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En 1983 Trounson y col.1 fueron los primeros 
en sumergir un ovocito directamente en 
nitrógeno líquido con aceptables tasas de 
supervivencia y fertilización, pero bajas de 

segmentación. En 1984, Zeilmarker y col. comunicaron 
el primer nacimiento luego de transferir embriones 
descongelados.2

El primer nacido de un ovocito criopreservado fue 
reportado por Chen en 1986, quien utilizó la congela-
ción lenta y dimetilsulfóxido (DMSO).3 Esta técnica 
fue mejorando a través de los años como resultado de 
cambios en los componentes de los medios de cultivo 
utilizados: medios basados en colina,4 reducidos en so-
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RESUMEN

En 1983, Trounson y colaboradores fueron los primeros en sumergir un ovocito directamente en nitrógeno líquido con tasas acep-
tables de supervivencia y fertilización, pero bajas de segmentación. En 1984, Zeilmarker y su grupo reportaron el primer nacimiento 
luego de transferir embriones descongelados. En este artículo se revisan los aspectos generales de esta técnica y los resultados de 
la vitrificación de ovocitos, cigotos y embriones.
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ABSTRACT

In 1983, Trounson et al sumerged an oocyte directly on liquid nitrogen with acceptable rates of survival and fertilization, but low rates of 
cleavage. In 1984, Zeilmarker et al reported the first birth after transfering defrozen embryos. This paper reviews the general aspects 
of vitrification technique, as well as the results of the oocytes, cygotes and embryos vitrification.
Key words: vitrification, cryopreservation, oocyte vitrification, embryo vitrification.

dio,5,6 optimización de crioprotectores7,8 y, por supuesto, 
de la inyección intracitoplasmática de espermatozoides 
(ICSI),9 que generó nuevas promesas en factor masculino 
severo y marcó un punto de inflexión en la fertilización 
hasta entonces limitada por el endurecimiento de la zona 
pelúcida ovocitaria secundario a las bajas temperaturas 
durante el proceso de congelación.10,11

Rall y Fahy12 establecieron que la vitrificación consis-
tía en solidificar una solución por enfriamiento rápido. 
Al inducir un estado vidrioso por elevación extrema de 
su viscosidad, demostraron su aplicación práctica en la 
criopreservación de embriones mamíferos y la conside-
raron una alternativa potencial a la congelación lenta.

Kuleshova y col.,13 en 1999, reportaron el primer naci-
do vivo derivado de la vitrificación de ovocitos humanos, 
luego de vitrificar 17 ovocitos con etilenglicol (40%) y 
0.6 M/L de sucrosa en open pulled straws (OPS). Desde 
su descripción, importantes modificaciones han nutrido 
la técnica potenciando resultados que demuestran su 
eficacia y seguridad clínica.

ASPECTOS TERMINOLÓGICOS RELACIONADOS

Una revisión a la terminología empleada para los pro-
cesos criobiológicos implicados en la vitrificación ha 
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sido realizada recientemente. Shaw y Jones, en 2003, 
establecieron claramente el significado en criobiología 
de los términos congelación (freezing) y descongelación 
(thawing), y afirmaron que sólo podían usarse para pro-
cedimientos donde se formaran o derritieran cristales de 
hielo (como sinónimo de deshielo o derretimiento).14 
Cooling y warming, cuyo significado en inglés es en-
friamiento y calentamiento, sólo se refieren a cambios 
de temperatura y pueden utilizarse indistintamente para 
la congelación tradicional y para la vitrificación. El con-
senso actual entre los criobiólogos es usar los términos 
congelación-descongelación para la congelación lenta 
y procesos relacionados, y calentamiento-enfriamiento 
para la vitrificación, es decir, términos vinculados con 
los cambios de temperatura y no de formación y derre-
timiento de cristales de hielo.

