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RESUM

La con,,elac16 d'embrions es una eina imprescindible avui en dia en tots els programes de

fecundaci6 in vitro, a causa del nombre d'oocits i embrions que s'obtenen percicle de tractament.

El protocol mes utilitzat es el que congela embrions en 1'estadi de pronucli, de dues cel•lules

i de quatre cel•lules i que fa servir el propilenglicol i la sacarosa coin a crioprotectors.

Es revisen els diferents protocols descrits en la literatura i s'analitzen les causes per les quals

s6n mes o menys eficacos.

SUMMARY

Human embryo freezing was started in 1981 in Australia by the team of Trouson and

colaborators, because of the high number of embryos obtained in IVF with superovulation

induction treatments.

There are different cryopreservation methods depending on the cryoprotectant used for

freezing zygotes (pronuclear stage) or cleaved embryos:

- Dimethylsulfoxide (DMSO) is used for blastocysts with slow freezing and rapid thawing.

- Glicerol is used for blastocysts with slow freezing and rapid thawing.

-Propandiol (PROH) is used for pronuclear as well as 2, 4 and 8 cell stages with slow freezing

and rapid thawing.

- The ultrarapid freezing is performed with DMSO and the freezing and thawing are rapid.

The embryo survival rates achieved are 50-70% depending on the method used and the quality

of the frozen embryos.
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INTRODUCCIO

Fou I'any 1981 que cis australians Alan

Trounson i elsseuscol • laboradors vancomencar

elsestudis sobre congelac16d'enibrions humans

a causa de I'exces d'embrions que s'obtenia en

els cicles de fecundac16 in vitro, degut a la
introduccio dels tractaments hormonals

estimuladors de l ' ovulaci6. Aquests estudis es
basaven en I'experiencia d'aquest equip en la

congelaci6 d'embrions bovins.

Aviat arribaren a la conclusi6 que el millor

crioprotector era el dimetilsulfoxid (DMSO) i

que els millors resultats s'obtenien congelant

embrions en Ilurs primers estadis de desenvo-

lupament ( 4-8cel•lules ). La congelaci6 esfeia

lentament , 1 tambe la descongelacio. De tota

manera, no fou fins al 1983 que aconseguiren

el primer embaras huma, que es va perdre a les

vint-i-quatre setmanes de gestaci6.

PRINCIPIS CRIOBIOLOGICS

Quan Ies ccl•Iules o els teixits son sotmesos

a baixades dc temperatura per sota del

punt de congelaci6 del medi que les envolta,

succeeixen un elevat nombre d'esdeveniments

biologics i fisico-quimics.

El descens de temperatura per se to un clar

efecte en la coordinac16 de la bioquimica de la

cel•Iula, atcs que la majoria de les reaccions

enzimatiques propies de la cel-luIa cs fan mes

lentes o desapareixen. Si continua baixant la

temperatura, la solubi l itat dels gasos augmenta,

i aquest augment to un paper important en la

destrucci6 de Ies cel•lules durant el proces de

congelaci6/descongeI ac i6.

El punt de congelaci6 de la majoria de Ies

solucions crioprotectores se situa entre -3 "C i

-4 "C encara que rarament es congelen a

aquestes temperatures cn abscnc is de nucleac16,

perque es produeix invariablement el fenomen

dc supercoolin,'. Wittingham,I'any 1977(2 I

demostra que , per obtenir resultats en els

processos de congelaci6, era vital evitar cis

fenomens de supercooling. El mi tode mes
eficac per evitar aquest fenomen era induir la
formacib del gel, (o see(fing) d'una manera

manual , be introduint un cristall de gel del medi

de congelaci6 en la mostra , be tocant la mostra

amb unes pincer metal • liques refredades en
nitrogen liquid , quan la temperatura arribava a

-7 "C.

El punt eutectic del clorur sodic se situa a

-21.5 "C. Just abans d'arribar a aquest punt, la

congelaci6 del clorur sodic es maxima i

comen4a lacristal • litzacibde les salsde l'aigua.

Els punts eutectics d'altres sals, components

habituals dell medic de cultic, se situen entre

-10 "C i -17 "C. Les cel-lules son facilment

destru*fdes en el rang de temperatura que

compren des del punt de congelaci6 de la

soluciofinsa-30"C/-40"C. Lcscel-Iuless6n

sotmeses a unes altes variacions de la pressi6

osmotica causa de la t ansformacio de l'aigua

en gel . Les sals augmenten la sevaconcentrac16

de tal manera que es converteixen en toxiques

per a la cel-lula , i son les causants dc la seva

destrucci6. Elscrioprotectorsafegitsalsmedis

de congelaci6 , s6n, en part , els responsables

d'equilibrar Ies concentracions de les sals del

medi, 1 d'aquesta manera eviten els efectes

toxics per a la cel•lula.

