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En este capítulo se revisan las principoles utilidades de este procedimiento de conservación, así 

como los métodos existentes pora la congelación de embriones de porcino, presentándose los re-

sultados obtenidos in vivo e in vitro con embriones descongelados. 

La elevada presencia de lípidos intracitoplasmarios en los embriones porcinos ha sido el hándi-

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

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

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

empleado can éxito en la especie porcina en la vitrificación de embriones. 

En la actualidad nuestro equipo de investigación está trabajando en colaboración con ellNRA 

en el desarrolla de diferentes técnicas pora incrementar la eficiencia y simplificar el proceso de 

descongelación. 
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I NTRODUCCION 

> 
amo es sabido, los embrio­
nes porcinos son más sensI­
bles al daño causado por la 
cnopreservaClón que los 
embriones de otras espenp'i 
(Dobrlnsky, 1997; Pollard y 
Lelbo, 1994). Sólo se ha con­
seguido el naCImiento de un 
número muy limit"ón ne 

lechones tras la transft~lencia qUirúrgica de embriones 
(üngelado5ldc~lully~ldJU:' ¡Jor lo:> rlll" t()r10~ trJdicionlll('<; 
(veloClddu lenta de ellf".II"cnto) (Madi et JI., 1096; 
Ndgashlma et al., 1994a). La presenCia rlP una gran can­
tidad de lípldos intraCltoplasmMlcos ell los embriones 
porlll1U~ ha sido. aparentemente. el prinCIpal ohstáculo 
para lograr unos resultados aceptables tras la de~LUnge­
lación embrionaria, habiéndose Indicado que los métodos 
convenciolldl~~ ut;' Lrlüpreservvción no $on adew.::trlo<\ 
puril IJ con5crvdliún a l<,rlJo r1rt70 de los embriones por­
cinos (revisado por UOb'h"ky, 1997,2002). Como méto 
do alternativo, se e~td utilizando la vitrificación. tsta (on­
~I~le en un enfriamiento rápido de un medio líquido lUI1 

ausencia de formaCión de Cristales de hielo (Rall y Fahy, 
1985). La utllitdCión de este Sistema con pajuelas de 0,75 
mI ha resultado en el naCImiento de lechones a partir de 
blastoClStos eclOSionados (Dobrlnsky et al., 1998, 2000, 
Kobayashl et al., 1998a), elllbrlones que como es sabido 
no son aptos para el transporte nacional o internacional 
al eslar desprotegldos de la zona peluLida y ;el, ~UI 

tanto, susceptibles de estar Infeclados por agentes pató­
genos. Sin embargo, sólo hay una referenCia de lechones 
nacidos cuando la Vltllficaci6n en dichas paJuelas se rea­
lizó 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 vllr1f1caClÓn Enlre ellas, destaca la 
tecnologla OPS (open pulled straw) que permite VitrifICar 
a los embriones en un redUCido volumen de mediO (2 mI) 
y consegUir una gran velOCidad de enfriamiento (Vajta el 
al., 1997, 1998). Este método ha Sido utilizado con éxito 
para vitrificar QVQCltas y embriones en bOVino y se han 
alcanzado altas tasas de supervivencia In vltro tras la vltn­
flCaClón de embriones de otras espeCies, lI1c1uyendo la 
especie porCina (Holm et al., 1999, Le Gal et al., 2000; 
Martina 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 frío y para permitir obtener lechones viables des­
pués de la vitrifiCaCiÓn de blastoClstos no eclOSIOnados 
(Berthelot et al., 2000b, 2001, 2002; Cameron et al., 
2000; Beebe el al., 2000). 

El desarrollo de un método repeti­
tIVO para la conservación a largo plazo de los embriones 
porcinos en conjunción con un método práctiCO de trans­
ferenCia no qUlfúrglca de embriones (Hazeleger y Kemp, 
1999; Martínez et al., 2002) poslbllltar~ numerosas apli­
caciones desde el punlo de vista de producción, Investi­
gación y medICina: 

• CreaCIón de bancos de embriones a partir de líneas 
genéticas determinadas. 