Con base en estos argumentos, se ha propuesto, 
como primer paso en la dirección correcta, reemplazar 
de manera adecuada los términos en las etiquetas de 
los medios de vitrificación, como soluciones de calen-
tamiento (warming solutions) en lugar de soluciones de 
descongelación (thawing solutions).15

VITRIFICACIÓN

Es la solidificación de una solución a bajas temperaturas, 
no por cristalización, sino por elevación de su viscosidad 
(Rall y Fahy, 1985), y supone el uso de crioprotectores en 
mínimo volumen y elevadas concentraciones a velocidad 
ultra-rápida de enfriamiento.

Aspectos generales de la técnica

En la vitrificación, la célula y su entorno se solidifican 
en una forma similar al vidrio sin que se formen cristales 
de hielo. Es una técnica en la que se utilizan altas con-
centraciones de crioprotectores en mínimo volumen y 
elevadas velocidades de enfriamiento (15,000-30,000ºC/
min),16 lo que genera como consecuencia la ausencia 
de cristales de hielo durante los procesos de congela-
ción-descongelación,17 una mejor conservación de la 
ultraestructura y menor daño a la fisiología ovocitaria.18 
Borini y col. señalaron que los protocolos subóptimos 
para criopreservación de ovocitos pueden causar daño 
subletal vinculado con capacidad limitada para la fer-
tilización.19

La alta osmolaridad de la solución de vitrificación 
rápidamente deshidrata la célula. Sumergirla brusca-
mente en nitrógeno líquido la solidifica, de manera que 
el agua intracelular no tiene tiempo para formar cristales 
y provocar daño a los organelos intracelulares, lo que 
incrementa su potencial de supervivencia.20

Algunos autores siguen mostrando preocupación por 
las altas concentraciones de crioprotectores utilizadas, 
por su potencial citotoxicidad y por la posibilidad de con-
taminación relacionada con el uso de sistemas abiertos.21

Contaminación cruzada

Se ha mencionado el riesgo de contaminación cruzada 
por patógenos bacterianos o virales secundario al uso de 
sistemas abiertos que permiten el contacto directo con 
el nitrógeno líquido, e incluso con el vapor de éste, en 
los tanques de almacenamiento.22,23

Al respecto se ha sugerido filtrar el nitrógeno con un 
filtro de 0.2 µm, el cual puede eliminar bacterias y hon-
gos, para luego almacenarlo en el tanque de nitrógeno 
líquido en fase de vapor, o exponerlo a luz ultravioleta. 
Se destaca la incapacidad que tienen algunos gérmenes 
para penetrar una zona pelúcida intacta e infectar la 
célula.24 También contribuyen a disminuir la posibilidad 
de contaminación los lavados a los que se someten los 
ovocitos y los embriones luego de ser descongelados, y 
los sistemas secos de almacenamiento.

Se ha propuesto la colocación de las muestras y las 
herramientas (cryotop, open pulled straws, OPS, etcé-
tera) después del enfriamiento en el interior de pajillas 
preenfriadas, preferiblemente de alta seguridad (CBS 
Strauss), selladas al calor y almacenadas en contenedores 
comunes sin peligro de contaminación cruzada. Para el 
enfriamiento, puede cortarse uno de los extremos de 
la pajilla, removerse la herramienta con la muestra y 
sumergirse directamente en el medio de calentamiento. 
Este abordaje fue usado por Vajta, en 1998, y Bielanski 
y Animan lo probaron recientemente.25

Isachenko y col. compararon los resultados obteni-
dos al vitrificar 376 embriones pronucleares a los que 
previamente se les había realizado biopsia, asignados al 
azar a uno de dos grupos (cada grupo de 183 embriones).
En el grupo 1 la vitrificación se hizo en pajillas abiertas 
y estiradas (open pulled straw, OPS) que se colocaron 
directamente en nitrógeno líquido (vitrificación directa); 



145Revista Mexicana de Medicina de la Reproducción  Volumen 3, núm. 4, abril-junio, 2011

Vitrificación de ovocitos y embriones

con la pipeta Pasteur en dos ocasiones cada tres minutos 
hasta completar 10 minutos.

