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La Criobiologia és la branca de la biologia que estudia l’efecte de les baixes temperatures en 

les cèl·lules vives i teixits. La criopreservació té com a objectiu preservar la funcionalitat de 

les cèl·lules mitjançant la reducció de la temperatura per sota del punt on les reaccions 

químiques poden tenir lloc amb l’objectiu de mantenir la seva viabilitat  durant llargs 

períodes de temps. La supervivència i viabilitat cel·lular després del retorn a la normotèrmia 

dependran de nombrosos factors tant intrínsecs com extrínsecs que s’interrelacionen entre 

si.   

La criopreservació ha esdevingut una eina indispensable en les Tècniques de Reproducció 

Assistida (TRA) des que es va obtenir el primer embaràs i naixement a partir d’embrions 

humans congelats (Trounson and Mohr, 1983; Zeilmaker et al., 1984). Ràpidament es va 

estendre la tècnica arreu del mon ampliant la seva aplicació a diferents estadis embrionaris i 

també a oòcits assolint en la actualitat més d’un 25% del total de cicles de TRA (Nyboe 

Andersen et al., 2009). 

1.1. Antecedents històrics 

La criobiologia i les TRA han evolucionat en gran mesura de forma paral·lela durant els 

últims 60 anys. La criopreservació d’embrions humans és un procediment que es realitza 

amb èxit i de forma rutinària ara fa més de 20 anys. 

Alguns conceptes bàsics de la criopreservació ja es van establir a finals del segle XIX i 

principis del XX durant els quals es van estudiar els efectes de les baixes temperatures en 

plantes. Hans Molisch a la dècada de 1890 va estudiar l’efecte de la congelació en plantes 

amb ajuda d’un microscopi. Va arribar a concloure, com reflecteix una traducció recent del 

seu treball, que la composició i concentració de substàncies presents en el citoplasma 

cel·lular de les plantes determinava la supervivència/mort cel·lular després de la congelació 

i descongelació (Stout, 1982). En aquest sentit, la importància dels sucres en el procés de 

congelació/descongelació va sortir a la llum a principis del segle XX (Maximov, 1912). 

Durant els següents anys es va seguir estudiant el seu efecte en plantes i insectes, però van 

passar gairebé 50 anys fins que es va plantejar la possibilitat d’afegir alguna substància com 

a crioprotector per tal d’evitar el dany cel·lular. Va ser l’any 1949 quan es va aconseguir 

criopreservar amb èxit esperma d’au mitjançant la introducció de glicerol (Polge et al., 

1949). Pocs anys més tard es va demostrar com l’esperma de bou criopreservat a -79°C era 
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capaç de fecundar amb èxit oòcits mitjançant la inseminació artificial (Polge, 1952). Un any 

després es van reportar els primers embarassos en humans a partir d’esperma congelat 

(Bunge and Sherman, 1953). 

Aquests fets van suposar un gran impuls per a la comprensió dels efectes biològics durant 

la criopreservació i van donar lloc a una sèrie d’importants estudis en els anys posteriors. 

Així, es va aprofundir en els danys cel·lulars causats per la formació de gel intra i 

extracel·lular, la citotoxicitat dels diferents crioprotectors i els canvis cel·lulars induïts pels 

canvis osmòtics. No vas ser fins al 1965, quan la Society for Cryobiology va introduir per 

primer cop el terme “crioprotector”. 

En embrions, els primers èxits van arribar al 1972 quan es van obtenir els primers 

naixements a partir d’embrions de ratolí congelats (Whittingham et al., 1972) però van 

haver de passar més de 10 anys fins que es van reportar els primers embarassos en humans, 

a partir d’embrions congelats (Trounson and Mohr, 1983; Zeilmaker et al., 1984). Des 

d’aleshores la progressió de la tècnica de criopreservació arreu del món ha estat 

exponencial gràcies a la seva optimització i simplificació (Lassalle et al., 1985). 

Gairebé al mateix temps, a l’any 1986, es va obtenir el primer embaràs amb oòcits humans 

congelats (Chen, 1986) però, tot i la fita aconseguida, van haver de passar molts anys fins 

que s’establís un protocol prou reproduïble i fiable. Durant aquest temps, i malgrat resultats 

no del tot satisfactoris, la criopreservació d’oòcits ha estat una tècnica molt utilitzada 

principalment per grups italians a causa de les restriccions legislatives (Porcu et al., 1997).  

Totes aquestes fites van ser assolides gràcies a la tècnica de congelació lenta. Paral·lelament, 

i per tal  d’evitar la formació de gel i simplificar el procés es va reactivar l’interès per la 

tècnica de criopreservació coneguda com a vitrificació, que ja va ser descrita a finals del 

segle XIX (Tammann, 1898). Va ser el fundador de la criobiologia Basile J. Luyet, qui va 

descriure la possibilitat d’assolir un estat lliure de cristalls de gel amb efecte negatiu durant 

la congelació i descongelació, mitjançant la formació d’un sòlid amorf (vidre) (Luyet, 1937). 

La primera vitrificació en la que es va confirmar l’absència total de cristalls de gel va ser en 

la reproducció d’un experiment de Luyet l’any 1968 en eritròcits (Nei, 1976). 

Un esdeveniment important en la història de la vitrificació va tenir lloc a finals dels anys 70 

amb l’entrada en escena de Pierre Boutron que va ser capaç d’entendre el fenomen de la 

vitrificació i el paper dels crioprotectors (Boutron and Kaufmann, 1978). Gràcies als seus 

treballs, es va establir la relació existent entre la concentració de crioprotectors i les taxes de 
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refredament, posant de manifest el problema de la citotoxicitat quan s’utilitzen altes 

concentracions de crioprotector.  

Va ser Gregory M. Fahy qui, amb una sèrie de modificacions importants en les solucions de 

vitrificació, va fer possible que es reactivés l’interès en aquesta tècnica (Fahy et al., 1984) 

utilitzant diferents crioprotectors que permetien modificar el temps d’exposició. Finalment 

Fahy i col·laboradors varen vitrificar amb èxit embrions de ratolí escurçant el temps 

d’exposició a les solucions amb altes concentracions de crioprotector (Rall and Fahy, 1985). 

En els anys successius es van anar optimitzant els sistemes de vitrificació però no va ser 

fins a ben entrat al segle XXI que no es va arribar a obtenir protocols de vitrificació per la 

seva aplicació clínica rutinària tant en oòcits com en embrions humans. 

1.2. Conceptes bàsics de criobiologia 

Independentment de la metodologia utilitzada per la congelació, com a conseqüència del 

refredament, es produeixen una sèrie d’efectes deleteris en els gàmetes i embrions que 

poden comprometre’n la supervivència i viabilitat ja que durant la criopreservació les 

cèl·lules s’exposen a un gran estrès mecànic, tèrmic i químic. La integritat i funcionalitat 

cel·lular es pot veure compromesa tant durant el descens de la temperatura com durant el 

retorn a la normotèrmia.  

1.2.1 Refredament 

El procés de criopreservació es realitza en solucions aquoses en presència de diferents 

soluts. Durant el procés de congelació d’una solució, l’aigua cristal·litza en forma pura 

formant una xarxa tetraèdrica. Aquest fenomen té lloc quan la solució arriba a temperatures 

de -5-10°C. L’inici de la formació de gel es dóna de forma aleatòria en el medi extracel·lular 

a partir de determinats punts (nucleació), mentre que els soluts es van concentrant en la 

part de la solució que roman en estat líquid.  Mentre, les cèl·lules responen deshidratant-se 

per mantenir l’equilibri osmòtic en un ambient que es va tornant cada vegada més 

hipertònic. Si la velocitat de refredament és molt ràpida, les cèl·lules no tindrien temps de 

deshidratar-se i podria donar-se la formació de gel intracel·lular. Si per el contrari, la 

velocitat és massa lenta, l’excessiva deshidratació cel·lular podria produir un col·lapse i 
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impedir-ne la seva recuperació. Al mateix temps, els canvis en el volum cel·lular poden 

afectar la integritat dels orgànuls (McWilliams et al., 1995) i la membrana plasmàtica 

(Hotamisligil et al., 1996), pel que s’han de conèixer els límits de tolerància per evitar una 

deshidratació o hidratació excessives i predir l’adició i eliminació dels soluts.  

