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RESUMEN

Argentina posee condiciones agroecoldgicas y sanitarias ideales para la produccion de cerdos. Hasta 1990,
la produccion porcina en Argentina era realizada como actividad secundaria dentro de la explotacion agro-
pecuaria. Sin embargo, a partir del 2005 el numero de cabezas porcinas comenzd a aumentar alcanzado
los 3 millones, y crecidé sostenidamente llegando actualmente a los 4,9 millones de cabezas. Ademas de
ser importante desde el punto de vista productivo, la especie porcina también es considerada como modelo
esencial en distintos tipos de investigaciones biomédicas, y como potencial donante de érganos para huma-
nos. El interés combinado en la biotecnologia porcina, tanto por el campo biomédico como por la industria
porcina, incrementa la necesidad de un mayor desarrollo de nuevas tecnologias, asi como de un aumento
en la mejora e implementacion de las ya existentes. El objetivo de este trabajo es hacer una revision de las
principales biotécnicas reproductivas in vitro aplicadas en la especie porcina, asi como también de las nuevas
metodologias de edicidon génica, las cuales pueden ser utilizadas no solo para el mejoramiento productivo y
genético de esta especie, sino también para investigaciones relacionadas con el modelo de enfermedades
humanas y xenotrasplantes.
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ABSTRACT

Argentina has ideal agro-ecological and sanitary conditions for pig breeding. Until 1990, porcine production
was carried out as a secondary activity within the agricultural fields. However, in 2005 the number of pigs
began to increase and reached 3 million heads. Currently the porcine stock in Argentina is represented by
4.9 million heads. In addition to being important from a productive point of view, the porcine species are also
essential biological models for different types of biomedical research and as potential donor of organs for
humans. The combined interest in porcine biotechnology, both in the biomedical field and in the pig industry,
increases the need for further development of new technologies as well as an increase in the improvement and
implementation of the already existing ones. The objective of this work is to make a review of the main in vitro
reproductive biotechnologies applied in pigs, as well as of the new gene editing tools, which can be used not
only for the production and genetic improvement of this species, but also for researches related to the human
disease modeling and xenotransplantation.
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PRODUCCION PORCINA EN ARGENTINA

Nuestro pais se caracteriza por su amplia disponibilidad
de superficie terrestre y por poseer condiciones agroeco-
l6gicas propicias que le permiten ser un gran productor de
cereales y oleaginosas. En la produccion porcina argenti-
na, el rubro alimentaciéon impacta en el costo de produc-
cion entre el 60% y el 80%, valores similares a los demas
paises productores del mundo. Sin embargo, la mayoria
de los ellos son altamente dependientes de la importacion
de granos y los costos de mano de obra son superiores,
posicionando a la Argentina como uno de los paises de
menor costo en la produccion de cerdos. A su vez, nuestro
pais se ve beneficiado debido a que se encuentra libre del
Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRSS), en-
fermedad presente en los principales paises productores y
exportadores de cerdo y causal de significativas pérdidas
economicas en la produccion primaria de esta especie. Su-
mado a esto, contamos con tecnologia disponible, genética
de primer nivel y profesionales capacitados y especializa-
dos en produccién porcina (Papotto, 2006).

Hasta 1990 la produccién de cerdos en Argentina era
realizada como actividad secundaria dentro de la explo-
tacion agropecuaria, principalmente realizada por peque-
fos productores localizados en zonas donde el cultivo de
maiz (principal insumo) era preponderante. En la década
de 1990 hubo una fuerte incorporacioén tecnoldgica, de la
mano de inversiones del orden de los 120 millones de doé-
lares, principalmente en granjas de alta productividad. Sin
embargo, la rentabilidad productiva fue nula, debido prin-
cipalmente al tipo de cambio fijo y la fuerte competencia
de carne porcina y subproductos provenientes desde el
exterior, principalmente de Brasil. Esto contribuyd a que,
durante esa década, el stock porcino se redujera a la mitad,
pasando de 4 a 2 millones de cabezas. Luego de la salida
de la convertibilidad en 2002, se vislumbré una clara recu-
peracion de la actividad porcina. A partir de 2005, el stock
comenzd a recuperarse alcanzado los 3 millones de ca-
bezas, los cuales se mantuvieron constantes hasta 2010.
Desde 2010 en adelante el stock crecio a una tasa del 8%
interanual, alcanzando en 2016, los 4,9 millones de cabe-
zas y una cantidad de madres en estrato comercial que
alcanza a 949.825 cabezas. Una de las razones de este
crecimiento fue el incremento del consumo de la carne de
cerdo en el mercado interno. Con respecto a la distribucion
del stock nacional por provincia, mas del 63% de la pobla-
cién de porcinos se concentra en la region Centro; princi-
palmente en Buenos Aires, Cérdoba y Santa Fe (Ministerio
de Hacienda y Finanzas Publicas, 2016).

En cuanto a los sistemas de produccion, el sector vivio
en los ultimos afios un proceso de transformacion. Si bien
los sistemas de produccion de pequefia y mediana escala
productiva (10 a 200 madres) son los que prevalecen en el
pais, se ha producido un importante aumento en el nimero
de productores que a partir de estratos de 100 madres han
confinado parte o totalmente sus animales, convirtiéndose
en empresas tecnificadas de mayor eficiencia productiva.
También se ha observado en estos ultimos afios la instala-
cion de megaempresas con un alto grado de tecnificacion
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e indices productivos equiparables a los sistemas mas efi-
cientes a nivel mundial (Brunori, 2014).

Los cerdos, ademas de ser animales importantes des-
de el punto de vista productivo, también son considerados
modelos biolégicos esenciales en distintos tipos de inves-
tigaciones biomédicas (Kirk, 2003; Prather et al., 2003;
Kues y Niemann, 2004; Vodicka et al., 2005; Lunney, 2007,
Swindle, 2007; Vajta et al., 2007; Zhou et al., 2015). Debido
a los avances tecnoldgicos en modificaciones genéticas y
clonaciéon mediante la transferencia de células somaticas
(SCNT), el rango de aplicaciones de los modelos porcinos
se ha incrementado marcadamente (Cabot et al., 2001;
Park et al., 2001; Dai et al., 2002; Lai et al., 2002; Phelps
et al., 2003; Kolber-Simonds et al., 2004; Matsunari et al.,
2008; Huang et al., 2014; Zhou et al., 2015).

La escasez de 6rganos humanos para realizar trasplan-
te y el aumento en su demanda han motivado en los ulti-
mos afios un interés particular por el desarrollo de lineas
de investigacion relacionadas con el trasplante de 6rganos
entre especies distintas (xenotrasplantes), sefialandose en
particular al cerdo como potencial donante para humanos
(Klymiuk et al., 2010; Flisiokowska et al., 2013). Los cerdos
representan un modelo bioldgico de eleccién en medicina
humana debido a que existen muchas similitudes entre am-
bas especies, tanto en tamafio corporal, anatomia, dieta
y sus respuestas fisiologicas y fisiopatologicas. Ademas,
ofrecen la posibilidad de ser criados bajo las mas altas nor-
mas de higiene y, debido a su alta fertilidad y prolificidad,
pueden producir un gran numero de descendientes. (Nie-
man y Rath, 2001).

