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INTRODUCCION: La biodiversidad ha descendido en el planeta y tenemos que buscar mejores estrategias para su preservacion. La disminucion o desaparicion de una
especie no esta siempre asociada a la reduccion de su habitat, sino a la falta de alimentacion, exceso de caza o problemas de caracter sanitario [1]. Las biotecnologias
reproductivas se pueden aplicar a programas de conservacion de especies en peligro de extincidon. Si bien se han obtenido importantes avances en el conocimiento de la
fisiologia de los animales silvestres, aun persisten limitantes para una mayor eficiencia felinos salvajes [2]. El gato doméstico (Felis catus) es el unico de las 37 especies
de la familia felidae que no vive amenazado o en peligro de extincidon y viene siendo utilizado como modelo biomedico en programas de reproduccion asistida par
pequenos y grandes felinos silvestres [3,4]. La supervivencia de los ovocitos es muy variable y su criopreservacion se ha logrado con diverso exito en las especies en
gue ha sido aplicada, incluyendo el gato domestico. Aunque han nacido gatos utillizando estas biotecnologias reproductivas sigue siendo necesario mayores
Investigaciones [5,6] ya que todavia no se considera a la criopreservacion una herramienta confiable y repetible [7,8].

OBJETIVO : Determinar la viabilidad de ovocitos vitrificados y madurados in vitro de gata domeéstica adulta en estacion reproductiva.

METODOLOGIA: Los ovarios fueron obtenidos por ovariectomia de hembras adultas en buen estado nutricional y sin tratamientos hormonales y transportados al
laboratorio dentro de las dos horas posterior en solucion salina fisiologica (NaCl 0,9%) con gentamicina (100 pg/ml) y refrigerados a 4 °C. Se fragmentaron por
microdiseccion, con tijera y escalpelo, en caja de Petri de 90mm con solucion de buffer fosfato salino modificado (m-PBS) suplementado con suero de ternero inactivado
(CS) y antibioticos (ATB). Los complejos cumulo-ovocitos (CCOs) liberados fueron colectados bajo microscopio estereoscopico con pipetas Pasteur estériles vy
transferidos a caja de Petri de 35 mm con igual solucion utilizada durante la microdiseccion (Figura 1). Los CCOs obtenidos fueron clasificados en cuatro categorias [9].
Solo los CCOs de grado A y B fueron utilizados (3 o0 mas capas de células de la granulosa, integridad de la zona pellcida y citoplasma homogeneo y oscuro) para la
vitrificacion (Figura 2) y posterior maduracion in vitro. Los CCOs fueron vitrificados con soluciones de etilenglicol (1,5 M) en buffer fosfato salino (PBS) suplementado con
sucrosa 0,1 M, medio de cultivo tisular Hepes (TCM-199), vitelo, ATB y CS ( Tabla 1) en cuarenta y seis pajuelas de 0.25 ml (Figura 2) con 10-12 CCOs cada una y
almacenados por treinta dias en termo de nitrogeno liquido (N,) a -196°C (Figura 3).
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Figura 1 . Obtencidn de ovocitos

Tabla 1 . Soluciones de vitrificacion

Posteriormente se desvitrificaron 39 pajuelas, (Figura 4) Los CCOs recuperados fueron madurados in vitro (MIV) [=5= -
en gotas (50 pl) de medio de cultivo TCM 199 con 10% de CS y ATB, cubiertas con aceite mineral estéril, a |z
38°C, con 99% de humedad relativa y atmésfera de anhidrido carbénico (CO,) al 5% por 48 hrs. Se descartaron |
los degeneracion y con los que mostraron buena expansion del cumulo, citoplasma uniforme y oscuro e
Integridad de la zona pelucida se incluyeron en gotas para su maduracion in vitro (Figura 5).
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Figura 4. Desvitrificacion y lavado de los CCOs Figura 5. Maduracion de Ovocitos Figura. 6 MTT Positivo