En un programa de refredament controlat, el gel que es forma en el medi extracel·lular 

avança fins que arriba un punt on la fase líquida assoleix un estat altament viscós adquirint 

el que es coneix com un estat de “quasi gel” (quasi-glassy state). A partir d’aquest punt es 

produeix la saturació dels soluts i la seva conseqüent precipitació. La concentració de soluts 

a la que pot arribar una solució abans de solidificar-se a una determinada temperatura es 

conegut com a punt  eutèctic de la solució (Grossmann and Santaló, 1991).  

1.2.2 Els crioprotectors  

Son substàncies utilitzades per modificar el comportament fisicoquímic de les solucions 

aquoses on es realitza la criopreservació, protegint les cèl·lules en front el dany potencial 

durant el refredament.  

Hi una gran varietat d’éssers vius entre els que trobem alguns insectes, peixos, amfibis i 

rèptils que produeixen aquestes substàncies en els seus organismes com a protecció en 

front de condicions ambientals extremes com les baixes temperatures i/o la deshidratació. 

Els insectes solen utilitzar sucres com a agents crioprotectors i les granotes de l’Àrtic 

utilitzen glucosa. Cal ressaltar el cas de les salamandres de l’Àrtic que sintetitzen glicerol en 

el fetge. 

Els crioprotectors son molècules hidrosolubles i de baixa toxicitat i el seu efecte és 

disminuir el punt eutèctic de les solucions. Això suposa assolir una concentració de soluts 

donada a una temperatura menor fent que la cèl·lula estigui més deshidratada i, per tant, 

sotmesa a un gradient osmòtic menor. Aquest efecte s’aconsegueix en disminuir la 

temperatura a la que es produeix la transició de l’aigua de estat líquid a sòlid, tot 

interactuant amb les molècules d’aigua, i reduint la capacitat de formar ponts d’hidrogen 

entre elles. També estableixen ponts d’hidrogen amb molècules biològiques desplaçant les 

molècules d’aigua i impedint que les proteïnes o el DNA perdin la seva estructura terciària, 

és a dir,  la seva estructura fisiològica nativa i per tant mantinguin la seva funcionalitat. 

Els crioprotectors es poden classificar en dos grups en funció de si són o no permeables a 

la membrana plasmàtica. 
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Permeables: 

El crioprotectors permeables, amb baix pes molecular, son capaços de travessar la 

membrana de les cèl·lules per dues vies: per simple difusió (forma passiva) i a través de 

canals situats en la bicapa lipídica (forma activa). La primera queda en un segon terme al ser 

altament depenent de la temperatura i amb baixa permeabilitat per els crioprotectors. El 

transport actiu es fa a través de canals (aquaporines), proteïnes de membrana plasmàtica 

que se n’expressen una gran varietat tant en oòcits com en embrions de mamífer (Edashige 

et al., 2006). La seva permeabilitat és alta i no depèn tant de la temperatura. Les aquaporines 

son permeables a una gran varietat de crioprotectors, mostrant una expressió de mRNA 

diferent tant en funció de l’espècie com per els diferents estadis embrionaris com a l’oòcit 

(Kasai and Edashige, 2007). Es aquest el motiu pel que l’expressió d’aquests canals afecta 

de manera directa als procediments de criopreservació (Edashige et al., 2003).  

La relació superfície/volum de les cèl·lules a criopreservar influeix en gran mesura en 

l’eficiència de l’intercanvi d’aigua i crioprotector entre la cèl·lula i el medi extracel·lular. Els 

oòcits en contenir el seu volum en una esfera única, presenten la menor relació 

superfície/volum per la qual cosa son menys eficients en l’intercanvi que les cèl·lules dels 

embrions, que contenen el mateix volum en varies esferes de radi més petit i, per tant, amb 

una major superfície. En el cas dels zigots, malgrat tenir el mateix ratio superfície/volum 

que els oòcits s’observa un bona eficiència en l’intercanvi ja que es produeixen canvis en la 

permeabilitat de membrana durant la fecundació i el desenvolupament embrionari posterior 

(Jackowski et al., 1980). Aquest fet provoca que sigui més probable la formació de cristalls 

de gel intracel·lular en els oòcits si no s’han exposat el temps suficient a les solucions 

crioprotectores.  

Al 1969 es van descriure 56 soluts amb activitat crioprotectora (Karow, 1969) però la 

majoria d’ells amb baixa eficiència pel que no s’inclouen actualment en les solucions 

crioprotectores. En una revisió posterior només es van identificar 5 crioprotectors amb 

moderada-alta eficiència (Ashwood-Smith, 1987). 

Els crioprotectors permeables més utilitzats son els glicols entre els que es troben 

l’etilenglicol (C2H6O2; EG), el propanodiol (C3H8O2; PROH) i el glicerol (C3H8O3). En els 

últims anys el dimetilsulfòxid (CH3SOCH3; DMSO) ha agafat gran protagonisme gràcies a 

la tècnica de vitrificació i s’utilitza normalment en combinació amb l’EG. 
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Durant l’exposició de les cèl·lules als crioprotectors es genera un gradient osmòtic que 

extrau l’aigua de l’espai intracel·lular. Al ser la membrana cel·lular més permeable a l’aigua 

que al crioprotector, la pèrdua d’aigua és més ràpida que la incorporació dels crioprotectors 

permeables i això fa que es produeixi el en primer lloc el col·lapse i posteriorment 

l’expansió cel·lular. Durant aquest procés, una excessiva pèrdua de volum cel·lular pot 

produir danys irreversibles. Aquest fenomen ha estat molt estudiat en oòcits de ratolí i en 

humans (Paynter et al., 1999, 2001, 2005; De Santis et al., 2007). Així doncs, el glicerol, per 

exemple, és un crioprotector que no s’utilitza en la criopreservació d’oòcits o embrions 

degut a la menor permeabilitat que presenta respecte altres crioprotectors com son el 

PROH, el DMSO o l’EG. L’exposició a crioprotectors com el glicerol produirien un excés 

de col·lapse cel·lular per la pèrdua excessiva d’aigua i la lenta entrada de crioprotector 

(Edashige et al., 2003).  

Els agents crioprotectors descrits no es troben de forma natural als organismes i com a 

compostos químics que són, poden tenir un efecte citotòxic, tant osmòtic com químic, si 

l’exposició a les cèl·lules no està prou optimitzada. Aquests efectes nocius poden 

minimitzar-se disminuint el temps d’exposició i/o la temperatura a la que es realitza el 

procés així com amb la combinació amb agents crioprotectors no permeables com la 

sacarosa. 

No permeables 

Les solucions crioprotectores incorporen també macromolècules d’alt pes molecular que 

actuen com a crioprotectors no permeables. L’any 1955 es va demostrar l’efecte 

crioprotector de la polivinilpirrolidona (PVP) i del dextrà en la congelació d’eritròcits 

(Bricka and Bessis, 1955). La incorporació d’aquestes substàncies va suposar una millora en 

els protocols de congelació sobretot quan més tard, es van utilitzar en combinació amb 

crioprotectors permeables. En algunes situacions, l’adició d’agents polimèrics permet reduir 

la concentració dels crioprotectors permeables disminuint així la toxicitat de les solucions 

crioprotectores. Aquestes substàncies exerceixen el seu efecte crioprotector promovent una 

ràpida deshidratació cel·lular tot augmentant el gradient osmòtic. Les més comuns son els 

sucres com la sacarosa o la trehalosa però també s’utilitzen actualment altres 

macromolècules com la PVP, el ficol i proteïnes d’alt pes molecular com la hialuronidasa. 
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1.3. Tècniques de criopreservació 

Els dos factors principals en què es basen els mètodes de criopreservació són, els 

crioprotectors i la velocitat de refredament/escalfament de les mostres. En base a aquest 

darrer paràmetre, les tècniques de criopreservació poden dividir-se en dos grans grups: la 

congelació lenta i la vitrificació.  

Durant molts anys la tècnica de criopreservació més emprada tant en oòcits com en 

embrions va ser la congelació lenta. Amb la utilització d’aquesta tècnica han nascut milers 

de nens, principalment a partir de la transferència d’embrions congelats.  

1.3.1 Congelació lenta 

Es tracta d’un procés de refredament controlat que es realitza mitjançant l’ús d’un 

congelador programable.  

