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RESUMEN

sultados obtenidos in vivo e in vitro con embriones descongelados.

empleado con éxito en la especie porcina en la vitrificacién de embriones.

descongelacion.
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En este capitulo se revisan las principales utilidades de este procedimiento de conservacién, asi

como los métodos existentes para la congelacién de embriones de porcino, presentandose los re-

La elevada presencia de lipidos intracitoplasmarios en los embriones porcinos ha sido el héndi-

cap con el que se ha trabajado en criopreservacién, por ello se opta por el método de vitrifica-

cién. Recientemente se han desarrollado varias técnicas para aumentar la velocidad de enfria-

miento en la vitrificacién. Entre ellas destaca la OPS (open pulled straw). Este método ya ha sido

En la actualidad nuestro equipo de investigacion estd trabajando en colaboracién con el INRA

en el desarrollo de diferentes técnicas para incrementar la eficiencia y simplificar el proceso de
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INTRODUCCION

omo es sabido, los embrio-
nes POorcinos son mas sensi-
bles al dafo causado por la
criopreservacion que los
embriones de otras especies
(Dobrinsky, 1997; Pollard y
Leibo, 1994). Sélo se ha con-
seguido ¢l nacimiento de un
numero muy limitadn de
lechones tras la transferencia quinirgica de embriones
congelados/desconyeladus por los miclodos tradicienales
(veloaidad lenta de enliiamicnto) (Modl ot al, 1996;
Nagashima et al., 1994a). La presencia de una gran can-
tidad de lipidos intracitoplasmaticos en los embriones
porcinus ha sido, aparentemente, el principal obstaculo
para lograr unos resultados aceptables tras la desconge-
lacién embrionaria, habiéndose indicado que los métodos
convenciondles de criopreservacion no son adecuadns
para la conservacion a largn plazo de los embriones por-
cinos (revisado por Lobrinsky, 1997, 2002). Como méto
do alternativo, se eslda utilizando la vitrificacion. Esta con-
sisle en un enfriamiento rapido de un medio liquido con
ausencia de formacion de cristales de hielo (Rall y Fahy,
1985). La utilizacién de este sistema con pajuelas de 0,25
ml ha resultado en el nacimiento de lechones a partir de
blastocistos eclosionados (Dobrinsky et al., 1998, 2000;
Kobayashi et al., 1998a), embriones que como cs sabido
no son aptos para el transporte nacional o internacional
al estar desprotegidos de la zona pelucida y set, pur
tanto, susceptibles de estar infectados por agentes pato-
genos. Sin embargo, solo hay una referencia de lechones
nacidos cuando la vitrificacién en dichas pajuelas se rea-
lizé con blastocistos no eclosionados (Kobayashi et al.,
1998b). Recientemente se han desarrollado varias técni-
cas para aumentar la velocidad de enfriamiento de los
embriones durante la vitrificacion. Entre ellas, destaca la
tecnologia OPS (open pulled straw) que permite vitrificar
a los embriones en un reducido volumen de medio (2 ml)
y conseguir una gran velocidad de enfriamiento (Vajta et
al,, 1997, 1998). Este método ha sido utilizado con éxito
para vitrificar ovocitos y embriones en bovino y se han
alcanzado altas tasas de supervivencia in vitro tras la vitri-
ficacion de embriones de otras especies, incluyendo la
especie porcina (Holm et al., 1999; Le Gal et al., 2000;
Martino et al,, 1996; Vajta et al., 1997; Berthelot et al.,
2000b). La mayor velocidad de enfriamiento parece ser la
clave para proteger a los embriones porcinos de las inju-
rias del frio y para permitir obtener lechones viables des-
pués de la wvitrificacion de blastocistos no eclosionados
(Berthelot et al, 2000b, 2001, 2002; Cameron et al.,
2000; Beebe et al., 2000).

El desarrollo de un método repeti-
tivo para la conservacién a largo plazo de los embriones
porcinos en conjuncion con un método practico de trans-
ferencia no quirdrgica de embriones (Hazeleger y Kemp,
1999; Martinez et al,, 2002) posibilitaré numerosas apli-
caciones desde el punto de vista de produccién, investi-
gacién y medicina:

*  (Creacion de bancos de embriones a partir de lineas
genéticas determinadas.

e  Conservacion indefinida del material genético.

*  Transporte internacional de embriones.

* Introduccion de nuevas lineas geneticas con un
minimo riesgo de transmision de enfermedades.

