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Abreviaturas
E2: Estrogenos

P4: Progesterona

LH: Luteynising Hormone / Hormona Luteinizante

PBS: Phosphate Buffered Saline / Buffer fosfato salino

PGE2a / 1: ProstaglandinaE 2/ 1

DMSO: Dimetilsulféxido

SFB: Suero Fetal Bovino

BSA: Bovine Serum Albumin / Albdmina sérica bovina

TCM-199: Tissue culture medium 199 / Medio de cultivo tisular 199
GDF-9: Growth differentiation factor / Factor de diferenciacion de crecimiento 9
MMP9: Metaloproteasa de matriz 9

BCB: Brilliant Cresyl Blue / Azul de cresilo brillante

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARNmM: Acido ribonucleico mensajero

pl: Microlitro

ml: Mililitro

ng: Nanogramo

mg: Miligramo

G: Glicerol

EG: Etilenglicol

MEM: Medio esencial minimo

RAA: Reproduccién animal asistida

eCG: Gonadotropina coriénica equina

HAP: Horse Anterior Pittuitary Extract / Extracto hipofisiario equino
Ul: Unidades internacionales

CIDR: Comercial Available Intravaginal Drug Realeasing Device / Dispositivo de liberacion de
droga interna controlada



GnRH: Gonadotrophin Relasing Hormone / Hormona liberadora de gonadotropinas
GalT-1: Galactosiltransferasa 1

PIBF: Progesterone-induced Blocking Factor / Factor de bloqueo inducido por progesterona
PG: Propilenglicol

IFNt: Interferon tau

PVP: Polivinilpirrolidona

cGMP: Guanosin -3’, 5’ monofosfato ciclico

EGF: Epitelial Growth Factor / Factor de crecimiento epitelial

OPS: Open Pulled Straw / Pipeta estirada abierta)

SSV: Solid Surface Vitrification / Vitrificacion en superficie sélida)

Resumen

La reproduccion en caprinos ha avanzado de manera lenta durante los Gltimos afios al no tener una
estandarizacion de las técnicas y tecnologias usadas en otras especies para la reproduccion asistida. Como
parte de estas tecnologias se encuentra la vitrificacion, una alternativa desarrollada para la crioconservacion
de los tejidos, en este caso embriones, que no ha sido estudiada a profundidad en esta especie. En la presente
revision bibliogréafica se busca la manera de estandarizar la vitrificacion de embriones de caprinos a partir
de los hallazgos obtenidos en otras especies, l0s pasos previos para obtener una adecuada recuperacion de
embriones, la preparacion de los embriones (in vivo o in vitro), la cantidad y concentracién de soluciones
necesarias en cada paso. Las cabras, al igual que otras especies, deben ser sincronizadas previamente para
lograr obtener los embriones y transferirlos a la receptora en el momento adecuado, siendo el CIDR la mejor
opcion para este proposito. Los embriones deben ser recuperados entre el octavo o noveno dia después del
retiro del dispositivo de control del ciclo estral, cuando se encuentran como maérula compacta o blastocisto
temprano, y una vez recuperados los embriones se pueden transferir en un méaximo de 2 horas a la hembra
receptora o bien, conservar en medios como TCM-199 enriquecidos &cido ascorbico o SFB para evitar la
aparicion de especies reactivas de oxigeno (ROS) e insulina y acido ascérbico como enriquecimiento extra
para una correcta conservacion celular y una correcta implantacion. La fase de equilibrio es un paso
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sumamente importante, en el que es fundamental la temperatura y la concentracion creciente de soluciones
que se utilizardn después como Vvitrificantes. La solucion vitrificante debe estar compuesta por
crioprotectores permeables, impermeables y de bajo y alto peso molecular de manera que suceda menor

embriotoxicidad y haya el intercambio adecuado entre el medio intra y extra celular.

Las tasas de desarrollo post vitrificacion en los embriones son satisfactorias cuando se emplea un lazo de
nylon o cryoloop, al observarse menor cantidad de criodafio en las membranas debido al enfriamiento
uniforme de las paredes de los dispositivos. Es necesario realizar mas investigaciones que ayuden a
concretar la concentracién adecuada de crioprotectores para el desarrollo y supervivencia del embrion post-

implantacion en la hembra receptora.

Introduccion.

La reproduccion animal se ha posicionado como una de las ramas mas fuertes de la medicina
veterinaria. En la ultima década la reproduccion animal asistida (RAA) ha brindado un mayor
control sobre los procesos productivos, asi como la mejora de las caracteristicas fenotipicas y
genotipicas en los animales, uniformidad en las canales, asi como calidad superior en los productos
animales gracias a la seleccion de caracteristicas que contribuyen de manera positiva en éstas
(Madrid, 4).

La RAA nacié en el medio oriente, luego de que unos ladrones colocaran una gasa dentro de la
vagina de una yegua en estro, dejando que un equino de raza pura eyaculara, para después recuperar
la gasa y colocarla en el interior de una yegua con mayor calidad genética (Sanchez et al., 2011).
De manera documentada se tiene como primera referencia a Lazaro Spallanzani en 1795, tras
realizar una inseminacion artificial en caninos colocando semen en la vagina de la hembra,
logrando el nacimiento de crias viables (Sanchez et al., 2011; Barcat, 2009). Técnicas modernas
de RAA como la criopreservacion de embriones para su posterior transferencia, superovulacion,

fertilizacion in vitro, clonacién, sincronizacion de celos y la inseminacion artificial, son



ampliamente utilizadas en la medicina veterinaria, con resultados favorables en la produccion
animal. El uso de estas tecnologias significa también una gran cantidad de ventajas; por ejemplo,
en la investigacion, donde las Unicas variables son las modificadas por el investigador y no las
dadas por variabilidad genética. En bovinos se ha observado un menor intervalo generacional en
comparacion con otras especies animales, al ser posible rescatar ovocitos de hembras con 110 dias
de gestacion sin causar dafios en el feto y de esta manera seleccionar o conocer la calidad del
semental (Madrid, 2014).

El tema central de esta revision bibliografica, la vitrificacion, es un proceso fisico utilizado para la
solidificacion de 6rganos, tejidos y embriones, en el cual se utilizan soluciones vitrificantes que al
ser enfriadas no se cristalizan, pasando de un estado liquido a un estado sélido similar al vidrio. Es
mayormente utilizada en la reproduccion humana al no crear cristales en las estructuras
citoplasmaticas, con lo que el éxito del desarrollo embrionario durante una gestacion es mayor
(Celestinos y Gatica, 2002).

Como todas las demas técnicas de RAA, la vitrificacion ha sido adaptada y estudiada en los
animales, sin embargo, el éxito y los costos pueden variar tomando en cuenta los alcances
productivos que se buscan en cada especie y la importancia que se le da a la calidad genética de
los individuos. Es importante que la vitrificacion sea estudiada como una técnica que al mantener
con mayor integridad los tejidos embrionarios, supone una buena relacion costo-beneficio. En los
caprinos la vitrificacién significa ain costos elevados para el productor, ademas de necesitar
personal especialmente capacitado en su realizacion, pero la difusion de sus beneficios puede tornar
mas frecuente su realizacion y la consecuente baja en el costo.

La vitrificacion, el perfeccionamiento de la técnica y la basqueda de la forma en que ésta pueda
tener costos accesibles, son el paso que se necesita para tener mayor calidad en los productos

derivados de los caprinos al tener a largo plazo hatos con mayor calidad genética en México.



La vitrificacion de embriones ha sido estudiada en diversas especies domésticas: caprinos (Bosch
etal., 2006; Gibbons y Cueto, 2013; Cabrera et al., 2006); ovinos (Gibbons y Cueto, 2013); bovinos
(Gonella et al., 2013; Mucci et al., 2006; Ramirez y Bernal, 2012; Ruiz et al., 2010 Cabrera et al.,

2006; Celestinos y Gatica, 2002) y humanos (Torres et al., 2018).

Justificacion

La vitrificacion es una técnica de uso reciente que ha mostrado buenos resultados en especies con
mayor manejo reproductivo como bovinos y equinos en comparacién con los caprinos, generando
menor dafio en las estructuras celulares en comparacion con la congelacion de los tejidos
embrionarios durante el proceso de desvitrificacion.

Si las estructuras celulares se conservan lo méas integras posible, significa una mayor tasa de éxito
en la implantacién de los embriones en el Gtero de la hembra receptora, pero la informacion en
caprinos no es suficiente para conocer las ventajas y desventajas del uso de ésta, por lo que es
necesario conocer la manera en que puede llevarse a cabo en caprinos, conociendo las
particularidades que han sido tomadas en cuenta en otras especies y los resultados en comun para
una recoleccién adecuada del embridn, asi como las constantes utilizadas durante la vitrificacion,
siendo asi una técnica reproductiva econémica y segura para las hembras del hato con mayor
potencial genético.

De igual manera, es importante mencionar que la transferencia embrionaria en las especies

animales permite que exista una mejora en la calidad genética.



Objetivo General.
Realizar una revision bibliografica sobre los métodos més recientes que han sido utilizados para la

vitrificacién de embriones en caprinos.

Objetivos Particulares.

e Conocer las caracteristicas reproductivas de la hembra caprina.

e Describir el proceso de fecundacién, gestacion y formacién embrionaria en la hembra
caprina.

e Comparar las ventajas y desventajas de las técnicas reproductivas de mayor uso en medicina
veterinaria con la vitrificacion.

e Describir las técnicas de vitrificacion utilizadas en ovinos y caprinos.

e Describir la situacion de la vitrificacion en caprinos en México y la informacion acerca del

perfeccionamiento de ésta.

Generalidades de reproduccion caprina.

Caracteristicas reproductivas de la cabra y fotoperiodo.
En las zonas templadas de México los caprinos muestran una actividad sexual poliéstrica estacional
con ovulacion espontéanea, correspondiente a una disminucién en la luz solar o acortamiento de las
horas luz, comenzando en finales de verano y habiendo un incremento en otofio e invierno. El resto
del afo (finales de invierno a mediados de verano) se mantienen en anestro y con esto hay un cese
momentaneo de actividad sexual hasta que las condiciones climéticas estimulen de nuevo al

caprino (Duarte et al., 2008).



La estimulacién que dard comienzo a la época reproductiva esta dada por los cambios luminicos
reconocidos por la retina (rodopsinas) la cual capta los fotones y las variaciones de luz,
convirtiéndolas en impulsos nerviosos, a partir de la activacion del guanosin monofosfato ciclico
(GMP), el cual es un nucletsido con funcion de segundo mensajero en eventos mediados por
hormonas (Murray, 2016), e induce la apertura de canales y la entrada de Na+ y Ca+. Estos
impulsos nerviosos son llevados hacia el ndcleo supraquiasmatico por la via retino-hipotalamica,
para después llegar al nucleo paraventricular, a los ganglios cervicales superiores y finalmente a la
glandula pineal donde el impulso nervioso se convierte en hormonal por la sintesis y secrecion de
melatonina. En especies cuyo ciclo reproductivo es estacional de dias cortos o decrecientes, ocurre
una secrecion continua y elevada de esta hormona estimula la secrecion pulsatil de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) que es una neurohormona formada por una cadena peptidica
de 10 aminodcidos sintetizada en el hipotalamo (Garcia, 2018; Correa y Fernandez, 2017).

La melatonina es una indolamina anfipatica, es decir que es soluble en agua y etanol. Se sintetiza
en la glandula pineal, por los pinealocitos a partir del triptéfano y es liberada hacia la circulacién
durante la noche. Esta hormona induce el suefio regulando el ciclo circadiano (Organizacion
Panamericana de la Salud (PAHO), 1997). Los efectos del fotoperiodo en la cabra estan mediados
por la sensibilidad hipotaldmica a la retroalimentacién negativa del estradiol, observandose como
cambios la amplitud y frecuencia de la secrecion de hormona luteinizante (LH). Durante la época
reproductiva el estradiol pierde la capacidad de inhibir la secrecién de GnRH y LH hipotalamico.
La adaptacion del ciclo reproductivo a los cambios luminicos se presenta como una respuesta
adaptativa a los momentos en que hay una mayor disponibilidad de alimentos, asi como las
condiciones medioambientales Gptimas para la supervivencia de las crias (Correa y Fernandez,

2017).