Prèviament al refredament, s’exposen els oòcits o els embrions a una solució hiperosmòtica 

(>300 mOsm) amb concentracions moderades de crioprotector permeable (1-2 M) en 

combinació amb un crioprotector no permeable. Les cèl·lules responen al gradient osmòtic 

deshidratant-se per la pèrdua d’aigua a través de la membrana incorporant al mateix temps 

el crioprotector. La taxa de deshidratació i incorporació del crioprotector dependrà de les 

propietats de la membrana, dels crioprotectors i de la temperatura. Just abans d’iniciar el 

refredament, les cèl·lules han d’arribar a una situació d’equilibri intra i extracel·lular, 

igualant-se la pressió osmòtica entre el citoplasma i la solució on es troba en suspensió.  

Els suports més utilitzats en la congelació lenta son les palletes de 0,5 ml. Originàriament 

estaven fabricades amb policlorur de vinil (PVC) però al 1998 es varen descartar perquè no 

es podien esterilitzar adequadament. Actualment es fabriquen amb glicol de tereftalat de 

polietilè (GTP). El sistema de segellat de les palletes per assegurar la seva estanqueïtat és 

per calor, evitant així el contacte de la mostra amb el nitrògen líquid (NL2).  

En el protocol mes utilitzat, un cop introduïdes les mostres a la cambra del congelador, el 

programa de refredament inicia el seu descens des de temperatura ambient (20°C) fins que 

s’assoleix una temperatura de -7°C, en una primera rampa de refredament de 0,3°C/min. A 

aquesta temperatura, per evitar els efectes negatius del sobrerefredament, s’indueix 

artificialment la nucleació de cristalls de gel realitzant-se el que es coneix com a ice seeding. 
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El sobrerefredament es un estat en el que la suspensió cel·lular refredada lentament 

assoleix temperatures per sota del punt de cristal·lització però en estat líquid. En el pas de 

líquid a sòlid es produeix una alliberació d’energia en forma de calor latent de solidificació. 

Quant major es el sobrerefredament major es l’ascens de temperatura subsegüent. El ice 

seeding ajuda a evitar aquestes variacions de temperatura.  

El ice seeding facilita la formació de gel a l’espai extracel·lular provocant un augment en la 

concentració de soluts, facilitant d’aquesta manera la deshidratació de les cèl·lules. Així es 

minimitza la possible formació de gel en el espai intracel·lular. La temperatura òptima per 

realitzar el seeding es va determinar experimentalment tenint en compte la temperatura a la 

que s’inicia la formació espontània de gel. Es va determinar que la temperatura òptima es 

troba entre els -5°C i -7,5°C. El seeding es fa per contacte directe d’un material normalment 

metàl·lic extremadament fred (per contacte amb NL2) sobre el suport que conté la mostra. 

Després del seeding s’inicia una nova rampa de refredament, a 2°C/min, fins arribar a la 

temperatura de -30°C. 

Un cop s’arriba a la temperatura de -30°C es sotmet a la mostra a un descens molt ràpid de 

temperatura (-50°C/min) fins -150°C, moment en el que es submergeixen les mostres en 

NL2 (-195.8°C).  

Durant el procés de descongelació es important tenir en compte la velocitat d’escalfament 

(200-350°C/min) per evitar la recristal·lització. La descongelació es ràpida exposant 

breument (40 s) les palletes a temperatura ambient i submergint-les després en un bany 

amb aigua a 30°C (40 s).  Després de recuperar els oòcits o embrions del medi on han estat 

criopreservats, s’ha de procedir a extreure el crioprotector de l’interior de les cèl·lules. Això 

es fa mitjançant una sèrie de solucions amb concentracions decreixents de crioprotector 

permeable i sacarosa per promoure l’eliminació i dilució del crioprotector. La utilització de 

crioprotectors no permeables permet accelerar el procés tot evitant que es produeixi el xoc 

osmòtic.  

1.3.2 Vitrificació 

La vitrificació és un procés de solidificació d’una solució, en condicions específiques de 

refredament i concentració de soluts, al que s’arriba per un augment extrem de la viscositat 

obtenint un sòlid amorf (no cristal·lí) similar al vidre (quasi-glassy state). Contràriament a la 
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congelació lenta no es produeix l’efecte deleteri per l’alta concentració de soluts i electròlits 

a la fracció que resta líquida amb la deshidratació extrema que això representa.  

La vitrificació presenta dos avantatges principals respecte la congelació lenta: evita 

totalment la possible formació de gel tant dins com fora de la cèl·lula sent aquest el 

principal problema de la congelació lenta i, a més, no necessita d’un equip específic com és 

el congelador programable. 

En tot procés de vitrificació s’evita la formació de gel tant en el citoplasma com en la 

solució extracel·lular mitjançant l’aplicació d’altes taxes de refredament juntament amb la 

utilització de solucions amb altes concentracions de crioprotector. La Temperatura a la que 

s’obté l’estat vitri es denomina Temperatura de transició vítria (Tg). Igualment important és 

la velocitat d’escalfament de les mostres per evitar també en aquest procés la formació de 

gel.  

A diferència de la congelació lenta, la deshidratació de les cèl·lules es produeix just abans 

de la baixada de temperatura exposant les cèl·lules a altes concentracions de crioprotector 

(4-8 M), concentracions que poden arribar a ser citotòxiques.  

Les solucions utilitzades inicialment en la tècnica de vitrificació d’embrions eren altament 

citotòxiques (Rall and Fahy, 1985; Ishimori et al., 1993). En aquests primers anys es va 

reconèixer la influència de la temperatura en la permeabilitat de la membrana als 

crioprotectors (Kasai et al., 1990). La introducció de crioprotectors no permeables a les 

solucions i la combinació de diferents crioprotectors va portar a identificar solucions menys 

tòxiques (Kasai et al., 1990; Ali and Shelton, 1993; Saito et al., 1994; Mukaida et al., 1998; 

Kuleshova et al., 1999). Aquest fet va permetre disminuir la concentració dels 

crioprotectors permeables i disminuir també el temps d’exposició a les solucions. La 

presència de macromolècules no permeables a la membrana de les cèl·lules disminueix la 

toxicitat de les solucions, podent realitzar el procés a menor temperatura amb la disminució 

de la toxicitat que això representa. 

Els crioprotectors permeables més àmpliament utilitzats en la tècnica de vitrificació son 

l’EG i el DMSO que habitualment s’utilitzen combinats amb un o dos crioprotectors no 

permeables. El més utilitzat és la sacarosa tot i que molts protocols n’incorporen d’altres 

com  l’àcid hialurònic o el ficol entre d’altres. 

Els primers suports utilitzats en vitrificació van ser les palletes tradicionals de congelació. 

Amb aquests suports només s’aconseguien taxes de refredament de 2500°C/min. Per 
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aquest motiu  eren necessàries concentracions massa elevades de crioprotector no evitant-

se els danys produïts per les baixes temperatures per sobre de la temperatura de congelació 

(conegut com efecte chilling) que es produeixen durant la congelació lenta (Kasai et al., 

1996). Aquests danys es coneixen amb el nom de  chilling injury. 

Per tal d’aconseguir un augment de la taxa de refredament es van desenvolupar protocols 

que minimitzaven el volum on es on es criopreservaven les mostres (Steponkus et al., 1990; 

Martino et al., 1996; Vajta et al., 1998; Lane et al., 1999). 

S’ha descrit que un increment en la taxa de refredament permet utilitzar solucions amb 

concentracions més baixes de crioprotector (Vajta and Nagy, 2006). Per altra banda, els 

suports o contenidors on es du a terme la vitrificació han de tenir una elevada conductivitat 

tèrmica.   

Així, en els últims anys s’han desenvolupat una gran varietat de suports que es poden 

classificar en sistemes tancats i sistemes oberts, en funció de si la vitrificació es realitza en 

contacte directe de la mostra amb el NL2 o sense contacte directe. La utilització de sistemes 

oberts permet assolir taxes de refredament extremadament elevades però amb l’ànim 

d’evitar el risc de contaminació per el contacte directe de la mostra en NL2 s’han 

desenvolupat també nombrosos sistemes que aïllen la mostra del NL2 (Vajta and Nagy, 

2006) .  

Entre els sistemes oberts més utilitzats està el sistema Cryotop™  que s’ha aplicat amb èxit 

tant en oòcits com en embrions humans (Kuwayama et al., 2005a, 2005b). 