El interés combinado en la biotecnologia porcina, tan-
to por el campo biomédico como por la industria porcina
per se incrementa la necesidad de un mayor desarrollo de
nuevas tecnologias, asi como de un aumento de mejora e
implementacion de las ya existentes.

Las biotécnicas reproductivas in vitro disponibles en la
especie porcina son la produccién in vitro de embriones
por fecundacion in vitro (FIV), inyeccion intracitoplasmatica
de espermatozoides (ICSl) y clonacién por transferencia
nuclear de células somaticas (SNCT). El objetivo de este
trabajo es hacer una revisién de las principales biotécnicas
reproductivas in vitro aplicadas en la especie porcina, las
que sumadas a herramientas de edicion génica constituyen
las bases para el mejoramiento productivo y genético de
esta especie, y para investigaciones relacionadas con el
modelo de enfermedades humanas y xenotrasplantes.

PRODUCCION IN VITRO DE EMBRIONES

La produccioén in vitro (PIV) de embriones porcinos ha sido
de particular interés para los investigadores durante muchos
afos (Gil et al., 2010). Este proceso incluye tres etapas tec-
noldgicas que, en orden cronoldgico, son: (1) la maduracién
in vitro (MIV) de ovocitos inmaduros obtenidos de ovarios
derivados de mataderos, (2) fecundacion in vitro (FIV) de
ovocitos madurados y (3) cultivo in vitro (CIV) de cigotos.
Estos tres pasos comprenden un conjunto complejo de pro-
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cesos fisiolégicos, en el que cada uno condiciona per se el
éxito o el fracaso de la siguiente etapa (Yoshioka, 2011).

El éxito de la PIV a gran escala de embriones porcinos
puede proporcionar embriones viables de manera mas efi-
ciente, con menos costo y en menor tiempo en compara-
cion con la recoleccion quirdrgica de embriones obtenidos
in vivo de cerdas. Ademas, dado que los ovarios porcinos
contienen grandes cantidades de foliculos (Grupen et al.,
1995), podrian proporcionar un gran numero de ovocitos
y posteriormente embriones viables. La produccion de un
gran numero de embriones puede beneficiar a la investi-
gacion en distintas areas, como el estudio de los factores
que controlan el desarrollo embrionario temprano, y que
inciden en alta tasa de mortalidad embrionaria temprana en
esta especie. Debido a que esto ultimo ocasiona grandes
pérdidas econdmicas (Dia, 2000), el resultado de estas in-
vestigaciones podria generar un aumento de la eficiencia
y de la produccion de carne (Day, 2000, Gil et al., 2010).

Aunque se han logrado avances en las técnicas de PIV
embriones en la especie porcina, el uso de embriones por-
cinos producidos in vitro es limitado en sistemas de pro-
duccion comercial por lo que su aplicacién no ha producido
grandes cambios en términos econdmicos y técnicos (Na-
gai et al., 2006; Gajda, 2009; Dang-Nguyen et al., 2011;
Yoshioka, 2011; Zhang et al., 2012). Los embriones pro-
ducidos in vitro sufren una alta tasa de pérdida durante el
desarrollo temprano, ya que aproximadamente el 10-15%
de estos se detienen en mitosis en la etapa de 2 a 4 células
(Jeon et al., 2011). Al igual que en otras especies, los em-
briones PIV de porcino son generalmente menos viables
que sus contrapartes producidas in vivo (Dang-Nguyen et
al., 2011; Yoshioka, 2011). Las tasas de desarrollo de blas-
tocistos PIV oscilan entre el 6-7% y el 20-30%, dependien-
do de los laboratorios y las condiciones de cultivo (Nagai
et al., 2006; Isom et al., 2012). A su vez, el nimero total de
células por embrion producido in vitro es inferior al obtenido
in vivo a igual edad (58-139 vs. 150-250, Gajda y Smorag,
2004). La transferencia de embriones PIV estaria acompa-
fiado de anomalias en el desarrollo, tales como aumento
de la mortalidad embrionaria, gestacién prolongada y ma-
yor peso corporal de la progenie (Gajda, 2009).

Los cerdos son generalmente sacrificados a los 6 o 7
meses de edad para que los productores cumplan con las
demandas del mercado. Por lo tanto, los ovarios de ma-
tadero se recolectan generalmente de cerdas prepuberes
que todavia no han experimentado ciclos estrales regula-
res. Archibong et al. (1992) mostraron que la calidad in-
herente de los ovocitos aumenta a medida que las cerdas
pasan de su primer a tercer estro, debido a que la super-
vivencia de los embriones luego de la transferencia de las
cerdas donantes de primer estro fue menor que la de las
cerdas de tercer estro.

De acuerdo con los hallazgos en otras especies, la ca-
lidad de los ovocitos aumenta con el aumento del tamafio
del foliculo antral (Marcha et al., 2002; Bagg et al., 2007),
y los ovocitos de los adultos son superiores en calidad en
comparacion con los ovocitos de los animales prepuberes

(Marcha et al., 2001; Grupen et al., 2003; Sherrer et al.,
2004). Teniendo en cuenta esta ultima informacion, podria
pensarse que la baja eficiencia de los sistemas PIV en esta
especie se encuentren influenciados fuertemente por el
tipo de material utilizado, como se ha comprobado en, por
ejemplo, los bovinos (Aston et al., 2006).

MADURACION IN VITRO DE OVOCITOS PORCINOS

La maduracion del ovocito (tanto nuclear como citoplas-
matica) hace referencia a todos los cambios nucleares, ci-
toplasmaticos que sufre el ovocito con el fin de prepararse
para ser fecundado con éxito y desarrollar posteriormente
un embrion viable.

Los ovocitos, al momento de ser extraidos de los folicu-
los ovaricos se encuentran en un estado fisioldgico nuclear
y citoplasmatico denominado inmaduro, que no permite su
desarrollo luego de ser fecundados. El objetivo de la MIV
es lograr que los ovocitos, obtenidos en general a partir
de ovarios de matadero, lleguen a la etapa de metafase Ii
(M-n1) u ovocito “maduro” para que puedan ser fecundados
in vitro (FIV).

La maduracién nuclear comienza tras la reanudacion de
la meiosis, una vez que el ovocito es separado fisicamente
del foliculo, y su finalizacién se alcanza cuando el ovocito
completa la primera division meiodtica, se forma el primer
cuerpo polar (1CP) y la meiosis se detiene en metafase 1
(Hunter, 1988).

