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INTRODUCCION

La fecundacion es el proceso mediante el cual dos células altamente
diferenciadas, el ovocito y el espermatozoide, con dotacion
cromosdmica haploide (n) interaccionan y se combinan para dar lugar
a un cigoto con dotacién cromosémica diploide (2n) heteroparental.
Para que este proceso tenga lugar, los gametos masculino y femenino
maduros deben encontrarse, reconocerse e interaccionar para dar

lugar a una nueva entidad genética, el pre-embridn.

La fecundacion in vitro (FIV) se define como la penetracidon de un
espermatozoide previamente capacitado en un ovocito maduro fuera
del tracto genital femenino. Se puede realizar mediante la FIV
convencional, basada en la co-incubacién de ambos gametos
parentales o mediante la técnica de  microinyeccién
Intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI, del inglés
Intracytoplasmic Sperm Injection), que consiste en la inyeccion de un
Unico espermatozoide capacitado en el interior del citoplasma de un
ovocito maduro (en estadio de MIl), segin la metodologia de

transferencia nuclear.

FECUNDACION CORRECTA

Con la descarga de gonadotrofinas ovulatorias, el ovocito inmaduro
reanuda la meiosis y completa la primera divisién meidtica, por la
que cromosomas homodlogos se separan en dos estructuras
citoplasmaticas asimétricas haploides: el ovocito metafase Il (Mill)
propiamente dicho y una pequefia fraccién citoplasmadtica rodeada

de membrana, el primer corpusculo polar (1CP).
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INTRODUCCION

El ovocito MIlI queda detenido en este estadio metafasico estable
hasta que un estimulo eficiente de activacion, que en condiciones
normales es el espermatozoide fecundante, induzca la reanudacién
de la meiosis Il, que culminara con la segunda division meiética, y por
la que se producird la separacién de cromatidas hermanas, quedando
23 de éstas en el ovocito y las otras 23 en el segundo corpusculo
polar. Esta reanudacidon del primer ciclo celular pre-embrionario
supone la entrada del ovocito en interfase por lo que las cromatidas
hermanas maternas que permanecen en el ooplasma quedaran
confinadas dentro de la membrana, que resultara con la formacién
del pronucleo materno. Al mismo tiempo, la cabeza espermatica
experimentara remodelaciones morfoldgicas vy fisioldgicas, quedando
las 23 cromatidas paternas confinadas sincrénicamente con la
formacion del prondcleo materno, en una estructura pronuclear, el

pronucleo paterno.

Asi, la correcta fecundacidon se define por la presencia de: dos
estructuras pronucleares, semejantes en tamario y yuxtapuestas en la
region central del cigoto y, dos corpusculos polares en el espacio
perivitelino (Figura 1). Cualquier alteracién en el nimero de ambos

elementos se considera una fecundaciéon anémala.

Tras la fecundacién in vitro, sea cual sea el procedimiento aplicado, la
evaluacidon de la fecundacién se realiza 17-20 horas tras la co-
incubacién o microinyeccién intracitoplasmatica bajo observacién

microscopica (Nagy et al. 1998, Payne et al. 1997).
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INTRODUCCION

FIGURA 1. Imagen de un cigoto correctamente fecundado: se observa la
presencia del primer y segundo corpusculo polar (CP) y las dos estructuras
pronucleares (PN).

En términos generales, la tasa de fecundacion correcta se estima en
torno al 60-70% de los ovocitos inseminados o microinyectados
(Flaherty et al. 1995, Palermo et al. 1993, Payne et al. 1994, Van
Steirteghem et al. 1993), existiendo por tanto un 30-40% de

fecundacién andmala o fallo de fecundacidn.

ANOMALIAS EN LA FECUNDACION

Como ha sido mencionado en el apartado anterior, consideramos
que el ovocito no ha fecundado correctamente cuando tras la
inseminacién dicho ovocito presenta una combinacion numérica
diferente a los dos corpusculos polares en el espacio perivitelino y a

las dos estructuras pronucleares en el interior citoplasmatico.
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INTRODUCCION

Las posibilidades abarcan desde la ausencia de fecundacién a la
fecundacién andédmala, que recoge todas aquellas combinaciones en
numero de corpusculos y prontcleos diferentes a la normal.

Por otro lado, es posible también observar ovocitos atrésicos vy
degenerados, asi como pre-embriones en estadio de células en el

momento de la evaluacién de la fecundacién (Figura 2).

FIGURA 2. Imagenes representativas de los diferentes tipos de cigotos que
podemos observar al evaluar la fecundacién: A) Ovocito no fecundado, con
la presencia de un Unico CP y ausencia de PN B) Cigoto en el que se ha
producido la expulsién del segundo CP pero no se han generado los PN; C)
Cigoto unipronuclear, con la presencia de dos corpusculos polares y un
Unico pronucleo; D) Cigoto bipronuclear correctamente fecundado; E)Cigoto
tripronuclear en el que se observan los tres pronucleos pero no se ha
producido la expulsion del segundo corpusculo polar; F) Cigoto tripronuclear
en el que se observan los tres pronucleos y el primer y segundo corpusculos
polares; G) Pre-embridén en estadio de células en el momento en que
observamos la fecundacién, debido a una divisidn partenogenética de éste.;
H) Ovocito degenerado.
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INTRODUCCION

Los datos en VI valencia en el afio 2014 en cuanto a fecundacion son

los que se muestran en el siguiente grafico (Figura 3).

FIGURA 3. Frecuencias de los diferentes tipos de cigotos observados al
evaluar la fecundacion. Obsérvese que el 73.2% de los cigotos presentan
fecundacidon correcta, con presencia de 2 corpusculos polares y 2
pronucleos; un 15.5% representa ausencia de fecundacién y un 5.3%
fecundacién anémala.

Resultados posibles tras la aplicacion de la
fecundacion in vitro

0,
5.3%6'0A m fecundacién normal

m fallo de fecundacién

fecundacidén
andémala

otros

Fallos de fecundacion

Hablamos de fallo en la fecundacidon cuando no se produce la
formacidn de los pronucleos, ya sea con expulsién o no del segundo
corpusculo polar.

Como se ha indicado anteriormente, este resultado representa

15.5%.
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INTRODUCCION

El origen de estos fallos de fecundacion puede ser diverso (Asch et al.
1995, Simerly et al. 1995, Van Blerkom et al. 1995). Puede que los
ovocitos sean incapaces de iniciar el proceso de activacién (Tesarik
and Testart 1994) o bien que la meiosis se reanude pero no culmine
de forma normal, produciéndose una activacién ovocitaria

incompleta (Tesarik and Kopecny 1989a).

Fallo de fecundacién: Presencia del primer corpusculo polar

con ausencia de prontcleos (Férmula: 1,0)

Se considera que ha habido un fallo en el proceso de fecundacion si
tras 17-20 horas post-inseminacién o microinyeccidn se observase un
Unico corpusculo polar, el primero, y ninguna estructura pronuclear;
rindiendo un féormula comudn en los laboratorios de fecundacidn in

vitro conocida coloquialmente como “1,0”.

Los fallos en la fecundacién se dan alrededor del 10-25% de los ciclos

de fecundacidn in vitro (Chen et al. 1995).

Tras aplicar la FIV convencional, las causas del fallo en la fecundacion
pueden ser multiples, siendo el principal motivo tras FIV la ausencia
de penetracidn espermatica y representando el 55.5% de los ovocitos
no fecundados (Rawe et al. 2000a). La causa de esta ausencia de
penetracion espermdtica puede tener un origen diverso; bien
defectos en la zona pellcida, en la reaccién acrosémica o en la fusién

del espermatozoide al oolema:

- Problemas seminales (Kruger, LIU):
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INTRODUCCION

Problemas en la penetracidn de las cubiertas ovocitarias por
parte del espermatozoide debido a fallo en la capacitacién o
en la reaccidén acrosémica.

Fallos en la descondensacién de la cabeza espermatica. Se ha
observado una mayor tasa de fragmentacion del ADN
paterno en los casos en que hay un fallo de descondensacion
del ADN del espermatozoide (Lopes et al. 1998).

Patologias espermaticas que imposibilitan la correcta
interaccion espermatozoide — ovocito o la activacién

ovocitaria; por ejemplo: casos de globozoospermia.

Problemas ovocitarios:

Alteraciones en la unién del espermatozoide al oolema por:
(i) endurecimiento de la zona pellcida; (ii) preactivacién
ovocitaria asocaidos a la estimulacién ovarica; a la
manipulacién ovocitaria previa (choques térmicos, osméticos,
vitrificacidn, entre otros).

Ausencia o mutaciones de receptores de las ZP que
imposibilitan la correcta interaccién espermatozoide- ovocito
(Patrat et al. 2000, Wassarman et al. 2004).

Problemas de madurez ovocitaria; especialemtne en aquellos
casos de FIV donde la co-incubacidn gamética se realiza sin
conocer el grado de madurez ovocitaria en los ovocitos
inseminados. Asi, si bien la maduracion nuclear vy
citoplasmadtica ovocitaria podria culminar durante el periodo
de co-incubacién gamética, es posible que no haya habido

tiempo suficiente para que el proceso de fecundacién curse y,
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por tanto, encontrarnos en un momento precoz del proceso
de fecundacién (Eppig et al. 1994). Alternativamente, es
posible que durante el tiempo de co-incubacidn, los ovocitos
inmaduros culminen el proceso de maduracidn nuclear; no
asi su maduracion citoplasmatica y por tanto no siendo
capaces de descondensar la cabeza espermatica adn
habiéndose producido penetracién espermdtica en un
ambiente citoplasmatico inmaduro (Zenzes et al. 1990).
e Problemas en la activacion ovocitaria, siendo la principal
causa de fallo en la fecundacién.
- Problemas en la interaccidon espermatozoide-ovocito debido a
alteraciones en el reconocimiento mutuo entre el

espermatozoide y el ovocito (Van Blerkom et al. 1995).

Tras la aplicacién de la ICSI, al haberse introducido un unico
espermatozoide directamente en el citoplasma ovocitario, se evitan
algunas de las causas originarias del fallo de fecundacion descritas
tras la FIV convencional, como podrian ser los fallos de
reconocimiento e interaccion entre las cubiertas ovocitarias vy
envolturas espermaticas, por ejemplo. Aun asi, tras realizar la ICSI la
causa de los ovocitos no fecundados, pueden tener su origen por

causa tanto espermatica como ovocitaria.

Por ello, tras aplicar ICSI, el 83% de los ovocitos no fecundados
permanecen en estadio de MII, presentando el nucleo espermatico
una descondensacidn parcial o incluso en estado de condensacién

(Flaherty et al. 1995). Puesto que el factor espermatico,
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posiblemente la fosfolipasa C zeta, esta implicado en el
desencadenamiento de la respuesta ovocitaria de activacion, es
posible explicar el fallo en la activacion del ovocito por una ausencia
o incorrecta ubicacion de dicho factor espermatico en la cabeza del
espermatozoide fecundante; asi, en dltima instancia, si el
espermatozoide no induce la correcta sefializacion para que se
produzca la sefal inicial o subsidiaria de calcio intracelular, ocurrira
una incompetente activacién ovociaria y por ende, la ausencia de

interfase cigdtica (Tesarik and Mendoza 1999).

El pseudo-desencadenamiento inicial y transitorio del calcio, que
tiene lugar durante la inyeccién, comprende una entrada de Ca®
extracelular, procedente del medio en el que se realiza el ICSI, siendo
este incremento de Ca* similar al que se produce durante la fusion
del espermatozoide al ovocito en condiciones normales. Sin
embargo, este pseudo-desencadenamiento de calcio puede ser
insuficiente cuando se emplean medios de manipulacion con baja
concentracién de calcio, cuando la ICSI se realiza demasiado rapida o
cuando no se realiza la aspiracion del citoplasma ovocitario
previniéndose la ruptura de la membrana plasmatica (Tesarik and
Mendoza 1999). De no producirse este adecuado incremento inicial
de calcio intracelular, no se inducira la correcta liberacidn subsidiaria
de calcio intracitoplasmatico y, por ende, habrd ausencia de una

respuesta ovocitaria de activacion correcta.

Por otro lado, puede que el fallo en el pseudo-desencadenamiento

de calcio sea inherente al espermatozoide debido a la ausencia o
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retraso en la liberacién del factor espermatico en el citoplasma del
ovocito (Vitullo and Ozil 1992). Asi, pese a producirse el inicial
incremento en la concentracion de calcio intracelular de forma
adecuada, no se efectuaran las correspondientes oscilaciones de
calcio subsiguientes, resultando en ausencia o incompleta activacion

ovocitaria (Tesarik and Mendoza 1999).

Por otro lado, se ha reportado la ausencia de espermatozoide
fecundante en el ooplasma ovocitario en mas del 10% de los ovocitos
gue presentan fallo de fecundacidn tras ICSI; probablemente debido
a la expulsion del espermatozoide a través del orificio de
microinyeccidn o a un fallo en la inyeccién espermatica, por ejemplo
por ausencia de rotura del ooplasma (Flaherty et al. 1995, Rawe et al.

2000a, Sakkas et al. 1996).

Asi, concluimos, tal y como muestra la siguiente figura (Figura 4) que
de entre los fallos de fecundacién por FIV y por ICSI, la principal
causa de los fallo de fecundacion tras FIV es el fallo en la entrada del
espermatozoide debida principalmente a defectos en la zona
pellcida, en la reaccién acrosémica o en la fusidon de la membrana al
oolema. Tras ICSI, en la mayoria los casos se inicia el proceso de
fecundacidn, pero se detiene en diferentes puntos. En el 39,9% de los
casos la detencion se produce debida a un fallo en la activacién
ovocitaria, fundamentalmente producida por fallo en Ia
descondensacion espermatica. Otra de las causas posibles de fallo en

la fecundacién tras ICSI es el arresto metafasico. Y por ultimo, tanto
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tras FIV como ICSI se dan en igual proporcion los defectos en la

formacidn o migracién de los pronucleos (Rawe et al. 2000b).

Fallo de fecundacién: Presencia del primer y segundo

corpusculo polar con ausencia de prontcleos (Férmula: 2, 0)

En el momento de la evaluacion de la fecundacion, entre los ovocitos
con ausencia de fecundacidn, estan aquellos que presentan el primer
y el segundo corpusculo polar en el espacio perivitelino; no
observandose, sin embargo, presencia de pronucleos; rindiendo una
féormula comun en los laboratorios de fecundacion in vitro conocida

coloquialmente como “2,0”.

El estudio cromosémico de dichos pre-embriones revela que mas del
50% son diploides, presentando la mitad de ellos senal para el
cromosoma Y (Jamieson et al. 1994, Manor et al. 1996). Estos
resultados pueden explicarse por la variabilidad en la duracién de los
ciclos celulares entre ovocitos/cigotos; de forma en que aquellos
cigotos con un primer ciclo celular corto, los pronucleos no serian
identificables en el momento habitual en el que se evalta la
fecundacién (Manor et al. 1996). En tales cigotos, la rotura de las
membranas pronucleares (pronuclear fading) ya habria ocurrido de
forma prematura; encontrandose por tanto en la fase G2 del primer
ciclo celular. En este sentido, se ha documentado que los pre-
embriones con rotura de membrana pronuclear prematura y por
consiguiente, con primera division mitética temprana, dan lugar a

pre-embriones con una mayor tasa de formacidon de blastocistos,

43



INTRODUCCION

ademas de una mayor tasa gestacidon e implantacién; sin embargo,
pese a que este colectivo de pre-embriones presente un correcto
desarrollo embrionario, con buena morfologia (Rienzi et al. 2005) es
necesario asegurar su euploidia, ya que la ausencia de pronucleos no
garantiza su origen bipronuclear (2PN); pudiendo haber contenido en

origen cualquier otra formula.

Por otra parte, la observacién de ambos corpusculos polares con
ausencia de pronucleos podria ser debida a que el ovocito reanuda la
meiosis tras la entrada del espermatozoide, pero no prospera hacia la
formacidon de los prondtcleos; es decir, son ovocitos que aunque
inician el proceso de activacién, no son capaces de formar las
estructuras pronucleares debido a una activacién ovocitaria
incompleta. Estos ovocitos reciben colectivamente el nombre de
ovocitos metafase Il (MIll) y fueron descritos inicialmente en ratén y
posteriormente en humanos; en estos ovocitos, los cromosomas
maternos se reorganizan en una nueva placa metafdsica y no
prosperan hacia estructuras pronucleares (Kubiak 1989). Estudios
cromosémicos y ultraestructurales del citoesqueleto microtubular
indican que el 44.5% de estos ovocitos, quedan detenidos en
diferentes fases del primer ciclo celular, si bien hubieron sido
penetrados e iniciaron el proceso de pre-activacion por el
espermatozoide fecundante (Rawe et al. 2000b, Simerly et al. 1995).
La incidencia de ovocitos MIIl cuando se producen fallos de
activacion en el ovocito es mayor tras ICSI que tras FIV, siendo su

frecuencia de 20% y 9,5% respectivamente (Rawe et al. 2000b).
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Causas de fallo en la fecundaciéon

Fallo entrada/Expulsion del espermatozoide ' 133 T 22,2

Fallo de activacidn ovocitaria | =55

Activacion abortiva {7

Defectos de formacién/migracién de PN | 55

Arresto metafasico m

0 10 20 30 40 50 60
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FIGURA 4. Frecuencias comparadas tras FIV e ICSI de las posibles causas de fallos en el proceso de la fecundacion.
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Fecundacion anomala

Se considera que un cigoto ha fecundado de forma anémala, cuando
observamos la presencia de un nimero de pronucleos diferente a los
dos esperados, independientemente de que se haya producido o no
la expulsion del segundo corpusculo polar.

Las dos anomalias principalmente observadas tras aplicar
procedimientos de FIV convencional o ICSI se refieren al nimero de
prondcleos observado y engloban genéricamente a los cigotos
unipronucleares (1PN) y los cigotos tripronucleares (3PN), aunque, en
ocasiones, pueden también observarse cigotos poliploides,
caracterizados por contener mas de tres pronucleos.

La mayoria de los pre-embriones anémalamente fecundados son
capaces de dividirse, dando lugar a pre-embriones con apariencia
morfoldgica similar a aquéllos bipronucleares a pesar de su ploidia y

composicion parental.

El porcentaje de pre-embriones unipronucleares y polipronucleares
tras FIV varia desde el 2.7% al 12.5% respectivamente (Balakier et al.
1993b, Staessen et al. 1993, Sultan et al. 1995), mientras que tras la
aplicacion de ICSI dicho porcentaje oscila del 4.9% al 11.4%,
respectivamente (Macas et al. 1996, Sultan et al. 1995, Van

Steirteghem et al. 1993).
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Fecundacion anémala: Cigotos unipronucleares; presencia de
los dos corpusculos polares con ausencia de uno de los

prontcleos (Formula: 2,1)

Los cigotos unipronucleares se caracterizan morfolégicamente por
haber extruido el segundo corpusculo polar y presentar una Unica
estructura pronuclear, siendo su incidencia en humanos del 1.6 -
6.7%, independientemente de la técnica de fecundacidn aplicada (FIV
o ICSI (Balakier et al. 1993a, Munné et al. 1993, Plachot and Crozet
1992a, Reichman et al. 2010, Staessen et al. 1993, Staessen and Van
Steirteghem 1997b). Su capacidad de desarrollo in vitro es
comparable a la observada en los pre-embriones fecundados
correctamente, presentando una elevada capacidad de progresar

hasta el estadio de blastocisto.

En la bibliografia consultada se ha reportado que tras el analizar su
composicion cromosdmica mediante FISH, los pre-embriones
procedentes de cigotos unipronucleares resultantes de aplicar
ambas técnicas FIV e ICSI, un 24.3% de los mismos son haploides, un
48.6% diploides vy, el resto son poliploides (3.2%) o mosaicos (23.9%)
(Feenan and Herbert 2006).

Un estudio realizado por el grupo de Staessen (Staessen and Van
Steirteghem 1997b) mostré que la proporciéon de pre-embriones
haploides y diploides era variable, segun la técnica de origen (tablal),

postuldandose diferentes causas para explicar el origen de los cigotos
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unipronucleares, siendo clave su ploidia (haploides vs diploides) y la

tecnologia de fecundacién aplicada.

Cigotos unipronucleares haploides

La incidencia de pre-embriones haploides, derivados de cigotos
unipronucleares fue mayor cuando la técnica de fecundacion in vitro
aplicada fue ICSI que cuando fuera FIV (31.2% vs. 13.1 %),

respectivamente (Staessen and Van Steirteghem 1997a).

Para los cigotos haploides procedentes de FIV convencional, la
principal causa que justifica su origen fue en un principio la
activacion partenogenética prematura (Cohen et al. 1995, Cohen et
al. 1995, Staessen et al. 1993), debida a que la reanudacion de la
meiosis hubiera sido desencadenada por una causa interna o externa,
independiente del espermatozoide; en cambio, se observd que el
origen de los cigotos unipronucleares haploides podria ser
ginogenético o androgenético, al igual que sucederia en los cigotos
unipronucleares procedentes de ICSI ((Balakier et al. 1993b, Staessen
and Van Steirteghem 1997b). Al observarse seial especifica del
cromosoma Y en el 36% de los cigotos y, teniendo en cuenta que la
mitad de los espermatozoides contienen el cromosoma X y la otra
mitad el cromosoma Y, podria deducirse que en el 70-75% de los
cigotos unipronucleares se hubiera producido la entrada del

espermatozoide (Staessen and Van Steirteghem 1997a).

Tras la aplicacion de ambas técnicas, FIV e ICSI, los cigotos

unipronucleares haploides podrian originarse como resultado de la
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ausencia de la formacion del segundo pronticleo, es decir un fallo
en la dindmica de la cromatina, no habiéndose constituido el
prondcleo materno; en cuyo caso el cigoto unipronuclear resultante
seria un androgenota o, alternativamente, obviandose la constitucion
del pronucleo paterno, resultando, por tanto, un ginogenota haploide

(Figura 5).

En relacidn al origen ginogenético de los cigotos unipronucleares, un

estudio realizado por el grupo de Dozorstev (Dozortsev et al. 1994)
en cigotos monopronucleares generados por ICSI se observé que en
el 52% de los cigotos unipronucleares, la cabeza espermatica
permanecia condensada en el citoplasma ovocitario, no formandose
ninguna estructura pronuclear paterna (Dozortsev et al. 1994). Este
hecho fue confirmado posteriormente por el grupo de Flaherty
(1995), reportando que en el 80% de los cigotos unipronucleares
procedentes de ICSI era posible identificar un espermatozoide
condensado (Flaherty et al. 1995). Balakier (1993) describié esta
misma causa para explicar el origen uniparental de los cigotos

unipronucleares procedentes de FIV (Balakier et al. 1993b).