En una hembra prepuber la influencia del fotoperiodo, la cantidad de leptina en el suero sanguineo,
la frecuencia de liberacion de melatonina y factores nutricionales (concentraciones de glucosa e
insulina) son sefiales para el inicio de la pubertad, la cual se define como la presencia de signos
externos e internos de maduracion sexual. La edad de presentacién de la pubertad puede ser
variable, dependiendo de factores como la raza, factores genéticos y el medio ambiente. La
pubertad en la hembra se presenta como la capacidad de los ovarios de liberar évulos. La madurez
sexual se alcanza entre los 9 a 16 meses en cabras, observandose un desarrollo pleno y funcional
de los 6rganos sexuales (Hafez y Hafez, 2000).

Se ha observado que la insulina favorece la secrecion de gonadotropinas al estimular el desarrollo
folicular, ademas de tener efectos sobre el eje hipotalamico hipofisiario gonadal Un aumento de
esta hormona resulta en un aumento de proteinas transportadoras de glucosa 1y 4, con lo cual, las
células de la teca y la granulosa pueden aumentar la captacion de glucosa (Gibbons y Cueto, 2013;

Pastrana et al., 2008).

Ciclo estral de la cabra.
El ciclo estral se define como el periodo entre dos ovulaciones subsecuentes. Los caprinos
presentan un ciclo estral de 17 a 25 dias con un promedio de 21 dias, el cual estd formado por 2
fases: la fase folicular de 3-4 dias constituida por proestro (3 dias) y estro (24-48 horas), la fase
luteinica de 17 dias constituida por metaestro (4 dias) y diestro (12-19 dias) (Hafez y Hafez, 2000).
La cabra esta caracterizada por tener de dos a tres ondas foliculares por ciclo estral (Hafez y Hafez,
2000). La foliculogénesis es el proceso por el cual un foliculo crece y madura debido a sus
caracteristicas y a la facultad de responder a los niveles de hormonas. La foliculogénesis se
encuentra dividida en tres etapas: reclutamiento, seleccion y dominancia (Espinoza-Villavicencio

et al., 2007).
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Desde el desarrollo uterino, en los embriones femeninos los foliculos primordiales germinales se
establecen en las crestas germinales que dan lugar a los ovarios, de esta manera, la hembra tiene la
cantidad de ovocitos que seran ovulados durante toda su vida, quedando asi una cantidad lista
Ilamada reserva ovarica (Garcia, 2018). La cantidad de ovocitos liberados en cada onda puede
variar dependiendo de factores como: estado nutricional (epigenética), peso y tamarfio de los ovarios
y cantidad de ovocitos morfol6gicamente sanos (Espinoza-Villavicencio et al., 2007).

- Reclutamiento: Se puede dividir en dos fases: inicial y ciclico.
El reclutamiento inicial se lleva a cabo antes de la pubertad y después de la formacion del foliculo.
Se ha demostrado que la hormona inhibidora de los conductos de Miiller es uno de los factores que
regulan la activacion folicular. También se ha observado que la comunicacion entre células de la
granulosa y el ovocito son clave para el crecimiento del foliculo (Espinoza-Villavicencio et al.,
2007)
El reclutamiento ciclico tiene inicio después de la pubertad y comienza cuando una cantidad de
foliculos son liberados, presentando todos receptores para LH, asi como la produccion de
estrogenos e inhibina. S6lo un nimero pequefio de estos sobreviven, los demas sufren atresia
(Espinoza-Villavicencio et al., 2007)

- Seleccion.
Ocurre una vez que la cantidad de hormona foliculo estimulante (FSH) disminuye a la par de la
progesterona (P4), observandose en los foliculos la involucion de receptores para FSH, siendo los
que presenten receptores para LH los que seguiran su desarrollo (Espinoza-Villavicencio et al.,
2007)

- Dominancia.
En esta etapa solo quedan lo foliculos listos para ser ovulados dadas las concentraciones 6ptimas

de progesterona y estrogenos, y las consecuentes rupturas de los foliculos dominantes. En caso de
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que no se encuentren las concentraciones 0ptimas de progesterona y estrogenos, se comienza una
nueva oleada folicular (Gonzalez y Ninoska, 1993). El foliculo seleccionado secreta una cantidad
mayor de estrdgenos, activando una retroalimentacion positiva para LH, ademéas de secretar
inhibina que disminuye la cantidad de FSH (Garcia, 2018).

Cabe mencionar que la FSH es la hormona encargada del crecimiento folicular, mientras que la LH

es la encargada del desarrollo de éste (Figura 1).

Alberca de foliculos
primordiales: esencialmente
inactivos; con una ligera
atresia

Foliculos involucrados: No hay
vuelta atrds; bajo rango de

atresia
= Seformaelantro - - -==-=-="mmmssesooo
Foliculos dependientes de gonadotropina: desarrollo
continuara en la ausencia de FSH y LH pero gonadotropinas

Foliculos dependientes de gbnadotropina: se
vuelven atroficos si FSH <1.0 ng ml -1; alto grado
de atresia _ )
Foliculos ovulatorios: células de la
granulosa expresan receptores de LH;

pueden sobrevivir si FSH <1.0 ng mi-1

; OVULACION
Atresia Ocurre en la presenca de un pico de
LH: atresia alrededor de 72h

Figura 1. Dindmica folicular en el ovario (Scaramuzzi et al., 1993).

Los eventos antes mencionados ocurren de manera periédica en los ovarios. Durante cada oleada
folicular tienen lugar cambios hormonales, pudiéndose dividir en etapas del ciclo estral. En cada
etapa el animal muestra a su vez cambios en el aparato reproductor y de esta manera el medico
puede distinguir entre cada una.

- Proestro:
En este estadio el ovario presenta atresia del foliculo del ciclo estral anterior, junto con el

crecimiento folicular debido a un aumento de la FSH y estrégenos. La vulva se encuentra
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edematosa y puede presentar mucosidad cristalina. En esta etapa la hembra no se muestra receptiva
al macho (Garcia, 2018).

- Estro.
La hembra presenta receptividad sexual en la etapa de mayor cantidad de desarrollo folicular, junto
con aumento de la actividad fisica, dilatacion de la vagina y se puede encontrar hiperémica, edema
vulvar con mucosidad cristalina y viscosa. Los cuernos uterinos aumentan de tono muscular y a
nivel ovarico hay presencia de uno o varios foliculos maduros. La hembra llama al macho y se deja
montar (Hafez y Hafez, 2000).
Durante la ultima etapa del estro ocurre la maduracién folicular (12 a 36 horas después de iniciado
este) (Garcia, 2018), con el marcado incremento del tamafio del antro folicular cuyo interior se
encuentra ocupado por estradiol en su mayoria, lo que lleva a una frecuente liberacién de GnRH,
la cual facilita la secrecion de LH. Altos niveles de estradiol estimulan la sintesis de GnRH en el
hipotdlamo. La ovulacién ocurre cuando hay un aumento subito de gonadotropinas y ocurre el pico
preovulatorio de LH ocasionando la ruptura del foliculo ovérico al final del estro. Una vez que el
foliculo maduro se rompe, libera estrégenos almacenados en el antro folicular, los cuales son
responsables de una retroalimentacion negativa en el hipotdlamo. Ademas, la amplitud y la
frecuencia de pulsos de estrdgeno se ven aumentados por la ausencia de progesterona (Recabarren
et al., 2006).

- Metaestro:
A nivel de ovario se encuentra la presencia del cuerpo lGteo que secreta progesterona, inhibiendo
la produccion de FSH y LH. Si ocurre la fertilizacion, a partir del reconocimiento fetal por
presencia de células del trofoblasto encontradas a partir del dia 14 post estro, el cuerpo liteo

permanece durante toda la gestacién, continuando con la secrecion de progesterona previniendo

13



asi la formacién de un nuevo foliculo(s) dominante(s). A su vez, comienza el reclutamiento de
foliculos no dependientes de gonadotropinas (Garcia, 2018).

- Diestro:
El diestro es la etapa mas larga del ciclo estral. Si la cabra no queda prefiada comienza la lutedlisis
por accion de la prostaglandina PGF2a, culminando asi esta. También comienza la atresia folicular
y se reinicia el reclutamiento de ovocitos. Se observa una alta cantidad de progesterona estando
esta en su punto méximo (60 ng/ml) (Garcia, 2018).

- Anestro:
No es considerado una etapa del ciclo estral, sin embargo, es un periodo donde no ocurre actividad
sexual. Coincide con el aumento de las horas luz y/o con el amamantamiento de las crias
(Delgadillo et al., 2012).
El anestro puede ser estacional y lactacional:

- Estacional:
Se encuentra inducido por produccion de dopamina, siendo inversamente proporcional a la
produccién de melatonina en relacién al fotoperiodo (Urviola y Riveros, 2017). Se ha observado
que al someter al caprino a un cambio de latitud de templado a tropical se observa un inicio mas
temprano de la época reproductiva y un anestro mas corto. Por ejemplo, en la regién sur de México
el anestro se presenta desde marzo a julio, habiendo poca actividad sexual de enero a mayo (Carrillo
etal., 2010).

- Lactacional:
Ocurre después del parto y se ve influida por la succion de leche por parte de la cria, aumentado la
cantidad de prolactina y disminuyendo la cantidad de LH, evitandose de esta manera el desarrollo
de foliculos y consecuente ovulacion. La liberacidn de prolactina reduce la secrecion folicular de

estradiol (Garcia, 2018).
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Los estadios antes mencionados se pueden observar de manera gréafica en la figura 2.
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Figura 2. Esquema de la fluctuacion hormonal y desarrollo de las estructuras ovéricas durante el

ciclo estral (Fatet et al., 2011).

Fecundacion.

La fecundacion (también llamada fertilizacion) esta constituida por una serie de transformaciones
celulares de ambos gametos: el ovocito y el espermatozoide, para obtener una la cantidad de
cromosomas necesarios para la formacion de un nuevo organismo. Para que este evento ocurra se
necesita de la ovulacion previay posterior eyaculacion, pudiendo dividirse en tres eventos criticos:
Migracion espermatica entre las células de la zona pellcida, adhesién y migracion a través de la
corona radiada y fusion de las membranas espermaéticas y del 6vulo (Hafez y Hafez, 2000).

La eyaculacion se lleva a cabo en la vagina y a partir de este punto se hace una regulacion de la
cantidad de espermatozoides a partir de movimientos lentos de éstos hacia el Utero, cuernos
uterinos y oviductos. Una vez que los espermatozoides se encuentran en la ampolla del oviducto,
aumenta la posibilidad de unirse al ovocito (Hafez y Hafez, 2000). El espermatozoide se abre paso
entre la zona pellcida y la corona radiada por movimiento hiperactivado y por accion enzimatica.

Se ha demostrado que la proteina Hyal5 presente en la membrana acrosomal del espermatozoide

15



permite la penetracion de los estos a través del cimulo ovigero con la digestion del &cido
hialurénico que rodea el ovocito, ademas de que la progesterona secretada por las células y el fluido
folicular son factores importantes para la exocitosis acrosomal. Al llegar a la zona pelucida se fija
al ovocito por medio de las glicoproteinas ZP1, ZP2 y ZP3 encontradas en la zona pellcida
mediante la proteina SED1 y la galactosiltransferasa (GalT-1) encontradas en la regién acrosomal
del espermatozoide, siendo estos receptores de glicoproteinas especificas los que evitan que méas
espermatozoides se fijen. En los siguientes 5 a 15 minutos posteriores a la fijacion ocurre la
activacion del acrosoma o reaccion acrosomica y la liberacion de enzimas alojadas en el acrosoma,
tales como hialuronidasa, acrosina, proteinasa, neuraminidasa, fosfatasa, colagenasa, fosfolipasa
que le ayudan a abrirse paso entre las células de la zona pellcida del ovocito. La reaccion acrosomal
es clave para el paso de los espermatozoides hacia el ovocito. No puede haber fusion con el ovocito
si éstos no han pasado por la reaccién acrosomal (Hafez y Hafez, 2000; Canovas y Coy 2008;
Castafieda, 2009).
Cuando el espermatozoide ha logrado introducirse entre la zona pellcida y la corona radiada ocurre
la fusion de las membranas con la ayuda de las proteinas PH20 y PH30, funcionando como zonas
de union al ovocito. La unién entre gametos puede dividirse en dos etapas: Adhesion de membranas
y fusion (Cénovas y Coy 2008).

- Adhesiéon de membranas.
Es el reconocimiento de las membranas. Esta mediado por uniones proteina-proteina o uniones
proteina-carbohidrato (Garcia, 2018).