La maduracion citoplasmatica, en cambio, es un término
mas amplio que abarca una serie de acontecimientos no
directamente relacionados con la progresion de la meiosis,
pero que preparan al ovocito para la fecundacion y el desa-
rrollo embrionario posteriores (Abeydeera, 2002). Una vez
alcanzada la maduracién nuclear, las mitocondrias migran
para situarse en una posicion perinuclear (Thibault et al.,
1987; Cran, 1985; Moor et al., 1990). Los granulos cortica-
les (GC), compuestos por glicoproteinas y enzimas hidroli-
ticas, migran hacia la periferia del ovocito, aumentando de
numero al final del periodo de maduracion (Cran, 1985),
y se situan debajo de la membrana plasmatica formando
una monocapa (Crang y Cheng, 1986); este proceso se
considera fundamental para el bloqueo de la polispermia.

Se han utilizado diversos tipos de medios de cultivo para
la maduracion de ovocitos porcinos, incluyendo North Ca-
rolina State University (NCSU, Petters y Wells 1993), me-
dio de cultivo de tejidos modificado (TCM) -199 y medio
Tyrode modificado que contiene lactato y piruvato (TLP)
(Yoshida et al., 1993). Estos medios suelen contener suero
fetal bovino (SFB) y fluido folicular porcino (FFp).

La maduracion y la capacidad de desarrollo de los ovo-
citos porcinos estan influenciadas por la presencia de FFp
en el medio y el tamafio del foliculo de donde se obtiene
el FFp (Naito et al., 1988; Huang et al., 2002; Budiyanto et
al., 2013). Estudios previos indican que la adicion de 10%
de FFp obtenido de foliculos grandes mejora la penetracion
espermatica, la fecundacién normal y promueve la madu-
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racion nuclear y citoplasmatica de los ovocitos (Naito et al.,
1988, Yoshida et al., 1990, 1992, Funahashi y Day, 1997).
Ademas, estudios mas recientes demuestran que el FFp
también protege al ovocito del estrés oxidativo durante la
MIV (Tatemoto et al., 2004)

Ademas de SFB y FFp, otros suplementos también se
adicionan para ayudar a los ovocitos a estar listos para la
fecundacion en términos de maduracion nuclear y citoplas-
matica. La utilizacion de hormonas y factores de crecimiento
en el medio de maduracion ha mostrado efectos positivos
en la progresion meiotica, entre otros los mas utilizados son
la hormona luteinizante (LH), la hormona estimulante del
foliculo (FSH) (Mattioli et al., 1991), el factor de crecimien-
to transformador (TGF), la androstenediona (Singh et al.,
1995), la gonadotrofina sérica de yegua prefiada (PMSG),
la gonadotrofina coriénica humana (hCG) (Funahashi y Day
1997, Funahashi et al., 1997), el factor de crecimiento simi-
lar a la insulina 1 (IGF-1) (lllera et al., 1998) y el estradiol-17
(Funahashi y Day 1997; Bing et al., 2001).

Las células del cumulus oophurus, las cuales se en-
cuentran intimamente relacionadas con el ovocito a través
de la zona pelucida, son esenciales para la nutricién de
este y la transmisién de sefiales intra y extrafoliculares.
También desempefian un papel importante en el control de
la maduracion nuclear por el mantenimiento del bloqueo
meidtico en la etapa de metafase 1 (revisado en Tanghe et
al., 2002). Ademas, las células del cumulus oophurus pro-
tegen los ovocitos contra la apoptosis inducida por el es-
trés oxidativo (Tatemoto et al., 2000) y reducen la fragmen-
tacion del ADN en los ovocitos (Wongsrikeao et al., 2005).
De alli la importancia de que los ovocitos porcinos que
ingresan dentro de una rutina de maduracion in vitro de-
ban poseer células de granulosa para poder madurar. En
nuestros trabajos de puesta a punto de la técnica hemos
observado que los ovocitos porcinos presentan cumulus
muy fragiles, por lo cual la presion durante la aspiracion
de los foliculos debe ser minima para obtener ovocitos que
sean aptos para madurar.

La maduracién nuclear y citoplasmatica no necesaria-
mente ocurren en forma sincronizada. Con el fin de coor-
dinar ambos procesos y mejorar por ende la competencia
de desarrollo de los ovocitos, se han suplementado los me-
dios de MIV con inhibidores de la quinasa dependientes
del ciclo celular como la butirolactona-1 (Wu et al., 2002) y
la roscovitina (Romar y Funahashi, 2005), inhibidores de la
sintesis proteica como la cicloheximida (Ye et al., 2005), y
dibutiril adenosina monofosfato ciclico (¢CAMP) (Funahashi
et al., 1997; Somfai et al., 2003). La suplementacion de los
medios con estas drogas tiene como objetivo retrasar la
maduracion nuclear y de esta forma lograr una sincroniza-
cion con la maduracion del citoplasma. Sin embargo, solo
con la cicloheximida y dibutiril CAMP se logré mejorar el de-
sarrollo de los ovocitos al estadio de blastocistos (Funahas-
hi et al., 1997; Somfai et al., 2003; Ye et al., 2005). En un
trabajo realizado por Funahashi et al., 1997, la suplemen-
tacion con dibutiril CAMP en el MIV durante las primeras 20
h de cultivo mejoré significativamente la tasa de desarrollo
de blastocistos luego de la FIV (21,5 £ 2,5%) en compara-
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cion con los controles (9,2 £ 1,6%). En otro trabajo (Ye et
al., 2005), en el cual el medio de MIV fue suplementado
con cicloheximida se observd que el indice de formacion
de blastocistos mejord también significativamente (32,8%
+2,0% versus 16,7%) en comparacion con los no tratados.
Aproximadamente el 10-30% de los ovocitos no alcanzan
la etapa de metafase 1 al final de la MIV. La mayoria de los
ovocitos incompetentes de cerdo se detienen en una etapa
inmadura que se caracteriza por cromosomas metafasi-
cos y la falta de formacion del primer cuerpo polar (1CP)
(revisado en Kikuchi et al., 2009). En este sentido, se ha
demostrado que ovocitos que no alcanzan la M-l pueden
ser fecundados, aunque resultan en embriones con ploidia
anormal (Somfai et al., 2005).

Se sugiere que la maduracién citoplasmatica de ovoci-
tos porcinos se podria mejorar mediante la reduccion del
estrés oxidativo causado por la produccién de especies re-
activas de oxigeno (ROS), las que producen un ambiente
de maduracion in vitro inadecuado (Tatemoto et al., 2000,
2001). Las vias metabdlicas mediadas por antioxidantes,
como el glutatién reducido (GSH), controlan los niveles ce-
lulares de especies reactivas de oxigeno (ROS) y protegen
al ovocito contra los efectos perjudiciales del estrés oxida-
tivo. El contenido de GSH del ovocito puede aumentarse
mediante la suplementacién con compuestos de tiol tales
como cisteina (Yoshida et al., 1993), cisteamina, glutamina,
B-mercaptoetanol o fluido folicular al medio de MIV (Jeong
y Yang 2001). También se encontré que la suplementacion
del medio Miv con FFp favorece la distribuciéon normal de
las mitocondrias durante la maduracion y este proceso se
asocié con una mayor competencia de desarrollo embrio-
nario después de la activacion partenogénica (Brevini et
al., 2005).