Para |la evaluacion de la viabilidad de los CCOs se utilizaron dos procedimientos: 1) la incubacion
con MTT [10], los CCOs se colocaron individualmente mediante pipeta Pasteur en cada cava de ) . , g g
una placa[de] ELISA-96, con 10 pl de solucion madre de MTT erllj EOO Ul de m-PBS e incubados [L]Roldan E., Garde J. (2004) B'.O,tecmlcg'a de la reproduccion y conservacion
’ _ o _ de especies en peligro de extincion. Museo Nacional de Ciencias Naturales.
durante 4 horas a 37°C, 5% CO2 y 99% de humedad. EI MTT incoloro o debilmente amarillento al | \aqrid. Espafia pp 307 - 338.
ser reducido por las enzimas deshidrogenasa de las mitocondrias cambia a azul oscuro. Segun la | [2]Franzosi Mattos, M.R., Simoes-Mattos, L., Machado de Silva, L.D. (2003)
respuesta observada de los CCQOs, se clasificaron como positivo (Figura 6) en aquellos gque Embryo technology in the domestic cat (Felis catus) Vet. Mex., 34 (4) 373 -
presentaron cambio en la coloracion y como negativo donde no se manifesto dicho cambio. 388.

2) La incubacién con Azul Tripan al 0,4%. Los CCOs se colocaron individualmente mediante  [3]Jéwgenow, K., Paris, M.C.J. (2006) Preservation of female germ cells from

. ., ., ovaries of cat species. Theriogenology 66, 93 - 100.
- 0
pipeta Pasteur en cada cava de una placa de ELISA-96, con pl de solucion de Azul Tripan 0,4% 4] Pope, C.E. (2000) Embryo technology in conservation efforts for endangered

en 100 pl de m-PBS e incubados durante 5 minutos a 37°C, 5% CO2 y 99% de humedad. El Azul t4jigs Theriogenology 53, 163-174.
Tripan penetra en las celulas que tienen alterada la membrana plasmatica, las que se observan [51Cocchia N., Ciani, F., Russo, M., El Rass, R., Rosapane, I., Avallone, L.,

azules (Figura 7), no penetra en las celula vivas (Figura 8). Tortora, G., Lorizio, R. (2010) Immature cat oocyte vitrification in open pulled
; straws (OPSs) using a cryoprotectan mixture. Criobiology 60, 229 — 234.
RESULTADOS Y DISCUSION: 508 CCOs grados A y B fueron recuperados mediante la |[6]Pope, C.E., Gomez, M.C., Kagawa, N., Kuwayama, M., Leibo, S.P., Dresser,

microdiseccion de 33 ovarios de gata en estacion reproductiva con un promedio por ovario fue de| |B.L.(2012) In vivo survival of domestic cat oocytes aiter vitrification,
15,39 + 0,84. Se evalud la viabilidad de 270 CCOs en ambos ensayos. Los resultados se|  Intracytoplasmic sperm injection and embryo transfer. Theriogenology 77. 531 —

expresan en la siguiente tabla . °38. . . e .
[7] Apparicio, M., Ruggeri, E., Luvoni, G.C. (2013) Vitrification of immature

CCOs | Obtenidosy | Madurados |Descartados | Evaluados| Evaluados | MTT (+) |A. Tripan (-)| |feline oocytes with a commercial kit for bovine embryo vitrification. Reprod Dom
tif .4 Anim 48, 240 — 244.
Vitrificados in v MTT Azul Tripan o o ’
N vitro P N™ (%) N™ (%) [8] Mikolajewska, N. Muller, K, Nizanski, W. Jewgenow, K. (2012) Vitrification of
N° 508 320 50 140 130 78 (56) 69 (53) domestic cat oocytes — Effect on viability and integrity of subcellular structures.
Reprod. Dom. Anim 47 (Suppl.6), 295 — 299.

Durante la vitrificacion los CCOs sufrieron dafio morfolégico y funcional que son criticos para su | [9]Wood, T.C, Wildt, D.E. (1997) Eftect of the quality of the cumulus-oocyte

oosterior desarrollo [7]. La utilizacion de los ensayos de viabilidad ratifican los porcentajes| |COMPplex inthe domestic cat on the ability of oocytes to mature, fertilize, and
reportados previamente [8] develop into blastocysts in vitro. J. Reprod. Fertil. 110, 355 - 360.

[10] Calvo, J., Perez, V., Fila, D., Campos, E. (2004) Evaluacion de la
viabilidad de ovocitos bovinos seleccionados para maduracion y fertilizacion in
vitro mediante la utilizacion del MTT. Veterinaria (Montevideo) 39 (154) 7 - 10.
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CONCLUSION: La vitrificacion comprometio la integridad de un importante nimero de CCOs
aunque mas del 50 % respondio favorablemente, mostrando signos de viabilidad esperados. Es
necesario mejorar los protocolo de experimentacion para incrementar el porcentaje de viabilidad.