- Fusion.
Ocurren interacciones proteina-lipido o proteina-proteina entre las membranas del espermatozoide
y el ovocito, induciendo un cambio de conformacion irreversible. Se lleva a cabo en la region post

acrosomal del espermatozoide y en las microvellosidades del ovocito. EI material conservado
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dentro de la membrana espermatica se introduce y se lleva a cabo la descondensacion del nucleo
del espermatozoide. Una vez que hay interaccion entre ovocito y espermatozoide la polispermia se
bloguea mediante la reaccion cortical, que consiste en un aumento de Ca++ en el ovocito y la
inhibicion en la liberacion de enzimas que lo hacen permeable a otros espermatozoides a partir de
ZP2 (Garcia, 2018).

El &cido desoxirribonucleico (ADN) es una molécula encontrada en cada una de las células que
conforman el organismo. Contiene y transfiere informacion genética de una generacion a la
siguiente y se encuentra en su forma ordenada empaquetada con histonas y varias proteinas mas en
estructuras llamadas cromosomas. Una vez que ocurre la espermiogénesis, las histonas son
sustituidas por otras proteinas mas simples encargadas, de igual manera, de la condensacion del
ADN por fosforilacién de este con las protaminas. Estas proteinas desapareceran antes de que
lleguen al epididimo (Hafez y Hafez, 2000; Brewer et al., 2002; Teijon et al., 2006). Normalmente
el ADN del espermatozoide se encuentra sin orden y sin empaquetar con las histonas, siendo
Ilamada esta forma cromatina. Al fusionarse los gametos femeninos y masculinos (singamia) se
produce un cigoto (Garcia, 2018).

Cada uno de los gametos (ovocito y espermatozoide) contiene un nimero haploide de cromosomas,
que, durante la formacidn del cigoto, formaran un diplode que tendra los cromosomas de ambos,

que en el caso de las cabras tienen 60 cromosomas (Hafez y Hafez, 2000).

Desarrollo embrionario y gestacion.
El desarrollo embrionario es un periodo en el que el cigoto comienza a tener control del desarrollo
y un genoma diploide es formado después de la descondensacion del genoma del macho (Hafez y

Hafez, 2000).
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El cigoto comienza una serie de divisiones celulares dentro de una vesicula llena de liquido.
Durante la division celular ocurre una primera division, de la cual se originaran dos blastomeros
dentro de la zona pellcida del cigoto que a su vez estd embebido en secreciones del endometrio.
Al término de la formacion de estos dos blastomeros ocurre la segunda division que originara 4
blastomeros y asi consecutivamente hasta tener 16, que en conjunto reciben el nombre de mérula
(Hafez y Hafez, 2000; Eurel y Frappier, 2006).

Una vez que esta ha alcanzado alrededor de 64 blastomeros, comienza el proceso de cavitacion en
el cual ocurre la formacion del blastocele gracias a la ganancia de iones y liquido. De este proceso
se originara el blastocisto, una estructura embrionaria que se diferencia en dos tipos celulares:
celulas trofobléasticas y el embrioblasto. El blastocele ir4d aumentando de tamafio hasta romper la
zona pelucida, ocurriendo asi la implantacion mediada por una serie de interacciones entre el
embrion y el Gtero, hormonas esteroideas y el incremento del porcentaje linfocitario que expresan
el gen que codifica el Factor de Bloqueo Inducido por Progesterona (PIBF), el cual inhibe la
actividad de los linfocitos NK (Hafez y Hafez, 2000; Carillo et al., 2014).

La masa celular interna del blastocisto se diferencia en tres diferentes capas germinales que
formaran el embridn: ectodermo, endodermo y mesodermo (Eurell y Frappier, 2006).

El reconocimiento materno de la gestacion es un periodo en el que el embridn indica su presencia
a la madre. Esto ocurre por la secrecion en grandes cantidades de interferon tau (IFNt), sintetizadas
por las células del trofoblasto en rumiantes alrededor del dia 14 postestro y antes de la implantacion.
El propdsito de este interferon es evitar la regresion del cuerpo luteo, inhibe la expresion de
receptores de estrogenos y oxitocina y la liberacion de PGF2a (Quites et al., 2011). Una pérdida
embrionaria temprana puede estar relacionada a una inadecuada respuesta del endometrio al IFNt

0 una baja sintesis por parte del embrién (Carrillo et al., 2010).
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El embridn necesitara, conforme avance la gestacion, de mayor cantidad de nutrientes, por lo que
desarrolla membranas que lo mantendréan unido al endometrio llamadas placenta, siendo un 6rgano
que establece una relacion estrecha entre la circulacion materna y fetal (Eurell y Frappier, 2006).
En las cabras la gestacion dura cinco meses aproximadamente (147-155 dias). La duracion se puede
ver regulada por factores como la raza, fin zootécnico, sexo del feto y nimero de fetos, entre otros
(Garcia, 2018).

Durante la gestacion el cuerpo lGteo producira la cantidad de progesterona necesaria para

mantenerla a término (Hafez y Hafez, 2000).

Control artificial del ciclo estral en caprinos.

Una cabra en condiciones naturales tendrd una gestacion al afio, sin embargo, la tecnificacion en
su produccion necesita en muchas ocasiones mas de una gestacion por afio, siendo necesario el uso
de la RAA durante el anestro. Se debe realizar un control del ciclo estral para poder realizar la
inseminacién artificial en el momento 6ptimo (Hafez y Hafez, 2000).

Se puede categorizar el control del ciclo estral de acuerdo al estado fisiolégico en el que se
encuentre el hato, por ejemplo: induccién al estro (cuando las hembras se encuentran en anestro) y
como método de sincronizacion del estro (cuando el inicio del estro en las hembras ha sido
desfasado), pudiéndose dividir en hormonales y no hormonales (Alvarez y Ducoing 2006).

El control del ciclo estral en cabras con hormonas se puede realizar mediante el uso de analogos
de progesterona, gonadotropinas y prostaglandinas, siendo posible inducir el estro en la mayoria
de las hembras al mismo tiempo. El médico veterinario puede ofrecer productos de acuerdo a la
demanda del mercado, ajustar el periodo de partos de acuerdo a la época en que se encuentre una

mayor disponibilidad de alimentos y disminuir el periodo entre partos. Asi, la mayoria de los

19



métodos de sincronizacion en cabras tienen una duracion de 7 a 18 dias (Hafez y Hafez, 2000;
Hernandez et al., 2015) (Tabla 1).
Existen ademas dos grupos de control del ciclo estral hormonal a partir de los compuestos
administrados: Los que inhiben la secrecion de LH y los que disminuyen el tiempo de permanencia
del cuerpo lateo en el ovario. Estos pueden consistir en el uso de progestagenos por un periodo
largo y la consecuente retroalimentacion negativa de LH o por una lutedlisis prematura mediante
el uso de estradiol para la estimulacion de PGF2a o andlogos de PGF2a, ocurriendo el inicio del
estro y ovulacion los siguientes 2 a 3 dias después de la aplicacion de éstos. El uso de progesterona
y gonadotropina coridnica equina (eCG) tiene mayor ventaja sobre el uso de PGF2a al poder
sincronizar tanto hembras en anestro como hembras ciclando (Hafez y Hafez, 2000).
Actualmente se encuentran en el mercado varios dispositivos impregnados en hormonas, listos para
utilizarse de acuerdo al calendario de sincronizacion que el médico utilice. A continuacion,
describen los de mayor uso, asi como recomendaciones de uso.

- Esponjas intravaginales.
Se trata de dispositivos de espuma de alta densidad impregnadas con progestagenos sintéticos que
prolongan la fase lGtea y son colocadas en la vagina, en contacto con el cérvix. Entre los activos
mas empleados se encuentran el acetato de fluorogestona y el acetato de medroxiprogesterona,
impregnados en esponjas que se introducen en la vagina durante 9 a 19 dias si la esponja contiene
acetato de fluorogestona, o0 9 a 14 dias si contiene acetato de medroxiprogesterona; se tiene una
permanencia media de 14 dias dentro del tracto vaginal. El uso de la esponja puede ir asociada a
eCG intramuscular (100 Ul en cabras lecheras jovenes, hasta 600 Ul en cabras adultas lactantes)
(Alvarez y Ducoing 2006; Pérez et al., 2012; Lozano et al., 2012; Manes y Ungerfeld, 2015). Se
ha observado que la medroxiprogesterona en asociacion con la eCG reduce la incidencia de cabras

con ciclos estrales cortos, lo que da mayor oportunidad para que la cabra quede gestante (Pérez et
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al., 2012). Cuando las hembras estan ciclando se puede utilizar una dosis de PGF2a. para asegurar
la lutedlisis y eCG al momento del retiro de la esponja para sincronizar la ovulacion y aumentar la
tasa de ovulacién (Manes y Ungerfeld, 2015).

La desventaja del uso de esponjas intravaginales es que la fertilidad de estos tratamientos es méas
baja que en una ovulacion espontanea, lo cual puede deberse a cambios en la microbiota, citologia
e histologia de la vagina. La esponja puede causar una vaginitis al absorber constantemente
secreciones vaginales aunado a un aumento de mucus debido a una reaccién inflamatoria, con lo
que hay un aumento en el nimero de microorganismos, siendo las bacterias Gram (-) las que tienen
mayor crecimiento (Arcanobacterium pyogenes, principalmente). A su vez hay un aumento de
leucocitos que pueden afectar la viabilidad de los espermatozoides (Manes y Ungerfeld, 2015).
Para evitar que esto ocurra pueden emplearse antibiéticos junto con las esponjas, siendo la
amoxicilina, ampicilina y estreptomicina los que tuvieron mejores resultados en la prevencion de
la vaginitis (Manes et al., 2013).

- Dispositivo de liberacion de droga interna controlada (CIDR).

El CIDR es un implante de silicon con forma de T que contiene 1.9 g de progesterona, con una
liberacion de 80 a 100 mg por dia. Tiene efecto como bloqueador de la ovulacion a partir de la
progesterona, que desaparece una vez que se retira el implante después de 12 a 14 dias (Alvarez, y
Ducoing, 2006). Una practica comun es el uso de un CIDR mas la administracion de eCG, la cual
estimula el crecimiento folicular y aumenta la cantidad de progesterona plasmatica después de la
ovulacion. Al administrarse en animales que seran sincronizados con CIDR, la eCG dara un
estimulo extra para el correcto crecimiento folicular sobre todo en animales cuya condicién
corporal sea baja. El porcentaje de concepcion es cercano al 100% (Hernandez et al., 2015; Lozano

etal., 2012).
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Este método de sincronizacion tiene un costo mas elevado en comparacion con las esponjas
intravaginales, sin embargo, se ha observado en el tropico seco que después de su uso suprimen
aun el estro un ciclo mas cuando se usa por 7 dias, a pesar de que los fabricantes recomiendan su
uso una sola vez, siendo el método de desinfeccion utilizado la autoclave a 121°C por 20 minutos
(Cuicas et al., 2018). En comparacidon con las esponjas el CIDR no genera vaginitis ni adherencias,
ademas de que la introduccion y remocion son menos traumaticas para la cabra (Alvarez y Ducoing,
2006).

- Modificacién de horas luz.
El fotoperiodo puede ser manipulado para lograr la induccion al ciclo estral. Se basa en la
alternancia de dias largos y dias cortos y consiste en colocar a las hembras en corrales que se
encuentren cubiertos, de tal manera que no pueda ingresar luz y se pueda controlar su ingreso. Lo
mas comun es dar 1 a 2 meses de dias largos (con més horas luz), seguido de 1 a 2 meses de dias
cortos (con menos horas luz), teniendo como minimo 200 lux a la altura de los ojos del animal
(Delgadillo et al., 2012).
A pesar de que es una técnica que ha dado buenos resultados en la induccion a la ciclicidad, la
poca o nula entrada de aire y luz solar puede ser un predisponente a enfermedades en patas, vias
respiratorias y parasitosis (Alvarez y Ducoing, 2006).

- Efecto macho.
Con el efecto macho, las hembras anéstricas ovulan después de un periodo de exposicion a machos
sexualmente activos, ya sea vasectomizados, epidectomizados o intactos. La produccion de pulsos
de LH toénicos son influidos por la relacion social con los machos y la estimulacion por las
feromonas que, aunque no esta clara la forma en que funcionan, es probable que inhiban la
retroalimentacion negativa del estradiol, lo que a su vez permite que la LH sea secretada con mayor

frecuencia para ocasionar el pico de LH y la consecuente ovulacidn. Es importante que hembras y
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machos se encuentren en corrales o cubiculos alejados entre si para que el efecto se logre. Se
necesita una proporcion de 1:100 en relacion a las cabras que serdn estimuladas para asegurar el
efecto (Hafez y Hafez 2000; Alvarez y Ducoing, 2006).

