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RESUM

La disponibilitat de material biològic descartat de cicles de fecundació in vitro (FIV) ha 
estat molt valuós per a l’estudi d’aneuploïdies en els primers estadis del desenvolupament 
embrionari . L’estudi citogenètic d’oòcits humans requereix l’anàlisi per separat de l’oòcit 
en estadi de meiosi ii i el corresponent primer corpuscle polar amb dotació cromosòmi-
ca complementària . La hibridació in situ fluorescent i les seves variants, com el cariotipat-
ge espectral, l’encebador in situ o la FISH de centròmers multicolor, han estat molt útils, tot 
i que requereixen la fixació prèvia de la cèl·lula . Com a alternativa, la hibridació genòmi-
ca comparada no requereix la fixació de la cèl·lula i, a més, permet estudiar el complement 
cromosòmic sencer . La freqüència d’aneuploïdia dels oòcits humans és força variable se-
gons els autors . Bàsicament és degut al fet que s’analitzen amb diferents tècniques dife-
rents tipus d’oòcits: els resultats amb CGH en oòcits (envellits o no) de dones incloses en 
cicles de FIV i en oòcits frescos de donants oscil·len entre el 22 % i el 65 % . Els mecanismes 
d’origen proposats són principalment alteracions produïdes a l’anafase i, com la no-dis-
junció d’homòlegs o la separació precoç de cromàtides germanes, encara que també s’han 
vist fallades en la segregació mitòtica d’oogònies en etapes inicials del desenvolupament 
embrionari . L’aplicació translacional dels estudis ha afavorit el desenvolupament del diag-
nòstic genètic preimplantacional, mitjançant FISH o CGH, per al diagnòstic d’aneuploïdi-
es d’origen femení . Un dels reptes actuals és incrementar la taxa d’implantació dels embri-
ons transferits .

Paraules clau: aneuploïdia, DGP, primer corpuscle polar, FISH, CGH .
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Llistat d’abreviacions

1rCP: primer corpuscle polar .
AS: cribratge d’aneuploïdies (aneuploidy screening) .
CenM-FISH:  FISH de centròmers multicolor .
CGH: hibridació genòmica comparada (comparative genome hybridisation) .
DGP: diagnòstic genètic preimplantacional .
DGP-BL: DGP en blastòmer .
DGP-1rCP: DGP en primer corpuscle polar .
DF-DGP: DGP per a doble factor de risc genètic .
DOP-PCR: PCR amb encebadors degenerats (degenerated oligonucleotide primer-primed chain reaction) .
FIV: fecundació in vitro .
FISH: hibridació in situ fluorescent (fluorescent in situ hybridisation) .
ICSI: injecció citoplasmàtica d’esperma (intracitoplasmatic sperm injection) .
MII: oòcit en estadi de meiosi ii .
MDA: mètode isotèrmic d’amplificació de múltiple desplaçament (multiple displacement amplification) .
ND: no-disjunció de cromosomes homòlegs .
PRINS: encebador in situ (primer in situ) .
PSSC: separació prematura de cromàtides germanes (premature separation of sister chromatids) .
SKY: cariotipatge espectral (spectral karyotyping) .
TRA: tècniques de reproducció assistida .

STUDY AND DIAGNOSTIC OF ANEUPLOIDIES IN HUMAN OOCYTES

SUMMARY

The availability of biologic material discarded from IVF cycles has been pretty valuable 
for the study of aneuploidies in the first stages of embryonic development . The cytogenet-
ic study of human oocytes requires the analysis of the MII oocyte and the corresponding 
1rstPB separately . Fluorescent in situ hybridization and its variants, such as SKY, PRINS or 
cenM-FISH, have been very useful, although these techniques require a previous cell fix-
ation . As an alternative, CGH does not require cell fixation and furthermore, it allows for 
the study of the whole chromosomal complement . Aneuploidy rate from published CGH 
results show a great variability . It ranges from 22% to 65% . This variability is mainly due 
to the use of different material: oocytes from women undergoing IVF and fresh oocytes 
from donors The mechanisms proposed for aneuploidy production are mainly alterations 
produced in anaphase I, such as homologous non-disjunction and premature separation 
of sister chromatids . Mitotic segregation failure in the oogonies produced during the ear-
ly stages of embryonic development has also been reported . The translational application 
of studies has favoured the development of PGD, by means of FISH or CGH, for the aneu-
ploidy diagnostic of female origin . At this moment, one of the challenges is to increase the 
implantation rate of the transferred embryos .

