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R e s u m e n

El objetivo de este estudio es comparar el porcentaje de embara zo de tra n s fe rencias de embriones en
f resco y en vitri fi c a d o s .

Se realizó un análisis re t ro s p e c t ivo de las tasas de embara zo desde que empezamos a realizar vitri fi-
cación de embriones en la clínica Ginemed, especializada en rep roducción humana asistida.

Se compara ron las tasas de embara zo de los ciclos en fresco realizados en la clínica desde enero de
2007 hasta sep t i e m b re de 2008 con las tasas obtenidas en tra n s fe rencias de vitri ficados de aquellos
e m b riones que no habían dado embara zo en fresco. 

La tasa de embara zo en tra n s fe rencias en fresco fue del  49,8% de 1279 ciclos realizados. Tras la vi-
t ri ficación de los embriones sobrante de estos ciclos, se re a l i z a ron 184 ciclos de vitri ficados consi-
guiendo una tasa de embara zo del 41%.

No se observa ron dife rencias signifi c at ivas en tra n s fe rencias en función de la calidad de embri o n e s
en frescos y en vitri ficados (1 bueno: 37,5% frente 38%, 2 buenos: 55% frente 47%, 3 buenos: 57%
f rente a 51% re s p e c t iva m e n t e ) .

Tampoco encontramos dife rencias con respecto a la tasa en función de la edad de las pacientes en
f resco y vitri fi c a d o s .

En conclusión, la vitri ficación es una técnica que nos permite conservar los embriones sobrantes de
c i clos de rep roducción asistida manteniendo intacta la funcionalidad de embriones. Nos permite can-
celar ciclos por ri e s go de hipere s t i mulación o por mala calidad endometrial sin comprometer la cali-
dad embri o n a ria y las tasas de embara zo .

Pa l ab ras cl ave : Po rcentaje de embara zo. Vi t ri ficación. Wa rm i n g. Edad mat e rna. Calidad
e m b ri o n a ri a
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I N T RO D U C C I Ó N

La conservación de embriones desempeña un pa-
pel muy importa en la rep roducción humana asistida.
El proceso de estimulación ov á rica se intenta optimi-
zar al máximo, pro c u rando obtener un número sufi-
ciente de embriones donde seleccionar los de mejor
calidad para tra n s fe rir y el resto poder congelar para
un segundo intento. De esta fo rma conseguimos au-
mentar la tasa acumu l at iva de embara zo re d u c i e n d o
la exposición a go n a d o t ropinas (1,2).

Existen dos técnicas básicas utilizadas para la
c ri o c o n s e rvación de embriones: congelación lenta y
v i t ri ficación. La congelación lenta induce daños celu-
l a res, alteración del metabolismo y descenso de la
v i abilidad (3).

La vitri ficación es un método de cri o p re s e rva c i ó n
en el que se enfrían las soluciones a altas ve l o c i d a d e s
p a ra solidifi c a rlas sin fo rmar cristales de hielo, esto
minimiza los inconvenientes de la congelación lenta.
El enfriamiento se realiza en un solo paso a una ve l o-
cidad de -23.000ºC/min (4). Nosotros utilizamos la
técnica del cryotop. Esta técnica reduce el choque os-
mótico, la toxicidad del cri o p rotector y los daños cau-
sados por el enfriamiento, al tiempo que aumenta el
ra n go de superv ivencia y la tasa de embara zo (5,6).

El objetivo de nu e s t ro estudio es comparar las ta-
sas de embara zo en pacientes sometidos a ciclos de

rep roducción asistida en tra n s fe rencias en fresco y en
v i t ri fi c a d o s .

M ATERIAL Y MÉTO D O

El estudio ha sido realizado en la Clínica Ginemed
en Sevilla, España. Todos los ciclos fueron ciclos de
ICSI. La técnica de Vi t ri ficación se introdujo a fi n a l e s
de 2006 aceptándose como única técnica de cri o c o n-
s e rvación de embriones desde enero de 2007. Entre
e n e ro de 2007 y sep t i e m b re de 2008 se re a l i z a ron un
total de 1279 ciclos  con tra n s fe rencias en fresco. En
715 de ellos vitri ficamos al menos 1 embrión, re a l i-
zándose un total de 184 ciclos de tra n s fe rencias con
e m b riones vitri ficados hasta este peri o d o .