*  Enun futuro, cuando las técnicas de sexaje y otras
muchas biotecnologias (clonacion, transgénesis,
xenotransplantes, etc.) lleguen a ser de aplicacién
prdctica, la transferencia de embriones por via no
quirGirgica conjuntamente con la vitrificacion de
embriones sera una herramienta imprescindible
para la culminacion de dichas técnicas en la especie
norcina

El objetivo de este trabajo es el de
revisar los meétodos existentes para criopreservar
embriones en la especie porcina y presentar los resulta-
dos obtenidos in vitro e in vivo utilizando embriones
descongelados.

PRINCIPI10S BASICOS EN CRIOBIOLOGIA

El agua es el principal componen-
te de las células vivas y su estructura fisica depende de
los cambios de temperatura a los que sea sometida.
Cuando una suspension celular se somete a bajas tem-
peraturas se producira la formacion de cristales de hielo
en el medio extracelular. Si se forman cristales de hielo
en el interior de la célula, las posibilidades de supervi-
vencia seran muy limitadas debido a los danos mecani-
cos provocados en su interior durante la formacion y el
crecimiento de dichos cristales. Por otra parte, el hielo
es un pobre solvente. Cuando en el medio extracelular
se forman cristales de hielo, los solutos se concentran
sin formar parte del hielo y las células en suspension
comienzan a deshidratarse para mantener el equilibrio
osmético con un medio extracelular cada vez mas hipe-
rosmatico.

Existen distintos procedimientos
para evitar |la formacion intracelular de cristales de hielo
como son el sobreenfriamiento, la disminucion del
punto de congelacion, la deshidratacion y la vitrificacion
intracelular.
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CRIOPROTECTORES

La criopreservacion de embriones
ha sido posible gracias al descubrimiento y desarrollo de
componentes quimicos con propiedades crioprotectoras
Los crioprotectores son necesarios en la soluciones de
congelacion ya que previenen el dafo celular durante la
congelacion y descongelacion. Curiosamente, el valor de
los crioprotectores fue descubierto accidentalmente. En
1949, Polge et al. suplementaron de forma inadvertida
una solucion experimental de congelacion con glicerol,
dando como resultado una inesperada supervivencia de
las células congeladas. Actualmente, en los sistemas de
congelacion de embriones se utilizan crioprotectores cla-
sificados en tres grupos. A continuacion se nombran los
mas utilizados

1) Crioprotectores permeables de bajo peso molecular
etilenglicol (Pm = 62,07), propanodiol (Pm = 76,1),
DMSO (Pm = 78,1) y glicerol (Pm = 92,1).

2) Crioprotectores no permeables de bajo peso mole-
cular: galactosa (Pm = 180,2), glucosa (Pm = 181,1),
sacarosa (Pm = 342,2) y trealosa (Pm = 378,3).

3) Crioprotectores no permeables de alto peso molecu-
lar: polivinilpirrolidona (PVP) y polivinil alcohol (PVA)

Aunque la accion crioprotectora de
estos compuestos no se conoce en su totalidad, los crio-

VITRIFICACION OPS

BLASTOCISTOS

%

CONGELACION DE EMBRIONES PORCINOS

protectores de cada grupo juegan diferentes papeles
durante el enfriamiento y la descongelacion. La presencia
de crioprotectores permeables es absolutamente necesa-
ria. Estos agentes reemplazan osmoticamente el agua
intracelular en las células embrionarias antes del
enfriamiento y en combinacion con una velocidad de
enfriamiento baja, reducen los cambios en el volumen de
las células y minimizan la formacion de cristales de hielo
intracelular. Los crioprotectores no permeables de bajo
peso molecular favorecen la deshidratacion de las células
antes del enfriamiento, lo que resulta en una reducida
formacion de cristales de hielo intracelular durante la
congelacion y previenen el choque osmdotico, controlan-
do la rehidratacion intracelular, durante la descongela-
cion. Sin embargo, estos crioprotectores deben ser com-
binados con crioprotectores permeables para proteger
efectivamente a las células durante la congelacion. Los
crioprotectores de alto peso molecular protegen a las
células embrionarias durante la congelacion y desconge-
lacion produciendo la formacion de cristales de hielo de
forma y tamano inocuos. En la practica, la criopreserva-
cion de embriones por el método convencional de con-
gelacion lenta se realiza utilizando un Unico crioprotector,
tal como el glicerol, etilenglicol o DMSO. Cuando se uti-
lizan métodos con alta velocidad de congelacion o cuan-
do se emplea la técnica de vitrificacion se suelen combi-
nar dos crioprotectores en el medio de congelacion, tales
como glicerol/etilenglicol, glicerol/propanodiol, etilengli-
col/DMSO en combinacién con sacarosa, etc. La adicion y
eliminacion de los crioprotectores puede realizarse en
varias o en una sola etapa

