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INTRODUCCIÓN

La congelación embrionaria tiene por objeto conservar los embriones sobrantes de
un tratamiento de reproducción asistida tras la transferencia embrionaria, o bien todos
los embriones obtenidos en el laboratorio en caso de que dicha transferencia no se
pueda llevar a cabo.

Estos embriones se conservan y almacenan congelados en tanques adecuados que
contienen nitrógeno líquido (-196 ºC). Su descongelación posterior permite la trans-
ferencia en un momento distinto del ciclo en el que se produjeron los embriones.

La legislación española establece la obligatoriedad de criopreservar todos los embrio-
nes viables sobrantes procedentes de un ciclo de reproducción asistida. Además, se
establece que los centros de Reproducción Asistida deberán estar dotados de los
medios humanos y materiales, así como de los recursos técnicos adecuados y de un
seguro obligatorio para los bancos de preembriones. 

Tanto la congelación de preembriones como los destinos posibles de los preembrio-
nes congelados, están regulados en la Ley 14/2006 del 26 de mayo, sobre técnicas
de reproducción humana asistida. 

Se debe tener tanto el material como el equipo humano y técnico adecuado, así como
las infraestructuras necesarias para la realización de la congelación embrionaria. (ver
Guidelines ASEBIR), (Real Decreto nº 413/1996 del 1 de marzo).

En el caso de donación de embriones también se debe contemplar, como en la dona-
ción de gametos, que los progenitores hayan sido estudiados para diversas enferme-
dades infecciosas transmisibles (RD 412/1996, Artículo 4), y en el caso de ser nece-
saria una segunda prueba, mantener los embriones congelados en contenedores de
cuarentena.
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Atendiendo a la seguridad del almacenamiento de las muestras biológicas, y en este caso
concreto de embriones, hay que tener en cuenta que hay diversos estudios que muestran
que no se tienen evidencias de contaminación cruzada en los tanques de congelación(1)

de embriones o semen. Sin embargo, hay otros autores que han descrito el aislamiento de
virus en el nitrógeno líquido(2). Por todo ello, se debe realizar la congelación de los embrio-
nes en viales o pajuelas que vayan herméticamente cerradas (alta seguridad biológica)(3,4),
ya que hay peligro de rotura de pajuelas o criotubos que podrían contaminar el tanque(5).
Por lo tanto, es aconsejable realizar una labor de limpieza y revisión anual de los tanques
al igual que sería conveniente poder disponer de diversos bancos: para semen, para embrio-
nes, para las muestras de cuarentena, y otro para aquellas muestras infectadas.

Respecto al tiempo que pueden permanecer congelados los embriones antes de ser transfe-
ridos al útero con éxito, en España la ley 14/2006, del 26 de mayo establece : “… por un plazo
equivalente a la vida fértil de la mujer con el objeto de que se le puedan transferir en intentos
posteriores.” Existen escasos estudios en los que se evalúe la viabilidad embrionaria tras lar-
gos periodos de criopreservación, ya que la congelación de embriones humanos se realiza
desde hace algo más de veinte años. Aun así, existe un caso donde se descongelaron unos
embriones, después de llevar 12 años congelados, que produjeron un embarazo gemelar(6). 

Los resultados que se obtienen después de transferir los embriones descongelados, aun-
que van a depender de un conjunto de características, se puede hablar en términos gene-
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FIV-ICSI aspectos embriológicos

Se deben realizar estudios sistemáticos de enfermedades infecciosas 
transmisibles (VIH, hepatitis B y C, sífilis, etc.) a todos los pacientes RSAA
y donantes cuyos embriones puedan ser congelados, por si éstos 
son susceptibles de ser posteriormente donados a otras parejas.

En todos los centros que realicen FIV-ICSI debe contarse con un programa 
de congelación embrionaria. RSAA

Se recomienda disponer de un contenedor de nitrógeno líquido de 
cuarentena para almacenar los embriones procedentes de progenitores o RSAA
donantes con sospecha de portar alguna enfermedad infecciosa transmisible.

Para evitar posibles contaminaciones cruzadas en el interior de los 
criobancos, los embriones deben ser congelados en pajuelas o viales C
herméticamente cerrados. 

