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Resumen

La criopreservación de ovocitos presenta notables aplicaciones clínicas en los laboratorios de
Reproducción Asistida. El objetivo de esta revisión es comparar los procedimientos de congelación
lenta con los de vitrificación.

Los parámetros que determinan el éxito del proceso de criopreservación son entre otros la forma en
que las células alcanzan el equilibrio osmótico en respuesta tanto a la adición de crioprotectores co-
mo durante el enfriamiento y la tasa o velocidad de enfriamiento. Los protocolos de congelación lenta
dan lugar a la formación de cristales de hielo durante las fases de enfriamiento y calentamiento. La
vitrificación combina tasas de enfriamiento ultrarrápidas con elevadas concentraciones de criopro-
tectores que impiden la formación de cristales de hielo. Los problemas técnicos más importantes de la
vitrificación son conseguir tasas más rápidas de enfriamiento y determinar la máxima concentración
posible de crioprotector que no resulte tóxica para la célula. Aunque la supervivencia tras la descon-
gelación depende del tipo celular, cronobiología y calidad de los embriones transferidos, cada vez es
mayor la eficacia alcanzada con las técnicas de vitrificación. El número de gestaciones y nacidos vi-
vos obtenidos tras la transferencia de ovocitos y embriones congelados y vitrificados apuntan a que
la vitrificación es un procedimiento más simple, rápido y seguro que la congelación convencional.
Las ventajas de esta técnica la convierten en el método de elección para la criopreservación clínica
tanto de ovocitos como de embriones en distintos estadios de desarrollo.
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Summary

Human oocyte cryopreservation has become an essential technique in Assisted Reproduction labora-
tories. The clinical applications of this technology should ensure optimal survival of the embryos and
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INTRODUCCIÓN

La criopreservación de ovocitos humanos supone
una serie de ventajas en Reproducción Asistida. Por
un lado, resulta una de las pocas opciones que permi-
ten la reproducción en aquellas pacientes que van a
perder la función gonadal, bien por quimioterapia, ra-
dioterapia o por extirpación. De otro lado, permitiría
prolongar la vida reproductiva de aquellas mujeres
que, dada la tendencia social actual, retrasan hasta
edades avanzadas la maternidad (1). Además, con la
aplicación de la nueva Ley de Reproducción Asistida
en España, que limita (en principio) a tan sólo tres los
ovocitos a fecundar por ciclo de estimulación, un nú-
mero variable pero relativamente elevado de ovocitos
deberán ser criopreservados.

La obtención de embriones viables a partir de
ovocitos criopreservados ha resultado ser una tarea
difícil e ineficiente en cualquier especie animal, en
primer lugar por los daños producidos en los propios
ovocitos que reducen considerablemente la tasa de
supervivencia (entre 50 y 60%) (2-4) y, en segundo,
por las anomalías que se presentan durante y tras la
fecundación in vitro (FIV) convencional.

CONGELACIÓN DE OVOCITOS

Los primeros nacimientos obtenidos tras la crio-
preservación de oocitos humanos se obtuvieron tras
la aplicación de un protocolo de congelación similar
al aplicado para la criopreservación de oocitos de ra-
tón, basado en la adición de dimetilsulfóxido (DMSO
1.5M; 5). Las tasas de supervivencia (74%) y de fe-
cundación (75%) tras la congelación-descongelación
fueron elevadas. Sin embargo, y pese a aplicar los

mismos o semejantes protocolos de criopreservación,
los resultados obtenidos posteriormente fueron consi-
derablemente inferiores. De hecho, las tasas de super-
vivencia fueron de tan sólo el 22-27% (6, 7), las tasas
de fecundación del 58% (7) y sólo en algunos casos
se obtuvieron nacidos vivos (6).

Más tarde se consiguió mejorar la tasa de supervi-
vencia tras la sustitución del DMSO por el 1,2-propa-
nediol (PrOH) (8, 9), y se  obtuvieron nacidos vivos
tras la criopreservación utilizando este crioprotector,
pese a que la tasa de poliploidías registrada fue muy
elevada.