1.4. Criopreservació en Reproducció Assistida 

1.4.1 Oòcits 

Els primers protocols utilitzats en oòcits no distaven gaire del descrit per Lassalle i 

col·laboradors al 1985 (Lassalle et al., 1985) i els primers embarassos en humans es van 

obtenir per la congelació lenta amb DMSO com a crioprotector (Chen, 1986; Al-Hasani et 

al., 1987; van Uem et al., 1987; Siebzehnruebl et al., 1989). Aquests primers èxits no van 

tenir continuïtat i es va posar de manifest la major sensibilitat dels oòcits a la 

criopreservació. Els oòcits son més vulnerables que els embrions al dany causat per les 
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baixes temperatures (chilling injury) i tenen un baix coeficient de conductivitat hidràulica (Lp) 

o permeabilitat a través de la membrana. 

Per altra banda, els oòcits criopreservats mostraven una taxa de fecundació baixa degut a 

l’enduriment de la zona pel·lúcida (ZP). La introducció l’any 1992 de la tècnica de 

Microinjecció espermàtica intracitoplasmàtica (intracytoplasmic sperm injection; ICSI) (Palermo 

et al., 1992) va reactivar l’interès en la criopreservació d’oòcits donant així inici a una nova 

etapa. El primer pas va ser proposar un nou mètode de congelació lenta que incorporava 

com a crioprotector permeable el PROH en substitució del DMSO (Gook et al., 1993, 

1994, 1995). L’aplicació clínica del nou protocol es va estendre a molts grups, especialment 

a grups italians que tenien lleis de reproducció molt restrictives envers la criopreservació 

d’embrions (Porcu et al., 1997). 

Algunes de les modificacions que es van du a terme basant-se en estudis sobre la 

permeabilitat de la membrana (Paynter et al., 2005) van portar a disminuir la concentració 

de sacarosa de les solucions de congelació, mantenint les altes concentracions en la 

descongelació (Bianchi et al., 2012).  

Resultats insuficients en quant a la taxa de supervivència i embaràs en congelació lenta 

d’oòcits  va portar a la optimització de la tècnica de vitrificació.  

La publicació l’any 2005 d’un protocol de vitrificació que utilitza EG i DMSO com a 

crioprotectors permeables va suposar un punt d’inflexió a partir del qual s’obtenen taxes de 

supervivència al voltant del 90% i taxes d’embaràs comparables a les dels oòcits en fresc 

(Yoon et al., 2000; Wu et al., 2001; Kuwayama et al., 2005a). Aquests resultats van ser 

reproduït amb èxit per altres grups (Antinori et al., 2007; Cobo et al., 2008; Almodin et al., 

2010a; Rienzi et al., 2010; Trokoudes et al., 2011). 

La criopreservació d’oòcits té les següents aplicacions en TRA: 

- Permet simplificar en gran mesura els programes de donació d’oòcits amb la creació de 

bancs tot simplificant també les tasques de selecció de la donant i la receptora, evitant la 

seva sincronització.   

- Pot tenir una gran importància en pacients infèrtils que per motius morals o religiosos 

tenen objeccions a criopreservar embrions. En aquests casos es podria inseminar un 

nombre limitat d’oòcits, criopreservant la resta.  
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- També és de gran utilitat en aquells casos en els que no és possible obtenir la mostra 

d’esperma el dia de la punció fol·licular.  

- Alguns grups ha proposat també la seva utilització en casos en els que, per diferents 

motius, no s’aconsella la transferència embrionària en el mateix cicle estimulat. Per 

exemple, pacients amb risc de desenvolupar un síndrome d’hiperestimulació ovàrica (SHO) 

o pacients amb endometris poc receptives (transferència diferida).  

- Permet la possibilitat de preservar la fertilitat en pacients que per raons mèdiques poden 

perdre o veure disminuïda la seva capacitat reproductiva.  

- Per últim, dóna la possibilitat de planificar la maternitat posposant-la fins al moment 

desitjat. 

1.4.2 Embrions primerencs 

Tot i que els primers embarassos amb embrions humans congelats van ser reportats amb 

DMSO com a crioprotector (Trounson and Mohr, 1983), els 25 anys següents la majoria de 

protocols incorporaven el PROH y sacarosa com a crioprotectors (Lassalle et al., 1985). 

Aquest protocol proposat per Lassalle i col·laboradors es avui en dia molt utilitzat amb 

només lleugeres modificacions. 

Les primers experiències publicades amb la vitrificació d’embrions primerencs no 

semblaven indicar que la tècnica pogués substituir la congelació lenta (Mukaida et al., 1998; 

Hsieh et al., 1999; El-Danasouri and Selman, 2001), però amb la incorporació de nous 

suports per la vitrificació es van millorar els resultats augmentant significativament les taxes 

de supervivència i embaràs i reactivant així l’interès de la vitrificació en embrions 

primerencs (Kuwayama et al., 2005b; Rama Raju et al., 2005; Desai et al., 2007). 

La criopreservació d’embrions té les següents aplicacions en TRA: 

-­‐ Permet preservar els embrions supernumeraris que no es transfereixen en el cicle de 

fecundació in vitro (FIV) en fresc, augmentant així l’eficiència del cicle de tractament a 

través de les transferències successives amb els embrions criopreservats. El conjunt de 

transferències embrionàries derivades d’un cicle de FIV es coneix amb el nom de taxa 

d’embaràs acumulat. 	
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-­‐ En els casos en els que es vol evitar fer la transferència per prevenir el risc de SHO o 

per un endometri poc receptiu, la criopreservació d’embrions es una alternativa a la 

criopreservació d’oòcits. 

1.4.3 Blastocists 

La criopreservació de blastocists requereix especial atenció degut a les seves especificitats 

morfològiques. Conté a la seva estructura la cavitat blastocèlica que és plena líquid facilitant 

la formació de gel al seu interior.  

El primer embaràs amb blastocists congelats es va aconseguir amb la tècnica de congelació 

lenta amb glicerol com a crioprotector (Cohen et al., 1985). Pocs anys després i amb 

l’augment de l’interès pel cultiu llarg fins a blastocist es van reportar les primeres sèries amb 

blastocists congelats/descongelats però amb baixes taxes de supervivència (50-60%) i 

embaràs (15%) (Hartshorne et al., 1991; Ménézo et al., 1992). El grup de Y. Menezo va 

realitzar una sèrie de modificacions afegint sacarosa com a crioprotector no permeable fent 

que s’establís com el protocol més utilitzat en blastocists (Kaufman et al., 1995). La 

immensa majoria de protocols de congelació lenta incorporen glicerol com a crioprotector 

permeable, a diferència del PROH utilitzat generalment en la congelació d’embrions 

primerencs. 

El primer embaràs amb vitrificació de blastocists es va aconseguir utilitzant EG i DMSO 

com a crioprotectors i amb l’ús d’una palleta clàssica de congelació (Yokota et al., 2000).  

Alguns grups van centrar els seus esforços en aconseguir millorar les taxes de supervivència 

dels blastocists expandits realitzant el col·lapse artificial per tal de minimitzar l’efecte de la 

formació de gel en la cavitat blastocèlica (Zech et al., 2005; Mukaida et al., 2006; Rama Raju 

et al., 2009). 

Amb optimització de les taxes de refredament/escalfament de les mostres mitjançant la 

introducció de nous suports es va estendre ràpidament la vitrificació demostrant una 

superioritat en la taxa de supervivència quan es comparava amb la congelació lenta 

(Kuwayama et al., 2005b; Stehlik et al., 2005; Loutradi et al., 2008). 

Els blastocists procedents de cicles de diagnòstic genètic preimplantacional (DGP) han 

mostrat sempre una major sensibilitat al procés de criopreservació comparats amb els 

blastocists provinents d’embrions que no han estat biopsiats. Aquesta sensibilitat especial 
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es probablement deguda a què la ZP ha estat foradada per poder realitzar la biòpsia. Les 

primeres experiències reportades en congelació lenta mostraven resultats molt inferiors als 

obtinguts amb embrions que no havien estat manipulats prèviament (Joris et al., 1999; Magli 

et al., 1999, 2006) però amb la introducció de la vitrificació es van començar a rendibilitzar 

els blastocists supernumeraris dels cicles de DGP per la qual cosa va contribuir el treball 

que forma part d’aquesta tesis doctoral (vegeu article II: Birth after transfer of frozen-

thawed vitrified biopsied blastocysts). 

La criopreservació de blastocists, a més de les aplicacions esmentades anteriorment per 

embrions primerencs, té una aplicació clau en els cicles de DGP. 