Se recomienda disponer de varios tanques criogénicos para distribuir los 
distintos tipos de muestras a congelar y almacenar. RSAA
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rales de que la congelación/descongelación embrionaria hace que las tasas globales de
embarazo (acumuladas) en un programa de FIV, aumenten aproximadamente entre un 1-
10%(7). La Federación Francesa de embriólogos clínicos publicó los resultados de un
periodo de nueve años, donde se trabajó con 102.821 embriones congelados. La super-
vivencia a la descongelación fue de un 55%. Encontraron más variabilidad con los con-
geladores programables, ya que a un 68% de los embriones que sobrevivieron a la des-
congelación se les realizó el seeding manual (con un 15% de embarazo por transferencia)
frente a un 42% en el caso de seeding automático (con un 9% de embarazo por transfe-
rencia). También concluyen que la congelación embrionaria no tiene efectos adversos
sobre la tasa de anomalías en el nacimiento (1,8%)(8). Resultado que comparten los fine-
ses, quienes a pesar de transferir un solo embrión, aseguran que la existencia de un buen
programa de congelación embrionaria ayuda a que la tasa de embarazo sea muy acep-
table con menor riesgo de embarazo múltiple(9).

Las criotransferencias se pueden realizar tanto en ciclos naturales como en ciclos artificiales o
sustituidos, en los que se utilizan hormonas para la preparación del endometrio (estrógenos y
gestágenos con o sin análogos). Estudiando grupos comparables en edad, historia clínica,
número de ovocitos recuperados y otros parámetros, se vio que los resultados en cuanto a tasa
de embarazo con embriones descongelados en ciclos naturales y artificiales, son similares(10,11).

CONGELACIÓN DE ZIGOTOS

En cuanto a los aspectos técnicos y biofísicos de la congelación celular, ésta requiere pre-
viamente deshidratar la célula lo máximo posible, con el fin de evitar durante el proceso,
la formación de cristales de hielo en su interior. Para conseguirlo se utilizan sustancias
crioprotectoras que van sustituyendo al agua que sale de la célula por el crioprotector que
entra, produciendo el llamado efecto soluto. Estos agentes crioprotectores denominados
permeables son el 1,2-propanodiol (PROH), el dimetilsulfóxido (DMSO) y el glicerol. Nor-
malmente se suelen utilizar conjuntamente con otros crioprotectores no permeables, como
la sacarosa, que actúa ejerciendo un efecto hiperosmolar(12). Para intentar que no se for-
men cristales de hielo intracelulares se procede a la inducción de la formación de hielo en
el medio circundante (nucleación) en un lugar alejado de las células o embriones, proceso
conocido como seeding. Por último, se suele añadir albúmina al medio de congelación,
para evitar que la zona pelúcida se endurezca en el proceso de la congelación(13).
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Congelación embrionaria

Los mejores resultados referidos a supervivencia embrionaria, tasa de 
embarazo e implantación, tras la descongelación de embriones C
congelados, se obtiene utilizando congeladores biológicos 
con seeding manual. 
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Inicialmente se usó el DMSO y la sacarosa en los protocolos de congelación de embrio-
nes, sobre todo en animales y también en humanos, pero fue sustituido por el PROH por-
que daba mejores resultados(14). También el protocolo de congelación embrionaria en
estadio de zigoto está bien definido y se basa en el formulado por Lasalle y Testart(15,16),
el cual consiste en una congelación lenta con PROH y sacarosa como agentes criopro-
tectores.

Teniendo en cuenta que los agentes crioprotectores son sustancias tóxicas, conviene que el
proceso de congelación se ajuste al máximo a los tiempos indicados en los protocolos e ins-
trucciones de los medios comerciales en su caso. Se debe disponer de todo el material nece-
sario antes de comenzar con el primer paso de la congelación, así como haber registrado y
localizado la futura ubicación de los zigotos en el banco. Durante el procedimiento de conge-
lación cabe destacar la importancia de las temperaturas, de atemperar los medios sin cale-
factarlos y de ajustar al máximo los tiempos de cada paso. Sería conveniente no congelar zigo-
tos/embriones de muchas pacientes a la vez porque se podría producir un decalaje de tiempos
entre unos y otros, lo que conllevaría a un perjuicio de los propios embriones. El procedimiento
de carga de los embriones consiste en dejar el medio que contiene los zigotos entre dos bur-
bujas de aire que están flanqueadas a su vez por medio. Se debe ser cuidadoso al cargarlo y
en el caso de congelar varias pajuelas a la vez, intentar que las distintas fases queden a una
altura aproximada para que en la realización del seeding manual se haga contacto en zonas
alejadas de los embriones. Por supuesto, también es conveniente que el material que se vaya
a usar para hacer el seeding se introduzca con suficiente antelación en nitrógeno líquido.

