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RESUMEN

Introducción: la vitrificación de ovocitos asociada con la utilización de cryotop es uno de los mejores avances en la criopreservación 
de los últimos años.
Objetivo: describir la evolución de 1,191 ovocitos humanos propios y donados luego de vitrificación en cryotop, en un centro de 
reproducción asistida.
Material y método: se vitrificaron ovocitos maduros (MII) de 69 pacientes en ciclo de fertilización in vitro y de donantes en 87 ciclos de 
donación, de julio de 2004 a mayo de 2008 en el Instituto Mexicano de Infertilidad de Guadalajara. Los óvulos (MII) aspirados, previa 
separación de la acumulación, se sumergieron en la solución de equilibrio (etilenglicol al 7.5% y dimetilsulfóxido al 7.5%) durante 
10 minutos y luego se trasladaron a la solución de vitrificación compuesta por etilenglicol 15%, dimetilsulfóxido 15% y sucrosa 0.5 
M. Posteriormente, se depositaron sobre la superficie del cryotop cerca de la punta, y éste se sumergió directamente en nitrógeno 
líquido para colocar su cubierta protectora. Los ovocitos se descongelaron con solución descongelante (TS) y de lavado (WS1-2). 
Los supervivientes se microinyectaron por medio de microinyección intracitoplásmica de espermatozoides (ICSI). Se transfirieron 
embriones el día 2 de desarrollo.
Resultados: de los 1,191 ovocitos descongelados, 453 (38%) eran propios y 738 (62%) de donantes, con una supervivencia de 86.9 
y 93.9%, respectivamente. Luego de la microinyección intracitoplásmica de espermatozoides fertilizaron 90% y en el día 2 dividió en 
4 células 93.7%. Se lograron embarazos en 18/69 (27%) pacientes y 50/87 (58%) receptoras. Han nacido 56 bebés saludables.
Conclusión: la vitrificación es una técnica de alto rendimiento para la criopreservación de ovocitos humanos porque proporciona 
altos índices de supervivencia, fertilización, división embrionaria y embarazo.
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ABSTRACT

Background: The vitrification of oocytes associated to the use of cryotop is one of the best advances in cryopreservation in recent 
years.
Objective: To describe the evolution of 1,191 own and donated human oocytes after thawing by cryotop method in an assisted re-
production center.
Material and method: There were vitrified mature oocytes of 69 patients ongoing in vitro fertilization cycles and 87 donation cycles, 
since July 2004 to May 2008 at Instituto Mexicano de Infertilidad, IMI-Guadalajara. The aspired oocytes were separated from the cu-
mulus and placed in equilibrating solution (ES) (ethylene glycol 7.5% and dimethyl sulfoxide 7.5%) during 10 minutes; then they were 
changed to vitrification solution (VS) (ethylene glycol 15%, dimethyl sulfoxide 15%, and sucrose 0.5 M). Afterwards, the oocytes were 
put on the surface of the cryotop, near the tip, and then submerged directly into liquid nitrogen, and the cover was fixed. They were 
thawed with thawing solution (TS) and washed in two steps with washing solution (WS). The surviving oocytes were microinjected 
(ICSI). The embryos were transferred on day 2 under ultrasound guide.
Results: There were thawed 1,191 oocytes, 453 (38%) own and 738 (62%) donated, with a survival rate of 86.9 and 93.9% respec-
tively. After microinjection (ICSI) 90% fertilized and 93.7% divided into 4 cells on day 2. There have succeeded pregnancy in 18/69 
(27%) of patients and 50/87 (58%) of recipients. There have been born 56 healthy babies.
Conclusion: Vitrification is a high performance technique for the cryopreservation of human oocytes, which provides high survival, 
fertilization, embryo division and pregnancy rates.
Key words: vitrification, oocyte, cryopreservation, freezing, cryotop.
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En 19861 se reportó el primer embarazo a partir 
de un ovocito criopreservado por medio de 
congelación lenta y dimetilsulfóxido como 
crioprotector. Sin embargo, con el tiempo la 

técnica de congelación lenta convencional resultó en 
bajas tasas de supervivencia ovocitaria y embarazo,2-5 
esto impulsó múltiples ensayos, modificando el tipo 
de crioprotector utilizado, el volumen o sus concen-
traciones,6-10 con el objetivo de alcanzar resultados 
verdaderamente alentadores.

