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RESUMEN

La fertilidad de los individuos se puede ver afectada notablemente por muchos
factores enddgenos y exdgenos, e incluso patologias. Actualmente, los problemas
de infertilidad se han visto en incremento a nivel mundial tanto en hombres como en
mujeres. Por lo anterior, se ha recurrido al uso de las Técnicas de Reproduccion
Asistida (TRA), dentro de las cuales se ha propuesto a la criopreservacion de
ovulos, tejido ovérico, espermatozoides y embriones como parte de la solucion de
esta problemética. Particularmente, la vitrificacion de ovocitos ha adquirido
recientemente una mayor importancia, ya que es una alternativa para postergar la
fertilidad en el humano y en diversas especies, en especial las que se encuentran
en peligro de extincion. En algunas situaciones no es posible tener ovocitos
maduros (en metafase IlI) pero se cuenta con el ovario que contiene foliculos en
diferentes etapas de desarrollo y en su interior ovocitos. Por ello, el uso de medios
de cultivo ha funcionado para lograr el ambiente adecuado para que células puedan
crecer 0 sobrevivir por cierto tiempo. El medio HTF (Human Tubal Fluid) ha sido
utilizados en diversos procedimientos de TRA para favorecer el desarrollo de células
y embriones. El objetivo de este trabajo consistid en evaluar el impacto que puede
causar la criopreservacion de ovocitos inmaduros, posteriormente someterlos a
desvitrificacion y a sumaduracion en medio de cultivo HTF. Se utilizaron 34 ratones
de la cepa CD-1 (20 hembras y 14 machos), se extrajeron los ovarios de las
hembras para la obtencion de los ovocitos inmaduros, mismos que se separaron en
un total de 10 experimentos. El nimero total de ovocitos inmaduros obtenidos en
cada uno se repartia en dos grupos (grupo control y grupo experimental). Las
células del grupo control no se vitrificaron (231 células) y soOlo se indujo su
maduracién en medio HTF, mientras que las del grupo experimental (129 células)
fueron sometidas a criopreservacidon en crioviales para posteriormente ser
desvitrificadas y llevarlas a su maduracion en medio HTF, una vez que las células
maduraron en medio de cultivo in vitro, se sometieron a un proceso de fecundacion
in vitro (FIV). Se encontré que en ambos grupos hubo un porcentaje de maduracion

similar (40% para grupo no vitrificado y 41 % para el grupo vitrificado), por lo que no



hay diferencias significativas (P < 0.05), Prueba T Pareada). Estos hallazgos son
alentadores, pues sugieren que la criopreservacion no tiene un impacto negativo en
los ovocitos inmaduros, ya que estos pueden ser vitrificados, desvitrificados y lograr
la maduracion In Vitro usando medio HTF, para posteriormente someterlos a FIV,
logrando que los ovocitos sean fecundados y ocurra el inicio del desarrollo

embrionario.



INTRODUCCION

Marco teorico

La reproduccién es un proceso biolégico que implica la union de dos células
reproductivas, un gameto masculino y un femenino, con el proposito de formar a un
individuo y generar la descendencia genética de los progenitores. El proceso por el
cual se forma los gametos femeninos y masculinos es denominada gametogénesis,
en donde el Ovulo y el espermatozoide estaran genotipica y fenotipicamente
maduros Yy listos para participar en la fecundacion (Comtet, et al.,2017). En el caso
de los gametos masculinos el proceso de su formacibn se denomina
espermatogénesis, por otro lado, en el caso de los gametos femeninos el proceso

de su formacién sera la ovogénesis.

Espermatogénesis

El sistema genital masculino consta principalmente de dos testiculos, un sistema de
conductos genitales que conectan a la uretra y una serie de glandulas accesorias.
La espermatogénesis es un proceso que se lleva a cabo en el interior de los tubulos
seminiferos de los testiculos en donde las espermatogonias, por medio de meiosis,
se diferenciaran en espermatozoides maduros (Hall et al., 2021). Este proceso se
inicia en la etapa de la pubertad y continla hasta edades avanzadas en el varén.
Los espermatozoides, ya maduros, se liberan desde los tubulos seminiferos y son
transportados hacia los epididimos por medio de los conductos eferentes gracias a
las contracciones musculares de los mismos conductos. Posteriormente, los
espermatozoides tendran una maduracion bioquimica que les ayudara a adquirir la
motilidad propia del espermatozoide, es decir una serie de cambios morfoldgicas y
bioquimicos que conforme los espermatozoides recorren el tubulo epipidemario les
permitira capacitarse para llevar la reaccién acrosomal, siendo indispensable para
gue el espermatozoide pueda fecundar al ovulo homologo (Beltran et al., 2016)., por

otro lado, las glandulas accesorias aportaran el plasma seminal y los conductos



genitales seran los encargados del transporte de los espermatozoides durante la

eyaculacién (Hall et al ., 2021).

Las células espermaticas estan formadas por la cabeza (que contiene al nacleo y el
acrosoma), el cuello (rico en mitocondrias) y la pieza principal (cola o flagelo), la
cual le permite el movimiento en el tracto genital femenino, en donde se llevara a

cabo la capacitacion espermética (Hall et al., 2021).

Ovogénesis
El sistema genital femenino est4 conformado principalmente por los ovarios (que se

encargan de la formacién y maduracion de los foliculos y ovocitos), el oviducto o
trompas de Falopio (quienes realizaran la captura y transporte del ovocito que es
liberado por ovario y en el caso de llevarse a cabo la fecundacion transportan al
embrion en segmentacién hacia el Gtero), el ttero (salvaguarda al embrion durante
toda la etapa prenatal hasta el nacimiento) y la vagina (donde se recibiran los
espermatozoides durante el coito para llevar a cabo la fecundacién) (Hall et al.,
2021).

Durante el desarrollo de la mayoria de los vertebrados se forman dos ovarios,
no obstante, existen especies que desarrollan una sola génada como es el caso de
las aves, reptiles. Los ovarios se encuentran en la parte inferior de la cavidad
pélvica, debajo del Utero o cuando se presenta un numero par se ubican a un
costado del utero (Morales Ledesma, 2015). En estas estructuras se lleva a cabo la

ovogénesis.

La ovogénesis es el proceso por el cual las ovogonias, mediante la meiosis,
se transforman en ovocito maduros. Este proceso inicia en el periodo prenatal. Una
vez alcanzada la pubertad, dara comienzo el ciclo menstrual dentro del cual se
llevara a cabo el proceso de ovulacion. Este proceso se presenta de manera ciclica

a lo largo de la vida de la hembra, finaliza en la menopausia y sera regulado por
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hormonas producidas en el ovario, hipotalamo y adenohipofisis. Particularmente
hablando, la ovogénesis inicia partir de una ovogonia que forma a un ovocito
primario, el cual se dividird por meiosis que sera interrumpida en profase |, sera
hasta la pubertad que esta célula progresara hacia ovocito secundario y la division

meidtica sera interrumpida en metafase Il (MIl) (Morales Ledesma, 2015).

El ovocito es madurado en el ovario y liberado durante la ovulacién. Un ovocito
con morfologia normal presenta una forma esférica y el citoplasma homogéneo, la
zona peldcida (ZP) proporcionada y bien definida, el espacio perivitelino tiene zonas
amplias; un ovocito normal y maduro presenta el primer corpusculo polar bien
definido y tiene un contenido homogéneo, estas son caracteristicas que indican que

el ovocito se encuentra en MIl (Metafase Il) (European Society of Human

Reproduction and Embryology, 2016).

Foliculogénesis

La foliculogénesis es el proceso de crecimiento y desarrollo de los foliculos ovaricos
en diferentes etapas, donde los ovocitos emergeran de los foliculos formados
durante la ovogénesis hasta que es ovulado o entra en atresia. Durante el desarrollo
embrionario, las ovogonias suspenden su division meiética y dan comienzo con la

meiosis (Quintana & Young, 2014).