CONGELACION DE EMBRIONES PORCINOS

La congelacion de embriones
podria definirse como un estado de conservacion indefi-
nido a temperaturas muy bajas donde el metabolismo y
otras tunciones celuldies del emibiidn no cxisten o se
encuentran enormemente reducidas, pudiéndose resta-
blecer dichas funciones y presentar un desarrollo normal
una vez que termina el petivdu de conservacion
(Dobrinsky, 2000). Mientras existen metodos para crio-
preservar embriones en la mayoria de las especies gana-
deras, el desarrollo de esta tecnologia ha sido muy pos-
terior en la gspece porcina. Los embriones de cerdo pre-
sentan una elevada sensibilidad al frio, lo cual limita su
capacidad para soportar la mayoria de los métodos con-
vencionales de preservacion. Muchas investigaciones se
han centrado sobre el elevado contenido lipidico de los
embriones porcines y su relacion con la sensibilidad hipo-
térmica de los embriones. Se han realizado diferentes
estudios sobre la supervivencia de los embriones porcinos
sometidos a los programas convencionales de congela-
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cion (congelacion lenta), pero en ninguno de ellos se ha
obtenido una eficiencia similar a la alcanzada en otras
especies (revisado por Berthelot et al., 2003). En los lti-
mos anos la vitrificacion se esta desarrollando como una
alternativa a los métodos tradicionales de criopreserva-
cion con resultados muy esperanzadaores.

Congelacion convencional

La primera etapa de este sistema de
congelacion consiste en exponer y equilibrar los embriones
con la solucion de crioprotector empleada (crioprotectores
permeables) durante 15-25 minutos. Los embriones se
contraen debido a la pérdida de agua intracelular, Esta dis-
minucion de volumen embrionario se debe a que la solu-
cion extracelular es inicialmente hiperosmaotica y al hecho
de que los embriones son mucho mas permeables al agua
que a los crioprotectores. La contraccién embrionaria cesa
cuando se alcanza un equilibrio entre la salida de agua
fuera del embrion y la entrada de crioprotector dentro de
él (Schneider y Mazur, 1984). A medida que el crioprotec-
tor penetra en el embridn, éste comienza a reexpandirse
debido a la reentrada de agua para mantener el equilibrio
osmatico. Después de este periodo de equilibrio, las pajue-
las, que contienen los embriones, son enfriadas rapida-
mente desde temperatura ambiente hasta 0°C. El “see-
ding” se realiza entre -4 y —7°C. "Seeding” es el término
usado para describir el inicio controlado de la formacion de
hielo extracelular a temperaturas ligeramente sobreenfria-
das y se puede realizar contactando la pared de la pajuela
con unas pinzas introducidas previamente en nitrégeno
liguido o de forma automatica cuando se utilizan biocon-
geladores. Después del “seeding” el hielo extracelular se
forma rapidamente en toda la pajuela, produciéndose un
incremento en la concentracion de sales en el medio extra-
celular. Una vez que el hielo se forma, los embriones se
enfrian lentamente (0,3 0,6°C por minuto) hasla alcanzar
los —40°C o los -60°C de temperatura, permitiéndoles per-
der tanto agua como sea posible, mientras que el medio
intracelular se conserva sobreenfriado hasta la congela-
cion. Asi, se previene la formacion de hielo intracelular.
Una vez alcanzada una de las dos temperaturas, los
embriones se introducen directamente en nitrogeno liqui-
do. Durante el “seeding” y el descenso controlado de tem-
peratura se produce una nueva contraccion de los embrio-
nes debido a la exosmosis de agua desde su citoplasma.
Sin embargo, no hay cambios en el volumen del embrion
durante la etapa de inmersion directa en nitrogeno liquido
o durante su posterior conservacion. El método de des-
congelacion de los embriones depende del procedimiento
utilizado durante su congelacion. En general, para obtener
la maxima supervivencia, los embriones introducidos en
nitrogeno liquido a —40°C requieren una rapida desconge-

