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Tecnología de embriones en los
felinos domésticos (Felis catus)

Embryo technology in the
domestic cat (Felis catus)
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Lúcia Daniel Machado de Silva***

Abstract

The present report is a review of scientific publication data on embryo technology in the domestic cat (Felis
catus), emphasizing the cat as an experimental model for wild felids. Subtopics include: in vitro embryo
production, including oocyte retrieval and maturation, in vitro fertilization and culture; cloning by nuclear
transfer, embryo collection and transfer, and cooling and cryopreservation of gametes and embryos. A brief
historical survey is presented, the latest results are discussed, delineating perspectives and challenges for
future improvements.
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Resumen

Este trabajo muestra una revisión de los datos obtenidos en publicaciones científicas relacionadas con la
tecnología de embriones de los felinos domésticos (Felis catus), dando énfasis en su importancia como modelo
experimental para los felinos salvajes. Los subtemas presentados incluyen la producción in vitro de embrio-
nes, incluso la recolección y la maduración de ovocitos, fecundación y cultivo in vitro; clonación por
transferencia de núcleos, recolección y transplante de embriones, refrigeración y crioconservación de gametos
y embriones. Se hace un breve relato histórico y se discuten los resultados más actuales, señalando las
perspectivas y los desafíos al futuro.
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Introducción

l objetivo final de las técnicas de reproducción
controlada es incrementar la producción de los
reproductores, esto es de gran importancia en la

conservación de la biodiversidad en carnívoros.1-4 De
las 37 especies de la familia Felidea, sólo el gato domés-

Introduction

he final objective of assisted reproductive tech-
nologies is to enhance the performance of
breeders, which is very important for the con-

servation of the biodiversity of carnivores.1-4 Of the 37
existing felid species, only the domestic cat (Felis
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tico (Felis catus) no vive amenazado o en peligro de
extinción;2,4 en este sentido, es importante que se guarde
material genético de las especies salvajes, ya que la
mayoría de las veces la reproducción de estos animales
en cautiverio es deficiente.2 Así el desarrollo de las
técnicas de reproducción controlada en félidos salvajes
en cautiverio es esencial como parte de un amplio pro-
grama para la reproducción de estas especies.1,4 En el
desarrollo de esa biotecnología se ha usado el gato
doméstico como modelo experimental para los estudios
en la fisiología reproductiva y biotecnología de peque-
ños y grandes félidos.2,4-10 Así la presente revisión abor-
dará los aspectos relacionados con tecnología de em-
briones en el modelo felino (Felis catus), más específica-
mente con el avance de las técnicas de maduración in
vitro (MIV), fecundación in vitro (FIV), clonación por
transferencia de núcleos (TN), transplante de embrio-
nes (TE) y crioconservación de ovocitos y embriones.

Reproducción controlada y biotecnologías
de la reproducción en los felinos
domésticos

En las últimas décadas se ha obtenido un gran progreso
en lo que se refiere a la reproducción controlada en gatos
domésticos, en los cuales se demostró la posibilidad de
llevar a cabo la estimulación ovárica con el uso de hormo-
nas exógenas, la inseminación artificial, recolección de
ovocitos de hembras tratadas o no con gonadotropinas,
maduración, fecundación y cultivo in vitro, clonación por
transferencia de núcleos, crioconservación de game-
tos, embriones y el trasplante de estos últimos. Para
Luvoni2 la tecnología de embriones, más específicamen-
te la asociación de las técnicas de FIV, seguidas por
cultivo in vitro (CIV) y TE, se tornan herramientas de
gran importancia como consecuencia de su elevado
potencial y actual disponibilidad en lo que se refiere a
preservación de material genético de especies raras. La
tecnología de embriones reúne todas las biotécnicas que
se relacionan con el embrión: producir, mantener, trans-
portar, almacenar, trasplantar, etcétera. En la actualidad
la tecnología de embriones incluye la producción in vitro
de embriones, transferencia de núcleo, transplante de
embriones y crioconservación.

Producción in vitro de embriones (PIV)

La producción in vitro de embriones (PIV) incluye
técnicas de recolección-recuperación del ovocito, ma-
duración in vitro (MIV), fecundación in vitro (FIV) y el
CIV de embriones; hace poco en la PIV se incluyó la
clonación por transferencia de núcleo (TN). En la
última década se ha obtenido un progreso considera-
ble en la PIV en gatos domésticos y, según varios
autores,4,11-14 se lograron importantes éxitos en el mo-

catus) is not on the endangered list or threatened with
extinction.2,4 In this respect, it is important to rescue
genetic material from wild species, since most of the
time the reproduction of these animals in captivity is
difficult.2 Thus, the development of assisted repro-
ductive technologies for wild felids in captivity is
essential as part of a broad program for the reproduc-
tion of these species.1,4 In the development of these
biotechnologies, the domestic cat has been used as an
experimental model for studies about the reproduc-
tive physiology and biotechnology of small and big
felids.2,4-10 The present review will approach the as-
pects related to embryo technology in a feline model
(Felis catus), more specifically the advances of tech-
niques of in vitro maturation (IVM), in vitro fertiliza-
tion (IVF), somatic cloning by nuclear transfer (NT),
embryo transfer (ET), and oocyte and embryo cryo-
preservation.

Controlled reproduction and assisted
reproductive biotechnologies in the
domestic cat

Over the last decades, great progress has been made
in assisted reproductive technology (ART) for do-
mestic cats. In this model, ovarian stimulation with
the use of exogenous hormones, artificial insemina-
tion, oocyte retrieval from females treated or not
with gonadotropins, in vitro maturation, in vitro fer-
tilization and in vitro culture, nuclear transfer, ga-
mete and embryo cryopreservation and embryo
transfer have been performed. According to Luvo-
ni,2 embryo technology, more specifically the associ-
ation of IVF followed by in vitro culture (IVC) and
ET, is a tool of great potential importance, which is
currently available for the rescue of genetic material
from wild species. Embryo technology includes all
biotechnologies related to embryos, such as produc-
tion, maintenance, transport, storage, transfer, and
others. Current embryo technology includes in vitro
embryo production, nuclear transfer, embryo trans-
fer and cryopreservation.

In vitro embryo production (IVP)

In vitro embryo production (IVP) includes techniques
of oocyte recovery, IVM, IVF and IVC. More recently,
NT was included in the IVP technology. In the last
decade, considerable progress has been made with
IVP in the domestic cat and, according to several
authors,4,11-14 important successes were obtained when
these technologies were used in wild felids.
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mento en que estas técnicas fueron utilizadas en féli-
dos salvajes.

Recolección de ovocitos

En estudios iniciales, los ovocitos se obtenían de los
oviductos de las donantes tratadas con eCG y hCG.7,15-18

Los ovocitos de folículos preovulatorios pueden recu-
perarse de las donantes a través de laparoscopia7,19 o
laparotomía,9 entre 24 y 26 h después de la administra-
ción del hCG. Después del tratamiento con 150 UI de
eCG y 100 UI de hCG en las hembras, se recolectaron
entre 8.718 y 21.017 ovocitos. Cantidades similares se
obtuvieron de hembras donantes que recibieron 100 o
200 UI de hCG para inducir la ovulación.7 En otro
trabajo se recuperó un promedio de 23 a 28.1 ovocitos
preovulatorios después de la administración de 1.5 a
4.0 mg de FSH durante cuatro días.9,20 Recientemente
empleando 25 gatos se recuperaron entre 15.1 y 19.6
ovocitos preovulatorios después del tratamiento con 2
o 3 UI y 5 UI de FSH, respectivamente.4

Los más recientes trabajos han realizado la recolección
de ovocitos mediante la punción o por fragmentación
(lincing) de los ovarios obtenidos después de la ovariohis-
terectomía, sin previo estímulo por gonadotropinas y se
destinan a la MIV.14,21-33 Actualmente la recolección de
ovocitos de gatas domésticas también se emplea para
probar la eficiencia de técnicas de capacitación in vitro de
los espermatozoides de félidos salvajes.6,23-25

La maduración in vitro (MIV)

En el momento de la ovulación los ovocitos de felinos
se encuentran en metafase II de la meiosis, y son muy
oscuros debido a la alta concentración intracelular de
lípidos.2 Cerca de 90% de los ovocitos obtenidos por la
fragmentación de los ovarios son inmaduros,27 mien-
tras que sólo de 20% a 25% de los ovocitos aspirados de
folículos ováricos preovulatorios de donantes tratadas
con gonadotropinas son inmaduros.9,34-36 Un estudio
reciente33 señala la posibilidad de que los ovocitos
felinos maduren en dos tiempos bien distintos (17-18
h contra 28-30 h) en la MIV, por presentar diferentes
grados de inmadurez. Así, pueden estar ocurriendo
errores en la evaluación de la MIV luego que los
ovocitos son evaluados en grupos no homogéneos.