El efecto macho puede iniciarse entre 4 a 6 semanas antes de la estacion reproductiva para inducir
la ovulacion en tres cuartas partes del hato, siendo las hembras dominantes las primeras en
responder y de esta manera influir sobre el resto del hato (efecto hembra). Debe realizarse el
proceso entre machos y hembras por al menos 13 dias, las 24 horas del dia (Delgadillo et al., 2012;
Alvarez y Ducoing, 2006).

A pesar de que los métodos en los que son usadas hormonas son més efectivos en comparacion con
métodos sin uso de hormonas externas, muchas veces el productor no tiene los recursos econémicos
para hacer uso de éstos, por lo que el efecto macho es una alternativa con un menor costo. De igual
manera se puede realizar un control del ciclo estral mediante el uso combinado de efecto macho e
inductores-sincronizadores para evitar fallas y de esta manera se hable de un sélo gasto para la
comprade los tratamientos hormonales. Por ejemplo, este método también es utilizado por periodos
cortos para generar mayor homogeneidad durante el uso de analogos de PGF2a (Gémez et al.,
2016), en combinacion con progestagenos se puede hacer sustitucion de laeCG con el efecto macho

(Alvarez y Ducoing, 2006).

Protocolos hormonales de control del ciclo estral.
Los protocolos son estructurados para controlar el ciclo estral a partir del conocimiento de las
hormonas predominantes en cada fase. Imitan la funcién latea, ocasionan lisis del cuerpo luteo e
inhiben la liberacion de GnRH mediante la administracion de progesterona natural y sintética que

deben colocarse en periodos similares a los del diestro. En esta revision literaria se mencionan
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mayormente calendarios de sincronizacion del autor Lozano et al (2012), cuyo trabajo se encuentra
enfocado en ovinos.

- Progesterona + Prostaglandinas.
Se pueden utilizar esponjas intravaginales, o CIDR de progestageno, aunque las esponjas tienen
menor éxito que el CIDR en la induccion al estro. Es importante mencionar que para la
administracion de PGF2a se debe realiza un ultrasonido con el fin de buscar estructuras fetales
previamente para evitar un aborto. Si se tiene la certeza de que la hembra no se encuentra gestante
se procede a la administracion de prostaglandina via intramuscular en una dosis de 0.12-30 pg por
hembra tratada. La esponja debe ser cubierta previamente con algun antibiotico y se debe hacer
uso de guantes estériles para su colocacion, ya que puede ser absorbido por medio de la piel y
resultar peligroso para el médico. El dispositivo intravaginal permanecera por 8 dias, siendo el dia
0 el de la colocacién (Lozano et al., 2012).
Después de la insercion del dispositivo o durante su retiro se aplica intramuscularmente
prostaglandina en dosis de 0.12-30 g con lo que se espera que se presente el estro en las proximas
36 a 48 horas. Es importante mencionar que la tasa de concepcion por medio de inseminacion
artificial es mas baja cuando se utilizan prostaglandinas (Hafez y Hafez, 2000).
Este protocolo es considerado como el de menor fertilidad ligada a la vaginitis que pueden
ocasionan los dispositivos, por lo que se recurre a protocolos con menor duracion (Lozano et al.,
2012).

- Progesterona + eCG
Este protocolo reduce el intervalo entre el estro y la ovulacion. Se pueden utilizar dispositivos
intravaginales o esponjas intravaginales y la posterior administracion de 100 a 600 Ul de eCG via
intramuscular dos dias antes del retiro o durante el retiro en dosis Unica para fomentar el aumento

de la tasa de ovulacidn, alta tasa de fertilidad y mayor cantidad de gestaciones maltiples. La dosis
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de eCG varia en relacion a la raza, el peso del animal, época del afio, efecto macho o factores
ambientales (Lozano et al., 2012). La eCG no puede ser utilizada sola o recurrentemente, ya que
existe la posibilidad de que la cabra desarrolle anticuerpos anti-eCG, lo que se traduce en estros
tardios, por lo que se recomienda hacer rotacion de protocolos de control del ciclo estral, ademéas
de que se ha observado que a la larga hay una mayor incidencia de foliculos anovulatorios (Olivera
etal., 2011).

- Progesterona + Prostaglandina + eCG
La progesterona sera liberada por una esponja o CIDR. Una vez cumplido el tiempo de
permanencia se colocan 48 horas antes del retiro de los dispositivos, en dosis Gnicas 100 a 600 Ul
de eCG y 10 mg de prostaglandinas intramuscularmente para lograr una mayor tasa de ovulacion
y la ruptura del foliculo de Graaf (Lozano et al., 2012).

- Progesterona + GnRH + Prostaglandina + eCG
El dispositivo para el control del ciclo estral se coloca y a su vez una dosis de GnRH o analogos
en dosis de 10 mg via intramuscular con la intencién de reiniciar el ciclo folicular. Una vez que se
retira el dispositivo, dependiendo del que se trate, se colocan prostaglandinas en dosis de 10 mg
via intramuscular, las cuales daran paso a la ovulacion del foliculo dominante y 48 horas posteriores
se aplica eCG a dosis de 400 Ul via intramuscular. Una vez aplicada la eCG se espera que el estro
se presente en las 48 horas posteriores, pudiéndose realizar la inseminacion artificial 10-17 horas
después de la aplicacién de la eCG. Cabe mencionar que la GnRH tiene una menor accion en
comparacion con el estradiol (10% menor), sin embargo, su efecto es casi inmediato. Se puede
utilizar cipionato de estradiol o benzoato de estradiol en lugar de GnRH, pero el efecto después de
su aplicacion tarda aproximadamente 48 horas tras la metabolizacion (Lozano et al., 2012).

- GnRH + Prostaglandina + GnRH
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Se aplica via intramuscular 10 mg de GnRH para el reinicio del ciclo folicular, 5 dias después se
coloca via intramuscular 0.29 mg de prostaglandinas con el fin de ovular el foliculo dominante y
por altimo una dosis de 10 mg de GnRH via intramuscular 2 dias posteriores a la aplicacion de las
prostaglandinas. Con este protocolo es posible realizar una inseminacion artificial a tiempo fijo, es

decir, la prediccion del ciclo estral con la subsecuente inseminacion 10 a 14 horas después de la

ultima dosis de GnRH (Lozano et al., 2012).
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Marca
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permanencia

Ventajas
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Referencias

Esponja
intravaginal.

Chronogest®
MSD Salud
Animal (acetato

de flurogestona).

11 dias.

Una sola
aplicacion
Mantienen 1/3
de su
efectividad
tras el primer
uso.

Cambio de
microbiota y
citologia
vaginal.
Vaginitis
(Arcanobacteriu
m pyogenes).
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animal.mx/pr
oductos/chro
nogest-cr-en-
tus-ovejas/

Serigan Esponjas

vaginales®
Internacional

Prode (Acetato de
medroxiprogester

ona).

12-14 dias.

https://interpr
ode.com/prod
ucto/serigan-
esponjas-
vaginales/

Dispositivo
vaginal.

CIDR 330 Sheep
and Goat Insert®

Zoetis
(progesterona).

12-14djias.

Se puede
volver a
utilizar con el
cuidado
debido (50%
efectividad).
Una sola
aplicacion.

Costo elevado.

https://www2
.Zoetis.mx/co
ntent/es/page
s/productos-
y-
soluciones/G
anaderia/PDF
sIGA_FT_20
22 CIDR_33

0_zLVb4Z.pd
f

DibActive®
Virbac
(progesterona).

8 dias.

bac.com/prod
ucts/insemina

cion-a-
tiempo-
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Tabla 1. Métodos de sincronizacién con mayor uso en caprinos, asi como algunas marcas comerciales, tiempo de
uso, ventajas y desventajas de uso.
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Métodos de empadre utilizados en la actualidad.
El empadre es el proceso de apareamiento y fecundacion en un rebafio y ocurre de manera natural
en las estaciones de otofio e invierno con mayor intensidad. Para elegir entre una u otra técnica de
empadre se debe tener en cuenta el tipo de produccion, ya que en algunas no es tan necesaria la
produccion de leche o es indeseable la gestacion de las hembras al ser un sistema extensivo. Los
empadres se pueden clasificar de acuerdo al control que ejerce el productor o el médico veterinario:
- Empadre continuo o0 a campo:
Es el mas utilizado en México. Los machos se encuentran junto con las hembras durante el pastoreo
y se recomienda una proporcion de 1-3% con las hembras del rebafio o de 1 semental por cada 20
a 40 hembras. Es muy facil de emplear, ya que el semental monta a las cabras en cuanto detecta
alguna en celo, ademas de que el productor interviene en lo minimo, sin embargo, es dificil conocer
la fecha en la que se llevo a cabo la monta y de igual manera diagnosticar la gestacion. EI nGmero
de montas tiende a ser menor en comparacion con otro tipo de empadres debido a la extension de
terreno que deben caminar, lo que debilita al animal, ademas de tener menor control de los calores
0 estros. También es comun la transmision de enfermedades de transmision sexual como la
tricomoniasis y clamidiasis. No es recomendada para producciones de pie de cria (Alvarez y
Ducoing, 2006).
- Empadre en corral.

Este método puede ser utilizado cuando se busca elevar el valor genético del rebafio al poder
seleccionar los machos y las hembras que entraran en contacto durante la época reproductiva, o
bien, tras un control del ciclo estral. La proporcion de machos en relacion a las hembras varia de
1:25 a 1:100 dependiendo de la disponibilidad de machos y su permanencia. La desventaja de éste
es que se necesita de instalaciones donde los animales puedan permanecer sin estresantes y en caso

de que el rebafio se encuentre normalmente en pastoreo, se debe construir en un lugar donde el
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productor pueda observarlos. Se puede hacer uso de machos celadores para hacer la tarea méas
sencilla en caso de no llevar un control del ciclo estral. Se recomienda su uso para producciones en
las que se busca la produccion de carne y de leche (Alvarez y Ducoing, 2006). En areas de México
donde la produccion de forraje es mayor se realiza de octubre a junio, mientras que en areas donde
la dieta se basa en residuos de la cosecha se realizan a mediados de afio a pesar de que hay escasez
de forraje y la actividad sexual tiende a disminuir, por lo que se recomienda que esté acompafiado

del control del ciclo estral (Mellado, 2008).

Inseminacion artificial.

Actualmente se encuentra entre los métodos més utilizados por tener la ventaja de utilizar una
reducida cantidad de pajillas (recomendandose mas de una aplicacion para una mayor seguridad
de gestacion), y los precios de las pajillas varian en relacidn al mérito genético del macho. Algunas
de las ventajas de esta son: Es mas econémico comprar unicamente el semen que el macho debido
al mantenimiento y alimentacion que debe tener este, puede utilizarse semen congelado de un
macho que ya ha muerto, es mas practico de trasladar a lugares alejados del sitio donde se encuentra
el macho, se evitan enfermedades de transmision sexual y hay mejora genética. EI semen puede
ser utilizado fresco, refrigerado o congelado; de ser empleado fresco debe mantenerse a 30°C
minimo y aplicarse lo méas pronto posible para evitar disminucién de la viabilidad espermética y la
consecuente disminucion de concepciones (Martinez et al., 2008; Hafez y Hafez, 2000).

La inseminacion artificial tiene mayor probabilidad de ser exitosa si se realiza en la Gltima mitad
del ciclo estral, es decir, 48 horas antes del estro y 13 a 17 horas después de la deteccion del estro
y para un mejor resultado pueden administrarse dos dosis de semen, la primera en las 48 a 56 horas
después de la extraccion el dispositivo de control del estro y la segunda 12 horas después de la

primera, con lo que aumenta 5 a 10% la tasa de concepcion. Cuando se utiliza semen fresco la
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inseminacion se debe realizar en las 36 a 48 horas posteriores al retiro del dispositivo para control
del ciclo estral (Hafez y Hafez, 2000). Es importante mencionar que la fertilidad no aumentara con
un mayor nimero de inseminaciones, teniendo asi mayor importancia de un correcto control del
ciclo estral (Gibbons y Cueto, 2013).

- Inseminacidn artificial vaginal
Este método se basa en el depésito de semen en la vagina, introduciendo la pipeta de inseminacion
sin la previa localizacion del cérvix. Debe tenerse sumo cuidado al introducir la pipeta para evitar
la uretra, la cual se encuentra ventralmente en la vagina (Aguilar, 2010).