La idea de vitrificar, o alcanzar un estado similar al 
vidrio, fue descrita por primera vez en 1860 y retomada 
por Luyet en 1937. Cincuenta años más tarde (1985), 
Rall y Fahy11 la describieron como una alternativa po-
tencial a la congelación lenta y consiste en solidificar 
una solución por enfriamiento rápido, lo que forma un 
estado vidrioso por elevación extrema de su viscosidad. 
Trounson12 fue el primero en sumergir un ovocito direc-
tamente en nitrógeno líquido, reportó supervivencia y 
fertilización aceptables, pero bajas tasas de clivaje.

Los procedimientos actuales de vitrificación exponen 
la célula a un volumen reducido de crioprotectores a 
elevadas concentraciones por periodos muy breves, 
seguidos de congelación rápida en nitrógeno líquido. La 
alta osmolaridad de la solución de vitrificación rápida-
mente deshidrata la célula. Sumergirla bruscamente en 
nitrógeno líquido la solidifica, de manera que el agua 
intracelular no tiene tiempo para formar cristales ni de 
provocar daño a los organelos intracelulares,13 y así se 
incrementa su potencial de supervivencia.

Varios autores han mencionado otros daños atribuibles 
a la célula derivados de las bajas temperaturas, uno de los 
más importantes son las alteraciones en la segregación 
de los cromosomas durante la meiosis II.14-16 Al respecto, 
la evidencia es aún insuficiente y un tanto controvertida 
porque otros sugieren que el huso meiótico puede so-
brevivir a procesos de congelación-descongelación sin 
consecuencias, o al menos sin incremento en el número 
de aneuploidías en los embriones resultantes.17-20

Un programa efectivo de criopreservación de ovo-
citos resulta de gran ayuda a mujeres que, por razones 
médicas o personales, necesitan diferir la posibilidad de 
embarazo por amenaza de pérdida de la función ovárica, 
por padecer alguna enfermedad oncológica que requiera 
quimioterapia o radioterapia o por restricciones ético-

religiosas que limiten la criopreservación de embriones. 
Entre sus beneficios más laxos podemos mencionar: 
permite preservar los ovocitos excedentes de ciclos de 
hiperestimulación en técnicas de reproducción asistida 
y facilita a los centros de reproducción la posibilidad de 
un banco de óvulos eficiente.

OBJETIVO

A pesar de los beneficios reconocidos para la técnica de 
vitrificación, la evidencia reportada aún resulta insufi-
ciente.21 Este estudio tiene por objetivo dar a conocer la 
evolución de más de 1,000 ovocitos humanos propios y 
donados luego de su vitrificación en cryotop en un centro 
de reproducción asistida.

MATERIAL Y MÉTODO

Estudio descriptivo, observacional, realizado en el Ins-
tituto Mexicano de Infertilidad, de julio de 2004 a mayo 
de 2008. Se vitrificaron los ovocitos propios excedentes 
de 69 pacientes en 149 ciclos de fertilización in vitro y 
87 ciclos de donantes.

Hiperestimulación ovárica
Se estimuló el ovario con recombinantes o menotropinas 
el día 2 o 3 del ciclo menstrual. Se aplicó antagonista del 
GnRH cuando al menos dos folículos alcanzaron 14 mm 
de diámetro. Se administraron 10,000 UI de hCG cuando 
dos o más folículos alcanzaron 18 mm de diámetro. Los 
ovocitos fueron aspirados 36 horas después y colocados 
en medio de cultivo Upgraded B2 INRA (CCD) previa-
mente gasificado, durante 18 horas en promedio a 37 °C 
y 5% de CO2 donde permanecieron, en promedio, dos 
horas. En seguida se separaron de la acumulación. Se 
identificaron los ovocitos en metafase II por la extrusión 
del primer cuerpo polar y se vitrificaron.

Técnica de vitrificación
Una vez separados de la acumulación los ovocitos me-
tafase II fueron:
1. 	 Depositados en la primera gota de un plato de cul-

tivo que contenía tres gotas de solución de 30 µL. 
La primera de solución de lavado y las otras de 
solución de equilibrio, se hicieron puentes entre 
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ellas con la pipeta Pasteur en dos ocasiones, cada 
tres minutos. 