El foliculo ovarico es el sitio donde se desarrollan y alcanzan su madurez los
ovocitos, que estan cubiertos de células epiteliales que forman una capa (capa de
la granulosa) (Hall et al., 2021).Durante la nifiez, las células de la granulosa en los
foliculos le proporcionan nutrientes al ovocito y secretan el factor de inhibicién del
ovocito, que lo mantiene en un estatus de ovocito primario, deteniendo la divisiéon
meidtica. El proceso de la foliculogénesis (Hall et al., 2021) (fig.1) se divide en
diferentes etapas:

» Foliculo primordial: Estan constituidos por un ovocito que se encuentra
detenido en profase | de la meiosis y esta rodeado por una sola capa de células

epiteliales.
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» Foliculo primario: aquellos en los que las células de la granulosa (que
rodean al 6vulo) adquieren una forma cubica y el foliculo aumenta de tamafio.

» Foliculo secundario: en esta etapa se forman varias capas de células
alrededor del ovocito, el foliculo aumenta de tamafo y las células de la granulosa
segregan liquido folicular que forma un espacio entre ellas, lo que influye para la
formacion del antro folicular.

» Foliculo terciario o antral: los foliculos de esta fase se caracterizan porque
presentan la cavidad del antro folicular, donde se expande y comienza la formacion
de la estructura llamada cumulo o6foro, que es donde se encontrara al ovocito.

» Foliculo de Graaf: El foliculo estad en etapa madura, el ovocito u 6vulo se
encuentra rodeado por el cimulo o6foro y esté listo para ser liberado cuando ocurra

la ovulacion.

La reserva folicular es clave para preservar la fertilidad y asegurar un
desarrollo adecuado que con lleve a la ovulacion (Palma, 2008).
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Figura 82-3. Ovogenia y desarrollo de los foliculos.

Fig. 1. Ovogénesis y desarrollo de los foliculos. Tomado de Hall, J. E., Guyton, A.
C., & Hall, M. E. (2021).

Como ya se menciond, la primera fase de la meiosis comienza durante el
desarrollo fetal, pero se detiene en profase | y es hasta la pubertad donde se reactiva
y ocurre la primera division meiética del ovocito. Cada ovocito se divide en dos
células hijas de 23 cromosomas cada una (llamadas ovocito secundario) y cuenta
con la presencia del primer cuerpo polar, estos ovocitos pueden ser sometidos o no
a una segunda divisibn meidtica (donde el cuerpo polar se desintegrara en el
citoplasma del ovocito). El évulo lleva una segunda division meidtica posterior a la

separacion de las cromatidas hermanas pausandose en la meiosis, cuando el 6vulo
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es liberado mediante la ovulacion es que tiene lugar la meiosis final (Hall et al .,
2021).

Estimulacion hormonal

Las hormonas gonadotropicas, la hormona estimuladora de los foliculos (FSH) y la
hormona luteinizante (LH), son secretadas por la hipdfisis y estimulan la
foliculogénesis y la produccién ovéarica de diversos esteroides. Al inicio de la
pubertad la adenohipdfisis inicia la secrecion la FSH y LH en altas concentraciones
al torrente sanguineo. La FSH estimula el crecimiento y la maduracién de los
foliculos. La LH estimula la ovulacién y prepara al Gtero para la implantacién de un
ovulo fecundado. Las variaciones hormonales de esta cascada afectan la

morfologia de los foliculos ovaricos (Truijillo, et al.,2015).

En las ratas a la mitad del ciclo reproductivo los foliculos dominantes alcanzan
su madurez, el estradiol producido por los ovarios ejerce un efecto crucial sobre la
hipdfisis elevando las concentraciones de LH, llevando a la ruptura del foliculo y

expulsion del ovocito (Truijillo, et al., 2015).

Ciclo estral

El ciclo estral representa el ciclo bioldgico y fisioldgico reproductivo de las hembras,
se lleva a cabo de manera ciclica en muchos mamiferos e inicia en la pubertad
(Izquierdo et al, 2014). En el caso de los ratones tiene una duracion de 4 a 5 dias 'y
la fecundacioén ocurre en la parte superior del oviducto y al quinto dia el embrion (en

estado de blastocito) se implanta en la pared del atero (Mcmillan & Wynne, 1998).

Tanto los ratones como las ratas tienen un ciclo estral de 4 a 5 dias de
duracion, aunque cada etapa puede durar un lapso diferente dependiendo de cada
cepa. Este ciclo se compone de cuatro etapas: proestro, estro, metaestro y diestro.
La etapa del estro es la fase de receptividad sexual maxima. En esta fase, la hembra
es receptiva para la cépula y la ovulacién, ocurre dentro de las primeras 12-14 horas
(Silver L., 1995).
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La gestacion en ratones dura en promedio entre 18 y 22 dias, dependiendo del
estado fisiol6gico, constitucion genética de la cepa y numero de crias que este
gestando (Silver L., 1995).

Fecundacion
La fecundacién es un proceso por el cual dos células sexuales se fusionan para
crear un nuevo individuo con un genoma derivado de ambos padres (Gilbert, S. F.
2005).
Gilbert (2005) propone que la fecundacion lleva a cabo dos fines separados:
a) La sexualidad (combinacién de los genes derivados a partir de los dos
padres )

b) La reproduccion (la creacion de un nuevo organismo)

Si bien los detalles de la fecundacién pueden variar entre las diferentes especies,
el proceso de la concepcion consta generalmente en cuatro eventos principales
(Gilbert, S. F. 2005).

1) Contacto y reconocimiento entre el espermatozoide y el gameto femenino
(En la mayoria parte de los casos esto asegura que el espermatozoide y el
gameto femenino sean de la misma especie).

2) Regulacién de la entrada del espermatozoide en el gameto femenino (solo
un espermatozoide puede finalmente fecundar al gameto femenino)

3) Fusion del material genético del espermatozoide y del gameto femenino.

4) Activacion del metabolismo del ovulo para dar comienzo al desarrollo.

En mamiferos los espermatozoides liberados durante la eyaculacion son capaces
de moverse, pero no de unirse y fecundar al gameto femenino (Gilbert, S. F. 2005).
La vagina es quien recibe a los espermatozoides eyaculados, algunos seguiran su
trayecto por el cérvix y otros seran expulsados; cuando alcanzan el Gtero los
espermatozoides se capacitan gracias a los cambios morfologicos y bioquimicos

(Gilbert, S. F. 2005) conformen recorre el tubulo epididimario y se activan dentro del
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tracto genital femenino, en donde el mas apto (es decir el que presente una
morfologia normal y motilidad adecuada) podra unirse al Ovulo y realizar la
fecundacion. Durante este periodo se retira una capa de glicoproteinas y proteinas
del plasma seminal para que el espermatozoide pueda atravesar entre las células
de la corona y se desarrolle la reaccion acrosémica para permitir la fusibn de ambos
gametos (Beltran et al., 2016).

La capacitacion es el grupo de cambios fisiologicos por el cual el
espermatozoide llega a ser competente para fecundar al gameto femenino (Gilbert,
S. F. 2005). La capacitacion puede ser imitada In vitro mediante la incubaciéon de
espermatozoides en medio de cultivo (conteniendo iones de calcio, bicarbonato y
albumina sérica) de tejido o fluido a partir de la trompa de Falopio. (Gilbert, S. F.
2005).

La reaccion acrosomica (RA) se produce por la accion de enzimas que
disuelven las capas protectoras del 6vulo y actian sobre la zona peltcida (ZP)
permitiendo que el espermatozoide la penetre. Cuando el espermatozoide entra en
la ZP se adhiere al ovocito y sus membranas plasmaticas se fusionan, dando paso
a la reaccion cortical, donde se lleva a cabo la liberacion de granulos corticales que

preparan al 6vulo para dar paso al desarrollo embrionario (Hall et al ., 2021).