- Inseminacion artificial cervical
El semen es depositado en la entrada o dentro del cérvix, en los pliegues cervicales. Se considera
un método facil y barato en el cual se utiliza generalmente semen fresco o refrigerado (Aguilar,
2010).
Gibbons y Cueto (2013) mencionan que para obtener una inseminacion artificial cervical exitosa
es necesario utilizar una dosis minima de 400 a 600 millones de espermatozoides provenientes de
semen fresco.

- Inseminacion intrauterina por laparoscopia
Consiste en depositar el semen con la ayuda de un laparoscopio directamente en el Gtero en los
cuernos uterinos mediante dos incisiones paramediales pequefias por donde se introducira la pajilla
de semen y el laparoscopio. Se obtiene un porcentaje de concepcion de 70% a 85%, ademas de
poderse utilizar una cantidad menor de espermatozoides y se realiza en menor tiempo si el MVZ
tiene experiencia en la aplicacidon. Ofrece mejores resultados en comparacion con otras técnicas de
inseminacién. Es necesario ayunar a las cabras antes de la inseminacion para evitar lesionar

visceras (Aguilar, 2010).
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La cantidad de espermatozoides necesarios para una inseminacion 6ptima es de 100 millones de
espermatozoides con semen fresco o congelado (Gibbons y Cueto, 2013).

Superovulacion.
Se denomina como superovulacion al aumento del numero fisiolgico de ovulaciones propias de
una especie y se basa en administracion de hormonas para estimular el crecimiento y proliferacion
folicular para su posterior ovulacion (Mogollon y Burla, 2013).
Esta opcién depende en gran medida de la respuesta del ovario, el cuidado que se tenga al recuperar
los embriones, asi como la inseminacidn artificial. Inicialmente, para obtener mejores resultados
en la inseminacion artificial se busca colocar el semen lo més cercano al oviducto (siendo la
laparoscopia el método mas util), invariablemente del método de conservacion de este para evitar
la prematura muerte de los espermatozoides.
Los tratamientos para inducir la superovulacién tienen mejores resultados antes del reclutamiento
folicular y en época no reproductiva. Las opciones son: eCG, FSH y extracto hipofisiario equino
(HAP) (Mogollén y Burla 2013).
El uso de 1000 a 1200 Ul de eCG 48 horas antes de que finalice el protocolo de control del ciclo
estral induce a un mayor crecimiento de los foliculos y de esta manera puede haber mayor cantidad
de foliculos preparados para la ovulacion. Como se ha mencionado anteriormente, su uso ha sido
cuestionado al fomentar la aparicion de foliculos anovulatorios, crecimiento folicular desigual,
reduccion de la fertilidad, luteinizacidn prematura de foliculos y disminucion de la recuperacion y
calidad embrionaria, razones por las cuales la induccion a la superovulacion se realiza con FSH en
lugar de eCG, al tener una vida media mas corta (3 a 4 horas), razon por la que debe ser
administrada cada 12 horas. 60 horas posteriores al retiro de los dispositivos liberadores de

progesterona se observara la superovulacién (Gibbons y Cueto, 2013).
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Pueden utilizarse siete dosis decrecientes de FSH (desde 200 mg). La sincronizacion para aumentar
la cantidad de foliculos ovulados y obtener una mayor cantidad y calidad de estructuras recuperadas
(embriones) (Gibbons y Cueto, 2013; Cueto et al., 2011). La FSH ha sido una hormona cuyo uso
continuo no esta recomendado debido a la aparicion de anticuerpos, observandose desde la segunda
o tercera sincronizacion con uso de la FSH. Ademas, la reactividad de la cabra a esta gonadotropina
se encuentra en relacién al origen de la hormona (por ejemplo, porcino, caprino y ovino) y la raza
del caprino, por lo que, si se desea hacer uso de ésta en un rebafio se debe realizar una curva dosis-
respuesta y estandarizar el uso de mg, siempre teniendo en cuenta sus limitantes. Se debe también
tener en cuenta que el origen de la FSH influye en la respuesta y calidad embrionaria, por ejemplo,
la FSH ovina da calidad embrionaria superior en relacion al uso de FSH porcina. El uso de FSH da
mayores tasas de ovocitos y embriones, asi como embriones transferibles en comparacion con la
eCG (Gibbons y Cueto, 2013).

Se puede inducir a un aumento en la tasa de ovulacion por medio de la dieta, realizando un flushing.
La manera en que ésta funciona es que la glucosa y la insulina favorecen el desarrollo folicular
ademas de que éstos responden mejor a las gonadotropinas. Por su parte, la glucosa junto con la
glucosamina aumenta la capacidad esteroidogénica de los foliculos al aumentar el factor de
crecimiento similar a la insulina tipo I (Aguilar et al., 2016).

La administracion de 100 ml G al 90%, junto con la administracion de PGF2a al inicio de la
lutedlisis aumentan la cantidad de glucosa, insulinay leptina en la sangre a las 12 horas, y con esto
hay aumento del receptor para LH, una inhibicion el estradiol folicular y como compensacion
aumenta la FSH que estimula la foliculogénesis, habiendo asi méas de un foliculo listo para ovular.
Puede haber foliculos de mas de 6 mm 48 horas después del tratamiento (Gutierrez et al., 2011).
La condicion folicular interfiere en la respuesta al tratamiento para inducir la superovulacion,

siendo el foliculo dominante el que puede afectar la maduracién y ovulacion de otros foliculos mas
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pequefios; por esta razon se recomienda un tratamiento que permita luteinizar cualquier foliculo
existente antes de iniciar (Olivera et al., 2011).
El siguiente es el ejemplo de un protocolo de superovulacién utilizando P4, eCG y FSH. Se hace
el uso de esponjas o dispositivos intravaginales con liberacion de progestdgenos y la aplicacion
intramuscular de eCG en una dosis de 1000 Ul 48 horas antes del retiro del dispositivo para un
mayor desarrollo del foliculo ovulatorio, o bien, se puede colocar en el cuarto dia dando una mayor
estimulacion gonadotropica. La FSH serd administrada cada 12 horas debido a su corta vida media,
comenzando la administracion de tal manera que la Gltima aplicacion se realice 12 horas antes del
retiro de la esponja, con lo que se espera haya una mayor respuesta ovulatoria (Zanetti et al., 2014).
Obtencion y conservacion de embriones.
La obtencién de embriones se puede realizar mediante la recuperacién de los embriones directo de
la cabra (in vivo) o desarrollo a partir de gametos en medios de cultivo especiales y en condiciones
que asemejan a lo ocurrido en el organismo (in vitro). La importancia de estas técnicas radica en
la recuperacion de ovocitos de hembras con alto valor genético, teniendo en cuenta que una hembra
adulta no fecunda siquiera la mitad de la reserva de ovocitos (Gonella et al., 2013).

- Invivo.
Esta técnica se puede llevar a cabo con o sin hembra receptora, y una donadora. De ser este el caso,
la receptora debe cumplir con ciertos requisitos como: tener uno o dos cuerpos lateos
correspondientes al 6° o 7° dia del ciclo estral, esto debido a un mejor resultado en la sobrevivencia
embrionaria conforme la cantidad de cuerpos luteos funcionales que existan (Gibbons y Cueto,
2013).
El uso de meglumina de flunixin una a dos veces al dia entre el 2° y el 4° dia después del estro
evita la sintesis de prostaglandina sintetasa, lo que puede evitar la regresion prematura del cuerpo

luteo y de esta manera incrementar el nimero de embriones viables recuperados. En condiciones
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fisiologicas normales, la maduracion de los ovocitos ocurre en respuesta al aumento de LH
preovulatoria, lo que induce cambios en el ncleo y cambios morfoldgicos en el citoplasma.
(Olivera et al., 2011).

Se ha observado que el uso de esponjas intravaginales u otros dispositivos liberadores de P4 pueden
inducir irregularidades en la sintesis de P4 enddgena, agotandose los receptores sensibles a P4y se
inicia la sintesis de receptores de estradiol, lo que estimula la produccién de PGF2a prematura. La
presencia de foliculos anovulatorios también es un factor que induce una alta concentracion de

estradiol (Hernandez et al., 2010).

- Recuperacion

Una técnica para la recuperacion de embriones es por medio de laparoscopia 0 método quirurgico,
en el cual la cabra es colocada sobre la mesa quirdrgica con una ligera inclinacién, colocandose la
cabeza hacia abajo. Se colocan agujas de calibre 18 en el Gtero, una en la bifurcacién de los cuernos
uterinos a nivel del ligamento intercornual y otro 3 cm en direccion hacia los ovarios, para
posteriormente realizar un lavado retrogrado con Buffer Fosfato Salino (PBS) (20 ml
aproximadamente) a 38°C que sera colectado en un matraz entibiado. Se realiza la sutura de los
planos y la posterior administracion de antibidticos. Un abordaje quirdrgico puede implicar la
generacion de adherencias en la donadora o un acortamiento de la vida reproductiva de la cabra,
por lo que se recomienda que no se realice mas de una o dos veces (Gibbons y Cueto, 2013).

También se puede hacer uso del lavado para la colecta de embriones a través de un método en el
que, bajo anestesia general, se inyecta a los cuernos uterinos solucion PBS adicionado con suero
inactivado de un caprino adulto previamente centrifugado, filtrado y calentado para inactivar las

proteinas, ademas de haber sido conservado a bajas temperaturas. La colecta de embriones puede
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ser realizada en el octavo o noveno dia posterior al retiro del dispositivo, cuando se encuentra en
morula compacta o blastocisto temprano (Gibbons y Cueto, 2013).
La recoleccidn via transcervical puede ser utilizada para evitar las dificultades que una recoleccion
laparoscopica supone, sin embargo, los anillos cervicales son un obstaculo para su realizacion y es
por esta razon que se hace uso del acido hialurénico inyectado en el cuello del cérvix a razén de 1
mg por ml. Es &cido hialurénico es un glicosaminoglicano primario que relaja el cuello uterino al
tener gran afinidad por el agua. Esta dindmica entre &cido hialurénico y agua puede ser observada
también en el estro cuando la vulva se encuentra edematizada (Lopes, 2011).
Una vez que se ha introducido una sonda (pudiendo ser Foley de tres vias de calibre 8) al Utero, se
introduce aire al globo del catéter cuando se encuentre a nivel de un cuerno uterino y
posteriormente se puede hacer el lavado con 20 a 30 ml de PBS a 38°C, recolectandose en jeringas
o drenando el liquido hacia un matraz entibiado, mientras que en el otro orificio de la sonda se
inyectara la solucion PBS (Gibbons y Cueto, 2013).
La recoleccién debe ser llevada a cabo de la manera mas delicada, ya que la integridad del ovocito
sera clave para el crecimiento embrionario, al ser el citoplasma de éste practicamente el que tendra
el embrién (Gonella et al., 2013).

- Busqueda e identificacion
En esta etapa del proceso se deben colocar los embriones en medios de cultivo a 38°C después de
ser identificados con la ayuda de un microscopio estereoscopico y una micropipeta para poder
movilizarlos. Estos deben colocarse en una placa térmica durante la examinacion. Se recomienda
realizar dos busquedas, por lo que la temperatura debe mantenerse. Los embriones son colocados
delicadamente con micropipetas en los medios de cultivo. La calidad de los embriones buscados

son 1y 2, siendo las principales caracteristicas: cantidad igual o mayor a 32 células, 70% al 98%
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de masa activa, células del cimulo ovigero compactas con coloracion clara, sin opacidad (Gibbons
y Cueto, 2013).
- Siembra

- Invivo
Se recomienda que el tiempo entre la recuperacion de los embriones y la colocacion en los medios
de crecimiento no sea mayor a 2 horas en el medio de conservacion. En el caso de que los embriones
hayan sido previamente manipulados y seleccionados es necesario realizar la siembra en un tiempo
no mayor a media hora. El procedimiento mas exitoso es mediante la laparoscopia, realizandose
una incisién pequerfia por la que se exterioriza un cuerno uterino. Normalmente se siembra en el
cuerno donde se encuentra el ovario con cuerpo luteo, depositandose el embrion en la luz uterina
(acondicionado en 10 pl de PBS). Cabe mencionar que la sobrevivencia embrionaria se encuentra
ligada a la permanencia de un cuerpo luteo en el ovario (Gibbons y Cueto, 2013).