En la majoria de centres de reproducció assistida on es realitzen cicles de DGP es necessari 

criopreservar els embrions en estadi de blastocist ja sigui per el temps necessari que implica 

el diagnòstic genètic o per que es realitza la biòpsia en estadi de blastocist. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



	
  

	
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Objectius 
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L’objectiu principal d’aquest treball es optimitzar els programes de criopreservació tant 

d’embrions primerencs com de blastocists així com validar la introducció de la tècnica de 

vitrificació en la criopreservació d’oòcits. 

 

Aquest objectiu s’ha dividit en tres objectius parcials:  

2.1. Desenvolupament d’un s core  per embrions primerencs congelats i 

descongelats  

Per tal d’optimitzar els resultats en el programa de criotransferència embrionària en 

embrions congelats/descongelats en D+2/+3 es va proposar d’analitzar els paràmetres 

embrionaris indicatius del seu potencial d’implantació. A partir d’aquests paràmetres es va 

plantejar desenvolupar un score per quantificar el potencial d’implantació dels embrions un 

cop descongelats i posats en cultiu overnight per facilitar-ne l’elecció en el moment de la 

transferència. 

2.2. Implementació de la tècnica de vitrificació en blastocists 

procedents del programa de DGP 

Els resultats insuficients obtinguts amb la congelació lenta de blastocists en els programes 

de DGP van esperonar molts grups a introduir la tècnica de vitrificació als seus laboratoris, 

a partir de l’experiència obtinguda amb la vitrificació desenvolupada en blastocists no 

sotmesos a una biòpsia prèvia. 

Inicialment, la vitrificació es va dur a terme amb medis i suports elaborats al laboratori. 

Malgrat la millora en els resultats obtinguts en el programa de DGP, i donat el constant 

desenvolupament de nous sistemes de vitrificació comercials es va voler comparar l’eficàcia 

dels nous materials i medis comercials amb l’emprat fins al moment. Per fer-ho, es va 

avaluar la supervivència dels blastocists vitrificats i desvitrificats procedents del programa 

de DGP així com l’eficiència en la derivació de cèl·lules mare embrionàries. 

2.3. Anàlisis de l’eficiència de la vitrificació en oòcits 

La tècnica de vitrificació en oòcits ha demostrat en els últims anys un efecte deleteri mínim 

sobre la seva viabilitat mostrant una elevada eficiència. Per aquesta raó es va plantejar 

comparar els resultats obtinguts utilitzant oòcits de donant procedents de la mateixa cohort 

en receptores que rebien els oòcits en fresc o vitrificats. Es van avaluar els indicadors mes 
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habituals en viabilitat oocitària a fi de determinar l’efecte de la vitrificació en l’eficiència dels 

cicles de donació d’oòcits i així poder plantejar les estratègies mes eficaces encaminades a 

augmentar les taxes de naixement en cicles que incloguin la criopreservació d’oòcits. 



	
  

	
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Resultats 
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3.1. Article I: Objectiu 1  

Títol: Correlation between embryological factors and pregnancy rate: development of an 

embryo score in a cryopreservation programme. 

Autors: Miquel Solé, Josep Santaló, Ignacio Rodríguez, Montserrat Boada, Buenaventura 

Coroleu, Pere N. Barri, Anna Veiga. 

Revista: Journal of Assisted Reproduction and Genetics (2011), 28: 129-136. 

Índex d’impacte: 1.823 (2012). 
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3.2.   Article II: Objectiu 2  

Títol: Birth after transfer of frozen-thawed vitrified biopsied blastocysts. 

Autors: Mónica Parriego, Miquel Solé, Ramon Aurell, Pere N. Barri, Anna Veiga. 

Revista: Journal of Assisted Reproduction and Genetics (2007), 24: 147-149. 

Índex d’impacte: 1.823 (2012). 
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3.3.   Article III: Objectiu 2 

Títol: Vitrified blastocysts from Preimplantation Genetic Diagnosis (PGD) as a source for 

human Embryonic Stem Cell (hESC) derivation. 

Autors: Begoña Aran, Miquel Solé, Ignasi Rodriguez-Pizà, Mónica Parriego, Yolanda 

Muñoz, Montserrat Boada, Pere N. Barri, Juan Carlos Izpisúa, Anna Veiga. 

Revista: Journal of Assisted Reproduction and Genetics (2012), 29: 1013-1020. 

Índex d’impacte: 1.823 (2012). 
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3.4.   Article IV: Objectiu 3 

Títol: How does vitrification affect oocyte viability in oocyte donation cycles? A 

prospective study to compare outcomes achieved with fresh versus vitrified sibling oocytes. 

Autors: Miquel Solé, Josep Santaló, Montserrat Boada, Eli Clua, Ignacio Rodríguez, 

Buenaventura Coroleu, Pere N. Barri, Anna Veiga. 

Revista: Human Reproduction (2013), 28: 2087-2092. 

Índex d’impacte: 4.67 (2012). 
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4.1. Desenvolupament s core  embrionari en cicles de criotransferència 

Per poder desenvolupar el score presentat es van identificar les variables embriològiques que 

afectaven significativament el potencial d’implantació analitzant els resultats de la 

transferència única d’embrions congelats i descongelats. Es va establir una correlació 

directa entre la taxa d’implantació i els següents paràmetres: el nombre de cèl·lules i la seva 

simetria abans de la congelació, la supervivència després de la descongelació i la reactivació 

de la divisió després del cultiu overnight. 

El score proposat es una eina útil per embrions sotmesos a la tècnica de congelació lenta 

sent capaç de predir el seu potencial implantatori (vegeu article I: Correlation between 

embryological factors and pregnancy rate: development of an embryo score in a 

cryopreservation programme). 

A més, aquest score ha estat de gran utilitat per tal de poder determinar quin es l’embrió amb 

un major potencial d’implantació. L’embrió de màxima qualitat (score 10) seria aquell que en 

dia +3 de cultiu presenta entre 6 i 9 cèl·lules de mida similar, amb una supervivència 

després de la descongelació ≥80% i que després del cultiu overnight s’observava la divisió 

d’almenys dues cèl·lules. 

El valor de score obtingut es transforma en un valor entre 0 i 10 per tal de facilitar la 

valoració dels embrions descongelats. Es van categoritzar en funció del score en quatre 

grups: ≤2.5, 2.51-5, 5.01-7.5 i >7.5. La taxa d’implantació per grup va ser de 0%, 6.1%, 

23.9% i 47.8% respectivament. Cap embrió del primer grup va implantar, un 6.1% dels 

embrions del segon grup van implanta, valorar les possibilitats d’implantació de l’embrió.  

La utilització del score ens permet la possibilitat de descongelar més embrions posposant la 

transferència al dia següent si la probabilitat d’implantació calculada per el score dels 

embrions a transferir es baixa. Aquesta estratègia ens podria permetre optimitzar els 

resultats en els cicles de criotransferència d’embrions congelats i descongelats.  

En els últims anys, s’ha experimentat un canvi constant dels protocols de la congelació 

lenta cap a la vitrificació per part dels laboratoris de FIV. Aquest fet ve donat pel fet que 

nombrosos estudis han demostrat unes taxes de supervivència embrionària i un major 

nombre d’embrions intactes després de la vitrificació en front la congelació lenta 

(Kuwayama et al., 2005b; Rama Raju et al., 2005; Balaban et al., 2008; Rezazadeh Valojerdi et 

al., 2009; Wang et al., 2012). En quant al desenvolupament posterior a la desvitrificació en 

embrions de dia 3, s’ha obtingut també una taxa de  blastocist significativament superior 
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amb embrions vitrificació que amb la congelació lenta (Balaban et al., 2008). Recentment, 

s’ha demostrat també com els embrions en dia 3 vitrificats tenen un millor 

desenvolupament després del cultiu overnight independentment del nombre de cèl·lules 

lisades i del nombre de cèl·lules abans de la vitrificació (Van Landuyt et al., 2013).  

Les grans diferències existents en la supervivència embrionària i el seu comportament 

després del cultiu overnight fa que el score desenvolupat perdi aplicabilitat en els laboratoris.  