• ConservaCión indefinida del material genético. 
• Transporte internacional de embriones. 
• Introducción de nuevas líneas genétIcas COIl un 

mfnlmo np"90 de transmlslon de enfermedade~ 
• En un futuro, cuando las téCnicas de sexaJe y otras 

muchas b,otprnologlas (clonaCión, transgéneslS, 
xenotransplantes, ete.) lleguen a ser de d¡.>llcación 
prtJctlCa, la transferenci~ ne embriones por vla no 
qUIrúrgIca conjuntamente con la VItrificación de 
embriones será una herramIenta ImprescindIble 
para la culminaCión de dichas téCnicas en la especie 

rnrnnrt 

El objetiVO rle este trabajO es el de 
revIsar los métodos existentes para crlopreservar 
embnones en la espeCie porCIna y presentar los resulta­
nos obtenidos In vltro e In VIVO utilizando embriones 
descongelados 

PRINCIPIOS BÁSICOS EN CRIOBIOLOGIA 

El agua es el prinCipal componen­
te de las células vivas y su estructura fiSlca depende de 
los cambios de temperatura a los que sea sometida . 
Cuando una suspensión celular se somete a bajas tem­
peraturas se produor~ la formaCión de enstales de hielo 
en el mediO extracelular. SI se forman enstales de hielo 
en el Intenor de la célula, las pOSibilidades de supervi­
vencia ser~n muy limitadas debido a los daños mec~nl­
C05 provocados en su interior durante la formaCIón y el 
creCimiento de dichos enstales. Por otra parte, el hielo 
es un pobre solvente. Cuando en el mediO extracelular 
se forman Cristales de hIelo. los sol utas se concentran 
Sin formar parte del hielo y las células en suspensión 
comienzan a deshIdratarse para mantener el equilibrio 
osmótico con un mediO extracelular cada vez m~s hipe­
rosm6tico. 

EXisten dIstintos procedimientos 
para eVitar la formaCión intracelular de enstales de hielo 
como son el sobreenfriamiento. la dismInUCIón del 
punto de congelaCión, la deshidralaClón y la Vitrificación 
intracelular. 
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CRIOPROTECTORES 

La criopreservaci6n de embriones 
ha Sido posible graCias al descub"mlento y desarrollo de 
componentes químiCos con propiedades crloprotectoras 
Los crloprotectores son necesarios en la soluciones de 
congelaCIón ya que previenen el da~o celular durante la 
congelaCión y descongelaCión. CUrIosamente, el valor de 
los Crloprotectores fue descubierto aCCIdentalmente. En 
1949, Polge et al. suplementaron de forma Inadvertida 
una soluCIón expe"mental de congelaCión con glicerol, 
dando como resultado una Inesperada supervivenCia de 
las células congeladas. Actualmente, en los sistemas de 
congelaCión de embrIones se utilizan c"oprotectores cla­
sificados en tres grupos. A continuaCIón se nombran los 
más utilizados' 

1) C"oprotectores permeables de baJO peso molecular: 
etllengllcol (Pm = 62,07), propanodlol (Pm = 76,1), 
DMSO (Pm = 78,1) Y glicerol (Pm = 92,1). 

2) C"oprotectores 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) C"oprotectores no permeables de alto peso molecu­
lar poliVInllp"rolldona (PVP) y pohvlnll alcohol (PVA) 

Aunque la aCCIón Crloprotectora de 
estos compuestos no se conoce en su totalidad, los (rio~ 

VITRIFICACióN OPS 
BLAHO ISTOS 

protectores de cada grupo Juegan diferentes papeles 
durante el enfnamlento y la descongelaCión La presenCia 
de crioprotectores permeables es absolutamente necesa­

"a Estos agentes reemplazan osmótlCamente el agua 
Intracelular en las células embrIonarIas antes del 
enf"amlento y en combinaCión con una velOCidad de 
enfriamiento baja, reducen los cambios en el volumen de 
las células y minimizan la formaCión de cristales de hielo 
Intracelular. Los Crloprotectores no permeables de baJO 
peso molecular favorecen la deshidrataCión de las células 
antes del enfriamiento, lo que resulta en una reducida 
formaCIón de cristales de hielo Intracelular durante la 
congelación y previenen el choque osmótiCO, controlan­
do la rehldrataclón Intracelular, durante la descongela­
ción . Sin embargo, estos Crloprotectores deben ser com­
binados con c"oprotectores permeables para proteger 
efectivamente a las células durante la congelaCión . Los 
Crloprotectores de alto peso molecular protegen a las 
células embnona"as durante la congelaCión y desconge­
laCión prodUCiendo la formaCión de c"stales de hielo de 
forma y tamai"lo Inocuos. En la práctica. la cnopreserva­
Clón de embriones por el método convencional de con­
gelación lenta se realiza utilizando un únICO crioprotector, 
tal como el glicerol, elllengllcol o DMSO. Cuando se Uti­
lizan métodos con alta velOCidad de congelación o cuan­
do se emplea la técnica de vlt"flcaClón se suelen combi­
nar dos cnoprotectores en el mediO de congelaCIón, tales 
como gllcerolletllenghcol, gllceroVpropanodlol, etllengll­
coVDMSO en combinaCión con sacarosa, etc. La adiCIón y 
eliminación de los cnoprotectores puede realizarse en 
vanas o en una sola etapa 