Existen tres posibles causas que podrian explicar el fallo en la
formacion de pronucleo masculino; generandose por tanto
ginogenotas haploides: (i) la ausencia de entrada espermatica tras
FIV o la eyeccién del espermatozoide tras la aplicacion de la ICSI; (ii)
la ausencia de descondensacion o remodelacién de la cabeza
espermatica y por ende, la persistencia del espermatozoide en

estado condensado v (iii) la descondensacién parcial de la cromatina
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espermatica (Flaherty et al. 1995); siendo en la mitad de los casos, el
fallo en la descondensacion de la cromatina espermatica, la causa de
la ausencia de formacion pronuclear en los cigotos unipronucleares
haploides tras ICSI; dichos pre-embriones serian haploides

ginogenéticos.

Se pueden observar cigotos unipronucleares androgenéticos si éstos
se han generado por un fallo en la formacién del pronucleo materno.
Su incidencia es baja, supone cerca de un 4% de los pre-embriones
unipronucleares haploides (Kovacic and Vlaisavljevic 2000). Esta
situacidn puede originarse cuando se produce la expulsién de los dos
sets de cromosomas maternos en el segundo corpusculo polar (no
disyuncion en la meiosis Il) (Levron et al. 1995). En este caso el
pronucleo haploide paterno cursaria con extrusion del segundo

corpusculo polar, que contendria toda la cromatina materna.

Cigotos unipronucleares diploides

De entre los cigotos unipronucleares, se ha descrito que la incidencia
de diploides ronda el 50% (Plachot and Crozet 1992b, Staessen et al.
1993); habiéndose observado en diferentes estudios que dicha
proporcién mas elevada cuando los cigotos unipronucleares
proceden de FIV convencional que de ICSI (56.9% vs. 28.0%,
respectivamente) (Staessen and Van Steirteghem 1997a, Sultan et al.

1995, Van der Heijden, Godfried W et al. 2009).

50



INTRODUCCION

TABLA 1. Resultados del analisis por FISH de los pre-embriones procedentes de cigotos unipronucleares tras
aplicar las técnicas de FIV e ICSI.

ICSI (n,%) FIV (n,%)
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Hay tres hechos que apoyan la hipdtesis de que los cigotos
unipronucleares podrian corresponderse con cigotos correctamente
fecundados, que son: (i) la capacidad de desarrollo in vitro hasta el
estadio de blastocisto (Gras and Trounson 1999); (ii) el desarrollo de
una linea de células madre embrionarias humanas diploides 46XX
derivada de un cigoto unipronuclear (Suss-Toby et al. 2004) y; (iii) el
registro de gestaciones tras la transferencia de pre-embriones
derivados de cigotos unipronucleares (Barak et al. 1998, Gras and
Trounson 1999, Staessen and Van Steirteghem 1997a, Sultan et al.
1995).

El origen de la diploidia de los cigotos unipronucleares fue explicada,
en primera instancia, por la asincronia en la formacion de los
pronticleos (Munné et al. 1993, Staessen et al. 1993); se ha
observado asincronia pronuclear en el 25% de los cigotos
unipronucleares, observdandose ambos pronucleos transcurridas 4
horas desde la primera evaluacion (Staessen et al. 1993); esta
hipdtesis ha sido corroborada mediante estudios de cultivo
embrionario segun tecnologia time-lapse, segin los cuales se ha
observado una asincronia en el desarrollo de los pronucleos en 38%
de los ovocitos fecundados, dicha asincronia se ha calculado que

oscila entre 30 minutos y 2 horas (Payne et al. 1997).

Pese a lo anteriormente indicado, en el 75% de los casos no se
observa la formacion del segundo pronucleo, argumentando que el
origen de los cigotos unipronucleares de FIV podria deberse a la

yuxtaposicion de ambos prontcleos parentales en una unica
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membrana nuclear (Levron et al. 1995, Tesarik and Mendoza 1996).
En los mamiferos, no se produce fusién pronuclear; sin embargo, lo
que si puede ocurrir es la formacién de una envoltura nuclear
alrededor de los dos prontcleos (Levron et al. 1995), lo cual ocurriria
si el espermatozoide se deposita cerca del huso meidtico del ovocito
en el momento de la ICSI. Desafortunadamente, este hipotético
origen no ha podido ser confirmado mediante observacién en tiempo

real, empleando tecnologia time-lapse (Payne et al. 1997).

Por ultimo, cabe mencionar el excepcional caso reportado por el
grupo de Staessen, en el que uno de los pre-embriones
unipronucleares diploides de ICSI resulté ser diploide monoparental
(YY). Entre las posibles causas para su formacién, cabe destacar la
fecundacidén del ovocito por parte de un espermatozoide diploide, sin
que intervenga el material genético del ovocito, o bien, Ia
fecundacién por un espermatozoide haploide con posterior
diploidizacién del genoma de nuevo, sin que intervenga el material

genético ovocitario (Staessen and Van Steirteghem 1997b).

Cigotos unipronucleares mosaicos

Los cigotos unipronucleares mosaicos representan el 40.8% de los
unipronucleares derivados tras ICSI y el 37.4% de aquéllos de FIV
(Tabla 1). Los pre-embriones mosaicos pueden tener combinaciones
de blastobmeras haploides con diploides, triploides e incluso

tetraploides. Pero ademas, se han identificado pre-embriones
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mosaicos complejos, que son aquéllos en los que cada nucleo

presenta una composicién cromosdmica diferente.

Se ha propuesto que los pre-embriones mosaicos, derivados de
cigotos unipronucleares se generan tras la activacion del ovocito,
seguida de una diploidizacién espontdnea tras la primera divisidon. En
cambio en los mosaicos complejos se producen segregaciones
cromosOmicas anormales, como ocurre en los pre-embriones
correctamente fecundados (Munne et al. 1994); sin embargo, su
incidencia es bastante mayor debido a que los pre-embriones
procedentes de cigotos unipronucleares son mas inestables (Staessen

and Van Steirteghem 1997b).

Fecundacion andémala: Cigotos tripronucleares; presencia de
uno o dos corpusculos polares con presencia de tres

prontcleos (Formula: 1,3y 2,3)

Los pre-embriones tripronucleares se caracterizan por presentar tres
estructuras pronucleares, independientemente de la formula
corpuscular. Es generalmente aceptado que los pre-embriones
procedentes de cigotos tripronucleares presenten una fdérmula
cromosomica triploide (3n) en lugar de la normal diploide (2n),
pudiéndose dar dos combinaciones parentales diferentes: que el
cigoto tripronuclear este compuesto por un set cromosdémico
materno y dos paternos (tripronuclear diandrico) o un set
cromosomico paterno y dos maternos (tripronuclear diginico) (Dyban

and Baranov 1978, Edwards et al. 1967).
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FIGURA 5. Esquema de las posibles etiologias de la generacion de los cigotos unipronucleares. (A) Cigoto unipronuclear
androgenético haploide (presencia Unica del prontcleo masculino); (B) Cigoto unipronuclear ginogenota haploide (presencia Unica
del prontcleo femenino);(C) Cigoto unipronuclear diploide con presencia de un Unico pronucleo en el que se ha producido
yuxtaposicion de ambos prontcleos en una Unica membrana nuclear; (D) Cigoto unipronuclear diploide con presencia de uno de los
prondcleos en el momento de evaluacién de la fecundacion, apareciendo tardiamente el segundo pronucleo; (E) Cigoto
unipronuclear diploide con la presencia de un Unico pronucleo en el que se ha producido yuxtaposicion de dos pronucleos de origen

paterno.

55



INTRODUCCION

El mecanismo por el que se pueden producir cigotos tripronucleares
depende principalmente de la tecnologia de fecundacién que les dio

origen.

Tras aplicar técnicas de reproduccién asistida, se observan cigotos
con tres pronucleos (tripronucleares) con una frecuencia del 5-8.1%
tras fecundacion in vitro convencional (Pieters et al. 1992b, Porter et
al. 2003) o del 2.5-6.2% tras microinyeccidn intracitoplasmatica

(Pieters et al. 1992a, Rosenbusch 2008).

Los cigotos tripronucleares didndricos resultan de la fecundacién de
un ovocito haploide por dos espermatozoides (dispermia) o bien, son
resultado de una fecundacién monospérmica por un espermatozoide
diploide. En general, estos cigotos tripronucleares diandricos son
morfoldgicamente identificables ademds de por presentar las tipicas
tres estructuras pronucleares que le dan nombre, por la presencia de
los dos corpusculos polares en el espacio perivitelino, resultado de
una respuesta ovocitaria de activacion normal. Estos cigotos rinden
una férmula comudn en los laboratorios de fecundacién in vitro

conocida coloquialmente como “2,3” (Figura 6).

Por su parte, los cigotos tripronucleares diginicos resultan de una
fecundacién monospérmica haploide y son morfolégicamente
identificables por la presencia de las tres estructuras pronucleares
tipicas junto con un Unico corpusculo polar, el primero, en el espacio

perivitelino. Estos cigotos rinden una férmula comuin en los
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laboratorios de fecundacion in vitro conocida coloquialmente como

“1,3” (Figura 6).

Ademds de la esperada triploidia, en los pre-embriones
tripronucleares generados tras la aplicacion de ambas técnicas, FIV e
ICSI, el analisis citogenético mediante FISH y analisis del cariotipo nos
muestras que se forman complementos cromosémicos tetraploides o
complejos mosaicos derivados de la ausencia de un equilibrio en los
complementos cromosémicos paternos y maternos; dando lugar a

una segregacion cromosdmica cadtica (Feenan and Herbert 2006).

La elevada incidencia de mosaicismo en los pre-embriones
tripronucleares podria ser atribuida a divisiones celulares cadticas;
especialmente en los pre-embriones tripronucleares derivados de
una fecundacion dispérmica, en los que se produce una doble
herencia centriolar, cada uno de los cuales seguird su dinamica de
multiplicacion propia tras la rotura de la membrana pronuclear
(Palermo et al. 1994b); (Figura 7).

En cuanto al potencial de desarrollo de los pre-embriones
tripronucleares, en general, independientemente de su origen,
diginicos o diandricos, los pre-embriones triploides, son capaces de
desarrollarse hasta estadios post-implantaciones. De hecho, se han
descrito gestaciones de pre-embriones triploides generados in-vivo,
gue supone el 15% - 18% de anomalias citogenéticas en los abortos
espontaneos (Dyban and Baranov 1978). Los pre-embriones con
dotacidon cromosdmica triploide son generalmente letales durante el

desarrollo embrionario o fetal en mamiferos (Fryns and Witters
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2003), siendo muy inusual el nacimiento de nifios triploides en los
cuales se produce la muerte en el periodo postnatal temprano. In
vivo, el origen de la triploidia suele ser por dispermia; de hecho se ha
descrito que el 85% de pre-embriones triploides humanos son de
origen diandrico debido a la polispermia (Jacobs et al. 1982, Surti et
al. 1979), habiéndose reportado pocos casos de pre-embriones

triploides diginicos (Lauritsen et al. 1979, Uchida and Freeman 1985).

Cigotos tripronucleares procedentes de FIV

En los tratamientos de FIV convencional, la observacién de cigotos
tripronucleares suele ser mayoritariamente debida a una fecundacion
polispérmica (Ho et al. 1994), no pudiendo descartar que su origen se
deba a la fecundacién de un ovocito haploide por un espermatozoide
diploide (McFadden et al. 2002). Aunque es poco habitual que se
produzca la fecundacién por parte de espermatozoides diploides, la
frecuencia aumenta cuando se trata de muestras de varones
infértiles oligozoospérmicos (Egozcue et al. 2000, Egozcue et al.
2002), donde pueden haber ocurrido errores en las meiosis | 6 Il
(Codina-Pascual et al. 2006). Sea cual fuere el origen, los cigotos
formados son diandricos y presentan dos estructuras pronucleares
paternas y una materna, cursando con una correcta respuesta de
activacion ovocitaria evidente por la presencia de los dos corpusculos

polares en el espacio perivitelino.

El andlisis cromosémico de los pre-embriones tripronucleares,

resultantes tras la aplicacion de la FIV convencional revela que el 86%
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son dispérmicos en origen (Plachot and Crozet 1992a), por lo que
generalmente se acepta que los cigotos tripronucleares identificados
tras FIV convencional son didndricos y originados por la penetracién
de dos espermatozoides haploides y resultado de un bloqueo de la
polispermia ineficiente (Rosenbusch et al. 1997, Trounson et al.
1999). La incidencia de polispermia puede verse alterada por (i) la
variacion de la concentracion de estradiol; (ii) el envejecimiento
ovocitario dado por un incremento en el tiempo pre-inseminacion;
(iii) la concentracion, motilidad y porcentaje de espermatozoides
morfolégicamente normales en la muestra de inseminacién (Ho et al.
1994); (iv) la sobre-inseminacién o empleo de una concentracién
superior a 100.000 espermatozoides/mL para la co-incubacién
gamética; (vi) deficiencia en la reaccion cortical sub-6ptima de los
ovocitos y/o (vii) la inseminacion de ovocitos con zonas peltcidas

dafiadas (Sathananthan et al. 1999).

La dispermia produce la formacién de dos pronuicleos de origen
paterno vy, al igual que ocurre en la fecundacion monospérmica, el
ovocito reanuda y culmina la meiosis con la expulsién del segundo

corpusculo polar.

Cuando se produce la fecundacién dispérmica, el ovocito contendra
ademas de un set extra de cromosomas paternos, un centriolo
adicional. Contando con dos centriolos, el huso mitdtico generado
serd tripolar en lugar del caracteristico bipolar, presente en los
cigotos correctamente fecundados. En consecuencia, las

segregaciones cromosémicas y el patrén de divisiéon suelen ser
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cadticos (Sathananthan et al. 1996). En este sentido, la formacion de
un huso mitaético tripolar debido a la presencia de dos centriolos, da
lugar a una elevada proporcion de cigotos tripronucleares que se

dividen en el primer ciclo celular en tres células (Kola et al. 1987).

FIGURA 6. Imagenes representativas y fotografias de un cigoto
tripronuclear diandrico y un cigoto tripronuclear diginico; (A) se observa la
presencia de los dos corpusculos polares (CP) y tres estructuras
pronucleares (PN), dos de origen paterno y una de origen materno, su
origen puede ser la fecundacién polispérmica debida a la entrada de dos
espermatozoides o la fecundacién por un espermatozoide diploide; (B) se
observa la presencia del primer corpusculo polar (CP) y tres estructuras
pronucleares (PN), una de origen paterno y dos de origen materno; se
genera debido a la no extrusidn del segundo corpusculo polar.
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Cigotos tripronucleares procedentes de ICSI

Tras la aplicacién de la técnica de ICSI, aseguramos que Unicamente
ha penetrado un espermatozoide en el ovocito. Por tanto, el origen
de los cigotos tripronucleares después de wuna ICSI es
fundamentalmente diginico, debido a la no expulsidon del segundo
corpuisculo polar (Staessen and Van Steirteghem 1997b, Van
Steirteghem et al. 1993); bien por defectos estructurales en el huso
meidtico o bien por causas citoplasmaticos que puedan alterar la
conformaciéon del mismo (Grossmann et al. 1997). Sin embargo, no
puede descartarse la posibilidad de un origen diandrico debido a que
la principal indicacion de la ICSI es el factor masculino y, por tanto, es
posible la microinyeccidon de un espermatozoide con defectos en la

meiosis | 6 Il y por tanto diploide (Codina-Pascual et al. 2006).

Los cigotos tripronucleares diginicos presentan tres pronucleos y un

solo corpusculo polar, el primero, debido a que no se produce la
expulsiéon del segundo corpusculo polar y suelen originarse tras la
microinyeccién monospérmica. Su origen puede deberse a errores en
la segregacion cromosémica; debido a la disrupcién de los
microtubulos si se produce la microinyeccién cerca del huso meidtico
del ovocito (Macas et al. 1996), el set cromosdmico materno que iba
a ser expulsado en el segundo corpusculo polar permaneceria en el
interior del ooplasma y conformaria el tercer prontcleo (Rawe et al.

2000a).
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FIGURA 7. Imagenes representativas de las posibles combinaciones en la
composicién cromosdmica de los pre-embriones tripronucleares (3PN)
diandricos en los que se ha producido la extrusién del segundo corpusculo
polar (CP), segun la formacion del huso mitdtico; (A) se generan 3 células
con composicidn cromosémica anormal debido a la formaciéon de un huso
mitético tripolar; (B) se generan dos células triploides debido a el reparto
cromosdémico equitativo tras la formacidn de un huso mitético diploide; (C)
tras la formacion de un huso mitético bipolar tras producirse un reparto
desigual se crean dos células diploides y una haploide.

Los estudios citogenéticos realizados sobre cigotos tripronucleares
procedentes de ICSI reportados indican un porcentaje variable de
pre-embriones diploides tras ser analizados por FISH desde 13.2%
hasta el 36% (Balakier 1993, Grossmann et al. 1997, Macas et al.
1996, Staessen and Van Steirteghem 1997a). Este hecho podria ser

explicado mediante el proceso de diploidizacién inmediata de los pre-
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embriones en estadio de zigoto mediante la eliminaciéon de uno de
los complementos cromosémicos haploides, debido a la formacidn de
un fragmento citoplasmatico que contenga el pronucleo materno
extra. Si dicho fragmento degenerara se obtendria un pre-embridn
diploide puro, en el caso de que no sea asi se obtendria un pre-

embrion mixoploide 2n/n (Rosenbusch and Schneider 2009).

Fecundacion anémala: Otros

Ovocitos degenerados

Los ovocitos degenerados tras la aplicacién de la técnica ICSI suponen
alrededor de un 10% del total de ovocitos microinyectados (Schwartz
et al. 1996, Van Steirteghem et al. 1993). Su causa puede ser: (i)
dafios en el huso meiético en el momento de la microinyeccion, (ii)
exceso de fluido microinyectado junto con el espermatozoide o (iii)
anormales niveles hormonales tras la estimulacidén; en este sentido
se ha observado que las bajas concentraciones de estradiol, dan lugar
a ovocitos con membranas fragiles que pueden resultar dafiadas con

la microinyeccion (Palermo et al. 1996).

Pre-embriones en estadio de células (Partenogenotas)

La presencia de pre-embriones en estadio de células en el momento
de evaluacion de la fecundacion puede deberse a que una division
partenogenética ovocitaria haya tenido lugar como resultado de pre-

activacion sin penetracion espermatica.
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Por otra parte, es también posible, como ya se ha indicado
anteriormente, que los pre-embriones partenogenéticos resulten de
una fecundacién correcta asociada a un desarrollo pre-embrionario

inusualmente acelerado.

RESCATE DE PRE-EMBRIONES CON FECUNDACION

ANORMAL. RESTAURACION DE LA PLOIDIA

Definimos la restauracién de la ploidia como la correccion de
aquéllos pre-embriones que habiendo mostrado una fecundacion
andémala, restablecen la condicién diploide.

Dicha correccion se puede dar de forma natural por los mecanismos
de autocorreccion embrionaria, intrinsecos a cada pre-embrién o
bien, inducidos mediante micromanipulacién de éstos.

Se ha demostrado que células embrionarias procedentes de pre-
embriones no viables, cromosémicamente anormales, pueden dar
lugar a células normales segln un proceso de autocorreccion

embrionaria (Munné et al. 2005).

Ovocitos MIl no fecundados

La estrategia generalmente mads aceptada para rescatar aquellos
ovocitos en los que se ha producido un fallo de fecundacién por FIV
convencional consiste en practicar una re-inseminacion mediante ICSI
(proceso conocido como rescate mediante ICSI), para obtener pre-
embriones normalmente fecundados (Lundin et al. 1996, Lundin et al.

2001, Morton et al. 1997, Tsirigotis et al. 1995). Este procedimiento
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se ha utilizado en casos de fecundacién anormalmente baja o incluso
en fallos totales de la fecundacién y su causa parece encontrarse
asociada al protocolo de estimulacion ovdérica utilizado, defectos

ovocitarios o espermaticos (Benadiva et al. 1999).

Empleando este procedimiento de rescate, las tasas de fecundacién
varian desde el 28% al 60%, siendo las tasas de embarazo
generalmente muy bajas y variables (0%-38.5%) (Lundin et al. 1996,
Morton et al. 1997, Tsirigotis et al. 1995, Yuzpe et al. 2000)
observandose ademas tras la aplicacion de esta técnica de rescate

una mayor incidencia de pre-embriones tripronucleares.

El factor clave para aplicar el rescate por ICSI es la hora de realizacién
del ICSI, ya que de ello depende la tasa de fecundacion normal en pro

de la mayor incidencia de cigotos tripronucleares (Nagy et al. 1995).

Ademads del efecto del tiempo de re-inseminacién sobre la tasa de
fecundacién normal, existe también una relacién directa (Edwards
and Brody 1995b)(Edwards and Brody 1995a) entre el tiempo que
transcurre desde la obtencién de los ovocitos y su inseminacion con
el desarrollo embrionario (Edwards and Brody 1995b). Asi, el tiempo
Optimo para realizar el ICSI de rescate oscila entre las 19 y 22 horas
desde la inseminacién inicial de los ovocitos (Yuzpe et al. 2000),
observandose una tasa de embriones normales entorno al 50%

(Morton et al. 1997, Nagy et al. 1995).

Por otro lado, se ha descrito que si el fallo en el proceso de la

fecundacién es debido a una muestra de semen anormal e
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intentamos realizar el rescate mediante ICSI, lo esperable es que la
situacion no mejorara debido al empelo del mismo origen seminal
sobre ovocitos envejecidos (Edwards and Brody 1995b). De hecho, se
ha reportado que la tasas de anomalias cromosOmicas tras realizar
dicho procedimiento es muy elevada, llegando a ser del 100%
(Pehlivan et al. 2004). Por lo tanto, se puede concluir que, el rescate
del fallo de fecundacién mediante un ICSI demorado no es un
procedimiento seguro, debido a la alta incidencia de anomalias

cromosomicas observada.

En los ovocitos MIl procedentes de ICSI no se realiza dicho rescate,
debido a que dichos ovocitos ya han sido microinyectados por un
espermatozoide y si se realizase la inyeccion de un segundo
espermatozoide, los zigotos resultantes serian con una elevada

probabilidad triploides.

Ovocitos con dos corpusculos polares y ninguna

estructura pronuclear

Como ya se ha comentado anteriormente, el origen de tales
estructuras puede deberse bien a un ciclo celular andmalamente
acelerado, o bien a una activacién ovocitaria incompleta. En
consecuencia, se ha reportado que en primer caso, un 50% de los
ovocitos son diploides (Jamieson et al. 1994, Manor et al. 1996) y dan
lugar a una mayor tasa de formacion de blastocistos ademds de una
mayor tasa implantacidon y gestacién; no quedando otra estrategia

que el escrutinio de las filmaciones cuando sea posible o la espera y

66



INTRODUCCION

evaluacion del “early cleavage” cuando el sistema de cultivo fuere
convencional. En tales situaciones, la estrategia embrioldgica
adecuada serd llevar los pre-embriones hasta el estadio de

blastocisto y analizar su ploidia y heteroparentalidad.

Por otra parte, aquellos cigotos que presentan dos corpusculos
polares y ninguna estructura pronuclear, causada por una activacion
ovocitaria incompleta, y por tanto, siendo MIll, en el caso de
ovocitos que han iniciado el proceso de activacién, pero no ha
culminado, podrian ser rescatados mediante activacion subsidiaria de
dichos ovocitos de forma artificial. Dicho procedimiento solamente

ha sido descrito de forma experimental en raton (Kubiak 1989).