Fecundacion in vitro

La Fecundacion in vitro (FIV) es el procedimiento por el que un ovocito y un
espermatozoide se unen en una caja Petri en el laboratorio, sin el requerimiento del
acto sexual (Gilbert, S. F. 2005).

Para que un tratamiento de FIV tenga éxito es necesario disponer de ovocitos
viables y espermatozoides capacitados obtenidos de una muestra del donante
masculino. Posteriormente, las dos células se depositan en un medio de cultivo
controlado e incubado bajo condiciones 6ptimas, en donde uno de los
espermatozoides penetrara al citoplasma del ovocito. Una vez realizada la
fecundacion se identifican los dos corpusculos polares (CP) y los dos pronucleos

(PN, femenino y masculino), que se fusionaran para dar lugar al cigoto. Este iniciara
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las divisiones para desarrollar un embridn hasta la etapa de blastocisto, el cual sera
transferido al Utero de la paciente para su implantacion y posterior desarrollo del
embarazo (Takeo etal. 2022).

El primer caso de FIV fue realizado en 1890 por Walter Heape (Mata et
al.,2018). . El investigador llevé a cabo el primer trasplante de embriones de conejo
Angora a una liebre belga, logrando el nacimiento de los conejos a buen término.
En 1973, Carl Wood y John Leeton reportaron en Melbourne, Australia, el primer
embarazo humano mediante la FIV (Mata et al.,2018). ; Sin embargo, no hubo
progreso debido a la muerte temprana del embrion, esto llego a desatar una
polémica durante esa época sobre la trasferencia de embriones humanos y la
técnica de FIV (Mata et al., 2018), (Larregle, M., & Young, P., 2021).

Pese a la critica del momento, poco después Patrick Steptoe y Robert Edwards
(Mata et al., 2018) retomaron la experimentacion de FIV en humanos y fue entonces
qgue en 1976 lograron el primer embarazo por medio de esta técnica, aunque fue un
embarazo ectdpico. Ellos continuaron con su trabajo de investigacion al realizar un
total de 102 pruebas de FIV fallidas, hasta lograr el éxito en 1978, con el nacimiento
de Louisse Joy Brown siendo la primera persona nacida por FIV (Mata et al., 2018).
A partir de este momento se inicié la investigacion de todos los procesos que
participan en la fecundacion in vitro en mamiferos y del desarrollo de las técnicas

de reproduccion asistida.

En el 2010, Robert Edwards recibié el premio Nobel por sus aportaciones en
el &rea de la medicina reproductiva ya que en la década de 1950 inici6 y desarrollo
la técnica de FIV hasta que nacio el primer bebé nacido por FIV dando paso a que
Edwards y sus colaboradores perfeccionaron la técnica, dando como resultado que
en el afio de 1986 mas de 1000 nifios habian nacido mediante FIV (The Nobel Prize
In Physiology Or Medicine, 2010).
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Infertilidad

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la infertilidad en el
humano se define como la presencia de una patologia en el aparato reproductor
gue hace imposible un embarazo. Existen dos tipos de infertilidad, la primaria y la
secundaria. La primaria consiste en la incapacidad de concebir un embarazo
después de un afio de relaciones sexuales continuas sin el uso de un método
anticonceptivo (Rojas et al., 2011). La secundaria se presenta en parejas que
después de haber logrado un embarazo pierden la capacidad de lograrlo
nuevamente (OMS, 2019).

Dentro de una pareja, la infertilidad puede deberse a diversos factores internos
o0 externos como la edad, la fisiologia y salud del paciente, la presencia de
contaminantes ambientales, enfermedades hereditarias, consumo de alcohol o
tabaquismo, etc. Estos causales pueden presentarse tanto en el hombre como en
la mujer o en ambos, ademas de la infertilidad idiopéatica (OMS, 2019). Por otro lado,
la poblaciéon femenina también ha presentado problemas de infertilidad o la
necesidad de postergar la maternidad, por lo que optan por usar TRA como

alternativas ante esta problematica.

La OMS estima que al menos un 17.5% de la poblacion mundial sufre de
infertilidad, esto representa que una de cada seis personas presenta este problema
de salud; la prevalencia varia poco entre las diferentes regiones y las tasas son
similares en los paises de ingresos altos, medianos y bajos, lo cual demuestra que
la infertilidad es un problema de salud publica en todos los paises del mundo (OMS,
2019).

En el caso de los humanos, cuando se presentan situaciones de infertilidad
puede optar por someterse a una TRA con el fin de poder tener un bebé, tal es el
caso de la FIV. No obstante, la problematica de la infertilidad se ha observado en
diversas especies de mamiferos como son los rinocerontes. Se considera que las

TRA pueden ser beneficiosas para superar los problemas de infertilidad y aumentar
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la diversidad genética, especificamente en la familia Rhinocerotidae. Se tiene
registro de procedimientos de TRA en diferentes especies de rinocerontes, donde
se llevdo a cabo la recoleccién y criopreservacion de semen, asi como la
inseminacion artificial (IA) (Hildebrandt et al.,, 2023). Recientemente para el
Rinoceronte Blanco del Sur (Ceratotherium simum simum) se ha implementado la
recoleccion de o6vulos (OPU) combinada con la maduracion in vitro (MIV), la
inyeccidon intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) , el cultivo vy
criopreservacion de embriones para la generacion exitosa de blastocitos in vitro y la

generacion de células madre embrionarias (Hildebrandt et al., 2018).

Actualmente, en México se estima que al menos 291 especies mamiferas
estdn en riesgo (PROFEPA, s.f.), principalmente debido a factores como la
contaminacion ambiental (Feng & Chen, 2024). Por ello, es fundamental estudiar la
viabilidad del uso de las TRA para abordar esta problematica y buscar soluciones
que puedan ayudar tanto a los humanos como a la conservacion de las especies

mas vulnerables.

Criopreservacion

La criopreservacion de gametos es una Técnica de Reproduccién Asistida que en
el humano es utilizada para la preservacion de la fertilidad y como parte de los
tratamientos de la infertilidad. En las pacientes que sufren problemas de fertilidad
se puede realizar el almacenamiento de los ovocitos por criopreservacion después
de ser inducidas hormonalmente, y en especial en aquellas mujeres que tienen una
baja respuesta a la induccion de la ovulacion, en donde la acumulacién y
almacenamiento de ovocitos maduros (en metafase Il) provenientes de 2 6 3 ciclos
de estimulacion aumentan la probabilidad de éxito en el desarrollo de un embrion,

asi como la capacidad de seleccion embrionaria y gestacion (Vajta & Yovich, 2008).

La criopreservacion es considerada como una de las TRA. A mediados de siglo

pasado la criobiologia de la reproduccion en mamiferos tuvo desarrollo
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primeramente para los espermatozoides, después se emple6 para los embriones y

por ultimo en ovocitos (Vajta & Yovich, 2008).

Técnica de vitrificacion y desvitrificacion

La vitrificacion es una técnica implementada en tratamientos de infertilidad y
estrategias de preservacion de la fertilidad, con el fin de conservar las células con
crioprotectores al almacenarlas a temperaturas bajas (nitrégeno liquido -196°C), sin
afectar su viabilidad y con un almacenamiento indefinido (Remohi Giménez et al.,
2013). La vitrificaciobn es una técnica de criopreservacion cuyo uso esta
incrementando en comparacion con las técnicas de congelacion (Vajta & Yovich,
2008). La vitrificacion se us6 en el &mbito de la embriologia una década posterior a
la congelacién lenta, consecuente al deterioro que ocasionaba esta técnica a las

células: formacion de cristales, dafio por enfriamiento, lesiones osmoticas, etc.