2. 	 Se trasladaron a la solución de equilibrio donde 
permanecieron 10 minutos.

3. 	 Después se depositaron en la solución de vitrifica-
ción durante un minuto.

4. 	 En ésta se aspiraron, se devolvieron con pipeta unas 
tres veces y se depositaron sobre la superficie del 
cryotop (Kitazato Supply Co., Fujinomiya, Japón). 
El cryotop consiste en una lámina muy delgada de 
polipropileno de 0.4 mm de ancho x 20 mm de largo 
x 0.1 mm de espesor, con una cubierta protectora, 
también plástica (3 cm de longitud), figura 1.

Descongelación
1. 	 Los ovocitos se depositaron en solución desconge-

lante durante un minuto.
2. 	 Luego se sumergieron en una solución diluyente  

durante tres minutos.
3. 	 Se trasladaron a la solución de lavado dos veces, 

cinco minutos cada vez.
4. 	 Los ovocitos supervivientes se dejaron en el medio 

de cultivo de 2 a 4 horas y posteriormente fueron 
microinyectados mediante la técnica convencional 
de microinyección intracitoplásmica de espermato-
zoides (ICSI).

El equipo de soluciones utilizadas en la técnica es de 
Kitazato Supply Co., Fujinomiya, Japón.

Transferencia embrionaria
Los embriones se transfirieron a las pacientes y re-
ceptoras el día 2 de desarrollo, bajo guía ecográfica 
con ultrasonido marca Aloka SSD500. En el ciclo de 
preparación endometrial se utilizó agonista del GnRH 
para la supresión hipofisiaria en las mujeres con función 
ovárica y estradiol en dosis progresivas: se inició con 
2 mg los primeros ocho días del ciclo de preparación, 
2 mg cada 12 horas los días 9, 10 y 11 y 2 mg cada 
ocho horas a partir del día 12. Para el soporte lúteo se 
administró progesterona en perlas de 200 mg el día de la 
descongelación de los ovocitos en horas de la tarde y se 
administró cada 12 horas hasta el día de la transferencia 
de los embriones. El día de la transferencia embrionaria 
se incrementó la dosis a 200 mg por vía oral cada ocho 

5. 	 El cryotop se sumergió rápida y directamente en un 
recipiente con nitrógeno líquido para la colocación 
de su cubierta protectora (figuras 2 y 3).

Estos dos últimos pasos son decisivos, ya que deben 
efectuarse en un minuto, quien los realiza debe dominar 
perfectamente el volumen ideal de solución y tener la 
habilidad de colocar los ovocitos sobre la superficie 
del cryotop.

Figura 3. Colocación de la cubierta protectora.

Figura 1. Cryotop.

Figura 2. El cryotop se sumerge directamente en el recipiente 
con N2 líquido.
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horas, y se incluyó progesterona en ampolletas de 50 
mg, una dosis diaria por vía intramuscular. En promedio, 
el estrógeno y la progesterona se mantuvieron hasta la 
semana 8 de gestación.
Análisis: Utilizamos estadística descriptiva, cuadros 

de frecuencia y porcentaje, medidas de tendencia central 
y dispersión.

RESULTADOS

Se descongelaron 1,191 ovocitos obtenidos de 69 pa-
cientes en 149 ciclos de fertilización in vitro (ovocitos 
propios) y 87 ciclos de donación. Se descongelaron 453 
ovocitos propios y 738 donados con una supervivencia 
de 87 y 94%, respectivamente. Fertilizaron después de 
la microinyección intracitoplásmica de espermatozoides 
341/390 (87.4%) propios y 638/689 (92.6%) donados. 
Dividieron en cuatro células el día 2 de desarrollo 921 
embriones (93.7%), cuadro 1.

en el grupo de las pacientes embarazadas a partir de 
ovocitos propios.