FECUNDACION IN VITRO DE OVOCITOS PORCINOS

El principal problema encontrado en la FIV de los ovoci-
tos porcinos es la alta incidencia de poliespermia (ovocitos
con mas de 1 pronucleo masculino). Esta ultima podria ser
causada por condiciones inadecuadas de maduracion o
fecundacion (Niwa 1993) que generan una falla ovocitaria
en el mecanismo de bloqueo de la entrada de espermato-
zoides. De acuerdo con Wang et al. (1999), la poliespermia
in vitro podria deberse a un retraso en el establecimiento
de la reaccion de la ZP (la cual se traduce en un “endure-
cimiento” de esta) unido a la penetracion simultéanea de los
espermatozoides, por lo que al incrementarse el nimero de
espermatozoides en las cercanias del ovocito, se aumenta
la probabilidad de penetraciones simultaneas.

La fecundacion y las tasas de monospermia en la FIV
porcina dependen en gran medida de la concentracién de
espermatozoides y del tiempo de cocultivo de las gametas
(Nagai, 1996), lo cual requiere un ajuste 6ptimo de estos
factores para el logro de una tasa de penetracion controla-
da. Existen informes sobre laboratorios que coincuban las
gametas durante aproximadamente 6 h (Abeydeera y Day,
1997; Funahashi et al., 1997; Yoshioka et al., 2003). Sin
embargo, Kikuchi et al. (2006) encontraron que la incuba-
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cion con espermatozoides durante 6 h duplica el numero
promedio de espermatozoides por ovocito en compara-
cion con 3 h, lo que conduce a una mayor poliespermia,
mientras que la formacién de pronucleos no mejora signi-
ficativamente. Cuando se aplicaron periodos de cocultivo
de menos de 3 h, las tasas de penetracion y poliespermia
no se vieron afectadas, y la eficiencia global de la PIV de
embriones “normales” no fue mejorada (Gil et al., 2004).
Recientemente (datos aun no publicados) en nuestro labo-
ratorio fueron comparados dos tiempos de coincubacion de
gametas, 3 horas contra 5 horas. Los resultados obtenidos
indicaron que la tasa de division y formacion de blastocis-
tos fue similar entre ambos tratamientos, lo que indico que
el porcentaje de ovocitos polispérmicos fue mayor para el
tratamiento de 5 horas de coincubacion. A partir de estos
datos, concluimos que 3 horas de coincubacion de ovocitos
y espermatozoides es el tiempo 6ptimo para la obtencion de
embriones porcinos capaces de desarrollar normalmente.

Antes de la induccion de la capacitacion de los esper-
matozoides para la FIV, estos son lavados y centrifugados
para separarlos del plasma seminal (Nagai et al., 1988;
Cheng et al., 1986; Abeydeera et al., 1997). Los esperma-
tozoides de cerdo resisten una alta fuerza (2400 g) durante
un tiempo relativamente corto de centrifugacion (3 minutos)
(Carvajal et al., 2004). Los espermatozoides porcinos han
sido tratados mayoritariamente por centrifugacién en gra-
diente de Percoll (de Vries y Colenbrander, 1990; Horan et
al., 1991; Petrunkina et al., 2003; Guthrie y Welch, 2007;
Yeste et al., 2009) ya que este procedimiento resulta en
mayores indices de penetracion in vitro (Matas et al., 2011;
Caballero et al., 2004; Matas et al., 2003) e incrementa
las tasas de division (Grant et al., 1994) y de formacién de
blastocistos (Jeong et al., 2001). A su vez, para adquirir su
capacidad fecundante (la capacitacion espermatica y la re-
accion acrosomal) los espermatozoides porcinos necesitan
calcio extracelular (Fraser, 1995), por lo cual es de suma
importancia que los medios de FIV incluyan este elemento
en sus formulaciones en forma de sales que permitan ha-
cerlo disponible para los eventos fisiolégicos mencionados.

La FIV se lleva a cabo utilizando alguno de los siguien-
tes medios: TCM199 (Nagai y Moor 1990, Yoshida et al.,
1990); Brackett y Oliphant (BO) (Kikuchi et al., 1993, Wang
et al., 1995; Funahashi et al., 2000); medio de bicarbonato
de Krebs - Ringer (Naito et al., 1988); medio tamponado
con Tris modificado (Abeydeera y Day 1997); medio de fe-
cundacion de cerdos (PigFM) (Suzuki et al., 2002); o medio
gameético porcino (PGM) (Yoshioka et al., 2003).

En cuanto a los aditivos, muchas moléculas especificas
se han utilizado como suplementos a los medios de FIV.
Entre los suplementos clasicos utilizados se encuentran las
metilxantinas (como la cafeina y la teofilina) que son inhibi-
dores de la fosfodiesterasa, lo que resulta en un aumento
de cAMP intracelular (Casillas et al., 1970). Tanto la cafeina
como la teofilina se utilizan para inducir la capacitacion de
los espermatozoides. La cafeina ademas estimula la re-
accion acrosomal (Funahashi et al., 2000a; Funahashi et
al., 2000b), lo que resulta en la induccién de poliespermia
(Funahashi et al., 2001). Una coincubacion transitoria, en

la que los ovocitos denudados son cocultivados con esper-
matozoides en medio que contiene cafeina durante 5 a 30
minutos y luego en medio libre de cafeina, reduce la inci-
dencia de penetracion polispérmica en un 40% (Funahashi
et al., 2004).

Otros aditivos utilizados con una funcién bioldgica cono-
cida in vivo son las glicosidasas, proteasas séricas, fac-
tores de crecimiento, aminoacidos y proteinas. Un trabajo
reciente (Romero-Aguirre y Gomez Corta et al., 2015) que
utiliza medio TALP modificado (mTALP) suplementado con
a-fucosidasa (una glicosidasa que compone el fluido ovi-
ductal) exdgena demostré aumentar el porcentaje de pene-
tracion en un 30%, duplicar el nimero de espermatozoides
unidos a la ZP, y asi disminuir la polispermia. Con respecto
a las proteasa séricas, se ha observado que la utilizacion
de plasmindgeno en los medios de FIV contribuye a la re-
gulacién de la entrada del espermatozoide al ovocito, se-
parando mas del 50% de los espermatozoides unidos a la
zona pelucida activa (Coy et al., 2012).

También se ha demostrado que el acido lisofosfatidico
(LPA) actia en forma similar a un factor de crecimiento en
un amplio numero de células animales. La adicién de LPA
en una concentracién de 10 mM durante 6 h al medio de
fecundacién aumento la proporcion de ovocitos penetrados
por espermatozoides en un 10% y la tasa de monospermia
en un 5% (Zhang et al., 2015). Pese a estos resultados, el
mecanismo por el cual el LPA reduce la frecuencia de la
polispermia sigue siendo poco claro.