Se incl u ye ron todos los ciclos en los que hubo
e m b riones para tra n s fe rir en fresco. En tra n s fe re n c i a s
de vitri ficados, incluimos todas aquellas en las que
h abía habido tra n s fe rencia en fresco y no habían que-
dado embarazadas. La media de edad en tra n s fe re n c i a
en fresco y en vitri ficados fue similar (34,8 frente a
35,5 años re s p e c t iva m e n t e ) .

Los ciclos de ICSI se re a l i z a ron en protocolo lar-
go tras un mes de reposo ov á rico con anticoncep t ivo s .
Pa ra la supresión se ha usado análogos de la GnRH
( a G n R H ) , n a fa relina (Synarel(®) comenzando en el
Día 14º de anticoncep t ivos en una dosis de 200 mg

S u m m a ry

The object of this study is a comparison between the rates of preg n a n cy proceeding from a tra n s fe r
with fresh embryos and vitri fied embryos. 

The inve s t i gation was made as a re t ro s p e c t ive analysis about the success rates since we choose to re a-
l i ze the embryo vitri fi c ation in the Ginemed Clinic, specialized in assisted human rep ro d u c t i o n .

The comparison was made between the preg n a n cy rates proceeding from a fresh embryos cy cle fro m
Ja nu a ry 2007 to September 2008 and the preg n a n cy rates proceeding from tra n s fe rs re a l i zed with vi-
t ri fi c ated embryos, wh i ch didn’t give befo re a positive preg n a n cy result by their employment as fre s h
e m b ryo s .

We obtained significant results: the preg n a n cy rate (PR) in cy cle by employing fresh embryos wa s
49.8% in about 1279 re a l i zed tra n s fe r. After the vitri fi c ation of remaining embryos of this cy cl e, it wa s
re a l i zed 184 cy cle of embryo vitri fi c ation getting a 41% as PR re s u l t .

It wa s n ’t observed significant diffe rences by employment in tra n s fer of good quality fresh and vitri fi e d
e m b ryos (1 good: 37.5% ve rsus 38%, 2 good: 55% ve rsus 47%, 3 good: 57% as opposite to 51% re s-
p e c t ive ly). It was any diffe rences, as well, respect to the PR based on the Age of the patients by tra n s-
fer with fresh and vitri fied embryos. 

As conclusion of this study can be affi rmed that vitri fi c ation is a technique that allows to conserve the
l e f t over embryos maintaining their functionally intact at the same time. Thus we can delay tra n s fe r
without jeopardizing the embryonic quality and the PR.

Key wo rd s : P reg n a n cy rat e. Vi t ri fi c ation. Wa rm i n g. Mat e rnal age. Embryo quality



dos veces al día, manteniéndolo hasta el día de la
H C G. Según los niveles séricos de FSH, LH y estra-
diol y en función de la edad de la paciente y análisis
por ecografía se fijan las dosis de estimulación ov á ri-
ca. Nosotros utilizamos el protocolo “Combo” con
h o rmona folículo estimulante (FSH) (Gonal-F®) y
go n a d o t ropina menopáusica humana, HMG (HMG
L é p o ri(®) en dosis entre 150UI a 300UI. La adminis-
t ración de estos se individualiza de acuerdo al contro l
e c ogr á fico del ciclo. El cri t e rio para la administra c i ó n
de la hormona go n a d o t r ó fica humana (1000 UI HCG)
(HCG Lep o ri(®) es la presencia de al menos dos fo l í-
culos de 18 mm. de diámetro. La administración de
aGnRH y FSH/HMG se suspende le día de la admi-
n i s t ración de la HCG. Las punciones se re a l i z a ron a
las 36 horas de la administración de la hCG por vía
vaginal ecog u i a d a .

Las mu e s t ras de semen usadas para ICSI se prep a ra-
ron por gradiente de densidad en capas de 0,3 a 1 mL
de 40% y de 0,3 a 1 mL de 80% de Sperm Gra d
( Vi t ro l i fe(®) y Ham F-10 (Gibco) con gentamicina a
1100 rpm durante 20 minutos. Realizando después un
l avado con Quinn´s(®) Sperm Washing Médium (Sage )
y otro con Quinn´s Adva n t age(®) Fe rt i l i z ation (HTF)
U n ive rsal Médium (Sage) a 1500 rpm 5 minu t o s .