La principal causa que determina la baja supervi-
vencia de los oocitos tras la congelación-descongela-
ción es la formación intracelular de cristales de hielo
que rompen las membranas celulares provocando la
lisis celular. Siendo que los oocitos humanos contie-
nen una elevada cantidad de agua intracelular, se re-
quiere de una adecuada deshidratación previamente a
la reducción de la temperatura. La formación de cris-
tales de hielo se ve reducida por la presencia de crio-
protectores en la solución de criopreservación, por el
periodo de exposición a los mismos así como por la
velocidad de congelación y de calentamiento (10). El
PROH y el DMSO actúan como crioprotectores per-
meables, pero la deshidratación previa del oocito sólo
se logra por la adición de sacarosa u otros azúcares
no permeables, al medio de congelación (11), dada su
naturaleza de crioprotector no permeable.

El aumento en la concentración de sacarosa en la
solución de criopreservación así como el tiempo de
exposición a la misma favorece la deshidratación y
por tanto evita la formación de cristales de hielo (12).
La elevada concentración de solutos utilizada así co-
mo el tiempo de exposición prolongado a los mismos
puede resultar dañino para los oocitos (13). Así pues,

oocytes that are stored and subsequently thawed for transfer.  The aim of this review is to compare
the slow cooling procedures with vitrification.

The two most important parameters which determine the success of the cryopreservation procedure
are the way that cells reach the osmotic equilibrium and the cooling rate.  Slow-rate freezing proto-
cols result in ice crystal formation during cooling and warming.  Vitrification combines ultra-rapid
cooling rates with high cryoprotectant concentrations that completely eliminate ice formation during
cooling and warming procedures.  The most important drawbacks of this technique are the need to
achieve more rapid cooling rates and to determine the maximum cryoprotectant non toxic concentra-
tion for the cell.  Although survival rate after thawing depends on cell type, chronobiology and
embryo transfer quality, the success of the vitrification technique can be observed.  The number of
pregnancies and healthy births after cryopreserved oocyte transfer shows that vitrification is a sim-
ple, fast and safer procedure and that it could be the technique of choice for clinical cryopreserva-
tion. 
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en los procedimientos de congelación se persigue al-
canzar un equilibrio entre estos factores (toxicidad,
formación de cristales de hielo y cambios osmóticos).   

Los daños provocados sobre los oocitos criopre-
servados, tales como la desestabilización de la placa
metafásica en la unión de los cromosomas a los mi-
crofilamentos previa a la expulsión del segundo cor-
púsculo polar (14-19), la alteración de la migración
de los pronúcleos y de la citocinesis (20), los daños
en la zona pelúcida (9, 21, 22) y la liberación prema-
tura de los gránulos corticales (19, 20, 23, 24), son
los responsables de la baja tasa de supervivencia oo-
citaria registrada, tanto en los primeros protocolos de
congelación aplicados, como en los más recientes.

Las alteraciones observadas en la placa metafásica
se recuperan tras incubar los oocitos a 37º C durante
un periodo de tiempo suficiente (25-27). Sin embar-
go, los daños sobre la zona pelúcida así como la libe-
ración prematura de los gránulos corticales son irre-
versibles y determinan en gran medida las bajas tasas
de fecundación obtenidas por FIV (20). Es por ello
que mediante la eliminación de la zona pelúcida (28)
o su perforación (29), se consigue mejorar la tasa de
fecundación, aunque no en los casos en que la expul-
sión de los gránulos corticales ya se había producido.

Los anteriores problemas que afectaban al resultado
de la fecundación in vitro convencional se resolvie-
ron finalmente por la aplicación de la ICSI. De hecho
las tasas de fecundación y de división obtenidas tras
la fecundación por ICSI de oocitos criopreservados
fue superior a la obtenida por fecundación convencio-
nal (2, 3). En 1997, Porcu y cols., (30) obtuvieron el
primer nacimiento de individuos vivos tras la criopre-
servación de oocitos humanos y su posterior fecunda-
ción por ICSI, pese a las bajas tasas de supervivencia
(33%) y de fecundación (50%) obtenidas. Tales resul-
tados fueron posteriormente mejorados, de hecho
Fabbri et al. (2001) obtuvieron una tasa de fecunda-
ción del 58%, de división del 91% de los que el 74%
fueron clasificados como de buena calidad, tras ICSI
sobre oocitos criopreservados. 

Estos resultados indican que, al menos en la espe-
cie humana, la aplicación de la ICSI permite obviar
muchos de los problemas que genera la congelación
de oocitos (31-33). Aún así, las tasas de nacidos (res-
pecto a los oocitos congelados) logradas con los pro-
cedimientos de congelación lenta convencionales si-
guen siendo muy bajas (<1%-2%) (34-36), excepto
cuando se utilizan ovocitos de donante (6-10%) (37).