Key words: aneuploidy, PGD, first polar body, FISH, CGH .
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INTRODUCCIÓ

L’aneuploïdia és un fenomen extrema-
ment freqüent en l’espècie humana . Amb les 
tècniques de reproducció assistida (TRA) i 
de diagnòstic genètic preimplantacional 
(DGP) s’ha vist que el 90 % dels embrions 
aneuploides, o amb dotacions cromosòmi-
ques anòmales, ho són a causa d’errors de 
segregació en la meiosi i materna (Nicolai-
dis i Petersen, 1998) . Això concorda amb el 
fet que la primera divisió meiòtica mater-
na comença en els estadis prenatals i no es 
completa fins al moment de l’ovulació, du-
rant el període fèrtil femení, que s’inicia 
als onze anys i finalitza uns quaranta anys 
més tard (Hassold et al ., 1996) . El coneixe-
ment de l’origen femení de la majoria de les 
aneuploïdies ha fet que l’estudi citogenètic 
dels oòcits hagi adquirit una considerable 
importància .

De fet, gràcies al desenvolupament de les 
TRA i el DGP s’ha generat la disponibili-
tat de material biològic descartat (gàmetes i 
embrions humans no aptes per transferir a 
l’úter matern), que és molt valuós per a l’es-
tudi de la freqüència d’aneuploïdies en els 
primers estadis del desenvolupament em-
brionari .

El material d’anàlisi habitual en el DGP 
és un o dos blastòmers (DGP-BL) de l’em-
brió en estadi de 6-8 cèl·lules o bé el primer 
corpuscle polar (1rCP) de cada oòcit (DGP-
1rCP) . Recentment també s’han començat 
a estudiar les cèl·lules del trofectoderma 
d’embrions en estadi de blastocist . Els re-
sultats de l’aplicació del DGP per al cribrat-
ge d’aneuploïdies (aneuploidy screening, AS) 
són compilats periòdicament per la Socie-
tat Europea de Reproducció Humana (Eu-
ropean Society of Human Reproduction, 
ESHRE) .

L’últim recull de l’ESHRE (Goossens et 
al ., 2008) inclou un total de 9 .153 cicles de 
DGPAS realitzats fins a l’octubre de 2006, en 

1 .007 dels quals s’estudia el 1rCP, i en 7 .816 
un o dos blastòmers . D’un total de 109 .832 
complexos oòcit-cúmulus (COC) obtinguts, 
90 .501 van ser inseminats i 64 .086 (70,8 %) 
es van fecundar . El diagnòstic citogenè-
tic es va obtenir en 46 .589 (92 %) de 50 .622 
cèl·lules biopsiades amb èxit . D’un total de 
12 .131 embrions transferits es van aconse-
guir 2 .165 embarassos bioquímics i 2 .165 
embarassos detectats per batec cardíac, fet 
que representa una taxa d’implantació del 
DGP-AS (embaràs bioquímic/transferits) 
del 17,8 % .