lacion (300°C/minuto), mientras que aquellos que fueron
inmersos a -60°C en el nitrégeno liquido pueden ser des-
congelados mas lentamente (20°C/minuto). Los embriones
congelados a —40°C todavia conservan agua residual en su
citoplasma que vitrifica y puede recristalizar durante una
descongelacion lenta, causando severos dafios intracelula-
res (Polge et al, 1974). Por el contrario, los embriones
enfriados lentamente hasta —60°C se encuentran mas des-
hidratados y no se produce la recristalizacion cuando se
someten a una descongelacion lenta (Whittingham, 1980).
En general, el método de descongelacién implica las
siguientes fases: 1) Descongelacion de las pajuelas en aire
a temperatura ambiente e inmersion de las mismas en
agua (Rall, 1992). Durante esta fase, desaparecen los cris-
tales de hielo extracelulares y por consiguiente se reduce la
osmolaridad del medio extracelular. Esto determina la
entrada de agua al interior del embrion para restablecer el
equilibrio osmabtico; 2) Extraccion del crioprotector: los pri-
meros trabajos sobre congelacién/descongelacion de
embriones bovinos indicaron que el crioprotector debia eli-
minarse después de la descongelacion transfiriendo los
embriones en multiples etapas a soluciones de PBS con
concentraciones decrecientes del crioprotector hasta intro-
ducirlos en PBS con suero. En 1982 se introdujo el método
de una etapa (Leibo, 1982). En este sistema, el embrion
descongelado es transferido desde el medio de congela-
cidn a un medio que contiene una concentracion hiperos-
mética de un crioprotector no permeable (sacarosa). La
sacarosa se comporta como una sustancia osmoticamente
muy activa y que no penetra en el embrion. La tendencia
del agua a penetrar en el interior del embrién para diluir el
crioprotector permeable se encuentra contrarrestada por la
tendencia del agua a salir fuera del embrién debido a la
elevada concentracion de sacarosa en el medio exterior.
Por tanto el embrién no se hincha, sino que por el contra-
rio se contrae debido a la salida pasiva del crioprotector
permeable. En ese momento, el embrién puede ser rapi-
damente diluido en un medio isoosmético o directamente
transferido. Esta metodologia ha sido adaptada para
embriones bovinos de tal forma que el medio de dilucion
con sacarosa se encuentra introducido en la pajuela de
congelacion separado por burbujas de aire del embrion.
Una vez realizada la descongelacion, la pajuela se agita
para conseguir que el embrion contacte con el medio de
dilucion, permitiéndose la equilibracion del mismo antes de
proceder a su transferencia (Leibo, 1984).

Cuando estos sistemas convencio-
nales de congelacién/descongelacion se aplicaron a los
embriones de cerdo, los resultados obtenidos fueron
pobres e inconsistentes (tablas | y II: Berthelot et al,
2003). Sin embargo, en estos trabajos se puso de mani-
fiesto que los embriones porcinos podian sobrevivir a los
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CONGELACION DE EMBRIONES PORCINOS CON EL METODO DE VELOCIDAD
LENTA DE ENFRIAMIENTO. DESARROLLO IN VITRO DE LOS EMBRIONES
SEGUN EL ESTADIO DE DESARROLLO EN EL MOMENTO DE

1.5G No

Estado  Concentracion Tratamiento
embrionario final del embrionario
crioprotector
(Moles)*

2-4 células 15P Centrifugados

+ depilados

Méorula 1.5P+0,15 Delipidados
Blastocistos 1.5G No

| 1.5P Centrifugados
| Blastocistos 1,56 No
} expandidos 1,510 No
1,5G No
1,5 G + yema No
I 1.5G No
Blastocistos 1,5G No
Perieclosion 1.5G No
| Blastocistos 1,56 No
| Eclosionados 1.5G No
' 1.5G No
’ 1,5 G + yema No

procesos de congelacion/descongelacion. De estos estu-
dios se puede concluir que la supervivencia de los embrio-
nes porcinos después de la criopreservacion se encuentra
correlacionada con el estado de desarrollo embrionario,
mientras que los embriones en estadio de morula o blasto-
cisto temprano no son capaces de sobrevivir a estos proce-
dimientos de congelacion/descongelacion, los estadios de
blastocisto expandido y eclosionado presentan caracteristi-
cas mas compatibles con dichos procesos. Se ha sugerido
que el alto contenido lipidico de los embriones porcinos,
los cuales cambian entre el estadio de morula/blastocisto
temprano y los estadios posteriores, presentan un posible
efecto sobre la supervivencia embrionaria a la criopreserva-
cién. Nagashima et al. (1894b, 1995) ofrecieron la prime-
ra evidencia de que los lipidos intracelulares estaban aso-
ciados con la sensibilidad al enfriamiento y a la congelacion
de los embriones porcinos. Ellos aislaron los lipidos embrio-