En los pocos estudios publicados en los que se ha
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Tabla 1
Resultados obtenidos tras la fecundación por ICSI de ovocitos humanos congelados.

1 Utilizan ovocitos MII de donante.
2 Utilizan ovocitos MII envejecidos de paciente (1) y de donante (2).
3 Evaluada sobre los ovocitos congelados.
SV: Supervivencia. TF: Tasa de fecundación. SM: Segmentación. BL: Blastocisto in vitro. NV: nacidos vivos.

Autores Protocolo congelación
descongelación SV TF SM BL NV3

Gook y cols., 1995 (2) Lenta (1,2-propanediol)-rápida - 50% 100% 29-53% -

Tucker y cols., 19962 (32) Lenta (1,2-propanediol y 1) 55% 1) 41% - - 2) 0%
sacarosa) 2) 25% 2) 65%

Porcu y cols., 1997 (30) Lenta-rápida 33% 50% 50% - 25%

Tucker y cols., 1998 (34) Lenta-rápida - 67% - - <1%

Fabbri y cols., 1998 (4) Lenta (1,2-propanediol y 60% - - - -
sacarosa)-rápida

Porcu y cols., 1998 (35) Lenta-rápida 56% 63% 90% - <1%

Porcu y cols., 1999 (85) Lenta- rápida 54% 57% 91% - <1%

Fabbri y cols., 2001 (12) Lenta (1,2-propanediol y 53-82% 57% of 91% - -
sacarosa)-rápida thawed

Quintans y cols., 2002 (36) Lenta-rápida 63% 59% - - -

Fosas y cols., 20031 (37) Lenta (1,2-propanediol y
sacarosa)-rápida 90% 73% - - 6%

Wu y cols., 2001 (38) Ultrarrápida 59% - - 5% -
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utilizado la congelación ultrarrápida, basada en la uti-
lización de elevadas concentraciones de crioprotecto-
res y la inmersión directa en nitrógeno líquido, esta
técnica no ha supuesto mejora alguna en los resulta-
dos, tanto en humana como en el resto de animales
domésticos. En el caso de ovocitos humanos inmadu-
ros, se han logrado tasas de supervivencia de tan sólo
el 59% y desarrollo a blastocisto del 5% (38).

El estadio madurativo más adecuado para la crio-
preservación sería el de ovocito preovulatorio metafa-
se II. Hwu y cols., (39) demostraron que aunque el
material nuclear del ovocito estaría mas protegido en
estadio de profase I, el cultivo in vitro posterior dis-
minuiría considerablemente la eficiencia reproducti-
va. Por otra parte, las células de la granulosa no ejer-
cen un efecto protector en el proceso de
criopreservación ya que dificultan la difusión de los
crioprotectores al interior del ovocito. La criopreser-
vación de ovocitos metafase II decumulados presenta
unos resultados superiores a los de la criopreserva-
ción de ovocitos con cúmulo (34, 40).

Gook y cols., (41) observaron que los ovocitos
que se criopreservaban con tasas de enfriamiento rá-
pidas mantienen la integridad de los gránulos cortica-
les y del uso mitótico. Se realizaron cariotipos de em-
briones procedentes de ovocitos criopreservados
observándose que el porcentaje de anomalías cromo-
sómicas era similar al de los ovocitos no criopreser-
vados y que los ovocitos humanos criopreservados
pueden fecundarse normalmente y cultivarse hasta el
estadio de blastocisto en expansión (42).

En cuanto a la eficiencia reproductiva, Boldt y
cols., (43) obtienen porcentajes de gestación con crio-
preservación de ovocitos similares a los obtenidos pa-
ra embriones congelados. Estos mismos autores indi-
can que el porcentaje de degeneración ovocitaria tras
la microinyección de ovocitos criopreservados dismi-
nuye cuando los ovocitos se incuban un mínimo de 3
horas. Este tiempo de incubación podría estar relacio-
nado con el tiempo necesario para que el uso mitótico
se estabilice tras la descongelación. 

VITRIFICACIÓN DE OVOCITOS

Aunque la mayoría de embarazos a término se han
obtenido a partir de oocitos criopreservados por pro-
cedimientos de congelación lenta, ya que sólo recien-
temente se ha ensayado la vitrificación de oocitos, los
resultados obtenidos hasta ahora con ésta nueva téc-
nica indican que puede utilizarse con éxito (obtención
de nacidos vivos) para la criopreservación de ovoci-
tos tanto animales (44,45) como humanos (1, 46).