Cigotos unipronucleares

Como ya se ha indicado anteriormente, aproximadamente un 50%
los pre-embriones unipronucleares tanto los generados tras la
aplicacion de FIV convencional como ICSI son diploides, habiendose

reportado nacidos vivos (ltoi et al. 2015).

Actualmente, disponemos de criterios que nos ayudan a predecir la
euploidia en los pre-embriones unipronucleares; sin embargo, la
Unica forma de asegurar tal asercién es mediante el estudio
citogenético por FISH, PGS vy fingerprinting. Entre estos criterios se

encuentran:

- Re-evaluacién pdstuma de los cigotos unipronucleares con la

finalidad de constatar la posible formacion de un segundo
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pronucleo si lo hubiese, debido a la existencia un desfase en la
formacion de ambos pronucleos (Payne et al. 1997, Staessen et
al. 1993).

Evaluacién del didmetro pronuclear, ya que un didmetro
anormalmente aumentado podria sugerir una condicidn diploide
(Tesarik and Kopecny 1989b); sin embargo, y pese a existir
referencias a este aspecto, no se ha realizado ningln estudio que
correlacione el tamafio pronuclear con la ploidia de los pre-
embriones unipronucleares.

Evaluacién del numero de precursores nucleolares podria ser
otro posible predictor de diploidia, ya que se ha reportado que el
numero de éstos es casi el doble en los cigotos unipronucleares
diploides que en aquéllos haploides (Tesarik and Mendoza 1996).
Evaluacién del potencial de desarrollo pre-embrionario in vitro
hasta el estadio de blastocisto podria ser también un indicador
de diploidia. El grupo de Itoi (2015) propone que los pre-
embriones unipronucleares procedentes de FIV convencional dan
lugar a una mayor tasa de blastocistos que aquéllos procedentes
de ICSI (Itoi et al. 2015); siendo ademas, los pre-embriones
unipronucleares que alcanza el estadio de blastocisto, con mayor
frecuencia diploides que aquéllos que, siendo unipronucleares
ven detenido su desarrollo pre-embrionario ya en estadio de
células (Sultan et al. 1995). Por su parte, este mismo grupo
concluye que todos los pre-embriones unipronucleares
procedentes de FIV convencional que progresan in vitro hasta el
estadio de blastocistos fueron analizados y mostraron ser

diploides (Otsu et al. 2004).
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Por todo ello, los cigotos unipronucleares pudieran ser rescatados
mediante el mero cultivo in vitro a blastocisto y analisis cromosémico
ulterior; estando esta estrategia especialmente indicada cuando la
metodologia de fecundacion que les dio origen fue la FIV
convencional (Nagy et al. 1998, Staessen and Van Steirteghem 1997b,
Sultan et al. 1995, Van der Heijden, Godfried W et al. 2009). Por el
hecho de no existir un método diagndstico de ploidia en los cigotos
unipronucleares, no procede, por ende, aplicar ninguna manipulacién

adicional sobre los mismos para de corregir su ploidia.

Pre-embriones en estadio de células en el

momento de la observacion de la fecundacion

Si la causa de la division prematura de los pre-embriones es la
division partenogenética, no vamos a poder restablecer su ploidia.
Sin embargo, si la causa de que los pre-embriones se encuentren en
estadio de células en el momento de evaluacién la fecundacién es
debido a un primer ciclo celular acelerado, podremos rescatarlos, en
el caso de que se hayan cultivado en sistema de time lapse, en cuyo
caso se podra observar la formacién de los pronucleos y se podra
discriminar, si dichos pre-embriones proceden de zigotos
correctamente fecundados.

En caso de que no se hayan cultivado en sistema time-lapse, el Unico
modo de saber si realmente son pre-embriones correctamente
fecundados, si la fecundacién ha sido anémala o si se han producido

por division partenogenética es realizar el analisis genético de éstos.
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Cigotos tripronucleares

Autocorreccion pre-embrionaria: Mecanismos de correccion

embrionaria

La autocorreccion de los pre-embriones es un mecanismo
propiamente pre-embrionario que previene la prosperidad de las
anomalias cromosdmicas. Hay descritos diversos mecanismos por lo
que pre-embriones trisémicos, sufren un proceso de autocorreccién
que permiten recuperar la condicion diploide de cada juego
cromosémico inicialmente alterado (Kalousek et al. 1993, Ledbetter
and Engel 1995, Wolstenholme 1996). Este fendmeno de pérdida
cromosdémica en las células aneuploides ha sido denominado

“rescate de cigotos trisomicos” (Kalousek et al. 1993).

El rescate de cigotos trisomicos ha sido descrito que acontece a
medida que avanza el desarrollo pre-embrionario, quedando
demostrado que tras el cultivo prolongado in vitro, la proporcidn de
células aneuploides disminuye en pro de un incremento en la
proporcién de células euploidias (Munné et al. 2005). En este
sentido, se ha reportado que cuando la proporcién de células
euploides en los pre-embriones mosaicos es de al menos un 66%, el
pre-embrién es capaz de desarrollarse y dar lugar a un blastocisto
euploide que puede incluso culminar su desarrollo con el nacimiento
de un bebé sano (Li et al. 2005). Por lo tanto, aunque el mosaicismo
fuere un fendmeno que ocurre de forma frecuente durante el

periodo pre-implantatorio, éste puede ser eliminado o paliado en
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tanto en cuanto avance el desarrollo pre-embrionario (Barbash-
Hazan et al. 2009). En este sentido, se ha demostrado que tras
derivar células madre embrionarias a partir de pre-embriones
aneuploides, la mayoria de las colonias derivadas fueron
caracterizadas como euploides, lo cual sugiere que las aneuploidias
no son permanentes, sino mas bien son susceptibles de correccién

(Peura et al. 2008).

El mecanismo propuesto para restaurar la ploidia en los pre-
embriones tripronucleares se denomina “rescate de trisémicos” y, se
define como la pérdida del set de cromosomas extra en tales pre-
embriones. Los pre-embriones tripronucleares se consideran
trisémicos completos, es decir presentan un set cromosémico extra
para cada uno de los cromosomas. El mecanismo exacto por el que
se produce este rescate se desconoce (Los et al. 1998); sin embargo,
se ha demostrado que la capacidad de desarrollo hasta el estadio de
blastocisto es mayor en pre-embriones trisdbmicos que en pre-
embriones que presentan otras aneuploidias (Rubio et al. 2007a). En
este sentido, se han propuesto tres mecanismos mediante los cuales
puede darse éste fendmeno de normalizacion cromosémica: retraso
de anafase (en inglés, anaphase lagging), no disyuncién cromosdmica
(en inglés, chromosome nondisjunction) y destruccion cromosémica
(en inglés, chromosome demolition) en las divisiones post-cigéticas

tempranas (Munné et al. 2005).
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Retraso de anafase o Anaphase lagging

Este mecanismo de rescate de trisdmicos, consiste en una separacién
retrasada de cromatidas hermanas durante la division mitética. Este
retraso suele afectar a un juego cromosdmico, de forma que uno de
los cromosomas no se incorpora en ninguna de las células hijas,
produciéndose un reparto desigual y, resultando una célula hija

trisémica y otra disdmica corregida (Kalousek 2000). (Figura 9.A)

No disyuncién cromosdmica o Non disjunction

Este mecanismo de rescate de trisdmicos consiste en un error en el
mecanismo de separacidon de las cromatidas durante la divisidn
mitdtica; provocando un reparto cromosdmico desequilibrado. Este
fendmeno provoca un retraso en el desarrollo pre-embrionario; sin
embargo, parece ser el mecanismo de correccion mas eficiente por
generar una célula hija tetrasdmica letal y otra corregida con carga
disémica que, tedricamente, no vera alterada su velocidad o ritmo de
multiplicacion (Tarin et al. 1992). En este caso, el numero de células
gue constituyen el embrién queda reducido, dando lugar a un

desarrollo pre-embrionario enlentecido o retrasado (Figura 9.B).

Destruccion cromosomica o Chromosome demolition

La destruccién cromosdmica es un mecanismo de rescate de
trisomicos consistente en la fragmentacién y eliminacion de uno de
los tres juegos cromosOmicos tras un error en la alineacién y/o

separacion cromosdémica durante la metafase y anafase,
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respectivamente; como resultado, se obtiene dos células hijas
disémicas normalizadas (Los et al. 1998). Este mecanismo resultaria
ser el mas eficiente en cuanto a la diploidizacion de los pre-

embriones tripronucleares (Figura 9.C).

Cualquiera que fuera el mecanismo de correccién pre-embrionaria,
en la mayoria de los casos, los pre-embriones habrian sido
parcialmente corregidos hacia la euploidia, generandose pre-
embriones mosaicos; es decir, en un mismo pre-embridén coexistirian
células corregidas euploides y células no corregidas, aneuploides, lo
cual puede dar a lugar a diferentes grados de normalidad,

dependiendo de la localizacién y proporcién de las células diploides.

El mosaicismo cromosémico se define como la presencia de dos o
mas lineas celulares cromosémicamente diferentes en un mismo
individuo, generado por un fallo en la segregacidn cromosémica
durante alguna de las mitosis, dando lugar a ganancia o pérdida de
cromosomas (aneuploidias). El mosaicismo puede ser general cuando
se presentan dos o mas lineas celulares en todo el organismo, o
confinado; es decir, cuando el mosaicismo Unicamente se presenta

en un area determinada.

Dependiendo del destino de las células alteradas (placenta o
embrién), se puede producir un fendmeno conocido como
mosaicismo confinado a la placenta, pudiéndose dar de forma total o
parcial. Si el confinamiento es total, la placenta pudiera ser

completamente trisdmica, coexistiendo con un feto diploide,
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resultante de la pérdida de los cromosomas trisomicos en el tejido
embrionario (Kalousek et al. 1993, Ledbetter et al. 1992, Vejerslev
and Mikkelsen 1989) o, por el contario, podria formarse una placenta

disémica y un embridn trisémico, en cuyo caso es no viable (Figura 8).

En cualquier caso, los pre-embriones mosaicos con células euploides,
presentan un desarrollo embrionario diferencial respecto a los
uniformemente aneuploides, ya que es posible que se produzca un
enriquecimiento en la poblacidon de células euploides respecto de
aquéllas aneuploides como resultado de las tasas de divisidn

diferenciales ((Munné et al. 2005).
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placenta feto
FIGURA 8. Imdagenes de las posibles localizaciones de las células

aneuploides en los pre-embriones que presentan mosaicismo: (A)
Localizacién de las células aneuploides Unicamente en la placenta; embridn
euploide; (B) Localizacién de las células aneuploides generalizada, presencia
de éstas tanto en el feto como en la placenta; (C) Las células aneuploides se
localizan uUnicamente en el feto, quedando la placenta libre de éstas,
euploide.
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Eliminacion microquirurgica del pronticleo supernumerario

La diploidia en los pre-embriones tripronucleares puede ser
restaurada mediante la eliminacion microquirdrgica del pronucleo
extra (Kattera and Chen 2003b, Palermo et al. 1994b), reportandose
incluso el caso de un nacido vivo sano con cariotipo 46XY, tras la
eliminacion del pronucleo extra en un cigoto dispérmico (Kattera and

Chen 2003b).

El primer trabajo en el que se realizd la eliminacidon microquirurgica
de un pronucleo (epronucleacién) fue realizado en ratén (Modlinski
1975b). Estos autores, empleando técnicas de micromanipulacién
eliminaron uno de los pronucleos de un cigoto correctamente
fecundado, obteniéndose un cigoto haploide uniparental. El
rendimiento técnico, tras ulteriores mejoras en los medios de
manipulacién y cultivo, asi como en el disefio de las pipetas de
micromanipulacién lograron mejorar notablemente el rendimiento

técnico hasta un 61% (lvakhnenko et al. 2000).

En mamiferos se han realizado diversos estudios de diploidizacion de
cigotos tripronucleares; logrando incluso comprobar la eficiencia de
reconstitucion mediante estudios de ploidia y composicidon parental
(Escriba and Garcia-Ximénez 2001, Hoppe and llimensee 1982,

McGrath and Solter 1983, Modlinski 1975a, Surani et al. 1986).
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FIGURA 9. Representacion grafica de los tres mecanismos propuestos para que se produzca la auto-correccidn de los embriones:
anaphase-lag, generandose una célula diploide y otra triploide (A), chromosome non-disjunction, donde se genera una célula
diploide y una tetraploide letal (B) y chromosome demolition, generandose dos células diploides (C).
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En humanos, la eliminacidon microquirdrgica de uno de los pronucleos
es técnicamente posible, dando lugar a pre-embriones
bipronucleares diploides (Gordon et al. 1989, Kattera and Chen
2003c, Malter and Cohen 1989b, Palermo et al. 1994c, Rawlins et al.
1988a). Sin embargo, la aplicacién de la técnica en la practica clinica
rutinaria es muy limitada debido a las restricciones éticas y legales y a
las pruebas de viabilidad cromosémica y de composicién
heteroparental que requieren, habiendo sido Unicamente reportado
un caso clinico en humanos, en el que tras la epronucleacién
selectiva realizada en cigotos humanos tripronucleares y ulterior
transferencia intrauterina, nacié un vardn sano (Kattera and Chen

2003b).

El proceso de diploidizacién por micromanipulacién se realiza
generalmente sobre cigotos tripronucleares generados tras la
aplicacién de la FIV convencional; es decir, con cigotos diandrico,
aunque también se han realizado estudios con aquéllos procedentes

de ICSI.

La diploidizacidn de cigotos tripronucleares consiste en la extraccién
del pronucleo supernumerario. En el caso de los cigotos dispérmicos,
la eliminacidn del pronucleo extra no es suficiente (Palermo et al.
1994b); es necesario ademas, eliminar el centriolo extra asociado al
pronucleo paterno supernumerario. La entrada de dos
espermatozoides, ademds de una composicidn gendmica extra,
ofrece un set de centriolos adicional que debe ser junto con la

informacidon genética eliminados a fin de restablecer la correcta
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monospermia (Kattera and Chen 2003c). La presencia de mas de un
centriolo funcional da lugar a la formacién de husos multipolares y en
consecuencia, distribuciones cromosdmicas cadticas que rendiran

blastémeras aneuploides.

El éxito de la técnica de epronucleacion selectiva reside en la
capacidad de restablecer la diploidia y heteroparentalidad; por lo
tanto, la principal limitacién de esta técnica consiste en identificar la

identidad parental del pronucleo supernumerario.

El principal indicador del origen parental de los pronucleos es su
localizacién intracitoplasmatica, tamafio y presencia de restos

espermaticos proximos (Malter and Cohen 1989b).

Poco tiempo tras la activacién ovocitaria inicial, el pronucleo materno
se localiza en la zona mas proximal al segundo corpusculo polar
(Goud et al. 1999, Malter and Cohen 1989a, Palermo et al. 19944,
Tang et al. 1994a); el 92% de los casos, el pronucleo materno es
aquél situado mas cerca de segundo corpusculo polar (Payne et al.
1997), el cual puede ser identificado por su tamafio, ligeramente
mayor al del primer corpusculo polar, y ademds, por estar conectado

a la membrana oopldsmica (Kaufman 1978, Markert 1982).

Por lo que respecta al tamafio pronuclear, aunque se ha reportado
gue el pronucleo paterno suele ser mayor que el materno (Rawlins et
al. 1988b), en el momento en que evaluamos la fecundacién, se
observa que el tamafio de ambos pronucleos es similar (Gordon et al.

1989, Kattera and Chen 2003b, Malter and Cohen 1989b, Palermo et
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al. 1994b, Wiker et al. 1990b).

La presencia de restos espermaticos en la proximidad del prontcleo
paterno, aunque ha sido descrita (Rawlins et al. 1988b) no es
detectable bajo microscopio convencional, siendo sélo observable en
un 1% de los casos tras un examen exhaustivo (Wiker et al. 1990a),
por lo tanto no es un elemento determinante a la hora de identificar
el origen parental del pronucleo supernumerario de los cigotos

tripronucleares.

Por lo tanto, el Unico criterio de identidad parental de un pronucleo
es su proximidad al segundo corpusculo polar, siendo el criterio mas
fiable y objetivo que nos permite identificar al pronucleo materno

(Payne et al. 1997).

Existen varios trabajos dirigidos a restablecer la condicién
bipronuclear en los cigotos tripronucleares procedentes de ICSI,
mediante el empleo de técnicas de epronucleacidn selectiva. Si bien
el principio es el mismo que el descrito para los cigotos
tripronucleares procedentes de FIV convencional, la posibilidad de
identificar el prondcleo materno extra es complejo, rindiendo
eficacias de supervivencia y desarrollo poco alentadoras (Kattera and

Chen 2003a, Palermo et al. 1994c).
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Para incrementar la calidad de los servicio de salud, y favorecer una
mejor y mas rapida implantacion de los avances cientificos se debe

integrar la investigacién con la practica clinica.

En Biomedicina, especificamente en el campo de reproduccién
asistida, para mejorar las técnicas utilizadas asi como para la puesta a
punto de dichas técnicas se requieren estudios previos, para los que
se necesitan pre-embriones, preferiblemente de la misma especie,
con potencial de desarrollo, y que sean genéticamente normales.
Ademas para la formacidn del personal cualificado en las técnicas de
reproduccion asistida también se necesita material bioldgico de
calidad. La disponibilidad y uso de estos pre-embriones no debe dar
lugar a conflictos éticos ni legales, por lo tanto no serian validos, para
la puesta a punto y ensayos preliminares de diferentes tecnologias, el
empleo de pre-embriones utiles con una finalidad reproductivas (Ley
14/2006). En este sentido, la mejor opcidn seria poder hacer uso de
pre-embriones humanos descartados en los procesos de
reproduccion asistida, que tengan potencial de desarrollo y que
podamos demostrar que sean homodlogos a aquéllos

reproductivamente viables.

En el presente trabajo se propone como modelo de estudio el uso de
pre-embriones tripronucleares, procedentes de FIV e ICSI, de forma
que, de demostrarse su potencial de desarrollo y la posibilidad de
restaurar la ploidia los pre-embriones tripronucleares constituirian un
modelo bioldgico vdlido para los objetivos formativos y de

investigacion antes mencionados.
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Por otra parte, y mads alla del uso formativo, de demostrarse que los
pre-embriones tripronucleares presentasen un potencial de
desarrollo in vitro y una composicion cromosdmica y parental
homologable a aquéllos correctamente fecundados, podrian
considerarse una fuente valida para la derivacidn de lineas de células
madre embrionarias, cuya implicacion en los estudios de medicina

regenerativa es clave.

Ademas de estas aplicaciones, los pre-embriones tripronucleares
podran tener una finalidad reproductiva estricta, particularmente util
en aquellos casos clinicos en los que las pacientes no dispongan en
un ciclo en curso de pre-embriones normalmente fecundados tras
aplicar técnicas de reproduccion asistida, constituyendo, los pre-
embriones tripronucleares un ultimo recurso reproductivo siempre y
cuando hayan mostrado su potencial de desarrollo in vitro y
demostrado, mediante los andlisis gendmicos pertinentes, su

normalidad cromosémica y parental.

En IVI Valencia se realizaron 3845 procedimientos en 2014, lo que se
corresponde con 33675 ovocitos inseminados por ambas técnicas. El
5.3% de los cigotos son pre-embriones que mostraron fecundacién
andmala; siendo el 2.0% tripronucleares, lo cual supone una
disponibilidad de 669 pre-embriones tripronucleares en un afio por

afo.
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OBIJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Optimizar la obtencién de blastocistos diploides heteroparentales a
partir de pre-embriones tripronucleares procedentes de fecundacién
in vitro convencional y microinyeccidon intracitoplasmatica de

espermatozoides.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Obtener blastocistos diploides heteroparentales tras
restablecimiento de la condiciéon bipronuclear en los cigotos
tripronucleares procedentes de FIV mediante la eliminacion
microquirurgica del prontcleo supernumerario.

- Obtener blastocistos diploides heteroparentales tras cultivo y
estudio morfocinético del desarrollo pre-embrionario de los

cigotos tripronucleares procedentes ICSI.
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APROBACIONES, CONSENTIMIENTOS Y LUGAR DE

EJECUCION

Este estudio se realizé dentro del marco legal impuesto en el Real
Decreto 223/2004 vy la Ley 14/2007 de Investigacion Biomédica,
gozando de la aprobacién del Comité Etico de IVI Valencia el 26 de
Octubre del 2007, la comisidon Nacional de Reproduccion Asistida y de
la Conselleria de Sanitat de la Generalitat Valenciana, con fecha 18 de

Febrero de 2009.

Este proyecto, ademas ha sido financiado por el IMPIVA (Instituto de

la Pequeifia y Mediana Industria de la Generalidad Valenciana:

IMIDTF/2007/167; IMIDTG/2008/27; IMIDTF/2009/134;
IMIDTF/2010/106) e IVI Valencia.

Todos los pre-embriones empleados en los estudios de morfocinética
embrionaria y estudio genético pertenecen a pacientes de IVI
Valencia, las cuales habian firmado el consentimiento informado (Cl)

de FIV/PGD.

A los pacientes, cuyos pre-embriones iban a ser sometidos a
microcirugia se les informo previamente del contenido del proyecto
de investigacion y de su repercusion. Unicamente los pre-embriones
pertenecientes las parejas que aceptaron y firmaron el contrato de
donacidn y el Cl de donacidn correspondiente fueron incluidos en el

presente trabajo.
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En ninglin caso, el destino Ultimo de los pre-embriones

tripronucleares fue reproductivo.

Todas las experiencias descritas en el presente documento de tesis
han sido integramente desarrolladas en el Ilaboratorio de
Fecundacién in Vitro (FIV) y de Diagndstico Genético
Preimplantacional (DGP), ubicados en las instalaciones del -Instituto
Valenciano de Infertilidad-Universidad de Valencia (IVI-UV) IVI-1, sitio
en Plaza Policia local n? 1, Valencia. Por otra parte, los estudios
gendmicos de las muestras fueron realizados en IGENOMIX (Parque
Cientifico Universitat de Valéncia; sitio en calle Catedratico Agustin
Escardino, 9. Paterna de Valencia), en los departamentos PGD
Molecular Cytogenetics (determinaciones de ploidia) y PGD

Molecular Genetics (test de parentalidad o identidad genética).

POBLACION DE ESTUDIO

En el presente estudio se han incluido un total de 328 pre-embriones

3PNy 964 pre-embriones 2PN control.

La edad media de las pacientes incluidas en este estudio fue de

34.9+4.6 afos (19 - 45 afios).

Se emplearon pre-embriones 3PN cuyos gametos no procedian en
ningun caso de ovocitos o semen donado. En las pacientes incluidas
en el estudio, las causas de la infertilidad fueron: infertilidad de

origen tubarico (30%), infertilidad de origen idiopatico (30%),
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endometriosis (14%), edad avanzada (17%) o sindrome de ovarios

poliquisticos (8%). La etiologia masculina fue normal.