Luego, se trasladan a la solución de vitrificación, 
compuesta por etilenglicol a 15%, dimetilsulfóxido a 
15% y sucrosa (0.5 M,VS). En ésta son aspirados y 
devueltos tres o cuatro veces antes de ser depositados 
sobre la superficie del cryotop (Kitazato Supply Co., 
Fujinomiya, Japón).

Finalmente, el cryotop se sumerge en nitrógeno lí-
quido para la colocación de su cubierta protectora y ser 
almacenado en el tanque de nitrógeno.

Calentamiento o descongelación

1. Los ovocitos se depositan en solución descongelante 
(TS) a 37ºC durante un minuto. Seguidamente en so-
lución diluyente (DS) por tres minutos, y después se 
trasladan a la solución de lavado (WS1) durante cinco 
minutos y (WS2) por cinco minutos más.

2. Los ovocitos supervivientes se dejan en medio de 
cultivo dos a cuatro horas y posteriormente se microin-
yectan mediante la técnica convencional de inyección 
intracitoplasmática de espermatozoides.

Se han hecho algunas modificaciones a la técnica ori-
ginal, principalmente en cuanto a tiempos y volúmenes, 
en diferentes pasos. Se incorporará un nuevo suplemento 
en la solución de vitrificación de manera específica 
(comunicación vía telefónica con el Dr. Masashige 
Kuwayama), la hidroxipropilcelulosa con la finalidad 
de mejorar las ya excelentes tasas de supervivencia, 
fertilización y segmentación.

Resultados de la vitrificación de ovocitos

Kuwayama reportó el primer embarazo a partir de 
ovocitos vitrificados utilizando cryotop en el año 2002, 
en Japón. Los resultados publicados en 2005 fueron: 
supervivencia de 91% (58/64), segmentación de 81%, 
embriones en estadio de blastocisto en 50%, implan-
tación de 11.2% (12/107), y 41% de embarazos por 
embrión transferido.28 En la actualidad, muchos centros 
de reproducción en todo el mundo han implantado su 
técnica con excelentes resultados y reproducibilidad.

Katayama29 reportó, luego de la descongelación de 
ovocitos vitrificados, índices de supervivencia de 94%; 
de fertilización por inyección intracitoplasmática de 
espermatozoides de 91% y división celular de 90%. Kim 

en el otro grupo, se hizo en una pajuela estéril de inseminación 
de 90 mm cerrada (sistema aséptico; OPS, straw in straw). 
Las tasas de desarrollo a blastocisto expandido después 
de cultivo in vitro fueron de 25% en el grupo con vi-
trificación directa, y de 23% en el grupo con straw in 
straw, y se concluyó que la vitrificación de embriones 
pronucleares, sometidos previamente a biopsia, coloca-
dos en pajillas estiradas abiertas (OPS) y en un recipiente 
herméticamente cerrado, antes de sumergirla en el ni-
trógeno líquido, permite un aislamiento confiable, evita 
la contaminación por microorganismos patógenos y no 
afecta la supervivencia si hay descongelación rápida con 
remoción simultánea de los crioprotectores.26

La realización de un estudio serológico, cervical o 
seminal para Mycoplasma, ureaplasma, virus de la he-
patitis B o C, VIH, herpes tipo II, entre otros, en todas 
las parejas contempladas para ciclo de reproducción 
asistida, ovodonadoras y donantes de semen permitirá 
un doble mecanismo de protección ante el riesgo de 
contaminación cruzada.

En el Instituto Mexicano de Infertilidad (IMI), 
de Guadalajara, Jalisco, los ovocitos de metafase II 
identificados por la extrusión del primer cuerpo polar, 
excedentes o destinados por alguna otra indicación, son 
vitrificados en cryotop según la técnica descrita por 
Kuwayama.27 Existen otros dispositivos para vitrificar 
ovocitos, embriones, o ambos (Cuadro 1).