La vitrificación es un procedimiento de criopre-
servación caracterizado por la elevada concentración
de crioprotectores y la elevada velocidad de enfria-
miento, que evita la formación de cristales de hielo
intracelulares. 

Ya en 1985, se vitrificaron embriones de ratón
(47), cuyo éxito se demostró ocho años más tarde
(48). En 1996, Martino y cols., (49) demostraron que
los ovocitos de vacuno vitrificados eran capaces de
desarrollarse hasta el estadio de blastocisto. En 1997,
se vitrificaron con éxito embriones tempranos de va-
cuno (45). En el ámbito de la Reproducción Asistida,
en 1999 y 2000 se obtuvieron gestaciones y naci-
mientos a término tras la vitrificación de oocitos hu-
manos (46, 50, 51). A partir de este momento, el nú-
mero de publicaciones referidas a la vitrificación de
oocitos y embriones humanos no ha dejado de crecer. 

La solución de vitrificación inicialmente utilizada
para la vitrificación de embriones de ratón (47) resul-
taba excesivamente tóxica. Para reducir este proble-
ma, dichos autores preequilibraron los embriones a 4º
C sometiéndolos a una secuencia de soluciones de
crioprotectores de concentraciones crecientes antes
de ser sumergidos en nitrógeno líquido, proceso que
duraba unos 50-60 minutos (47, 52).

Las elevadas concentraciones de crioprotectores
(47, 53, 54) también suponían fuertes choques osmó-
ticos, si su adición y su dilución se realizaban en un
solo paso. Se convirtió pues en una necesidad la for-
mulación de soluciones de vitrificación menos tóxi-
cas (48, 55, 56), contrarrestando los efectos de las
elevadas concentraciones de crioprotectores por la
adición de sustancias no permeables (56-61), la re-
ducción del tiempo de exposición a los crioprotecto-
res, o su concentración final. También se ha ensayado
la utilización de soportes que permitan la vitrificación
en microvolúmenes, con lo que se incrementa la velo-
cidad de enfriamiento del material biológico
(Electromicroscope Grids, Cryoloops, Open Pulled
Straws, Closed Pulled Straws, Hemi-straws) y que, en
ciertos casos, incluso permiten reducir la concentra-
ción de crioprotectores. En estos sistemas, el contacto
directo de las muestras con el nitrógeno líquido las
expone a posibles contaminaciones víricas (62). Para
evitarlo se utilizan para su almacenamiento crioviales
que aíslan los ovocitos del resto de muestras, o bien
se sellan antes de introducirlas en el banco (Closed
Pulled Straws). Tales modificaciones han permitido la
vitrificación con éxito de embriones y de oocitos tan-
to humanos (46, 51, 55, 63-68) como de especies do-
mésticas (57, 59, 60, 69, 70-74). 

Con la aplicación de distintos protocolos de vitri-
ficación de ovocitos de animales domésticos, se han
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logrado tasas de supervivencia más uniformes (55-
99%) que las obtenidas tras la congelación (ver tablas
2 y 3) y, tasas de nacidos vivos tras FIV (<1%-25%)
superiores a las obtenidas por congelación (ver tablas
2 y 3). Tales resultados han conducido a la aplicación
de tales protocolos (o similares) sobre ovocitos hu-
manos (ver tabla 4). Es más, las tasas de nacidos (res-
pecto a las de vitrificados) obtenidas con ovocitos de
pacientes (2-6%), aunque todavía inferiores a las ob-
tenidas con ovocitos de animales domésticos (<1%-
25%; ver tabla 3), son superiores a las obtenidas en
humana por congelación lenta de este tipo de ovoci-

tos (<1%-2%), y próximas a las de congelación de
ovocitos de donante (6-10%) (37).

ANOMALÍAS CROMOSÓMICAS DETERMI-
NADAS POR LA CRIOPRESERVACIÓN.

En general las alteraciones más importantes
determinadas por la criopreservación de ovocitos
humanos son la baja eficiencia reproductiva y el
riesgo de aneuploidias. La baja eficiencia repro-
ductiva viene determinada por bajos porcentajes
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Tabla 2
Resultados de congelación de ovocitos de animales domésticos.