Las técnicas de vitrificacion se dividen en rapidas y ultrarrapidas. La
vitrificacion rapida se vincula a la suspension regular de las células en vapores de
nitrogeno liquido (a una temperatura aproximada de -80°C), en donde la
temperatura pasa de 37 °C a -80°C y posteriormente a -196 °C en una fraccion de
tiempo muy corta. En cuanto a la vitrificacion ultrarrapida ésta consiste en someter
a las células a un cambio de temperatura drastico de 37 °C a -196 °C (para su
almacenamiento) de manera extremadamente rapida, a una velocidad de alrededor
de los 15 000-30 000°C/min (Liebermann et al., 2002). Es decir, que la célula se
congela en contacto con el nitrégeno liquido en un segundo, lo que es equivalente
a un descenso de temperatura de entre 250° C y 500°C por segundo. Sin embargo,
el tamafo, la forma, la permeabilidad y otros factores inciden en la supervivencia de
la célula al proceso de criopreservacion. Al someterlas a temperaturas bajas, las
células requieren del uso de crioprotectores para prevenir la formacion de hielo
intracelular por el cambio de temperatura mediante la deshidratacion de la célula
(Garcia et al., 2009).
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Por lo que la demostracion de la viabilidad de la vitrificacion implementé el
desarrollo de diferentes técnicas de vitrificacion ultrarrapida como OPS (open pulled
straws), Cryoloop, Crioviales o Criotubos, TMG (Método de gota de minimo tamafio)
o0 MVC (enfriamiento de minimo de volumen) y Cryotop. Este ultimo método fue
desarrollado por Kuwayama y colaboradores e implicé una version sofisticada del
procedimiento mediante los cryotop, siendo unas de las mas eficientes hoy en dia
(Vajta & Yovich, 2008). El método de cryotop radica en emplear una varilla de
plastico unida a una pelicula de plastico con un tampdn protector para la muestra
evitando dafios a la misma durante el plazo del almacenamiento, donde los
embriones u ovocitos previamente cubiertos con agentes crioprotectores son
depositados sobre la pelicula plastificada con un minimo de volumen, para ser

almacenados en un tanque con nitrégeno liquido.

Crioprotectores

Los agentes crioprotectores son sustancias hidrosolubles que modifican las
propiedades fisicoquimicas de las soluciones liquidas presentes en los seres Vvivos.
No obstante, sus funciones principales son promover una rapida deshidratacion
celular y amortiguar el efecto de la alta concentracion de solutos en el interior de la
célula (Chian et al., 2004). La estructura quimica y el efecto biolégico de estos
compuestos crioprotectores son diversos, estan formados por moléculas sencillas
y complejas, como las proteinas anticongelantes sintetizadas (Vajta & Yovich,
2008).

Los crioprotectores son categorizados como permeables y no permeables.
Los crioprotectores permeables se caracterizan por ser de bajo peso molecular,
pueden atravesar la membrana plasmatica y su funcion es reemplazar el volumen
de agua intracelular, para evitar dafios en la célula por la formacién de cristales de
hielo durante la congelacién (Vajta & Yovich, 2008). Algunos ejemplos son el glicerol
(G), el etilenglicol (EG) y el dimetilsulféxido (DMSQO). Por otro lado, los

crioprotectores no permeables son de alto peso molecular por lo que no pueden
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ingresar a la célula, su papel es causar una rapida deshidratacion celular mediante
o0smosis con el fin de aumentar la viscosidad de la membrana (Boiso, 2001).
Ejemplos de este grupo son la trehalosa, la sacarosa y la lactosa. En el presente
trabajo se utiliz6 una mezcla de crioprotectores, consistente en sacarosa (no

permeable) y etilenglicol (permeable).

La sacarosa es un agente crioprotector no permeable efectivo a alta
cantidades de congelacion (Avila et al., s. f.), por otro lado, el etilenglicol (EG) se ha
utilizado mucho en la vitrificacion de ovocitos humanos y embriones porgue tiene un
bajo peso molecular, lo que le permite penetrar facilmente en las células, ademas
de ser menos tdxico. Esto lo hace una opcion efectiva y segura para preservar las
células. (Chian et al., 2004)

Desvitrificacion por método Cryotech®

El método de desvitrificacion consiste en el descongelamiento del material bioldgico
(células o tejido) que han sido almacenados en temperaturas bajas (-196°C) en
nitrégeno liquido. EI método de Cryotech® utiliza soluciones de desvitrificacién
atemperadas entre 25-27 °C, para la recuperacion de los ovocitos o embriones
posterior a su vitrificacibn. Consta de una solucidbn de desvitrificacion o
descongelacién (sacarosa 0.5 M), Solucién de diluciéon (sacarosa al 0.1 M) y
solucién de lavado. Llevando los cryotops a las placas de desvitrificado de manera
rapida, se sumerge en el primer pozo de solucién de desvitrificacién, visualizando
los ovocitos en un primer pozo durante 1 min en sacarosa 0.5M, posteriormente el
ovocito se pasara a un segundo pozo con sacarosa al 0.1 M por un lapso de 3 min.,
y sera llevado a un pozo de solucion de lavado (Kuwayama et al., 2010). Llevando

los ovocitos recuperados a una placa de cultivo para evaluar su supervivencia.

Maduracién in vitro

La maduracion in vitro (IVM) es una técnica implementada en el desarrollo y

crecimiento del ovocito, donde se promueve la capacidad del ovocito de sustentar
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el desarrollo del embridn (Coticchio et al.,, 2015). Se recomienda para pacientes con
sindrome de ovario poliquistico (SOPQ), hiperestimulacion ovarica o aquellas que
no desean la estimulacion ovarica (Remohi Giménez et al., 2013). Dentro de las

ventajas de esta técnica es la seguridad del paciente y reduccién de costos.

Cuando el ovocito entra en meiosis, se detiene en la profase de la primera
division meidtica. Inicialmente esta obstruccion es provocada por factores
particulares del ovocito, los cuales se mantienen gracias a factores aportados por
procesos intercelulares comunicantes. De tal manera que la maduracion nuclear no
ocurra hasta que se haya producido la maduracion citoplasmatica (Remohi Giménez
et al., 2013). La técnica IVM consiste en la recuperacion de ovocitos inmaduros de
los foliculos antrales ovéricos no estimulados y su cultivo en un medio apropiado
(pH 7.2 - 7.3) para llevarlos a su maduracion, todo esto en un ambiente estéril y a

una temperatura de 37 °C (Remohi Giménez et al., 2013).

Antecedentes

En area de la criopreservacion, cada dia se investigan nuevas técnicas y
crioprotectores que aumenten las tasas de recuperacibn de ovocitos,
espermatozoides y embriones viables después de ser sometidos a la

criopreservacion para disminuir el dafio criogénico a las células.

El progreso en los métodos de criopreservacion en la embriologia de diversos
animales mamiferos no ha sido lineal. Inicialmente, en 1972, Whittingham y
colaboradores (Vajta & Yovich, 2008) realizaron la congelacion de embriones de
raton, posteriormente en 1977 este grupo realiz6 por primera vez la congelacién de
ovocitos en raton. (Vajta & Yovich, 2008).Para 1983, Trounson y Mohr realizaron la
congelacion de embriones humanos (Vajta & Yovich, 2008), llevando a Rall y Fahy,
en 1985 (Vajta & Yovich, 2008), a cambiar el método de congelacion para la
vitrificacion de embriones de raton. Después, en 1989, Nakagata realizd la

vitrificacion de ovocitos de raton. Por lo que los antecedentes llevaron a Kuwayama
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y colaboradores, en 2005, a realizar la vitrificacion de embriones y ovocitos a gran
escala (Vajta & Yovich, 2008).

Esto llevo a la propuesta de diversos sistemas de clasificacion, aunque
ninguno de ellos fue satisfactorio en su totalidad, ya que produjo categorias basadas
en distintos rangos, como la distribucion de los compuestos crioprotectores
(equilibrio o no equilibrio), la velocidad de enfriamiento (enfriamiento lento, rapido o
muy rapido ) o el mecanismo de solidificacion de la solucion que contiene la muestra

bioldgica(congelacién o vitrificacion) (Vajta & Yovich, 2008).