Técnica

Inicialmente, los ovocitos se depositan en la solución 
de equilibrio que contiene etilenglicol a 7.5% y dimetil-
sulfóxido a 7.5% (ES), haciendo puentes entre las gotas 

Cuadro 1. Algunas herramientas o dispositivos utilizados para 
la vitrificación de ovocitos o embriones

Autores Dispositivo

Kuleshova (1999), Chen (2000), Cuello (2008) Open pull 
straw (OPS)

Park (1999), Yoon (2000), Son (2003) Cooper Grids

Papis (2000) Microdrops

Lieberman (2002), Vanderzwalmen (2003) Hemistraw

Katayama (2003), Kuwayama (2005) Cryotop

Lane (2001), Mukaida (2001) Croloop

Kuwayama (2005) Cryotip

Lin, Chen Chiang (2008) Cryoleaf
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(2006) encontró un índice de supervivencia de 81%, y de 
fertilización y división celular de 63.8 y 95.9%, respec-
tivamente;30 Lucena y col. (2006), de 8.2% (13/159);31 
Antinori y su grupo (2007), de 11.8% (39/330);32 Cobo 
(2008) obtuvo cifras de supervivencia de 96.9% y de 
fertilización de 76.3%;33 mientras que Schoolcraft y col. 
(2009) registraron tasas de implantación por ovocito 
“desvitrificado” de 8.8% (14/160).34

En un estudio multicéntrico se publicaron resultados 
obstétricos y perinatales de 165 embarazos (200 lactan-
tes) derivados de la vitrificación de ovocitos en cryotop 
o cryoleaf. La proporción de embarazo múltiple fue de 
17% (26 fueron gemelares y dos, triples). Se realizó 
cesárea en 37% de los embarazos únicos (n = 51). El 
peso promedio de los nacidos únicos fue de 2,920 ± 37 
g y de 2,231 ± 55 g para los múltiples. La incidencia de 
anomalías congénitas en esa cohorte de nacidos vivos fue 
de 2.5% (dos defectos septales ventriculares, una atresia 
biliar, una anomalía ósea en el miembro inferior y un 
hemangioma de piel, comparable con las concepciones 
espontáneas en mujeres fértiles, o de mujeres fértiles en 
ciclos de fertilización in vitro).35

Vitrificación y alteraciones en el huso meiótico

El aparato microtubular del huso meiótico es una 
estructura dinámica que facilita la segregación de los 
cromosomas en células hijas durante la mitosis y en el 
primer y segundo cuerpos polares durante la meiosis. 
Algunos autores han señalado alteraciones en la segrega-
ción de los cromosomas durante la meiosis II, derivadas 
de la exposición a bajas temperaturas.36-39 Otros sugieren 
que el huso meiótico puede sobrevivir a procesos de 
congelación-descongelación sin consecuencias, o al 
menos sin incremento en el número de aneuploidías en 
los embriones resultantes, dado que se pierde durante la 
congelación y se recupera después de la descongelación 
y cultivo.40-43 De Santis considera que éste no debe ser 
un indicador de la función ovocitaria.44

La criopreservación de ovocitos se ha analizado 
también mediante microscopio de luz polarizada, el cual 
ofrece la oportunidad de visualizar el huso meiótico de 
manera no invasora. La estructura ordenada de los micro-
túbulos del huso genera el fenómeno de birrefringencia 
que crea una diferencia en contraste  entre el huso y el 
resto de la célula. Esto puede detectarse por medio de 

algún método de imágenes, como el poloscopio, que am-
plifica las señales de birrefringencia y hace cuantificable 
el grado de orientación de los microtúbulos.45