CONGElACiÓN DE EMBRIONES PORCINOS 

La congelaCIón de embriones 
podrla definirse como un estado de conservación Indefi­
nido a temperaturas muy bajas donoe el metabolismo y 
otras t unClone~ u~luldle!:lo l.hd ~IIIU .. ióli no c){i~tcn o ~ 
encuentran enormemente redUCIdas, pudiéndose resta­
blecer dIChas funCiones y presentar un desarrollo normal 
una vez que termina el pelfuúu ¡J~ LunservaClón 
(Dob"nsky, 2000) Mientras eXisten métodos para crlO­
preservar embnones en la mayoría de las espeCIes gana­
deras, el desarrollo de esta tecnologia ha Sido muy pos­
terior en Id e!:loIJ~ I~ porcina. Los embnone~ de cerdo pre­
sentoll una elevada senslbllldild al fria, lo cual limita su 
capaCidad para soportar la mayoría de los métodu> con­
vencionales de preservaCIón , Muchas investigaCiones se 
h"n centrado sobre el elevado contenido IIpid,co de los 
embnones porcinos y su relaCión con la senSibilidad hlpo­
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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clón (congelaCión 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 últi­
mos años la vitrificaCiÓn se est~ desarrollando como una 
alternativa a los métodos tradiCionales de cnopreserva­
Clón con resultados muy esperanzadores. 

Congelación convencional 

La primera etapa de este sistema de 
congelación consiste en exponer y equilibrar los embnones 
con la soluCión de cnoprotector empleada (cnoprotectores 
permeables) durante 15-25 minutos. Los embriones se 
contraen debido a la pérdida de agua Intracelular. Esta dIS­
minuCión de volumen embrionario se debe a que la solu­
Ción extracelular es inicialmente hiperosmótlca y al hecho 
de que los embriones son mucho más permeables al agua 
que a los crioprotectores. La contracCIón embrionana cesa 
cuando se alcanza un equilibrio entre la salida de agua 
fuera del embrión y la entrada de crioprotector dentro de 
él (Schnelder y Mazur, 1984). A medida que el cnoprotec­
tor penetra en el embrión, éste comienza a reexpandlrse 
debido a la reen trada de agud ~dra mantener el equlllbno 
osmótico. Después de este periodo de eqUIlibrio, las paJue­
las, que contienen 105 embriones, son enfriadas rápida­
mente desde temperatura ambiente hasta o°c. El " see­
ding" se realiza entre -4 y -loe "Seeding" es el termino 
usado para descnbir el iniCIO controlado de la formación de 
hielo extracelular a temperaturas ligeramente sobreenfna­
das y se puede realizar contactando la pared de la pajuela 
con unas pinzas Introducidas previamente en nitrógeno 
liqUido o de forma automática cuando se utilIZan blocon­
geladores. Después del "seeding" el hielo extracelular se 
forma rápidamente en toda la pajuela, prodUCiéndose un 
Incremento en la concentración de sales en el medio extra­
celular. Una vez que el hielo se forma, los embriones se 
enfrian lentamente (0,3 O,6°( por minuto) hastd dkdnzar 
los -400

( o los --60"( de temperatura, permitiéndoles per­
der tanto agua como sea pOSible. mientras que el medio 
intracelular se conserva sobreenfriado hasta la congela­
Ción. Así, se previene la formaCión de hielo Intracelular. 
Una vez alcanzada una de las dos temperaturas, los 
embnones se Introducen directamente en nitrógeno liqUI­
do Durante el "seeding" y el descenso controlado de tem­
peratura se proouce una nueva contracción de los embno­
nes debido a la exosmosls de agua desde su Citoplasma. 
Sin embargo, no hay cambios en el volumen del embrión 
durante la etapa de inmerSión directa en nttrógeno líqUido 
o durante su posterior conservaCión. El método de des­
congelación de los embriones depende del procedimiento 
utilizado durante su congelaCión. En general, para obtener 
la máXima supervivencia, los embnones IntrodUCidos en 
nitrógeno liqUido a -400

