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RESUMEN

Serealizo unarevision bibliografica con el fin de analizar el reporte de los efectos moleculares
y bioquimicos de la vitrificacion, sobre el desarrollo morfologico y la expresion génica
de ovocitos bovinos. Se utilizaron los motores de busqueda Scopus y Pubmed para la
seleccion de articulos de investigacion y de revision de revistas indexadas cuyas tematicas
estuvieran relacionadas con la viabilidad (morfologia de nticleo y citoplasmas) de ovocitos
bovinos y la expresion de los genes igf-egf. Los criterios de inclusion estuvieron basados
especialmente en articulos que mostraron una descripcion de los factores que afectan
la viabilidad y la expresion génica. El anélisis mostrd que el estudio de los métodos de
preservacion de ovocitos es un tema atractivo entre paises especialmente de América y
Asia. Las técnicas de vitrificacion y congelamiento de ovocitos bovinos han sido estudiadas
desde 1991 siendo una de las mas utilizada a lo largo de los afios para ejercer una mejor
produccion bovina. Las técnicas de congelacion y vitrificacion son ampliamente utilizadas
tanto en el campo de la investigacion como en el area comercial para la produccion de
embriones de bovinos de manera in vitro, siendo ambas efectiva para la preservacion de
ovocitos. No se encontr6 reporte de alteraciones morfoldgicas irreversibles en la célula
que estuviera asociada a la técnica de preservacion utilizada.
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Vitrification on morphological development and gene

expression of oocytes to produce bovine embryos of
tropical breeds

ABSTRACT

A literature review was carried out to analyze the report of the molecular and biochemical
effects of vitrification on the morphological development and gene expression of bovine
oocytes. The search engines Scopus and Pubmed were used for the selection of research
and review articles from indexed journals whose topics were related to the viability
(nucleus and cytoplasm morphology) of bovine oocytes and the expression of igf-egf
genes. The inclusion criteria were based especially on articles that showed a description of
the factors affecting viability and gene expression. The analysis showed that the study of
oocyte preservation methods is an attractive topic among countries especially in America
and Asia. The techniques of vitrification and freezing of bovine oocytes have been studied
since 1991 being one of the most used over the years to exercise better bovine production.
The freezing and vitrification techniques are widely used both in the research field and in
the commercial area for the production of bovine embryos in vitro, being both effective for
the preservation of oocytes. There were no reports of irreversible morphological alterations
in the cell associated with the preservation technique used.

Key words. Vitrification, morphological development, oocyte gene expression, bovine
embryos.
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INTRODUCCION

La biologia reproductiva aplicada a la
actividadde ganaderiahageneradoimpactos
invaluables en el campo investigativo. Estos
avances han contribuido con el desarrollo
de tecnologias que, en los ultimos afios, han
sido utilizadas con propositos comerciales.
En este contexto, se presenta una propuesta
basadaen el estudio de laproduccidn in vitro
de embriones bovinos, como herramienta
de mejoramiento genético. La aplicacion de
principios biotecnologicos que conduzcan a
la optimizacion de procesos que mejoren la
eficiencia de la técnica in vitro', permite la
1dentificacion y andlisis de los fendmenos
moleculares y bioquimicos ocurridos
durante la maduracion del ovocito, la
capacitacion espermatica, la interaccion
de gametos y el desarrollo embrionario
temprano, para lograr resultados de interés
cientifico que sean traducidos en avances
de interés econdmico al sector ganadero?

La técnica de vitrificacion viene
siendo utilizada como mecanismo de
preservacion de muestras biologicas,
para la optimizacion de las practicas de
reproduccion bovina con miras en el
mejoramiento de razas®. Su importancia
deriva de las limitaciones que muestra el
congelamiento de embriones, proceso que
ha sido utilizado tradicionalmente, para crio
preservar embriones producidos in vivo
y cuyos resultados muestran una calidad
inferior de embriones y alteraciones de
tipo fisiologico, bioquimico y/o molecular,
que pueden influenciar la capacidad de
desarrollo y la viabilidad de este®.