D'altra Banda, la velocitat de congelaci6 i

descongelacio d'alguns composts quimics no

toxics poden protegir la eel - lula de la destrucci6

associada it la congelaci6/descongelacio. Tots

els metodes de congelaci6 tenon molten comptc

la velocitat a laqual Ies ccl•lules passen aquesta

zona critica entire el punt de congelaci6 i

('eutectic, tant durant la congelaci6 corn en la
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descongelac16: si la velocitat de descens de la

temperatura es molt rapida, no s'evitara la

1'ormaci6 de gel intracellular i si es molt lenta

la cel•lula es deshidratara massa, a causa dels

canvis en la press16 osmotica 1 la cel•lula es

colapsara o es veura sotmesa durant massa

temps als efectes toxics de les altes concen-

tracions de sals.

CRIOPROTECTORS

Es poden utilitzar diversos crioprotectors

en la congclac16 d'embrions humans. Els

crioprotectors son composts quimics que no

ban d'rsser toxics per a la cel•lula o el teixit que

ha d'csser criopreservat I que afegits en

quint itats molars poden protegir-los dell efectes

nocius de la congelaci6-descongelaci6.

Encara que cl lnetarnol cs altamet toxic per

al cos huma, es un excellent crioprotector dels

embrions humans. El problema resideix en

line, per sota de -35')C. si la temperatura con-

tinua haixant lentament, el metanol deixa

d' actuar com it crioprotector i a les seves alter

concenl acions CS Converteixen en toxiques.

Aixo es podria evitar controlant la velocitat a la

goal es congela i son els comites cientitics i les

autoritats Ics que prohibeixen el seu us. Una

au a rao que fa desaconsellable el seu us com

a crioprotector cs la seva capacitat d'induir

amh facilitat fenomens de partenogenesi.

El glicerol es un bon crioprotector per a

embrions i no es toxic per a les cel•lules en les

concentracions en les quals s'utilitza. L'unic

prohlcmacsquet avessalamemhranacel•lular

molt lentament. D'aquesta mancra, quart

s'inclou 0 s'exclou de la cel•lula, triga tant de

temps quc de vegades la cel•Iula no suporta

I'estres osmotic al qual es veu sotmesa.

El dimetilsulfr).xid (DMSO) travessa

rapidament les membranes cel•lulars, I evita

d'aquesta manera l'estres osmotic.

L'1,2-propanodiol o PROH travessa les

membranes cel•lulars mes rapidament que el

DMSO, 1 aquesta es una de les raons per les

quals s'ha convertit en el crioprotector mes

utilitzat peralacongelac16d'embrionshumans.

Els quatre crioprotectors esmentats son molt

solubles en aigua, i a mes posseeixen la propictat

d'alterar la seva estructura trencant els punts

d'hidrogen, 1, alhora, son capacos de formar

ponts d'hidrogen amb Ilurs mol•lecules.

CONGELACIO D'EMBRIONS

HUMANS

En general, els metodes utilitzats en la

congelacio d'embrions humans, segueixen,

quasi al pen de la lletra, cls metodes utilitzats en

la congelacio d'embrions d'altres mamifers.

(3,22).

Actualment hi ha quatre protocols de

congelacio d'embrions humans descrits en la

literatura.

a) Descrit per Trounson i Mohr el 1983

(17), s ' utilitzacom acrioprotectorel DMSO en

una concentrac16 d'1,5 M. El crioprotector

s'inclou en I'emhrio d'una manera esglaonada

a temperatura ambient. La congelacio es fa

lentament. El seeding es realitza a -7 °C 1 la

temperatura continua baixant lentament (03

('C / min) fins a-8 "C. despres. els embrions son

submergits directament en nitrogen liquid. La

descongelac16 es fa lentament i esglaonadament

desde-80"C(a 10"C/min) tins a4"C. El

DMSO s'cxtreu de I'embrio poc a poc 1

s'equilibra lentament fins a 37 "C.

Amb aquest protocol, els millors resultats

s'obtenen congelant embrions en estadi de 4-8
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cellules. Els primers infants nascuts en el mon

fruit de la congelacio d'embrions, ho varen ser

amb aquest protocol (6, 17, 23). Avui dia es

continua utilitzant aquest protocol de

congelacio encara que els resultats han estat

ampliament superats pel protocol frances i

tenint en compte que, d'altra Banda, es tracta

d'un protocol llarg i costos de desenvolupar.

h) Descrit per Cohen i coll. el 1983; corn

a crioprotector s'utilitza el gicerol al 8 c/r.