Se ha comprobado que la época del año, medios de
cultivo y la morfología de los ovocitos33 son factores que
interfieren en la MIV, siendo que como en otras especies
animales la capacidad meiótica está muy relacionada con
la calidad del ovocito,4,33 por lo que es necesario hacer una
selección morfológica de éste antes de la maduración.
Las características consideradas para esta selección con el
fin de obtener los ovocitos con más capacidad de madu-
rar son: formato esférico con los contornos de las células

Oocyte recovery

In early studies, the oocytes were obtained from ovi-
ducts of donors treated with eCG and hCG.7,15-18 The
oocytes of preovulatory follicles can be recovered
from donors by laparoscopy7,19 or laparotomy9 be-
tween 24 and 26 h after hCG administration. After
treatment of donor females with 150 IU of eCG and
100 IU of hCG, between 8.718 and 21.017 oocytes were
obtained. Similar quantities of oocytes were obtained
from donors treated with 100 or 200 IU of hCG to
induce ovulation.7 In another study, an average of 23
to 28.1 preovulatory oocytes were retrieved after treat-
ment with 1.5 to 4.0 mg of FSH for four days.9,20

Recently, 15.1 to 19.6 preovulatory oocytes were ob-
tained from 25 cats treated with 2 or 3 IU and 5 IU of
FSH, respectively.4

The earliest studies performed oocyte retrieval by
aspiration of antral follicles or by slicing the ovary
after ovary-hysterectomy, without a previous gona-
dotropin stimulus and the oocytes were submitted to
IVM.14,21-33 Today, oocyte recovery from domestic cats
is also used to prove the efficiency of in vitro capacita-
tion procedures for the spermatozoa of wild felids.6,23-

25

In vitro maturation (IVM)

At the time of ovulation, feline oocytes are in metapha-
se II of meiosis and are very dark due to the high
intracellular lipid concentration.2 About 90% of the
oocytes obtained by slicing of the ovaries are immatu-
re,27 as opposed to only 20 to 25% of the preovulatory
oocytes from donors treated with gonadotropins.9,34-36

A recent study33 indicated the possibility that feline
oocytes mature at two very different times (17-18 h
versus 28-30 h) in IVM, presenting different degrees of
immaturity. Thus, errors may occur in the evaluation
of the IVM procedure since oocytes are evaluated in
non-homogeneous groups.

Factors such as time of year, culture medium, and
oocyte morphology may change the IVM33 since, as
also observed in other animal species, the meiotic
capacity is closely related to oocyte quality.4,33 On
this basis, the oocyte must be submitted to a mor-
phologic selection before its maturation. The cha-
racteristics considered for this selection, aiming to
obtain oocytes most likely to mature, are: spherical
shape, with perfectly visible contours of the granu-
losa cells, uniformly dark cytoplasm color, and an
intact zona pellucida (without defects or rupture)
surrounded by the corona radiata and by a thick
layer (5 or more layers) of compact cells.2,21,33,37 This
evaluation is important not only for IVM but also for
IVF and embryo development in IVC. Thus, after
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que lo acompañan perfectamente visibles, coloración del
citoplasma uniformemente oscura, zona pelúcida (ZP)
entera y sin defectos, envueltos por la corona radiada y
rodeada por una capa espesa (cinco o más capas) de
células compactas.2,21,33,37 Esta evaluación no es importan-
te apenas para la MIV, una vez que esta selección también
influye en la FIV y desarrollo embrionario en la CIV. Así,
aquellos ovocitos clasificados como excelentes presentan
después de MIV y FIV, las tasas de 37.4% de división,
30.9% de mórula, 24.4% de blastocisto, 17.1% de blasto-
cisto expandido, y 6.5% de blastocisto en eclosión. Mien-
tras que los ovocitos clasificados como de baja calidad
presentaron 0.8% y 0.3% de división y mórula, respecti-
vamente, sin haber alcanzado los estadios siguientes.21

Por otro lado, la maduración meiótica y la frecuencia de
fecundación pueden ser incrementadas en los ovocitos
de calidad baja mediante el enriquecimiento del medio
de MIV con hCG, pero no con otras gonadotropinas.37

Spindler et al.24 consideran que la selección morfo-
lógica inadecuada continúa siendo el método más
utilizado para MIV. Afirman que el metabolismo del
ovocito y su maduración están intrínsecamente liga-
dos. Así, el metabolismo puede ser un parámetro más
preciso para medir la calidad y estado de maduración
de los ovocitos felinos.38 En este sentido, la adición del
antioxidante cisteína al medio de cultivo39 no afectó la
tasa de maduración y de degeneración de ovocitos
evaluada por la morfología. A pesar de no afectar la
morfología, en otro estudio se observó que este ami-
noácido benefició el metabolismo de los ovocitos.25

En la primera descripción de MIV/FIV en los gatos,40

la frecuencia de ovocitos en metafase II fue alta (mayor
que 60%) después de 48 h de cultivo en medio esencial
mínimo (MEM) + FSH/LH + 3 mg/ml de albúmina
sérica bovina (BSA) + 1% suero fetal bovino (SFB). A las
24, 30 y 40 h, las frecuencias fueron mayores que 10%,
40% y 50%, respectivamente. En los estudios subse-
cuentes, las gonadotropinas agregadas al medio de
cultivo ejercieron un efecto positivo, pero el suero
bovino41-43 y el suero de gata en estro44 presentaron un
efecto negativo en la maduración, cuando se comparó
con el BSA. No se ha notado diferencia en la incidencia
de MIV entre los intervalos de 24 y 48 h de cultivo en
medio que contiene 10% de SFB.42

Existen diferencias en la capacidad de maduración in
vitro de ovocitos y división de los embriones en diferen-
tes épocas del año, lo que sugiere una variación estacio-
nal.23 Por otro lado, el ciclo reproductivo de la donante
no parece interferir en la tasa de maduración.27 Vale
resaltar que aunque se obtenga la completa madura-
ción nuclear in vitro, en muchas ocasiones ocurre una
maduración inadecuada del citoplasma de los ovocitos,
siendo ésta muy difícil de evaluar. Además, Gómez et
al.45 afirman que esta maduración inadecuada del cito-
plasma es la mayor de las deficiencias en la activación

IVM and IVF, oocytes classified as excellent showed
37.4 % cleavage rates, 30.9% morula formation rates,
24.4% blastocyst, 17.1% expanded blastocyst, and
6.5% hatching blastocyst rates. In contrast, oocytes
classified as low quality presented 0.8% and 0.3%
rates of cleavage and morula, respectively, without
reaching the advanced stages.21 On the other hand,
the frequency of meiotic maturation and fertiliza-
tion can be enhanced in lower quality oocytes by the
addition of hCG to the IVM medium, but other
gonadotropins are ineffective.37

Although Spindler et al.24 consider morphologic
selection to be an inadequate method, this continues
to be the method most commonly used for IVM. The
cited authors state that the metabolism of the oo-
cytes and their maturation are intrinsically related.
Thus, metabolism can be a more precise parameter
to be used to measure the quality and maturation
stage of feline oocytes.38 In this respect, supplemen-
tation of the culture medium with cysteine39 did not
affect the rates of maturation and degeneration of
the oocytes evaluated by morphology. However,
even though this supplementation did not affect the
morphology, in another study, cysteine enhanced
oocyte metabolism.25

In the first study of feline IVM/IVF,40 the frequen-
cy of oocytes in metaphase II was high (above 60%)
after 48 h of culture in minimum essential medium
(MEM) + FSH/LH + 3 mg/ml of bovine serum albu-
min (BSA) +1 fetal bovine serum (FBS). While at 24, 30
and 40 h, the frequencies of metaphase II were more
than 10, 40 and 50%, respectively. In subsequent
studies, the gonadotropins added to the culture me-
dium had a positive effect, but bovine serum41-43 and
estral feline serum44 had a negative effect on matura-
tion compared to BSA. There were no differences in
the incidence of IVM between 24 and 48 h in culture
with 10% FBS medium.42