*Evaluado sobre divididos.
1 Sobre congelados.
SV: Supervivencia. TF: Tasa de fecundación. SM: Segmentación. BL: Blastocisto in vitro. NV: nacidos vivos.

Autores Especie Protocolo SV TF SM BL NV1
congelación

Al-Hasani y cols., 1986 (86) Conejo-MI Lenta 5-29% FIV - - -

Chuong y Coulam, 1986 (87) Hamster-MII Lenta 52-64% 75% - - <1%

Al -Hasani y cols., 1989 (88) Conejo-MII Lenta 32% FIV: 74% - - 18% imp.
2% nacidos

Carroll y cols., 1989 (89) Ratón-MII Lenta - FIV: 63% 46% 75% -

Carroll y cols., 1990 (29) Ratón-MII Lenta - 49% - - -

Nakagata, 1990 (90) Rata-MII Lenta 65% IA: 61% 30% 19 (M+B) -

Schroeder y cols., 1990 (91) Ratón-MII/GV Lenta MII: 84% IA MII: 17% MII: 18% -
GV:69% GV: 9% GV: 0%

Tobback y cols., 1991 (92) Hamster-mMII Lenta 94% - - - -

Karlsson y cols., 1996 (93) Ratón-MII Lenta 82% - 65% 50% -

Frydman y cols., 1997 (94) Ratón-GV Lenta 90% - - - -

Kubota y cols., 1998 (95) VacunoMII/GV Lenta 47-84% FIV 58-60% - -

Lim y cols., 1999 (96) Vacuno-MII Lenta 62-86% - 33-54% - -

Asada y Fukui, 2000 (97) Vacuno-GV Lenta - - 16-23% 4% -

Luvoni y Pellizzari, 2000 (98) Gato-MII/GV Lenta - - MII: 39% - -
GV: 7%

Stachecki y cols., 2000 (99) Ratón-MII Lenta 99-100% FIV - 46-60% -

Stachecki y cols., 2002 (100) Ratón-MII Lenta 98% FIV - 84% 73% imp.

48% fet.
14%

nacidos

Nakagata, 1990 (90) Ratón-MII Rápida 77-91% FIV 71-83% - 31-43%*

Lewin y cols., 1990 (101) Hamster-MII Rápida 82% - - - -

Van der Elst y cols., 1993 (102) Ratón-GV Rápida 78% - - - -

Van der Elst y cols., 1993 (102) Ratón-MII Rápida 78% IA 59% 44% -

Isachenko y Nayudu, 1999 (103) Ratón-GV Rápida >80% - - - -
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Tabla 3
Resultados de la vitrificación de ovocitos de animales domésticos.

SV: Supervivencia. TF: Tasa de fecundación. SM: Segmentación. BL: Blastocisto in vitro. NV: nacidos vivos

Autores Especie Protocolo Soporte Dilución SV TF SM BL NV
vitrificación

Kono y cols Ratón-MII 1) Glicerol+ 1) 83% FIV: 69-78% 25%
1991 (104) - - sacarosa 2)75% 80-87%

2) Sacarosa 

Shaw y cols Ratón-MII - - - - - - 55% -
1991 (105)

Shaw y cols Ratón-MII - - - - - - 32% -
1992 (106)

Arav, 1993 (107) Vacuno-VG 40% PEG+ - - - 37% - - -
0.25M trehalosa+
4% BSA

Fuku y cols Vacuno-MII/VG 2M DMSO+ 1M acetamida+ - 1 paso/3 pasos - - MII5 0%
1995 (108) 3M propanediol+ 10% FC 7%

(<20’’) GV:0%

Bos-Mikich y cols Ratón-MII 6M DMSO - - - PA/FIV: - - 68-80%
1995 (109) 85% imp

38-49%
fet

Hochi y cols Caballo-VG 1paso/2pasos - - - - - - -
1996 (74) 1) 20% EG (10/20’)

VS: 40% EG+18%
Ficoll+ 0.3M sacarosa)

O’Neil y cols Ratón-MII Varios pasos - pajuela 1M sacarosa 60-95% 80-91% - 73-55% -
1997 (110) VS: 6M DMSO+ 

1 mg/ml PEG/sin
PEG

Vatja y cols Vacuno-MII - OPS - - - - 25% -
1998 (45)