La micro i nyección se realizó entre las 3 y 6 hora s
de la captación ovo c i t a ria descrita en detalle por
S valander et at . ( 7 )

P reviamente el cúmulo fue eliminado con HYA S E
1 0 ( Vi t ro l i fe(®) en Quinn´s Adva n t age ( ® )
Fe rt i l i z ation (HTF) Unive rsal Médium (Sage) en mi-
c rogotas de 25 µL, ahí se dejaban unos segundos y fi-
nalmente pasando repetidas veces por micro p i p e t a s
e s t i radas de distintos diámentros en Quinn´s
A dva n t age(®) Fe rt i l i z ation (HTF) Unive rsal Médium
( S age). La fecundación se evaluó a las 16-20 hora s .

A los 2 ó 3 días de la punción se realizó la tra n s fe-
rencia de un máximo de los 3 embriones de mejor ca-
l i d a d. El tratamiento con proge s t e rona (Proge ffi k ( r ) )
se mantiene igual hasta el día de la B-hCG (dos se-
manas) y si ésta es positiva se mantiene hasta el ter-
cer mes de embara zo .

La vitr i ficación se realizó con la técnica de
C ryotop (8). Los embriones fueron vitri ficados en día
+2,+3 ó +5 en función del día que se realizó la tra n s-
fe rencia en fresco. Se intro d u j e ron en una solución
e s t ab i l i z a d o ra (15% de etilenglicol y dimetilsulfóxi-
do) durante 7 minutos pasando después a la solución
de vitri ficación (15% de etilenglicol, 15% de dimetil-
sulfóxido y sucrosa) donde permanecen menos de 1
m i nuto antes de ser cargados en el cryotop con el mí-
nimo volumen y sumergi rlos en nitrógeno líquido.

Los embriones se desvitri fi c a ron mediante un ca-
lentamiento rápido (12.000 ºC/min) en Th aw i n g
Solution con 1 µl de sucrosa a 37ºC durante menos de
1 minuto. Po s t e ri o rmente se equilibra ron en Dyluent
Solution con 0.5 µl de sucrosa durante 3 minutos a
t e m p e rat u ra ambiente. Finalmente se pusieron en me-
dio de cultivo Quinn´s Adva n t age(®) Cleavage
Médium o Quinn´s Adva n t age(®) Blastocyst Médium
(en función del día de la congelación) hasta la hora
de la tra n s fe rencia al día siguiente o en caso de bl a s-
tocistos durante al menos 4 horas en el incubador al
6% de CO2 a 37ºC.

El análisis estadístico se obtuvo aplicando con-
t raste de hipótesis de igualdad de pro p o rción pobl a-
cional con un nivel de significación <0.05 con el soft-
wa re comercial SigmaStat 3.1.

R E S U LTA D O S

Se tra n s fi ri e ron un total de 3896 embriones. La
media de embriones tra n s fe ridos en fresco fue de
2.64 por ciclo frente a los 2.46 embriones tra n s fe ri-
dos en ciclos de vitri fi c a d o s .

La tasa de superv ivencia de los embriones vitri fi-
cados fue del 91%, la mayoría con  todas las bl a s t ó-
m e ras intactas, de los cuales el 76 % evo l u c i o n a ro n
desde la desvitri ficación hasta el momento de la
t ra n s fe re n c i a .

El porcentaje de embara zo en frescos y en vitri fi-
cados no mostró dife rencias signifi c at ivas en función
de la calidad de los embriones (Tabla 2) ni por la
edad de las pacientes (Tabla 3). En cambio, si encon-
t ramos dife rencias en función de los endometri o s
( Tabla 4 y Tabla 5).

D I S C U S I Ó N

La vitri ficación pro p o rciona una superv ive n c i a ,
evolución y tasa de embara zo superior a la obtenida
con la congelación lenta (9), hechos que nos hiciero n
d e c i d i rnos para cambiar a esta técnica.

La vitri ficación es una técnica re l at ivamente nu eva
y es necesario observar el efecto que puede provo c a r
en los niños nacidos tras aplicar esta técnica. Un estu-
dio de Takahashi et al. (10) comparó los re s u l t a d o s
p e ri n atales de tra n s fe rencia de vitri ficados y de fre s-
cos y no encontró dife rencias signifi c at ivas en la edad
gestacional, peso al nacer o defectos congénitos; aun-
que no por ello haya que dejar de seguir inve s t i ga n d o .