En cuanto a los aminoacidos, Tareq et al. (2013) han es-
tudiado recientemente los efectos sobre la FIV realizada
durante 6 horas cuando se suplementa mTALP con diver-
sas combinaciones de dipéptidos. La adicion de 2 mM de
L-alanil-L-glutamina y 2 mM de L-glicil-L-glutamina mejoro
significativamente la fecundacion en un 10% y la monos-
permia en un 30% en comparacion con los ovocitos fecun-
dados en mTALP sin dipéptidos.

También se ha comprobado que la albumina sérica bovi-
na (BSA) y la cafeina son importantes moduladores de la
penetracion espermatica (Abeydeera y Day 1997).

Una estrategia utilizada para aumentar la incidencia de
monospermia sin disminuir la tasa de penetracion de es-
permatozoides, es la incubacion de ovocitos en un medio
con un 10% o 30% de fluido oviductal porcino antes de la
fecundacion (Kim et al., 1996). La incubacion de los esper-
matozoides durante 2,5 h en cultivo de células oviductales
antes de la fecundacion reduce la tasa de polispermia al 40-
50% (Nagai y Moor 1990). Se ha visto que el cocultivo de
ovocitos con células epiteliales oviductales también resulta
en un mayor porcentaje de ovocitos monospérmicos (Kano
et al., 1994). Esto indica que los espermatozoides porcinos
necesitan interaccionar con las células de oviducto para
poder capacitarse y seleccionarse para llevar a cabo una
fecundacién adecuada. Si bien estos procedimientos po-
drian llevarse a cabo en el laboratorio, la disponibilidad de
células en cultivo para cada una de los procedimientos de
fecundacioén in vitro lo hacen poco viable desde el punto de
vista practico.
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CULTIVO IN VITRO DE EMBRIONES

Los procedimientos de MIV y FIV tienen una eficiencia de
aproximadamente 35% de formacion de blastocistos sobre
el total de los ovocitos inmaduros, con resultados repeti-
bles. Sin embargo, se sabe que los ovocitos fecundados
con mas de un pronucleo masculino forman blastocistos en
porcentajes similares a aquellos normalmente fecundados
(Han et al., 1999a). Aunque el desarrollo del embridn hasta
el estadio de blastocisto es posible en el cultivo, la prueba
definitiva de la viabilidad embrionaria es establecer prefie-
ces y animales nacidos vivos después de la transferencia a
hembras receptoras.

En las cerdas la colecta de embriones in vivo se realiza
el dia 6 del ciclo (dia 0= comienzo del estro) y de mane-
ra quirdrgica, bajo anestesia general. Los embriones se
transfieren a una receptora también de manera quirargi-
ca con resultados que varian entre el 60-80% de prefiez
postransferencia (Polge, 1982; Wallenhorst y Holtz, 1999)
o mediante una técnica no quirurgica desarrollada mas re-
cientemente con la cual se obtuvo una tasa de prefiez pos-
transferencia del 70% (Martinez et al., 2014).

En el caso de embriones producidos in vitro, estos se
transfieren en el dia 5 o 6 posfecundacion, en estadios de
blastocistos o blastocistos expandidos (Mito et al., 2015).
Se han logrado diversos grados de éxito en términos de
prefieces y nacidos vivos después de la transferencia de
embriones producidos in vitro al oviducto/Utero de las cer-
das receptoras (Day et al., 2000, Marchal et al., 2001).
De acuerdo a estos resultados, solo el 20 al 30% de los
embriones transferidos sobreviven a pesar de las mejoras
considerables en las técnicas de IVP.

Se han observado distintas diferencias morfoldgicas
entre los embriones in vitro e in vivo (Wang et al., 1999).
Los blastomeros bien definidos y masa celular interna pro-
minente son evidentes en embriones recuperados in vivo
en etapa temprana. Segun Papaioannou y Ebert (1988),
el niumero de células de blastocistos producidos in vitro es
menor que sus homoélogos in vivo. Wang et al. (1999) se-
Aalan que, la division anormal y el bajo nimero de células
en los blastocistos producidos in vitro se deben a defectos
en la distribucién de los filamentos de actina dentro del ci-
toplasma. La insuficiente maduracion citoplasmatica de los
ovocitos madurados in vitro y las condiciones subdptimas
de cultivo de embriones pueden ser responsables de la
mala calidad del embrion.

En general, los blastocistos producidos in vitro presentan
altas tasas de fragmentacion del ADN y células apoptoti-
cas. Los embriones producidos in vitro se caracterizan por
un mayor numero de nucleos que exhiben fragmentacion
del ADN (Bryla et al., 2009), y mayor presentacion de ano-
malias cromosdémicas (MacLauley et al., 2003; Ulloa Ulloa
et al., 2008). Ademas, tienen tasas inferiores de division y
desarrollo asincronico de pronucleos en comparacion con
embriones obtenidos in vivo (Laurincik ef al., 1994).

Los medios capaces de sobrellevar el desarrollo de em-
briones porcinos mas comunmente utilizados incluyen el
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medio de Whitten (Menino et al., 1982), el medio bicarbo-
nato de Ringer de Kreb modificado (Krisher et al., 1989), el
medio NCSU-23 (Petters et al., 1993), el medio de cultivo
de embriones de Beltsville-3 (Dobrinsky et al., 1996) y el
medio de cigoto porcino (PZM) (Yoshioka ef al., 2002).

Dos estudios compararon la efectividad de los diferentes
medios de cultivo disponibles, concluyendo que el medio
NCSU-23 fue superior en términos de desarrollo a la fase
blastocisto (Petters et al., 1993; Long et al., 1999). Se con-
sider6 que las diferencias en la presencia y abundancia de
glucosa, piruvato y lactato eran la causa principal de la dife-
rencia observada entre los medios. En un trabajo realizado
por Peters et al. (1991) se observé que la suplementacion
del medio NCSU-23 con taurina e hipotaurina mejoro6 el de-
sarrollo temprano de embriones porcinos recuperados in
vivo en el estadio de 2 células hasta el estadio de blasto-
cisto (Petters et al., 1993). Los medios suplementados con
taurina e hipotaurina tuvieron una produccién de blastocis-
tos de 80% (Hipotaurina), 67% (Taurina) y 93% (Taurina e
Hipotaurina) los cuales difirieron del medio sin suplemen-
tar, que tuvo un 45% de blastocistos (Petters et al., 1993).