El desenvolupament del DGP-1rCP va 
sorgir com un repte per detectar anomali-
es genètiques en els gàmetes, és a dir, abans 
de la fecundació . Això només és possible 
plantejar-ho quan el risc genètic prové de 
la mare i es deu a les característiques di-
ferencials que existeixen en la gametogè-
nesi femenina . Mentre que els espermato-
zoides són cèl·lules haploides que resulten 
de dues divisions meiòtiques, els oòcits en 
el moment de l’ovulació no han completat 
la meiosi ii i queden aturats en la metafa-
se de la segona divisió meiòtica (vegeu la fi-
gura 1) . D’aquesta manera, el gàmeta feme-
ní està format per dues cèl·lules: l’oòcit en 
metafase ii (MII), que conté tot el citoplas-
ma de l’oogònia predecessora, i el 1rCP, que 
conté quasi exclusivament una dotació cro-
mosòmica haploide, que és complementà-
ria a la de l’oòcit en MII . Només l’oòcit en 
MII té capacitat reproductiva per desenvo-
lupar un embrió en cas de ser fecundat per 
un espermatozoide . El 1rCP, sense funció 
reproductiva, i que degenera, pot ser extret 
per biòpsia sense que això representi cap 
efecte negatiu en la capacitat fecundant del 
corresponent oòcit . El resultat obtingut de 
l’anàlisi del 1rCP permet conèixer, de ma-
nera indirecta, la dotació cromosòmica del 
corresponent oòcit en MII .
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METODOLOGIES D’ESTUDI  
DE LES ANEUPLOÏDIES EN OÒCITS 
HUMANS: ANÀLISI CITOGENÈTICA 
DEL PRIMER CORPUSCLE POLAR  
I LA METAFASE II DE L’OÒCIT

Per estudiar la incidència d’aneuploïdies 
d’origen femení s’ha d’estudiar tant el com-
plement cromosòmic del 1rCP com el de la 
MII . És més, el resultat de l’anàlisi del 1rCP 
constitueix un control intern de la segrega-
ció dels cromosomes, la qual cosa és essen-
cial .

Els mètodes més àmpliament utilitzats 
per a l’estudi d’aneuploïdies en 1rCP i MII 
requereixen fixar sobre un portaobjectes ca-
da cèl·lula . Tot i que es poden fixar les dues 
cèl·lules conjuntament, és molt recomanable 
fixar-les per separat . En aquest cas se sepa-
ren eliminant la zona pel·lúcida amb àcid de 
Tyrode o bé perforant la zona pel·lúcida .

El 1rCP es pot obtenir, sense malmetre 
l’oòcit en MII, per diferents procediments 
de biòpsia, com el sistema mecànic, pel qual 
amb una pipeta punxeguda es talla la zo-
na pel·lúcida i s’extreu el 1rCP amb una pi-
peta de biòpsia, o un sistema físic, basat en 
un làser que perfora la zona pel·lúcida (Mal-

ter i Cohen, 1989; Durban et al ., 2001) (vegeu 
la figura 2) .

Un cop aïllada cada cèl·lula, es procedeix 
a la fixació per obtenir extensions cromo-
sòmiques de bona qualitat en un portaob-
jectes . Els mètodes de fixació més utilitzats 
són: el de Tarkowsky, que utilitza una solu-
ció fixadora d’etanol i àcid acètic, 1:1 v/v, i el 
de Mikamo i Kamiguchi, que es tracta d’una 
fixació gradual . Per al 1rCP, els dos mèto-
des de fixació aplicats són el de Tarkowsky i  
el de Durban (Durban et al ., 1998) . Aquest 
últim és especialment indicat per a la fixa-
ció del 1rCP i es realitza sota control este-
reomicroscòpic . El 1rCP, prèviament hipo-
tonitzat, és fixat en un portaobjectes tractat 
amb trimetoxisilà . El fixador s’addicio-
na creant un flux suau de solució fixadora 
(etanol i àcid acètic, 1:1 v/v) dirigit cap al 
1rCP, que dissol la membrana citoplasmàti-
ca . Aquest mètode, aplicat als 1rCP d’oòcits 
frescos, en el 88 % dels casos aconsegueix 
extensions de bona qualitat i ha proporcio-
nat la millor concordança entre el comple-
ment cromosòmic del 1rCP i la MII després 
de l’aplicació de les tècniques d’hibridació 

Figura 1. Oòcit en MII i primers es-
tadis del desenvolupament embriona-
ri. a) oòcit, b) embrió en estadi de dues  
cèl·lules, c) embrió en estadi de quatre 
cèl·lules, d) embrió en estadi de vuit cèl- 
lules i e) blastocist.