( requieren una rápida desconge-

laoón (300°Clmlnuto), mientras que aquellos que fueron 
Inmersos a --600

( en el nitrógeno liqUido pueden ser des­
congelados más lentamente (2O"Clminuto). Los embriones 
congelados a -40cC todavla conservan agua residual en su 
CItoplasma que Vitrifica y puede recnstallzar durante una 
descongelación lenta, causando severos daños intracelula­
res (Polge et al, 1974). Por el contrario, los embnones 
enfnados lentamente hasta --60"( se encuentran más des­
hidratados y no se produce la recnstahzaClón cuando se 
someten a una descongelaCión lenta (Whittingham, 19BO). 
En general, el método de descongelaCión Implica las 
Siguientes fases: 1) DescongelaCión de las paJuelas en aire 
a temperatura ambiente e inmersión de las mismas en 
agua (Rall, 1992). Durante esta fase, desaparecen los cns­
tales de hielo extracelulares y por consigUiente se reduce la 
osmolandad del medio extracelular. Esto determina la 
entrada de agua al intenor del embnón para restablecer el 
equillbno osmótico; 2) Extracción del cnoprotedor: los pn­
meros trabajOS sobre congelaCión/descongelación de 
embnones bovinos indicaron que el cnoprotector debla eli­
minarse despuéS de la descongelaCión transflnendo los 
embnones en múltiples etapas a solUCIones de PBS con 
concentraciones decreCIentes del cnoprotector hasta intro­
dUCirlos en PBS con suero. En 1982 se IntrodUjO el método 
de una etapa (Lelbo, 1982). En este Sistema, el embnón 
descongelado es transferido desde el mediO de congela­
Ción a un medio que contiene una concentración hlperos­
mótica de un cnoprotedor no permeable (sacarosa). La 
sacarosa se comporta como una sustanCia osmóticamente 
muy activa y que no penetra en el embrión. La tendencia 
del agua a penetrar en el Interior del embrión para dilUir el 
crroprotector permeable se encuentra contrarrestada por la 
tendenCia del agua a salir fuera del embrión debido a la 
elevada concentraCión de sacarosa en el mediO extenor. 
Por tanto el embrión no se hincha, sino que por el contra­
rio se contrae debido a la salida pasiva del crioprotector 
permeable. en ese momento, el embrión puede ser rápi­
damente dilUido en un mediO isoosmótlco o directamente 
transfendo. Esta metodología ha Sido adaptada para 
embriones bovinos de tal forma que el medio de dilución 
con sacarosa se encuentra IntrodUCido en la pajuela de 
congelaCión separado por burbujas de aire del embnón . 
Una vez realizada la descongelación, la pajuela se agita 
para conseguir que el embnón contacte con el mediO de 
dilUCión, permitiéndose la equllibraClón del mismo antes de 
proceder a su transferenCia (Lelbo, 1984). 

Cuando estos sistemas convenCiO­
nales de congelaCión/descongelaCión se aplicaron a los 
embnones de cerdo, los resultados obtenidos fueron 
pobres e Inconsistentes (tablas I y 11: Berthelot et al., 
2003). Sin embargo, en estos trabajOS se puso de mani­
fiesto que los embriones porcinos podían sobreVivir alas 
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Estado Concentración Tratamiento Embriones Supervivencia Referencias 
embrionario final del embrionario congplados % 

crloprotector (nO) 
(Moles)" 

2-4 células 1,5 P Centnfugados 

+ depi lados 

Mórula 1,5 P+ 0,1S Delipidados 

BlastoClstos 1,5 G No 

1,5 P Centnfugados 

BlastoClstos 1,5 G No 

expandidos 1,5 G No 

1,5 G No 

1,5 G + yema No 

1,5 G No 

BlastoClstos 1,5 G No 

Penecloslón 1,5 G No 

BlastoClstos 1,5 G No 

EclOSionados 1,5 G No 

1,5 G No 

1,5 G + yema No 

1,5 G No 

• P. Propanodlol; S. Sacarosa. G, Glicerol 

procesos de congelaCión/descongelaCión. De estos estu­

dios se puede concluir que la supervivencia de los embrio­
nes porcinos después de la criopreservación se encuentra 
correlacionada con el estado de desarrollo embrionariO. 
mientras que los embnones en estadio de mórula o blasto­