DISENO EXPERIMENTAL

A fin de abordar nuestro objetivo principal: obtencidn de blastocistos
diploides heteroparentales procedentes de FIV o ICSI, los pre-
embriones tripronucleares (3PN) se identificaron a las 16-20 horas
tras aplicar ambas técnicas de fecundacién in vitro: FIV o ICSI. En este
momento, los 3PN se asignaron a cada uno de los estudios detallados

a continuacién.

Estudio 1: Estudio comparado de ploidia y composicion parental
en pre-embriones tripronucleares procedentes de FIV (3PN-FIV) e
ICSI (3PN-ICSI).

Estudio 2: Produccion de  pre-embriones  diploides
heteroparentales a partir de pre-embriones tripronucleares
procedentes de FIV: Eliminacion microquirurgica del prontcleo
supernumerario.

Estudio 3: Produccion de  pre-embriones  diploides
heteroparentales a partir de pre-embriones tripronucleares
procedentes de ICSI: Mecanismo de autocorreccion. Estudio

morfocinético predictivo.

Los pre-embriones 3PN, incluidos en estos tres estudios fueron
cultivados desde el estadio de cigoto (dia 1) hasta el dia 5 6 6 de

desarrollo.
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La ploidia se determind en estadio de células, en dia 2, 3 6 4 de
desarrollo, cuando los pre-embriones objeto de estudio contuviesen
6 0 mas células y menos del 20% de fragmentos. Asi mismo, en
algunos embriones en dia 5 6 6 se determind la ploidia de los pre-

embriones cuando alcanzaron el estadio de blastocisto.

Estudio 1: Estudio comparado de ploidia y composicion parental en
pre-embriones tripronucleares procedentes de FIV (3PN-FIV) e ICSI
(3PN-ICSI).

En el Estudio 1, se analizd la ploidia y composicién parental de los
pre-embriones 3PN-FIV y 3PN-ICSI que cumplian los criterios para ser
biopsiados en estadio de células y/o aquéllos que alcanzaron el

estadio de blastocisto.

Se incluyeron 135 pre-embriones 3PN siendo 64 procedentes del
procedimiento de fecundacion in vitro convencional FIV (3PN-FIV) y
71 procedentes del procedimiento de fecundacién in vitro mediante

microinyeccion intracitoplasmatica o ICSI (3PN-ICSI).

Determinacion de la ploidia en 3PN-FIV vs. 3PN-ICSI

De los 64 cigotos 3PN-FIV identificados, 18 pre-embriones fueron
biopsiados en estadio de células y 8 en blastocistos, mientras que de
los 71 cigotos 3PN-ICSI, 32 cumplieron criterios para ser biopsiados
en estadio de células y de los 20 que alcanzaron el estadio de

blastocisto, 16 fueron seleccionados para determinar la ploidia.
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Andlisis de la composicion parental en 3PN-ICSI

De los 71 cigotos 3PN-ICSI, 32 cumplieron criterios para ser
biopsiados en estadio de células y de los 20 que alcanzaron el estadio
de blastocisto, 4 fueron seleccionados para realizar el andlisis de la

composicion parental.

Se incluyeron en este estudio 4 blastocistos 3PN-ICSI

Estudio 2: Produccion de pre-embriones diploides heteroparentales a
partir de pre-embriones tripronucleares procedentes de FIV (3PN-FIV):

Eliminacion microquirdrgica del pronucleo supernumerario.

En el Estudio 2, se evalud la posibilidad de eliminar
microquirdrgicamente el pronucleo supernumerario de los cigotos

3PN-FIV con la finalidad de restablecer la ploidia.

Para el desarrollo de este estudio, se emplearon 114 cigotos 3PN-FIV,
destinando 72 de ellos a la eliminacion microquirdrgica del
prondcleo supernumerario y 42 cigotos 3PN-FIV como control
negativo. Como grupo control positivo, se emplearon 947 pre-

embriones 2PN-F.

Todos los cigotos incluidos en este estudio, tanto los controles como
los experimentales se cultivaron en incubador convencional hasta el
estadio de blastocisto, empleando la técnica de co-cultivo pre-
embrionario con células endometriales como método de cultivo

embrionario prolongado.
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De los 72 cigotos 3PN-FIV identificados, 51 sobrevivieron a la
micromanipulacidn, alcanzando el estadio de blastocisto 21 de ellos.
Ocho blastocistos fueron seleccionados para determinar la ploidia y

seis para analizar la composicion parental.

De los 42 cigotos que conformaban el grupo control negativo, 8
alcanzaron el estadio de blastocisto, pudiéndose determinar la

ploidia en 4 de ellos.

Estudio 3: Produccion de pre-embriones diploides heteroparentales a
partir de pre-embriones tripronucleares procedentes de ICSI (3PN-

ICSI): Mecanismo de autocorreccidn. Estudio morfocinético.

En el Estudio 3, se estudié la morfocinética de los pre-embriones

3PN-ICSI, una vez conocida su ploidia.

En el Estudio 3 se identificaron e incluyeron inicialmente 79 cigotos
3PN-ICSI, pertenecientes a pacientes con indicacién de PGD vy
resultantes de la aplicacién de la técnica de ICSI sobre ovocitos
autdlogos no criopreservados. Tras la identificacién de los 3PN en el
momento de evaluacion de la fecundacion (dia 1 de desarrollo), estos
cigotos fueron cultivados en sistema time-lapse hasta el estadio de
blastocisto. Tras conocer la ploidia en 30 pre-embriones 3PN-ICSI, del
escrutinio de las filmaciones del desarrollo in vitro de éstos se
obtuvieron los parametros morfocinéticos directos e indirectos en los

23 pre-embriones que resultaron ser diploides y triploides.
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Como pre-embriones control se seleccionaron retrospectivamente 17
pre-embriones correctamente fecundados (2PN), producidos tras ICSI
de ovocitos autélogos no criopreservados. Los pre-embriones 2PN,
fueron cultivados hasta D3 de desarrollo en sistema time-lapse y
transferidos intrauterinamente en D3 de desarrollo a sus
progenitoras; obteniéndose finalmente 17 nacidos vivos sanos. Del
escrutinio de las filmaciones de estos 17 pre-embriones se
obtuvieron los pardmetros morfocinéticos directos e indirectos del

grupo control y detallados en el apartado 4.6.

PROCEDENCIA DE LOS PRE-EMBRIONES

TRIPRONUCLEARES

Los protocolos de estimulacién folicular, preparacion del semen,
puncidn y obtencién de ovocitos e inyeccion intracitoplasmatica del
semen y cultivo pre-embrionario desde el dia de la inseminacién (dia
0) y hasta la evaluacion de la fecundacion (dia 1) se describen en

Rubio et al. 2007 (Rubio et al. 2007b).

Estimulacion ovarica

Para iniciar el tratamiento, a cada paciente se le practicd una
ecografia vaginal en dia 2-3 de regla, con el fin de comprobar la
presencia de un cuerpo lUiteo en uno de los dos ovarios como
indicador de que fue un ciclo menstrual ovulatorio. En caso

afirmativo, se inicié la administracién subcutanea de agonistas de las
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gonadotropinas naturales GnRH 6 LHRH, con el fin de inducir la

desensibilizacidn hipofisaria.

Tras la siguiente menstruacion, se realizd una segunda ecografia para
comprobar la desensibilizacidon hipofisaria y el estado basal de los
ovarios y se inicid el tratamiento de estimulacidon ovarica con
gonadotropinas exdgenas. La monitorizacién del ciclo se realizé
mediante ecografia vaginal con sonda transvaginal para contabilizar y

medir los foliculos en desarrollo.

Cuando se constato la presencia de 2 o mas foliculos con un minimo
de 17 mm de didmetro, se indujo la ovulacidon con una dosis Unica de
la hormona gonadotréfica (hCG) y se programé la puncién folicular

36 horas mas tarde.

Recuperacion de ovocitos

Transcurridas 36 horas tras la administracion de hCG, se procedio a
la recuperacion de los ovocitos contenidos en los foliculos mediante

puncidn folicular ecoguiada.

La técnica consistio en introducir la sonda transvaginal del ecégrafo
con una guia acoplada que permite el acoplamiento de la aguja de
aspiracién. Mediante ecografia, se localizé el ovario mas accesible y
se puncioné el foliculo mas cercano al punto de entrada de la aguja.
Entonces se conectd la bomba de succidén, de presién continua,
aspirandose el contenido intrafolicular, que fue recogido en un tubo

de aspiracioén. El tubo de aspiraciéon lleno se deposita en un bloque
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térmico regulado a 372 con el fin de mantener constante la
temperatura del aspirado hasta que el contenido sea inspeccionado y
procesado en el laboratorio de FIV. Realizada la puncién de todos los
foliculos de un ovario, se extrajo la aguja y se procedid a localizar y

puncionar el ovario contralateral, de forma similar.

El contenido de cada tubo de aspiracién fue vertido en una placa
petri de 60mm e inspeccionado bajo vision estereoscépica; los
complejos cumulo-corona-ovocitos (CCCO) identificados fueron
captados con ayuda de pipetas pasteur estériles y transferidos a
placas de cultivo que contenian 7 mL de Gamete Buffer® (Cook
Medical, Barcelona, Spain). En cada placa, los complejos CCCO se
recortaron con ayuda de agujas con la finalidad de eliminar los restos
de sangre y exceso de granulosa. Tras un segundo lavado en 7 mL de
Gamete Buffer®, los CCCO limpios fueron cultivados in vitro
individualmente en gotas de 50 uL de medio human tubal fluid (hTF)
suplementado con 10% de albumina humana o Fertilization Medium®
(Cook Medical, Irlanda) a 372C al 5% CO, durante 4 horas. En cada

placa, debidamente identificada, se cultivaron hasta 6 CCCO.
Preparacion de la muestra seminal

Tanto para realizar FIV convencional como ICSI, la muestra seminal
recogida debe ser capacitada con el fin de mejorar e incrementar el
potencial de fertilidad de los espermatozoides. Durante este proceso
se consigue mejorar la muestra seminal, obteniéndose un mayor

numero de espermatozoides modviles y morfolégicamente normales.
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El proceso consiste en seleccionar aquellos espermatozoides con
mejor movilidad mediante la eliminacidon del plasma seminal, los

espermatozoides inmdéviles y las células inmaduras y detritos.

Tras obtener la muestra de semen, se incubd durante un periodo
minimo de 15 minutos entre 20 y 37 2C hasta obtener la completa
licuefaccion. Tras este periodo de tiempo se evalud el semen segin
los criterios de la OMS, estudidandose el volumen, concentracion,

movilidad y morfologia.

Seguidamente se procedid a la capacitacidn, que se realiza mediante

las técnicas de swim-up o centrifugacién en gradientes de densidad.

En los casos en que se realizé fecundacion in vitro convencional (FIV),
el semen capacitado se diluyé en medio human tubal fluid (HTF, BCN)
suplementado con 10% de albumina humana o Fertilization Medium®
(Cook Medical, Barcelona, Espafia) para trabajar a una concentracion
de 100.000 espermatozoides moviles por ml. Una vez obtenida la
dilucion se preparan las placas de inseminacion, que constan de 3
microgotas de 100 ul de medio de lavado y seis microgotas de la

dilucion de inseminacién de 50 plL cada una.

En los casos con indicacion de ICSI, el semen es procesado
igualmente mediante la técnica swim-up o gradientes de densidad,
pero no se realizd dilucién de la muestra. La muestra de semen
capacitada se usd para la microinyeccién_intracitoplasmatica del

ovocito diluida con PVP con la finalidad de ralentizar el movimiento
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espermatico para que el embridlogo sea capaz de capaces de

seleccionar, procesar y captar los espermatozoides.

Preparacion de ovocitos

Los ovocitos con indicacion de FIV, no requieren de ninguna otra
manipulacién adicional desde su obtencién hasta el momento de la
inseminacién mas que una breve incubaciéon de 2-4 horas en las
condiciones de cultivo convencional a fin de lograr su estabilizacién

en las condiciones de cultivo estandar.

Por su parte, los ovocitos candidatos ser inseminados mediante la
técnica de ICSI requieren de la eliminacién de la células de la
granulosa/cimulo que los rodean (decumulacién) a fin de facilitar la
micromanipulacion durante el proceso de microinyeccidn. En sintesis,
tras 2-4 horas desde la puncién folicular, los ovocitos son
decumulados mediante una breve incubacién en una solucion de
hialuronidasa (80 Ul/ml) y suave pipeteo, empelando capilares de
diferente didmetro hasta la total eliminacion de las células del
cimulo. Tras la decumulacién, se constata el grado de maduracién de
los ovocitos, seleccionando aquéllos maduros (metafase I, MIl),
morfoldgicamente identificables por la presencia del primer
corpusculo polar (1CP) en el espacio perivitelino y, descartando
aquéllos inmaduros (en estadio de vesicula germinal (VG) o metafase

| (MI), atrésicos o degenerados.
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Procedimiento de inseminacion

Fecundacion in vitro convencional (FIV)

Se trata de co-incubar el ovocito en condiciones de cultivo in vitro,
previa obtencién y preparacion de los gametos. Tras examinar las
gotas de inseminacién, 4-6 horas post puncién folicular, con ayuda de
la pipeta pasteur se pasaron los CCCO de forma individual a cada una
de las gotas de inseminacién con el minimo volumen de medio
posible para no diluir la concentracidn final del capacitado. Las placas
de inseminacién seguidamente se introdujeron en el incubador a

372Cy 5 % CO2 durante 18-22 horas.

Microinyecccion intracitoplasmdtica de espermatozoides (ICSl)

Consiste en la microinyeccion__intracitoplasmatica de un
espermatozoide en el interior de un ovocito MIl previamente
decumulado. Una vez decumulados los ovocitos y procesada la
muestra de semen, se preparé la placa de ICSI. Las
micromanipulaciones requieren del empleo de pipetas de sujecidn
(Holding; Cook, Australia) y de microinyeccion (Cook, Australia) y de
un microscopio invertido con éptica Hoffman ® (Olympus, Barcelona,

Espafia).

La placa de ICSI estad formada por tres gotas de lavado de los ovocitos

con medio tamponado Gamete Buffer® (Cook Medical, Barcelona,
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Espafia), tantas gotas de medio tamponado como ovocitos tengamos
(con un maximo de 6 para evitar cambios de pH y/o temperatura) y
dos gotas de polivinilpirrolidona (PVP; Global ®, Canada), en una de
las cuales se afiade una pequefia alicuota de la muestra del semen
previamente procesado con la finalidad de impedir el movimiento
rapido de los espermatozoides y posibilitar la manipulacion de éstos.
Todo ello es cubierto con 9 ml de aceite mineral atemperado Culture
Qil® (Cook Medical, Barcelona, Espafia). Una vez preparada la placa,
se procede a disponer los ovocitos individualmente en las diferentes

gotas y se traslada la placa al microscopio.

Previamente a la microinyeccion del espermatozoide en el ovocito,
aquéllos fueron inmovilizados mediante desestabilizacion de su
flagelo. La inmovilizacion se realizdé mediante un movimiento
perpendicular al eje del espermatozoide y hacia abajo, de forma que
adquiera una angulacién. Tras lavar el espermatozoide en la gota de
PVP e introduce en la pipeta de microinyeccion mediante aspiracién
para posteriormente, ya en la gota que contiene el ovocito, realizar la
microinyeccidn. Para ello, el ovocito se posiciona de tal modo que sea
visible el 1CP y quede situado en una disposicion horaria
correspondiente a las 12:00 horas, para evitar realizar Ia
microinyeccion en la posible zona donde se encuentra el huso

meidtico.

Realizada la microinyeccién, todos los ovocitos fueron lavados vy
cultivados individualmente en microgotas de cultivo con medio

Cleavage Medium (Cook Medical, Barcelona, Espafia) cubierta con

105



METODOLOGIA

aceite mineral Culture Oil® (Cook Medical, Barcelona, Espafia) y
mantenidos en las condiciones de cultivo estandar (372Cy 5 % CO,)

durante 18-22 horas.

Evaluacion de la fecundacion. Identificacion de los

cigotos tripronucleares (3PN)

Transcurridas 18-22 horas desde la inseminacidn o microinyeccidn, se
evalud la fecundacién mediante escrutinio de la presencia y numero

de corpusculos polares (CP) y pronucleos (PN).

Tras FIV convencional, los ovocitos fueron liberados de las células del
cumulo con ayuda de un capilar de didmetro adecuado;
posteriormente, los ovocitos son lavados en medio limpio a fin de
eliminar restos espermaticos y células del cumulo. Los ovocitos
limpios se cultivaron individualmente en microgotas de medio de

cultivo cleavage, a fin de evaluar su fecundacion.

Por su parte, tras la realizacién de la ICSI, y transcurridas 18-22 horas
desde la microinyeccidn, se procedié a valorar la fecundacién

directamente en la placa de cultivo.

Cualquiera que sea la técnica de fecundacién empleada, la
fecundacién se evalué bajo invertido equipado con dptica Hoffman

(40x) y segun los criterios descritos a continuacion.

La correcta fecundacién comprende aquéllos cigotos que

presentaban dos corpusculos polares el 1CP y el 2CP en el espacio
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perivitelino y dos estructuras pronucleares. Los embriones
correctamente fecundados fueron lavados en medio limpio y
cultivados de forma individual en una placa de crecimiento de medio
Cleavage (Cook Medical, Barcelona, Espafia). Estos cigotos,
correctamente fecundados son aquéllos propios del procedimiento
de reproduccién asistida, que de proseguir adecuadamente su
desarrollo serdn en ultima instancia candidatos a transferencia o
criopreservacion. Segun sea indicacion embrioldgica, se cultivaron en
sistema time-lapse o convencional, siguiendo la rutina clinica

preestablecida en nuestro laboratorio de FIV.

Por su parte, es posible obtener otras combinaciones numéricas de

CPy PN. Podemos observar:

a. ovocitos que no han fecundado, con la presencia de un CP y
ningun PN

b. ovocitos en los que se observan dos CP y ninglin PN

c. ovocitos que no han extruido el 2CP pero si se observan 2 PN
d. cigotos que presentan un CP y mds de dos estructuras
pronucleares

e. cigotos que presentan dos CP y mas de dos PN

A efectos del presente trabajo, se seleccionaron aquellos cigotos que
presentaran tres estructuras pronucleares, idénticas en tamafio y
ubicadas centralmente en el interior citoplasmatico; indicando el

numero de corpusculos polares en el espacio perivitelino.
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Concretamente, en el caso de los cigotos procedentes de FIV, se
seleccionaron aquellos cigotos que presentaban 2CP y 3PN (3PN-FIV),
mientras que aquéllos cigotos procedentes de ICSI se seleccionaron

aquéllos que presentaban el 1CPy 3PN (3PN-ICSI).

De acuerdo al estudio en el que fueran incluidos, los 3PN fueron bien
cultivados en gotas e incubador convencional, bien en sistema time-
lapse tal y como se detalla a continuacidén, en medio IVF-20 o
Cleavage Medium segln sea practica contemporanea del laboratorio

de FIV de IVI Valencia, donde se realizé la presente investigacion.

FIGURA 10. Posibles combinaciones de corpusculos polares (CP) vy
pronucleos (PN) observadas en los cigotos en el momento de la evaluacion
de la fecundacion; (A) cigoto en el que se observan 2 CP y 2 estructuras PN,
(B) ovocito que no ha fecundado, se observa un Unico CP y ningun PN, (C)

ovocito que presenta dos CP, y ningin PN, (D) cigoto que presenta un CP y
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dos PN, (E) cigoto que presenta un CP y tres estructuras PN, (F) cigoto que

presenta dos CP y tres estructuras PN.

CULTIVO PRE-EMBRIONARIO IN VITRO

Identificados los pre-embriones 3PN procedentes de ambas técnicas
de fecundacion (3PN-FIV vs. 3PN-ICSI), se cultivaron en sistema de
cultivo secuencial desde D1 (dia en que se valora la fecundacién)
hasta D5/D6 o co-cultivo pre-embrionario desde D2 hasta D5/6 de
desarrollo pre-embrionario bajo las mismas condiciones en las que se

cultivan aquéllos correctamente fecundados.

Incubador convencional

Cultivo secuencial convencional

Tanto los cigotos 3PN procedentes de FIV (3PN-FIV) como los
procedentes de ICSI (3PN-ICSI) e incluidos en este trabajo de
investigacion fueron cultivados individualmente en microgotas de
50uL en medio de cultivo IVF-20 (Scandinavian IVF, EMB, Barcelona,
Espafia) o en medio Cleavage bajo aceite mineral en incubadores

(HeraCell) 372C y 5%CO, durante dos dias.

En dia 3 de desarrollo (D3), los pre-embriones 3PN se transfirieron a
nuevas microgotas de 50uL CCM (CCM, Vitrolife, Géteborg, Suecia),
donde fueron individualmente cultivados en las mismas condiciones
mencionadas anteriormente durante dos o tres dias mas. En dia 5 de

desarrollo embrionario (D5), los pre-embriones que no hubieran
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alcanzado el estadio de blastocisto se transfirieron de nuevo a placas

de CCM nuevas, hasta D6 de desarrollo.
Co-cultivo pre-embrionario

Los cigotos 3PN-FIV 6 3PN-ICSI fueron cultivados hasta dia 2 de
desarrollo en IVF-20 segun el protocolo de cultivo secuencial. En D2
de desarrollo, los pre-embriones se cultivaron sobre una monocapa

de células de epitelio endometrial humano (Mercader et al. 2003).

Y en las que se afiadié 500 pL de una mezcla de medio de cultivo IVF-
20:-CCM (1:1; v/v) durante 24 horas. En D3 de desarrollo, se sustituyd
el medio de cultivo anteriormente indicado por 500 pL de medio de

cultivo CCM durante 48-72 horas.

Incubador dotado de sistema time-lapse

Los sistemas de evaluacion discreta evallan la morfologia pre-
embrionaria en ciertos puntos predefinidos del tiempo durante el
desarrollo pre-embrionario pre-implantacional, con la consiguiente
falta de informacién acerca de lo que ocurre entre los tiempos
analizados (Meseguer et al. 2011). Una evaluacidn continua o semi-
continua del desarrollo pre-embrionario proporcionaria una vision

conjunta de la cinética del desarrollo del pre-embridn.

Asi, conocer de manera exacta el tiempo en el que ocurre cada uno
de los principales hitos del desarrollo pre-embrionario pre-

implantacional solventaria la ausencia de informacién entre los
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diferentes puntos de observacién que se llevan a cabo en la
evaluacién morfoldgica discreta. Es por esto que surge un nuevo
sistema no invasivo de evaluacién de la calidad pre-embrionaria
basada en la monitorizacion del desarrollo pre-embrionario, el

sistema time-lapse (TMS).

El sistema time-lapse ofrece la posibilidad de monitorizar el
desarrollo pre-embrionario, mediante la toma de imagenes de cada
uno de los pre-embriones en un tiempo predefinido, incrementando
asi la cantidad y calidad de la informacién disponible sobre la cinética
de los pre-embriones (Rubio et al. 2014), pudiendo identificar nuevos

marcadores de calidad pre-embrionaria.