There are differences in the capacity of in vitro
oocyte maturation and embryo cleavage in different
seasons of the year, a fact suggesting a seasonal
variation.23 On the other hand, the donor’s repro-
ductive cycle does not seem to interfere with the
maturation rate.27 It is important to point out that,
although it is possible to obtain complete nuclear
maturation in vitro, on many occasions inadequate
cytoplasm maturation of the oocytes occurs, a fea-
ture that is very difficult to evaluate. Also, Gómez et
al.45 stated that this inadequate cytoplasm matura-
tion is the main deficiency in oocyte activation in
IVF, requiring further studies of IVM in felids. In
this respect, in other investigations, alterations in
the components of the culture medium, mainly
sugars, amino acids and gonadotropins, or the re-
productive status of oocyte donors did not alter the
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del ovocito durante la FIV, por lo que es necesario
realizar otros estudios en MIV con félidos. En este
sentido, en otros trabajos alteraciones en los compo-
nentes del medio de cultivo, principalmente azucares,
aminoácidos y gonadotropinas, así como el estatus
reproductivo de la donante de los ovocitos, no afecta-
ron la tasa de MIV, pero sí la tasa de FIV y el desarrollo
de los embriones.4,27-29,32,45 También se verificó influencia
dañina de la MIV cuando embriones provenientes de
ovocitos MIV fueron crioconservados. Éstos presenta-
ron menor tasa de supervivencia y menor número de
células que los embriones provenientes de maduración
in vivo.45

La fecundación in vitro (FIV)

En el primer trabajo de FIV se usaron gatas donantes que
fueron tratadas con eCG y hCG, de ellas se recolectaron
ovocitos de los oviductos 30 h después de la administra-
ción del hCG. Estas estructuras presentaron división
después de 18 h de coincubación con espermatozoides
capacitados por preincubación de 2-24 h en el útero, pero
no con los espermatozoides de semen fresco.15 No obstan-
te, estos embriones no desarrollaron in vitro, tampoco se
evaluó si hubo partenogénesis. Siete años después16 la
fecundación se confirmó cuando los ovocitos obtenidos
después de la inducción del estro (100-150 UI de eCG) y
ovulación (2.5 mg de hCG) fueron incubados con esper-
matozoides frescos (sin capacitación) provenientes del
conducto deferente. En esta investigación se observó
división en aproximadamente 80% (81/102) de los ovoci-
tos entre 20 y 28 h después de la incubación. Manteniendo
estos embriones en cultivo se obtuvieron los primeros
blastocistos felinos por PIV.

Después de estos intentos iniciales, un estudio más
detallado de FIV en los felinos fue publicado en 1988.7

Este estudio fue el primero en que hubo: a) recoleción
de ovocitos procedentes de folículos preovulatorios
por medio de aspiración folicular a través de laparosco-
pia después del estímulo ovárico con el eCG y hCG; b)
capacitación in vitro de espermatozoides felinos; c)
nacimiento de cría viva después del TE de embriones
PIV. En los primeros estudios en que fue hecha la FIV
a partir de ovocitos madurados in vitro durante 45-50 h,
hubo división en algunas estructuras que desarrolla-
ron estadios mayores de 16 células.40-43,46,47 Hallazgos
más recientes han mejorado el número y la calidad de
ovocitos recuperados in vivo y de MIV, perfeccionán-
dose el desarrollo de embriones in vitro.4

Actualmente las tasas de división de embriones
obtenidos mediante FIV de ovocitos madurados in
vitro, de una manera general, varían entre 30% y
70%.27,37,38,40,46,47 La tasa de división de embriones me-
diante FIV de ovocitos preovulatórios, según Pope,6

varió en muchos estudios, entre menos de 50% y más

IVM rate, but modified the IVF and embryo develop-
ment rates.4,27-29,32,45 The harmful influence of this
inadequate IVM was also verified when embryos
originating from IVM oocytes were cryopreserved.
These embryos showed a lower survival rate and a
smaller number of cells than embryos originating
from in vivo maturation.45

In vitro fertilization (IVF)

In the first IVF study on cats, the donors were
treated with eCG and hCG, and the oocytes were
retrieved from the oviducts 30 h after hCG adminis-
tration. These structures presented cleavage after 18
h of co-incubation with spermatozoa capacitated by
2-24 h in utero pre-incubation, but not with the
spermatozoa of fresh semen.15 Nevertheless, these
embryos did not develop in vitro, and the possible
occurrence of parthenogenesis was not assessed.
Seven years later,16 fertilization was confirmed when
the oocytes obtained after estrus induction (100-150
IU of eCG) and ovulation (2.5 mg of hCG) were
incubated with fresh spermatozoa (without capaci-
tation) recovered from the vas deferens. In the cited
investigation, cleavage was observed in approxi-
mately 80% (81/102) of the oocytes between 20 and
28 h after co-incubation. These embryos remained
in culture and the first feline IVP blastocysts were
obtained.

After these initial trials, a detailed IVF study on
felines was published in 1988,7 showing for the first
time: a) preovulatory oocyte retrieval by follicular
aspiration using laparoscopy after the ovarian stimu-
lus with eCG and hCG, b) in vitro capacitation of feline
spermatozoa, and c) birth of kittens after transfer of
IVP embryos. In the first studies in which IVF was
carried out on oocytes matured in vitro for 45-50 h,
there was cleavage in some structures that developed
more than 16 cell stages.40-43,46,47 The most recent re-
sults have shown improvement of the number and
quality of oocytes retrieved in vivo and/or after IVM,
with a consequent enhancement of in vitro embryo
development.4

Usually, the cleavage rates of embryos obtained by
IVF of IVM range from 30 to 70%.27,37,38,40,46,47 According
to Pope,6 the cleavage rate of IVF embryos originating
from preovulatory oocytes varied in several studies,
with rates ranging from less than 50% to more than
80% in culture medium containing BSA or bovine
serum. Kanda et al.48 obtained more than 95% of
fertilized oocytes by using modified Earle medium
containing 10% human serum.

Sperm penetration starts 30 minutes after co-incu-
bation with spermatozoa, and more than 90% of the
oocytes were penetrated from 30 minutes to 3 hours



378

edigraphic.com

de 80% en medio de cultivo conteniendo BSA o suero
bovino. En medio Earle modificado con 10% de suero
humano, Kanda et al.48 obtuvieron más de 95% de
ovocitos fecundados.

La penetración espermática empieza 30 minutos
después de la incubación con los espermatozoides,
entre 30 minutos y tres horas después de la incubación
más del 90% de los ovocitos fueron penetrados.9,49 La
tasa de división fue semejante entre el cocultivo ovoci-
to-espermatozoides de 6 o 15 h.50 Sin embargo, en otro
estudio, cuando el tiempo de co-cultivo pasó de 2 a 18
h, el porcentaje de división se duplicó.35 Hoy la mayoría
de los ovocitos en metafase II se divide in vitro entre 24
y 28 h después de la coincubación (aproximadamente
70%), el resto (aproximadamente 30%) 40 h después de
este suceso, pudiendo, en ocasiones, alcanzar valores
cercanos a 100%.4

En la década pasada se obtuvieron los primeros
blastocistos felinos originados de MIV/FIV a partir de
ovocitos fertilizados a las 24 h del cultivo de la madu-
ración.21,37,51,52 Sin embargo, en un estudio,52 la tasa de
blastocistos fue mayor cuando la FIV fue empleada de
las 32 h de MIV a las 24 h (13% y 9%, respectivamente).
En la actualidad, los resultados de FIV son muy pro-
metedores, a pesar de las deficiencias en la MIV, que
son probablemente los factores limitantes para obte-
ner mejores éxitos en la FIV.