Otoi y cols Vacuno-MII A)1 paso/3 pasos pajuela 1)0,5M sac A) - A) 40%EG -
1998 (44) VS: 30% EG+0.35M 1/5/10 min 3 pasos> 3 pasos y 5

sacarosa 2) 1 paso >1 paso 0,5M
B) VS: 20/30/40/50%3) B) sac
EG+ 0.35M sacarosa 40/50% 10%

>20/30%

Bautista y cols Ratón-MII 1 paso/2 pasos 5/10:1M - - - - -
1998 (111) VS: 7M EG sacarosa

Dhali y cols Búfalo-VG 1)2.25M EG+1.7M DMSO+ pajuela 0,5M savarosa 1:85% - - - -
2000 (112) 2.78M sacarosa+0.165M (5) 2:98%

piruvato sódico+ 0.2% 
BSA (1/3’)
2) 4.5M EG+3.4M DMSO+ 
5.56M sacarosa+0.33M 
piruvato sódico+ 0.4% BSA 
4) 2’ en vapor de nitrógeno

Lane y cols Vacuno - - - - - - 41% -
1999 (65)



de supervivencia, fecundación y desarrollo em-
brionario (75). Las alteraciones cromosómicas
tras la descongelación se deberían a aneuploidias
por no disyunción de los cromosomas y/o separa-
ción prematura de las cromátides (37, 75, 76).
Los cromosomas más implicados en estas aneu-
ploidías serian: 15, 18, 19, 22, 21 y X (77-79).

En la mayor parte de las especies animales el daño
mecánico producido por los cristales de hielo dismi-
nuye la supervivencia y la capacidad de desarrollo
posterior del ovocito (49, 80-82). El enfriamiento de
ovocitos MII resulta en una despolimerización del
huso meiótico en el ratón (14, 25), vacuno (83) y hu-
mano (17, 84), aunque la intensidad del daño celular
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Dinnyés y cols Vacuno-MII 1) 4% EG-20%FBS SSV 0.3M trealosa 79-85% PA:79% PA:52- PA:8% -
2000 (113) (12-15’) 39ºC (3’) 39ºC 86% 63 FIV: 15

2)35% EG+5% PVP+ FIV:81- FIV:58- %
0.4M trehalose-20%FBS 85% 62%
(25-30’’)

Lane y Gardner Ratón-MII - Nylon - - 70% - 67% 88% imp
2001 (114) 57%fet

Park y cols Ratón-MII 1)1.5MEG-10% EG 1.0, 0.5, 0.25, 89% FIV:78 84% 59% -
2001 (115) FBS (2.5’) 0.125 M

2)5.5MEG+1.0M sacarosa (2.5’)
sacarosa-10% FBS+
taxol (20’’)

De la Peña y cols Ratón-MII 1)2MEG (2-5’)/ pajuela 1M savarosa 91%/87 FIV 84%/8370%73 -
2001 (116) 0.15-0.3M rafinosa (5-5’) (10) -91% -86% -75%

2)6MEG+0.3M raffinose-
10% FCS (0.5’)/(0.5-2’)

Matsumoto y cols Vacuno-VG 1) 40% EG+ 18% Ficoll+ 0.3 Nylon 0,5M (1) 94-97% FIV 10-13% 0%
2001 (117) M sacarosa (30-50’’) mesh 0,25M (1) EG:84 13% EG:7%

EG 0,125M (1)
sacarosa

Mavrides y Morrol Vacuno-MII - cryoloop - 91% ICSI 16% - -
2002 (118)

Maclellan y cols Caballo-MII 1)5% DMSO+5% EG (30’’) Nylon 0,25,0,188 73% IA - 12% 8%
2002 (119) 2)10% DMSO+10% EG (30’’)cryoloo 0,125M vesículas

3)20% DMSO+20%EG+ p(0,5- sacarosa emb a
10 mg/ml ficoll+0.65M 0,7mm) (38ºC) (30) día 16

de gest.

Vieira y cols Vacuno-VG 1)10% EG+10% DMSO+ OPS 0,26 M 99% FIV 46-49% 4-6% <1%
2002 (120) 20% EMS (30’’) sacarosa (5)

20% EG + 20% DMSO+ 0,16 M
0.5 M sacarosa+20%EMS (25”)sacarosa (5)

Begin y cols Caprino-MII 1)TCM-199H-20%GS SSV 0,3 trealosa 3 77% PA 57% 0% -
2003 (121) 2)4% EG (12-15’) 34ºC

3)35% EG+5% PVP+0.4
trehalose 34ºC (30’’)
1)TCM-199H-20%GS Cryoloop 0,25 M 92% PA 58% 0% -
2)10% EG+10% DMSO sacarosa 2-5
(2-3’) 34ºC 38,5ºC
3)20%EG+20%DMSO+ 0,125 M
0.65 M sacarosa (45’’) sacarosa

38,5ºC

Tabla 3
Continuación



varía según las especies. Se ha demostrado también
en ratón y conejo que algunos crioprotectores (DM-
SO) alteran la organización de los microtúbulos (82).