Embriones Supervivencia
congelados %

LA CONGELACION (ADAPTADO DE BERTHELOT ET AL., 2003)

Referencias

(n°)

64 13 Nagashima et al, (1994)
27 63 Nagashima et al. (1999)
30 0 Nagashima et al. (1992)
31 61 Nagashima et al. (1999
57 2 Kashiwasaki et al. (1991)
66 24 Nagashima et al. (1992)
21 10 Cameron et al. (1992)
79 , Fujino et al. (1993)
36 22 Maodl et al. (1996)

38 0 Kashiwasaki et al. (1991)
19 26 Madl et al. (1996)

82 11 Kashiwasaki et al. (1991)
85 19 Nagashima et al. (1992)
26 12 Cameron et al. (1992)
46 22 Fujino et al. (1993)
34 50 Modl et al. (1996)

narios por centrifugacion (13.000-15.000 g) y usaron un
micromanipulador para extraerlos del embrion (delipida-
cion). Mas de la mitad de los embriones delipidados en el
estadio de 2-8 celulas sobrevivieron a la criopreservacion,

mientras que la supervivencia de los embricnes control (no

delipidados) fue nula. Estos resultados demuestran clara-
mente que la tolerancia de los embriones porcinos a la
criopreservacion aumenta cuando su contenido en lipidos

se reduce

En conclusion, los diferentes tra-
bajos sobre congelacion de embriones porcinos utilizan-
do una velocidad lenta de enfriamiento demuestran que
dichos embriones pueden ser criopreservados, pero que

ninguno de los metodos empleados es lo suficiente-

mente eficiente desde un punto de vista de su aplica-
Cion practica
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TABLA 1l

CONGELACION DE EMBRIONES PORCINOS CON EL METODO DE VELOCIDAD LENTA DE
ENFRIAMIENTO. DESARROLLO IN VIVO DE LOS EMBRIONES PORCINOS
i CONGELADOS/DESCONGELADOS DESPUES DE LA TRANSFERENCIA A LAS

Concentracion Tratamiento
final del
crioprotector

(Moles)*

Estado
embrionario

2-4 células 1,5P+0,158 Centrifugados +
depilados
Morula ]__,_5 G No
. Blastocistos
‘: Blastocistos 1,5G + yema No
i expandidos
! Blastocistos 1,5G + yema No
perieclosion 1.5 No
Blastocistos 1,56 No
eclosionados
* P. Propanodiol; S, Sacarosa; G, Glicerol

N° gestaciones/
embrionario N° transferencias

' RECEPTORAS(ADAPTADO DE BERTHELOT ET AL., 2003)

Lechones Referencias
nacidos/
embriones

transferidos

11 3/39 Nagashima et
al. (1995)

1/3 2/42 Kosarcic et al. (1995)

0/2 0/30 Fujino et al. (1993)

/4 1727 Fujino et al. (1993)

2/7 8/141 Médl et al. (1996)

M 4/32 Kashiwasaki et

al. {(1991)

Vitrificacion

La vitrificacion es el enfriamiento
rapido de un medio liguido sin formacién de cristales de
hielo. El medio forma una especie de vidrio amorfo como
consecuencia del rapido enfriamiento gue se obtiene al
sumergir directamente los embriones en nitrogeno liqui-
do. En contraste a los métodos convencionales de con-
gelacion descritos anteriormente, durante la vitrificacion
la sollicion entera permanece sin cambios, ya que el agua
no precipita y, por tanto, no se forman cristales de hielo
(Fahy et al., 1984). Asi, los embriones no se exponen al
dafo fisico asociado a la formacion de cristales de hielo
(Rall y Fahy, 1985). Desde un punto de vista fisico, la vitri-
ficacion es la solidificacion de una solucion a bajas tem-
peraturas, no por la cristalizacion del agua sino por la
extrema elevacion de la viscosidad durante el enfriamien-
to (Fahy et al., 1984). Para conseguir esto, es necesario
emplear una alta concentracion de crioprotectores. Una
consecuencia negativa de este requisito es que algunos
crioprotectores a la concentracion minima necesaria para
la vitrificacion son toxicos para la célula. El crioprotector
mas comunmente utilizado es el etilenglicol ya que pare-
ce presentar una baja toxicidad sobre los embriones de
raton (Emiliani et al., 2000). Ademas, una practica comun