En estos sistemas, las muestras biolégicas se cultivan directamente
en un incubador que lleva asociado un dispositivo de captura
imagenes a intervalos de tiempo pre-programados, las cuales serdn
posteriormente procesadas y transformadas en una secuencia de
video, a partir de la cual se podran extraer datos morfoldgicos,
dindmicos y cuantitativos (Wong et al. 2010). De este modo, se ven
incrementados de manera considerable los datos y las observaciones
morfoldgicas disponibles para que los embridlogos determinen la
calidad de los pre-embriones y seleccionen aquéllos con mayor
potencial de implantacidon. Esta técnica ofrece la posibilidad de
controlar los pre-embriones de forma segura sin alterar de las

condiciones idéneas de cultivo (Kirkegaard et al. 2012).
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La experiencia en IVI con la tecnologia time-lapse es materializada
con el EmbryoScope: un incubador disefiado por la empresa Unisense
Fertilitech (Dinamarca), que permite llevar a cabo un método no
invasivo, cuantitativo y objetivo de valoracion de la morfocinética
pre-embrionaria. Meseguer et al. (Meseguer et al. 2011) analizaron el
efecto de estos sistemas sobre la viabilidad de los pre-embriones,
demostrando la superioridad del sistema en cultivo continua
(EmbryoScope) sobre las tasas de gestacién e implantacién y en

comparacion con los incubadores convencionales.

El EmbryoScope permite determinar el comienzo, duracién e
intervalos de tiempo entre divisiones celulares, ademas de
proporcionar unas condiciones seguras para el cultivo del embrién a
la vez que aumentan en gran medida el nimero de observaciones
disponibles para llevar a cabo un estudio completo del desarrollo pre-

embrionario pre-implantacional.

Los pre-embriones fueron cultivados en de forma individualizada en
placas de EmbryoScope (EmbryoSlides) que contienen 12
micropocillos con 25ul de medio cada uno cubiertos por 4 ml de

aceite mineral.

Tras valorar la fecundacién, los cigotos 3PN-ICSI se cultivaron en
medio cleavage medium hasta D3 de desarrollo y desde el tercer dia

de desarrollo hasta el quinto o sexto se cultivaron en CCM.

El sistema de cultivo en time-lapse sélo fue empleado con cigotos

3PN-ICSI
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EVALUACION MORFOLOGICA DE LOS PRE-

EMBRIONES

La capacidad de desarrollo in vitro de los pre-embriones 3PN se
evalud diariamente de forma discreta (cultivo convencional) o semi-
continua (time-lapse) desde el primer dia de desarrollo (D1) hasta el

quinto o sexto dia (D5/6).

Evaluacion discreta del desarrollo pre-

embrionario: Cultivo convencional

La evaluacién cléasica, discontinua o morfoldgica fue el primer
método usado para la valoracién de los pre-embriones, y todavia
sigue siendo el método mas comunmente utilizado durante los ciclos
de reproduccidon asistida. Existe una correlacion ampliamente
aceptada entre la morfologia del pre-embrién y su tasa de

implantacion en el Gtero materno.

Los pre-embriones se examinaron y evaluaron cada 24 horas bajo un
microscopio invertido equipado con tecnologia Hoffmann a 400
aumentos con un objetivo en contraste de fases y platina calefactada.
La evaluacién de la morfologia pre-embrionaria se realizé entre 44-47
horas (dia 2) y 67-71 horas (dia 3) post inseminacidon segln los

criterios de ASEBIR(Ardoy et al. 2008).

Se evaluaron los diferentes parametros embrionarios: numero de

células, la simetria de las blastémeras, la fragmentacién celular, el
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grado de multinucleacién y la compactacion celular (Aparicio et al.

2013).

Division pre-embrionaria

El numero de células refleja el ritmo de divisién de los pre-embriones
cultivados in vitro y es un importante indicador de la capacidad de

desarrollo e implantacidn del embrién.

Actualmente y acorde con ASEBIR (Asociacion para el Estudio de la
Biologia de la Reproduccién) se clasifican como pre-embriones
6ptimos aquéllos que en dia 2 tengan entre 2 y 5 células,
preferentemente 4 células, y como pre-embriones subdptimos

aquellos que en dia 2 posean 6 o mas células.

Respecto a la evaluacidon en dia 3, se consideran como &ptimos
aquellos pre-embriones que posean entre 6 y 10 células y
subdptimos aquellos que posean menos de 6 o mas de 10 células.
Aquellos pre-embriones con menos de 4 células en dia 3 se

consideran no viables y suelen estar bloqueados.

Muchos estudios han investigado la relacién entre el tiempo de la
primera division pre-embrionaria y en el potencial de desarrollo in
vitro (Hesters et al. 2008). El inicio temprano de la primera division
mitdtica se define como una divisién celular que resulta en un
embrion de dos células de 25 a 27 horas después de la inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides, lo cual influye en tasa de

embarazo (Edwards et al. 1984).
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Varios estudios muestran que un inicio temprano de la divisién pre-
embrionaria se corresponde con un mayor nimero de células y
mayor viabilidad, dando lugar a mayores tasas de embarazo en
comparacién con pre-embriones con un ritmo de division mas lento
(Fenwick et al. 2002, Lundin et al. 2001, Sakkas et al. 1998, Salumets
et al. 2001, Shoukir et al. 1997).

No obstante, sigue sin ser un parametro claro si la divisiéon temprana
es un predictor independiente de embarazo o si se correlaciona con
otras variables tales como la morfologia del pre-embrién o el nimero

de células (Meseguer et al. 2011).

FIGURA 11. Imagenes de morfologia de los pre-embriones; se observa la

divisiéon de las blastdmeras en estadio de: (A) 2 células, (B) 8 células;
observamos en (C) la compactaciéon de las blastomeras y en (D) el proceso

de blastulacion.

Grado de fragmentacion celular de las blastémeras

Tras la fecundacion, el cigoto experimenta una serie de divisiones
mitéticas que producen un incremento en el nimero de células. A

estas células se les denominan blastomeras.
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La fragmentacion total o parcial de una o mds blastomeras del
embrién es un fenémeno frecuente en los pre-embriones humanos
desarrollados in vitro y un importante parametro a la hora de analizar
la viabilidad durante el desarrollo pre-embrionario pre-
implantacional (Van Royen et al. 2003). Los fragmentos se forman
cuando parte del citoplasma de las blastdmeras se proyecta y se
separa. Estos fragmentos son restos de citoplasma rodeados de

membrana plasmatica carentes de ADN.

Los pre-embriones que presentan fragmentos tienen un menor grado
de implantacion, lo que puede ser debido a que, cuanto mayor es el
grado de fragmentacién, menos cantidad de citoplasma hay
disponible para mantener una adecuada divisidn celular y, por tanto,
hay un nimero mds bajo de blastémeras. Asi mismo, la aparicion de
fragmentos pueden ser consecuencia de muerte por apoptosis

(Hardarson et al. 2001).

Se ha observado que los perfiles de expresidon génica de los pre-
embriones fragmentados no son los mismos que aquéllos mostrados
por pre-embriones no fragmentados; siendo la expresidon de genes
pro-apoptdticos mas intensa en pre-embriones fragmentados (Liu et

al. 2000).

De manera que, ASEBIR considera como 6éptimos aquellos pre-
embriones con un porcentaje de fragmentacion menor del 20-25%

(Figura 12), preferentemente menos del 10%.
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Simetria y tamaio de las blastdmeras

Las células del cigoto no siempre se dividen simétrica vy
sincronicamente. Una divisidon se considera asimétrica cuando la
diferencia entre el diametro de las blastomeras es mayor del 20%,
relacionandose esta desigualdad con una menor probabilidad de
implantacién (Hardarson et al. 2001). Se considera normal que todas
las blastdmeras tengan un tamafio similar si el pre-embrién tiene un
numero par de células. En cambio, si las divisiones celulares no son
sincrénicas, el numero de células es impar y lo habitual serd

encontrar tamanfios celulares diferentes (Ardoy et al. 2008).

Grado de multinucleacion

En la fecundacion in vivo, la multinucleacién o apariciéon de mas de
un nucleo en las blastdmeras se asocia a casos relacionados con
cancer o con efectos negativos que distintos factores puedan tener
sobre las células. En el ambito de la reproduccién in vitro, este
fendmeno se asocia con una menor tasa de implantaciéon, un mayor
numero de alteraciones cromosdémicas y un mayor nlimero de

abortos (Van Royen et al. 2003).

Compactacion celular

Alrededor del dia 4 tras la inseminacién, las células del pre-embridn
inician el proceso de compactacién. El embridn continda dividiéndose
homogéneamente, pero sus células comienzan a compactarse,

formando el estadio de moérula (Figura 11C), en el cual las
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blastdmeras ya no son totipotentes sino pluripotentes (no pueden
generar un organismo completo pero pueden dar lugar a tejidos de

las tres capas embrionarias).

FIGURA 12. Imagenes de morfologia de los pre-embriones donde podemos
observar diferentes grados de fragmentacién embrionaria (A) ausencia de

fragmentacion, (B) presencia de fragmentacion localizada.

En este punto el pre-embrién comienza su propio metabolismo vy
comienzan a diferenciarse los primeros tejidos. La compactacién
celular marca el inicio de la primera diferenciacién que ocurre
durante el desarrollo pre-embrionario temprano y es un proceso
altamente regulado. Un evento que caracteriza a este proceso es el
aumento en el numero de sitios de adhesiéon entre las blastdmeras,
en las que comienzan a expresarse proteinas de adhesion celular,
principalmente la cadherina-E (Gilbert 2005), expresada en todas las

células tempranas en pre-embriones y que juega un papel
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indispensable en la compactacién celular pre-embrionaria, lo que
produce que las blastémeras se agrupen y formen una esfera

compacta de células.

Blastulacion

En dia 5, se forma una cavidad denominada blastocele, en esta etapa

el pre-embrion recibe el nombre de blastocisto (figura 2D).

Los blastocistos humanos son evaluados en dia 5 o 6 de desarrollo in
vitro. Este estadio comprende diversos estadios basados en la
expansioén de la cavidad del blastocele y del nimero y de cohesion de
las células de la masa celular interna (IMC), que son las células que
originardn los tejidos del embrion, y del trofoectodermo (TE), que son
las células que daran lugar a los drganos extraembrionarios como la

placenta y las membranas amnidticas.

De los blastocistos que presenten un blastocele que permita una
adecuada evaluacién de la ICM y la TE a 120 horas post-ICSI, se
definen como blastocistos éptimos o de buena prondstico aquéllos
gue presentan abundantes células asi como un alto grado de

compactacioén (Cruz et al. 2012, Herrero et al. 2013).

Como puede observarse, existe una relacion directa y demostrada
entre determinados marcadores morfoldgicos y la viabilidad pre-
embrionaria, medida en términos de probabilidad de implantacién y

embarazo (Hasler 1998).
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Evaluacion morfocinética de los pre-embriones

Se evaluaron los parametros morfocinéticos definidos por Meseguer
et al. (Meseguer et al. 2011). Mediante el software de analisis de
imagen, EmbryoViewer__(Unisense-Fertilitech, Aarhus, Denmark)

marcamos cada uno de los eventos del desarrollo embrionario como

tiempo tras ICSI (Figura 13).

FIGURA 13. Apariencia morfoldgica de los pre-embriones humanos TPN-I
cultivados en sistema de time-lapse (A) observamos los tres PN, (B) primera
division embrionaria; t2, (C) segunda divisién embrionaria; t3, (D) tercera
division embrionaria; t4, (E) cuarta division embrionaria; t5, (F) quinta
division embrionaria; t6, (G) sexta divisidn embrionaria (t7), (H) séptima

division embrionaria (t8).
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Parametros morfocinéticos

A fin de realizar el anadlisis morfocinético del desarrollo pre-
embrionario, se revisaron las filmaciones de cada pre-embrién a fin
de recabar los tiempos exactos (variables directas) del desarrollo
reportados por Herrero et al. (Herrero et al. 2013), divisiones en
estadio de 2 (t2), 3 (t3), 4 (t4), 5 (t5), 6 (t6), 7 (t7) y 8 células (t8). El
tiempo de division fue definido como el momento en que se ha

completado la division celular (citocinesis).

Tras determinar los tiempos de division embrionario de 2 a 8 células,

se calcularon las siguientes variables indirectas en horas (Figura 14).

Duracion del segundo ciclo celular (cc2)

- Duracién del segundo ciclo celular de la primera blastémera
en dividirse desde el estadio de 2 a 3 células; cc2a=t3-t2.
- Duracién del segundo ciclo celular de la segunda blastémera
en dividirse desde el estadio de 2 a 4 células; cc2b=t4-t2.
- La duracibn media del segundo ciclo celular;

acc2=(cc2a+cc2b)/2.

Duracién del tercer ciclo celular (cc3)

A fin de determinar la duracidn del tercer ciclo celular en cada una de
las blastémeras que conforman un pre-embridn es necesaria la
trazabilidad de cada blastdmera a lo largo del desarrollo pre-

embrionario, tal y como se muestra en la Figura 15.
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- Duracién del tercer ciclo celular de la primera blastémera en
dividirse a 5 células; cc3a = t5- t3 o0 cc3a = t5- t4, segun el patron de
division correspondiente (Modelo A-C 6 D-F, respectivamente).

- Duracién del tercer ciclo celular de la segunda blastémera en
dividirse a 6 células; cc3b = t6- t3 (Modelo A, D 6 E) o cc3a = t6- t4
(Modelo B, C6 F).

- Duracion del tercer ciclo celular de la tercera blastémera en
dividirse a 7 células; cc3c = t7- t4 (Modelo A, B 6 D) o cc3a = t7- t3
(modelo C,E6 F).

- Duracién del tercer ciclo celular de la cuarta blastdmera en
dividirse a 8 células; cc3d = 18- t4 (Modelo A, B 6 D) o cc3a = t8- t3
(Modelo C, E 6 F).

- La duracién media del tercer ciclo celular; acc3 =

(cc3a+cc3b+cc3c+cc3d) /4.

Grado de sincronia de division (SD)

La sincronia de las divisiones fue calculada para el segundo (SD2) y
tercer (SD3) ciclo celulares.

- SD2 = cc2a/cc2b, estando en el rango 0-1.

- SD3 = ((cc3a+cc3b+cc3c+cc3d)/4)/(t8-13), estando también en

el rango 0-1.
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FIGURA 14. Representacion grifica de los eventos del desarrollo embrionario (modelo A) para determinar las variables

morfocinéticas directas e indirectas.
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El tiempo de referencia (t0) es el momento en que se realice el ICSI.
Las variables morfocinéticas directas fueron: Los tiempos de divisién
de los pre-embriones a estadio de 2-, 3-, 4-, 5-, 6-, 7- y 8-células (t2,
t3, t4, t5, t6, t7, t8). Las variables morfocinéticas indirectas fueron: la
duracidon del Segundo ciclo celular de la primera blastomera en
dividirse del estadio de 2- a 3-células (cc2a=t3-t2); duracion del
segundo ciclo celular de la segunda blastomera en dividirse del
estadio de 2- a 4-células (cc2b=t4-t2); duracion del tercer ciclo celular
de la primera (cc3a=t5-t3), segunda (cc3b=t6-t4), tercera (cc3c=t7-t4)
y cuarta (cc3d=t8-t4) blastdmera en dividirse en estadio de 5-, 6-, 7-

y 8-cell, respectivamente (Figura 12).

En la figura 15 se muestran los 6 posibles patrones de division de las

blastomeras.

Para determinar el patron de division celular en los pre-embriones
3PN (diploides vy triploides) y los pre-embriones 2PN, se siguieron las
divisiones tempranas marcando los eventos en las grabaciones de los
3 primeros dias de desarrollo de cada embrién cultivado en sistema

time-lapse de forma individual.

Tras la primera division se obtuvieron dos blastémeras. La siguiente
division dio lugar a un pre-embrién de 3 células y definidé la
blastdémera que se dividid6 en primer lugar (llamada a), que se
distingue de la blastbmera hermana que se divide la segunda
(lamada b), dando lugar a un pre-embrion en estadio de 4 células. La

siguiente division dio lugar a un pre-embrién de 5 células; |la
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blastdmeras que se generaron en la primera division dio al pre-
embrion de 5 células fueron llamadas al o b1, dependiendo de la
blastdmera de la que procedian (a o b). Las sucesivas divisiones
hacia los estadio de 6-, 7- y 8-células se definieron las blastomeras

correspondientes en estadio de 4 células a/b2, a/b3 y a/b4.

A
1l bd
al b2 B
a3 b4
al b2
: C
ad | b3
a| b -
> a2 bl
. D
a3 ba
a2 |bl E

FIGURA 15. Representacién grafica de los seis posibles modelos de acuerdo

al patrén de divisidn de las blastdmeras de los pre-embriones.
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Patron de division embrionaria

Las divisiones blastoméricas fueron monitorizada a lo largo del
desarrollo de los pre-embriones 3PN-ICSI y 2PN desde una célula

(cigoto) hasta el estadio de 8 células.

Referente a las anomalias en el desarrollo se identificaron aquellas
divisiones directas de los cigotos a 3 células (DC1_3); también se
marcaron aquellas divisiones en las que una blastomera se dividia
directamente a tres células en distintos estadios de desarrollo
(estadio de 2-, 3-, 4- y 5-células: DC2-4; DC3-5; DC4-6; DC5-7); en
consecuencia, los pre-embriones resultantes estarian formados por

4-, 5-, 6- y 7-blastémeras asimétricas.

Otra de las desviaciones del patrén normal de desarrollo pre-
embrionario comprende aquellos pre-embriones que si bien se
dividen en dos células hijas similares en tamafo, presentan una
duracion del segundo (cc2a) o tercer (cc3a) ciclo celular
anormalmente corto (<5h; (Rubio et al. 2014), definiéndose como
pre-embriones con division directa en estadio de 2 a 3 (DC2-3) o de 4

a 5 células (DC4-5).

ESTUDIOS GENOMICOS

Los estudios gendmicos, realizados sobre pre-embriones 3PN
comprenden aquéllos para la determinacién de la ploidia mediante
hibridacion in situ y fluorescente y aquéllos que pretenden identificar

la composicion parental en los pre-embriones (finger-printing).
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Estudio de ploidia en pre-embriones 3PN

Los estudios de ploidia se realizaron en aquellos pre-embriones 3PN-
FIV & 3PN-ICSI que en estadio de células presentaban mas de 6
células en D3/4 de desarrollo, menos de un 20% de fragmentacién y
buena simetria entre las células que los conformaban.
Adicionalmente, los estudios de ploidia también se realizaron,
cuando fue posible, en aquellos 3PN-FIV y 3PN-ICSI que alcanzaron el

estadio de blastocisto.
Biopsia y fijacidon pre-embrionaria en estadio de células

En D3 de desarrollo, se procedié a biopsiar cada uno de los pre-
embriones a analizar, la técnica de biopsia embrionario en estadio de
células se realizd en pre-embriones que presentan entre 6-10 células,
ya que se ha comprobado que en este estadio la extraccion de 1 o 2
blastémeras no afecta negativamente al posterior desarrollo (Hardy
et al. 1990), con fragmentacion menor al 25% y presencia 5 o0 mas
células con un solo nucleo. La biopsia embrionaria se realizé se
realizd siguiendo el protocolo usado rutinariamente para el PGS/PGD
en el Laboratorio de Fecundacion in vitro de IVI Valencia (Rubio et al.

2007a).

Para realizar la biopsia, cada uno de los pre-embriones fueron
incubados en microgotas de 30ul de medio tamponado sin Ca 2+ y
Mg 2+ (GPGD TM, Vitrolife, Géteborg, Suecia) a 372C. Para iniciar la

micromanipulacion se posiciond y fijé6 el embrién a biopsiar con
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ayuda de la pipeta de sujecidon (Holding micropipets, Humagen TM,
Ahrlottesville, VA, USA) caracterizada por tener un didmetro externo
de 100um, 20 um de diametro interno y un angulo de 302 (Biopsia
Micropipets, Humagen, Charlottesville, VA, USA), de modo que la
zona donde se practicard el orificio para acceder al contenido
intrazonal quedara orientado en una posicion horaria
correspondiente a las 3:00. Una vez posicionado el pre-embridn, se
practicé el orificio mediante 6-8 pulsos de laser (Octax TM, Herbron,
Alemania), usado de forma rutinaria en nuestro laboratorio debido a
su facil manejo y rapidez. La intensidad del pulso fue de 100-150 mW
para generar un orificio de unos 30-35 um de didmetro. Con ayuda de
la pipeta de biopsia y, mediante aspiracién controlada, se retiraron
una o dos células del embriodn, las cuales fueron situadas en el lado
opuesto de misma gota de manipulacién en la que encuentra el pre-
embrién ahora ya biopsiado. Finalizada la biopsia, los pre-embriones
fueron individualmente retirados de la placa de biopsia y lavados
repetidas veces en una placa con medio de cultivo para eliminar los
restos de medio de biopsia (GPGD) y, posteriormente cultivados en
CCM segln las condiciones de cultivo antes mencionadas. Por su
parte, las blastomeras extraidas permanecieron en la placa de biopsia

y transportadas hasta las instalaciones donde se realizd su fijacion.

Las blastomeras extraidas de cada embrién, debidamente
identificadas, fueron procesadas para fijar sus nucleos segun el
método de Tarkowski modificado (Tarkowski 1966)(Rubio et al.
2007). En sintesis, cada blastomera aislada se deposité sobre un

portaobjetos previamente desengrasado, retirdndose
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cuidadosamente el exceso de medio, al tiempo que se valora la
expansion de la blastémera sobre el portaobjetos. Una vez retirado
todo el medio, se afiade verticalmente sobre la extension, una
primera gota de la solucién de fijacidon “Carnoy” (metanol-acético 3:1;
Merk TM, Darmstad, Alemania (Mercader et al. 2003); tras
evaporarse, el proceso se repitid sucesivamente hasta la completa
eliminacion de los restos de citoplasma quedando el nlcleo
blastomérico totalmente extendido sobre el portaobjetos, limpio de

restos citoplasmaticos.

Fijacion de pre-embriones 3PN en estadio de blastocisto

Los blastocistos expandidos en D5/6 de desarrollo se fijaron
utilizando el protocolo de Tarkowsky modificado (Harper et al. 1994).
En sintesis, cada blastocisto fue individualmente incubado en medio
G-PGD, carente de Ca®* y Mg** (G-PGD, VitroLife, Scandinavian IVF)
durante 1-5 min antes de eliminar la zona pelicida mediante
incubacién en una solucién acida Tyrode (ph 2.3-2.5, Origio). Los
blastocistos sin zona pellcida se dispusieron en un portaobjetos
desengrasado con minimo volumen de medio de cultivo y, los
nucleos fueron expandidos afiadiendo una solucion fijadora 0.01N
HCl/0.1%Tween 20. Cuando el citoplasma se disolvié los nucleos

fueron re-fijados con dcido metanol-acético.

Hibridacion in situ fluorescente (FISH)

Las blastomeras y blastocistos fijados se analizaron mediante un

protocolo de hibridacion in situ fluorescente (FISH, del inglés
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Fluorescent in situ hybridation) secuencial para estudio de
aneuploidias de 5 cromosomas tras dos rondas de hibridacién con
sondas de ADN marcadas con moléculas fluorescentes (Rubio et al.