Bajo este concepto ha sido realizada
esta revision bibliografica documental,
con el objetivo de analizar los efectos
moleculares y bioquimicos que han sido
reportados en relacion a la técnica de
vitrificacion como proceso alternativo de
preservacion de muestra ovocitaria para
la produccion in vitro de embriones. En
primer lugar, se identificaron las diferencias
en la morfologia del nucleo de ovocitos
bovinos congelados y vitrificados que
mas han sido reportadas en la literatura,
luego se describieron las diferencias en
la morfologia del citoplasma de ovocitos
bovinos congelados y vitrificados para
finalmente determinar si existe reporte de
aumento o disminucion de la expresion de
los genes igf-egf en ovocitos vitrificados
frente a ovocitos congelados.

METODOLOGIA
Este estudio corresponde a una
investigacion  descriptiva de  tipo

documental® con enfoque cualitativo. El
método de recoleccion de datos utilizados
fuelarevision bibliograficabajo el concepto
de busqueda y recopilacién de informaciéon
actualizada y relacionada con los objetivos
propuestos en motores de busqueda tales
como Scopus, Pubmed entre otros. Los
descriptores utilizados fueron: “Produccion
in vitro y embriones”, “Ovocitos bovinos y
viabilidad”, “Expresién génica y ovocitos
bovinos”y “Brahméan, Gyr, Romosinuano”.
“In vitro production and embryos” Bovine
oocytes and viability”, “Gene expression
and bovine oocytes” and “Brahman, Gyr,
Romosinuano™.
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El tipo de andlisis empleado corresponde
a articulos relacionados con el estudio de
ovocitos provenientes de biotipos bovinos
puros y F1 de las razas Gyr, Brahman y
Romosiano. El andlisis estuvo centrado
en la viabilidad (morfologia de nucleo y
citoplasmas) y la expresion de los genes
1gf-egf.

De acuerdo con este tipo de estudio y las
fuentes de informacion utilizadas aplican
términos y condiciones comunes al uso de
todos los sitios web, aplicaciones, servicios
y productos de Elsevier y el National Center
for Biotechnology (NCBI). Se aclara que
las politicas de privacidad establecen que
la informacidén obtenida a partir de estos
recursos es de dominio publico y puede
ser copiada y distribuida libremente,
siempre que obligatoriamente se brinde el
reconocimiento respectivo a los autores y
revistas consultadas, de acuerdo con los
términos y condiciones establecidos por el
titular de los derechos de autor.

RESULTADOS
Busqueda y analisis de la informacion

La busqueda proporcion6 un numero
total de 350 articulos de los cuales, 200
se obtuvieron de la base de datos Scopus,
100 de Pubmed y 50 Science Direct, tal
como se puede apreciar en la figura 1. El
analisis de la afinidad de la tematica con
los objetivos de esta revision permitid la
construccion de una matriz de referencia
de 57 articulos incluidos en este trabajo
de acuerdo con la tematica, ya sea de
vitrificacion o congelamiento.

A partir de la revision se considerd que el
estudio de los métodos de preservacion de
ovocitos es un tema atractivo entre paises
especialmente de América y Asia. El mayor
numero de publicaciones seleccionadas
que describian técnicas de preservacion
fueron desarrolladas en Colombia. Estos
resultados sugieren un interés creciente en
la tecnificacion de la actividad de ganaderia
en estos paises®. Japon, Uruguay, Ecuador,
Chile y Pert también muestran un menor
numero de publicaciones, aunque fueron
seleccionadas aquellas cuya tematica
guarda relacion con los objetivos de esta
revision. Lo cual se visualiza en la figura 1
presentada a continuacion:

Figura 1. Origen de publicaciones.
Distribucion de  las  publicaciones
encontradas por paises y tematicas, ya sea
de vitrificacidon o congelamiento

Lastécnicasdevitrificacionycongelamiento
han sido estudiadas desde 1991. A partir de
este aflo, se observa un comportamiento
creciente de publicaciones que alcanza
un numero mayor de publicaciones
desde el afio 2002 hasta la actualidad. Es
importante destacar que el mayor nimero
de publicaciones fueron registradas entre
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los afios 2019 y 2020, aspecto que podria
estar relacionado con el desarrollo de la
biotecnologia molecular’
Preservacion de ovocitos bovinos:
congelamiento vs. vitrificacion

La preservacion de ovocitos ha sido
implementada a lo largo de los afios para
encontrar las mejores condiciones que
aseguren un mayor rendimiento en los
procesos de maduracion y viabilidad de las
células. La bibliografia consultada mostrd
que la teécnica de congelamiento es una
buena practica para la conservacion de
ovocitos®, generando un progreso genético
rapido que impacta altamente la produccion
de leche o carne. Con esta técnica se ve un
mejor manejo de la informacion genética
y los dafios a la expresion de los genes y
nicleos no constantes’. En los ultimos
anos, esta técnica es cada vez mas utilizada
con expectativa de aumentar los casos de
éxito'.