Notola y col. (2009) evaluaron, mediante microscopia 
electrónica y de manera comparativa, los posibles efec-
tos que los protocolos de vitrificación pueden tener en las 
características ultraestructurales de ovocitos vitrificados 
en cryoleaf y cryoloop. Específicamente, se valoró la 
presencia y extensión de vacuolas citoplasmáticas, la 
calidad de los organelos, la textura de la zona pelúcida, 
la integridad del citoplasma, la apariencia del espacio 
perivitelino y el arreglo del huso meiótico. Se analizó 
el comportamiento de 35 ovocitos, 10 vitrificados en 
cryoleaf, 10 en cryoloop y 15 en el grupo control (fres-
co). Estos ovocitos mostraron características similares 
a los ovocitos en fresco en cuanto a forma y textura del 
citoplasma. En los tres grupos (los dos de vitrificación y 
el fresco) se observaron vacuolas esporádicas. El número 
de gránulos corticales estuvo anormalmente reducido 
en los ovocitos criopreservados, y en algunas ocasiones 
estuvo vinculado con una compactación incrementada 
del aspecto interno de la zona pelúcida.46

También se han descrito características atípicas, como 
una tendencia a la elongación del huso, protrusión de los 
cromosomas fuera del mismo y aumento en la distancia 
polo-polo de la mano de una disminución en lo ancho 
(en la porción ecuatorial) del huso meiótico (14.9 ± 2.3 
µm) en comparación con el control en fresco (12.4 ± 
2.6 µm) [p = 0.001].47

La repercusión de algunas manifestaciones continúa 
siendo incierta, y para algunos autores es razonable sos-
pechar que podrían indicar un incremento en el riesgo 
de errores meióticos.48

Vitrificación de cigotos

De manera teórica, puede hacerse la vitrificación a los 
embriones en todos los estados de preimplantación. No 
hay suficiente sustento científico para aseverar cuál de 
los estados embrionarios en particular tolera mejor los 
cambios que implica la técnica, además de que las di-
ferencias estructurales limitan la comparación. Aunque 
para algunos la congelación en pronúcleos pareciera ser 
el estado ideal para la criopreservación embrionaria,49 no 
es en realidad el estadio más común de criopreservación 
del excedente en fresco en un ciclo de fertilización in 
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vitro. Uno de los inconvenientes descritos del embrión 
en otras etapas de desarrollo es que la apariencia mor-
fológica no aporta suficientes elementos que permitan 
intuir su calidad y potencial implantatorio.

En un estudio realizado en el Instituto Mexicano de 
Infertilidad (IMI) de julio de 2006 a enero de 2008 se 
evaluó la supervivencia, segmentación y proporción 
de embarazos tras la vitrificación y descongelación de 
104 cigotos y 314 embriones en cuatro células. La edad 
promedio fue de 34.6 ± 4.9 años (n = 26) para el grupo 
I, y de 33.8 ± 4.5 años para el grupo II (n = 85). La 
supervivencia fue de 86 y 89%, respectivamente. En el 
grupo I, la proporción de embarazos fue de 50% (13/26) 
y no hubo pérdida gestacional. En el grupo II, fue de 
28% (24/85), y hubo tres pérdidas gestacionales. No se 
encontraron diferencias significativas al comparar edad, 
porcentajes de supervivencia ni promedio de embriones 
transferidos; sí las hubo en la proporción de embarazo 
(χ2 = 5.22; gl 1; p < 0.05).50

Vitrificación de embriones

En 2007 Ali y col. observaron que una disminución en 
la velocidad de congelación reducía las tasas de super-
vivencia embrionaria y debía ser compensada por altas 
concentraciones intracelulares de crioprotectores.51 La 
exposición a los crioprotectores también puede ser da-
ñina, aun cuando no haya congelación, si no se realiza 
en la forma correcta.52

En un metanálisis reciente se compararon los 
resultados obtenidos en la criopreservación de em-
briones por congelación lenta y vitrificación. Sólo se 
eligieron cuatro de 873 estudios, tres de los cuales eran 
ensayos controlados con asignación al azar. Se compa-
raron 8,824 blastocistos congelados por vitrificación  
(n = 7,482) vs congelación lenta (n = 1,342). Las tasas 
de supervivencia y de segmentación embrionaria fueron 
significativamente mayores después de la vitrificación, en 
comparación con la congelación lenta (razón de momios: 
15.57, intervalo de confianza de 95%: 3.68 a 65.82; al 
azar modelo de efectos). La revisión concluyó que la 
vitrificación está vinculada con tasas de supervivencia 
significativamente mayores que la congelación lenta.53 