2005).

El andlisis cromosdmico de las blastomeras fijadas y blastocitos se
realizdé con el kit comercial Aneuvysion (Vysis Inc., Downers Grove,
IL). Este kit, consta de una mezcla de sondas especificas de locus para
los cromosomas 13 (13g14, locus RB1, Spectrum Green) y 21
(21922.13-g22.2, loci D21S259, D21S341, D21S342, Spectrum
Orange), y una mezcla de sondas centroméricas para los cromosomas
18 (p11.1-q11.1 locus D18Z1, Spectrum Green) y X (Xp11-q11, locus
DXZ1, Spectrum Orange) y para la region heterocromadtica del

cromosoma Y (Ygl12, locus DYZ3, Spectrum Aqua).

La hibridacién de las blastomeras asi como de los blastocistos
completos se realiza mediante dos rondas de hibridacidn seriadas,
seguidas de la observacion mediante fluorescencia de las

extensiones.

Para la correcta hibridacion de las sondas con el ADN embrionario, es
necesaria una co-desnaturalizacion de las sondas de ADN y los
nucleos embrionarios, lograndose mediante calor; para ello, las
preparaciones se incuban en una placa calefactora (Hybrite, Vysis Inc.
Downers Grove, IL, USA) durante 3 minutos a 732C y a continuacion
se hibridé durante 1-2 horas a 379C. Transcurrido este tiempo se

retira la cola y el cubre y los portaobjetos se sumergen en una cubeta
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coplin con 0.4xSSC (Vysis Inc. Downers Grove, IL, USA) atemperado a
73°C en un bafio térmico durante 2 minutos. Posteriormente, se
realiza un segundo lavado de 30 segundos en una cubeta con 2x SCC
0.1% NP-40 (Vysis Inc. Downers Grove, IL, USA) a temperatura
ambiente para finalmente aplicar 10 pul de la contratincién DAPI I
sobre el area de hibridacién y visualizar asi toda la cromatina. La
preparacion es finalmente protegida con un cubreobjetos de 20x20

mm.

La primera ronda de hibridacién se inicia con la deshidratacion de las
extensiones mediante incubaciones en una serie creciente de
alcoholes de 70, 85 y 100% de etanol (v/v, Merck), colocando los
portaobjetos 1 minuto en cada cubeta. Posteriormente, las
extensiones de secan al aire, a temperatura ambiente.
Seguidamente, se deposita sobre el area de hibridacion 1ul de la
mezcla de sonda para los cromosomas 13 y 21, protegiéndola con
cubreobjetos de 5mm de didmetro y sellandola. Se contabilizd el
numero de marcas fluorescentes presentes en cada nucleo para cada

uno de los cromosomas analizados.

Realizada y contabilizada la primera ronda de hibridacién para los
cromosomas 13 y 21, se procede con una segunda ronda de
hibridacion, cuya finalidad es la hibridacion y observacién de los
cromosomas 18, X e Y. Para ello, las preparaciones son desprotegidas
del cubreobjetos e incubadas en 2xSSC/0.1% NP-40 durante 3
minutos, agitando ligeramente y a temperatura ambiente.

Posteriormente se procede con una ronda de deshidratacién en una
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serie creciente de alcoholes de 70, 85 y 100% etanol (Merck), durante
un minuto en cada alcohol. Tras la deshidratacidn, las extensiones se
dejan secar a temperatura ambiente. Posteriormente, se deposita 1
ul de la mezcla de sondas para los cromosomas 18, X e Y sobre el
area de hibridacién y se protege nuevamente con un cubreobjetos de
5mm de didmetro, selldndose la preparacion con cola. Nuevamente,
se procede a la co-desnaturalizacion del ADN calentando la
preparacion como se describe anteriormente y permitiendo la

hibridacion

A continuacién se coloca 1 pl de la mezcla de sondas para los
cromosomas 18, X e Y sobre el circulo sefialado en el portaobjetos, se

cubre con un cubre de 5mm de didmetro y se sella con cola.

Transcurrido este tiempo, se desprotege la preparacion con la
retirada del cubreobjetos y se sumergen las preparaciones durante 2
minutos en una cubeta coplin 0.4xSSC atemperada a 732C en un bafio
térmico, seguido de un segundo lavado de 30 segundos en una
cubeta con 2x SSC/0.1% NP-40 a temperatura ambiente.
Nuevamente, se aplica 10 pl de la contratincién DAPI Il (Vysis Inc.
Downers Grove, IL, USA) sobre el area de hibridacién para visualizar
toda la cromatina y se protege la muestra con un cubre de 20x20

mm.

Visualizacidn e interpretacion de las senales de hibridacion

La visualizacién e interpretacion de las sefales de hibridacion se

realizan con un microscopio de epifluorescencia (Olympus optical Co.
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AX70, Japon) equipado con filtros individuales especificos para la
FITC, Texas-Red, Gold, Aqua-Blue y con triple filtro DAPI/Texas-
Red/FITC. Las imagenes se grabaron en una video-cdmara Olympus

DP-70.

Las determinaciones de la ploidia se realizan contabilizando el
numero de marcas fluorescentes observadas en cada nucleo para
cada uno de los cromosomas. Tras la primera ronda de hibridacion se
observaron senales de color verde para el cromosoma 13 y rojo para
el 21. Tras la segunda ronda de hibridacidn se observaron sefales de
color verde, rojo y azul para los cromosomas 18, X e Y,

respectivamente.

Los embriones se consideraron informativos cuando al menos
estaban presentes dos autosomas. Se definieron 3 tipos de ploidia:
diploide, cuando se identificaron 2 sefiales cromosémicas, triploide,
cuando se detectaron 3 sefiales y anormal, para las diferentes
formulas cromosémicas, incluyendo pre-embriones mosaicos vy

caoticos.

Analisis de la herencia parental (Finger-printing)

Para evaluar la composicion parental de los blastocistos 3PN, se
procedid a hacer el diagndstico genético preimplantacional con

reaccion en cadena de la polimerasa (lisis celular).
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Extraccion de ADN gendomico de la sangre de los progenitores

Para la extraccién del ADN de la sangre de los parentales de los
embriones, se extrajeron muestras de sangre de 10ML de ambos
progenitores, paterno y materno en tubos que contenian EDTA, y

fueron conservadas a — 202C hasta que se procedid a la extraccion.

El procesado de las muestras de sangre de los progenitores se realizé
segun las técnicas estandar, tras descongelar la muestra de sangre se
afiadid una solucidon de lisis, que contenia detergente (SDS) y
proteinasa K, para degradar las proteinas presentes y RNAsa, para
degradar el ARN presente. Seguidamente se centrifugd la muestra
para separar todo el lisado celular en forma de precipitado,
obteniéndose una fase acuosa donde se presenta el ADN gendmico.
A continuacion se purificé el ADN precipitandolo en presencia de

Etanol y se separé mediante centrifugacion.

Extraccion de ADN gendmico en blastocistos

Los blastocistos fueron individualmente incubados en medio G-PGD,
carente de Ca*" y Mg®* (G-PGD, VitroLife, Scandinavian IVF) durante
1-5 min antes de eliminar la zona pellcida mediante incubacién en
una solucién acida Tyrode (ph 2.3-2.5, Origio). Los blastocistos sin
zona pelucida, se dispusieron en tubos de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) de 0.2 ml que contenian 2.5 pl de tampdn (5 ul ) de
lisis alcalino (50mM KCI, 10 mM Tris-HCl a ph 8.3, 0.5% Tween-20 and

100pg/ml de proteinasa K); éstos fueron identificados y congelados
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inmediatamente a -802C hasta que se realizase la amplificacion de

ADN por PCR.

Amplificacion y analisis de ADN gendmico en los blastocistos

y los parentales

Para la amplificacion de ADN, los tubos que contenian los blastocistos
congelados se incubaron a 50°C durante 30 minutos y fueron

entonces dispuestos en un termociclador a 652C durante 10 minutos.

Se amplificaron de forma independiente los loci de repeticiones
cortas en tandem (short tdndem repeat) del ADN procedente de los
blastocistos y de sus parentales, empleando PCR multiplex y el kit
Repli-g Midi (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. KIT
AmpFISTR Profiler Plus PCR amplification kit (Applied Biosystems,
FosterCity, CA)

Para el andlisis de los fragmentos, se empled 1.5 ul del ADN
amplificado usando ABI Prism 310. Los datos se analizaron usando el
software GeneScanAnalysis 3.1.2 (AppliedBiosystems). Para estudiar
la herencia uni o heteroparental de los blastocistos, se estudio el
haplotipo de los blastocistos y se compard con aquéllos propios de

los parentales (madre y padre).
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ELIMINACION MICROQUIRURGICA DEL PRONUCLEO

SUPERNUMERARIO: EPRONUCLEACION

La eliminacién microquirudrgica del prontcleo supernumerario de los
3PN-FIV se realiza mediante el empleo de técnicas de
micromanipulacion.

Para ello, los cigotos 3PN-FIV se incubaron y manipularon
individualmente en microgotas de 25 pul de medio IVF-20
(Scandinavian IVF, EMB, Barcelona, Espafa) suplementado con 7.5
ug/ml de cytochalasin B (C6762; Sigma, Madrid, Espafia) y 0.1M de
demecolcina (D1925; Sigma); todo ello cubierto con aceite mineral
(Cook, Barcelona, Espaia).

El tiempo de permanencia de los cigotos 3PN en la solucidon de
micromanipulacién se |limitd a 3 minutos bajo condiciones
controladas de temperatura, a fin de no comprometer la viabilidad
posterior de los mismos; por ello, los cigotos se dispusieron de uno
en uno por placa. La eliminacién del prondcleo supernumerario se
realizd bajo microscopia de Hoffman (Diaphot 300, Nikon, Barcelona,
Espafia), equipado con micromanipuladores hidraulicos (MM188,
Narishige, Londres, UK) y empleando dos tipos de pipetas de
micromanipulacidn: una pipeta de sujecidon estandar (Humagen: con
100 um de didmetro externo y 20 um de didmetro interno) y una
aguja (pipeta) de microinyeccién de 6 um diametro externo.

Las pipetas se dispusieron en un angulo de 452 usando un sistema

estandar de inyeccion (IM-26-2; Narishige).

136



METODOLOGIA

Tras sujetar los cigotos 3PN-FIV con la pipeta holding, éstos fueron
rotados y reposicionados hasta identificar claramente los tres
pronucleos y los dos corpusculos polares a fin de poder seleccionar y
eliminar el PN extra. Los tres pronucleos se posicionan de forma
piramidal tipica en el centro del citoplasma. El pronucleo
supernumerario masculino que debe ser eliminado, es aquél ubicado
mas alejado del segundo corpusculo polar.

La técnica de epronucleacidn consiste en la eliminacién del pronucleo
extra; para ello se inserta la micropipeta a través de la zona pelucida
y se ubica intracitoplasmaticamente en la regién se encuentran los
pronucleos. En este momento se ejerce presién negativa para
eliminar el pronucleo deseado; se mantiene dicha presién al tiempo
que se realiza una suave aspiracién. Con el pronucleo capturado, la
pipeta y el pronucleo son suavemente dragados del area de singamia
hacia la superficie del oolema. La aspiracidn continda hasta la total
eliminacion del pronucleo y parte del citoplasma circundante.
Completada la aspiracion, se retira la pipeta y el cigoto manipulado
es liberado.

Tras la manipulacidn, cada cigoto es lavado 3 veces en medio IVF-20 y
cultivado en una atmésfera al 5%C02 a 372C durante 3 horas. En
este momento se comprueba la supervivencia, asi como el nimero
de pronucleos que contienen. Solamente aquellos cigotos
supervivientes y que presentan dos pronucleos son cultivados en
sistema de co-cultivo embrionario; siendo los demas contabilizados

pero descartados de ulterior cultivo.
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ANALISIS ESTADISTICO

Para cada variable continua, la normalidad de las muestras se
comprobdé mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. Las variables
continuas que se ajusten a una distribucién normal, se analizaron
mediante ANOVA, de acuerdo a la composicién pronuclear y la
ploidia. Los datos se presentaron como media + SD, y 95% de
intervalo de confianza (95Cl). El valor p de 0.05 indica significancia

estadistica.

Las variables discretas (capacidad de desarrollo embrionario de los
pre-embriones 3PN y 2PN a blastocisto; supervivencia, éxito de la
epronucelacidon, patréon de division, modelo de desarrollo
embrionario) fueron comparada estadisticamente usando el test de
Chi-cuadrado. Se aplicé la correccidon de Yates para continuidad
cuando habia un grado de libertad. Igualmente se calcularon los
riesgos relativos (RR) con su correspondiente intervalo de confianza

del 95% para las comparaciones entre variables categdricas.

En los casos en que se establecié un modelo predictivo, se realizd
mediante una regresion logistica binomial usando el método de
pasos hacia adelante. Mediante las curvas ROC (Receiver Operanting
Characteristic) se analizé el valor predictivo de las variables incluidas

en el modelo, el AUC (area bajo la curva) comprendida entre 0y 1

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el SPSS 17.0 (Chicago,

IL, USA).
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ESTUDIO 1: ESTUDIO COMPARADO DE LA PLOIDIA Y

COMPOSICION _ PARENTAL _EN __ PRE-EMBRIONES

TRIPRONUCLEARES PROCEDENTES DE FIV E ICS.

Estudio de la ploidia en pre-embriones

tripronucleares procedentes de FIV e ICSI

Andlisis de la ploidia en pre-embriones tripronucleares

procedentes de FIV

Tras cultivar 64 cigotos 3PN-FIV, 18 pre-embriones (28.1%)
cumplieron con los criterios para ser biopsiados en D3 (n=16) o D4
(n=2) de desarrollo, conteniendo 8.1 + 1.8 células (95% Cl: 6.2-9.9

células) en promedio.

Tras realizar los estudios de ploidia mediante hibridacion in situ
fluorescente (FISH) se obtuvieron resultados en 16 pre-embriones
3PN-FIV, siendo dos de ellos no informativos para los cromosomas
analizados; dos embriones fueron diploides, tres triploides y once
presentaban una féormula embrionaria diferente (p=0.001, Tabla 1).
Tal y como se muestra, se observé un porcentaje comparable de
embriones diploides y triploides (12.5% vs 18.7% respectivamente;

P>0.05).

De los 18 pre-embriones 3PN-FIV biopsiados, ocho alcanzaron el

estadio de blastocisto (50%). Tras realizar los analisis cromosémico
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en todos los 8 blastocistos, se obtuvo resultados de 4 de ellos (33.0 +
19.8 células); los otros cuatro resultaron no informativos. Tres
blastocistos 3PN-FIV fueron triploides y uno resulté diploide (75.0%
vs 25.0%; p>0.05; Tabla 2).

Anadlisis de la ploidia en pre-embriones tripronucleares

procedentes de ICSI

Tras cultivar 71 cigotos 3PN-ICSI, 32 pre-embriones cumplieron
criterios para ser biopsiados (45.1%) bien en D2 (n=1), D3 (n=19) o D4
(n=12) de desarrollo, siendo 7.2 + 1.4 (95% Cl: 5.8-8.7 células) el

ndimero medio de células en el momento de la biopsia.

De los 32 pre-embriones 3PN-ICSI biopsiados, se obtuvo resultado de
ploidia en 25 de ellos (78.1%), los 7 resultantes no fueron
informativos. Trece embriones resultaron diploides, ocho triploides y
los otros cuatro tenian formulas embrionarias diferentes (p=0.02,
Tabla 3). No se observaron diferencias significativas en el porcentaje
de pre-embriones 3PN-ICSI diploides y triploides en estadio de células

(52% vs 32%, respectivamente; p=0.25).

Respecto a la capacidad de desarrollo a blastocistos, 20 pre-
embriones 3PN-ICSI biopsiados alcanzaron el estadio de blastocisto
(62.5%), conteniendo en promedio 29.8 + 10.8 células. Respecto al
analisis de ploidia, éste se realizd en 16 de ellos, obteniéndose
resultado en once y siendo 5 blastocistos no informativos. Seis
blastocistos fueron diploides y cinco triploides (54.5% vs 45.4 %;
p>0.05)
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TABLA 2. Estudio numérico de los cromosomas 13, 18, 21, X e Y de los 3PN-FIV en estadio dee
células y blastocisto.

Ne de sefiales cromosémicas  Ploidia Alcanza Férmula Ploidia en
Embrion 13 18 21 X Y en estadio cromosomica estadio de
células BTC BTC

BTC= Blastocisto/ NI = no informativo para los cromosomas analizados
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TABLA 3. Estudio numérico de los cromosomas 13, 18, 21, X e Y de los 3PN-ICSI en estadio de
células y blastocisto.

Ne de sefiales Ploidia Alcanza Férmula Ploidia en
.. cromosomicas en estadio cromosomica estadio de
Embrion ,
13 18 21 X Y células BTC BTC

BTC= Blastocisto/ NI = no informativo para los cromosomas analizados
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Estudio comparado de Ila ploidia en pre-embriones

tripronucleares procedentes de FIV e ICSI

En el momento de la biopsia, los pre-embriones TPN-F y TPN-|
contuvieron un nimero medio de células comparable, siendo

en promedio 7.5 + 1.6 células (p=0.097).

Segun el origen de los pre-embriones TPN (FIV vs ICSI), hay
diferencias en cuanto a la distribucion de la ploidia
embrionaria. En el grupo TPN-I observamos en estadio de
células una proporcién de pre-embriones diploides
significativamente mayor que en los TPN-F (52% vs 12.5%;
p=0.02) mientras que el numero de pre-embriones triploides
fue comparable en ambos grupos (32% vs 18.7%
respectivamente; p=0.56; 26.8%). El nUmero de pre-embriones
con férmula embrionaria diferente de la diploide o triploide fue
mayor para los TPN-F que para los TPN-I (68.7% vs 16.0%;
p=0.002).

En cuanto a la capacidad de desarrollo in vitro, tanto los pre-
embriones TPN-F y TPN-I mostraron unas tasas de desarrollo a
blastocistos comparables (62.5% vs 44.4% respectivamente;
p=0.3); obteniendo en promedio un 56.0% de llegada a

blastocisto.

147



RESULTADOS

En funcién del origen de los TPN, el porcentaje de blastocistos
diploides fue comparable (TPN-F: 25% vs. TPN-I: 54.5%) asi
como también lo fue el porcentaje de blastocistos triploides
(TPN-F: 75.0% vs. TPN-l: 45.5%); probablemente debido al

reducido tamafio muestra del grupo de TPN-F (Tabla 4).

TABLA 4. Estudio comparado de la ploidia de los 3PN-FIV y 3PN-ICSI en
estadio de células y blastocisto.

Origen Ploidia en células Estadio Ploidia en BTC
BTC
Diploide  Triplopide Otros Diploide  Triploide
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
3PN-FIV 2 (12.5) 3(18.7) 11 (68.7) 8 (44.4) 1(25) 3(75)
3PN-ICSI 13 (52) 8(32) 4 (16) 20 (62.5) 6 (54.5) 5 (45.5)
P-valor 0.02 0.56 0.002 0.3 0.3 0.3

BTC: Blastocisto
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Estudio de la composicion parental en pre-

embriones tripronucleares procedentes de ICSI.

El analisis de composicion parental se realizd en cuatro blastocistos
3PN-ICSI, diagnosticados como diploides tras el estudio de la ploidia

en el estadio de células (tres 46, XX y uno 46, XY).

Tras el analisis gendmico del ADN de los cuatro blastocistos y su
comparacion con sus correspondientes progenitores mostré que los
cuatro blastocistos una herencia génica heteroparental para las
repeticiones cortas repetidas en los 3 loci ubicados en los tres

cromosomas estudiados (FIG. 16).

ESTUDIO 2: PRODUCCION DE PRE-EMBRIONES

DIPLOIDES _HETEROPARENTALES A PARTIR _DE

CIGOTOS TRIPRONUCLEARES PROCEDENTES DE FIV

(3PN-FIV). ELIMINACION MICROQUIRURGICA DEL

PRONUCLEO SUPERNUMERARIO.

La eliminaciéon microquirdrgica del pronucleo supernumerario se
realizé6 en 72 cigotos 3PN humanos procedentes de FIV (3PN-FIV).
Tras la manipulacion, 51 cigotos sobrevivieron y presentaron dos
pronucleos (Tabla 5).

Los 51 pre-embriones correctamente diploidizados y supervivientes a
la micromanipulacién se dividieron tras 24 horas de cultivo y el 96%

de éstos alcanzaron el estadio de 6-8 células en D3 de desarrollo. En
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d5, 21 de los pre-embriones micromanipulados (41%) alcanzaron el
estadio de blastocisto.

El desarrollo in vitro de los pre-embriones 3PN-FIV epronucleados fue
estadisticamente comparable al observado en los pre-embriones
control positivos, tanto en la capacidad de alcanzar el estadio de 8
células (85%) como blastocisto (50%; p>0.05). Ademas, en D5, los
blastocistos derivados de cigotos 3PN-FIV epronucleados y también,
los controles positivos se caracterizaron morfolégicamente por
poseer una masa celular interna bien definida y un trofoectodermo
bien conformado (Figura 17 Ay B).

Estos resultados contrastan con aquéllos obtenidos a partir de los
pre-embriones control negativos (3PN-FIV no manipulados), que
mostraron una capacidad de desarrollo in vitro significativamente
mas limitada, obteniéndose solamente 19% de blastocistos,
caracterizados morfoldgicamente por poseer una masa celular
interna reducida o ausente y un trofoectodermo de apariencia lineal
(FIG 17 C).

Los resultados obtenidos mediante FISH en estadio de blastocisto, en
D5 de desarrollo embrionario se recogen en la Tabla 6.
Efectivamente, 87.5% de los blastocistos derivados de los pre-
embriones 3PN-FIV epronucleados fueron informativos (7/8) y 75%
(3/4) de los pre-embriones controles.

Cuatro blastocistos microquirirgicamente epronucleados fueron
diploides, tres de ellos 46, XY y uno 46, XX (FIG 18 A y B); dos
resultaron mixoploides con coexistencia de lineas celulares diploides

y tetraploides (46, XX / 92, XXXX y 46, XY / 92, XXYY) y el dltimo
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embrién microquirdrgicamente corregido mostré un complemento

tetraploide (92, XXXX).