ClStO temprano no son capaces de sobrevIVIr a estos proce­
dimientos de congelaCión/descongelacIón, los estadios de 

blastoclsto expandido y eclOSIonado presentan caracteristl­
cas más compatibles con dIChos procesos. Se ha sugendo 
que el alto contenido IIpldlCo de los embriones porCinos, 

los cuales cambian entre el estadiO de mórulalblastoclsto 
temprano y los estadios postenores, presentan un posIble 

efecto sobre la supervIVenCia embrlonana a la cnopreserva­
Clón. Nagashlma et al. (1994b, 1995) ofrecieron la pnme­

ra evIdenCia de que los lipldos Intracelulares estaban asc­
Ciados con la senSibilidad al enfnamlento y a la congelaCión 

de los embnones porCinos. Ellos aislaron los lipldos embrio-

64 13 Nagashima et al. (1994) 

27 63 Nagashlma et al. (1999) 

30 O Nagashlma et al. (1992) 

31 61 Nagashlma et al (1999) 

57 2 Kashlwasaki et al (1991) 

66 24 Nagashlma et aL (1992) 

21 10 Cameron et aL (1992) 

79 3 Fuj ino et al. (1993) 

36 22 Madi et aL (1996) 

38 O Kashiwasakl et aL (1991) 

19 26 Madi et aL (1996) 

82 1 1 Kashlwasakl et aL (1991) 

85 19 Nagashlma et al. (1992) 

26 12 Cameron et al. (1992) 

46 22 FUJlno et aL (1993) 

34 50 Madi et al. (1996) 

nanas por centnfugaClón (13.000-15.000 g) y usaron un 
micromanipulador para extraerlos del embnón (deliplda­
ción). Más de la mitad de los embnones dellpidados en el 
estadio de 2-8 células sobreVIVIeron a la cnopreservaoón, 
mIentras que la supervIvenCia de los embnones control (no 
dehpldados) fue nula . Estos resultados demuestran clara­

mente que la toleranCia de los embnones porCinos a la 
cnopreservaoón aumenta cuando su contenido en lipldas 
se reduce. 

En conclUSión, los diferentes tra­

baJOS sobre congelaCión de embnones porCinos utllrzan­
do una velOCIdad lenta de enfnamlento demuestran que 

dIChos embnones pueden ser cnopreservados, pero que 
ninguno de los métodos empleados es lo sufICiente­

mente efiCiente desde un punto de vIsta de su aplrca­
Clón práctICa. 
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Estado Concentración Tratamiento N° gestacionesl Lechones Referencias 
embrionario final del embrionario N° transferencias nacidosl 

crioprotector embriones 
(Moles)' transferidos 

2-4 células 1,5 P+O,l S Centrifugados + 

depilados 

Mórula 1,5 G No 

BlastoClstos 

Blastoostos 1,5 G + yema No 

expandidos 

BlastoClstos 1,5 G + yema No 

penecloslón __ 1_,5 G No 

BlastoClstos 1,5 G No 

eclOSionados 

.. P. Propanodlol; S, Sacarosa; G, Glicerol 

Vitrificación 

La vitrificación es el enfriamiento 
r~pldo de un medio líqUido sin formación de cristales de 
hlPlo. El medio forma una especie de vidrio amorfo como 
consecuencia del rápido enfriamiento que se obtiene al 
sumerqlr directamente los embnones en nitróqeno líqui­
do . En contraste a 105 métodos convencionales de con­
gelaCIón descritos anteriormente, durante la vitrifICación 
1.:'1 c;ohJrión pnlPrñ permanece Sin cambiOS, ya que el agua 
no preCIpita y, por tanto, no se forman cristales de hielo 
(Fahy et al., 1984). Así, los embriones no se exponen al 
daño fíSICO asoCiado a la formaCión de cristales de hielo 
(Rall y Fahy, 1985). Desde un punto de vista físico, la vitri­
ficaCión es la solidificación de una solUCión a bajas tem­
peraturas, no por la cristalizaCión del agua Sino por la 
extrema elevación de la vISCOSidad durante el enfnamlen­
to (Fahy et al, 1984). Para conseguir esto, es necesario 
emplear una alta concentración de crioprotectores. Una 
consecuencia negativa de este requisito es que algunos 
crloprotectores a la concentración mínima necesaria para 
la vitrificaCión son tóxicos para la célula. El crloprotector 
m~s comúnmente utilizado es el etilengllcol ya que pare­
ce presentar una baja toxICidad sobre los embriones de 
ratón (Emiliam et al., 2000). Adem~s, una práctica común 

1/1 3/39 Nagashima et 

al. (1995) 