60Revista de lo Asociacion de Porcinocultura Cientil

para disminuir la toxicidad del crioprotector, pero no su
efectividad, es situar los embriones en una solucion de
etilenglicol menos concentrada antes de transferirlos a la
solucion de vitrificacion con la concentracion definitiva

del crioprotector. En la actualidad, la solucion de vitrifica-
cién suele estar compuesta por una combinacién casi
equimolar de etilenglicol/DMSO y un disacarido como la
sacarosa (crioprotector no permeable). La adicion de un
azucar a una solucion de vitrificacion basada en etilengli-
col reduce significativamente la cantidad requerida de
crioprotector y, por tanto, reduce la toxicidad de la solu-
cion. Ademas, la incorporacion de compuestos no per-
meables en la solucion de vitrificacion y la incubaciéon de
las células en esta solucién antes de la vitrificacion ayuda
a la salida del agua intracelular y reduce, por tanto, el
tiempo de exposicion de las células a los efectos toxicos
del crioprotector. La sacarosa también actia como un
tampon osmaotico para reducir el choque osmotico que
de otra forma se produciria durante la descongelacion

Existen dos sistemas de vitrificacion
para criopreservar embriones porcinos. La vitrificacion
clasica, que se efectia en pajuelas estandar de insemina-
cién (0,25 ml) y permite una velocidad de enfriamiento

de 2.500°C/minuto (Mazur et al., 1992; Rall y Fahy, 1985)



TABLA 1l

CONGELACION DE EMBRIONES PORCINOS POR EL METODO DE VITRIFICACION.
DESARROLLO IN VITRO DE LOS EMBRIONES SEGUN EL ESTADIO DE DESARROLLO EN
EL MOMENTO DE LA CONGELACION (ADAPTADO DE BERTHELOT ET AL., 2003)

Tratamiento
embrionario

Concentracion
final del
crioprotector
(Moles)*

Estado
embrionario

2-4 células 7JEG+1S Centrifugados +
delipidados
7EG+15S Centrifugados

Morula

6,5 G + BSA No

6,5 G + BSA
8 EG + 7% PVP No

6,5 G +BSA No

6,5 G + BSA Citocalasina
8 EG + 7% PVP No

Blastocistos

Citocalasina

Blastocistos

expanaiaos

Blastocistos
perieclosion
6,5 G +BSA No
6,5 G + BSA
8 EG + 7% PVP

Blastocistos

eclosionados Citocalasina

y el método “Open Pulled Straw” (OPS) desarrollado por
Vatja et al. (1997) que permite que la temperatura des-
cienda a 18.000°C/minuto

Vitrificacion en pajuelas de 0,25 ml

La vitrificacion clasica ha demostra-
do in vitro ser mas eficiente que la congelacion tradicional
La utilizacion de este sistema con pajuelas de 0,25 ml ha

resultado en el nacimiento de lechones a partir de blasto-

- P . ~ g T R ~ = Qae oy repe—
cistos eclosionados (Dobrinsky et al., 1998, 2000; Kobayas-

hi et al., 1998a), embriones que como es sabido no son

aptos para el transp ional 0 internacional al estar

desprotegidos de la zona pellcida y ser, por tanto, suscep-

tibles de estar infectados por agentes patégenos. Sin
embargo, solo hay una referencia de lechones nacidos
cuando la vitrificacion en dichas pajuelas se realizd con blas-
tocistos no eclosionados (Kobayashi et al., 1998b). Recien-

temente, se ha desarrollado un procedimiento para embrio-

Embriones Supervivencia Referencias

congelados (%)
(n®)

Nagashima et al. (1999)
Nagashima et al. (1999)

Dobrinsky y Jonson (1994)
Dobrinsky et al. (1997)
Kobayashi et al. (1998hb)

Dobrinsky y lonson (1994)
Dobrinsky et al. (1997)
Kobayashi et al. (1998b)

Dobrinsky y Jonson (1994)
Dobrinsky et al. (1997

Kobayashi et al. (1998b)

nes porcinos en estadio de blastocisto con el gue se ha
obtenido una excelente tasa de partos y un adecuado tama-
no de la camada después de la transferencia quirurgica a las
hembras receptoras (Dobrinski et al., 2001). Sin embargo,
este procedimiento implica varias etapas ya que es necesa-
riu tratar a los embriones antes y después de la congelacion
con estabilizadores del citoesqueleto y pronasa, respectiva-
mente, lo cual aumenta el tiempo necesario durante la vitri-
ficacion (66 minutos) y la descongelacion (199 minutos)
Ademads, para realizar esle procedimiento se requiere un
aboratorio equipado y técnicos especializados, lo que difi-
Berthelot
et al. (2003) han sumanzado los principales avances publi-

clasica (tablas 1l y 1IV)