En el grupo control negativo (3PN-FIV), los resultados del FISH,
realizado en tres blastocistos, confirmaron la esperada condicién

triploide (69 XXY; Figura 18 C).

l....-._m... = = 0
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FIGURA 16. Representacion de electroferogramas de tres loci informativos
de STR (D16S3395, D165475, D16S3024) para el cromosoma 16. Los analisis
correspondientes a las muestras de sangre de los parentales incluidos en
este estudio (Madre: A y Padre B). Los electroferogramas de los blastocistos
corregidos microquirirgicamente de estos parentales (Embridén, C).
Obsérvese la informatividad de la herencia heteroparental en todos los loci.
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TABLA 5. Rendimiento técnico y capacidad de desarrollo de los cigotos 3PN-FIV epronucleados microquirdrgicamente, cigotos 3PN-
FIV (controles negativos), y pre-embriones correctamente fecundados (controles positivos)

N2 de cigotos N2 de pre-embriones (%) que alcanzan el estadio de
Iniciales  Cultivados Division 8células Morula Blastocisto
Epronucleados 72 51° 51 (100) 49 (96) 24 (47) 21(41) bid
Control negativo 42 42 42 (100) 40 (95) 15 (36) 8(19) “¢
Control positivo 947 947 938 (99) 808 (85) 478 (50)f

® ne cigotos que sobreviven a la epronucleacién y contienen dos pronticleos
® 18 blastocistos fueron de apariencia normal (35%). 8 blastocistos fueron fijados y analizados por FISH y 6 fueron

analizados por STR-DNA.
© 4 blastocistos 3PN-FIV control se analizaron por FISH.
4 p=0.038; ** p=0.25; *" p=0.00013
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FIGURA 17. Apariencia morfoldgica de los blastocistos humanos cultivados
in vitro y procedentes de cigotos (A) bipronucleares correctamente
fecundados, (B) 3PN-FIV diploidizados microquirdrgicamente y (C) 3PN-FIV
control.

El ADN gendmico de las muestras de todos los parentales y de cuatro
de los seis blastocistos microquirurgicamente corregidos y analizados
(67%) rindid electroferogramas con la amplificacion parental
esperada para el analisis de los loci STR. De los otros 2 blastocistos no
se obtuvo informacién, debido a un fallo en la amplificacion del ADN.
La comparacion de los electroferogramas obtenidos de los pre-

embriones con el ADN gendmico de su progenitores indicé que los
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cuatro blastocistos amplificados fueron diploides y genéticamente

heteroparentales (Figura 19). Tres fueron compatibles con el sexo XX

y uno fue XY.

FIGURA 18. Triple hibridacién in situ fluorescente para la regién
centromérica de los cromosomas X (sefial verde), Y (sefial naranja) Y 18
(sefial azul) de los blastocistos 3PN-FIV microquirdrgicamente corregidos (A
Y B) y 3PN-FIV control negativo (C).
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TABLA 6. Ploidia y formula cromosémica de los pre-embriones 3PN-FIV tras
la eliminacion microquirurgica del pronucleo extra y de los 3PN-FIV control
negativo (no manipulados).

Embrién Origen Férmula Ploidia
cromosomica

1 Diploidizado 46XY Diploide (2n)

2 Diploidizado 46XY Diploide (2n)

3 Diploidizado 46XY Diploide (2n)

4 Diploidizado 46XX Diploide (2n)

5 Diploidizado 46XX/92XXXX  Mixoploide (2n/4n)

6 Diploidizado 46XY/92XXYY  Mixoploide (2n/4n)

7 Diploidizado 92XXXX Tetraploide (4n)

8 Diploidizado NI

9 Control 69XXY Triploide (3n)

10 Control 69XXY Triploide (3n)

11 Control 69XXY Triploide (3n)

12 Control NI
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FIGURA 19. Representacién en electroferogramas de 10 loci polimérficos. Las 2 primeras filas se corresponden a las muestras de
sangre de una pareja incluida en el estudio (madre y padre). El electroferograma correspondiente a la tercera fila corresponde a un
blastocisto corregido, hijo de dicha pareja (BTCIII). Se observa la herencia heteroparental en aquellos loci informativos.
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ESTUDIO 3: PRODUCCION DE DIPLOIDES

HETEROPARENTALES A PARTIR DE PRE-EMBRIONES

TRIPRONUCLEARES PROCEDENTES DE ICSI MEDIANTE

MECANISMO DE __ AUTOCORRECCION. ESTUDIO

MORFOCINETICO.

Tras el cultivo de 79 cigotos 3PN-ICSI, 35 pre-embriones 3PN-ICSI
cumplieron criterios morfoldgicos para estudiar la ploidia en estadio
de células (n=15), blastocistos (n=4) o ambos (n=16). Dichos pre-
embriones estaban formados por 8.3%2.0 células (95Cl: 7.4-9.2
células) en estadio de células y los blastocistos contenian un

promedio de 30.1+12.2 células (95CI: 20.3-39.8).

Tras 5 dias de cultivo, 20 embriones de buen pronéstico, alcanzaron

el estadio de blastocisto (57.1%).

El estudio cromosémico mediante FISH fue informativo en 30 de los
35 3PN-ICSI analizados. Siete 3PN-ICSI fueron diagnosticados como
diploides (23.3%), 16 fueron triploides (53.3%) y siete presentaban
una formula cromosémica diferente (23.3%; p= 0.017), incluyendo
dos mosaicos (2nXX/4nXXXX and 3nXXY/6nXXXXYY). La tasa de
evolucidn in vitro hasta el estadio de blastocisto fue mayor para los
pre-embriones persistentemente triploides que para aquéllos 3PN-
ICSI diploides (68.7% vs. 28.6%), aunque las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (p=0.18); probablemente debido al

tamafio muestral.
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Los 23 pre-embriones 3PN-ICSI, diagnosticados como triploides vy
diploides vy, los 17 pre-embriones 2PN control (todos ellos diploides,
ya que dieron lugar a recién nacidos vivos sanos), se incluyeron en el

siguiente estudio comparativo del desarrollo morfocinético.

Patron de division de los pre-embriones 3PN-ICSI

En relacién con el patrén de division, todos los embriones 3PN-ICSI y
2PN (n=40) se dividieron de 1 a 2 células independientemente del
numero de pronucleos presentes en el momento de evaluacién de la
fecundacién vy la ploidia. Ningun cigoto 3PN-ICSI ni 2PN se dividid

directamente en 3 células.

Las desviaciones del desarrollo embrionario estdndar, basadas en
alteraciones en el patrén de divisién o la duracién del ciclo celular, se
observaron en mayor medida en pre-embriones 3PN diploides
(42.8%) que aquéllos persistentemente triploides y pre-embriones

2PN (5.9% and 0%, respectivamente; p=0.04).

Particularmente, un patréon de divisién alterado, consistente en la
divisién de una blastémera en 3 células hijas en vez de 2 como es
usual, se observo en dos pre-embriones 3PN-ICSI diploides y ocurrié
en el transito del estadio de 2 a 3 células. Por lo tanto, los embriones
progresaron del estadio de 2 a 4 células (DC2-4) y del estadio de 3 a
5 células (DC3-5), respectivamente, conservandose una duracion del

cc2 dentro del rango normal.
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Otra desviacion del desarrollo normal consistié en una duracién del
segundo ciclo celular anormalmente corta (cc2a<1 h), mientras que
las blastdmeras mostraron un patron de division normal en dos
células. El acortamiento inusual del cc2a (DC2-3) se observa en 2

embriones 3PN-ICSI, uno diploide y otro triploide.

Sorprendentemente, ningin embrién con patron de desarrollo

alterado progresé hasta estadio de blastocisto.

No se observd ninguna alteracién en el patrén de desarrollo y/o
duracion del ciclo celular en ninguno de los 17 embriones 2PN

control.

Estudio morfocinético del desarrollo de los pre-

embriones 3PN-ICSI

En relacién con la morfocinética, los tiempos de division de las
blastdmeras fueron mds tardios en embriones 3PN-ICSI que en
aquéllos 2PN (Tabla 7; p<0.05). Sin embargo, el tiempo de divisién a
cinco células (t5) ocurri6 en tiempos comparables,
independientemente del nimero de pronucleos en el momento de la

fecundacidn, siendo en promedio 54.8+9.6h; (95CI:51.5-58.1h).

Respecto a las variables indirectas, la duracién del segundo y tercer
ciclo celular de cada blastémera fueron significativamente mas
prolongados en los pre-embriones 3PN-ICSI que en los 2PN control

(Tabla 7).
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En cuanto a las variables indirectas, la duracién promedio del
segundo (acc2) y tercer ciclo celular (acc3) de cada blastomera, asi
como la duracibn media de ambos ciclos celulares fue
significativamente mayor en pre-embriones 3PN-ICSI que en 2PN

(Tabla 7).

Respecto a la sincronia blastomérica, no se observaron diferencias
significativas de acuerdo al nimero de pronucleos que presentaban
los cigotos en el momento de la fecundacion ni en las divisiones de 2
a 4 células (SD2) ni de 4 a 8 células (SD3) siendo 0.91+0.21 (95Cl:
0.842 —0.98) y 0.83+0.11 (95Cl: 0.79 — 0.88), respectivamente.

Estudio morfocinético del desarrollo de los pre-

embriones 3PN-ICSI en funcion de la ploidia

Tras analizar la ploidia de los pre-embriones 3PN-ICSI, los 3PN
persistentemente triploides, se dividieron al estadio de 2 y 3 células
(t2 y t3) significativamente mas tarde que los pre-embriones 2PN
control; en cambio los 3PN-ICSI diploides lo hicieron en un tiempo
intermedio (Tabla 8). En las siguientes divisiones celulares, que
comprenden el desarrollo embrionario desde el estadio de 4 a 8
células (de t4 a t8), los embriones persistentemente triploides
siempre se dividieron mas tarde que los diploides (2PN o 3PN-ICSI
diploides), siendo los tiempos de division promedio los siguientes:

t4:38.6+4.1h; t5:51.146.0h; t6:53.7+5.5h; t7:55.0£6.3h; t8:57.5£6.9h.
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TABLA 7. Variables directas e indirectas de los pre-embriones 3PN-ICSI y 2PN correctamente fecundados. Las variables directas son los
tiempos en que ocurren las divisiones embrionarias (media * SD), a 2- (t2), 3-(t3), 4-(t4), 5-(t5), 6- (t6), 7- (t7) y 8-(t8) células, expresadas
en horas post-ICSI. Las variables indirectas, expresadas en horas, indican la duracién de la primera y segunda blastdmera en dividirse en
estadio de dos células (cc2a y cc2b); duracidn del tercer ciclo celular en cada blastomera (cc3a-cc3d) y media de la duracion del segundo
(acc2) y tercer ciclo celular (acc3). Se presenta también la sincronia blastomérica en la division en el segundo (SD2) y tercer (SD3) ciclo
celular. En todas las variables, los valores entre paréntesis muestran el intervalo de confianza del 95%.

Tiempos 3PN-ICSI (n=23) 2PN (n=17) Promedio
(horas pos ICSI)

2(p<0.05).

161



RESULTADOS

Respecto a las variables indirectas, los pre-embriones
persistentemente triploides en estadio de 2 células, mostraron que la
primera blastémera en dividirse tuvo un ciclo celular de mayor
duracion que los embriones 2PN control, mientras que los 3PN-ICSI
diploides tuvieron una duraciéon intermedia (cc2a; Tabla 8).
Contrariamente a estas observaciones, la duracién del ciclo celular de
la segunda blastémera en dividirse (cc2b) fue comparable en todos
los pre-embriones, independientemente de la ploidia, siendo en

promedio de 12.5+1.34h (95IC: 12.1-13.0h).

El analisis de la duracién del tercer ciclo celular en funcién de la
ploidia, mostré que la primera, segunda y cuarta blastdmera en
dividirse tuvieron ciclos celulares significativamente mas largos en los
pre-embriones persistentemente triploides que en aquellos diploides
(2PN y 3PN diploides; promedio cc3a:14.6+2.1h; cc3b:15.5+2.0h;
cc3d:18.2+3.8h). La duracion del ciclo celular de la tercera
blastdmera en dividirse (cc3c) fue significativamente mas largo en
pre-embriones 3PN-ICSI persistentemente triploides que en 2PN
control, mientras que cc3c fue intermedio en los pre-embriones 3PN-

ICSI diploides (Tabla 8).

La duraciéon media de segundo (acc2) y tercer (acc3) ciclo celular fue
mayor en los pre-embriones 3PN-ICSI persistentemente triploides

que en los diploides (2PN y 3PN-ICSI diploides; Tabla 8).

Respecto a la sincronia de ciclo celular (SD2 y SD3), no se observaron

diferencias significativas entre los tipos pre-embrionario estudiados,
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siendo en promedio 0.91+0.21 (95CI: 0.842 — 0.98) y 0.83+0.11 (95Cl:

0.79 — 0.88), respectivamente.

Prediccion de la ploidia en pre-embriones 3PN-ICSI

segun los parametros morfocinéticos

A fin de determinar el valor de las variables morfocinéticas descritas
anteriormente como predictores de ploidia de los pre-embriones
3PN-ICSI, se desarrolld un andlisis binomial de regresidén logistica,
usando el método de pasos hacia adelante. Segun este analisis, la
variable con mayor poder predictivo es t5 (tiempo en el que el

embrién alcanzé el estadio de 5 células en horas post ICSI).

El modelo predictor de ploidia queda representado por la siguiente

férmula matematica:

El valor estimado por el modelo (R® Nagelkerke) fue 0.531. El valor
predictivo se obtiene introduciendo los valores de t5 de los pre-

embriones 3PN-ICSI y calculando la funcidn exponencial.

El valor predictivo del modelo fue definido de acuerdo al drea bajo la
curva, AUC (IC95) proporcionado calculado mediante analisis ROC
(Receiver Operating Characteristics). En este caso el valor de AUC fue

0.895 (95IC 0.762-1.000), el cual fue significativo (p=0.003).
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TABLA 8. Media + SD de los tiempos de las siete primeras divisiones (t2-t8) en pre-embriones
tripronucleares (3PN) y bipronucleares (2PN) de acuerdo a la ploidia (triploides o diploides).
Todos los datos se presentan como media + SD (intervalo de confianza del 95%, 95Cl) en horas
post-ICSI. Se incluyen las variables cinéticas indirectas: duracion del segundo (cc2) y tercer
(cc3) ciclo celular, calculadas para blastémeras individuales (cc2a y cc2b; cc3a-d); la duracién
media del cc2 y cc3 (acc2 y acc3), y grados de sincronia de las divisiones blastoméricas en cc2 y
cc3 (SD2 y SD3, respectivamente). Los valores con un superindice diferente en una misma linea
indican diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p<0.05). Cuando existieron
diferencias significativas entre grupos, se calculé el promedio de la variable estudiada.

3PN-ICSI 3PN-ICSI 2PN Promedio
Tiempos Diploide Triploide Diploide
(horas (n=7) (n=16) (n=17)

post ICSI)

*%(p<0.05).
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Si tras sustituir el valor t5 para un pre-embridn 3PN-ICSI concreto en
la férmula matematica, el valor resultante fuere igual o mayor a 0.5,
el pre-embrion estudiado serd, con una probabilidad del 0.895,

diploide.
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Los embriones 3PN, independientemente del procedimiento de
fecundacién que le dio origen, muestran una capacidad de desarrollo
a blastocisto similar (56% en promedio), capacidad comparable a
aquélla para embriones de buen prondstico (50%) derivados de
cigotos correctamente fecundados, lo que sugiere que ni la ploidia ni
la composicidn parental afecta a la capacidad de desarrollo pre-

embrionario in vitro.

Por lo que refiere a la capacidad de autocorreccion a la diploidia, los
pre-embriones tripronucleares procedentes de FIV muestran una
menor capacidad de autocorreccién que aquéllos procedentes de ICSI
ya en estadio de células (12.5%: 2/16 vs. 52.0%: 13/25) y en estadio
de blastocisto (25%: 1/4 vs. 50%: 10/20).

En el presente trabajo hemos observado que los pre-embriones 3PN-
FIV, pese a desarrollarse hasta el estadio de blastocisto, el porcentaje
de blastocistos triploides (75%; 1/3), y también aquéllos en estadios
de células (18.7%; 3/16), fue significativamente mayor comparada a
la incidencia de blastocistos diploides (25%; 1/4), y también en
estadios tempranos de desarrollo (12.5%: 2/16). La baja frecuencia
de pre-embriones diploides sugiere que en los 3PN de FIV no operan
los mecanismos de autocorreccion hacia la diploidia o si operan, son

ineficientes.

La identificacién puntual de un 3PN-FIV diploide podria explicarse
bien por haberse producido la fecundaciéon por parte de un

espermatozoide diploide, lo cual sucede en 0.2-0.3% de los casos, en
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particular en sémenes oligozoospérmicos (Egozcue et al. 2000) o bien
por un origen diginico. Esta posibilidad resultaria de un mecanismo
de no disyuncion de cromatidas hermanas en la segunda meiosis; el
segundo corpusculo polar estaria vacio de contenido cromosémico y
por tanto, el cigoto seria diginico en origen; la primera posibilidad
planteada, podria resultar en un cigoto triploide didndrico, pero que
so6lo presentaria un centriolo. Cualquiera que fuere el origen para
este “andmalo” 3PN-FIV, lo cierto y verdad es que en él hubieran
operado los mecanismos de correccién similares a los observados en
los pre-embriones 3PN-ICSI. No obstante, y cualquiera que sea el
origen de este embridn, cabria considerarlo como un artefacto en el
grupo experimental y por tanto obviado en la discusién de los

patrones descritos para estos embriones.

Por su parte, el hecho de que la mayoria de los pre-embriones 3PN-
FIV en estadio de células poseen un mayor nimero de embriones
caoticos (68.8%: 11/16), no observandose tal féormula cromosdmica
en los estadios de blastocisto sugiere que tales embriones cadticos se
bloquearian a lo largo del desarrollo. Efectivamente, asumiendo el
origen dispérmico para estos pre-embriones, Palermo et al (1994)
reportaron que la mayoria de pre-embriones dispérmicos detienen su
desarrollo antes de alcanzar la diferenciacion embrionaria (Palermo
et al. 1994a), resultado del elevado numero de errores de
segregacion derivados de la herencia centriolar doble y, por lo tanto,

de la andmala conformacion de los usos mitéticos.
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Pese a la ausencia de mecanismos de autocorreccién pre-
embrionaria a lo largo del desarrollo en los pre-embriones 3PN-FIV, la
restauracion de la condicién diploide heteroparental es posible
mediante la eliminacidn microquirdrgica del prontcleo paterno junto
una fraccion del material pericentriolar adyacente al mismo (Gordon
et al. 1989, Ivakhnenko et al. 2000, Kattera and Chen 2003b, Malter
and Cohen 1989a, Rawlins et al. 1988a, Tang et al. 1994a). La técnica
de epronucleacion selectiva aqui presentada ha mostrado ser
eficiente, permitiendo restablecer la condicidon bipronuclear en el
70.8% de los cigotos intervenidos, siendo ademds capaces de
desarrollarse in vitro tan eficientemente como aquéllos control
correctamente fecundados (41% vs. 50%). Mediante esta tecnologia
no sélo se corrigié la condicion pronuclear sino que ademas,
mediante las tecnologias de andlisis gendmico, constatamos el
restablecimiento de la condicién diploide heteroparental en todos los

pre-embriones 3PN-FIV intervenidos.

La  eliminacion  microquirdrgica  del  prondcleo  paterno
supernumerario en los cigotos humanos tripronucleares fue
reportada por primera vez en 1988 (Rawlins et al. 1988b). Estos
autores lograron eliminar el pronucleo supernumerario mediante
micromanipulacidén, en presencia de citocalasina B, un agente
inhibidor del citoesqueleto y, reportaron tasas de supervivencia muy
bajas, no obteniéndose divisién de los cigotos. Usando la misma
técnica el grupo de Gordon (Gordon et al. 1989) obtuvo el 100% de
supervivencia tras la micromanipulacién de cigotos tripronucleares,

en presencia de agentes relajantes del citoesqueleto; resultados que
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fueron confirmados por el grupo de Ivanenko en 2000 (lvakhnenko

et al. 2000).

La citocalasina B es un metabolito flngico que inhibe Ila
polimerizacidn de la actina. El uso de relajantes del citoesqueleto se
considera importante para reducir los dainos mecanicos causados por
la micromanipulacion y porque optimiza las tasas de supervivencia
(Malter and Cohen 1989b). Sin embargo, ha de tenerse en cuenta
que la citocalasina es citotdxica, pudiendo causar fragmentacion
celular, retraso en el desarrollo, arresto temprano en el desarrollo e
inestabilidad del huso. Dichos dafios son dependientes de Ia
concentracién y tiempo de exposicidn, siendo seguro su uso en
concentraciones de 7.5 pg/ml durante tiempos inferiores a 10
minutos; es por ello que en nuestro trabajo se ha ajustado el tiempo
de exposicién, reduciéndolo desde 30 minutos (Gordon et al. 1989,
Rawlins et al. 1988b) hasta un maximo de 10 minutos de exposicién
(Escriba and Garcia-Ximénez 2001). Haciendo dichos ajustes, los
cigotos se epronuclearon usando agentes relajantes del citoesqueleto
y obteniéndose pre-embriones que se dividieron y desarrollaron in
vitro hasta el estadio de blastocisto (41%) con la misma eficiencia que

aquellos cigotos correctamente fecundados, no manipulados (50%).

En la mayoria de protocolos de transferencia nuclear (Collas and Robl
1990, Smith and Wilmut 1989, Willadsen 1986) asi como en aquéllos
de epronucleacién selectiva (Gordon et al. 1989, Rawlins et al.

1988a), aplicadas en diferentes especies de mamiferos, se incluye el
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uso de agentes relajantes del citoesqueleto para mejorar el

subsiguiente desarrollo de los pre-embriones.

Histéricamente, los esfuerzos por eliminar el prondcleo
supernumerario sin el empleo de agentes relajantes del
citoesqueleto no rindid eficacias de supervivencia satisfactorias; asi
Gordon et al. (1989) no logré que ningln cigoto sobreviviera y
Malter y colaboradores (1989), sdlo lograron un 36% de
supervivencia (Malter and Cohen 1989a). Sin embargo, aflos mas
tarde, en 2003, el grupo de Kattera, reportd por primera vez el
nacimiento de un bebe sano tras transferir un cigoto tripronuclear,
microquirurgicamente corregido en ausencia de agentes relajantes,
obteniéndose un 100% de supervivencia y division pre-embrionaria.
Por lo tanto, en humanos, la eliminacion del pronucleo paterno
supernumerario ha sido desarrollada tanto con (Escriba and Garcia-
Ximénez 2001, Gordon et al. 1989, Ivakhnenko et al. 2000, Rawlins et
al. 1988a) como sin (Gordon et al. 1989, Ilvakhnenko et al. 2000,
Malter and Cohen 1989a) la intervencién de agentes relajantes del

citoesqueleto, en asociacién a técnicas de micromanipulacion.

El efecto que la citocalasina B pudiera ejercer sobre el desarrollo pre-
embrionario ulterior es minimo siempre la concentracién y los
tiempos de exposicién sean minimos y adecuados. Efectivamente, en
1996, se reportd el primer nacimiento de ratones normales tras
eliminar el pronucleo paterno supernumerario de pre-embriones
tripronucleares, en presencia de citocalasina B (Feng and Gordon

1996) y, en el presente trabajo, en humanos, hemos reportado el
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desarrollo de los cigotos 3PN-FIV selectivamente epronucleados, en
presencia de citocalasina B, hasta el estadio de blastocisto, rindiendo

tasas satisfactorias: 45%.