El estudio de los requerimientos del embrién porcino du-
rante su desarrollo es de suma importancia, ya que permite
adecuar los medios de cultivo de acuerdo con las necesi-
dades nutricionales y energéticas para cada etapa de de-
sarrollo embrionario, y de esta manera mejorar la tasa de
formacion de blastocistos. Los requerimientos energéticos
y nutricionales de los embriones estan asociados con mo-
dificaciones bioquimicas y morfolégicas que sufren confor-
me avanza el desarrollo, incluyendo la activacion de genes
especificos, la compactacion de las moérulas y la formacion
y expansion de blastocistos. Varios informes han identifi-
cado al piruvato, al lactato y a la glucosa como nutrientes
esenciales e importantes fuentes de energia para los em-
briones tempranos de mamiferos (Brinster 1974, Brown y
Whittingham, 1992). La evidencia sugiere que la adicion de
piruvato y lactato a medios de cultivo embrionario durante
la etapa de division temprana de los embriones porcinos es
beneficiosa para el desarrollo de blastocistos in vitro (Kar-
ja et al., 2006). Por el contrario, las altas concentraciones
de glucosa durante la fase de division inicial son perjudi-
ciales para el desarrollo embrionario en hamster (Schini
y Bavister, 1988), ratones (Chatot et al., 1989), humanos
(Conaghan et al., 1993), bovinos (Takahashi y First, 1992)
y porcinos (Flood y Wiebold, 1988), causando en esta ulti-
ma especie estrés oxidativo en la activacion de los genes
cigéticos o dificultad para superar el bloqueo de 4 células
(Ankrah y Appiah-Opong, 1999; Medvedev et al., 2004).
Teniendo en cuenta lo anterior, cambiar la composicion
del medio de cultivo después de 2 dias para simular las
condiciones cambiantes que se producen in vivo parece
una justificacion valida. Sin embargo, otros investigadores
han descripto la eficacia de un medio de cultivo de un solo
paso, el medio de cigoto porcino (PZM) (Yoshioka et al.,
2002), cuya composicion se basa en la concentracion de
elementos inorganicos y sustratos energéticos encontra-
dos en oviductos porcinos (Iritani et al., 1974; Nichol et al.,
2004). Las distintas formulaciones de los medios PZM, a
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diferencia del NCSU-23, contienen lactato y piruvato como
fuente energética en lugar de glucosa, e hipotaurina en lu-
gar de taurina. A partir del cultivo in vitro de embriones en
los medios PZM-4 y PZM-5 durante 5 dias se logré el naci-
miento de lechones luego de la transferencia a receptoras
(Yoshioka et al., 2002; Yoshioka et al., 2003; Yoshioka et
al., 2012). Se ha confirmado la mejor produccion de em-
briones con PZM comparado con otros medios de cultivo
de embriones porcinos en las distintas técnicas de obten-
cion de embriones in vitro, incluyendo FIV, partenogenésis
y clonacion por SCNT (Transferencia nuclear de células so-
maticas) (Yoshioka et al., 2002; Im et al., 2004; Nanassy et
al., 2008). Los medios PZM 4 y 5 son capaces de generar
mayor cantidad y calidad de blastocistos, al mismo tiempo
que resulta practica su implementacién ya que no es nece-
sario cambiar el medio o suplementarlo durante la fase de
cultivo embrionario.

INYECCION INTRACITOPLASMATICA DE ESPERMA-
TOZOIDES (ICSI)

En los cerdos, la inyeccion intracitoplasmatica de esper-
matozoides (ICSI) se considera una técnica con potencial
para producir descendientes vivos a partir de espermato-
zoides no motiles y para prevenir la polispermia, que se
produce con frecuencia en la fecundacion in vitro. Sin em-
bargo, la eficiencia de la produccion in vitro de embriones
por ICSI y la calidad de los embriones son todavia inferio-
res a la de la FIV convencional (Nakai et al., 2014).

El procedimiento mas comunmente utilizado para la ICSI
en porcinos incluye la inmovilizaciéon de un espermatozoi-
de, su aspiracion en una pipeta de inyeccion y su poste-
rior introduccién en el citoplasma de un ovocito. En este
procedimiento, la inmovilizacién de espermatozoides y la
disrupcién de la membrana plasmatica del espermatozoide
antes de la inyeccion se consideran criticas para la fecun-
dacion exitosa, porque son beneficiosas para el manejo del
espermatozoide y para la liberacion de factores solubles
del espermatozoide que se cree que inducen la activacion
de ovocitos (Svalander et al., 1995; Vanderzwalmen et al.,
1996; Dozortsev et al., 1997).

En la ICSI, los espermatozoides pueden ser inmoviliza-
dos de forma mecanica por diferentes técnicas (Bourne et
al., 1995; Dozortsev et al., 1998; Pope et al., 1998; Martin,
2000; Wu et al., 2001; Horiuchi et al., 2002). Existen la-
boratorios que utilizan polivinilpirrolidona (PVP) para retra-
sar el movimiento de los espermatozoides y para facilitar
la ruptura de la cola de esperma a pesar de sus efectos
perjudiciales sobre la supervivencia y el desarrollo de los
ovocitos inyectados (Tesarik et al., 1994; Feichtinger et al.,
1995). A pesar de que es perjudicial para la eficiencia del
sistema, por cuestiones técnicas es necesario inmovilizar
los espermatozoides, por lo que este ultimo es el método
mas adoptado.

Una de las razones del escaso desarrollo embrionario
observado después de la ICSI en la especie porcina es el
fracaso de la formacion de pronucleo (PN) masculino (Lee

et al., 2003). Si bien el PN femenino se forma en ovoci-
tos porcinos inyectados con espermatozoides, en muchos
casos, la cabeza del espermatozoide no se descondensa
(Kren et al., 2003) lo que resulta en el fracaso de la for-
macion del PN masculino y la subsecuente singamia. Sin
embargo, el hecho de obtener ovocitos fecundados nor-
malmente mostrando dos cuerpos polares y dos PN des-
pués de ICSI tampoco garantiza el desarrollo embrionario
a la fase de blastocisto (Yong et al., 2005). Incluso después
de una fecundacion normal, la proporcién de embriones
ICSI que se desarrollan hasta la etapa de blastocisto es
baja. Segun una revision realizada por Garcia Rosello et
al. (2009), la tasa de fecundacion (formacion de dos pro-
nucleos) por ICSI en cerdos varia alrededor del 60%. Sin
embargo, la formacion de blastocistos ronda el 10% sobre
la cantidad de ovocitos divididos.

Otro factor para tener en cuenta es que el momento de la
primera division tiene un efecto importante sobre el desa-
rrollo embrionario temprano (Comizzoli et al., 2000; Leoni
et al., 2006). Los embriones producidos por ICSI muestran
retraso en la division, lo que se refleja en un desarrollo em-
brionario alterado (Nakai et al., 2014).

Un método modificado para ICSI fue desarrollado por
Yong et al. (2005) por medio del cual se dafia mecanica-
mente la membrana de la cabeza del espermatozoide y
se aspira el espermatozoide en la aguja de inyeccién ya
sea por la cabeza o por la cola. Mediante este método y
en comparacion con la ICSI convencional, las tasas de su-
pervivencia, division y desarrollo embrionario al estadio de
blastocisto fueron significativamente mayores en la ICSI
modificada (71,7, 60,6 y 17,5%) en comparaciéon con la
ICSI convencional (48,1, 48,7 y 10,5%).