Con base en la técnica de vitrificacion, el Dr. Masashige Kuwayama
(Kuwayama et al., 2005) desarroll6 el método Cryotech que consiste en el uso de
un recipiente de polipropileno, unido a un mango de plastico, que dispone de un
agente crioprotector para proteger a las muestras durante el almacenamiento a
temperaturas bajas. En el proceso de vitrificacion las células no sufren la formacion
de cristales gracias a los agentes protectores. Gracias a este método, Kuwayama
ha vitrificado embriones y ovocitos y después de la desvitrificacion ha logrado
obtener hasta un 91% de recuperacion de 6vulos y embriones viables (Kuwayama
et al., 2005).

Es muy importante resaltar que en la literatura reportada los trabajos se han
enfocado en la criopreservacion de ovocitos maduros o de embriones, pero no en
la evaluacion de la viabilidad de ovocitos inmaduros criopreservados. Asi, por
ejemplo, Sirait et al. (2022) mencionan que la FIV de ovocitos previamente
vitrificados en humanos han tenido resultados positivos en el aumento de la tasa de
supervivencia de los ovocitos desvitrificados, la tasa de fecundacion y embarazos
clinicos en buen término; a pesar de ello existen limitaciones en la criopreservacion
de ovocitos maduros en pacientes con cancer. Los protocolos conllevan una
estimulacién ovérica que involucra la administracion de hormona liberadora de
gonadotropinas, que son causantes de retraso en las terapias en contra del cancer,

es por ello que se debe considerar la vitrificacion de ovocitos inmaduros como una
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opcion. Estos autores sefialan que se tiene bien estandarizado el procedimiento de
vitrificaciéon de ovocitos maduros y embriones; sin embargo, la vitrificacion de
ovocitos inmaduros sigue siendo discutible debido a su baja tasa de maduracion y

fecundacion in vitro posterior a la desvitrificacion.

En el mismo &mbito, Veeck et al. (1983) desarrollaron un proyecto en el cual
utilizaron ovocitos de humano en diferentes etapas de madurez, en donde se
estimulé a los foliculos por medio de gonadotropina menopausica humana (hMG),
gonadotropina coriénica humana (hCG) y FSH y se obtuvieron 74 ovocitos
inmaduros (con base en las caracteristicas morfolégicas de los ovocitos). Después
de periodos de incubacion de 22-35 horas en medio de cultivo Ham’s F-10, los
ovocitos fueron inseminados con espermatozoides para su FIV teniendo como
resultado 44 ovocitos fecundados y transferidos en 30 pacientes, pero logrando

solamente 8 embarazos. (Veeck et al. 1983)

Por otra parte, Seki et al. (2023) realizaron estudios sobre la criopreservacion
ultrarrapida de embriones de ratas en todas las etapas de desarrollo y mediante un
procedimiento de vitrificacion de pequefio volumen realizaron su almacenamiento
eficaz en criotubos (también conocidos como crioviales), lo que justifica su uso ya
gue un método de almacenamiento alternativo, los cryotops, son dispositivos con
un precio elevado en comparacion de los criotubos. Asi mismo, el cryotop sélo
permite criopreservar un bajo numero de embriones u ovocitos (5-10 embriones)
mientras que en los crioviales es posible almacenar entre 20-100 embriones (Seki
et al., 2023).

Khalili et al. (2017) sefialan que los avances recientes en TRA han sido
beneficiosas, logrando el desarrollo y nacimientos en humanos mediante la
combinacion de las TRA (MIV y la vitrificacion de ovocitos). Aunque la vitrificacion
de ovocitos maduros in vivo sigue siendo una de las técnicas mas efectivas en la
actualidad, el uso de ovocitos inmaduros sometidos a Criopreservaciéon y su

posterior MIV se ha convertido en una estrategia clave para la preservacion de la
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fertilidad, especialmente en pacientes con patologias, tratamientos oncolégicos,

sindrome de ovario poliquistico (SOP), entre otros.

Gracias a diversos trabajos e investigaciones en humanos y animales
relacionados con las TRA, se ha logrado ofrecer soluciones eficientes ante
diferentes problematicas e incognitas, brindando estrategias a mujeres y especies

animales que desean conservar su capacidad reproductiva.

Modelo bioldgico

Para este proyecto se utilizé el modelo experimental del ratén (Mus musculus) de la
cepa CD-1. Este modelo es excelente por ser un animal poliovulante y porque el
ciclo estral en los ratones, al igual que en muchos mamiferos, presenta cambios

ciclicos en la actividad reproductiva de las hembras (lzquierdo et al., 2014).

Justificacion

Actualmente las mujeres han logrado desarrollarse de manera profesional y por ello
han decidido postergar la maternidad, mientras que otras han presentado
problemas para poder quedar embarazadas, debido a factores enddgenos o
exogenos. De igual manera, en varias especies de animales se ha visto afectada su
fertilidad, he incluso ha llevado a la extincion de diversas especies, principalmente
aguellas que son vulnerables a los efectos del cambio climético (Bizarro N., et al.,
2018), donde se ha demostrado que puede afectar el desarrollo y la calidad de

ovulos y espermatozoides.

En las técnicas de reproduccion asistida para pacientes que presentan
infertilidad o de pacientes que por alguna razén desean preservar sus ovocitos,
durante la aspiracion de los ovocitos es posible recuperar ovocitos inmaduros de
pacientes que seran sometidas a una Fecundacion in vitro (FIV) o a una
microinyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl). En el caso de

animales que sufrieron algun accidente o que se encuentren en peligro de extincion,
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se pueden recuperar los ovarios y todos los ovocitos que se encuentran en
diferentes estados de maduracion, para su posterior uso en una TRA. En estos
casos, es deseable criopreservar los ovocitos inmaduros y madurarlos en cultivo

posteriormente.

La criopreservacion es una técnica que se ha utilizado con el fin de preservar
la viabilidad de diversos tipos de células, por este motivo en el presente proyecto se
tuvo como objetivo determinar si la vitrificacion y posterior desvitrificacion de
ovocitos inmaduros afectan su capacidad de madurar en medio de cultivo HTF y

capacidad de fecundacion en el proceso de FIV.

Objetivo General
Estudiar el efecto de la criopreservacién de ovocitos inmaduros, obtenidos de
ratones de la cepa CD-1, sobre su maduracion en cultivo y uso en FIV.

Objetivos Particulares

1. Estudiar el efecto de la criopreservacion por vitrificacion ultrarrapida de ovocitos
inmaduros sobre su morfologia, en ratones hembra adultas de la cepa CD-1.

2. Estudiar el efecto de la criopreservacion por vitrificacion ultrarrapida de ovocitos
inmaduros sobre su maduracién (Mll) en cultivo, en ratones hembra adultas de
la cepa CD-1.

3. Determinar si el proceso de criopreservacion afecta la capacidad de los ovocitos

a ser fecundados por medio de la técnica in vitro.
Pregunta de investigacion

¢ Es posible madurar en cultivo ovocitos inmaduros que fueron criopreservados por

la técnica de vitrificacion ultrarrapida y posteriormente fecundarlos in vitro?
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Hipotesis
Someter a la criopreservacion por vitrificacion ultrarrapida a ovocitos inmaduros de
ratones hembra no afecta su maduracién en medio de cultivo HTF ni su capacidad

de ser fecundados in vitro.
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MATERIALES Y METODOS

El trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Biologia de la Reproduccion de

la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la BUAP.