La capacidad de desarrollo in vitro de los cigotos 3PN corregidos ha
sido optimizada en los sucesivos trabajos reportados; en
publicaciones anteriores se describe la ausencia de division en los
pre-embriones manipulados (Rawlins et al. 1988a); el desarrollo
hasta el estadio de 8 células (Palermo et al. 1994b), y la limitada
capacidad de los pre-embriones para desarrollarse hasta los estadios
de compactacion (Gordon et al. 1989, Malter and Cohen 1989a). Esta
limitada capacidad de desarrollo podria deberse al proceso técnico
en si, o a la andmala ploidia y herencia parental presente en el pre-

embridn tras la epronucleacién.

El éxito del proceso de epronucleacidn, es decir la restauracion de la
diploidia y heteroparentalidad en los pre-embriones tripronucleares
de FIV depende de la correcta identificacion y eliminacion del
pronucleo paterno supernumerario. La eleccién y eliminacidn
correcta del pronucleo paterno extra dard lugar a pre-embriones
diploides heteroparentales 46XX y 46XY (Kattera and Chen 2003b).
De no eliminarse completamente el pronucleo supernumerario, los
pre-embriones resultantes serdn aneuploides (Gordon et al. 1989);
mientras que la eleccidn y eliminaciéon de un pronucleo erréneo, es
decir la eliminacion de un pronucleo materno, daria lugar a pre-
embriones androgenotas diploides biparentales que pudieran derivar

en molas hidatiformes completas con composicion cromosdmica
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diploide androgenética 46XX o 46XY (Kajii and OHAMA 1977, Surti et
al. 1979).

En ratones se siguen tres criterios a la hora de seleccionar el
pronucleo: (i) la observacion de un remanente de la cola espermatica
asociada al pronucleo, (ii) el tamafio ligeramente aumentado del
pronucleo masculino y (iii) la mayor distancia del prontcleo paterno

respecto al segundo corpusculo polar (Malter and Cohen 1989b).

En humanos, los restos espermaticos en la proximidad del pronucleo
paterno no han sido observados. De hecho, tales remanentes fueron
observados en Unicamente un 1% de los cigotos humanos analizados
(Wiker et al. 1990a). Por lo que se refiere al tamafo pronuclear, dicha
variable no se considera un marcador discriminativo del origen
parental, debido a propia dinamica de los prontcleos (Gordon et al.
1989, Wiker et al. 1990a). Por lo tanto, la eleccion del pronucleo
paterno se ha basado en el presente trabajo segln su disposicién
intracitoplasmatica mds distal al segundo corpusculo polar,
asumiendo que el pronucleo materno es aquél situado en la posicidén
mas cercana al segundo corpusculo polar (Kattera and Chen 2003b,
Malter and Cohen 1989b, Palermo et al. 1994b, Tang et al. 1994b,
Wiker et al. 1990b).

Otra variable también relevante en la seleccién del prondcleo
supernumerario es el poder distinguir entre un pronucleo y un
pseudo-pronucleo, los cuales se caracterizan morfolégicamente por

la ausencia de nucléolos (Van Blerkom et al. 1987).
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Ademds de la correcta eleccion del pronucleo paterno
supernumerario, el éxito de la epronucleacion depende de |Ia
correcta eliminacién del centrosoma extra asociado al pronucleo
paterno. El centrosoma es una estructura intracelular especializada,
compuesta por dos centriolos dispuestos de forma perpendicular
junto con el material pericentriolar. Su funcién radica en ser el
centro organizador de microtubulos y son esenciales para regular la
singamia y la primera divisién mitética tras la fecundacién (Palermo
et al. 1994a, Palermo et al. 1997). Los experimentos de
epronucleacién realizados en cigotos diginicos y dispérmicos vy, el
estudio citogenético posterior de los pre-embriones derivados
demuestra la herencia paterna del centrosoma en humanos (Palermo
et al. 1994c). Debido a la asociacion del centrosoma con el prontcleo
paterno, el procedimiento de epronucleacién lleva asociado la
aspiracion del pronucleo paterno supernumerario y el citoplasma
adyacente (aproximadamente 10 picolitros) para  eliminar el
centriolo y de este modo restaurar la herencia centrosdmica (Kattera
and Chen 2003a). En caso de no realizarse la eliminacidon
centrosdmica en el proceso de epronucleacién, los husos in vitro
ulteriores seran multipolares, afectando de forma negativa al
posterior desarrollo de los pre-embriones (Palermo et al. 1994c,
Plachot and Crozet 1992b, Plachot and Mandelbaum 1990,
Sathananthan et al. 1999) causado por una mala organizacién de los
cromosomas y dando lugar a pre-embriones mosaicos o cadticos

(Edwards et al. 1990, Lawler et al. 1991, Palermo et al. 1994a).
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La correccidon de los pre-embriones 3PN-FIV humanos ha sido usado
con fines reproductivos en un caso (Kattera and Chen 2003b), con
resultados optimos. Pero debido a que el origen parental del
pronudcleo eliminado podria afectar severamente a los resultados
reproductivos, los estudios de polimorfismos en el DNA para
identificar la herencia heteroparental en los pre-embriones
resultantes, resulta obligada y recomendada antes de realizar la

transferencia embrionaria.

En paises donde la manipulacion de pre-embriones anormales no
tiene otra finalidad que la investigacién, como en Espafia, se propone
el uso de los pre-embriones tripronucleares, descartados de los ciclos
de fecundacion in vitro, como una fuentes alternativa de pre-
embriones cromosdémicamente normales para investigacién en
células madre, por ejemplo. Esta opcion podria ser de especial interés
en paises donde el uso de pre-embriones normales o la creacién de
pre-embriones humanos para la investigacion en células madre no

estd permitida.

En todo caso, la manipulacion y uso de pre-embriones corregidos
cromosdémicamente procedentes de cigotos tripronucleares depende
mas de las leyes gubernamentales que de las limitaciones técnicas o

bioldgicas.

Los pre-embriones 3PN-ICSI, diginicos en origen son capaces de
autocorregirse hacia la diploidia y la heteroparentalidad ya en el

estadio de células tal y como sugiere las tasa de diploides y triploides
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observadas tanto en estadio de células (48.3% y 37.9%,
respectivamente) como en blastocisto (50% y 45%, respectivamente).
A diferencia de estos resultados, reportados en el “estudio 1”,

Ill

recogido en este trabajo de tesis, el “estudio 3” mostré unas tasas de
autocorreccién ligeramente diferentes; donde un 23.3% fueron
diploides y un 53.3% persistentemente triploides. Estas discrepancias
podrian deberse bien al medio de cultivo utilizado durante los 3
primeros dias de desarrollo (IVF vs. Cleavage Medium) o bien a las

|ll

particularidades del cultivo per se; en el “estudio 1” experimento el
sistema de cultivo fue en microgota, mientras que en el “estudio 3”,
el sistema empleado fue time-lapse, donde ademas obtuvimos una
mayor tasa de desarrollo a blastocisto (44.4% vs. 57.1%), tal y como
ha sido previamente descrito incluso para aquellos pre-embriones

gue presentan aneuploidias (Lemmen et al. 2008, Meseguer et al.

2011, Wong et al. 2010).

El estudio morfocinético exhaustivo de los pre-embriones 3PN-ICSI
nos permite describir por primera vez la morfocinética y los patrones
de division de los pre-embriones 3PN de acuerdo a su ploidia.
Observamos que la poblacién de pre-embriones 3PN no es una
poblacién homogénea ni morfocinéticamente ni en cuanto a
patrones de division exhibidos, lo cual nos da la oportunidad de
predecir la capacidad de los pre-embriones 3PN de ser diploides

analizando la variable t5.

Escrich et al. y Joergensen et al. (Escrich et al. 2013, Joergensen et al.

2014a) reportaron que, morfocinéticamente, los pre-embriones 3PN-
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ICSI, pero no aquellos bipronucleares, muestran un retraso en todos
los tiempos de division, excepto en el tiempo de division a 5 células, y
que el segundo y tercer ciclo celular son significativamente mas
largos (cc2 y cc3) comparados con los pre-embriones 2PN, lo cual
también ha sido observado en el presente trabajo. Sin embargo, y
dado que en el primer estudio del presente trabajo, constatamos que
los pre-embriones 3PN-ICSI no son una poblacién homogénea,
estando constituida por pre-embriones diploides y triploides,
observamos que efectivamente la poblacion de pre-embriones 3PN-
ICSI no es tampoco una poblacién homogénea para la mayoria de las
variables morfocinéticas. En particular, i) los pre-embriones 3PN
triploides siempre se divide mas tarde que los embriones diploides,
tanto los bipronucleares, como los tripronucleares después de la
tercera division (t4); ii) la media de la duracion del tercer ciclo celular,
pero no del segundo fue mayor en los pre-embriones triploides que

los diploides (3PN y 2PN).

El retraso observado en las divisiones de los pre-embriones 3PN-ICSI
triploides respecto a los 3PN-ICSI diploides y 2PN podria ser
consecuencia de la variable duracion de las fases que constituyen el
primer ciclo celular. Sin embargo, este aspecto no ha sido estudiado,
debido a que el cultivo en time lapse de los pre-embriones 3PN-ICSI
empieza tras identificar los tres pronucleos en el momento de
evaluacion de la fecundacién y, por lo tanto, el primer evento
registrado es la desaparicion de los pronucleos. Sin embargo, debido
a que el tiempo de referencia (t0) fue el momento en que se realizo

el ICSI, para todos los pre-embriones estudiados, las discrepancias en
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los tiempos de divisidn cabe atribuirse a la ploidia de cada embrién.
Aun asi, en cualquier caso, el estudio de las variables indirectas nos
ofrece una descripcion morfocinética del desarrollo de los pre-
embriones, independiente de las referencias temporales. Para poder
discutir sobre las similitudes y discrepancias entre los pre-embriones
diploides vy triploides en relacidn a la duracién de los ciclo celulares,
consideramos los pre-embriones triploides como aneuploides
completos. Nuestras observaciones se corresponden con las
reportadas por Campbell et al. (Campbell et al. 2013b), quienes
observaron que la duracién del segundo ciclo celular es comparable
entre pre-embriones euploides y aneuploides y también con aquellas
observaciones remitidas por Basile et al. (), quienes observaron
diferencias en la duracién del tercer ciclo celular entre pre-embriones

cromosdmicamente normales y anormales.

A pesar de las diferencias descritas, los pre-embriones 3PN y 2PN son
sincronos en cuanto a las divisiones blastoméricas durante el curso
de los estadios de 2 a 4 células (s2) y desde el estadio de 4 a 8 células
(s3), independientemente de la ploidia. Estos resultados contrastan
con los observados por Joergensen et al. y Escrich et al. (Escrich et al.
2013, Joergensen et al. 2014b), quienes reportan que los pre-
embriones 2PN resultaron mas sincronos que los pre-embriones 3PN,
y sugieren que los pre-embriones 3PN permanecen en estadio de 3
células durante mas tiempo. La aparente discrepancia podria deberse
a que la “sincronia” se define de diferente forma. Mientras que
Meseguer et al. (Meseguer et al. 2011) definen S1 y S2 como el

tiempo que permanecen en estadio celular de 3 y 5 células, en el

180



DISCUSION

presente trabajo la descripcion de sincronia se refiere a la ratio del
segundo vy tercer ciclos celulares. Por lo tanto, no cabe realizar dicha
comparaciéon. Por lo tanto, podemos concluir que en la poblacion de
pre-embriones 3PN, los pre-embriones diploides, pero no los
triploides, son mas similares morfocinéticamente a los pre-embriones
2PN diploides vy, que las diferencias morfocinéticas observadas entre
pre-embriones 3PN y 2PN se deberian interpretar de forma cautelosa
debido a que éstas dependen de la proporcidon de pre-embriones

diploides y triploides que forman la poblacién de pre-embriones 3PN.

Por lo que respecta al estudio detallado del patréon de divisién de los
pre-embriones 3PN, monitorizados a lo largo del desarrollo bajo
sistema time lapse y en un sistema de cultivo embrionario continuo
hasta el dia 3 de desarrollo, se observd que tanto los cigotos 3PN
como los 2PN derivados de ICSI, se dividen en 2 células después de la
primera citocinesis, como se habia descrito previamente, con una
metodologia de cultivo similar (Escrich et al. 2013, Joergensen et al.
2014a)(Escrich et al. 2013, Joergensen et al. 2014a), o con el uso de
condiciones de cultivo convencionales y evaluacion discreta de los
pre-embriones (Grau et al. 2011, Staessen and Van Steirteghem
1997a)(Grau et al. 2011, Staessen and Van Steirteghem 1997a).
Observamos que el 57% de los pre-embriones diploides, y el 93.7%
de los triploides 3PN-ICSI siguieron un patron estandar de division
desde el estadio de 2 células hasta 8 células, comparable con los pre-

embriones control.
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En el presente trabajo, se ha constatado que los pre-embriones
tripronucleares, que cabria considerarlos como aneuploides puros (o
trisémicos completos) son capaces de autocorregirse en estadios
tempranos de desarrollo, ya antes de alcanzar el estadio de 8 células
tal y como sugieren las tasas de diploides y triploides observadas en
el estadio de células, porcentajes que se mantienen en
correspondencia con aquéllos finalmente observadas en el estadio de
blastocisto. En este sentido, estudios previos han descrito que los
pre-embriones aneuploides presentan mecanismos propios mediante
los cuales son capaces de autocorregirse y restaurar la diploidia

(Barbash-Hazan et al. 2009, Munné et al. 2005).

Los resultados obtenidos y recogidos en el presente documento de
tesis nos permiten proponer la existencia de mecanismos de
autocorreccion pre-embrionaria que parecen operar eficientemente
ya en el estadio de cigoto y también, aunque de forma ineficiente, en
ulteriores estadios embrionarios, basados en alteraciones en el

patrén de division o la duracién del ciclo celular.

Si bien los 3PN-ICSI se asumen ser de origen diginico, el mecanismo
de autocorreccién podria estaria basado en la ausencia de
duplicacién del haplotipo materno en la fase S del primer ciclo
celular, siendo el prontcleo paterno el que orquestara el curso del
ciclo celular (Escriba and Garcla-Ximénez 2000a). Segun esto,
sugerimos que los pre-embriones 3PN-ICSI estan dotados de un

mecanismo de autocorreccion del genoma que podria ser
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desencadenado de forma temprana, ya en el estadio de cigoto

(Figura 20. Modelo 1).

En el presente trabajo hemos observado desviaciones del desarrollo
embrionario estandar, que fueron mas frecuentes en los pre-
embriones 3PN-ICSI diploides (42.8%) que en los 3PN triploides y los
2PN diploides, lo cual sugiere que dichas desviaciones en el patron
de division y la duracién mas corta del ciclo celular podria estar
relacionadas con diferentes mecanismos de autocorreccién que

operarian en los pre-embriones 3PN-ICSI en los estadios de células.

La primera estrategia propuesta esta basada en la alteracion del
patréon de divisién embrionario, por el cual una de las blastomeras se

divide en tres células hijas del mismo tamafio (Figura 20. Modelo 2).

Aunque la division directa de los cigotos 3PN-ICSI en tres
blastdmeras podria tedricamente dar lugar a pre-embriones diploides
uniformes, este patron de division no fue observado en nuestro
estudio y en cambio, si fue observado y reportado por Joergensen et
al. (Joergensen et al. 2014b). Estos autores observaron que el 25%
de cigotos 3PN-ICSI se dividen directamente a 3 células; sin embargo
no se proporciona informacién a cerca de la simetria de las
blastémeras resultantes ni tampoco a cerca de la ulterior
competencia en el desarrollo in vitro o in vivo; por lo tanto, no
pudiéndose por tanto concluir que tales pre-embriones 3PN-ICSI en
estadio de tres células son resultado de un patron de division

alterado o de un ciclo celular anormalmente corto.
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FIGURA 20. Imagen representativa de los cuatro posibles modelos de autocorreccion de los pre-embriones tripronucleares.
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Alternativamente, en nuestra poblacién de pre-embriones 3PN-ICSI,
se observo un patrén de division andmalo por el que una blastomera
se divide en tres células hijas del mismo tamafio. La incidencia de
este patrén de division alterado fue observado en un 28.6% de los
pre-embriones 3PN diploides, tanto en el estadio de 2 como en el de
3 células, no observandose alteracién alguna en la duraciéon del ciclo
celular que se mantuvo constante. Este hecho, nunca anteriormente
descrito, podria explicarse por la formacidon de un huso mitético
tripolar, resultado de la duplicacién del centriolo paterno en la fase S
del segundo ciclo celular, ya que los pre-embriones 3PN-ICSI se

generan por fecundacion monospérmica. (Figura 20. Modelo 3-B).

La segunda estrategia propuesta para restaurar la ploidia los pre-
embriones 3PN-ICSI en estadio de células se basa en la divisidn
cigbtica en dos células, seguida por una divisién inmediata (o directa)
de una de las blastdbmeras en dos células hijas simétricas en la
siguiente hora. Tras esta inusual corta duracién del ciclo celular, el
embrién estard formado por tres células hijas asimétricas. Esta
divergencia del desarrollo estdndar se observd en un 8.7% de nuestra
poblacién de pre-embriones 3PN y podrian dar lugar a blastomeras
diploides por obviarse la replicacion del ADN vy centriolos.
Previamente, se ha descrito la incidencia de divisiones directas
similares en estadio de 2 o 3 células, que ocurren en el 8.8-14% de
pre-embriones 2PN-ICSI (Escriba and Garcla-Ximénez 2000b,
Joergensen et al. 2014c), o mas (Wong et al. 2010) , y en el 25% de
pre-embriones 3PN-ICSI(Joergensen et al. 2014c) (Figura 20. Modelo
4).
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En el presente trabajo, la alteracién del patrén de divisidn
embrionaria o, la alteracion cinética del ciclo celular (acortamiento)
podrian ser la clave para corregir los pre-embriones 3PN-ICSI al
menos parcialmente, dando lugar a la diploidizacién de la mayoria de
blastdmeras que constituyen los pre-embriones 3PN. Asi, cabe
esperar la coexistencia de células con diferente ploidia en el mismo
pre-embrién. Sin embargo, este elevado nivel de mosaicismo
reinante, bien inducido por un desarrollo alterado o empeorado tras
eliminar una célula diploide en la biopsia o por ambos, podria ser el
responsable del menor potencial de desarrollo a blastocisto
observado en los pre-embriones diploides 3PN-ICSI que mostraron
cualquiera de las dos alteraciones descritas (patrén de divisidn o
cinética del ciclo celular), lo que nos lleva a reforzar la hipdtesis de
que la correccién de la ploidia en los pre-embriones 3PN-ICSI tiene

lugar ya en el estadio de cigoto.

Esta afirmacidén queda reforzada por el hecho de que ninguno de los
pre-embriones 2PN control que dieron lugar a recién nacidos vivos
presentaron patron de desarrollo alterado. Esto nos permite
argumentar, que con independencia del nimero de pronucleos en el
momento de la fecundacion y/o de la ploidia, los pre-embriones con
un patrén de division alterado o con una duracion del ciclo celular
demasiado corta, presentan una disminucion en la competencia del
desarrollo para progresar al estadio de blastocisto. Efectivamente,
Rubio et al. (Rubio et al. 2012) reportaron que solamente el 1.3% de
pre-embriones 2PN que se dividian directamente de 2 a 3 células

(ciclo celular inusualmente corto cc2<5h) implantan tras su
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transferencia intrauterina; sin embargo, no disponemos de datos
referentes a su potencial de desarrollo in vitro. Campbell (Campbell
et al. 2013b) describid tanto en los blastocistos euploides (20%) como
en los aneuploides (26%) el fendmeno de divisién directa en estadios
tempranos del desarrollo; sin embargo, la posterior competencia del
desarrollo in vivo no fue determinada ya que los embriones con un
desarrollo detenido no fueron incluidos en el estudio. El grupo de
Joergensen (Joergensen et al. 2014a) reportd que el 25% y el 8.8% de
los pre-embriones 3PN-ICSI y 2PN-I, respectivamente, presentaron
divisiones directas en el estadio de 2 o 3 células.
Desafortunadamente, estos autores no hacen referencia a la

competencia para alcanzar in vitro el estadio de blastocisto.

Finalmente, tras analizar la importancia del patrén de desarrollo y las
variables morfocinéticas que hemos estudiado en el presente
trabajo, podemos afirmar que la variable t5 es un predictor de la
ploidia de los pre-embriones 3PN-ICSI. Esta variable ha mostrado
tener una elevada fiabilidad, con un valor de confianza del 90%.
Ademads, la variable t5 estd directamente relacionada en dos
variables morfocinéticas (t2-t5 y cc3=t5-t3), que han sido descritas
como descriptores discriminativos del comportamiento
morfocinético de los pre-embriones humanos normales y anormales
(Campbell et al. 2013a) ademds de establecerse como una de las
principales variables de seleccion pre-embrionaria para la
determinacidon de la competencia en el desarrollo en los pre-
embriones 2PN tal y como se describe en el algoritmo reportado por

Meseguer (Meseguer et al. 2011). Asi, en nuestra poblacion de pre-

187



DISCUSION

embriones 3PN-ICSI, los pre-embriones diploides autocorregidos
pueden identificarse morfocinéticamente por presentan una cinética
similar a los pre-embriones correctamente fecundados vy, su ploidia
podria predecirse mediante el valor de la variable t5 sin perturbar el
curso de su desarrollo in vitro. Estos hallazgos abren de nuevo la
discusioén acerca del uso potencial de los pre-embriones 3PN-ICSI tras
el cultivo prolongado en sistema time-lapse, aunque el modelo
matematico aqui propuesto debe ser validado empleando una base
de datos de pre-embriones 3PN-ICSI diferente para de determinar la

sensibilidad y especificidad del presente test diagnéstico.

Por lo tanto, los mecanismo de autocorreccion de los pre-embriones
3PN hacia la diploidia a lo largo del desarrollo embrionario parecen
ser operativos Unicamente en los 3PN —ICSI, lo que indica que la
composicion parental mas que la ploidia limita o compromete dicha
capacidad de autocorreccidn. Siendo por tanto, recomendable aplicar
estrategias microquirdrgicas de autocorrecciéon cuando los

tripronucleares tiene un posible origen diandrico.
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- La composicidn parental no afecta a la capacidad de
desarrollo a blastocisto en los pre-embriones triploides.

- Los blastocisto derivados de 3PN-FIV son una poblacién
homogénea en términos de ploidia, no asi los derivados de ICSI.

- Los pre-embriones 3PN-ICSI, pero no los de FIV son capaces
de autocorregirse a la diploidia y heteroparentalidad a lo largo del
desarrollo pre-embrionario in vitro.

- La composicién parental mas que la ploidia condiciona la
capacidad de autocorreccion pre-embrionaria en los pre-
embriones 3PN.

- En los pre-embriones 3PN-FIV la condicion diploide y
heteroparental puede restablecerse mediante epronucleacidn
microquirurgica del pronucleo supernumerario.

- En los pre-embriones 3PN-ICSI la ploidia condiciona su
morfocinética. Los 3PN-ICSI presentan una dinamica cinética
comparable a los pre-embriones 2PN.

- T5es una variable cinética predictiva de la ploidia de los pre-

embriones 3PN-ICSICSI.
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