Los resultados en cuanto a la supervivencia en la descongelación de los zigotos pueden
variar entre el 60-80% y las tasas de embarazo entre un 15-30% según los distintos tra-
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Los zigotos deben congelarse con una velocidad lenta y 
utilizando como crioprotectores 1,2-propanodiol (PROH) y sacarosa. C

El proceso de congelación debe realizarse ajustando al máximo 
los tiempos, las temperaturas, los materiales y los medios de congelación. RSAA

Sería conveniente no congelar zigotos/embriones de muchas pacientes 
a la vez porque se podría producir un decalaje de tiempos entre unos RSAA
y otros, lo que conllevaría a un perjuicio de los propios embriones.
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bajos publicados(17-20). Incluso se habla de que los zigotos descongelados presentan el
mismo potencial implantatorio que en fresco. Ya en 1993, Veeck et al.(21), concluían que
de los 3.731 zigotos congelados de su estudio, sobrevivían el 68%, siendo la tasa de
embarazo del 29%.

Los trabajos publicados respecto a la posible influencia de la técnica de reproducción
asistida empleada, FIV convencional o microinyección intracitoplasmática de espermato-
zoides (ICSI), parecen indicar que los zigotos congelados procedentes de ICSI tienen una
tasa de supervivencia algo menor que los de FIV, y que su desarrollo y capacidad implan-
tatoria pueden verse afectados por la congelación(22,23). Sin embargo, la mayoría de tra-
bajos no encuentran diferencias en cuanto a la tasas de supervivencia o embarazo según
sean zigotos procedentes de FIV o de ICSI(24,25), aunque estos estudios han trabajado con
un menor número de embriones (< 3.000) en comparación al trabajo de Mandelbaum et
al. que trabajaron con 14.222 embriones.

CONGELACIÓN DE EMBRIONES EN ESTADIOS TEMPRANOS DE DESARROLLO

El protocolo de congelación para los embriones en estadios tempranos de desarrollo, es
decir, en estadio desde 2 hasta 8-10 células, es el mismo que el que utilizamos para embrio-
nes en estadio de zigoto(26). Además, se deben aplicar todas las consideraciones que se
han indicado en la congelación de zigotos en cuanto a la rigurosidad a la hora de aplicar
los tiempos y temperaturas, la colocación de los embriones en la pajuela, la realización
del seeding y la rapidez de ubicación de los embriones.

En este caso interviene un factor clave a la hora de valorar cómo puede funcionar la des-
congelación de embriones en desarrollo multicelular, y es la calidad del embrión la cual influye
decisivamente en la supervivencia(27). La congelación de embriones de peor calidad lleva a
tasas bajas de supervivencia y de implantación embrionarias(28). Es obvio que el proceso de
congelación celular no es un hecho natural al cual las células estén acostumbradas. Por
ello, a la hora de la descongelación de los embriones en estado multicelular hay que tener
en cuenta cómo es su supervivencia. Normalmente se producen pérdidas de blastómeras
respecto a las congeladas inicialmente. Sin embargo, parece existir una relación clara entre
la calidad del embrión una vez descongelado y el éxito de embarazo, de tal manera que las
criotransferencias realizadas con todos los embriones intactos, o al menos con uno de ellos
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Los embriones en estado multicelular de desarrollo se congelan 
según el mismo protocolo de congelación que los zigotos. C

01 serono 1-6 OK:Maquetación 1  8/3/07  09:52  Página 323



no dañado, tienen más probabilidad de producir embarazo que aquellas en las que los
embriones tienen lisadas parte de sus blastómeras(29-32). De alguna manera, cuanto más
sano o mejor sea un embrión (más calidad), más probabilidades tendrá de sobrevivir a la
descongelación embrionaria. Al margen estamos dejando otros factores que también influ-
yen: edad de la paciente, número de oocitos recogidos inicialmente, si hubo transferencia
previa o no en el ciclo en fresco, o la patología que subyace.

Está claro que los embriones con mucha fragmentación o con un desarrollo embrionario
lento o bloqueado se deben descartar debido a la baja tasa de supervivencia demostrada
después de la congelación. En el estudio de Karlstrom et al.(33), en el que realizaron 623
criotransferencias, observaron que la tasa de embarazo no se veía influenciada por el
estado de división embrionaria, pero sí que había una tendencia a una menor tasa de
embarazo cuando los embriones eran de peor calidad.