La técnica de vitrificacion por su parte, se
refiere a un proceso fisico de solidificacion
de una solucion a bajas temperatura con
la formacién de cristales de hielo. Este
fenomeno puede ser considerado como
un incremento extremo de la viscosidad
y requiere de altas tasas de enfriamiento
y calentamiento''. Algunas caracteristicas
de esta es que hay contacto directo entre
los embriones y el nitrogeno liquido, se
utilizan altas concentraciones de crio
preservantes y las tasas de enfriamiento
son lo suficientemente rapidas para evitar

la pérdida del equilibrio osmético y el dafio
celular'?

Morfologia del citoplasma de ovocitos
bovinos congelados y vitrificados

Los efectos bioldgicos asociados a
la preservacion de células a bajas
temperaturas son complejos y todavia
desconocidos en muchos aspectos. Durante
el proceso de vitrificacion/desvitrificacion,
los ovocitos y embriones se someten a
diferentes condiciones que pueden llegar a
afectar su integridad: exposicion inicial a
los agentes crio protectores, enfriamiento
a temperaturas bajo cero, almacenamiento,
calentamiento y, finalmente, dilucion y
eliminacidn de los agentes crio protectores
con retorno a un ambiente fisiologico'

Genes igf-egf en ovocitos vitrificados y
congelados

El factor de crecimiento insulinico tipo
1 (IGF1) es un polipéptido sintetizado
en oOrganos de importancia reproductiva
como el hipotdlamo, ovario, oviducto y el
utero, ademas de la placenta, el corazon, el
pulmon, el rindn, el higado, entre otros'.
El IGF-I endocrino se asocia con varias
caracteristicas reproductivas, tales como la
edad al primer parto, la tasa de concepciony
concepcion al primer servicio. La principal
aplicacion es la posible utilidad de la
concentracion de IGF-I como un factor de
prediccion del éxito reproductivo'. Por
otra parte, el EGF es una molécula de 53
aminodcidos conun PM de 6 KDa, que enun
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tiempo se llamo urogastrona. La homologia
entre el EGF y el TGFa es de un 55%, y sus
acciones biologicas son semejantes, ya que
se unen al mismo receptor'®

DISCUSION

Losreportes bibliograficos incluidos en este
estudio mostraron que, segin su principio,
la técnica de vitrificacidn requiere un
periodo de tiempo menor para lograr el
congelamiento de la célula sin que exista
lugar para la formacion de cristales. Zarate'’
a partir de sus estudios comparativos entre
vitrificacion y congelamiento concluy6
que la morfologia de ovocitos evoluciona
correctamente hasta alcanzar su estado
de maduracion utilizando la técnica
de vitrificacion. Aunque la técnica de
congelacion también permite obtener
ovocitos viables, el rendimiento y la calidad
morfologica son mayores en ovocitos
maduros que fueron preservados mediante
la técnica de vitrificacion.

Respecto a los efectos moleculares y
bioquimicos de la técnica estudiada se
encontrd que son pocos los reportes de
efectos negativos sobre ovocitos cuando
el método de preservacion utilizado es el
congelamiento'®. Estudios experimentales
de Landin' en los cuales se evalta el efecto
de la vitrificacion en la calidad y madurez
de los ovocitos bovinos, mostraron que
a partir de un total de 114 ovocitos, 50
estaban ubicados en una categoria I de
mayor calidad, 37 en categoria II de
calidad intermedia y 27 en categoria III

de baja calidad. Los tres tipos de muestra
no presentaron alteraciones que pudieran
relacionarse con el método de preservacion
utilizado.

