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e los 600.000 embriones, en Euro-
Dpa se transfirieron un total de

85.287 embriones (~14% del total
mundial) de los cuales méas del 57% eran
congelados. Espafa se encuentra, con algo
mas de 1.500 embriones transferidos, por
detras de otros paises europeos como
Francia, Holanda Alemania o Italia, aun-
que con una tendencia en crecimiento en
los tGltimos anos. En cuanto a embriones
producidos in vitro, en el afio 2005 se

transfirieron en todo el mundo aproxi-
M. A. Silvestre madamente 260.000 embriones, siendo
CITA-IVIA aproximadamente el 30% de éstos con-
gelados. (Thibier, 2006).

La transferencia de embriones se ha con-
vertido en una tecnologia de aplicacion ru-
tinaria en los programas de mejora genéti-
ca de vacuno y la criopreservacion de em-
briones juega un papel muy importante
desde el punto de vista de la mejora gené-
tica. La posibilidad de inducir una madu-
racion y ovulacion multiple (proceso de-
nominado superovulacién) en el ovario
mediante la administracion de hormonas
permite obtener tasas de hasta 6 viables
por lavado y hembra. Los lavados pueden
repetirse varias veces por hembra y ano,
permitiendo asi multiplicar la descenden-
cia por animal. La posibilidad de congelar
los embriones evita tener que disponer ne-
cesariamente de hembras receptoras pre-
paradas y por tanto optimizar la recupera-
cion y transferencia de embriones. El éxito
de la transferencia de embriones depende,
entre otros factores, de la sincronia entre
el estado de desarrollo del embrion y el es-
tado fisiologico reproductivo de la hembra
receptora, la congelacién de embriones
salva las barreras de espacio-tiempo entre
la recuperacidon y gestacion y facilita por
tanto dicha sincronizacion.

El sector lacteo supone aproximadamente un 33% y un 18%
de la produccion final ganadera europea y espanola respec-
tivamente, quedando de manifiesto la importancia de este
sector en la ganaderia tanto europea como espanola. Solo
en 2005, segun la Asociacidon Internacional de Transferen-
cia Embrionaria (IETS), se produjeron y transfirieron en el
mundo mas de 600.000 embriones de vacuno producidos in
vivo de los cuales mas de un 40% (>250.000 embriones)
fueron previamente congelados.

[ Criopreservacion
de embriones

Desde los anos 70, se ha conseguido con-
gelar embriones con éxito, Wilmut y Row-

. son obtuvieron, en 1 el primer ternero
Blastocistos de vacuno s 973, el p
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Material para la criopreservaciéon de embriones

Definicion

El término de criopreserva-
cion embrionaria se puede de-
finir como el mantenimiento de
los embriones a temperaturas
de congelacidn que permite la
inactivacion reversible del me-
tabolismo embrionario mante-
niendo la integridad celular.

vivo a partir de un embrién congela-
do. En 1977, Willadsen desarroll6 un
“método estandar” para criopreservar
embriones que, con pequenas modifi-
caciones, es la base de la metodologia
de congelacion lenta que se utiliza hoy
en dia en distintas especies de mami-
feros entre ellas el vacuno (Leibo,
2008). Brevemente este método con-
siste en los siguientes pasos:

1. suspension de los embriones en una
solucion con 10% de crioprotector
(entre otros: glicerol (GLY), etilen-
glicol (EG), propilenglicol (PG), di-
metilsulfoxido (DMSO))

2. induccién de la formacion de crista-
les de hielo (“seeding”) a -7°C

3. enfriar a una tasa de ~ 0.5°C/min
hasta -35°C

4. inmersion de los embriones en ni-
trogeno liquido (N2, -196°C)

5. descongelar con una tasa de calen-
tamiento rapida ~ 250°C/min

La clave para la supervivencia celu-
lar a bajas temperaturas radica en la
cantidad de agua intracelular, ligado
a la capacidad de respuesta osmdtica
de la célula, que determinara la for-
macion de cristales intracelulares y

