ha determinado que los ovocitos tienen un bajo porcentaje de
metilacion (Duan 2020; Vasquez et al., 2022), aunque son necesarios futuros
estudios que pudieran determinar el grado de metilacion en las células de la
granulosa comparado con los fibroblastos, podria existir la probabilidad de que las
células de la granulosa al ser cercanas al ovocito y tener el mismo origen
embrionario tuvieran un porcentaje de metilacion bajo, lo que favoreceria los
patrones de metilacion en el embrién clon, que se veria reflejado en el mejor
comportamiento como células donadoras de nudcleo en la TNCS; ademas se ha
identificado que éstas células de la granulosa muestran una mayor actividad de la
enzima telomerasa en comparacion con otras células adultas (Dzafic et al., 2013),
lo cual podria influir en el acortamiento de los telémeros, por lo cual es de vital
importancia seguir investigando estos aspectos que podria ayudar a mejorar la
eficiencia de la clonacion, y también aumentar el estudio de estas células puesto
que la informacién existente aln sigue siendo baja.

12.2 Maduracién in vitro (MIV) de ovocitos de gata

La MIV es vital para que el ovocito logre la maduracion nuclear y citoplasmaética, y
esto es esencial para el éxito en las técnicas de reproduccion asistida como la FIV,
y el desarrollo embrionario (Hernandez et al., 2021). Los mismos autores obtuvieron
tasas de MIV de 32% a las 24 h y de 48% a las 48 h de cultivo en ovocitos de gata
sin suplementacion del medio de maduracion con ITS. Prochowska et al. (2019)
reportan tasas de MIV mas altas, desde 52.7% hasta 58.9% a las 24 h sin ITS,
aunque con diferentes concentraciones hormonales en el medio. En el presente
estudio, la MIV de ovocitos de gata obtenida a las 24 horas de cultivo, fue superior
a lo reportado, al suplementar el medio de maduracion con ITS (59%).

El ITS ha sido poco estudiado en la gata doméstica, aunque ha sido utilizado con
mayor frecuencia en otras especies como los cerdos y bovinos (Moro, 2015). En el
presente estudio se observo que, el uso de ITS a 10uL/mL, mejora la MIV de
ovocitos de gata doméstica. A bajas concentraciones (1 pL/mL) no mostrd
diferencias de MIV con ITS (46.1%), en comparaciéon al medio sin ITS (47.4%), pero
si tuvo un efecto positivo con baja tensiéon de oxigeno (5%0:2) en la tasa de
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blastocistos del 36.7%, aunque con un aumento en la fragmentacion del ADN de los
embriones en un 67.6% (Moro, 2015).

Se ha descrito que la insulina en el medio suplementado favorece la captacion de
glucosa (Riley y Moley, 2006) y aminoacidos (Moro, 2015), al igual que la sintesis
de RNA y proteinas (Santos et al., 2008) y en embriones genera una respuesta
mitogénica y anti-apoptotica que aumenta las tasas de desarrollo (Augustin et al.,
2003). Asi mismo la transferrina controla la biodisnibilidad de hierro dentro de la
célula, necesario para la sintesis de citocromos, enzimas y proteinas como la
mioglobina y la hemoglobina, ademas por reaccion de quelacion disminuye los
efectos toxicos de los iones Fe+3, de esta manera los mantiene disponibles para la
célula, adicionalmente tiene propiedades antioxidantes restringiendo el hierro
catalitico para reacciones que generan radicales libres de oxigeno y peréxido (Kell,
2009; Ciani et al., 2021), por ultimo, el selenio hace parte de diferentes moléculas
biolégicas con funciones antioxidantes, siendo co-factor para la peroxidasa del
glutation y proteinas como la tiorredoxinas, ambas poseen propiedades
antioxidantes reduciendo los peroxidos (Ebert et al., 2006; Battin y Brumaghim,
2009).

En cabras prepuberes, el ITS, al ser suplementado junto con el acido ascérbico,
mejora la calidad de los blastocistos producidos in vitro (Hammami et al., 2012).
Mientras que, en perras, la administracién de 1 uL/mL de ITS en el medio de MIV
junto con una alta tension de CO2, mejora la tasa de MIV hasta en un 20%,
reduciendo los niveles de ERO vy favoreciendo una mayor integridad de la
membrana citoplasmatica (Duque et al., 2021).

La enucleacibn manual de ovocitos de gata y la posterior reconstitucién de los
mismos observada en este estudio, demuestra la factibilidad de obtener citoplastos
como receptores de nucleos en los programas de HMC en esta especie, lo que no
habia sido reportado previamente en esta especie.

13 CONCLUSIONES

En este estudio se demostr6 que los fibroblastos de piel y células de la granulosa
de gata doméstica pueden derivarse en cultivos primarios y congelarse sin perder
su viabilidad post congelacién. Asi mismo, es posible crear bancos de germoplasma
de células donadoras de nucleo para futuros programas de clonacién de embriones
en esta especie. Por otro lado, la eficiencia de la enucleacion de ovocitos MIl de
gata doméstica demuestra la posibilidad de su utilizacion como receptores de nucleo
(citoplastos) para la clonacion de embriones, siendo este el primer reporte que se
da, sobre la enucleacion manual de ovocitos de gata doméstica. Ademas, se
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demuestra que la utilizacion de ITS 10 puL/mL en el medio de maduracion mejora
considerablemente la tasa de MIV en la gata doméstica.
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En la Ciudad de México, se presentaron a las 15:00 horas
del dia 16 del mes de mayo del afio 2024 en la Unidad
Iztapalapa de la Universidad Auténoma Metropolitana, los

suscritos miembros del jurado:

DR. DEMETRIO ALONSO AMBRIZ GARCIA
DR. JOSE ERNESTO HERNANDEZ PICHARDO
DR. SALVADOR ROMO GARCIA

DRA. MIRIAM FAHIEL CASILLAS AVALOS

Bajo la Presidencia del primero y con caracter de
Secretaria la ultima, se reunieron para proceder al Examen
de Grado cuya denominacién aparece al margen, para la

obtencién del grado de:
MAESTRO EN BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION ANIMAL

DE: YAMID ESTEBAN VALENCIA TORRES

Z nt 41 y de acuerdo con el articulo 78 fraccién III del
i[ A ﬂloﬁl/"':QN'C\A Reglamento de Estudios Superiores de la Universidad
3 4 37 : Autédnoma Metropolitana, los miembros del jurado
»\:‘-/ A resolvieron:
_YAMID ESTEBAN VALENCIA TORRES
3L A ALUMNO
. J b
ar
f \ ity VAVRIAY
VISO
Acto continuo, el presidente del jurado comunicd al
interesado el resultado de 1la evaluacién y, en caso
v aprobatorio, le fue tcmada la protesta.
MTRA. RO NO DE LA PAZ
DIREGTO | MAS ESCOLARES
— > - S
PRESIDENTE
\
DR. DEMETRIO ALONSO AMBRIZ GARCIA
VOCAL SECRETARIA

DR. SALVADOR ROMO GARCIA DRA. MIRIAM FAHIEL CASILLAS AVALOS
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