Fecundación in vitro por ICSI y SUZI

Una calidad seminal baja es característica de varias
especies de félidos, lo cual es un factor limitante para
el éxito de la reproducción controlada de félidos salva-
jes2,4,9,45 y que puede hacer impracticables las técnicas
como FIV. En este sentido, buscando mejorar esta baja
calidad seminal se han aplicado recientemente en los
gatos nuevas técnicas para PIV de embriones, sobre
todo la microinyección de espermatozoides en el cito-
plasma de ovocitos maduros (ICSI). Una comparación
de desarrollo in vitro después de FIV contra ICSI en los
gatos domésticos demostró resultados similares entre
estos dos métodos de fecundación.53 Recientemente el
uso de esta técnica produjo tasas de división que
varían entre 40% y 60%2,54 y tasas de blastocistos alre-
dedor de 25%.2,45 Se obtuvieron crías tanto por la TE de
embriones provenientes de la inseminación subzonal
(SUZI), como por la ICSI; este último método fue el
favorito debido a los resultados más constantes y
ausencia de riesgo de azoospermia.53,55 Las crías nacie-
ron después del TE de embriones producidos por ICSI
cuando los ovocitos fueron madurados in vivo53 e in
vitro.45 En este último trabajo, 18 receptoras recibieron
los embriones en el estadio de mórula, originada de
ovocitos MIV y sometidos a ICSI, con lo cual se obtu-
vieron tres gestaciones y dos nacimientos de éstas.

after co-incubation.9,49 Oocyte/spermatozoa co-culture
for 6 or 15 h yielded a similar cleavage rate.50 However,
in another study, when the time of co-culture was
change from 2 to 18 h, the cleavage rate was doubled.35

Currently, most of the oocytes in metaphase II (ap-
proximately 70%) cleave in vitro between 24 and 28 h
after co-incubation and the remaining ones cleave
after up to 40 h, with close to 100% cleavage being
reached on some occasions.4

In the 1990’s, the first feline blastocysts originating
from IVM/IVF were obtained from oocytes fertilized at
24 h of maturation culture.21,37,51,52 However, in one
study,52 when IVF was performed at 32 h of IVM, the
blastocyst rate was higher than that obtained at 24 h of
IVM (13% and 9%, respectively). Up to now, IVF has
shown encouraging results despite the problems with
IVM, which are probably limiting factors in terms of a
better success of IVF.

In vitro fertilization by ICSI and SUZI

Poor semen quality is a characteristic of several felid
species, limiting the success of assisted reproduc-
tion of wild felids,2,4,9,45 possibly causing techniques
such as IVF to be impracticable. In this respect, in
order to improve this low semen quality, new tech-
niques for IVP of cat embryos are currently being
used, mainly intracytoplasmic sperm injection (ICSI)
into mature oocytes. A comparison between IVF
and ICSI concerning in vitro embryo development
in domestic cats demonstrated similar results.53 Re-
cently, the use of ICSI produced cleavage rates
ranging from 40 to 60%,2,54 and blastocyst rates close
to 25%.2,45 Kittens were obtained after transfer of
embryos originating from sub-zonal insemination
(SUZI) and ICSI. The latter method was the best due
to the stable results produced and the elimination of
azoospermy risk.53,55 The offspring were born after
transfer of embryos originating from ICSI when the
oocytes were matured in vivo53 and in vitro.45 In this
last study, 18 recipients received embryos in the
morula stage originating from oocyte IVM and sub-
mitted to ICSI, and three pregnancies and two births
were obtained.

In vitro culture

At present, the indications concerning the methodo-
logies and culture medium for IVC are controversial.
The in vitro embryo development rate after the use of
FSH or eCG was higher in TCM 199 than in HAM F10
miedium.56 According to the cited author, the supple-
mentation of medium with cow or cat serum did not
alter embryo development. The in vitro development
in modified Earle supplemented with 10% human
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Cultivo in vitro

Las indicaciones al respecto de metodologías y los
medios de cultivo son polémicos en relación con el
CIV. La tasa de desarrollo in vitro de embriones pro-
ducidos in vivo después del uso de FSH o eCG fue
mayor en medio TCM 199 que en el HAM F10.56 Según
este autor, la adición de suero de vaca o de gato no
alteró el desarrollo embrionario. El desarrollo in vitro
en medio Earle modificado, enriquecido con 10% de
suero humano, fue superior al medio Earle modifica-
do, enriquecido con albúmina sérica bovina (BSA) o
TCM 199 enriquecido con suero fetal bovino (SFB).48

La adición de cisteína en cultivo en tensión baja de O2
en la atmósfera, aumentó las tasas de desarrollo de
embriones in vitro a partir de MIV/FIV, de aproxima-
damente 40% a más del 50%22 o 70% de blastocistos2

MIV. Resultados semejantes fueron obtenidos en me-
dio Earle modificado con 10% de suero humano,53 en
que más del 70% de los embriones llegaron a blastocis-
to. Un sistema de cultivo secuencial usando medio
Tyrode enriquecido con MEM, aminoácidos esencia-
les, no esenciales y BSA/SFB, produjo tasas de blasto-
cisto mayores al 50%.

A pesar de los buenos resultados recientemente obte-
nidos, no se han alcanzado las condiciones ideales de
cultivo para el desarrollo in vitro de embriones felinos, ya
que los resultados son inconstantes e inferiores a los
obtenidos en otras especies de mamíferos como en los
bovinos.2 Esta limitación en el CIV está asociada a lo que
se conoce como bloqueo in vitro del desarrollo embriona-
rio. Se sabe que la cronología embriológica es similar in
vitro o in vivo hasta el estadio de mórula.57 A partir de este
punto, aunque se obtengan altas tasas de fecundación, se
observa un retardo y hasta un bloqueo del desarrollo in
vitro de los embriones,3,4,7,9,21,37,57-62 con una media de
apenas 20% o 30% de blastocistos producidos por MIV/
FIV, a pesar de haber algunos informes de mayor eficien-
cia.2,22,53 De manera general, los embriones producidos in
vivo se desarrollan más en CIV que los PIV, llegando a
creer que la deficiencia viene desde la MIV. Como ejem-
plo, en un estudio57 70% de los embriones producidos in
vivo se desarrollaron hasta blastocisto in vitro después de
la recolección en estadios iniciales. Sin embargo, ningu-
no de los embriones producidos in vitro alcanzó el
estadio de blastocisto. Este bloqueo de desarrollo, que
también ocurre en otras especies animales, en su mayoría
se relaciona con la transición del control del desarrollo
materno-embrionario, pero en felinos esto último no se
aplica.62,63 De acuerdo con lo anterior, el embrión comien-
za a controlar sus divisiones en los estadios de 5-8 células
y este bloqueo ocurre posteriormente, en la transición de
mórula a blastocisto. En otras especies este bloqueo
puede ser fácilmente evitado con modificaciones con-
vencionales al CIV.19,62 No obstante, no se lograron éxitos

serum was higher than in this same medium supple-
mented with BSA or TCM 199 + SFB.48 The addition of
cysteine to culture under conditions of low atmospher-
ic O2 concentration enhanced the IVM/IVF embryo
development rates from 40% to more than 50%22 or
70% blastocysts.2 Similar results were obtained with
modified Earle medium containing 10% human se-
rum,53 with more than 70% of the embryos reaching the
blastocyst stage. A sequential culture system using
Tyrode solution supplemented with MEM, essential
and nonessential amino acids, and BSA/SFB, produced
blastocyst rates above 50%.

In spite of the good results recently obtained, the
ideal conditions for in vitro feline embryo develop-
ment are not yet available since the results are
changeable and inferior to those obtained in other
mammalian species such as cattle.2 The limitation of
IVC is related to what is known as in vitro embryo
developmental block. It is known that the embryo-
logical chronology is similar in vitro and in vivo
until the morula stage.57 Thereafter, even when high
fertilization rates are obtained, a delay and/or a
block of in vitro embryo development is ob-
served,3,4,7,9,21,37,57-62 with a mean of only 20% or 30%
blastocysts originated by IVM/IVF, in spite of some
reports of better results.2,22,53 Generally, embryos
produced in vivo show better IVC development
than IVP embryos. This fact raised the suspicion
that the deficiency may occur since the IVM stage.
As an example, in one study,57 70% of the embryos
produced in vivo developed in vivo up to the blas-
tocyst stage after collection during early stages.
However, no IVP embryos reached the blastocyst
stage. This blockade of development also occurs in
other animals species and is related to the maternal-
embryonic transition of the control of development;
this, however, does not apply to felines.62,63 Accor-
ding to these authors, the feline embryo begins to
control its cleavages in the 5-8 cells stages and this
block occurs later in the transition from morula to
blastocyst. In other animal species, this block can be
easily avoided with standard modifications of
IVC.19,62 Nevertheless, no success was obtained with
feline embryos exposed to alterations of tempera-
ture and atmospheric gas,59 the use of supplements
and/or alteration of the media41,58,59,64 or co-culture
with oviduct cells.19,60 Recent studies28,29,48,53,65 have
obtained more encouraging, although not complete-
ly satisfactory, results. In a recent study, the effect of
individual or group (different stages and qualities)
embryo culture was evaluated.65 The embryos of
intermediate quality cultivated with others of the
same quality or of excellent quality showed better
development and higher number of cells than em-
bryos cultivated alone or in co-culture with other
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en felinos expuestos a alteraciones de temperatura y gas
atmosférico,59 uso de suplementos o alteración del me-
dio41,58,59,64 e, inclusive, con cocultivo con las células del
oviducto.19,60 Estudios recientes28,29,48,53,65 lograron resulta-
dos más alentadores, pero no del todo satisfactorios. En
un trabajo reciente se evaluó el efecto del cultivo indivi-
dual de embriones o en grupos, en diferentes estadios y
calidades.65 Los embriones de calidad intermedia cultiva-
dos con otros de la misma calidad o de calidad excelente,
presentaron mejor desarrollo y mayor número de células
que los cultivados solos o en cocultivo con otros embrio-
nes de calidad inferior. De manera similar, los embriones
de calidad intermedia cultivados con otros de estadios
más avanzados presentaron mayor número de células
que los cultivados solos o con otros embriones más jóve-
nes o del mismo desarrollo. Estas informaciones son
importantes para formular hipótesis sobre cuáles son los
factores que limitan el CIV de embriones felinos.