Nomess'utilitzaperalacongelac16deblast6cits

a temperatura ambient. La congelacio es fa

lentament, real itzantcl seeding a-7 "C i seguint

molt lentament (0,3 "C / min) el descens de

temperaturatinsa-36"C. Despres, lesmostres

son submergides en nitrogen liquid. La

descongelacio es fa rapidament passant de

nitrogen liquid a un bany a 30')C, fins que es

desta el gel. El glicerol s'extreu a poc a poc del

blastocit a temperatura ambient.

Els millors resultats amb aquest protocol,

quant a la taxa de supervivencia i d'embaras,

s'aconsegueixen congelant blast6cits que

comencen a expandir-se o que estan

completament expandits (5).

Aquest protocol ha estat abandonat, ja que

tan sols el 25 % dels embrions obtinguts en el

laboratori arriben a 1'estadi del blastocit

expandit. Detotamanera, s' ha derecordarque

la taxa de supervivencia d'aquest protocol se

situa al voltant del 80 %, i que les possibilitats

d'implantacio d'un blastocit congelat/

descongelat son molt superiors a les de

transferencia de 3 embrions del cicle inicial de

fecundaci6n in vitro (4).

() Descrit per Lasalle i coll. el 1985.

Conegut coin el « metode frances>>. Corn a

crioprotector s'utilitza 1' 1,2-propanodiol

(1,5 M) que s'afegeix a I'embri6 en un so] pas

a temperatura ambient, i la sacarosa (0,1 M)

que s'afegeix tan sots al medi de congelaci6.

La congelacio es fa lentament. El seeding

s'indueix automaticament a -7 "C i despres la

temperatura baixa lentament (0,3 °C / min), fins

a -30 °C; despres, els embrions son submergits

directament en nitrogen liquid. Despres la
descongelaci6 es fa rapidament; del nitrogen

liquid es passa a temperatura ambient durant

40 segons i despres a un bany a 30'C durant 40

segons mes. El crioprotector s'extreu de

l'embr16 a poc a poc a temperatura ambient i a
tots els medis de descongelaci6 se'ls afegeix

unaconccntraci60,2 M de sacarosa. La func16

de la sacarosa, tant durant la congelaci6 coin

durant la descongelaci6, es ajudar l'embri6 a la

seva deshidrataci6: en la congelaci6, per faci-

litar I'expulsi6 de 1'aigua i la inclusi6 del

crioprotector, i durant la descongelaci6 facilita

el proces invers. Els niillors resultats amb

aquest protocol s'aconsegueixen congelant

embrionsenpronuclis,(2PN)2i4cclluIcs. La

taxa mes alta de supervivencia (70 '7e)

s'aconsegueix en I'estadi de 2PN i, quan

s'utilitzaperacongelarembrions jadividits,es

recomana que els blastbmers tinguin nucli

(13).

Aquest protocol es mes senzill i rapid de fer

servir que els anteriorment descrits, i tambe

s6n niillors els resultats quant a la taxa de

supervivenciaiembaras(2). Peraquestsmotius,

actualment, es el protocol mes utilitzat pels

equips que treballen en fecundac16 in vitro en

tot el m6n.

(1) Metode ultrarapid de congelaci6 descrit

per Trounson el 1988. L'avantatge d'aquest

protocol cs que no cs necessaria la utilitzac16

dels sofisticats congeladors imprescindibles

en els metodes anteriorment descrits. El

protocol inicialment proposat per Trounson

obtenia inunillorables resultats quant a la taxa

de supervivencia i implantaci6 en el ratoli, pero

en traslladar-lo al model huma, encara que es
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mantenien excel-lents resultats en la taxa de

supervivencia dels embrions , es van obtenir

moltpoquesgestacions. Recentment(7), altres

autors han publicat modificacions d'aquest

metodeamblesquals lestaxes desupervivencia

i embaras son totalment comparables a les

obtingudes pel metode frances (19). Aquestes

modificacions consisteixen en un augment de

la concentracio de DMSO fins a 4,5 M i de la

de sacarosa fins a0,3 M. El medi decongelacio

esmansea4 "Cdurant 12 -24horesielsembrions

s'afegeixen directament a aquest medi durant

3 minuts a 0 C. Despres son submergits

directament en nitrogen liquid. La descon-

gelacio es fa rapidament submergint els

embrions en un bany a 37 C. El crioprotector

s'extreu en un sol pas a temperatura ambient

amb una concentracio 0.3M de sacarosa. Amb

aquestes modificacions s'han aconseguit fins

al moment 9 embarassos , perO) cal continuarels

estudis per comprovarrealment la sevaeficacia.

