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Avances en el manejo de gametos caninos in vitro
Advance in handling canine gametes in vitro
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Resumen

Las caracteristicas fisiologicas de los gametos caninos que los hace especiales respecto a los de
otras especies han dificultado los estudios tendientes a incrementar los porcentajes de éxito en diversas
biotecnologias reproductivas. Entre estas caracteristicas esta el inicio de la meiosis de los ovocitos posterior
al nacimiento y la ovulacién de un gameto inmaduro como ovocito primario, lo que ha complejizado la
maduracion in vitro de estos ovocitos y, por parte de los espermatozoides, una gran diferencia en la
sobrevivencia de los espermatozoides eyaculados versus los congelados-descongelados, que hace
imprescindible evaluar la biologia reproductiva de estos gametos tendiente a optimizar nuevos protocolos
haciendo énfasis previamente en una adecuada evaluacion del crecimiento del ovocito in vivo y de la
viabilidad espermatica en aquellos sometidos a criopreservacion,
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Abstract

The physiological characteristics of canine gametes that make them unique compared to those of
other species have hindered studies aimed at increasing the success rates in various reproductive
biotechnologies. Among these characteristics is the meiosis of the oocytes after birth and the ovulation of
an immature gamete as a primary oocyte, which has made the in vitro maturation of these oocytes more
complex and, on the part of the spermatozoa, a significant difference in the viability of ejaculated versus
frozen-thawed spermatozoa, which makes it essential to evaluate the reproductive biology of these gametes
in order to optimize new protocols, previously emphasizing an adequate evaluation of in vivo oocyte growth
and sperm viability in those subjected to cryopreservation.
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Introduccion

La reproduccion en canidos se ha caracterizado por tener algunos aspectos peculiares, que ha hecho
que el progreso hacia la comprension de los mecanismos subyacentes a estas caracteristicas unicas haya
sido lento, lo que, a su vez, limita la capacidad para controlar o mejorar la reproduccion y desarrollar
biotecnologias reproductivas en esta especie y lograr herramientas clinicas para diagnosticar trastornos
reproductivos.

Ovocitos

Una de las caracteristicas mas intrigantes de la reproduccion canina es la ovulacion de ovocitos
inmaduros que requieren alrededor de 72 horas adicionales fuera del foliculo ovarico para adquirir la
capacidad de fecundacion y posterior desarrollo (Renton et al., 1991). Hasta la fecha, la eficiencia de los
protocolos de maduracion in vitro (IVM) en canidos es muy baja (<20% en promedio), justamente por lo
largo del proceso y la necesidad de imitar diferentes ambientes de desarrollo genético.

El probar diferentes protocolos de maduracion in vitro de ovocitos caninos, evaluando la adicion
de diferentes compuestos como son hormonas, proteinas, factores de crecimiento, vitaminas, y probando
ademas, diferentes densidades de ovocitos, tiempos de incubacion, condiciones de cultivo y mads, ha
ayudado a mejorar los porcentajes de ovocito que completan su desarrollo meiodtico in vitro, pero no ha
solucionado aun las tasas de desarrollo muy por debajo de lo obtenido en otras especies animales. De hecho,
hasta la fecha atin no se obtienen camadas producto de fecundacion in vitro con ovocitos madurados
completamente in vitro.
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Esto abre una serie de desafios en orden de lograr un desarrollo de los ovocitos caninos en cultivo
que hasta la fecha no ha sido posible obtener. Nuestro laboratorio ha estado estudiando el ultimo tiempo
por tanto, factores fisioldgicos que involucran el desarrollo del ovocito in vivo, para lograr una mejor
replicacion en los protocolos in vitro.

La capacidad de desarrollo de los ovocitos se adquiere durante la foliculogénesis, la adquisicion
de las competencias de maduracion y desarrollo es un proceso altamente coordinado que incluye cambios
morfolédgicos, ultra estructurales y transcripcionales en el gameto. Los eventos claves durante la ovogénesis
y foliculogénesis se basan en las interacciones entre el ovocito y las células de cimulo (CC) (Peng et al.,
2019). Las CC y los ovocitos interactiian a través de uniones comunicativas o GAP para mantener la funcion
ovarica normal, permitiendo el paso de pequefias moléculas de sefalizacion, como miRNA, nucleotidos
ciclicos y azucares (Russell et al., 2016). Las uniones GAP estan compuestas por complejos de proteinas,
conexinas que forman canales de estructuras proteicas de doble membrana, denominadas conexiones (Zhou
et al., 2016). La conexina 43 (CX43), es predominante en las células de la granulosa y del cumulo en
numerosas especies (Cheng et al., 2015). La conexina 37 (CX37), en cambio, contribuye principalmente a
las uniones gap que conectan los ovocitos con las CC adyacentes a través de proyecciones transzonales
(TZP). Recientemente, investigamos la localizacion y los patrones de expresion especificos y dindmicos de
los genes de conexinas CX37 y CX43 y sus proteinas en los foliculos ovaricos caninos (De los Reyes et al.,
2020). Nuestros resultados mostraron que el acoplamiento de los ovocitos con las células del cimulo-
granulosa y las células de la granulosa entre si por CX37 y CX43 comienza en foliculos primordiales y
continta a medida que la foliculogénesis progresa hasta foliculo preovulatorio, pudiendo demostrar ademas,
la participacion de Cx37 y Cx43 en la detencion meiotica prolongada en caninos hasta después de la
ovulacion. Sin embargo, es necesario profundizar estos hallazgos mediante el estudio de la regulacion
dinamica y/o transitoria postranscripcional de ovocitos y CC, como los factores que gobiernan el cierre
tardio de estas conexiones mas alla del alza de LH como ocurre en otras especies. Manejar in vitro la
dinamica de las uniones GAP a través de las conexinas permitird un avance en lograr el reinicio y desarrollo
meidtico de los ovocitos caninos.