Clonación por transferencia de núcleo (TN)

La clonación de mamíferos es real desde hace varios
años, a través de la bisección embrionaria, disociación de
blastómeros y por medio de la transferencia de núcleos
de células embrionarias a ovocitos homólogos anuclea-
dos. Con el nacimiento de la oveja Dolly66 se comprobó la
posibilidad de clonación de un animal adulto. Cinco
años después fue obtenido el primer clon felino por TN.67

Otros estudios26,30,31 obtuvieron el desarrollo de embrio-
nes de TN en CIV a partir de ovocitos de MIV, pero, hasta
hoy no es viable discutir en detalle los resultados y
metodologías de TN en gatos, debido a escasez de infor-
mación. De cualquier manera, la primera clonación felina
despertó varias expectativas en lo que concierne a preser-
vación de félidos salvajes. A pesar de las limitaciones,
especialmente con relación a la diversidad genética, la
clonación puede ser una herramienta más en el intento de
preservar especies en peligro de extinción. También el
desarrollo del TN tornará posible que ovocitos felinos
reciban núcleos de otros félidos y estos embriones
reconstituidos sean trasplantados a gatas, haciendo
que éstas produzcan crías de otros félidos.31 Esta espe-
culación puede ser sostenida por las observaciones de
que ovocitos de gatas que recibieron núcleos de células
somáticas de tigres (Panthera tigris altaica) desarrolla-
ron mórulas y blastocistos in vitro.68 Además, reciente-
mente69 gatas domésticas gestaron de trasplantes de
embriones de TN, producidos con núcleos de células
somáticas de Panda (Ailuropoda melanoleuca) y ovocitos
anucleados de conejo. Es oportuno recordar que ya se
han llevado a cabo nacimientos interespecie en feli-
nos.9,70 Así, no es difícil especular que pronto, gatas
estarán colaborando más con programas de conserva-
ción al servir como receptoras de embriones clonados
de félidos salvajes.

embryos of inferior quality. In a similar way, the
embryos of intermediate quality cultivated with
others of later stages had a higher number of cells
than embryos cultivated alone or with other early
embryos in the same developmental stage. This
information is important to formulate hypotheses
about which factors may hinder the IVC of feline
embryos.

Cloning by nuclear transfer (NT)

The cloning of mammals by embryo splitting, blas-
tomere dissection and transfer of a donor cell nucleus
into a homologous enucleated oocyte has been a
reality for several years. Recently, the possibility of
cloning an adult animal was proved with the birth of
the Dolly sheep.66 Five years later, the first feline
clone was obtained by NT.67 Other studies26,30,31 ob-
tained the development of NT embryos in IVC de-
rived from oocyte IVM. However, up to now, due to
the scarcity of information, a detailed discussion of
the methodologies and results of NT in cats it is not
viable. In any case, the first feline clone raised several
expectations concerning the real possibility of pres-
ervation of wild felids. In spite of its limitations,
especially in terms of genetic diversity, cloning may
be a new tool for endangered species preservation. In
addition, the development of NT will permit feline
oocytes to harbor somatic nuclei from other felids,
and these reconstituted embryos can then be trans-
ferred to queens that will generates kittens of other
felids.31 This speculation is supported by the observa-
tions that oocytes of cats that received nuclei of
somatic cells of tigers (Panthera tigris altaica) deve-
loped morulae and blastocysts in vitro.68 In addition,
recently69 domestic cats became pregnant after ET of
NT-derived embryos produced with the nucleus of
somatic cells of Panda (Ailuropoda melanoleuca) and
enucleated oocytes of rabbits. It is opportune to re-
member that interspecies births have already been
obtained in felines.9,70 Thus, we may speculate that in
the next few years queens will be used more inten-
sively in conservation programs, serving as recipients
of wild felid cloned embryos.

Embryo collection and transfer

The first successful ET in cats was obtained by
Kraemer et al.71 In their study, 47 embryos were
collected from the uterus of nine donor queens and
transferred to nine recipients (synchrony = ± 1
day). This trial resulted in three pregnant queens
with the birth of four live kittens to two of these
females, and a stillborn in the other one. In 1982, a
90% rate of embryo collection was obtained from 12
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Recolección y trasplante de embriones

El primer éxito del TE en gatos fue obtenido por
Kraemer et al.71 En este trabajo se recolectaron 47
embriones del útero de nueve hembras, que fueron
trasplantados a nueve receptoras (sincronía de ± 1
día), de los cuales se obtuvieron tres hembras preña-
das, con el nacimiento de cuatro crías vivas de dos de
éstas, y una nacida muerta en la otra. En 1982, de 12
gatas se obtuvo una tasa de 90% de recolección de
embriones, que fueron transplantados directamente;
sin embargo, no se alcanzó la gestación.72 Algunos
años después nacieron crías de TE de embriones reco-
lectados en el útero de las donantes tratadas con 0.25
a 2.0 mg de FSH por día.8,73

En otro estudio8 el número de embriones recolectados
fue similar en ambos ciclos, natural o inducido, pero la
tasa de fecundación fue menor y el desarrollo retardado
después del estímulo con 10 mg de FSH (2 mg/día
durante cinco días). Después del TE en hembras en que
se cumplió el mismo protocolo de superestimulación, se
logró bajo índice de preñez, tanto con los embriones
originados de ciclo inducido (13%), como de los de ciclo
natural (29%). En otro trabajo73 el tratamiento diario con
FSH entre 3-8 días, indujo el estro en la mayoría de las
gatas fuera de la estación sexual, con lo cual se obtuvieron
embriones en cuatro de cinco donantes. En las seis
receptoras hubo preñez, pero sólo una hembra tratada
con progesterona la mantuvo hasta el final. Kanda et al.74

recolectaron embriones en estadios iniciales de desarrollo
después del estímulo ovárico con eCG. Estos embrio-
nes fueron cultivados in vitro y, después del TE, en gatas
con ovulación inducida con hCG, se obtuvieron hem-
bras preñadas y nacimientos. En este trabajo, los mejores
resultados se dieron con trasplante de embriones en el
estadio de mórula comparado con el de blastocistos. En
la actual década se han efectuado trasplantes de embrio-
nes en félidos en América Latina.75,76 En 200175 una do-
nante y tres receptoras recibieron 2 mg/día de FSH (5-7
días), y se recolectaron embriones que al ser transplanta-
dos a tres receptoras, se lograron dos gestaciones y el
nacimiento de un animal. En el segundo informe,76 en el
año siguiente, hubo un nuevo nacimiento de TE. En esta
ocasión, una gata donante se estimuló con 160 UI de eCG
y 100 UI de hCG, y la receptora, en estro natural, no
recibió tratamiento hormonal y su ovulación fue induci-
da por estímulo mecánico de la vagina. A pesar de la baja
calidad de los embriones recolectados y transplantados,
hubo nacimiento de una cría viable.