Tot i que l’ús de la congelació lenta esta sent cada cop mes limitat, s’ha de tenir en compte, 

que la immensa majoria dels embrions que romanen criopreservats en els centres de TRA 

són embrions que han estat criopreservats encara amb aquesta tècnica. Per aquesta raó, el 

score desenvolupat adquireix rellevància en les descongelacions d’embrions criopreservats 

anteriorment a la incorporació de la vitrificació. Aquests embrions són igualment valuosos 

ja que estan pendents de ser transferits a les pròpies parelles, de ser donats a altres parelles 

o bé, ésser donats a projectes de recerca. 

4.2.  Criopreservació embrions en el programa de DGP 

Els programes de DGP estan adquirint cada cop més protagonisme en els centres de 

reproducció assistida, gràcies en part, a la millora dels mètodes de diagnòstic amb la recent 

incorporació de noves tècniques que permeten estudiar tots els cromosomes. Això ha 

suposat un increment significatiu en les taxes d’embaràs evolutiu fent aconsellable en tots 

els casos la transferència d’un sol embrió per evitar l’embaràs múltiple (Forman et al., 2013).  

S’han reportat baixes taxes de supervivència i embaràs en criopreservació d’embrions 

biopsiats tant en estadis primerencs com en estadi de blastocist mitjançant la tècnica de 

congelació lenta (Joris et al., 1999; Magli et al., 1999, 2006). 

Aquest fet, juntament amb els bons resultats obtinguts amb la vitrificació de blastocists no 

manipulats (Kuwayama et al., 2005b; Takahashi et al., 2005; Liebermann and Tucker, 2006), 

va portar a incorporar la vitrificació en els programes de DGP a molts centres de TRA. Es 

van publicar les primeres experiències amb resultats prometedors pel que fa a la vitrificació 

de blastocists prèviament biopsiats (Wu et al., 2005; Zheng et al., 2005) però no va ser fins al 

2007 que no es va publicar cap naixement amb la vitrificació de blastocists provinent d’un 

cicle de DGP (vegeu article II: Birth after transfer of frozen-thawed vitrified biopsied 

blastocysts). A partir d’aquest primer cas que va posar de manifest la possibilitat d’aplicar la 

vitrificació com una tècnica simple, segura i de baix cost en blastocists obtinguts a partir 
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d’embrions biopsiats en dia 3, la relació entre el DGP i la vitrificació ha experimentat grans 

canvis en els darrers anys. 

Aquest primer èxit va ser assolit amb medis de vitrificació i suports home-made, però 

l’extraordinari desenvolupament comercial dels procediments de vitrificació va aconsellar 

un canvi d’estratègia. La utilització de sistemes de vitrificació home-made i posteriorment de 

medis comercials va permetre l’anàlisi dels resultats obtinguts amb els dos sistemes a fi 

d’esbrinar quin dels dos mètodes donava millor resultat pel que fa a la supervivència (vegeu 

article III: Vitrified blastocysts from Preimplantation Genetic Diagnosis as a source for 

human Embryonic Stem Cell derivation). La taxa de supervivència obtinguda amb el 

sistema de vitrificació comercial va doblar la del mètode home-made (91.5% i 44.7% 

respectivament). Altres publicacions, aparegudes amb posterioritat, també presenten taxes 

de supervivència >90% amb la vitrificació de blastocists prèviament biopsiats deixant 

enrere una època en el que no s’aconseguia superar el 50% de manera consistent (Zhang et 

al., 2009; Van Landuyt et al., 2011; Chang et al., 2013b). 

En els últims anys s’han publicat també diferents experiències amb la congelació lenta 

d’embrions biopsiats demostrant que es una tècnica que pot aplicar-se amb èxit en els 

programes de DGP (El-Toukhy et al., 2009). Malgrat tot, en un estudi comparatiu entre 

congelació lenta i vitrificació (Keskintepe et al., 2009), s’obtenen diferències significatives en 

favor de la vitrificació en tots els paràmetres analitzats. 

En un programa de DGP en què es realitza la biòpsia en dia 3 i es mantenen els embrions 

en cultiu fins a blastocist, la vitrificació es la millor estratègia per tal de criopreservar els 

blastocists supernumeraris diagnosticats com a normals per tal d’augmentar la taxa 

d’embaràs acumulat.  

D’altra banda, una estratègia que s’està estenent arreu del mon en els programes de DGP, 

es la realització de la biòpsia embrionària en estadi de blastocist. El més habitual es realitzar 

un forat a la ZP en dia 3 de desenvolupament i realitzar la biòpsia quan el blastocist inicia 

l’eclosió, moment en el qual es pot extreure un grup de cèl·lules del trofectoderm. Ara ja fa 

més de 15 anys, la biòpsia de cèl·lules del trofectoderm en estadi de blastocist va ser 

descrita com una de les potencials aplicacions de la tècnica de làser en el laboratori de FIV 

(Veiga et al., 1997). Els primers embarassos de DGP utilitzant la biòpsia de blastocists no 

van arribar fins uns anys mes tard, demostrant que es tracta d’una estratègia amb certs 
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avantatges en front la biòpsia en dia 3  (de Boer et al., 2004; McArthur et al., 2005; Kokkali 

et al., 2007; Scott et al., 2013): 

• La biòpsia permet extreure un major nombre de cèl·lules incrementant la 

probabilitat d’obtenir el diagnòstic i millorant la seva fiabilitat.  

• A més, aquestes cèl·lules representen en la majoria de casos, una fracció menor del 

total de cèl·lules de l’embrió afectant en menor mesura a la seva viabilitat. 

• Redueix els costos i la càrrega de treball. La biòpsia i anàlisis es realitza en un 

nombre menor d’embrions. 

Per contra, està en dubte, si les cèl·lules del trofectoderm representen la constitució 

genètica de l’embrió i la importància del possible paper del mosaïcisme en aquest tipus 

cel·lular (Fragouli et al., 2008). 

En els últims anys, avenços en biologia molecular permeten estudiar de forma exhaustiva la 

constitució genètica completa incloent tots els cromosomes de les cèl·lules analitzades 

(Comprehensive Chromosome Screening, CCS). Aquestes tècniques inclouen la hibridació 

genòmica comparada (CGH) (Wilton et al., 2003; Schoolcraft et al., 2010), que es va ampliar 

posteriorment a l’array-CGH (Gutiérrez-Mateo et al., 2011), a la tecnologia SNP-array 

(Schoolcraft et al., 2011; Scott et al., 2012), a la PCR quantitativa en temps real (qPCR) 

(Treff et al., 2012) i, a la més recent, NSG (Next-generation sequencing) (Martín et al., 2013). 

La criopreservació es un component essencial en els cicles de DGP amb CCS en 

blastocists, especialment si preferim realitzar la transferència en dia 5 o no es disposa d’un 

laboratori amb la capacitat d’obtenir els resultats amb la rapidesa necessària. La biòpsia de 

trofectoderm amb CCS necessita almenys de 24 hores per obtenir el resultat la qual cosa fa 

que la transferència embrionària s’hauria de dur a terme en dia 6 (Yang et al., 2012; Forman 

et al., 2013; Scott et al., 2013). De tota manera s’han reportat resultats excel·lents amb la 

vitrificació dels blastocists analitzats i la transferència diferida en un cicle artificial o natural 

posterior, tractant-se per tant de l’estratègia d’elecció més àmpliament utilitzada (Zhang et 

al., 2009; Chen et al., 2011; Schoolcraft et al., 2011; Lathi et al., 2012; Chang et al., 2013b; 

Schoolcraft and Katz-Jaffe, 2013). 

D’altre banda, en casos en que no s’obté diagnòstic en embrions biopsiats en dia 3, es 

possible realitzar una segona biòpsia a l’estadi de blastocist i vitrificar-los a l’espera del 
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diagnòstic, per ser definitivament descartats o preservats per futurs intents (Wininger et al., 

2011).  

S’ha descrit recentment la doble vitrificació de blastocists en cicles de DGP amb la 

publicació d’un naixement (Peng et al., 2011). Tot i ser un procediment que s’ha d’intentar 

evitar, la estratègia sembla no comprometre els resultats (Taylor et al., 2014). 