En nu e s t ro estudio hemos comparado las tasas de
e m b a ra zo evo l u t ivos que conseguimos durante los
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años 2007-2008 sin seleccionar y las compara m o s
con aquellas que obtuvimos con los embriones que
v i t ri ficamos de esos ciclos y ap o rt a ron un re s u l t a d o
n egat ivo en fresco. Observamos que el  porcentaje de
e m b a ra zo es similar en fresco y en vitri ficado (tabl a
1). Este estudio compara ciclos en fresco sin seleccio-
nar con embriones que no han sido seleccionados pa-
ra ser tra n s fe ridos en fresco y han sido vitri fi c a d o s .
Por tanto estos embriones considerados “no tan bu e-
nos” deberían dar una tasa menor de embara zo si hu-
b i e ran sido tra n s fe ridos en fresco y aún más baja al
h aber sufrido el proceso de vitri ficación/ wa rm i n g.
Sin embargo esto no se observa, lo que nos hace pen-
s a r, dado que la funcionalidad del embrión tras la
d e s v i t ri ficación permanece intacta, que la tasa lige ra-
mente infe rior de embara zos en vitri ficados se puede
d eber únicamente a la calidad de esos embri o n e s .

Si nos fijamos más y tratamos de encontrar dife-
rencias signifi c at ivas vemos que no las encontra m o s
ni siquiera cuando dife renciamos por calidad embri o-
n a ria (tabla 2) o por edad (tabla 3). Estos datos re a fi r-
man que la funcionalidad del embrión tras la desvitri-
ficación permanece intacta.

Cuando comparamos el porcentaje de embara zo
en freso relacionándolo con la medida del endometri o
vemos que por debajo de 9 mm se reduce (tabla 4),
h e cho que concuerda con los datos ap o rtados por De
G eyter (11). Si además queremos observar el efe c t o
de la calidad de los embriones tra n s fe ridos (tabla 5)
c o m p robamos que juega un papel decisivo tra n s fe ri r
e m b riones de buena calidad independientemente del
e n d o m e t rio. Es posible que una buena calidad em-
b ri o n a ria sea capaz de compensar un pobre endome-
t rio (1). Con respecto al endometrio en tra n s fe re n c i a
de embriones vitri ficados no podemos sacar concl u-
siones debido al bajo tamaño mu e s t ral. En nu e s t ro es-
tudio el porcentaje de vitri ficados tra n s fe ridos con
e n d o m e t rios <9 es muy bajo lo que nos impide poder
va l o ra rlos corre c t a m e n t e.

En conclusión, la vitri ficación es una técnica mu y
útil, que reduce los daños que produce la conge l a c i ó n
lenta y aumenta la tasa de superv ivencia, evolución y
e m b a ra zo hasta tal punto que nos permite equipara r-
las a los ciclos en fresco. Esto rep resenta una ex c e-
lente altern at iva para pacientes que tienen pro b ab i l i-
dad de padecer síndrome de hipere s t i mu l a c i ó n
ov á rica pues pueden vitri ficar sus embriones para ser
t ra n s fe ridos más adelante sin que ello suponga un
descenso de posibilidades que quedar embara z a d a s .

La vitri ficación rep resenta una excelente altern at i-
va para pacientes que decidan mantener el resto de
e m b riones o no realicen tra n s fe rencia en fresco, para
tener una segunda oportunidad de realizar una tra n s-
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Tabla 1
Tasas de embarazos en transferencias en fresco frente a

transferencias en vitrificado

Frescos Vitrificados p
2007-2008 49.70% 41% 0.064

Tabla 2
Tasas de embarazos en fresco vs vitrificado según el numero

de embriones de buena calidad transferidos

Frescos Vitrificados p
0 26% 8% N.V*
1 37.5% 38% 0.8
2 55% 47% 0.18
3 57% 51% 0.23

*N.V no valorable por bajo tamaño muestral

Tabla 3
Tasas de embara zo según la edad de las pacientes (sin ovo d ó n )

Frescos Vitrificados p
≤30 58.4% 45.5% 0.19
>30 Y ≤ 38 53.3% 42.8% 0.17
>38 15.8% 25%* N.V*

*N.V no valorable por bajo tamaño muestral

Tabla 4
Tasas de embarazo en función de la medida de los

endometrios el día de la transferencia

Frescos Vitrificados p

<9 45.8% 44% 0.8
�9 51.7% 41.4% 0.03*

Tabla 5
Tasas de embarazo en función de la medida del endometrio

y calidad embrionaria

Frescos Vitrificados

Endom. Al menos 0 buenos Al menos 0 buenos
1 bueno 1 bueno

<9 41% 23% 42% 33%
≥9 57% 28% 43% 30%
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fe rencia  embriones vitri ficados sin que ello suponga
un descenso de la calidad de dichos embri o n e s .
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