El objetivo primordial de todas las técnicas de PIV de
embriones, inclusive la de TN, es el TE y la consecuente
preñez y parto de crías viables.2,69 Así, desde el nacimien-
to de las primeras crías de embriones PIV y transplanta-
dos,7 otros laboratorios producen preñez en los felinos
domésticos después de PIV/TE.9,14,48,73,77,78 En la mayoría

cats and the embryos were directly transferred. How-
ever, the females did not become pregnant.72 Some
years later, there were births after ET of embryos
collected from the uterus of donors treated with 0.25
to 2.0 mg of FSH per day.8,73

In one study8 the number of collected embryos
was similar for both natural or induced estrus. How-
ever, the fertilization rate was low and embryo
development was slow after a stimulus with 10 mg
of FSH (2 mg/day through five days). After ET in
queens submitted to the same superstimulation pro-
tocol, a low pregnancy rate was obtained for both
embryos originating from induced estrus (13%) and
embryos originating from natural estrus (29%). In
another study,73 daily treatment with FSH for 3-8
days induced estrus in most of the queens during
the non-breeding season, and embryos were ob-
tained from four of five donors. Pregnancy oc-
curred in six recipients, but only one treated with
progesterone maintained it until term. Kanda et al.74

collected embryos in early stages of development
after ovarian stimulation with eCG. These embryos
were cultivated in vitro, and after ET to queens with
hCG-induced ovulation, pregnant queens and kit-
tens were obtained. In the cited study, better results
were obtained with the transfer of embryos in the
morula stage compared with the blastocyst stage. It
was only after 2000 that ET was first carried out in
felids of Latin America.75,76 In 2001,75 one donor and
three recipients received 2 mg/day of FSH (5-7 days),
and embryos were collected and transferred to the
three recipients, resulting in two gestations and the
birth of one animal. In the second report,76 in the
following year there was a new birth after ET. On
that occasion, a donor cat was stimulated with 160
IU of eCG and 100 IU of hCG, and the recipient, in
natural estrus, did not receive hormonal treatment
and her ovulation was induced by mechanical sti-
mulation of the vagina. In spite of the poor quality of
the collected and transferred embryos, one viable
offspring was born.

The main purpose of all embryo IVP techniques,
including NT, is ET followed by pregnancy and viable
offspring.2,69 In this way, since the birth of the first IVP-
derived kittens,7 other laboratories have produced
pregnancies and/or births of domestic felines after
IVP/ET.9,14,48,73,77,78 In most of these studies, the trans-
ferred embryos were fresh IVP-derived embryos orig-
inating from in vivo-matured oocytes. However, kit-
tens were also obtained after ET of IVP embryos after
IVM/IVF,14,37 including NT.67

When ET is applied, donor and recipient queens
can have their estrus in a natural or induced way.
Oocyte retrieval after the use of gonadotropins in
donors and recipients is desired4 since there is the
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de estos estudios, los embriones transferidos eran frescos
y provenientes de la PIV a partir de ovocitos madurados
in vivo, pero también se produjeron crías del TE de
embriones PIV por MIV/FIV,14,37 inclusive de TN.67

Cuando se intenta el TE, las hembras donantes y
receptoras pueden tener su estro de manera natural o
inducida. La recolección de ovocitos después del uso de
gonadotropinas en donantes y receptoras es propicio,4

luego que hay la posibilidad de controlar el intervalo
entre la punción de los ovocitos y el transplante crono-
lógicamente sincronizado. Este sincronismo entre el
endometrio y el embrión es esencial para la manuten-
ción de la preñez y nacimiento en los animales de
producción y humanos,79 previniendo diversas compli-
caciones, como la falla en la implantación del embrión,
la mortalidad embrionaria precoz y el desarrollo altera-
do (acelerado o retardado). Es probable que estas altera-
ciones sean equivalentes en los felinos. Sin embargo, las
gonadotropinas pueden producir otros efectos deleté-
reos, una vez que los ovocitos que se originaron de las
hembras que recibieron 100 UI de hCG presentaron
menor tasa de degeneración y mayores tasas de MIV y
FIV que las hembras que recibieron 200 UI.7 Así, seme-
jante a lo que se encontró en otras especies, se propone
que los ovocitos y embriones puedan estar comprome-
tidos por anomalías inducidas por las gonadotropi-
nas.4,7 Además, las gonadotropinas causan formación
adicional de cuerpos lúteos CL y folículos accesorios que
pueden promover alteraciones en el ambiente ute-
rino, modificando la contracción rítmica del útero y del
oviducto, dañando la fecundación y el consecuente
desarrollo embrionario.4,5,61 Una concentración inade-
cuada de estradiol-17β durante el estro y una elevación
precoz de progesterona circulante posiblemente están
implicados,5 similar a lo que se observó en otras especies
animales. En animales de producción, la influencia
dañina por altas concentraciones de progesterona ocu-
rre por acción directa de esta en el endometrio, causan-
do una mayor liberación de factores de crecimiento o
mayor paso de estos factores hacia la sangre fetal. Estos
factores promoverían el desarrollo y metabolismo anor-
mal de una manera irreversible. Se piensa también que
en situaciones en que la progesterona es elevada, la
disposición de los nutrimentos, principalmente ami-
noácidos, no sea ideal.79 Por otro lado, según Roth et
al.,80 parece que la función de la fase lútea no está
comprometida en hembras tratadas con eCG/hCG. A
pesar de que ha encontrado mayores concentraciones
de estradiol en las heces fecales de gatas tratadas con
eCG, cuyos niveles altos permanecen incluso después
de la ovulación inducida por la administración de hCG.81

Además, hubo una correlación negativa entre el por-
centaje de embriones recolectados en el útero con la
concentración alta de estradiol (–0.91) y presencia de
folículos persistentes (–0.87).

possibility of adjusting the interval between oocyte
aspiration and embryo transfer in a synchronous
manner. This synchronism between the endome-
trium and the embryo is essential for the mainte-
nance of pregnancy and birth in farm animals and
humans.79 Thus, several complications are avoided,
such as failure of embryo implantation, early em-
bryo mortality and altered development (quick or
slow). It is easy to believe that these alterations are
similar in felines. In addition, gonadotropins can
produce other deleterious effects since oocytes from
donors treated with 100 IU of hCG presented a
lower degeneration rate and higher IVM and IVF
rates than oocytes from queens treated with 200 IU.7

Thus, as also observed in other species, oocytes and
embryos are believed to be negatively affected by
gonadotropin-induced abnormalities.4,7 In addition,
gonadotropins cause additional formation of cor-
pora lutea and ancillary follicles that may cause
alterations in the uterine environment, modifying
the rhythmic contraction of the uterus and ovi-
ducts, harming fertilization and the consequent
embryo development.4,5,61 An inadequate concen-
tration of estradiol-17β during estrus and an early
increase in progesterone are the possible causes,5 as
also observed in several other animal species. In
farm animals, the harmful influence of high proges-
terone concentrations occurs due to a direct action
of progesterone itself on the endometrium, causing
a higher release of growth factors of and/or a higher
passage of these factors to fetal blood. These factors
may promote the development of abnormal meta-
bolism in an irreversible way. It is also thought that
in situations in which progesterone is high, supply-
ing nutrients, mainly amino acids, is not ideal.79 On
the other hand, according to Roth et al,80 it seems that
luteal function is not compromised in eCG/hCG-
treated queens. Nonetheless, there are high con-
centrations of estradiol in the feces of cats treated
with eCG, and this concentration remains high
even after the induction of ovulation by hCG.81 In
addition, there is a negative correlation between
the rate of embryos collected in the uterus and a
high concentration of estradiol (–0.91) and the pres-
ence of persistent follicles (–0.87).