4.3.  Anàlisis de l’eficiència de la vitrificació d’oòcits 

Per poder avaluar l’impacte de la vitrificació minimitzant factors extrínsecs a la pròpia 

tècnica, es van analitzar totes les donacions d’oòcits que disposaven d’un nombre suficient 

d’oòcits per poder donar una part dels oòcits en fresc i una altre  vitrificats. No es van 

observar diferències significatives entre els dos grups en cap dels paràmetres estudiats: la 

taxa de fecundació (80.7 i 78.2%), la taxa d’embrions evolutius (71.0% i 68.2%) ni en la taxa 

d’embrions òptims (54.1 i 49.8%). També va ser similar la taxa de nen nascut viu a casa per 

transferència que vas ser del 38.4% en el grup de receptores d’oòcits en fresc i de 43.4% en 

el d’oòcits vitrificats. Els resultats obtinguts demostren com la tècnica emprada en aquest 

estudi per la vitrificació d’oòcits no afecta ni a la funcionalitat dels oòcits ni en la seva 

capacitat de produir embrions evolutius, embaràs i nen nascut a casa (vegeu article IV: 

How does vitrification affect oocyte viability in oocyte donation cycles? A prospective 

study to compare outcomes achieved with fresh versus vitrified sibling oocytes). 

4.3.1 Eficiència de la vitrificació en oòcits 

La vitrificació s’ha imposat clarament arreu del mon com a tècnica preferent en el cas dels 

oòcits per la seva superioritat en front la congelació lenta. Aquesta superioritat queda palesa 

no només en la supervivència després de la desvitrificació si no que també existeixen 

diferències en quant a la qualitat dels embrions obtinguts (Edgar and Gook, 2012). Es, a 

més, la tècnica recomanada per diferents societats científiques (Alpha Scientists In 

Reproductive Medicine, 2012; ESHRE Task Force on Ethics and Law et al., 2012).  

De tota manera, no cessen els esforços en la millora de la tècnica de congelació lenta per a 

oòcits i es comencen a veure els primers resultats equiparables als obtinguts amb la 

vitrificació. Així, la introducció d’una sèrie de modificacions en el protocol de 

descongelació ha portat a millorar les taxes de supervivència fins el punt d’equiparar-les a 

les obtingudes amb la tècnica de vitrificació. També s’ha demostrat la seva capacitat de 

desenvolupament avaluant l’activació partenogenètica del oòcits descongelats (Parmegiani 

et al., 2014). 
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Tot i així, com es demostra en el treball presentat en la tesis (vegeu article IV: How does 

vitrification affect oocyte viability in oocyte donation cycles? A prospective study to 

compare outcomes achieved with fresh versus vitrified sibling oocytes) i en altres 

publicacions anteriors (Cobo et al., 2010a; Trokoudes et al., 2011), els resultats obtinguts 

amb oòcits vitrificats i oòcits en fresc no difereixen. La vitrificació d’oòcits de donant 

sembla que no té cap efecte sobre la taxa de fecundació, la qualitat embrionària, la taxa 

d’embaràs ni la taxa de nen nascut viu a casa.  

De tota manera, existeix poca evidència de com afecta a la vitrificació a la qualitat oocitària 

en pacients infèrtils, especialment en pacients d’edat avançada. En un estudi en el que es va 

randomitzar els oòcits obtinguts de 40 pacients de FIV, no ves van observar diferències en 

la qualitat dels embrions obtinguts amb oòcits en fresc i oòcits vitrificats (Rienzi et al., 

2010). També s’ha reportat una qualitat embrionària similar en un estudi portat a terme en 

pacients amb baixa resposta que havien realitzat almenys un cicle previ per acumular oòcits 

(Cobo et al., 2012b). 

En un altre estudi portat a terme en pacients de entre 30 i 39 anys no obtenen diferències 

tampoc en la qualitat dels embrions obtinguts d’oòcits vitrificats quan es comparen amb els 

obtinguts d’oòcits en fresc. S’ha de tenir en compte però el baix nombre de casos inclosos 

en l’estudi (11 per grup) i l’exclusió de les pacients amb una resposta menor a 8 oòcits 

madurs (Chang et al., 2013a). 

Per contra, en un altre estudi en el que també es van comparar els resultats dels oòcits en 

fresc amb oòcits vitrificats sí que van obtenir embrions amb un menor nombre de cèl·lules 

en dia 3 en el grup d’embrions derivats d’oòcits vitrificats (Almodin et al., 2010b). En 

aquesta línia, en un estudi portat a terme en pacients de DGP, es van comparar els resultats 

amb oòcits en fresc i oòcits vitrificats per l’acumulació d’oòcits obtenint finalment una taxa 

d’embrions biopsiables significativament inferior en el grup d’oòcits vitrificats (Forman et 

al., 2012). 

Recentment, amb l’ànim de determinar de forma més acurada l’eficiència de la vitrificació 

d’oòcits en pacients infertils, es van comparar els resultats però fent l’anàlisi per oòcit 

assignat. Tot i no obtenir diferències en la taxa de nen nascut, si que van obtenir una taxa 

de blastocists significativament inferior en el grup d’oòcits vitrificats (Goldman et al., 2013).  

En una metanàlisi publicada recentment, on es comparen els resultats d’estudis en 

vitrificació d’oòcits de donant i de pacients de FIV, queda demostrada la millor taxa de 
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supervivència, fecundació, divisió i embaràs amb oòcits procedents de donants. Això pot 

ser degut a una millor qualitat oocitària en les dónes joves donants d’oòcits en front la 

qualitat oocitària de les pacients amb problemes de fertilitat que, a més, son habitualment 

de més edat (Potdar et al., 2014). Els oòcits de pitjor qualitat poden tenir una menor 

resistència a la vitrificació. En aquests sentit, dades de dos estudis del mateix grup apunten 

també a una millor supervivència a la vitrificació dels oòcits obtinguts de donants (Cobo et 

al., 2008) en front de la de pacients infèrtils(Cobo et al., 2012c). Semblaria doncs, que els 

oòcits de pitjor qualitat podrien tenir una menor resistència a la vitrificació. 

4.3.2 Sistema obert/tancat. Risc de contaminació 

El sistema de vitrificació més emprat per la seva gran eficiència contrastada es el sistema 

conegut com a Cryotop™ (Kuwayama et al., 2005a), com així ho mostra l’ultima revisió 

publicada en vitrificació d’oòcits on 14 dels 21 estudis inclosos utilitzen aquest sistema 

(Potdar et al., 2014). Aquest suport permet arribar a unes taxes de refredament i 

escalfament de 23.000 ºC/min i 42.000 ºC/min respectivament.  

Una de les limitacions, d’aquest sistema i d’altres similars, que més freqüentment s’ha 

apuntat es que permeten el contacte directe amb el NL2 exposant les mostres a un risc 

potencial de contaminació amb patògens (Bielanski et al., 2003; Balaban et al., 2007). S’ha de 

tenir en compte, però, que mai s’ha documentat una contaminació entre mostres 

criopreservades en TRA. A més, s’ha publicat recentment un estudi en el què s’utilitzaven 

mostres deliberadament infectades on es demostra el risc pràcticament nul de transmissió 

vírica entre elles (Cobo et al., 2012a). 

Malgrat tot, per tal de superar les suspicàcies que aixequen els sistemes oberts en aquest 

sentit, continuen els esforços per desenvolupar sistemes tancats que ofereixin la mateixa 

eficiència que els sistemes oberts.  

Els sistemes tancats tenen la limitació de que no sobrepassen els 2000 ºC/min però 

presenten l’avantatge que permeten aïllar la mostra del NL2. A més, es ben conegut que per 

una concentració de crioprotectors donada la taxa de escalfament es molt més crítica que la 

taxa de refredament en si mateixa (Fahy et al., 1987; Seki and Mazur, 2009). D’aquesta 

manera, els sistemes que aïllen la mostra del NL2 necessiten concentracions intracel·lulars 

de crioprotector més elevades per evitar la formació de gel. 

Tot i això, la vitrificació amb sistema tancat també ha demostrat la seva eficàcia. En un 

estudi portat a terme amb un sistema tancat i en pacients infèrtils, no es van obtenir 
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diferències significatives en la taxa de fecundació ni de blastocist quan es comparaven amb 

els resultats obtinguts en el mateix període amb oòcits en fresc (Grifo and Noyes, 2010). 

En un altre estudi dut a terme també amb un sistema tancat de vitrificació en un programa 

de donació d’oòcits, es descriu una taxa d’implantació per oòcit desvitrificat del 10%, una 

taxa de supervivència superior al 90% i un 60% dels embrions obtinguts de bona qualitat 

(Stoop et al., 2012).  