11

La vitrificacion parece ser

especialmente apropiada para compensar
las diferencias en resultados a la
criopreservacion entre los embriones
producidos in vivo e in vitro

por tanto el riesgo de da-
fios fisicos provocados
por estos. El principio
que se persigue en la
criobiologia embrionaria
es reducir al maximo la
formacién de grandes y
numerosos cristales de hielo intrace-
lulares, la adicién de sustancias crio-
protectoras como el GLY, EG, PG,
DMSO, metanol y otros reduce la for-
macioén de cristales y por tanto ayu-
dan a no sobrepasar el limite fisiol6-
gico de deshidratacion celular, mejo-
rando asi la supervivencia embriona-
ria post-descongelacion. Sin embar-
g0, los crioprotectores son sustancias
que ejercen cierta toxicidad y cam-
bios osmoticos sobre los embriones, y
tanto la adiciéon como su dilucién son
pasos clave dentro del proceso de
congelacion que determinaran la su-
pervivencia embrionaria. Actualmen-
te, los protocolos de congelacion len-
ta més utilizados en vacuno utilizan
GLY, EG, PG o una combinacioén de
éstos ultimos como crioprotectores a
concentraciones variables (~10%).
Una etapa muy importante para la
viabilidad del embrién congelado es la
descongelacion, tras la cual hay que
eliminar el crioprotector que, depen-

Banco de nitrégeno liquido

diendo del empleado en funcién de su
permeabilidad y toxicidad, requerira
de una dilucién en més o menos eta-
pas para reducir al maximo los danos
provocados al embrion por el estrés
osmoético al que se ve sometido duran-
te este proceso de dilucién. Este pro-
ceso de descongelacion de embriones
y dilucion del crioprotector puede re-
querir cierto equipamiento laborato-
rial (medios de dilucidn, instrumentos
de manipulacion de embriones y tra-
bajar bajo lupa estereoscopica) difi-
cultandose asi la aplicabilidad del mé-
todo en el momento de la transferen-
cia. La utilizacién de de crioprotecto-
res como el PG y EG, més permeables
que el glicerol, ha permitido, desde los
afos 90, practicar la transferencia di-
recta de los embriones (descongela-
cion en pajuela a 37°C y cargado di-
rectamente en el catéter de transfe-
rencia, proceso similar a la insemina-
cion artificial) con buenos resultados
(Leibo y Mapletoft, 1998). En la ac-
tualidad cerca del 90% de los embrio-
nes congelados transferidos se hace
de forma directa (Thibier, 2006).

La congelacion de embriones produ-
cidos in vivo ofrece buenas supervi-
vencias y altas tasas de gestacion (40-
60%), incluso similares a las obteni-
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das con embriones transferidos inme-
diatamente tras su recuperacion (Rall
1992), sin embargo, su coste es eleva-
do y solo puede ser compensado con
un alto valor genético del animal. Ade-
maés, su disponibilidad estd sometida
a factores variables como puede ser la
respuesta individual de cada animal a
los tratamientos hormonales de supe-
rovulacion. La produccion de embrio-
nes in vitro a partir de oocitos obteni-
dos bien mediante la técnica de OPU o
a partir de ovarios de matadero per-
mite incrementar sustancialmente la
disponibilidad de embriones. En el ca-
so de la OPU, el incremento podria ser
de hasta 2 veces los embriones por va-
cay aflo en comparacion a los obteni-
dos por superovulacién, y en el caso
de material de matadero se pueden
obtener entre 30-60 embriones por
sesion (dependiendo del nimero de
ovarios). Sin embargo, los embriones
producidos in vitro son méas sensibles
a la criopreservacion (Massip, 2003),
a mayor calidad de los embriones pro-
ducidos in vitro se espera que tengan
mayor crioresistencia, pero ain queda
camino para alcanzar in vitro la cali-
dad de los obtenidos in vivo.

Uno de los obstaculos mas importan-
tes para la aplicacion a nivel comercial
de los embriones producidos in vitro es
la falta de una metodologia de criopre-
servacion eficiente y de facil aplicacion
a nivel de campo para este tipo de em-
briones. Los métodos de congelacion
convencional o lenta, que tienen resul-
tados aceptables en embriones produ-
cidos in vivo, presentan resultados ge-
neralmente bajos con embriones pro-
ducidos in vitro.

Equipo de criopreservacion
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Procedimiento
de vitrificacion

El proceso de criopreservacion debe
mejorarse para flexibilizar la eficien-
cia y gestion de los embriones. Una de
las vias de mejora es desarrollando un
protocolo practico y eficaz de vitrifica-
cion. La vitrificacion parece ser espe-
cialmente apropiada para compensar
las diferencias en resultados a la crio-
preservacion entre los embriones pro-
ducidos in vivo e in vitro (Vajta y
Nagy, 2006).