Concerning transfer site, some researchers prefer to
transfer early developmental stage embryos into the
oviduct,7,73 while others choose to transfer morula or
blastocyst stages into the uterus.9,14,48,74-76 There is only
one study in which non-surgical ET was carried out by
the transcervical route.10

In general, ET is successful in cats. However,
when gonadotropin therapy is used in ET proce-
dures several inconveniences occur, concerning
mainly the uterine environment, and thus limiting
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En relación con el sitio del transplante, algunos
investigadores prefieren trasplantar los embriones al
oviducto en los estadios iniciales de desarrollo,7,73 mien-
tras que otros adoptan transplantar en estadios de
mórula o blastocisto en el útero,9,14,48,74-76 habiendo ape-
nas un estudio en que se logro el TE no quirúrgico, por
vía transcervical.10

En general, el TE en gatas es efectuado con mucho
éxito. A pesar de esto último, cuando los procedimien-
tos de TE hacen uso de gonadotropinas, ocurren gran-
des inconvenientes, sobre todo en lo que se refiere al
ambiente uterino, constituyéndose así una limitación
de esta técnica. Otra limitación importante es la forma
de trasplante que se cumple por vía quirúrgica. Así, se
desea perfeccionar la estimulación con gonadotropi-
nas y aplicar técnicas de trasplante menos invasivas,
buscando obtener mayor eficiencia del TE, principal-
mente en relación con los félidos salvajes. Este desarro-
llo de técnicas no es solamente importante para la
utilización directa en este tipo de animales, según
Pope,4 las gatas domésticas tienen gran importancia
porque también pueden utilizarse como receptoras de
embriones de varias especies de pequeños félidos sal-
vajes. Esta capacidad de funcionar como receptora
interespecie ya fue comprobada9,70 cuando hubo pre-
ñez y nacimiento de crías de gato silvestre (Felis sylves-
tris spp), después del TE en gatas domésticas. Sin
embargo, también se ambiciona el uso de la gata como
receptora de embriones producidos por TN de otras
especies animales.69

Refrigeración y crioconservación de ga-
metos y embriones

Para aumentar al máximo el uso de las técnicas in vitro
que buscan la conservación de material genético de los
félidos, es necesario perfeccionar las técnicas de mante-
nimiento permanente o a largo plazo de gametos y
embriones.2 En este sentido, los embriones de buena
calidad necesitan ser producidos a partir de ovocitos de
ovarios conservados brevemente durante el transporte
al laboratorio. Las células espermáticas y los embriones
PIV o in vivo han sido crioconservados con éxito; no
obstante, es necesario desarrollar métodos más eficaces
para estos propósitos.3,4,82 La crioconservación de ovoci-
tos, en cambio, no alcanza todavía tasas apropiadas de
supervivencia, fecundación y desarrollo de embriones,2

ello representa una seria limitante en la preservación de
material genético de félidos. En este sentido, la criocon-
servación eficiente de ovocitos puede ampliar y hacer
posible las técnicas de reproducción controlada.2,4,25

En relación con la refrigeración, Jewgenow et al.83

señalan que después de 12 h a (4°C) no se observa degra-
dación de ADN en las células de la granulosa. Un estudio
informa que la conservación de ovarios en PBS a 4ºC

the use of this technique. Another important limita-
tion is the surgical transfer method. Thus, it is desi-
rable to improve stimulation with gonadotropins
and to develop less invasive transfer techniques in
order to obtain more efficient ET, mainly in wild
felids. The development of such techniques is not
only important for direct use in wild felids. Accord-
ing to Pope,4 domestic queens are of great impor-
tance because they may be used as recipients of
embryos of several species of small wild felids. This
ability to be interspecies recipients was proven in
studies in which pregnancy and offspring of a wild
cat (Felis sylvestris spp.) were obtained after ET to
domestic queens.9,70 In addition, the use of queens as
recipients of embryos produced by NT from other
animal species is also desired.69

Gamete and embryo cooling and freezing

To maximize the use of in vitro techniques for the
conservation of the genetic material of felids it is
necessary to improve the techniques of everlasting
or long-term maintenance of gametes and embryos.2

In this respect, embryos of good quality need to be
produced from oocytes conserved for a short time
during ovary transport to the laboratory. Spermato-
zoa and in vivo or IVP embryos have been cryopre-
served successfully; nevertheless, it is necessary to
develop more effective methods for these purpo-
ses.3,4,82 On the other hand, oocyte cryopreservation
has not led to appropriate rates of embryo survival,
fertilization and development,2 a fact representing a
serious obstacle to the preservation of the genetic
material of felids. In this respect, the efficient cryo-
preservation of oocytes may improve and make pos-
sible the techniques of assisted reproduction.2,4,25

Concerning cooling, Jewgenow et al.83 mentioned
that after 12 h at 4°C, degradation of DNA was not
observed in mural granulosa cells. Another study men-
tioned that the conservation of ovaries in PBS at 4°C for
48 h maintained the morphology and did not promote
degeneration of the oocytes.84 Wolfe and Wildt52 ob-
served that the potential of IVM, IVF and IVC was
maintained in feline oocytes retrieved from antral fol-
licles kept at 4°C up to 24 hours. According to these
authors, the oocytes of small preantral follicles were
much more sensitive to extended cooling than those of
large preantral follicles. A recent study reported that
IVM was not affected by storing the ovaries at 10oC for
16 to 24 h.33 Thus, this supposed resistance of the ova-
ries to conservation may be of help in the near future in
the rescue of gametes for IVM and IVF, and allow long
distance transportation.4,33,84

Immature feline oocytes are able to survive and to
mature in vitro after freezing. Half of the immature
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durante 48 h mantiene la morfología y no promueve la
degeneración de los ovocitos.84 Wolfe y Wildt52 observa-
ron que el potencial de MIV, FIV y CIV se mantuvo en
ovocitos de gatas recolectados de folículos antrales, con-
servados a 4°C durante 24 horas. Según éstos, los ovocitos
de folículos preantrales pequeños son mucho más sensi-
bles a la refrigeración prolongada que los preantrales
mayores. En un estudio reciente se verificó que la MIV no
fue afectada por la conservación de los ovarios en tiempos
entre 16 a 24 h a 10°C.33 Así, esta supuesta resistencia de los
ovarios a la conservación, quizá pueda auxiliar en el
rescate de material para MIV y FIV en un futuro cercano,
y permitir el transporte sobre todo en largas distan-
cias.4,33,84

Los ovocitos inmaduros de gato son capaces de sobre-
vivir y madurar in vitro después de la congelación. Así, la
mitad de los ovocitos inmaduros congelados lentamente
hasta –30°C en 1.5M de etilenoglicol (EG) o dimetilsulfóxi-
do, antes de la inmersión en nitrógeno líquido (N2),
estaban morfológicamente intactos después de la des-
congelación. De éstos, 20% a 24% completaron la MIV
hasta metafase II; sin embargo, no se consiguió la FIV.85

En el mismo estudio, con el método de crioconservación
ultrarrápido, los resultados fueron menos satisfactorios,
siendo que nunca se obtuvo continuación de la división
meiótica in vitro, a pesar de presentar la morfología
normal del ovocito después de la descongelación. Esto
demuestra que la morfología de los ovocitos después de
la congelación-descongelación no es indicativa de la
habilidad de MIV y refuerza la importancia de lesiones
no visibles en el sistema citoplasmático, consecuentes a la
congelación-descongelación, afectando la capacidad de
maduración.2 Se ha probado que los ovocitos crioconser-
vados de gatas pueden ser fecundados y desarrollados in
vitro, cuando los ovocitos maduros (MII) son congelados
en procedimiento lento con EG.3 A pesar de los resulta-
dos prometedores, se requieren nuevos estudios para
conocer las características exclusivas de los ovocitos feli-
nos, ya que actualmente no se sabe de nacimientos de
crías de gato por trasplante de embriones de PIV en los
cuales se hayan empleado ovocitos crioconservados.2 En
este sentido, la permeabilidad de la membrana o la
presencia de gotas de lípidos citoplasmáticos pueden ser
responsables de la formación intracelular irregular de
cristales de hielo, que afectan la viabilidad posterior a los
procedimientos de congelación-descongelación. Lesio-
nes en la ZP son relatadas después de congelación-
descongelación tanto en ovocitos como en embriones.
Dichas lesiones pueden ser prevenidas por alteraciones
en la curva de congelación37 o con la adición de dextran
70 en medio de congelación.14

Dresser et al.86 fueron los primeros en tener éxito en la
crioconservación de embriones felinos. Después del estí-
mulo con diferentes dosis de FSH6 y colecta de los
embriones por laparotomía, mórulas y blastocistos fue-

oocytes frozen slowly up to –30°C in 1.5 M ethylene
glycol (EG) or dimethylsulfoxide before plunging
into liquid nitrogen (N2) were morphologically in-
tact after thawing. Of these, 20 to 24% completed
IVM to metaphase II, but IVF was not obtained.85 In
the same study, using the ultra-rapid method of
cryopreservation, the results were less encouraging,
and reactivation of the meiotic process in vitro was
never obtained even though normal oocyte mor-
phology was maintained after thawing. This fact
demonstrates that oocyte morphology after cryo-
preservation/thawing is not able to predict IVM abil-
ity and emphasizes the importance of invisible le-
sions in the cytoplasm as a consequence of freezing/
thawing, damaging the maturation.2 It was proven
that the cryopreserved oocytes of cats can be fertil-
ized and developed in vitro when the mature oo-
cytes (MII) are submitted to slow freezing using EG.3