Amb l’objectiu de determinar si els sistemes tancats ofereixen la mateixa eficiència que els 

sistemes oberts, es va dur a terme un estudi prospectiu randomitzat en el que es 

comparaven les dues tècniques en la mateixa cohort d’oòcits del programa de donació. Es 

van obtenir resultats equiparables en totes les variables estudiades menys en la 

supervivència que va ser significativament inferior amb el sistema tancat que amb el obert 

(82.9% i 91.0% respectivament) (Papatheodorou et al., 2013). Tot i que els mètodes tancats 

més optimitzats poden ser una alternativa als sistemes oberts, es necessari més estudis que 

demostrin de manera consistent uns resultats equiparables i reproduïbles a la vitrificació 

amb sistemes oberts. 

A més, es poden prendre diferents mesures complementaries per evitar al màxim la 

possibilitat de contaminació. En primer lloc, s’ha de tenir en compte que la incorporació de 

tancs de Nitrogen en fase vapor minimitza el risc de contaminació creuada (Cobo et al., 

2010b). En segon lloc, s’han desenvolupat diferents mètodes per esterilitzar el NL2 com es 

l’ús de radiació ultraviolada (UV) en el cas d’utilitzar sistemes oberts introduint el suport 

amb la mostra vitrificada en un contenidor que es tanca hermèticament abans de introduir 

en el tanc d’emmagatzematge (Parmegiani et al., 2011, 2012).  

Un altre punt de controvèrsia en els actuals sistemes de vitrificació, es el factor humà. S’ha 

demostrat com la vitrificació pot ser un mètode molt operador depenent, fent que puguin 

existir grans diferències en el resultats entre clíniques i, fins i tot, entre embriòlegs d’un 

mateix laboratori (Gosden, 2011). 

Recentment s’ha publicat el primer estudi en humans implementant un sistema de 

vitrificació semi-automàtic utilitzant un sistema tancat (Roy et al., 2014). Aquests autors han 

demostrat resultats equiparables als reportats fins ara amb els sistemes oberts. Amb aquest 

mètode, tot i no arribar a les taxes de refredament i escalfament a les que s’arriba amb els 

sistemes oberts, s’incrementen en gran mesura respecte altres sistemes tancats. Sistemes 
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com aquest podrien representar una alternativa en els laboratoris de criopreservació que 

permetria eliminar el factor humà. 

4.3.3 Indicacions 

Creació de bancs 

L’optimització en la criopreservació oocitària ha permès la creació de bancs d’oòcits 

simplificant en gran mesura els programes de donació. Tradicionalment, els cicles de les 

receptores d’oòcits requerien ser sincronitzats amb els cicles de les donants. La vitrificació 

d’oòcits permet organitzar el cicle de la receptora en el moment més convenient i a més 

proporciona el temps suficient per poder realitzar les proves necessàries abans de la 

donació, incloent-hi la quarantena per l’anàlisi de possibles infeccions en la donant. Aquesta 

possibilitat equipararia la donació d’oòcits amb la de semen pel què fa a la seguretat 

biològica. 

Preservació de fertilitat 

Els desenvolupaments assolits en criopreservació d’oòcits en l’última dècada, també  han 

suposat un punt i a part en el camp de la preservació de la fertilitat femenina atorgant a la 

dona total autonomia (Homburg et al., 2009). 

Les indicacions per la preservació de la fertilitat femenina es poden classificar en tres 

categories: dany iatrogènic gonadal (quimioteràpia i radioteràpia, majoritàriament per 

tractaments oncològics), predisposició genètica a una fallada ovàrica prematura (menopausa 

precoç) i pèrdua de fertilitat deguda a l’edat. La vitrificació d’oòcits representa una eina 

valuosa per la preservació de la fertilitat malgrat cal ser prudents i tenir en compte l’escàs 

nombre de naixements reportats a partir de la vitrificació d’oòcits en pacients oncològiques 

(Sánchez-Serrano et al., 2010; Kim et al., 2011; Garcia-Velasco et al., 2013; Alvarez et al., 

2014). Tot i que la majoria de casos reportats són amb vitrificació d’oòcits, amb anterioritat 

a aquestes publicacions s’han reportat naixements amb la tècnica de congelació lenta (Yang 

et al., 2007; Porcu et al., 2008). Tant l’ASRM com l’ESHRE han publicat recomanacions 

respecte de la preservació  de la fertilitat aconsellant dur-la a terme abans dels 35 anys 

(ESHRE Task Force on Ethics and Law et al., 2012; Practice Committees of ASRM and 

SART, 2013).  

Transferència diferida 
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Està en debat actualment la possibilitat de dur a terme una transferència diferida (Shapiro et 

al., 2014; Weinerman and Mainigi, 2014; Wong et al., 2014). Això implicaria la 

criopreservació dels oòcits o embrions obtinguts en el cicle d’estimulació i la posterior 

transferència embrionària en un cicle natural o artificial, evitant així un ambient uterí advers 

degut als elevats nivells d’estradiol derivats de l’estimulació ovàrica per tal d’aconseguir una 

millor taxa d’embaràs (Roque et al., 2013; Shapiro et al., 2013). Aquesta estratègia està 

plenament justificada en pacients amb risc de desenvolupar un SHO (Herrero et al., 2011) o 

en pacients amb nivells inadequats de progesterona (Santos-Ribeiro et al., 2014; Sonigo et 

al., 2014).  

D’altra banda, s’ha reportat en diferents estudis epidemiològics un augment en els resultats 

perinatals adversos, inclòs el baix pes gestacional, en cicles de FIV amb transferència dels 

embrions en fresc comparat amb el resultats de les transferències d’embrions 

criopreservats. Aquestes diferències no es fan evidents en receptores d’oòcits, abonant la 

idea de què l’ambient uterí en els cicles estimulats pot ser el responsable d’una deficient 

implantació (Kalra et al., 2011; Maheshwari et al., 2012; Pinborg et al., 2013; Wennerholm et 

al., 2013; Ishihara et al., 2014).  

Caldria però determinar quina seria l’estratègia més eficient en la transferència diferida 

entre la criopreservació d’oòcits o d’embrions. 

Cal tenir en compte que la transferència diferida pot implicar una doble criopreservació 

(primer els oòcits i seguidament els embrions supernumeraris) tot i que s’ha demostrat, tant 

en el estudi inclòs en la present tesis (vegeu article IV: How does vitrification affect oocyte 

viability in oocyte donation cycles? A prospective study to compare outcomes achieved 

with fresh versus vitrified sibling oocytes) com en l’estudi publicat per Cobo i 

col·laboradors (Cobo et al., 2013), que aquesta no sembla afectar ni la viabilitat embrionària 

ni la taxa d’embaràs evolutiu. 

Acumulació d’oòcits 

La vitrificació d’oòcits està resultant també de gran utilitat en els casos en què es desitja 

acumular-los en pacients amb baixa resposta a l’estimulació ovàrica. S’ha descrit aquesta 

estratègia en casos de cicles de DGP (Cobo et al., 2012c; Forman et al., 2012).  

Com en el cas de transferència diferida, caldria determinar si és més eficaç criopreservar 

oòcits o embrions en aquests casos. 



	
  

	
   67	
  

La criopreservació d’oòcits i embrions ha representat un gran avenç en les tècniques de 

reproducció assistida i ha permès incrementar l’eficiència d’aquestes tècniques i ampliar-ne 

el ventall d’indicacions com en el cas de la preservació de la fertilitat. 
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1) S’ha establert una correlació directa entre la taxa d’implantació i l’estadi de 

desenvolupament dels embrions en fresc abans de la congelació, la seva 

supervivència després de la descongelació i la seva evolució després del cultiu 

overnight. A partir d’aquest paràmetres s’ha desenvolupat un score aplicable a 

embrions de primerencs congelats/descongelats.  

2) S’ha descrit el primer naixement en un programa de DGP a partir d’un blastocist 

vitrificat diagnosticat com a normal. També s’ha demostrat la superioritat de les 

solucions i eines per a la vitrificació comercials en front les preparades en els propis 

laboratoris. 

3) No s’han obtingut diferències en cap dels paràmetres estudiats en comparar la taxa 

de fecundació, la qualitat embrionària, la taxa d’embaràs evolutiu o la taxa de nen 

nascut viu a casa entre el grup de receptores d’oòcits en fresc i vitrificats, sent 

aquest estudi comparatiu entre oòcits de la mateixa cohort de la donant.  Tampoc la 

doble vitrificació ha influït en els resultats obtenint la mateixa taxa de supervivència 

i d’embaràs evolutiu. 
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