Debido a que sólo un pequeño número de blastocistos 
está disponible para la criopreservación, es necesaria 
una forma simple, rápida y confiable para optimizar el 

resultado de la transferencia. Mukaida, en 2001, reportó el 
primer nacimiento exitoso después de la transferencia de 
blastocistos humanos vitrificados utilizando el cryloop,54 
y subsecuentemente encontró altas tasas de supervivencia 
(87.5%), implantación (29%) y embarazo (44%) después 
de 223 ciclos usando cryoloop.55

Zhang y col., en 2009, criopreservaron embriones en 
los días 3, 4 o 5 después de la biopsia, y compararon los 
resultados luego de vitrificarlos (tres horas después de 
la biopsia) con los de un grupo control. La vitrificación 
la realizaron con cryoleaf (Medicult). Obtuvieron tasas 
similares de supervivencia para los embriones vitrifica-
dos en estado de mórula (tras biopsia y sin biopsia): 87.5 
vs 92%, p = 0.037. La supervivencia en los blastocistos 
fue mayor para el grupo de biopsia (95.7%) que para el 
de control (81.4%), p = 0.035.56

Revitrificación de embriones

En estudios previos se ha evaluado la seguridad de los 
ciclos de congelación y recongelación usando embriones 
de ratón, y se ha demostrado que éstos podían sobre-
vivir a tres ciclos de congelación-descongelación y ser 
capaces de desarrollarse in vitro57-59 tras la recongelación 
(congelación lenta).

Hace poco, Takahashi y Araki (2004) reportaron 
el nacimiento de un bebé saludable derivado de un 
embrión revitrificado en estado de blastocisto.60 Yoko 
y col.61 hicieron un estudio comparativo con pacientes 
en ciclo de in vitro a las que se les transfirieron embrio-
nes vitrificados inicialmente en estado de pronúcleos, 
que fueron descongelados y revitrificados en estado 
de mórula o blastocisto por tener todavía embriones 
supernumerarios, y un grupo control en el que se trans-
firieron embriones tras un solo ciclo de vitrificación. La 
tasa de cancelación que encontraron fue de 28% para 
el grupo de estudio vs 17.4% para el grupo control, 
diferencia estadísticamente no significativa, con tasas 
de supervivencia similares: 84 vs 88.9%. Las tasas de 
embarazo por ciclo de transferencia fueron de 27.8 vs 
25.9%. La proporción de aborto espontáneo fue de 32 
vs 20% (diferencia no significativa).

En 2009, Ruvalcaba y col.62 reportaron un embarazo 
exitoso a partir de ovocitos vitrificados donados, revi-
trificación en estadio de cuatro células con posterior 
“descongelación” y transferencia en el mismo estadio.
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De momento, ésta es una herramienta que puede 
utilizarse en casos estrictamente necesarios; deberán 
realizarse más estudios para avalar su seguridad clínica. 
Es fundamental que se informe a la pareja de los bene-
ficios y riesgos de continuar el tratamiento. Conviene, 
para prevenir embriones excedentes después de una 
primera vitrificación, que al momento de la aspiración 
sólo se insemine una parte razonable de los ovocitos 
que genere un justo número de embriones; en el caso 
de vitrificación de embriones, no deben pasar de tres 
o cuatro por herramienta (cryotop, cryoleaf, cryoleaf, 
etcétera).

CONCLUSIÓN

La vitrificación es un método simple que ha revolucio-
nado la criobiología y es de gran utilidad clínica en los 
centros de reproducción asistida. Al margen del dispo-
sitivo utilizado (cryotop, cryoleaf, cryoloop, etcétera), 
los resultados alcanzados en el orden de supervivencia 
y preservación de la función han demostrado que es 
una técnica segura, reproducible y de alto rendimiento.
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