- Invitro
Este método se puede dividir en cuatro etapas: Recuperacion, maduracion, fertilizacion y cultivo.
Como suceso predecesor de esta técnica se encuentra el nacimiento de un conejo en los afios 20 a
través de una fertilizacion in vitro, mientras que en los 80 se registra el nacimiento de un bovino a
partir de ésta (Gonella et al., 2013).
Es importante mencionar que las tasas de supervivencia post-vitrificacion de los embriones por
técnica in vitro dependen en gran medida de los medios de cultivo y los nutrientes que se les
adicionan.

- Recuperacion.

El crecimiento in vitro de embriones puede realizarse a partir de la recuperacion guiada por
ultrasonido transvaginal o de ovarios en rastros, de foliculos maduros o inmaduros, significando la

recolecciodn en el rastro una ventaja economica al obtenerse una gran cantidad de ovocitos en una
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cantidad de tiempo menor. EI mejoramiento genético no es tan viable con esta Ultima opcidn al no
tener certeza del origen de las hembras, por lo que se recomienda con fines de estudio y no como
mejoramiento de un hato. Una vez que los ovocitos son recolectados en un rastro, son disecados y
transportados normalmente en solucién salina de NaCl al 0.9% a 30-35°C hacia el laboratorio,
donde son lavados con solucion salina, suero fisiologico y antibidticos como penicilina,
gentamicinay estreptomicina. Se hace uso de agujas de diversos calibres, siendo el calibre 18 0 16
con bisel corto los mas utilizados para este fin, ademas de poderse conectar a jeringas con 1 ml de
medio de cultivo (Gonella et al., 2013).

En otras especies se ha observado la diferencia entre la recuperacién de ovocitos a partir de la
diseccién con escalpelo o bisturi y con agujas de calibre 18, teniendo ambas técnicas sus ventajas
y desventajas. La recuperacion a partir de la diseccion con bisturi da como resultado ovocitos con
mayor calidad del cimulo, pero menor practicidad al tener que dedicarsele mayor cantidad de
tiempo; en contraparte, la recuperacion con puncién con aguja presenta menores tasas de
recuperacion de ovocitos en buen estado del cimulo, pero se pueden obtener cantidades aptas para
una investigacion que exige gran cantidad de éstos (Quintana et al., 2012).

La obtencion de foliculos in vitro mantiene la arquitectura folicular y conserva las interacciones
entre el foliculo y las células circundantes, siendo ésta mas rapida y menos laboriosa que si se
hiciera con los foliculos aislados ya que, ademas de que el sistema debe ser mas refinado, se debe
hacer con foliculos secundarios (De Figueiredo et al., 2011).

Esta etapa de la obtencion de ovocitos in vitro es primordial. Un ovocito no competente no puede
completar la meiosis y, por consiguiente, es incapaz de recombinar su cromatina con la del
espermatozoide para la formacion de los pronucleos y la activacion del desarrollo embrionario.
También es importante mencionar que los ovocitos recuperados de un foliculo con un didmetro

menor a 2 mm 0 uno mayor a 8 mm pueden no ser viables, por lo que un ovocito en buenas
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condiciones debe presentar citoplasma con granulaciones marrones en un citoplasma homogéneo,
ademas de tener una cantidad considerable de células del cumulo. Durante el transporte al
laboratorio donde se realizaran los siguientes pasos los ovocitos deben permanecer en contenedores
con medios como el Tissue culture medium 199 (TCM-199), Hepes, polivinil alcohol y heparina
(Gonella et al., 2013).

- Maduracion.
Para esta fase los ovocitos son depositados en pozos de maduracion a 38.5°C. La activacién de los
foliculos primarios se puede realizar con factor de diferenciacion de crecimiento 9 (GDF-9),
viéndose a su vez la reanudacion de la meiosis (diploteno fase 1) (De Figueiredo et al., 2011).
También se ha observado que ROS estan involucradas en la activacion de la meiosis de ovocitos
en diploteno, ademas de estimular la fusion entre gametos (Torres et al., 2018).
En condiciones fisioldgicas normales, los ovocitos en crecimiento dentro del foliculo adquieren
enzimas, ARN, proteinas y sustratos que tendran importancia en su desarrollo posterior. Los
ovocitos que han sido recuperados de foliculos muy pequefios tienen menores tasas de maduracion
y produccion de blastocistos en comparacion con aquellos recuperados de foliculos de mayor
tamafo (Gonella et al., 2013).
Un medio de cultivo embrionario debe tener caracteristicas muy parecidas a las observadas en el
utero, conservando una osmolaridad (entre 245 a 280 mOsm/kg), pH (7.2 a 7.6) y un nivel de
oxigeno alto (20%). Es importante manejar los niveles adecuados de oxigeno, ya que una alta
concentracion puede dar lugar a la formacion de ROS que dafian el ADN, generan apoptosis y
bloqueo del desarrollo embrionario (Torres et al., 2018; Mucci et al., 2006).
La insulina es una hormona que inhibe la apoptosis celular en condiciones de estrés oxidativo y
puede ser adicionada al medio de cultivo de tejido ovarico, estimulando la sobrevivencia de los

ovocitos. Los ovocitos de cabra, tras ser cultivados con 10 ng/ml de insulina por 7 dias mostraron
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integridad celular, aumento del crecimiento y activacion de foliculos preantrales (Nogueira et al.,
2011).

El uso de &cido ascorbico a 50 pg/ml aumenta el desarrollo de los foliculos preantrales de caprino
después de su cultivo in vitro, ademas de aumentar la sintesis de enzima metaloproteasa 9 (MMP9),
cuyo papel es la remodelacion de la membrana extracelular celular durante la formacion de la
placenta y la implantacién al endometrio (Higa y Fornes, 2011; Silva et al., 2011).

El SFB se ha utilizado como medio indefinido para el crecimiento de ovocitos de bovino aportando
proteinas que reducen la tensién superficial, propiciando que los embriones no se adhieran a los
instrumentos utilizados para su manipulacion, sin embargo, se ha observado que mientras por un
lado acelera el desarrollo en estadios mas avanzados, en estadios tempranos cuando comienzan las
divisiones celulares son inhibidas por éste, ademas de que hay una mayor probabilidad de que el
éxito en la criopreservacion de los ovocitos sea bajo al tener una mayor cantidad de lipidos
citoplasmaticos. En los medios semi-indefinidos el SFB puede ser reemplazado con BSA ,
suponiendo una fuente de aminoacidos para el embrion. La desventaja de este tipo de medios es
que hay posibilidades mayores de contaminacion y la consecuente falla en la maduracion. Cuando
se adiciona BSA y co-cultivos a los ovocitos se habla de un medio semi-definido. Se cree que la
BSA provee de nutrientes al embridn al ser una gran fuente de aminoécidos, ademas de generar
mejores resultados en la criopreservacion en comparacion con el SFB pero por otro lado tiende a
contaminarse con mayor facilidad, lo que puede causar fallas durante la maduracion y desarrollo
embrionario. Cabe mencionar que el SFB es considerado inductor de formacién de ROS debido a
la presencia de la enzima amino oxidasa que oxida aminas primarias dando como resultado
perdxido de hidrogeno. Para evitar que aparezcan estas ROS se pueden adicionar acido ascorbico
y alfa tocoferol, los cuales son antioxidantes con efecto positivo sobre el crecimiento y desarrollo

de los blastocistos (Torres et al., 2018; Celestinos y Gatica, 2002).
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Los medios definidos estan representados por polivinilpirrolidona y polivinil alcohol, que, a pesar
de eliminar la facilidad de contaminacién de los medios de cultivo anteriores, presentan menor tasa
de crecimiento embrionario y una menor tasa de blastocistos (Gonella et al., 2013).

En un proyecto llevado a cabo por Marco y Vicente (2003) realizado en corderas, se utiliz6 como
medio de cultivo 500 pl de medio TCM199, suplementado con SFB 10%, factor de crecimiento
epitelial (EGF) (10 g/ml), 1 Ul de hormona gonadotropica coriénca humana (hCG), 17p estradiol
(1 pg/ml) y gentamicina (50 pg/ml). La maduracion in vitro se realiz6 a 38,5°C en una atmosfera
del 5% de CO2 en aire y saturada de humedad.

Existen formas de categorizar los ovocitos de acuerdo al cimulo ovigero y el citoplasma, siendo
signos como vacuolizacion, aplanamiento de células del cimulo ovigero y expansion incompleta
de las células del cumulo lo indeseable A continuacion, cito una clasificacion que se puede tomar
en cuenta (De Loos et al., 1992):

1. Calidad excelente: Células ovigeras compactas presentes, conteniendo mas de tres capas de
células. Citoplasma con granulaciones finas y homogéneas, zona pellcida llena, completa y de
coloracion marron.

2. Calidad buena: Células ovigeras compactas parcialmente presentes con menos de 3 capas de
células. Citoplasma con granulaciones distribuidas heterogéneamente, pudiendo estar mas
concentradas en el centro y mas distribuidas en la periferia o condensadas en una sola zona
aparentando una mancha oscura.

3. Calidad media: Células ovigeras compactas presentes, pero expandidas. Citoplasma contraido
con espacio entre la membrana celular y la zona pellcida, degenerado, vacuolizado o fragmentado.
4. Calidad mala: Oocito desnudo sin células del cimulo ovigero (Gonella et al., 2013).

Ademas, se puede hacer adicién de azul de cresilo brillante (BCB) para indicar la presencia de la

enzima glucosa 6 fosfato deshidrogenasa, la cual provee de nucle6tidos y NADPH al ciclo de la
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ribosa fostato. Conforme los ovocitos maduran, la cantidad de esta enzima disminuye y al ser
adicionado el BCB aquellos que quedan marcados con el colorante (BCB+) tienen una mayor
maduracion en comparacién con los que no se colorean (BCB-), teniendo estos Gltimos menor
cantidad de la enzima que descompone el BCB (Rodriguez et al., 1999). A pesar de ser una técnica
rapida, se han reportado en algunos estudios realizados en ovocitos de porcino que induce cambios
en la cantidad de ARNm, interfiriendo con una exitosa fertilizacion, ademés de haber
anormalidades en el embridn por fallas en el cromosoma, por lo que su uso es controversial y no
del todo aceptado. También se ha sugerido que hay una relacion entre la cantidad de lipidos, el
didmetro y la coloracidon de los ovocitos, siendo los BCB+ los de mayor diametro, lipidos y cantidad
de mitocondrias activas (Castafieda et al., 2013).
En un estudio en bovinos realizado por Aké-Villanueva et al. (2015), consideraron como ovocitos
maduros aquellos donde se pudieron observar cromosomas en Metafase 11y la extrusion del primer
cuerpo polar.
Es también durante la Gltima etapa de la maduracién cuando las células del cumulo ovigero
sintetizan &cido hialurénico, hidratando las células del cimulo y de esta manera se cierran los
espacios entre éstas. Este proceso puede observarse después de 24 horas.

- Fertilizacion.
Después de la maduracidn, los ovocitos deben ser lavados. Este paso se puede realizar con medio
amortiguador Tris. Los espermatozoides utilizados para esta técnica pueden ser provenientes de
sementales y deben ser sometidos a tratamientos para que obtengan capacitacién, ademas de ser
separados de las fracciones pre y post seminales y los criopreservadores, o bien, pueden ser
obtenidos a partir de una coleccion seminal por medio de una vagina artificial y posteriormente se
evallia macro y microscdpicamente, para realizar una centrifugacion e incubacion a 37° C por 45

minutos como paso final. Los espermatozoides deben ser cubiertos de la exposicién a la luz para
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evitar la produccion de ROS que impiden una correcta reaccion acrosomal y motilidad (Torres et
al., 2018).

Una vez que los espermatozoides y los ovocitos han obtenido un nivel de capacitacion/maduracion
adecuada, son puestos en medios de cultivo que no comprometan la capacidad motora de los
espermatozoides para llegar a la zona pelucida de los ovocitos. Ambos se colocan en un medio de
fertilizacion por 18 a 22 horas, una temperatura de 39°C y una saturacion de 5% de CO.. La
penetracion del espermatozoide activa la segunda division mei6tica, junto con la expulsion del
segundo cuerpo polar (Gonella et al., 2013).