A partir de estos resultados se puede inferir que la ICSI
es una técnica que requiere de un entrenamiento y equipa-
miento especial, y que su empleo es justificado en el caso
de querer obtener animales genéticamente modificados,
cuando existen problemas de motilidad espermatica, cuan-
do se quiere obtener descendencia de un animal que murid
recientemente, o cuando se emplea semen liofilizado.

TRANSFERENCIA DE CELULAS SOMATICAS (SCNT)

Al igual que en el resto de las especies, la clonacion fue
pensada en principio con fines de mejoramiento genético.
Sin embargo, poco a poco su aplicacion se vio orientada a
la generacion, preservacion y multiplicacion de animales
de alto valor obtenidos por métodos de ingenieria genética.
Mas recientemente, la aplicaciéon potencial de esta técnica
es la de crear modelos de enfermedades humanas y para
proporcionar érganos para el xenotrasplante.

Los primeros lechones producidos por SCNT se lograron
tanto con ovocitos madurados in vivo (Onishi et al., 2000;
Polajaeva et al,, 2000) como con ovocitos madurados in
vitro (Betthauser et al., 2000). Desde entonces, el nimero
de lechones clonados producidos ha aumentado constan-
temente, pero todavia esta técnica presenta una eficiencia
global muy baja (revisado en Vajta et al., 2007), mantenién-
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dose en 1-2% de embriones desarrollados a término en re-
lacion con los ovocitos utilizados (Colman, 2000). Esta baja
eficiencia podria estar dada por una variedad de factores,
entro los que se incluyen la fuente y calidad de ovocitos, los
protocolos utilizados en cada laboratorio, el tipo y estadio
de células donantes vy la falta de reprogramacién adecuada
del nucleo trasplantado. El desarrollo normal de un embrion
resulta de la expresion secuencial de un conjunto de genes.
Se cree que la regulacion de la expresion génica es el re-
sultado de diferentes factores que se asocian con el ADN.
Estas asociaciones modifican la estructura tridimensional
del ADN (estado epigenético), haciendo que los genes in-
dividuales sean mas o menos propensos a someterse a la
transcripcion. Durante la fecundacion, el ovocito regula el
estado epigenético del ADN derivado de la madre y el pa-
dre para iniciar adecuadamente el desarrollo temprano (Lee
y Prather, 2013). Durante la SCNT, el ovocito reprograma
el ADN de un nucleo donante que contiene informacion ge-
nética materna y paterna cambiando su estado somatico a
estado embrionario. Este cambio se debe a la combinacién
Unica de factores presentes en el ovocito. Se sabe que es
posible llevar a cabo con éxito este cambio. Sin embargo, el
proceso no es muy eficiente ya que solo alrededor del 1%
de los embriones de SCNT se desarrollan hasta convertirse
en un nacimiento normal. Esto se debe a que los factores de
reprogramacion en el ovocito no estan disefiados para ma-
nejar el estado epigenético de las células somaticas. Por lo
tanto, esta reprogramacién del ADN de la célula donante por
parte de los ovocitos resulta en una transicion incompleta,
causando asi en un gran numero de oportunidades un desa-
rrollo anormal después del proceso de clonacién (revisado
por Whitworth y Prather, 2010).

Los patrones anormales de metilacion del ADN se obser-
van en el embrion antes de la implantacion y posimplan-
tacion, asi como también en el recién nacido. Las marcas
epigenéticas anormales, como fallas en la metilaciéon del
ADN, podrian ser la principal razon para la baja eficiencia
después de SCNT, ya que la metilacion del ADN es uno de
los mecanismos intrinsecos de regulacion de la expresion
génica (Lee y Prather, 2013).

Aunque estos defectos epigenéticos se detectan en clo-
nes, su progenie no suele mostrar ningun signo de anoma-
lias (revisado en Prather et al., 2004) ya que estos cam-
bios son de expresion de los genes, no de la estructura del
ADN. Esto indica que durante el desarrollo de las células
germinales (espermatozoides u ovocitos) en los clones, la
remodelacion epigenética es adecuada y los espermato-
zoides u ovocitos que producen son normales.

Los patrones aberrantes de metilacion del ADN no solo
se encuentran en embriones y clones derivados de SCNT,
sino también en embriones producidos por FIV (Bonk et al.,
2008). Una posible razén de esta anomalia se debe a las
condiciones de cultivo in vitro. Se sabe que las condiciones
de cultivo in vitro afectan al estado epigenético de los em-
briones y, por lo tanto, pueden dar como resultado un de-
sarrollo anormal. Por lo tanto, ademas de una mejor com-
prension de la remodelacion epigenética que debe ocurrir
en el momento de la transferencia nuclear, las mejoras en
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el sistema de cultivo de embriones también son necesarias
para aumentar la eficiencia de SCNT.

GENERACION DE CERDOS GENETICAMENTE MODI-
FICADOS PARA MEJORAR SU CAPACIDAD PRODUC-
TIVA, COMO MODELO DE ENFERMEDADES Y TRAS-
PLANTE DE ORGANOS A HUMANOS

Las nuevas técnicas de modificacion del genoma, com-
binadas con las biotécnicas reproductivas in vitro anterior-
mente mencionadas, podrian utilizarse para incorporar o
bloquear genes de interés. De esta forma se podrian lograr
cerdos con mayor capacidad o calidad productiva y sani-
taria, modelos para el estudio de enfermedades humanas
con base genética, y utilizar a la especie porcina como do-
nantes de 6rganos para humanos.

Aunque con técnicas de modificacion genética mas anti-
cuadas y menos eficientes, se han logrado obtener cerdos
con una mayor capacidad de crecimiento y desarrollo y la
obtencién de lineas con alta resistencia a enfermedades. En
general estas modificaciones consisten en la introduccion de
un gen de otra especie (transgen) en el ADN de embriones.
De esta manera se obtuvo el primer cerdo genéticamente
modificado, el cual fue generado hace mas de 3 décadas
con propositos productivos, sobreexpresando hormona de
crecimiento humana (Hammer et al., 1985). A partir de en-
tonces, numerosos grupos de investigacion han generado
diversos tipos de modelos experimentales. Uno de los mas
importantes es el denominado Enviropig. Estos cerdos pre-
sentan glandulas salivales modificadas genéticamente, que
les ayudan a digerir el fosforo en el alimento, eliminando la
necesidad de suplementos adicionales o enzimas en la ali-
mentacion, y reduciendo al mismo tiempo la contaminacion
por este elemento en el medioambiente. Luego de este de-
sarrollo, investigadores de la Universidad de Guelph crearon
la linea de cerdos “Cassie” con el proposito de permitir que
el gen pueda ser transferido a muchas generaciones de una
manera mas estable (Meidingen et al., 2013).