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

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

1/4 1/27 FUJlno et al. (1993) 

2n 8/141 Módl et al. (1996) 

1/1 4/32 Kashiwasaki et 

al. (1991) 

para disminuir la toxicidad del crloprotedor, pero no su 
efectiVidad, es situar los embriones en una solución de 
etilenglicol menos concentrada antes de transferirlos a la 
solución de vitrifICaCiÓn con la concentración definitiva 
del crioprotector. En la actualidad, la solUCión de VitrifICa­
Ción suele estar compuesta por una combinaCión casI 
equimolar de etllengllCol/DMSO y un disacárido como la 
sacarosa (crioprotector no permeable). La adiCión de un 
azúcar a una solución de vitrificación basada en etilengli­
col reduce Significativamente la cantidad requerida de 
crloprotector y, por tanto, reduce la toxicidad de la solu­
ciÓn. Además, la Incorporación de compuestos no per­
meables en la solUCión de VitrifiCación y la IncubaCión de 
las células en esta solución antes de la vitrificaCión ayuda 
a la salida del agua Intracelular y reduce, por tanto, el 
tiempo de exposiCión de las células a los efectos tóXICOS 
del Crloprotector. La sacarosa también actúa como un 
tampón osmótiCo para reduCIr el choque osmótico que 
de otra forma se producirla durante la descongelaCión. 

Existen dos sistemas de vitnflcación 
para crlopreservar embnones porcinos. La VitrifICación 
cláSica, que se efectúa en paJuelas estándar de Insemina­
ción (0,25 mi) y permite una velocidad de enfriamiento 
de 2.500°C/mlnuto (Mazur et al., 1992; Rall y Fahy, 1985) 
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Estado Concentración Tratamiento Embriones Supervivencia Referencias 
embrionario final del embrionario congelados (0/0 ) 

crioprotector (nO) 
(Moles)· 

2-4 células 7 EG + 1 S Centnfugados + 17 50 Nagashlma et al. (1999) 

dellpldados 

7 EG + 1 S Centrifugados 17 9 Nagashlma et~ (t 999) 

Mórula 

Blastocistos 6,5 G + BSA No 59 O Dobnnsky y Jonson (1994) 

6,5 G + BSA Cltocalaslna 17 6 Dobnnsky et al. (1997) 

8 EG + 7% PVP No 128 23 Kobayashl et al. (1998b) 
-

Blastoclstos 6,5 G +BSA No 64 27 Dobnnsky y Jonson (1994) 

expandidos 6,5 G + BSA Citocalaslna 25 60 Dobnnsky et al. (1997) 

8 EG + 7% PVP No 106 54 Kobayashl et al. (1998b) 

BlastoclStos 

peneclosión 

81astocIstos 6,5 G +BSA No 84 39 Dobnnsky y Jonson (1994) 

eclosionados 6,5 G + BSA Citocalasina 70 74 Dobnnsky et al. (1997) 

8 EG + 7% PVP No 131 35 Kobayashl et al. (1998b) 

'"'EG, Etllenglicol, G, glicerol; S, sacarosa, eSA, albúmina sénca bovina, PVP, polivmll plrrolldona 

y el método "Open Pulled Straw" (OPS) desarrollado por 
VatJa et al. (1997) que permite que la temperatura des­
Cienda a 18.000°C/mlnuto. 

Vitrmcaci6n en pajuelas de 0,25 mI 

La vltnflcaClón clásICa ha demostra­
do In VltrO ser mas efiCiente que la congelaCión tradiCional. 
La utilizaCión de este Sistema con paJuelas de 0,25 mi ha 
resultado en el naCimiento de lechones" p"rtor de blasto­
ClStos eclosionados (Dobnnsky et al., 1998, 2000; Kobayas­
hl et al., 1998a), embnones que como es sabido no son 
aptos para el transporte naCional o InternaCional al estar 
desprotegldos de la zona pelúClda y ser, por tanto, suscep­
tibles de estar Infectados por agentes patógenos Sin 
embargo, sólo hay una referenCia de lechones naCidos 
cuando la vltnflCaClón en dIChas paJuelas se realizó con blas­
tOClstos no eclOSionados (Kobayashi et al. , 1998b). Recien­
temente, se ha desarrollado un procedimiento para embrio-