Esquema de trabajo

Para el desarrollo del proyecto se realizaron 10 experimentos, en cada uno se
utilizaron 2 ratones hembra y 1 macho de la cepa CD-1, ambos de 10 semanas de
edad. Los animales fueron mantenidos en condiciones estandar de bioterio con
acceso libre al agua y al alimento. Los experimentos se ajustaron a la NOM-062-

Z00-1999 para el uso y cuidado de animales de laboratorio para experimentacion.

El disefio experimental que se realizé se ilustra en el siguiente diagrama de

trabajo:
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Fig. 2 Diagrama de trabajo del disefio experimental en grupo control (no
vitrificado) y experimental (vitrificado).
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Obtencidon de ovocitos

Para la obtencion de ovocitos, en cada experimento se realiz6 un frotis vaginal a las
ratones hembras, las muestras se observaron en un microscopio invertido de
contraste de fases (Nikon) para reconocer la citologia de las células e identificar

cuales hembras presentaban la etapa de estro (Fig.3).

Fig.3 Etapa de estro observado en microscopio NIKON invertido a 40X.

En cada experimento se sacrificaron 2 hembras en etapa de estro, usando una
camara de diéxido de carbono (CO2). Posteriormente se realizé una pequefia
incision abdominal en las ratonas para localizar los ovarios, al ubicarlos se
diseccionaron junto con el oviducto y eso permitié separarlos de los cuernos uterinos
(fig.2). Inmediatamente los tejidos fueron colocados en una caja Petri con solucion
salina tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS), que es una solucidon que se
utiliza para cultivar y manipular células de mamiferos. Este medio permitio limpiarlos
de sangre y retirar el exceso de grasas, consecutivamente los ovarios se colocaron
en medio HTF (human tubal fluid) para la recuperacion de los ovocitos bajo un
microscopio estereoscopico. Para ello, se separaron los ovarios del oviducto, con el
uso de dos agujas de insulina, el tejido del ovario se fraccioné y se recuperaron los

ovocitos inmaduros liberados de los foliculos antrales.

31



El nimero total de ovocitos obtenidos de ambas hembras se dividieron en dos
grupos, con un grupo se realizé el control y el segundo grupo fue el experimental.
Las células del grupo control no se vitrificaron y sélo se indujo su maduracién en
placas de medio de cultivo HTF, mientras que las del grupo experimental fueron
sometidas a criopreservacion y desvitrificacion. Ambos grupos fueron inducidos a
su maduracién en medio HTF y cuando las células ya habian madurado se usaron

en un procedimiento de fecundacion in vitro (FIV).

Los ovocitos inmaduros que no se vitrificaron (grupo. control) fueron
adicionados dentro de microgotas de 80 ul de medio HTF cubiertas con aceite
mineral en una caja Petri y se incubaron a 37°C, en atmdésfera de CO2 y ambiente
hamedo por 24 a 48 hrs hasta observar que se encontraron en etapa de metafase

Il (liberacion del primer cuerpo polar).

Criopreservacion

La criopreservacion de los ovocitos inmaduros del grupo experimental se llevo
a cabo por vitrificacion ultrarrapida, para ello se us6 la metodologia de Cryotech
(Kuwayama, 2007), un protocolo que se ha unificado para ovocitos y embriones en
todos los estadios de desarrollo. Para realizar este procedimiento se usaron las
siguientes soluciones: 1) solucién de equilibrio (ES) Etilenglicol 15%, 2) solucién de
vitrificacion (VS1) Etilenglicol 15%, y 3) sacarosa 0.5 M (VS2) como agente
crioprotector; todas las soluciones se mantuvieron a una temperatura de 37°C
(Chian et al., 2004).

Se hizo una adaptacién al método propuesto por Kuwayamay cols., por lo que
se us6 una caja Petri estéril (7.0 cm de diametro), como placa de vitrificacién. Con
ayuda de una micropipeta, con punta estéril, se aspiraron los ovocitos junto con un
poco de medio HTF y se colocaron en la microgota (100ul) de la solucion ES durante

10 min, al terminar el tiempo se pasaron inmediatamente a la primera microgota
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(100ul) de solucion VS1 por 30 seg y después se transfirieron a una nueva
microgota (100ul) de VS2 por 20 seg (Fig. 4).

A)

§ ) |

Fig. 4. Placa de vitrificacion que se usa en el método de almacenaje Cryotech (A) y
modificacién al método, aplicada en este proyecto (B). Tomado del Manual de uso
de Cryotech© (panel A) vy elaboracion propia (panel B). Created in
https://BioRender.com

Finalmente, el numero total de ovocitos recuperados después del
procedimiento se dividieron en 3 crioviales estériles, previamente etiquetados y
sumergidos en nitrogeno liquido, se colocaron en el interior con un volumen minimo
de solucién VS. Posteriormente se tapo el criovial y se procedié a almacenarlos en
un tanque de nitrégeno liquido (NzL), a -196 °C.

Obtencion de espermatozoides

Para la obtencion de los espermatozoides que se usaron en la FIV, se sacrifico un
macho adulto mediante asfixia en cAmara de di6xido de carbono (CO2). Después se
realizd una pequeiia incision abdominal en el raton para localizar los dos testiculos
y los epididimos, se identificé la cola del epididimo y el conducto deferente, se
separaron y se usaron para obtener los espermatozoides al inyectar 1 ml de medio
HTF adicionado con albumina al 4% por el conducto deferente. Posteriormente se
realizd una incision en la cola del epididimo, por donde salieron los

espermatozoides.
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Las células obtenidas se incubaron en un tubo cénico, a 37 °C en una
atmaosfera de aire y CO2 al 5% durante 45 minutos, adicionado con 1 ml de medio
HTF y albumina al 4% para mantener su viabilidad y posteriormente usarlos para

realizar la FIV.

Desvitrificacion y cultivo de los ovocitos

Después de un periodo de almacenamiento de 1-3 semanas en NzL, los ovocitos
inmaduros se desvitrificaron. Para ello, se procedio a retirar el criovial del tanque de
N2L, bajo un microscopio estereoscopico a 40 X se recupero la gota de medio con
los ovocitos y se pasé a 37°C. Una vez descongeladas las células, se transfirieron
a una caja Petri en los siguientes tiempos y soluciones, atemperadas a 37°C: a) 1
minuto en sacarosa 0.5 M, b) 3 minutos en sacarosa 0.1 My c¢) 10 minutos en medio

de incubacion HTF.

Posteriormente, los ovocitos se pasaron a una microgota de medio HTF en
una caja de medio de cultivo, se incubaron a 37°C en atmésfera de aire y CO: al
5% por 24 hrs o hasta observar la maduracion del ovocito (Metafase I, Mll), es decir
cuando presentd el primer corpusculo polar. Después de este tiempo se analizo la
morfologia de las células para realizar una fecundaciéon in vitro en el grupo

experimental.

La morfologia optima del ovocito es subjetiva ante quien lo observa, sin
embargo, en base con los criterios tomados de Singh et al., (2023), la morfologia
normal de un ovocito se caracteriza por un citoplasma claro, un cuerpo polar anico,
un grosor adecuado de la zona pellcida, un espacio perivitelino adecuado y una
capacidad intrinseca de los ovocitos para experimentar una maduracién meiética

y una fecundacion normal.

34



Fecundacion In Vitro

A los ovocitos del grupo no vitrificado (control) que se encontraron en Mll después
de su cultivo se utilizaron para una fecundacién in vitro. Para realizar este
procedimiento, en una caja Petri con 4 microgotas del medio HTF (80 ul) y cubiertas
con aceite mineral atemperado a 37 °C se colocaron en cada microgota 3-4 ovocitos
y 50,000 espermatozoides. Después de afiadirlos, se continuaron incubando bajo
las mismas condiciones y peridodicamente se revisaron bajo un microscopio invertido
a 40 X hasta observar la formacion de los pronucleos (masculino y femenino) y
posteriormente las primeras dos divisiones celulares embrionarias. Estos criterios
se utilizaron para determinar cuéles ovocitos si fueron fecundados, por lo que se dio

inicio al desarrollo embrionario (Fig. 2).