DISCUSIÓN
 

La vitrificación conjuga altas concentraciones de crio-
protectores en mínimo volumen y elevadas velocidades 
de congelación (15,000-30,000 °C/min),22 lo que impide 
la formación de cristales de hielo durante los procesos 
de congelación-descongelación,23 permite una mejor 
conservación de la ultraestructura y menor daño en la 
fisiología ovocitaria.24 Boriniy col. han señalado que pro-
tocolos subóptimos para la criopreservación de ovocitos 
pueden causar daño subletal asociado con habilidad limi-
tada para la fertilización;25 nosotros observamos que, en 
forma proporcional, la mejor supervivencia corresponde 
con mejores tasas de fertilización y clivaje.

En este estudio reportamos tasas de supervivencia, 
fertilización y clivaje comparables con las reportadas 
por otros autores para la vitrificación de ovocitos hu-
manos, independientemente del dispositivo utilizado 
para el depósito final de los ovocitos: cryotop, cryotip, 
cryoloop, cryoleaf, etc.26-30

La proporción de embarazo es similar a la reportada 
para ciclos en fresco, de forma indistinta para cuando 
transferimos embriones obtenidos a partir de ovocitos 
propios o donados vitrificados. Hasta ahora, los nacidos 
reportados para la vitrificación de ovocitos parecieran 
tener una incidencia de anomalías congénitas (2.5%)31 
no mayor a la reportada para los nacidos de embarazos 
espontáneos en mujeres fértiles, o en mujeres infértiles 

Cuadro 1. Evolución de los ovocitos vitrificados según su ori-
gen

Ovocitos Propios
n (%)

Donados
n (%)

Global
n (%)

Descongelados 453 (38) 738 (62.0) 1,191 (100)

Supervivientes 390 (86.9) 689 (93.9) 1,079 (90.4)

Fertilizados 341 (87.4) 638 (92.6) 979 (90.0)

Divididos 316 (92.6) 605 (94.8) 921 (93.7)

Instituto Mexicano de Infertilidad, 2004-2008.

La edad promedio fue de 34 ± 3.8 años en las pacientes 
y de 40 ± 5.3 años en las receptoras. Se transfirieron 316 
embriones a 69 pacientes en 87 ciclos y 605 a 87 recep-
toras en 149 ciclos; se obtuvieron 18/69 (26.1%) y 50/87 
(57.5%) embarazos, respectivamente (cuadro 2).

Han nacido 56 bebés, producto de 36 gestaciones 
únicas y 10 dobles. Todos saludables a excepción de una 
niña, hija de madre diabética de 42 años de edad que 
sufrió una comunicación interventricular. De los nacidos 
vivos, 15/56 (27%) pertenecen al grupo de los ovocitos 
propios y 41/56 (73%) al de los ovocitos donados. 

Trece embarazos no llegaron a término, entre ellos un 
embarazo ectópico cornual. No hubo ninguna pérdida 

Cuadro 2. Generalidades y proporción de embarazo en pacientes 
y receptoras, ovocitos propios y donados

Propios 
n

Donados 
n

Pacientes 69 87
Ciclos 87 149
Edad promedio 34 ± 3.8 40 ± 5.3
Embriones transferidos 316 605
Embarazos/ciclos 18/87 (20.6%) 50/149 (33.5%)
Embarazos/paciente 18/69 (26.1%) 50/87 (57.5%)
Nacidos vivos 15 41
Abortos - 13 (19%)*

Instituto Mexicano de Infertilidad, 2004-2008.
* Un embarazo ectópico cornual.
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en ciclos frescos de fertilización in vitro.32 En nuestra se-
rie de nacidos vivos (56), reportamos una comunicación 
interventricular en una bebé hija de madre diabética, 
dato que corresponde a 1.78% de los casos y que muy 
probablemente no tenga relación con la técnica.

No hemos realizado diagnóstico genético pre-
implantatorio en nuestros embriones; sin embargo, 
consideramos que la proporción de nacidos saludables 
reportada sustenta la inocuidad de la técnica.

CONCLUSIÓN

La vitrificación de ovocitos humanos en cryotop es una 
técnica de congelación que proporciona elevada super-
vivencia ovocitaria, fertilización, clivaje y embarazo. 
Es una técnica sencilla y altamente reproducible, que 
al momento ha reportado una proporción de nacidos 
vivos saludables capaz de sustentar sus ventajas e 
inocuidad.
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