Otro hecho influyente en la descongelación de embriones multicelulares es el que se les
haya aplicado alguna técnica de eclosión asistida (assissted hatching). Los embriones
cuya zona pelúcida ha sido manipulada pierden más blastómeras al ser descongelados,
y los embriones que aparecen intactos después de la descongelación parecen tener el
mismo potencial implantatorio que los embriones en fresco(34).

Una manera de comprobar la viabilidad de los embriones tras la descongelación, es man-
tenerlos en el incubador 24 horas y así comprobar que se dividen y que, por lo tanto, son
evolutivos. 

CONGELACIÓN EN ESTADIO DE BLASTOCISTO

Los blastocistos son embriones preimplantatorios que han superado el punto crítico de
la activación genómica. Sólo entre el 40 y 60% de los embriones consiguen llegar a blas-
tocisto, por lo que el número de embriones a transferir y a congelar también se reduce.
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Se recomienda congelar sólo embriones de buena calidad. RSAA

La única forma de valorar si el embrión descongelado es evolutivo 
es dejarlo en incubación 24 horas y estudiar si sigue dividiéndose. RSAA
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En realidad, el cultivo y la congelación de blastocistos en los programas de FIV comen-
zaron a principios de los años 90 cuando fue posible obtener buenos blastocistos con los
cocultivos. Después hubo una pequeña transición y adaptación al uso de los medios de
cultivo secuenciales(35). La congelación en este estadio, tiene la dificultad teórica añadida
de la gran cantidad de líquido que contiene el blastocele, que en la práctica se traduce
en resultados muy variables tras descongelación. Desde el comienzo, la congelación de
blastocistos se ha realizado en glicerol con protocolos lentos de varios pasos para que
se produjera una buena difusión del crioprotector, ya que el número de células ha aumen-
tado y cambia con ello la relación superficie/volumen(36). Sin embargo, ya se emplean pro-
tocolos cortos o de dos pasos con glicerol y sacarosa con los mismos o mejores resulta-
dos, 42,9% vs 16,9% de embarazo clínico cuando se utiliza el protocolo corto vs largo(37).
En la serie presentada por Veeck et al., 2004(38), obtienen un 76,3% de supervivencia a la
descongelación de los 2259 blastocistos congelados/descongelados durante 3 años, con
un resultado de tasa de embarazo clínico del 59,2%, por lo que concluyen que los blas-
tocistos descongelados tienen un potencial implantatorio comparable a los embriones
transferidos en día +3.

Al igual que sucede con los estadios multicelulares, la calidad de los blastocistos que van
a ser congelados marcará el resultado que se obtendrá cuando éstos descongelen, es
decir, a mejor calidad de blastocistos (blastocistos de día 5 o 6, expandidos y con masa
celular interna de buena calidad morfológica(39)) mayor probabilidad de éxito(40). También
hay que añadir que es necesario dejar un tiempo de incubación de al menos 4 horas al
finalizar la descongelación, para dar tiempo a que el blastocisto se recupere.

Alternativamente, se han descrito buenos resultados, en el caso de congelación de blas-
tocistos, con la técnica de vitrificación, que consiste en un descenso ultrarrápido de tem-
peratura que “solidifica” el blastocisto(41-43).
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Los blastocistos se congelan según un programa de congelación lento, 
con seeding manual y utilizando como crioprotectores el glicerol C
y la sacarosa, aunque también pueden congelarse por vitrificación.

Sólo se deben congelar blastocistos de buena calidad, que se 
presenten expandidos y con buena masa celular interna. C

Los blastocistos que tras la descongelación muestran mejor tasa 
de supervivencia y de embarazo son los que han sido congelados en día C
+5 o día +6

Los blastocistos descongelados se deben dejar al menos 4 horas 
incubando antes del momento de la criotransferencia. RSAA
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Se puede hablar de una media de supervivencia en la descongelación de blastocistos de
un 80% y de unas tasas de embarazo entre el 20-50%(38,44,45). Tampoco se han visto
diferencias en los resultados de supervivencia y embarazos entre congelar los
blastocistos en día +5 o día +6(46), pero sí en día +7, cuyos resultados son peores(46).
En general, los resultados de la congelación embrionaria en estadio de células son, si no
mejores, sí más estables y reproducibles que los obtenidos en estadio de blastocisto, lo
cual puede estar influido porque la práctica de la congelación en células está mucho más
extendida.
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