Después de la maduracion en cultivo de los ovocitos criopreservados, se
sometieron a un procedimiento de fecundacion in vitro bajo la misma metodologia

gue se describié para el grupo control.

Analisis estadisticos

Para analizar los resultados que se obtuvieron se realiz6 una prueba t pareada para
comparar las medias aritméticas del porcentaje de maduracién de ovocitos y
desarrollo embrionario del grupo no vitrificado con el grupo vitrificado. Previamente
a ese andlisis se realiz6 una prueba Shapiro-Wilk test para revisar la normalidad de
la distribucién probabilistica de los datos de cada grupo, misma que indic6 que éstos

se ajustaban a la distribucion normal (p > 0.05).
La significancia de los resultados de la prueba t-Student se determin6 con base

en un valor alfa de 0.05 para todas las pruebas y se usé el paquete estadistico

GraphPad Prism Demo version 8.00 para Windows.
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RESULTADOS

Se tomaron los pesos de los ratones y se obtuvo que las hembras presentaron un
peso promedio de 36.5 £ 2.24 gr y los machos presentaron un peso medio de 38.7
+ 1.56 gr.

Peso Ratones

50 -

40 -
8 30-
&
@ 20-

10+

387
0 |
Macho Hembras

Fig. 4. Promedio de pesos de los ratones macho y hembras previo a su

sacrificio.

Efecto de la criopreservacion de ovocitos inmaduros sobre su morfologia

De los diez experimentos realizados, se recuperaron un total de 360 ovocitos,
los cuales fueron distribuidos en dos grupos: el grupo no vitrificado, compuesto por
ovocitos inmaduros que se sometieron directamente a maduracion con medio HTF
y posteriormente a fecundacion in vitro (FIV), y el grupo vitrificado, formado por
ovocitos inmaduros que pasaron por un proceso de criopreservacion mediante
vitrificacion ultrarrapida, desvitrificacion, maduracion con medio HTF vy
posteriormente FIV. Al analizar la morfologia de los ovocitos, se encontré que el
porcentaje de ovocitos con morfologia normal fue similar en ambos grupos: 40% en

los no vitrificados y 41% en los vitrificados, lo que sugiere que la vitrificacion
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ultrarrapida no afectd significativamente la morfologia de los ovocitos inmaduros

(Tabla 1).

Tabla 1. Evaluacion de la morfologia de los ovocitos de ambos grupos de trabajo.

MORFOLOGIA
Grupos Anormal Normal
Desarrollo Embrionario
Vitrificado 58% (n=31)
59% (n=76) | 41% (n=53) :
(n=129) Maduros (presencia de 1° cuerpo polar)
42% (n=22)
Desarrollo Embrionario
No Vitrificado 46% (n=42)
60% (n= 139)|40% (n=92) :
(n=231) Maduros (presencia de 1° cuerpo polar)

54% (n=50)

A continuacion, se presenta una tabla que contiene fotografias de la morfologia

que presentaban los ovocitos maduros de cada uno de los grupos de trabajo, a

diferentes tiempos (Tabla 2).
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Tabla 2. Morfologia de los ovocitos maduros de ambos grupos de trabajo, a
diferentes intervalos de tiempo (Fotografias tomadas con VelabView).

Ovocitos maduros no Ovocitos
maduros criopreservados

criopreservados

Presencia de
primer corpusculo
polar en ambos
grupos.

(40 x)

Desarrollo
embrionario
después de 24 hrs
de la FIV.

(40 x)

Desarrollo
embrionario
después de 48 hrs
de la FIV.

(40X)
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Efecto de la criopreservacion de ovocitos inmaduros sobre su maduracion en cultivo.

Para evaluar el efecto de la vitrificacion ultrarrdpida en la maduracién de los
ovocitos, se trabajo con los dos grupos: el que fue vitrificado y el no vitrificado. La
maduracion de los ovocitos en cultivo se determiné observando la presencia del

primer cuerpo polar, que indica que el ovocito ha madurado (Metafase II).

Los resultados mostraron que el porcentaje total de células maduras fue mayor
en el grupo no vitrificado que en el criopreservado (54 y 42%, respectivamente
(Tabla 1). Sin embargo, al analizar los promedios por experimento, se obtuvo que
el grupo vitrificado tuvo ligeramente mejores resultados, con un porcentaje de
ovocitos que presentaron el primer cuerpo polar de aproximadamente 41.2%, frente
al 39.38% del grupo control (Fig. 5). Es importante destacar que esta diferencia fue
muy pequefia y no significativa estadisticamente (p > 0.05), lo que indica que la
vitrificacién ultrarrdpida no tuvo un efecto negativo ni positivo claro en la maduracién
de los ovocitos en este objetivo.
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i
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Fig. 5. Porcentaje de los ovocitos del grupo no vitrificado y vitrificado que maduraron
en cultivo (alcanzaron metafase II).

Efecto de la criopreservacion sobre la capacidad de fecundacion de los ovocitos

El proceso de vitrificacion al que fueron sometidos los ovocitos no afecté su
capacidad de fecundacion, pues en este grupo se tuvo un porcentaje de células
maduras que iniciaron el desarrollo embrionario después de la FIV similar al del
grupo no vitrificado (Fig. 6B). En el grupo control el 48.38% de los ovocitos
madurados fueron fecundados, en tanto en el grupo experimental se logré la
fecundacion del 53.16% de las células maduras. En el analisis estadistico se obtuvo
que no existe diferencia significativa entre ambos grupos (p> 0.05).

Primer Corplsculo Polar Desarrollo Embrionario
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Fig. 6. (A) Porcentajes de ovocitos control y experimental que quedaron arrestados
en etapa de metafase Il, es decir, que no fueron fecundados en el proceso de FIV.
(B) Porcentajes de ovocitos control maduro (sin vitrificacion y FIV) y ovocitos
experimentales maduros (criopreservados y FIV) que fueron fecundados vy
presentaron desarrollo embrionario. Nétese que esta proporcién es practicamente
la misma entre ambas cohortes.

Asi mismo, se registré el porcentaje de ovocitos que solo se quedaron en etapa de

maduracién y no lograron una fecundacién exitosa, representando el 51.61% en el
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grupo no vitrificado y el 36.83% en el grupo vitrificado (Fig. 6A). Nuevamente, no

hubo una diferencia significativa entre ambos grupos (p > 0.05).

DISCUSION

El peso registrado para los ratones, previo a su sacrificio, fue adecuado para ambos
grupos (machos y hembras) en funcién de su edad y talla, correspondiendo con
base a la literatura de que el peso del ratobn macho supera ligeramente al de la
hembra (Zufiga et al., 2015).

En este trabajo se desarroll6 la técnica de criopreservacion ultrarrapida en
crioviales, basandonos en la metodologia de Kuwayama y cols., obtuvimos que
nuestra modificacion a este procedimiento permite una adecuada preservacion de
la estructura celular de los gametos, lo que puede resultar idonea para las tasas de
éxito en la MIV y posteriormente la FIV.

Estudios previos como el de Remohi Giménez et al. (2013) y Torra-Massana &
Esbert (2016) han reportado que las TRA como la vitrificacion ultrarrapida, la MIV y
FIV tienen resultados favorables para las parejas que optan por estas alternativas,
por lo que el uso de estas técnicas es factible sin la necesidad de que sea
criopreservado el ovocito en metafase Il. Su eficacia radica principalmente en la
correcta aplicacion de agentes crioprotectores y la capacidad de manejar las células
con precision y hacer una identificacion adecuada. Aunado a eso, la vitrificacién
permite congelar los ovocitos u 6vulos a edades mas tempranas en los mamiferos
para utilizarlos en el futuro, lo que es util para postergar la maternidad o para

aguellos animales con problemas de fertilidad.