Otros estudios mostraron el procedimiento
de evaluacion de la capacidad de desarrollo
in vitro de ovocitos bovinos de vacas
mestizas B. taurus y B. indicus. Los
ovocitos fueron recuperados de ovarios
de hembras bovinas provenientes de un
matadero comercial. Para la obtencion
de los complejos cumulus-ovocitos
(CCO) se realizé la técnica de Slicing,
seleccionando los ovocitos que tenian al
menos una capa de células del cumulus y
un citoplasma homogéneo. Los resultados
de este estudio demostraron que el ganado
con predominancia fenotipica B. indicus
presentaba mejores tasas de maduracion
y fecundacion in vitro que el ganado
predominantemente B. taurus, debido a
que sus ovocitos son mas competentes con
genes termotolerantes, capaces de resistir
las condiciones ambientales del trépico y
que pueden llegar a desarrollarse en mayor
porcentaje que el ganado B. taurus®.

Silva?! evalu6 la tasa de maduracion in
vitro post descongelacion de ovocitos
bovinos, de la raza Frison Rojo Chileno,
parcialmente madurados y vitrificados. En
este caso a pesar de la reduccion en la tasa
de maduracion nuclear en comparacion
a los ovocitos control, la vitrificacion de
ovocitos parcialmente madurados es una
alternativa efectiva para la conservacion de
material genético proveniente de hembras
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bovinas de la raza Frison Rojo Chileno.
Pelaez?* resalta la calidad y confiabilidad
de ambas técnicas en la produccion
animal, aspecto reafirmado por Sanchez*
quien considera que la transferencia de
embriones in vitro es una técnica de alto
valor cientifico debido a que impacta
directamente los indices reproductivos y
productivos, mejorando su clasificacion
genética y obteniendo mucho mas rapido
estudios de progenie de sus ejemplares.

CONCLUSIONES

Los modelos econdmicos tan fuertes como
la actividad de ganaderia, requiere un
constante fortalecimiento en tecnologia e
imnovacion para mantener su importancia
dentro de las cifras de produccion. En
este sentido, el disefio de propuestas
potencialmente eficaces requiere de un
analisis detallado de todos los aspectos que
influyenen el éxito delatecnologiaaplicada.
Aunque son muchos los avances generados
hasta el momento en la produccion de
embriones bovinos de manera in vitro,
las tasas de rendimiento y porcentajes de
¢xito revelan la necesidad de optimizar los
procesos para lograr mejores resultados.

La construccion de este referente
bibliografico para la aplicacion de técnicas
de preservacion tales como la congelacion
y la vitrificacion permitido establecer
principalmente que, en Colombia existen
grupos de investigacion dedicados a
optimizar el proceso de cultivo in vitro
de embriones, analizando las técnicas

de preservacion y sus efectos sobre las
c€lulas sexuales y embriones de bovinos.
De ahi que, las técnicas de congelacion y
vitrificacion son ampliamente utilizadas
tanto en el campo de la investigacion como
en el area comercial para la produccién de
embriones de bovinos de manera in vitro.

A su vez, existen estudios experimentales
que sustentan una mayor eficiencia de la
técnica vitrificacion para la preservacion
de ovocitos en estadio maduro mientras
que, en contraste también hay estudios
experimentales querevelan que latécnicade
congelamiento lenta, permite la utilizacion
de ovocitos en técnicas de fertilizacion sin
que se afecte su viabilidad**

De cierta forma, tanto la técnica de
congelamiento como la de vitrificacion
constituyen una buena alternativa de
preservacion de ovocitos. Su principal
diferencia estd en el estadio del ovocito
para el cual es mas Optima cada una. De
esta forma, el congelamiento puede ser
utilizado en cualquier estadio logrando
buenos resultados, mientras que la
técnica de vitrificacion ofrece los mejores
resultados en ovocitos maduros.

De acuerdo a la bibliografia consultada,
las técnicas de preservacion analizadas
en este trabajo no producen alteraciones
morfologicas irreversibles en la célula.
Estudios experimentales muestran un alto
porcentaje de recuperacion morfologica
posterior a la aplicacion de la técnica de
preservacion. Sin embargo, no existen
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reportes suficientes, que describan un
impacto de las técnicas de preservacion
analizadas en este estudio sobre la
expresion génica en ovocitos y embriones
de bovinos.

Por todo lo anterior se recomienda el
planteamiento de estudios experimentales
que permitan complementar la bibliografia
que soporta la importancia de las técnicas
de preservacion en el proceso de produccion
de embriones in vitro. El principal desafio,
es la determinacion de perfiles de expresion
génica que puedan ser caracterizados y
utilizados en el aumento del porcentaje
de ¢éxito de la tecnologia completa de
fertilizacion in vitro y transferencia
embrionaria en bovinos de razas de alta
produccion.
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