Àcid de
Tyrode

Sistema químic

Làser
Sistema mecànic Sistema físic

Figura 2. Mètodes de biòpsia del 1rCP.
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in situ fluorescent (fluorescent in situ hibridi-
zation, FISH) (vegeu la figura 3) .

Després de la fixació alguns grups apli-
quen les tècniques de tinció per aconseguir 
bandes cromosòmiques, com les bandes 
R (Pellestor et al ., 2003), però les tècniques 
d’identificació cromosòmica més recoma-
nables són les de FISH . Amb la FISH es po-
den emprar sondes fluorescents per pintar 
els cromosomes sencers o bé sondes puntu-
als com les específiques de locus, centromè-
riques o telomèriques, entre d’altres . En un 
principi, es va començar analitzant dos cro-
mosomes, 18 i X (Dailey et al ., 1996) i pos-
teriorment en més d’una ronda d’hibrida-
ció s’ha anat augmentant el nombre final de 
cromosomes predeterminats que s’estudi-
en, fins a tres cromosomes per ronda, amb 
nou cromosomes (1, 13, 15, 16, 17, 18, 21, 22 
i X) (Pujol et al ., 2003a) . Aquests inclouen 
els cromosomes implicats en les aneuploï-
dies viables . A més, alguns d’aquests cro-
mosomes estan implicats en aneuploïdies 
causants d’avortaments espontanis; a més, 
en blastòmers d’embrions de dones d’edat 
avançada (Bahce et al ., 1999; Gianaroli et al ., 
1999; Egozcue et al ., 2002) podrien també es-
tar implicats en la reducció de la taxa d’im-

plantació (Dailey et al ., 1996; Verlinsky et  
al ., 1999; Mahmood et al ., 2000; Cupisti et al ., 
2003; Pujol et al ., 2003a) .

Una variant de la FISH és el cariotipatge 
espectral (spectral karyotyping, SKY) (Már-
quez et al ., 1998; Sandalinas et al ., 2002; 
Clyde et al ., 2003), que permet l’estudi de tot 
el complement cromosòmic . Aquest siste-
ma utilitza vint-i-quatre sondes de pintura 
específiques per a cada cromosoma . Cada 
sonda està marcada amb una proporció di-
ferent de cinc fluorocroms separats que, en 
ser observats mitjançant el sistema d’imat-
ge espectral amb el programari adient, 
mostren colors diferents per a cada cromo-
soma, cosa que permet identificar correcta-
ment cada parella de cromosomes en el ca-
riotip .

Una altra variant de la FISH és la CenM-
FISH, o una FISH multicolor en què s’em-
pren sondes específiques per a centròmers 
marcades directament o indirectament amb 
un, dos, tres o quatre fluorocroms diferents 
(Nietzel et al ., 2001) . Aquest sistema, quan 
s’aplica a bones extensions cromosòmi-
ques d’oòcits en MII suposa un bon sistema 
d’anàlisi, ja que en una sola ronda d’hibri-
dació es poden analitzar tots els centròmers 
del complement cromosòmic .

Una altra tècnica anomenada encebador 
in situ (primer in situ, PRINS), s’ha testejat 
amb èxit en extensions cromosòmiques de 
1rCP fixats . Es tracta d’un mètode ràpid i 
poc costós que permet el marcatge dels cro-
mosomes 13, 16, 21 o X, implicats freqüent-
ment en aneuploïdies (Petit et al ., 2000) . En 
una PCR sobre portaobjectes, els cromoso-
mes es marquen mitjançant la unió in situ 
d’encebadors oligonucleòtids específics per 
a cada cromosoma, seguit de l’extensió amb 
nucleòtids marcats, feta per l’enzim Taq-
DNA-polimerasa . Cada extensió cromosò-
mica del 1rCP passa per tres reaccions suc-
cessives de marcatge doble i en menys de 40 
min s’obtenen senyals intensos, la qual cosa Figura 3. Mètode de fixació del 1rCP.
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és de gran interès en l’aplicació del DGP per 
al cribratge d’aneuploïdies .