Cuita enormemente su ut | Zacion a nivel prac "\\:r‘_‘
cados utilizando la vitnitficacion
Vitrificaciéon con el método OPS

Recientemente se han desarrolla-

do varias técnicas para aumentar la velocidad de enfria-
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} TABLA IV

* CONGELACION DE EMBRIONES PORCINOS POR EL METODO DE VITRIFICACION.
‘ DESARROLLO IN VIVO DE LOS EMBRIONES PORCINOS

1 CONGELADOS/DESCONGELADOS DESPUES DE LA TRANSFERENCIA A

‘ LAS RECEPTORAS (ADAPTADO DE BERTHELOT ET AL., 2003)

| Estado Concentracién  Tratamiento  N° gestaciones/ Lechones Referencias
} embrionario final del embrionario N° transferencias nacidos/
crioprotector embriones
i (Moles)* transferidos
| 2-4 celulas
Méorula )
Blastocistos 6,5 G + BSA Citocalasina+ 9/11 61/330  Dobrinsky et al. (2001)
centrifugacion +
pronasa

Blastocistos 8 EG + 7% PVP No 1/1 4/20 Kobayashi et al. (1998b)

expandidos

Blastocistos 8 EG + 7% PVP No 072 0/44 Kobayashi et al. (1998b)

perieclosion 8 EG + 7% PVP No 3/15 11/338 Kobayashi et al. (1998a)

Blastocistos 6,5 G + BSA Citocalasina 2/5 8 10/165 Dobunskvél al ﬁ998\
| eclosionados 6,5G + BSA Citocalasina 6/12 39/381 Dobrinsky et al. (2000)
5 *EG, Etilenglicol; G, Glicerol; S, Sacarosa; BSA, albimina sérica boving; PVP, polivinil pirrolidona

miento de los embriones durante la vitrificaciéon. Entre
ellas, destaca la tecnologia OPS que permite vitrificar a
los embriones en un reducido volumen de medio (2 pl) y
conseguir una velocidad de enfriamiento de
18.000°C/min (Vajta et al., 1997, 1998). Este método ha
sido utilizado con éxito para vitrificar ovocitos y embrio-

nes en bovino y se han alcanzado altas tasas de supervi-
vencia in vitro tras la vitrificacion de embriones de otras
especies, incluyendo la especie porcina (Holm et al,,
1999; Le Gal et al., 2000; Martino et al., 1996, Vajta et
al., 1997; Berthelot et al., 2000a). La mayor velocidad de
enfriamiento parece ser la clave que protege a los

TABLA V

MEDIOS Y TIEMPOS EMPLEADOS EN LA VITRIFICACION/DESCONGELACION
DE EMBRIONES PORCINOS

Vitrificacion Tiempo (minuto) Descongelacion Tiempo (min)
TCM 1 TCM+0,13M S 1
TCM 1 TCM +0,13M S 5
TCM + 7,5%DMSO+7,5%EG 3 TCM + 0,075M S 5
TCM+17%DMSO+17%EG+0,45 1 TCM b
TCM, Hepes TCM 1999 + 209%NBCS; DMSO, dimetil sulféxido; EG, etilenglicol; S, sacarosa
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CONGELACION DE EMBRIONES PORCINOS

embriones porcinos de las injurias del frio y que permite  cinos. En la actualidad, nuestro equipo de investigacion
obtener lechones viables después de la vitrificacidn de  en colaboracion con el INRA esta desarrollando distin-
blastocistos no eclosionados (Berthelot et al., 2000b, tas experiencias para incrementar la eficiencia del siste
2001a,b, 2002; Cameron et al.,, 2000; Beebe et al., ma y para simplificar el procedimiento de descongela-
2000). El tiempo requerido para la vitrificacion y la des-  cién. En este sentido, se ha desarrollado un experimen-
congelacion es de 7 y 15 minutos, respectivamente. En  to para comprobar las tasas de supervivencia in vitro de
la tabla V se sumarizan los crioprotectores utilizados y  los embriones vitrificados a diferentes velocidades de
los tiempos de equilibracién y calentamiento utilizados  enfriamiento (desde 18.000°C/minuto hasta méas de
en este sistema. Las tasas de supervivencia embrionaria  100.000°C/minuto). Asimismo, se ha desarrollado un
in vitro y las tasas de parto y prolificidad obtenidas utili-  procedimiento de descongelacién directa (una etapa)
zando embriones en diferentes estadios de desarrollo en combinacion con la transferencia no quirdrgica de
vitrificados con esta metodologia se resumen en las los embriones para evitar el uso de equipos y técnicos
tablas VI y VII (Berthelot et al., 2003) especializados a nivel de granja. Asi, se han obtenido
los primeros lechones nacidos a partir de embriones
Como puede observarse, el méto-  vitrificados y descongelados en una etapa con unas
do OPS de vitrificacion parece ser una técnica eficiente  tasas de parto y una prolificidad muy esperanzadoras
para la criopreservacion de morulas y blastocistos por-  (Cuello et al., 2002)