En un trabajo realizado en caprinos por Soberano et al., (2011), después de incubados los
espermatozoides, se colocaron junto con los ovocitos en una incubacion posterior en medio
amortiguador Tris con BSA durante un dia a 38.5°C con humedad a saturacion y 5% de CO2 por 9
dias; aquellos que mostraron dos o mas blastomeros fueron considerados ovocitos fertilizados. El
mismo grupo de trabajo comenta que la fertilizacion tiene mas éxito en medio HECM-9 adicionado
con aminoacidos no esenciales y factor de crecimiento epidérmico, al estar posiblemente
involucrados en la sintesis de proteinas, regulacion de pH intracelular, osmorregulacion y quelantes
de metales pesados. Durante la meiosis los aminoacidos son utilizados para la produccion de
proteinas, acidos nucleicos y energia. Un medio de fertilizacion usado cominmente es el TCM-
199.

Es importante mencionar que el cambio de medios de cultivo entre cada etapa de la produccién in
vitro puede inducir condiciones de estrés celular, por lo que la proliferacién celular y morfologia
del ovocito se ven afectados, teniendo como resultado problemas congénitos y muerte posnatal
(Soberano et al., 2011).

- Cultivo
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Luego de la fertilizacion, los ovocitos fertilizados son Ilevados a la etapa de cultivo donde llevaran
a cabo el desarrollo necesario para poderse transferir a la hembra receptora o ser crioconservados.
A pesar de que la glucosa es la principal fuente de energia para las células embrionarias, se ha
colocado lactato y piruvato en su lugar debido a que la adicion de la glucosa puede generar radicales
libres intracelulares. La carga de oxigeno que debe llevar el medio de cultivo debe oscilar entre 3.5
a 8%, siendo lo més similar a las condiciones fisiologicas promedio, de lo contrario podria ocurrir
apoptosis y generacion de radicales libres (Gonella et al., 2013).

Schwarz et al. (2008) afiadieron 6xido nitrico a ovocitos de bovino durante el cultivo embrionario,
observando que resultaba benéfica una alta cantidad, sin embargo, se observé un aumento de
apoptosis en células. El dxido nitrico se ve involucrado en la sintesis de cGMP, un segundo
mensajero desencadenante de multiples funciones celulares, entre ellos el control de la meiosis y
la funcién de las células de la granulosa.

Se ha observado que en caprinos la divisién celular tiende a detenerse cuando hay 8 a 16 células,
por lo que se ha optado por el uso simultaneo de células de la granulosa y células epiteliales del
oviducto que estimulan el desarrollo de los embriones, siendo las células epiteliales del oviducto
las que tienen mejores tasas de maduracion al eliminar las sustancias embriotéxicas y aportar
sustancias clave al embrion. Una vez que los embriones han logrado un desarrollo exitoso, la
implantacion en la madre no s6lo depende de éstos, si no de la funcionalidad de al menos un cuerpo
luteo y los niveles adecuados de progesterona para mantener la gestacion, ademas, en caso de que
se coloque una cantidad elevada de embriones éstos sintetizan factores competitivos. Se puede
determinar el éxito de un cultivo embrionario a partir del movimiento de “agregado celular” en las
primeras 24 horas, para posteriormente comenzar la adherencia a la caja de Petri (Bosch et al.,

2006).
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Vitrificacion.

Antecedentes de la vitrificacion embrionaria en medicina veterinaria.
La conservacién de embriones como método de RAA ha sido pieza clave en la reproduccion
animal, buscandose asi mejoras en las técnicas utilizadas para evitar la merma en la calidad y
viabilidad de éstos. Es una técnica que permite el almacenamiento de 6rganos y tejidos por un largo
periodo de tiempo para su posterior descongelamiento y uso, y que es ampliamente utilizada por
sus numerosos beneficios (lzadi et al., 2018).
Anteriormente la congelacion era el método utilizado para la criopreservacion de tejidos
bioldgicos. En los 70, Willadsen elabor6 un protocolo en que embriones ovinos fueron congelados
lentamente hasta alcanzar temperaturas entre -30 a -40°C para después ser sumergidos en nitrégeno
liquido (Elliot y Whelan, 1977).
La criopreservacion se ha utilizado desde el siglo XX, cuando Polge adicion6 G como
criopreservador a los espermatozoides, observando que recuperaban la movilidad después de un
periodo largo de congelacion. Los primeros intentos de criopreservacion se realizaron con Tris-
citrato yema de huevo como crioprotector (Horta et al., 2017). A partir de la busqueda de nuevas
alternativas se realizaron diferentes protocolos usando embriones mamiferos. En uno de ellos se
utilizé dimetilsulfésido (DMSO), acetamida, propilenglicol (PG) y polietilenglicol (PEG), siendo
después llamada técnica de criopreservacion libre de hielo por vitrificacion (Elliot y Whelan,
1977).
Se tienen diferentes técnicas de criopreservacion: congelacién, vitrificacién de superficie sélida y
vitrificacion criogénica. La congelacion fue utilizada por mucho tiempo en la reproduccion animal
para la conservacion de espermatozoides, ovocitos y embriones, sin embargo, después del
descongelamiento la viabilidad era menor al presentarse rupturas en las membranas y organelos

por la presencia de cristales de agua generados por el tiempo en que tardaba en completarse el
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congelamiento, por lo que se ha observado que la vitrificacion tiene ventajas en este sentido sobre
la congelacidn, al sustituir el agua intracelular por los crioprotectores durante la fase de equilibrio,
ademas de ser mas simple y de menor costo (Souza et al., 2011).

La vitrificacion se ha empleado por ejemplo en bovinos para la conservacién de embriones
producidos in vitro, ya que presentan mayor calidad morfolégica y menor criodafio en comparacion
con los embriones producidos in vivo que se pueden utilizar frescos para la transferencia o se puede
hacer uso de la congelacién. Se han hecho una gran cantidad de investigaciones al respecto y se ha
demostrado que estas diferencias son debido a una menor cantidad de células en los embriones
producidos in vitro que en los producidos in vivo (Ramirez y Bernal, 2012), ademas de que hay un
aumento en la concentracion de lipidos y enzimas que digieren la zona pelucida, siendo asi mas
susceptibles al ataque de virus, hongos y bacterias (Celestinos y Gatica, 2002). Algunas de las
desventajas que se pueden encontrar en embriones producidos in vivo contra in vitro son: mayor
fragilidad de zona pelGcida, menor compactacion embrionaria, menor nimero de blastomeros
conformacionales de la teca interna, alteraciones de la expresion génica, aumento de apoptosis y
mayor cantidad de lipidos citoplasmaticos (Rizos et al., 2003).

En humanos la técnica ha sido utilizada para la preservacion de ovocitos principalmente. Son
tratamientos utilizados por parejas con problemas de fertilidad o personas que han pasado por

quimioterapia (Izadi et al., 2018).

Definicion.
La vitrificacion es un proceso fisico utilizado para conservar 6rganos, tejidos y embriones mediante
el uso de una serie de criopreservadores a altas concentraciones, pero bajos volimenes, que, junto
con el embrion, son enfriados a altas velocidades por debajo del punto de cristalizacion,

disminuyendo asi el dafio que pueda haber por la formacion de cristales de hielo en la zona pellcida
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y organelos intracelulares (Ruiz et al., 2010). Durante la vitrificacion se produce un incremento de
la viscosidad de los criopreservadores, no una cristalizacion, ademas de proveer un rango menor

de degeneracion en el embrién durante la descongelacion (Ramirez y Bernal, 2012).

Ventajas y desventajas de la vitrificacion.

Las ventajas son:

- Menor uso de equipo especializado para su realizacion.

- Menor costo.

- Metodos mas sencillos.

- No hay formacion de cristales de H?0 en las membranas ni organelos del embridn.

- Uso de menor volumen de crioprotectores.

- Menor aparicion de criodafio.
A pesar de ser pocas las desventajas en la vitrificacion, como en todo método de preservacion se
habla de diferentes protocolos, que de acuerdo al médico que lo realice, seran diferentes los
volumenes y los criopreservadores utilizados, ademas de las temperaturas y el tiempo en que
tardaran en lograr su proposito. El criodafio puede aparecer en menor o mayor cantidad de acuerdo
a factores propios del embrion como el tamafio, la forma de las células, la permeabilidad de
membranas, la sensibilidad del embrion y el grado de desarrollo embrionario, observando una
mayor resistencia a la vitrificacién cuando el blastocisto tiene un gran numero de células; a su vez,
es importante que la temperatura de congelacion disminuya de manera rapida para evitar el punto
critico, que se encuentra entre -15°C y -5°C. Las soluciones utilizadas (crioprotectores) tienen una
alta toxicidad en las concentraciones necesarias para llevar a cabo el objetivo de manera exitosa.
Otra desventaja relativa es la utilizacién de nitrégeno liquido, el cual puede no encontrarse

facilmente en localidades alejadas o rurales (Ramirez y Bernal, 2012; Cabrera et al., 2006). Estos
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son los factores més importantes en el momento de decidir entre la congelacion tradicional y la

vitrificacion.

Soluciones empleadas.

- Solucién de equilibrio.
El equilibrio es considerado punto clave para la supervivencia de los embriones, en la cual se
deshidratan gradualmente para dar paso a los crioprotectores y estd orientada a evitar
embriotoxicidad y estrés osmético. Se lleva a cabo a temperatura ambiente (25-32°C), pudiendo
ser en uno o hasta cuatro pasos. Los crioprotectores se colocan en una menor concentracion que en
la solucion de vitrificacion, aumentando gradualmente tanto la concentracién como la cantidad de
crioprotectores a consideracion del médico que lo realiza. Es necesario que el tiempo de
permanencia en esta solucion no sea tan corta, ya que traeria como consecuencia una incorrecta
penetracion de los crioprotectores, pero que no sea tan prolongada que pueda causar toxicidad. Una
correcta seleccion de criopreservadores para el equilibrio puede conjugarse con mayor cantidad de
pasos y mayor tiempo de permanencia en cada uno (Celestinos y Gatica, 2002).
El uso de distintas soluciones como DMSO, etilenglicol (EG), Ham’s F-10 para la solucion de
equilibrio son utilizadas para el equilibrio en ovocitos de humanos (Izadi et al., 2018).
Hong, et al. (2006), realizaron una investigacion cuyos resultados indicaron que el EG produce
menor cantidad de cristales post congelacion y menor toxicidad en comparacion al DMSO,
teniendo un mejor comportamiento si se utilizan ambos en una concentracion de 30 al 50%; ademas
de que el tiempo recomendado para el equilibrio es de 2 minutos, ya que con 1 minuto no hay una

buena penetracion de las soluciones y con mas de 2 minutos hay mayor toxicidad de EG / DMSO.

- Solucién base.

47



Estas soluciones tienen un pH que oscila entre 7.2 a 7.4. La solucién mas utilizada es el PBS,
observandose una mayor tasa de desarrollo in vitro en embriones vitrificados con base de PBS +
medio Ham’s F-10, un medio que contiene L-glutaminay bicarbonato de sodio y que originalmente
era usado para el crecimiento sin suero de células ovaricas de hdmster chino. También se han
utilizado medios de cultivo embrionarios como TCM-199, HEPES-Ham’s F-10 y combinaciones
entre éstos, aunque se ha observado que en el medio PBS las tasas de reexpansion y eclosion

embrionaria no presentan diferencias respecto a los demas medios de cultivo (Cabrera et al., 2006).

- Crioprotectores.

Son compuestos que evitan la degeneracion de las proteinas y estructuras citoplasmaticas durante
la crioconservacion de los embriones. Estos a su vez deshidratan a los embriones. Los embriones
unicamente sobreviven la vitrificacion al ser sometidos al tratamiento previo con estas sustancias
(Celestinos y Gatica, 2002). Las caracteristicas que debe tener un crioprotector son: debe
permanecer vitreo al calentarse, no ser toxico a los embriones antes de la vitrificacion y después
del calentamiento (Cabrera et al., 2006).

Se pueden utilizar varios tipos de crioprotectores:

- Permeables: Se introducen en la célula para de esta manera poder proteger el citoplasma.
Algunos son: G, DMSO, etilenglicol EG, propilenglicol PG, propanodiol, PEG, etanol y
otros alcoholes. Actualmente el uso de G y DMSO han ido en decremento, siendo sustituido
por EG al mostrar menor toxicidad celular al combinarse con trehalosa o sucrosa,
disminuyendo el tiempo de exposicidn a éste. Los crioprotectores permeables protegen
organelos intracelulares y a las células durante el enfriamiento (Begin et al., 2003;

Celestinos y Gatica, 2002).
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- Impermeables: No pueden introducirse a la célula haciendo uso Unicamente de la presion
osmatica para controlar la cantidad de agua libre intracelular. Son capaces de proteger la
membrana celular, facilitan la deshidratacion y disminuyen la formacion de hielo durante
el enfriamiento. Algunos ejemplos son: polivinilpirrolidona (PVP), dextrano, sucrosa,
lactosa, sorbitol, trealosa, fructosa y glucosa (Begin et al., 2003; Celestinos y Gatica, 2002).