Las alteraciones del huso meiótico de los ovocitos
de ratón pueden ser reversibles tras incubación a 37º
C (14, 25), pero se han observado daños irreversibles
en ovocitos humanos y bovinos (17, 83). Este daño se
manifiesta en dispersiones de los cromosomas que re-
sultan en anomalías cromosómicas tras la fecunda-
ción tales como aneuploidias y poliploidias (17, 83). 

Los ovocitos humanos son menos sensibles que los
bovinos a los daños por chilling (daños en sistemas en-
zimáticos que se producen por enfriamiento a tempera-
turas sobre cero), ya que la despolimerizacion del huso
que ocasiona (entre otros efectos), ocurre después de
que hayan sido enfriados a 0º C durante 3-4 minutos
(84). En el ganado vacuno esta despolimerización ocu-
rre cuando se enfrían a 4º C solamente un minuto (83). 

CONCLUSIONES  

La vitrificación es una técnica de criopreservación
que permite eliminar completamente los cristales de

hielo intracelular, lo que determina que la mayor par-
te de las células mantengan su integridad. Esta baja
tasa de lisis celular se traduce en un aumento brusco
de las tasas de supervivencia y desarrollo in vitro. 

Se trata también de una técnica rápida, segura, efi-
caz y menos costosa, con una gran versatilidad  que
permite modificar tanto el número de pasos de adi-
ción de crioprotector como la concentración de crio-
protector, el tiempo de exposición y los contenedores
empleados.

Los elevados porcentajes de supervivencia obteni-
dos en ovocitos humanos vitrificados, unido a las ele-
vadas tasas de fecundación y desarrollo in vitro hasta
el estadio de blastocisto, y en definitiva, los cada vez
mejores resultados en términos de nacidos vivos sa-
nos hacen de la vitrificación la técnica de elección
para la criopreservación de ovocitos humanos.
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Tabla 4
Resultados de la vitrificación de ovocitos humanos.

SV: Supervivencia. TF: Tasa de fecundación. SM: Segmentación. BL: Blastocisto in vitro. NV: nacidos vivos.

Autores Protocolo vitrificación Soporte Dilución SV TF SM BL NV

Hong y col 1)1.5M EG (5’) EG 1.0M, 0.5M, 0.25M y 86% 71% 93% 36% -
1999 (122) 2) 5.5M EG + 1.0M sacarosa (20”) 0.125 M sacarosa (2.5’)

Kuleshova y col 1) 1.8M EG + 10mg/ml HSA (40”) OPS 65% - - - 6%
1999 (46) 2) 3.6M EG + 10 mg/ml HAS (30”)

3) 7.2M EG + 0.6 M sacarosa + 
10mg/ml HAS (60”)

Chen y col 1) 1.5M EG (5’) Straws 1.0M, 0.5M, 0.25M y 94% 59% 80% 0 -
2000 (123) 2) 5.5M EG + 1.0M sacarosa (60”) 0.125 M sacarosa (2.5’)

Yoon y col 1)1.5M EG + 10%FBS (2.5’) EG 1.0M, 0.5M, 0.25M y 69% 72% - - 2%
2003 (51) 2) 5.5M EG + 1.0M sacarosa + M sacarosa, (2,5)

10%FBS (20”)

Liebermann y 1)PBS-20% SSS Tª amb. 10’ H-S - 85% - - - -
Tucker, 2002 (13) 2)10% EG+10% DMSO+ Cryoloop 81%

1mg PEG (60’’)
3)20% EG+20% DMSO+1mg
PEG + 10 mg Ficoll (20’’)

Liebermann y col a) 3.6M EG + 2.8M  DMSO + Cryoloop - 81% - - - -
2003 (124) 0.4M sacarosa + 20% synthetic 

serum substrate.
b) 3.6M EG + 2.8M  DMSO +
0.65M sacarosa + 1% PEG +
10% Ficoll + 20% synthetic serum
substrate
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