nes porCinos en estadiO de blastoclsto con el que se ha 
obtenido una excelente tasa de partos y un adecuado tama­
ño de la camada después de la transferenCia qUirúrgica a las 
hembras receptoras (Dobnnskl et al., 2001) Sin embargo, 
este procedimiento Implica vanas etapas ya que es necesa­
IIU tratar a los embnones antes y después de la congelaCión 
con estabilizadores del Cltoesqueleto y pronasa, respectiva­
mente, lo cual aumenta el tiempo necesarIO durante la Vitri­
fICaCión (66 minutos) y la descongelaCión (199 minutos). 
I\dcmtJ:;, para realiLdl ~le procedimiento se requiere un 
laboratoriO eqUipado y técnICOS especializados, lo que difi­
culta enormemente su utilizaCión a nivel praulCo. Berthelot 
et al. (2003) han sumanzado los prinCipales avances publ i­
cados utilizando la vltnflcaClón cláSica (tablas 111 y IV) 

Vitrificaci6n con el método OP5 

Recientemente se han desarrolla­
do varias técnicas para aumentar la velocidad de enfna-
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Estado Concentración Tratamiento N° gestaciones! Lechones Referencias 
embrionario final del embrionario N° transferencias nacidosl 

crioprotector embriones 
(Moles)' transferidos 

2-4 células 

Mórula 

BlastoClstos 6,5G + BSA 

BlastoClstos 8 EG + 7% PVP 

expandld~ __ __ 

BlastoClstos 

peneclosI6n - -
BlastoClstos 

eclosionados 

8 EG + 7% PVP 

8 EG + 7% PVP 

6,5 G + BSA 

6,5 G + BSA 

CltocalaSlna+ 

cent rifugaCIón + 
pronasa - -

No 

No 
No 

Citocalasina 

Cl tocalasina 

9/11 

1/ 1 

0/2 

3/15 

2/5 

6/12 

61 /330 Dobnnsky et al. (2001) 

4/20 

0/44 

11 /338 

10/165 

39/381 

Kobayashl et al. (1998b) 

Kobayashi et al. (1998b) 

Kobayashi~ al. ~98aL 

Dobrinsky et al (1998) 

Dobrinsky et al. (2000) 

-EG, EtllenglKol; G, Ghcerol; S. Sacarosa; BSA, albúmina sénca bovina; PVP. pohvlnll plrrotidona 

miento de los embriones durante la Vitrif icac ión. Entre 
ellas, destaca la tecnologia OPS que permite vitrificar a 
los embnones en un reducido volumen de mediO (2 ~I) Y 
conseguir una velocidad de enfriamiento de 
18.000°C/min (Va)ta et al. , 1997, 1998). Este método ha 
Sido utilizado con éxito para vitrifICar ovocitos y embno-

nes en bovino y se han alcanzado altas tasas de supervi­

vencia in vitro tras la vitrificaCIón de embriones de otras 
espeCi es, Incluyendo la especie porcina (Holm et al., 
1999; Le Gal et al" 2000; Martina et al " 1996; Valta el 
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 VITRIFICACIÓN/DESCONGELACIÓN 
DE EMBRIONES PORCINOS 

Vitrificación Tiempo (minuto) Descongelación Tiempo (min) 

TCM 

TCM 

TCM + 7,5%DMSO+7,5%EG 

TCM+ 17%DMSO+ 17%EG+0,4S 

1 

1 

3 

TCM + O, 13M S 

TCM + 0, 13M S 

TCM + 0,075M S 

TCM 

Te M. Hcpes TCM 1999 + 20% NBCS; DMSO, dlmetll sulf6xldo; EG, etllengllcol, S, sacarosa. 
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embnones porcinos de las Injunas del fria y que permite 
obtener lechones viables después de la vItrificación de 
blastocistos no eclosionados (Bcrthelot et al., 2000b. 
2001a,b, 2002; Cameron et al., 2000; Beebe et al., 
2000). El tiempo requendo para la vltnflcaclón y la des­
congelación es de 7 y 15 minutos, respectivamente. En 
la tabla V se sumanzan los crioprotectores utilizados y 
105 tiempos de eqUlllbración y calentamiento utilizados 
en este sistema. Las tasas de supervivenCIa embrionaria 
in vitro y las tasas de parto y prol iflCidad obtenidas utili­
zando embriones en diferentes estadiOS de desarrollo 
vitrificados con esta metadolagla se resumen en las 
tablas VI y VII (Berthelot et al. , 2003). 