La vitrificacion fue descrita por pri-
mera vez en embriones mamiferos por
Rall y Fahy (1985). La vitrificacion es
un método de criopreservacion alter-
nativo a la congelacion convencional,
en el cual los embriones son introdu-
cidos en soluciones altamente concen-
tradas de crioprotectores (~ 40%) y
sumergidos directamente en el nitro6-
geno liquido, desde una temperatura
superior a los 0°C, alcanzando en po-
cos segundos la T2 del nitrégeno liqui-
do. De esta manera se logra la solidifi-
cacion de la solucion crioprotectora,
producto del aumento extremo de su
viscosidad, sin la formacion de crista-
les de hielo. Por un lado, se evita el da-
fio de la formacion de cristales, pero
por otro se incrementa el dafio por to-
xicidad y choque osmotico.

La vitrificacién de embriones se ha
logrado con éxito en un namero im-
portante de especies de mamiferos
(vacuno, conejo, porcino, ovino, ca-
prino, etc). Actualmente, la técnica de
vitrificacion ofrece unas eficacias (ta-
sa de gestacion) similares o superiores
a las de la congelacion lenta (44.5 vs.
45%, Dobrinsky, 2002), sin embargo,

no es necesario disponer de un crio-
congelador. A pesar de ello, por dis-
tintos motivos no es una técnica que
se haya implementado de forma ruti-
naria en su aplicacion a campo, prin-
cipalmente porque dificulta la transfe-
rencia directa de los embriones en
campo ya requiere de equipamiento
laboratorial para el proceso de calen-
tamiento de los embriones y dilucion
de las altas concentraciones de crio-
protectores que se utilizan. Se estan
estudiando distintos sistemas de vitri-
ficacion para los embriones de vacuno
que permita su transferencia directa
(Vajta et al., 1996, Pugh et al., 2000).

Hay varios factores que determinan
la eficiencia del proceso de vitrifica-
cién y que ofrecen potencial de mejora
de los resultados de viabilidad de los
embriones vitrificados:

« El tipo de crioprotector

« La temperatura de la solucion vitri-
ficacion

« El tiempo de exposicion del em-
brién a la solucién con crioprotector
antes de sumergirlo en N, liquido

« El tipo de soporte de vitrificacion
que determinara la magnitud de la
camisa de vapor que se forma cuan-
do se sumerge en N, liquido y por
tanto afectara sobre la tasa de enfria-
miento

« La calidad y estado de desarrollo
del embrién

El tipo de crioprotector empleado es
fundamental para la supervivencia
del embridn, el etilenglicol (EG) es el
mas utilizado entre los permeables,
sin embargo, su mezcla con DMSO,
podria mejorar su eficacia, ya que pa-



rece ser que la permeabilidad de la
mezcla de crioprotectores es mejor
que las soluciones individuales (Vi-
cente y Garcia-Ximénez, 1994) aun-
que este trabajo se realiz6 con em-
briones de conejo.

La tasa de enfriamiento es un factor
clave para el éxito en la vitrificacion, a
mayor tasa de enfriamiento mayor su-
pervivencia de los embriones tras la
vitrificacién-calentamiento. Incre-
mentar la tasa de enfriamiento, lo-
grando en tltimo extremo que sea casi
instantinea, permitiria reducir la con-
centracién de crioprotectores utiliza-
da y por tanto reducir sus efectos toxi-
cos. Sin embargo, esta tasa de enfria-
miento puede variar con el soporte
utilizado, habilidad técnica del perso-
nal y el movimiento de inmersién en
el N2 liquido. En la actualidad se es-
ta trabajando el desarrollar soportes
para la vitrificacién que permitan al-
canzar mayores tasas de enfriamien-
to y obtener mejores resultados de
supervivencias, por ejemplo: Open
Pulled Straw, Cryoloop o Cryotop.

La vitrificacién es un proceso rela-
tivamente sencillo en comparacion
con la congelacion convencional o
lenta, ya que no requiere un congela-
dor programable (que es un equipa-
miento caro), utiliza microvolume-
nes de medio de congelacién, es un
procedimiento rapido y se puede ha-
cer a pie de granja sin mas que dis-
poner un banco de nitrégeno, una
lupa y los soportes de vitrificacion
apropiados. Sin embargo, esta técni-
ca no alcanzado los niveles de apli-
cacion practica de los procedimien-
tos de congelacion convencional.

Este trabajo ha sido financiado
por el INIA (RTA2007-0110-00-
00) y el Fondo Social Europeo.
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