Despite encouraging results, further studies are ne-
cessary to determine the intrinsic characteristics of
feline oocytes, since birth of kittens by ET of IVP
embryos in which cryopreserved oocytes had been
used has not been reported.2 In this respect, mem-
brane permeability or the presence of intra-cyto-
plasmic lipid drops can be responsible for the intra-
cellular ice irregular formation that affect the later
viability to the cryopreserved/thawed embryos. Da-
mage to the zona pellucida has been reported after
cryopreservation/thawing both in oocytes and in
embryos. These lesions can be avoided by changes in
the freezing procedure37 or by the addition of dex-
tran 70 to the cryopreservation medium.14

Dresser et al.86 were the first authors to perform
successful cryopreservation of feline embryos. After
the ovarian stimulus with different doses of FSH6

and embryo collection by laparotomy, morulae and
blastocysts were cryopreserved slowly until -34°C in
DPBS + 15% calf serum and 1.35 M EG. The embryos
were thawed at 28 or 37ºC, submitted to IVC in HAM
F10 supplemented medium or Earle medium + 20%
calf serum and transferred (n = 137) to 11 gonadot-
ropin-treated recipients, resulting in five pregnant
queens and 17 viable kittens (12.4% of the embryos
transferred).

In spite of the importance of cryopreservation of
IVP embryos for genetic material preservation, the
viability of these frozen embryos is lower than that
of embryos produced in vivo or originating from in
vivo matured oocytes.14 Even so, success has also
been obtained with this procedure.4 The first suc-
cess in cryopreservation of IVP-derived embryos
was obtained when embryos from two to four cells
were frozen at a slow rate until –30°C in 1.4 M
propanediol + 0.125 M sucrose.20 After thawing,
most embryos (73 to 82%) developed in vitro until
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ron crioconservados lentamente hasta –34°C en DPBS +
15% de suero de ternero y 1.35M de EG. Los embriones
fueron descongelados a 28 o 37ºC, CIV en HAM F10
enriquecido o medio Earle + 20% de suero de ternero y
transplantados (n = 137) para 11 receptoras tratadas con
gonadotropinas, resultando en cinco hembras preñadas
y 17 crías viables (12.4% de los trasplantados).

A pesar de la importancia de la crioconservación de
embriones de PIV en la preservación de material genético,
el potencial de congelación de estos embriones es menor
que el de los embriones producidos in vivo o provenientes
de ovocitos madurados in vivo,14 además de que se han
logrado grandes éxitos en este intento.4 El primer éxito de
crioconservación de embriones PIV se obtuvo en los em-
briones de dos a cuatro células por tasa de congelación lenta
hasta –30°C, en 1.4M de propanodiol + 0.125M de sacaro-
sa.20 Después de la descongelación, la mayoría de los
embriones (73% a 82%) desarrolló in vitro hasta mórula o
blastocisto, de manera similar con los embriones testigos
(no congelados). El TE de 51 mórulas y siete blastocistos en
el quinto día de CIV después de la descongelación de estos
embriones crioconservados, ha producido nacimiento de
crías en dos (50%) de cuatro gatas receptoras sincronizadas.
En otro trabajo,37 usando metodología de congelación simi-
lar, la mayoría (~80%) de los embriones PIV crioconserva-
dos en el estadio de dos células hasta mórula inicial reasu-
mieron el desarrollo in vitro, pero la tasa de blastocisto fue
inferior (15%), a la de los testigos sin crioconservación
(30%). Se obtuvo un desarrollo in vitro mayor de embriones
de dos y ocho células crioconservados en EG que en
propanodiol o glicerol.87 Los embriones (n = 40) criocon-
servados en EG fueron transplantados en el oviducto de
cinco receptoras con ciclo estral natural o sincronizado con
GnRH, tres (60%) resultaron preñadas hasta 16 o 20 días
después del transplante. Un estudio más reciente14 demos-
tró que en congelación lenta de embriones de PIV con
propileno-glicol puede lograrse la gestación con embrio-
nes de CIV/TE y nacimiento de crías de receptoras tratadas
con FSH/LH. También se comprobó que el desarrollo in
vitro hasta blastocistos no es afectado por diferencias en la
edad de los embriones crioconservados (dos, cuatro y hasta
cinco días).

Consideraciones finales

Los primeros intentos de reproducción controlada en
felinos se remontan a los años 1935-1939, siendo que en
las últimas décadas se obtuvieron grandes progresos,
sobre todo en PIV. Sin embargo, persisten algunos
impedimentos que son hoy limitantes para una mayor
eficiencia de la reproducción controlada en gatos, y,
por consecuencia, en los félidos salvajes. Así, para
resolver estos puntos limitantes, nuevas investigacio-
nes deberán intentar mejorar principalmente la efi-
ciencia de las técnicas de MIV y de crioconservación de

the morula or blastocyst stage similarly to non-
frozen control embryos. The ET of 51 morulae and
seven blastocysts on the fifth day of IVC after the
thawing of cryopreserved embryos produced the
birth of kittens in two (50%) out of four synchro-
nized recipients. In another study37 using a similar
freezing methodology, most (~80%) of the IVP
embryos cryopreserved from the two-cell to the
morula stage maintained their development in vit-
ro, even though the blastocyst rate was lower (15%)
than for the non-frozen cohort (30%). Better in vitro
development was obtained for two- and eight-cell
embryos cryopreserved in EG than for embryo cry-
opreserved in propanediol or glycerol.87 The em-
bryos (n = 40) cryopreserved in EG were trans-
ferred to the oviduct of five recipients with a natu-
ral or GnRH-synchronized estrous cycle. Three
queens (60%) became pregnant by 16 or 20 days
after transfer. In a recent study,14 after slow freez-
ing with propylene glycol, IVP embryos were
thawed and IVC/ET resulted in pregnancy and in
offspring of the FSH/LH treated-recipients. In ad-
dition, the in vitro development up to the blastocyst
stage was not affected by differences in embryo age
at cryopreservation (2, 4 and 5 days).

Final considerations

The first trials of assisted reproduction in felines
were first reported in the 1930’s, from 1935 to 1939.
Over the last decades, great progress has been made,
especially in IVP. However, some problems still
persist, representing obstacles for a better efficien-
cy of assisted reproduction in cats, and, conse-
quently, in wild felids. To resolve these limitations,
new investigations are needed to try to improve the
efficiency of IVM techniques and oocyte cryopreser-
vation and to eliminate the blockade of in vitro
embryo development. In addition, a less invasive
ET and a more effective interspecies pregnancy,
including ET of NT-derived embryos, are also re-
quired. Even so, the cat has been a model for studies
on wild felids, and the studies conducted thus far
have shown the importance of these techniques for
the preservation of wild fauna. In addition, recent
studies reported success in IVF in at least one-third
of the wild felid species, obtaining offspring of
tigers (P. tigris), wild cats (Felis sylvestris spp), lynx
caracals (Caracal caracal) and ocelots (Leopardus par-
dalis) after ET of cryopreserved or fresh IVP embry-
os.4,13,14,70,88

The felids are at the top of the food chain and they
stabilize several ecosystems, so that their preservation
is essential to permit us to cohabit harmoniously with
other forms of life on the planet in the future.
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los ovocitos como también eliminar el bloqueo in vitro
del desarrollo embrionario. No obstante, también se
requiere el TE menos invasivo y la preñez interespecie
más eficaz, incluso de TE de embriones de TN. Asimis-
mo, el gato ha servido como modelo de estudios para
la extrapolación a los félidos salvajes; las investigacio-
nes ya desarrolladas demuestran la importancia de
estas técnicas en la preservación de la fauna salvaje.
Además, hallazgos recientes lograron éxito con la FIV
en por lo menos una tercera parte de los félidos salva-
jes, obteniéndose crías de tigre (P. tigris), de gato
silvestre (Felis sylvestris spp), de lince caracal (Caracal
caracal) y ocelote (Leopardus pardalis) después del TE
de PIV crioconservados o frescos.4,13,14,70,88

Los félidos son el ápice de la cadena alimentaria y
equilibran muchos ecosistemas, siendo fundamental
su preservación para que, en lo futuro, logremos coha-
bitar armoniosamente con otras formas de vida del
planeta.
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