TABLA VI

CONGELACION DE EMBRIONES PORCINOS POR EL METODO OPS

DE VITRIFICACION. DESARROLLO IN VITRO DE LOS EMBRIONES SEGUN
EL ESTADIO DE DESARROLLO EN EL MOMENTO DE LA CONGELACION
(ADAPTADO DE BERTHELOT ET AL., 2003)

Estado Concentraclén Tratamlento Embriones Supervivencia Referencias
embrionario final del embrionario  congelados (n°) (%)
crioprotector
i (Moles)*
i 2-4 células
Morula 3,2 EG +2,5DMSO
+ 065 No 10 70 Vatja et al. (1998)
. 3,2 EG +2,5DMSO
; +065S No 118 12 Berthelot et al. (2000b)
! 8 EG + 7% PVP Sia 77 71 Beebe et al. (2002)
i Blastocistos 3,2 EG +2,5DMSO - -
+065 No 29 67 Vatja et al. (1998)
8 EG + 7% PVP Si,b 25 0 Beebe et al. (2002)
8 EG + 7% PVP Si,c 30 77 Beebe et al. (2002)
Blastocistos 3,2 EG 12,5DMSO g
expandidos +065 No 59 Fl Holm et al. (1999)
Blastocistos
perieclosion
| Blastocistos S
| eclosionados
*EG, Etilenglicol; DMSO, dimetil sulfoxido; S, sacarosa; PVP, polivinil pirrolidona; Si,a: citocalasina +
centrifugacion + pronasa; Si,b: citocalasina; Si,c: citocalasina + centrifugacion
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TABLA VI

CONGELACION DE EMBRIONES PORCINOS POR EL METODO OPS DE VITRIFICACION.
DESARROLLO IN VIVO DE LOS EMBRIONES PORCINOS
CONGELADOS/DESCONGELADOS DESPUES DE LA TRANSFERENCIA
A LAS RECEPTORAS (ADAPTADO DE BERTHELOT ET AL., 2003)

Estado Concentracion Tratamiento  N° gestaciones/ Lechones Referencias
embrionario final del embrionario N° transferencias nacidos/
crioprotector embriones
. (Moles)* transferidos
2-4 células
Moarula 3,2 EG +2,5DMSO
| +065 No 8/10 26/200 Berthelot et al. (2001a)
8 EG + 7% PVP Si,a 3/4 16/115 Beebe et al. (2002)
Blastocistos 3,2 EG +2,5DMSO
| +0,65 No 11/20 38/400  Berthelot et al. (2000b)
3,2 EG +2,5DMSO
+065 No 8/10 59/200 Berthelot et al, (2001b)
8 EG + 7% PVP Si,b 1/5 5/180 Cameron et al. (2000)
Blastocistos 3,2 EG +2,5DMSO
expandidos +06S No 0/11 0/257 Holm et al. (1999)
Blastocistos
perieclosion
Blastocistos
eclosionados
*EG, Etilenghicol, DMSO, dimetil sulfoxido, S, sacarosa; PVF, polivinil pirrolidona; Si,a: citocalasina +
centrifugacion + pronasa; Si,b: ctocalasir itocalasina + centrifugacior

CONCLUSION

Aungue es claro que la criopreser-
vacion de los embriones porcinos es hoy una realidad y
que alguna de las aplicaciones de esta tecnologia puede
ser utilizada en la actualidad (banco de genes), se necesi-
tan realizar mas investigaciones para aumentar los rendi-
mientos del procedimiento en términos de fertilidad y
prolificidad. El desarrollo de estas investigaciones deberi-
an efectuarse de forma paralela a aguellas encaminadas
a desarrollar un método no quirdrgico para transferir los
embriones a las hembras receptores (Martinez et al,,
2003). En un futuro, la combinacion de ambas tecnologi-
as abriran las puertas a la utilizacion practica y comercial

de la transferencia de embriones en la especie porcina
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