Dentro de estas categorias se pueden clasificar a su vez en otras tres de acuerdo a su peso molecular:

- Bajo peso molecular y permeables: Metanol, EG, PG, DMSO, 2,3 butonediol y G
(Celestinos y Gatica, 2002).

- Bajo peso molecular y no permeables: Glucosa, sucrosa, trehalosa y galactosa (Celestinos
y Gatica, 2002).

- Alto peso molecular y no permeables: PVP, alcohol polivinilico y hialuronidato de sodio
(Cabrera et al., 2006).

Se ha observado ademéas que el desarrollo del embrion definira el grado de accion de los
crioprotectores, siendo las etapas mas tempranas las dptimas. Cuando se utiliza etilenglicol la etapa
Optima de desarrollo embrionario es la morula. Los criopreservadores de bajo peso molecular
permeables son necesarios durante la criopreservacion por lo que son afiadidos a la solucidn
vitrificante para evitar dafios en las membranas durante el enfriamiento y calentamiento, siendo su
caracteristica permeable la que confiere la facultad de proteger “incompletamente” las células y de
esta manera tener menor toxicidad quimica y dafio osmotico. Estos son capaces de penetrar en el
embridn a temperatura ambiente (Cabrera et al., 2006; Celestinos y Gatica, 2002).

El uso de criopreservadores como sucrosa, y dextrosa evitan una excesiva entrada al interior de la
célula de otros criopreservadores mas permeables como el etilenglicol, ademas de ser de gran ayuda
en la mejora de la tasa de sobrevivencia embrionaria. EI mecanismo por el cual confieren

proteccién ante otro tipo de crioprotectores es a partir de la introduccion leve a la célula, al mismo
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tiempo que se deshidrata. A pesar de que tienen efectos benéficos durante la vitrificacion, es
importante que su concentracion no sea alta, ya que puede interferir con la eclosion de los
embriones (Cabrera, 2006; Celestinos y Gatica, 2002).

La embriotoxicidad puede ser quimica, a partir de la desnaturalizacion enzimatica o por estrés
osmatico. Se pueden emplear combinaciones de soluciones permeables e impermeables, por
ejemplo, EG + DMSO + G + Sucrosa. Estos deben ser utilizados a altas concentraciones para una
deshidratacién a mayor velocidad y asi disminuir los efectos toxicos y formacion de cristales, o
bien, se puede manejar como que la cantidad de criopreservadores puede ser inversamente
proporcional a la temperatura de congelacion (Ramirez y Bernal, 2012).

En un estudio llevado a cabo por Hong et al. (2007) se llegé a la conclusion de que los factores que
afectan la eficiencia de la vitrificacion son la composicion de los crioprotectores usados, el tiempo
de equilibrio de los embriones y el contenedor o tipo de pajilla utilizada para el almacenaje de los

embriones.

- Solucion de vitrificacion.
Para la vitrificacion de ovocitos caprinos han sido utilizadas soluciones como PVP, EG, sacarosa
y trehalosa. En ovocitos de humano son utilizados DMSO, EG, Ham’s F-10 y seroalbumina
humana (lzadi et al., 2018).
En un proyecto llevado a cabo por Garcia-Amador et al., (2009), en ovocitos de humano se utilizé
EG al 15%, DMSO al 15% y sucrosa, 0.5 M como solucién vitrificante. Estos fueron puestos en

cryotops, unas pipetas de polipropileno especialmente disefiadas para usarse con nitrégeno liquido.

50



Marco et al., (2016), realizaron vitrificiones con embriones de conejo utilizando un medio de
vitrificacidn consistente en 20% EG y 20% de DMSO en solucién base.

Aké-Villanueva et al. (2015), utilizaron embriones en pipetas de 0.25 ml, las cuales colocaron en
un medio de vitrificacion de TCM + 7.5% de DMSO + 7.5% de EG por 3 minutos. Posteriormente
los colocaron en un segundo medio de vitrificacion de TCM + 16% de DMSO + 16% de EG + 0.4
M de sacarosa por menos de un minuto. Una vez realizados estos pasos se colocaron
inmediatamente las pipetas en nitrégeno liquido y se almacenaron ahi hasta su descongelacion.
Cabe mencionar que los crioprotectores con mayor permeabilidad, como es el caso del EG causan
menor dafio osmético y menor tiempo de exposicion, sin embargo, poseen mayor citotoxicidad.
Los crioprotectores con menor permeabilidad otorgan menor toxicidad al disminuir la
concentracion de crioprotector dentro de las células, siendo esta la razon principal por la que se
utilizan mezclas de éstos y evitar que las células pierdan viabilidad y funcién metabdlica para el
embrion. Los crioprotectores con mayor uso son EG + DMSO o EG + 1-2 propanediol (Vajta 'y
Nagy, 2006)

Se han utilizado (Jiatsa et al., 2019) como solucion vitrificante el medio esencial minimo (MEM)
+ HEPES suplementado con 10 mg/ml BSA, 20 Ul de catalasa, 0.25 M de sucrosa, 10% EG y 10%
DMSO; soluciones como DMSO y EG.

En un estudio llevado a cabo por Gonzalez-Silvestry et al. (2022), se lleg6 a la conclusion de que
el uso de una solucion vitrificante de DMSO al 15%, SFB al 20%, EG al 15% y Sucrosa a 0.4 M
no otorgan una buena calidad al desarrollo embrionario in vitro, estando por encima los resultados

obtenidos en embriones para cuyo desarrollo no se utilizé ningln crioprotector o criopreservacion.

Técnicas de vitrificacion.
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En la mayoria de las especies domésticas se han utilizado pipetas para semen (0.25 ml), sin
embargo, éstas no estan hechas para la vitrificacion, ya que los materiales son mas gruesos al estar
disefiadas para congelaciones lentas, ademas de que no cuentan con la capacidad para calentarse a
grandes temperaturas (2000°C) (Celestinos y Gatica, 2002).

Begin et al. (2003), realizaron en caprinos la vitrificacion en base solida (solid surface vitrification;
SSV) y bucle criogénico (cryoloop). La base sélida es una técnica realizada en una placa fria que
puede ser una ldmina de aluminio que ha sido previamente enfriado con nitrégeno liquido. Los
embriones, previamente mezclados con la solucion vitrificante, son dejados caer sobre la 1dmina,
creando gotas que pueden ser transferidas mediante el uso de pinzas de diseccion previamente
enfriadas hacia un vial con nitrégeno liquido. El bucle criogénico es un instrumento parecido al
utilizado en microbiologia para la siembra de bacterias, que consiste en un pequefio lazo de 0.5 a
0.7 mm en el que recoge una cantidad minima de solucion, creando una capa fina de crioprotector
en la que se cubriran los tejidos. Estos investigadores demostraron que el uso del bucle criogénico
tiene mayores ventajas al utilizar menor cantidad de solucion, mayor contacto de superficie
embrion-crioprotectores, menor tiempo de uso y facilidad para usarse en campo; ademas se
observaron mayores tasas de embriones sobrevivientes en comparacion con la técnica de base
solida. En las dltimas decadas se ha hecho comun el uso de las pajillas abiertas estiradas (open
pulled straw; OPS), que son pajillas cuya capacidad maxima es de 1 ml, de las cuales Unicamente
0.25 ml.serén utilizadas con este fin. Estas tienen un extremo cerrado y el otro abierto, lo que
incrementa la velocidad de enfriamiento al ser una pequefa cantidad de crioprotectores que
contienen los embriones, mejorando el intercambio de temperatura. A pesar de estas ventajas, la
mayor desventaja de esta técnica es el contacto de los criopreservadores-embriones con el
nitrégeno liquido, siendo éste en muchas ocasiones el causante de la transmision de agentes

infecciosos. La técnica OPS ha mostrado baja incidencia de fractura de la zona pellcida, buenas
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tasas de eclosion y de gestacion, por lo que se han investigado variantes que ofrecen las mismas
ventajas: nitrégeno liquido filtrado, close pulled straw (CPS), técnica OPS modificada (mOPS),
super open pulled straw (SOPS), CryoTip, microgota y punta de carga de gel (GL-Tips) (Cabrera
et al., 2006).

De acuerdo al nimero de pasos se puede dividir a la vitrificacion en dos: de uno y dos pasos.

La vitrificacion de un paso consiste en la carga de los embriones en el tipo de contendor elegido
previamente cargado con alcohol polivinilico y se deja equilibrar por 1 a 2.5 minutos. Posterior a

esto se sumerge en nitrégeno liquido.

En el caso de la vitrificacion de dos pasos se requiere un “pretratamiento” donde se colocan los
embriones en una solucion de 10% de EG / DMSO o de ambos crioprotectores por 5 minutos.
Posterior a esto se colocan los embriones en el contenedor elegido precargado con solucion
vitrificante, que posteriormente sera sellada con alcohol polivinilico para ser introducido en
nitrégeno liquido. En ambos casos para calentar la pajilla se pueden dar bafios con agua corriente
a 25°C por 10 segundos y seguido de esto se incuban en sucrosa (0.5mol/l) por 5 minutos. Los

remanentes de crioprotectores se retiran lavando 3 veces con PBS (Hong et al., 2006).

Situacioén actual de la vitrificacion en embriones de caprino en México.

En laactualidad se siguen haciendo estudios para encontrar una mezcla adecuada de crioprotectores
para los ovocitos caprinos y posterior obtencion de embriones. Se han descrito anteriormente una
gran cantidad de combinaciones que, a pesar de ser utilizadas sin mayor problema en otras especies,

en caprinos son toxicas y tienden a causar dafio durante la meiosis (Gonzélez-Silvestry et al., 2022).
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A lo largo de esta revision bibliogréfica hemos observado que en otras especies como ovinos y
bovinos hay mayor cantidad de informacion dada la rentabilidad que significan estas especies,
ademas de un cierto estigma que acompafia a la especie caprina, siendo sinénimo de bajo nivel
socioecondémico en algunas granjas y rancherias en lugares de México donde las cabras tienen la

ventaja de ser resistentes a climas adversos y poco recurso alimenticio.

Para lograr avances significativos en la reproduccion de caprinos en México, y que realmente
convengan al pais, es necesario reeducar a los productores haciéndoles ver que el valor de cada
especie se encuentra en los recursos de la region que puedan brindarseles de manera mas econémica
y facilmente. Si bien, es cierto que esta especie es muy noble en relacidn a sus necesidades, también
es importante sefialar que la vitrificacion estd siendo un tema cada vez mas conocido pero se
necesita mayor difusion mediante programas reproductivos por parte del gobierno, o que lo poco
que se sabe de vitrificacién en embriones de caprino sea compartido en Facultades de Medicina
Veterinaria del pais con el fin de demostrar que a la larga no es un gasto, si no una manera de
aminorar costos (transporte de hembras o machos para reproduccion mediante monta,
caracteristicas seleccionadas de acuerdo al clima donde radica el productor, menor pérdida de

embriones producidos in vitro en comparacion con la congelacion).

Es necesario que los MVZ dedicados a esta especie ahonden mas en el tema, para que a su vez sea
este servicio un plus en el desarrollo de un hato manejado adecuadamente. Es importante que este
tema se explore mas en exposiciones ganaderas, asi como el material o soluciones se encuentren a

la venta de manera més
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Conclusiones.

La vitrificacion de embriones es una técnica cuya importancia ha ido aumentando al compararse
con la técnica tradicional de congelamiento, siendo econdémica y facil de realizar si se tiene
conocimiento en el tema. En caprinos este tema no ha sido estudiado y es necesario realizar mas
investigacion para poder estandarizar un método en esta especie, lo que podria significar la
busqueda de la mejora genética en México y poder aumentar su produccion y extension como la
observada en bovinos y porcinos.

Como resultado de la busqueda realizada en este trabajo, la mejor etapa de recoleccién de un
embrion es en mérula o blastocisto temprano, siendo necesario un medio de cultivo que pueda estar
enriquecido con SFB, &cido ascorbico y 6xido nitrico como antioxidantes, insulina si se requiere
de més nutrientes.

La técnica en la que se han obtenido mejores resultados post-vitrificacion en diversas especies, asi
como facilidad de uso es la vitrificacion con cryoloop con crioprotectores equilibrados de tal

manera que se cause la menor toxicidad a los embriones y su correcto desarrollo post-vitrificacion.
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