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Introduccion

La vitrificacion es un proceso mediante el cual
los liquidos adquieren un estado vitreo sin la for-
macién de cristales de hielo "' Es un proce-
dimiento simple que requiere menor tiempo y
tiene mayor costo-beneficio que la congelacién
convencional, ya que no necesita equipo ni un
operador altamente capacitado para ejecutarla
y tanto el proceso de vitrificacion como el de
atemperado se realizan en segundos “?. Sin
embargo, este método utilizado con éxito en
ovocitos y embriones mamiferos, no pudo extra-
polarse de forma directa a los gametos masculi-
nos ©, debido a la elevada concentracién de crio-
protectores utilizada, las cuales provocan un
efecto osmotico deletéreo ™ produciendo toxici-
dad y posibles alteraciones quimicas en los
espermatozoides ®. Surgié entonces la alternati-
va de vitrificar espermatozoides utilizando velo-
cidades de enfriamiento y atemperado muy rapi-
das, en un tamafio de muestra muy pequefo
para evitar asi las elevadas concentraciones de
los crioprotectores ®. Nuestro laboratorio ha
vitrificado espermatozoides porcinos en ausen-
cia de crioprotectores con el método de esferas,
logrando conservar la condensacion e integridad
de la cromatina espermatica @ ?. Estos resultados
indicarian que la vitrificacion espermatica porci-
na, permitiria preservar los recursos genéticos de
la especie, surgiendo como un modelo alternati-
vo de criopreservacion de la misma.

En la especie porcina, la produccién de
embriones mediante fertilizacion in vitro (FIV),
utilizando ovocitos madurados in vitro (MIV) a
partir de ovarios provenientes de faena, es limi-
tada, debido a la alta incidencia de polispermia
@, Por esta razén, la técnica de inyeccién intraci-
toplasmatica de un espermatozoide (ICSI) se pre-
senta como una herramienta alternativa para la
produccién in vitro de cigotos monospérmicos
en la especie ©®. Mas aun, siempre y cuando el
nucleo espermatico conserve su integridad, la

ICSI permitiria obtener crias viables, indepen-
dientemente de la concentracion, morfologia o
movilidad espermaticas .

Nuestra experiencia

El Instituto INITRA cuenta en la actualidad
con un Proyecto de Investigacion Cientifica y
Tecnolégica (BID-PICT: 2013-0725): “Aspectos
morfoldgicos, bioquimicos y funcionales de las
gametas porcinas sometidas a procesos de crio-
preservacion: indicadores de competencia”,
donde uno de sus objetivos se centra en evaluar,
a través de parametros bioquimicos, morfolégi-
cos y funcionales, la viabilidad de espermatozoi-
des porcinos vitrificados. Por lo tanto, se ha ana-
lizado si los espermatozoides porcinos vitrifica-
dos en ausencia de crioprotectores utilizando el
método de esferas, eran capaces de mantener la
capacidad de producir cigotos in vitro, mediante
la técnica ICSI.

Para la ICSI, los complejos ovocitos-cumulus
(COCGs), provenientes de ovarios de faena, se
maduraron in vitro en medio TCM-199 suple-
mentado con cisteina, sulfato de gentamicina,
hormona foliculo estimulante porcina (FSH),
hormona luteinica porcina (LH) y 10% de liquido
folicular . La maduracion se realiz6 a 39°C
durante 48 h en estufa gaseada con 5% de CO2
y saturada de humedad. Una vez maduros, los
ovocitos se denudaron en solucién de hialuroni-
dasa 0,1%, se evaluaron bajo lupa estereoscépi-
ca y aquellos con corpusculo polar visible (meta-
fase Il - MIl) y citoplasma homogéneo fueron
seleccionados para la ICSI. Se inyectaron esper-
matozoides de cerdo provenientes de semen
fresco, mejorado por filtracion a través de lana
de vidrio, vitrificado en medio TALP (sin criopro-
tectores) + 1% BSA (grupo tratamiento). El
semen fue vitrificado en esferas a una concen-
tracion de 5 x 10° espermatozoides/ml y fue
atemperando de forma rapida a 37°C durante 30
seg @. También se inyectaron espermatozoides
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diluidos en medio BTS y conservados a 17°C
(grupo control). Por otro lado, se realizé la
maniobra de Sham (inyeccién de ovocitos sin
depdsito de espermatozoide) para evidenciar
presencia de activacion partenogenética.

La microinyeccion se realizé en un microsco-
pio invertido Leica® DMIL equipado con micro-
manipuladores Narishige®. Brevemente: un
espermatozoide fue inmovilizado, aplastando
su pieza intermedia con la aguja de inyeccién y
aspirado desde el flagelo. El ovocito maduro en
MIl fue sujetado con la aguja de contencién,
posicionando el corpusculo polar en la posicion
de las 12 6 6 horas reloj, para evitar dafar la
placa metafasica con la inyeccion. La aguja de
inyeccion atravesé la zona pelucida y el oolema
llegando al citoplasma (esto se comprobé aspi-
rando una pequena cantidad del mismo) e inme-
diatamente el espermatozoide fue depositado
dentro del citoplasma (Figura 1).

Los ovocitos inyectados fueron mantenidos en
medio de cultivo comercial libre de suero: G1 @
durante 18 h, a 38°C, 100% de humedad y una
atmosfera de 5% de COoz. La presencia de pronu-
cleos (PN) se analizé fijando y tifiendo los presun-
tos cigotos con Hoechst 33342 y utilizando para

Figura 1. A: microscopio invertido Leica® DMIL con
micromanipuladores Narishige®. B: microinyeccién de
un espermatozoide en un ovocito maduro (Mll).
Se puede observar el cuerpo polar ubicado a las 12 h.

su observacién un microscopio de epifluorescen-
cia Leica® modelo DMLS con los filtros correspon-
dientes ® (Figura 2). Los datos del monitoreo
embrionario hasta estadios de PN fueron analiza-
dos utilizando una comparacién de proporciones,
considerando significativo un valor de P<0,05.

Figura 2. Presencia de PN en ovocito inyectado con un
espermatozoide vitrificado-atemperado.
A: campo claro. B: tincién con Hoechst 33342.

Nuestros resultados

No se presentaron diferencias significativas
(P>0,05) entre el porcentaje de cigotos obteni-
dos a partir de ovocitos inyectados con semen
diluido y mantenido a 17°C (35,5%, 32/90) y
aquellos inyectados con espermatozoides vitrifi-
cados-atemperados (31,8%, 36/113). La presen-
cia de PN en los ovocitos sometidos a Sham fue
nula (0%, 0/30).

La vitrificacion espermatica porcina permitiria
conservar espermatozoides con cromatina con-
densada e intacta, capaces de producir desarrollo
embrionario temprano hasta el estadio de pro-
nucleos, por medio de la técnica ICSI. Seria inte-
resante evaluar a futuro el avance de dicho des-
arrollo embrionario in vitro y la posibilidad de
obtener estadios embrionarios transferibles a
utero.
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