Los desafios en que hemos estado avanzando involucran el efecto de la apoptosis temprana durante
el desarrollo folicular en la competencia meidtica de los ovocitos (Palomino y De los Reyes, 2021), el rol
de la progesterona en estas conexinas, considerando los altos niveles de esta hormona durante las fases
finales de maduracién del ovocito, y recientemente, dado que durante el crecimiento intra-folicular del
ovocito hay una tasa alta de actividad transcripcional que conduce a una mayor sintesis de RNA y proteinas
que regulan el desarrollo del ovocito, para entrar luego previo al reinicio meidtico a un silencio
transcripcional, la evaluacion de micro RNAs (Xu et al., 2011) en el desarrollo gamético abre nuevas
posibilidades en el conocimiento del proceso de maduracion del ovocito canino. El analisis de perfiles de
miARN ayudard a comprender de la regulacion génica involucradas en el desarrollo de ovocitos caninos.

Espermatozoides

Los espermatozoides eyaculados y epididimales pueden utilizarse en procedimientos in vitro. Los
estudios de procedimientos de manejo espermatico han avanzado ultimamente en la criopreservacion de los
espermatozoides de estas diferentes fuentes de obtencion espermdtica, siendo hasta la fecha los
espermatozoides eyaculados los que han sido mas estudiados ampliamente.

En los perros, los espermatozoides eyaculados se obtienen generalmente mediante manipulacion
digital o con el uso de una vagina artificial. Los espermatozoides del epididimo se obtienen de la cola del
epididimo luego de la orquiectomia o por aspiracion percutanea de espermatozoides del epididimo (Hewitt
et al., 2001). Cualquiera sea la forma de obtencion de los espermatozoides, el manejo de ellos, mas alla de
la simple inseminacion artificial, es su criopreservacion, que es lo que en definitiva potencia el desarrollo
biotecnologico a través de bancos de semen para ser utilizados en canidos domésticos y silvestres.

Los protocolos y medios de criopreservacion han diferido dependiendo de la procedencia de los
gametos; pero, las muestras de espermatozoides criopreservados ya sea eyaculados o epididimarios
muestran una disminucion de la fertilidad en comparaciéon con los espermatozoides frescos debido al dafio
en diferentes estructuras espermaticas, como el ADN, el acrosoma y la membrana plasmatica, junto con
modificaciones en las funciones celulares, incluida una reduccién en la motilidad del esperma (Palomino y
De los Reyes, 2009). Por tanto, independiente del origen de obtencion de los espermatozoides y del
protocolo de criopreservacion efectuado, en todos se requiere una adecuada evaluacion de la viabilidad
espermatica post criopreservacion, para, de ese modo, tener una mayor certeza de su utilizacion posterior.

Se han estudiado varias estrategias para determinar la calidad y viabilidad espermatica después de
la congelacion. La exclusion con yoduro de propidio (PI) es la sonda mas comiin para determinar la
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viabilidad celular mediante la evaluacion de un aumento en la permeabilidad de la membrana (Graham et
al., 1990). Dentro de la célula, el PI puede intercalarse con el ADN y una vez que el tinte se une a los acidos
nucleicos, su fluorescencia aumenta de 20 a 50 veces. El PI es ampliamente utilizado para determinar la
viabilidad celular. En muestras de espermatozoides de perro congeladas y descongeladas, la exclusion de
PI muestra un bajo porcentaje de espermatozoides viables (Corcini et al., 2016), pero este marcador no se
correlaciona con las tasas de fertilizacién porque las muestras con un alto porcentaje de células positivas
para PI aun fecundan ovocitos (Martins et al., 2009). En muestras de espermatozoides criopreservado
canino hemos evaluado a través de citometria de flujo la exclusion de PI observando un alto porcentaje de
células positivas para PI, lo que podria atribuirse a un aumento en la permeabilidad de la membrana
plasmatica causado por el dafio. Sin embargo, esta alta tasa se redujo significativamente cuando los
espermatozoides se incubaron con dos inhibidores de canales de panexina (CBX y PBD) antes de la
incubacion con PI (Torres et al., 2017). Las proteinas pannexina se han descrito en diferentes células y
forman canales permeables a moléculas como PI, lo que indica que el mecanismo del canal de panexina
puede estar involucrado en la captacion de PI. Por tanto, se podria sugerir que el ensayo PI subestima el
porcentaje de células vivas.

Conclusion

Conocer la biologia reproductiva de los gametos es fundamental para poder aplicar correctamente
las biotecnologias reproductivas, tanto para promover la fertilidad en ciertas poblaciones, especialmente en
aquellos como los canidos silvestres, y también para disminuir la fertilidad en otras poblaciones como los
animales en abandono.
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