Como puede observarse, el méto­
do OPS de vitrifICación parece ser una técnica efICiente 
para la criopreservación de mórulas y blastocistos por-

Clnos. En la actualidad, nuestro equipo de investigaCión 
en colaboraCión con el INRA está desarrollando dIStin­
tas experiencias para Incrementar la eficiencia del siste­
ma y para simplificar el procedimiento de descongela­
ción . En este sentido, se ha desarrollado un expenmen­
to para comprobar las tasas de supervivencia in vltro de 
los embriones Vitrificados a diferentes velOCidades de 
enfriamiento (desde 18.000°C/minuto hasta más de 
100.000°Clmlnuto). AsimISmo, se ha desarrollado un 
procedimiento de descongelación directa (una etapa) 
en combinaCión con la transferencia no quirúrgica de 
los embriones para eVitar el uso de equipos y técnicos 
especial izados a nivel de granja. Así, se han obtenido 
los primeros lechones nacidos a partir de embriones 
vitrifICados y descongelados en una etapa con unas 
tasas de parto y una proliflcidad muy esperanzadoras 
(Cuello et al., 2002). 

Estado Concentración Tt'atamlento Embrionec; Supervivencia Refaran,i4J5 
embrionario final del embrionario congel~dos (nO) (%) 

crloprotector 
(Moles)' 

2-4 células 

Mórula 3,2 EG +2,5DMSO 

+ 0,6 S No 10 70 Vatja et al. (1998) 

3,2 EG +2,5DMSO 

+ 0,6 S No 118 12 Berthelot et al. (2000b) 

8 EG + 7% PVP Sí,a 77 71 

BlastoClStos 3,2 EG +2 ,5DMSO 

+ 0,6 S No 29 67 

8 EG + 7% PVP Sí,b 25 O 
8 EG + 7% PVP Sí,C 30 77 

Blastoci$to$ 3,2 EG 12,5DMSO 

expandidos + 0,6 S No 59 71 

Blastocistos 

penecloslón 

BlastoClstos 

eclosionados 

.. EG, Etilenglicol; DMSO, dlmeul sulf6xldo; S, sacarosa; PVP, poliv.nll pirrohdona; Si,a: otocalaslna + 

centnfugación + pronasa; Si,b: otocalaslna, SI,e: Cltocalaslna + centrifugaCión 

Beebe et al. (2002) 

Vatla et al. (1998) 

Beebe et al. (2002) 

Beebe el al. (2002) 

Holm et al. (1999) 
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Estado Concentración Tratamiento N° gestacionesl Lechones Referencias 
embrionario final del embrionario N° transferencias nacidosl 

crioprotector embriones 
(Moles» transferidos 

2-4 células 

Mórula 3,2 EG +2,5DMSO 

+ 0,6 S No 8/10 26/200 Berthelot et aL (2001a) 

8 EG + 7% PVP Sl,a 3/4 16/115 Beebe et al (2002) 

BlastoClstos 3,2 EG +2 ,5DMSO 

+ 0,6 S No 11/20 38/400 Berthelot et aL (2000b) 

3,2 EG +2,SDMSO 

+ 0,6 S No 8/10 59/200 Berthelot et al. (2001 b) 

8 EG + 7% PVP Sl,b l/S 5/180 Cameron et aL (2000) 

BlastoClStos 3,2 EG +2,SDMSO 

expandidos + 0,6 S No 0/11 0/257 Holm et al. 1.1999) 
Blastocistos 

perleclosl6n 

Blastocistos 

eclosionados 

"'EG. Etdenghcol; DMSQ, dlmetll sulf6Kldo; S. sacarosa; PVp, pohvlOII plrrolldona; Si,a" Cltocalaslna + 
centrifugación + pronasa. SI.b: crtocalaslna. S',e Cttocalasma + centrifugaCIón. 

CONCLUSION 

Aunque es claro que la crlopreser­
vaClón de los embriones porCinos es hoy una reahdad y 
que alguna de las aplicaCiones de esta tecnología puede 
ser utlhzada en la actuahdad (banco de genes), se neceSi-
tan realizar más Investigaciones para aumentar los rendi· 2. 
mlentos del procedimiento en términos de fertlhdad y 
prollflcldad El desarrollo de estas InvestigaCiones deberi-
an efectuarse de forma paralela a aquellas encaminadas 
a desarrollar un método no qUIrúrgICo para transferir los 
embriones a las hembras receptores (Martínez et aL, 
2003). En un futuro, la combinaCión de ambas tecnologl- 3. 
as abrirán las puertas a la utilIZaCión práctica y comercial 
de la transferenCia de embriones en la especie porCina. 
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