SUPERVIVENCIA EMBRIONARIA

Es considera queunembrio sobreviu intacte

el proces de congelacio/descongelacio quan

tots els blastomers queden intactes despres del

proces. Es denomina parcialment intacte quan

al menys el 50 % dels seus blastomers

sobreviuen at proces. Fins que Veiga i coll.

( 20) publicaren un article sobre un embaras

aconseguit amb un embrio congelat en el qual

solament un dels seus blastomers havia

sobreviscut despres de la congelacio , nomes es

transferien els embrions en els quals almenys

el 50 17c de Ilurs blastomers romanien intactes

despres del proces . S' ha detenirencompteque

Ies cellulesdelsembrions humans fins a 1'estadi

de 8 cel•lules son totipotents , i per aixo cada

blastomer es capa4 de desenvolupar - se per ell

mateix i donar lloc a un embaras a terme amb

un fetus totalment normal. Des d'aquest

moment es recomana la transferencia de tots

elsembrionsquetinguinalmenysunblastomer

intacte post/descongelacio , ja que existeixen

possibilitats reals que s ' implanti encara que

aquestes siguin menors que les dun embrio

intacte. En el cas dels blastocits , es considera

que sobreviuen el proces quan hi ha una

reexpansio del blastocel amb poc temps de

cultiu in vitro, quan hi ha una total absencia de

cel•lules necrotiques i quan la morfologia ge-

neral es adequada.

Amb el pas dels anys els resultats que s'han

obtingut amb la congelacio dell embrions

humans no han estat tan bons com es podia

esperar . S'ha intentat trobar la causa d ' aquest

fenomen analitzant diversos parametres en

l' estadi en que han estat congelats els embrions,

llur ritme de divisio i llur morfologia. No s'ha

trobat relacio entre els parametres estudiats i la

taxa de supervivencia o d'embaras.

El fenomen tampoc no es pot atribuir als

metodes de congelacio , jaque no han variat des

dels seus inicis. Per tot aixo , sembla que la

causa resideix en la introduccio de nous

tractaments estimuladors de l'ovulacio dins

dels cicles de FIV. En un estudi realitzat per

Calderon i coll. (2) sobre 800 embrions

descongelats es van trobar diferencies

significatives en la taxa de supervivencia dels

embrions que provenien de cicles estimulats

amb citrat de clomife i gonadotropines enfront

dels que provenien de cicles amb analegs de Ia

GnRH . Pel que fa a la taxa d'embaras dels

embrions que provenien dels cicles tractats

amb citrat de clomife, aquesta era bastant mes

elevada que la que s' obtenia amb embrions que

provenien de cicles tractats amb analegs. La

introduccio dels analegs de la GnRH per a

estimulacio ovarica en els cicles de fecundacio
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in vitro signilica obtenir una hiperestimulacio
ovarica, i per Cant sobtenen en cada cicle de
tractament un nombre molt elevat d'obcits, la
qualitat dels quals no es sempre l'adequada.
Aixb es tradueix en una pitjor qualitat
embrionaria i, per tant, en una mcnor taxa de
supervivencia despres de la congelaci6/
descongelaci6 (14).

Recentment, Cohen i col-1. hall publicaturia

serie curta de casos on es posy de manifest que

cis embrions que provenen de cicles tractats

amb agonistes de la GnRH posseeixen un

metahol isme mes rapid que altres, i pertant han

d'esser congelats entre les 20 1 24 bores post-

inseminacio. D'aquesta manera les taxes de

supervivencia augmenten coil siderablement.

Caldria estudiar series mes liargues per a poder

a conclusions definitives.

D'altra Banda, Toner i col•l. (16) 1 Fugger 1

coll. (10) acaben de publicar llurs resultats en

congelaci6 d'embrions humans, i no troben

diferencies significatives en les taxes do

supervivencia dels embrions que provenen de

cicles tractats amb analegs de la GnRH o amb

citrat de clomife 1 HMG; nomcs troben

diferencies en les taxes de fecundacio, per)

corn queel nombre d'oocitses mes gran, tambe

augmenta la posibilitat de congelar algun

embr16 i, pertant, la taxa acumulada d'embrions

augmenta significativament. Tantbe troben

diferencies signi 1 icatives en les taxes d'embaras

multiple en transferir 2 o 3 embrions

descongelats enfront de la transferencia en

fresc del mateix nombre d'embrions.

En el que si que estan d'acord la majoria
dell equips que han presentat els seus resultats
sobre congelacio d'embrions es que les taxes
d'embaras en el cicle de criotranslcrencia son
exactament les mateixes pet mateix nombre
d'embrions transferits en el cicie en fresc.

Aquesta es la prova delinitiva que els metodes

de congelacio anteriorment descrits son

completament valids i hail decontinuaressent

utilitzats pels equips que treballen en FIV.
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