Desde hace afios se tenia el proposito de desarrollar tecnologias para la
criopreservacion en la etapa mas temprana de células germinales masculinas
(espermatogonias, espermatidas) y femeninas (foliculo primordial), con la

maduracion posterior in vitro hasta la etapa deseada (Woods et al., 2004), es por
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ello que la fecundacion y el desarrollo del embriébn completamente en condiciones
in vitro a partir de foliculos primordiales se ha logrado en ratones; sin embargo, las
técnicas para ésta y otras especies aun sigue en desarrollo (Leonel et al., 2024).
Por lo que gracias a diversos trabajos se han publicado mas de 400 articulos
referentes a las tasas de supervivencia y desarrollo de ovocitos y embriones con

vitrificacidn a lo largo de las ultimas décadas (Vajta & Yovich, 2008).

Los resultados obtenidos demuestran que la criopreservacion por vitrificacion
ultrarrapida no afecta la estructura morfolégica de los ovocitos ya que el porcentaje
de células con una morfologia adecuada fue similar al de las células no
criopreservadas. Consideramos que este efecto positivo se atribuye al uso de la
mezcla de los crioprotectores etilenglicol (permeable) y sacarosa (no permeable),
gue preservaron la viabilidad de la célula, ya que parte de su mecanismo de accién
es promover una rapida deshidratacion y amortiguar el efecto de la alta
concentracion de solutos en el interior de la célula. Es por ello que obtuvimos que,
en promedio, el 40% de los ovocitos en ambos grupos desarrollaron su maduracion

in vitro después de haber sido madurados en medio de cultivo HTF.

Si bien histéricamente la MIV ha tenido un menor éxito en las tasas de
implantacion, embarazos clinicos y porcentaje de nacidos que la técnica FIV
estandar (Walls et al.,2014), podemos proponer que si se implementaran medios de
cultivo por tiempos prolongados podriamos tener un desarrollo embrionario mas
adecuado gracias a los nutrientes proporcionados por la composicion de los
diferentes medios que se van utilizando (Remohi Giménez et al., 2013), en
concordancia con los cambios en las necesidades metabdlicas del embrion en
desarrollo. Por ejemplo, Veeck et al. (1983) utilizaron el medio Ham's F10 para el
crecimiento de células diploides humanas, logrando que sea igual de eficiente que
la FIV.

Por otro lado, se tiene registro de que diversos protocolos de congelamiento y

vitrificacion de embriones o de ovocitos han sido exitosos en ratones y ganado
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(Woods et al., 2004), por lo que el empleo de crioviales resulta ser una alternativa
efectiva y rentable, ya que ofrecen la ventaja de almacenar una mayor cantidad de
volumen en comparacion con los cryotops, de acuerdo con lo reportado por Seki et
al. (2023). En este trabajo encontramos que el proceso de criopreservacion no
afecta la capacidad de los ovocitos para ser fecundados por medio de la técnica in
vitro, ya que fueron similares los resultados de ambos grupos. También obtuvimos
que los ovocitos pueden ser vitrificados en etapa de maduracion o inmaduros y
mantener una probabilidad mayor al 50% de ser fecundados al ser sometidos a la
FIV. Sin embargo, el desarrollo embrionario no superaba el dia 2, lo cual puede
atribuirse al espacio en donde se desarrollaron los experimentos; de acuerdo con
Remohi Giménez et al. (2013), las condiciones a las que los gametos y embriones
son expuestos son pieza clave para un desarrollo adecuado, ya que durante un
proceso de cultivo o FIV las células se ven sometidas a una serie de situaciones
artificiales como los cambios de temperatura, la presion de COz de la camara de
incubacion, por ejemplo, que pueden llegar a afectar la viabilidad y desarrollo.

Perspectivas

Por lo tanto, una perspectiva a futuro seria realizar la maduracion de los
ovocitos en diferentes tipos de medio de cultivo, o bien implementar el cultivo
secuencial como se ha probado en otros estudios (Dorado et al., 2006).Por ejemplo,
podria estudiarse el efecto de cambiar el medio al segundo dia por uno que
suplemente el desarrollo del embrion, como el caso del medio G-2™ Plus, que es
utilizado como medio de cultivo en embriones humanos para poder potencializar el
progreso del embrion desde la etapa de 8 células en el tercer dia hasta la etapa de
blastocisto (Dorado et al., 2006).

Otros estudios futuros que se deben abordar son la evaluacién del uso de
nuevos medios de cultivo en ambientes del laboratorio adecuados para aumentar el
porcentaje de ovocitos madurados. También se deben realizar estudios donde se
renueven los medios de cultivo de los ovocitos fecundados cada 24 horas, para

ayudar a mantener su viabilidad y desarrollo. De igual manera, es necesario realizar
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estudios con diferentes crioprotectores o bien usar otras concentraciones de los
mismos crioprotectores de este trabajo, para analizar si existen mejorias en la

preservacion de las células.

Es necesario ademas realizar analisis morfométricos de los ovocitos que
fueron vitrificados y no vitrificados, para contar con medidas cuantitativas de su alta
calidad para usarlos en un tratamiento como la FIV. Actualmente, se utilizan
programas de inteligencia artificial que son capaces de evaluar y ayudar en el
analisis de la viabilidad y secuencia de formacion ovocitos y embriones, por lo que
podria tomarse en cuenta para implementarlo en futuros estudios en esta linea de

investigacion (Jiang et al., 2023).

Finalmente, es necesario llevar estos estudios y aplicarlos para la preservacion
de especies mamiferas en peligro de extincion ademas de dar solucién a

problematicas en pacientes femeninas.

CONCLUSION

La criopreservacion por vitrificacion ultrarrdpida no tiene un impacto negativo en los
ovocitos inmaduros, ya que éstos son capaces de madurar en medio de cultivo HTF

y de ser fecundados en una FIV, logrando el inicio del desarrollo embrionario.
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ANEXOS

Medios y soluciones

Para el proyecto se requirieron utilizar medios que fueron realizados y comprados

de acuerdo con la metodologia de cada TRA que se desarrollo.

Tabla 1. Composicion de medios y funcion de medios utilizados en el proyecto.

Medio

Funcién

Compuesto

HTF+ AlbUmina

Capacitacion de los
espermatozoides.

Albumina 4% (0.2 ml de albumina)
Medio HTF (10 ml)

Solucién de componentes
hidrosolubles de baja

(InVitroCare)

mantenimiento de fisiologia y
morfologia celular.

Solucién de citotoxicidad que evitan y Etilenglicol 15% (15 gr en 100 pL)
Equilibrio disminuyen la formacion de H,O destilada (25 ml).
cristales de hielo al bajar la
temperatura.
Solucién de Solucpn que lleva incorporados Etilenglicol 15% (15 gr en 100 pL).
T crioprotectores de alta
Vitrificacion L Sacarosa (4.27 gr).
concentracion.
Sacarosa Prlmerr)aa;s;leulcr:?gtggosggarosa 4.27 g de sacarosa (0.5M)
05M desvitrificacion. H,O destilada (25 ml)
s Segunda solucién de sacarosa 0.854 g de sacarosa (0.1M)
acarosa . !
01M para eI. rr)t_atod_o de H,O destilada (25 ml)
' Desvitrificacion
Agua ultrapura
DPBS Solucidn fisiolégica para Cloruro de sodio

Cloruro de potasio
Dihidrogenofosfato de potasio
Dihidrogenofosfato de sodio deshidratado

HTFsa

Medio utilizado como medio de
cultivo para el desarrollo de
embriones.

Solucién sintética.

Bicarbonato de Sodio 25mM
Sin Albimina humana fraccién V Con/Sin
antibiotico

Aceite Mineral

Se emplea para cubrir las
placas de cultivo con el
proposito de mantener

constantes la temperatura, la
osmolalidad y pH.

Aceite transparente e incoloro, compuesto
principalmente de alcanos y cicloalcanos
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