Desde el punto de vista sanitario, un grupo de investiga-
dores recientemente informd la obtencion de cerdos resis-
tentes al virus del Sindrome Respiratorio y Reproductivo
Porcino (PRRS). Este virus es causante de grandes pér-
didas econdmicas, generando en los animales infectados
problemas reproductivos, disminucion de peso y alta tasa
de mortalidad, sin haberse logrado aun ninguna vacuna
efectiva. El receptor CD163 hallado en macréfagos resulta
ser la via de entrada del virus a estas células. Mediante
ediciéon génica mediada por CRISPRs han podido anular
la expresion de este receptor y asi, la entrada del virus a
los macrofagos, obteniendo cerdos resistentes para esta
enfermedad (Burkad et al., 2017). Estas metodologias de
edicion génica permiten cortar segmentos especificos del
genoma de un individuo, pudiendo anularse la expresion
de genes e incluso introducirse en estos cortes nuevos ge-
nes para lograr de esta manera individuos transgénicos.
Dentro de las metodologias de edicidon génica se encuen-
tran los zinc fingers, TALENs y los ya nombrados CRISPrs.
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Como se describié anteriormente el cerdo es considerado
el biomodelo de eleccion para el estudio de enfermedades
humanas con base genética. Asi, en los ultimos afios se
han desarrollado modificaciones genéticas en cerdos con el
proposito de entender la causa y generar blancos posibles
de tratamiento de un gran numero de enfermedades. Entre
las mas importantes pueden mencionarse la enfermedad
Hungtington, Alzheimer, atrofia muscular espinal, enferme-
dades cardiovasculares ligadas a desordenes enzimaticos,
diabetes, retinitis pigmentosa, distropia muscular y cancer
de mama (Prather et al., 2013; Holm et al., 2017).

Si bien el porcino como potencial donante de 6rganos al
humano posee numerosas ventajas, la principal limitante
es el rechazo inmunoldgico de tipo “hiperagudo”. Este tipo
de mecanismo se ha documentado solo luego del trans-
plante de un érgano porcino a un receptor primate (Yang
y Sykes, 2007; Le Bas-Bernardet et al., 2008; D’Apice y
Cowan, 2009). Una posible solucion para el rechazo a in-
jertos de origen porcino es modificar genéticamente los
cerdos para permitir que sus 6rganos no sean reconocidos
como extrafios cuando se trasplantan a seres humanos.
Hasta ahora, se han establecido muchas lineas de cerdos
genéticamente modificadas o transgénicas con el objetivo
de superar los diversos mecanismos de rechazo de xe-
noinjertos de cerdo a primate (Ekser et al., 2009; Liu et al.,
2013; Li et al., 2013; Reyes et al., 2014).

Existen estrategias de modificaciéon genética que facilitan
la adaptacion de los cerdos como donantes para el tras-
plante de 6rganos. Los cerdos modificados genéticamente
a los que se les eliminé el antigeno alfa-1,3-Gal (Lai et al.,
2002), principal elemento responsable del inicio del recha-
zo hiperagudo, se consideran la base para nuevas modifi-
caciones genéticas que pueden abordar otros mecanismos
de rechazo e incompatibilidades entre los sistemas de coa-
gulacién de sangre porcina y de primate. Estas modifica-
ciones incluyen la regulacién de la expresion de proteinas
reguladoras del complemento humano, CD39, receptor de
la proteina C endotelial, hemo oxigenasa 1, trombomoduli-
na, inhibidor de la via del factor tisular, asi como modulado-
res del sistema inmune celular tal como ligando inductor de
la apoptosis relacionada con el TNF alfa humano, HLA-E /
beta-2-microglobulina, y CTLA-41g (Klymiuk et al., 2010).

Mediante técnicas de biologia molecular se ha deter-
minado que ciertos genes son responsables directos o
indirectos del desarrollo de determinados érganos en ma-
miferos superiores. Por un lado, trabajos efectuados en
embriones de ratdbn mostraron que un Knockout (anulado
artificial de un gen) del gen Pdx1 genera un animal sin pan-
creas (Offield et al., 1996), un Knockout de Sal1 genera
ratones sin rifiones (Nishinakamara et al., 2001), un Knoc-
kout de Runx1 produce muerte embrionaria por carencia
de hematopoyesis y, un Knockout de Nkx 2-5 genera se-
veros retardos en el desarrollo cardiaco. Por otro lado, la
complementacién embrionaria es una técnica que permite
la generacién de embriones y animales con linajes celu-
lares de mas de un origen. Desde el afio 1993, cuando
fue informada por primera vez (Chen et al., 1993) se la ha
utilizado con distintos propésitos y hoy constituye la base

sobre la que se apoyan los principales trabajos de investi-
gacién que buscan generar 6rganos humanos en cerdos.

A través de la generacion de Knockouts especificos, es
posible anular un linaje celular y de este modo prevenir su
contribucioén en la formacion de un érgano o tejido. Al mis-
mo tiempo, los factores extrinsecos necesarios para que
las células se diferencien en ese érgano o tejido perma-
necen invariables. De este modo, podria considerarse que
queda un “hueco” o “nicho” en donde podrian colocarse cé-
lulas para promocionar su diferenciacion hacia el 6rgano o
tejido faltante. Es aqui donde la complementacion embrio-
naria juega un rol preponderante ya que si a estos embrio-
nes modificados genéticamente, a los que se les anula el
gen responsable del desarrollo de un 6rgano especifico, se
le inyectase células pluripotentes de otro, el origen celular
del 6rgano que surja correspondera a estas ultimas células
y no al animal que lo contiene. Asi, en 2007, un grupo de
investigadores inyectaron células pluripotentes de raton en
embriones de la misma especie a los cuales por edicion
génica se les habia anulado el gen Pdx1 logrando obtener
crias con epitelio pancreatico proveniente de las células
complementadas (Stanger et al., 2007).

Recientemente, existen trabajos que han demostrado
que pueden generarse quimeras humano-cerdo. Estos
animales fueron obtenidos inyectando células madre pluri-
potentes inducidas (hiPSCs) en blastocistos porcinos, una
estrategia que ha sido eficiente en generar érganos casi
totalmente xenogénicos en ratones y ratas (Kobayashi et
al., 2010; Yamaguchi et al., 2017).

CONCLUSION

Podemos concluir que el cerdo representa una especie
muy importante tanto desde el punto de vista productivo
como biomédico y que el uso de todas las biotécnicas re-
productivas sumadas a las herramientas de edicion génica
actualmente disponibles, constituyen la base para el mejo-
ramiento genético. Este ultimo puede aplicarse tanto para
maximizar la productividad de esta especie en cuanto a ca-
lidad y cantidad de carne como para generar animales para
el estudio de enfermedades en humanos o potencial fuente
de 6rganos para trasplante.
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