Però totes les metodologies esmentades 
anteriorment tenen la mateixa limitació: 
s’apliquen en extensions cromosòmiques de 
cèl·lules fixades en portaobjectes i, per tant, 
mai no és possible descartar que les hipoha-
ploïdies detectades siguin pèrdues artefac-
tuals produïdes durant el procés de fixació .

La hibridació genòmica comparada (com-
parative genomic hybridisation, CGH) aplica-
da a cèl·lules aïllades (Voullaire et al ., 1999; 
Wells et al ., 1999) és una alternativa molt fa-
vorable per a l’estudi d’aneuploïdies en oò-
cits humans . Aquest mètode permet l’es-
tudi simultani de tots els cromosomes de 
cada cèl·lula per separat (1rCP i el corres-
ponent oòcit en MII) . La possibilitat de pèr-
dues cromosòmiques artefactuals no exis-
teix, ja que les cèl·lules, senceres i aïllades, 
s’introdueixen en tubs de PCR i es lisen i 
processen ja dins del tub . Aquest sistema 
requereix amplificar el material genètic cel-
lular, ja que una cèl·lula té una quantitat li-
mitada de DNA (6 pg) . La tècnica aplicada 
per a l’amplificació és la DOP-PCR (degene-
rated oligonucleotide primer-primed chain reac-
tion) (Telenius et al ., 1992) . Amb el DNA pro-
ducte de l’amplificació ja es pot realitzar la 
CGH . Aquest mètode es basa en una hibri-
dació competitiva sobre extensions de lim-
fòcits euploides entre el DNA de la cèl·lula 
test (marcada amb fluorocrom vermell) i el 
DNA d’una cèl·lula control (euploide) (mar-
cada amb fluorocrom verd), que es troben 
en quantitats equimolars . Les pèrdues cro-
mosòmiques de la cèl·lula test es visualit-
zen al microscopi de fluorescència en verd, 
mentre que els guanys cromosòmics es ve-
uen en vermell . Les regions que presenten 
igual proporció de cada sonda es visualit-
zen en groc-taronja . La limitació d’aques-
ta metodologia és que no és informativa 
per les regions d’heterocromatina i telo-
mèriques i alguns cops els cromosomes 17,  

19 i 22 poden mostrar perfils difícils d’inter- 
pretar .

RESULTATS DE L’ESTUDI 
D’ANEUPLOÏDIES  
EN EL PRIMER CORPUSCLE POLAR  
I EN METAFASE II  
D’OÒCITS HUMANS

La disponibilitat dels oòcits descartats 
dels cicles de FIV, com hem dit, ha permès 
un avenç considerable en el coneixement de 
les anomalies de l’oòcit i de l’embrió i els 
mecanismes que les produeixen . En el mi-
llor dels casos, tot i que es dóna poques ve-
gades, s’han pogut estudiar oòcits frescos 
que no han estat inseminats, però general-
ment es tracta d’oòcits no fecundats un cop 
inseminats in vitro o oòcits immadurs ma-
durats in vitro . En les dues últimes opci-
ons, com que s’analitzen oòcits ja envellits, 
els resultats no es podrien considerar total-
ment representatius dels oòcits de la pobla-
ció general .

Els resultats publicats de l’estudi de 
l’aneuploïdia en oòcits humans són força 
variables a causa, bàsicament, del fet que 
s’analitzen amb diferents tècniques dife-
rents tipus d’oòcits .

En una revisió de l’any 2005 (Pellestor 
et al ., 2005), la freqüència mitjana d’altera-
cions cromosòmiques vistes en estudis del 
cariotip que empren la tècnica de fixació de 
Tarkowsky és del 35,98 %, xifra que inclou 
un 26,5 % d’aneuploïdies (15,5 % d’hipo-
haploïdies, 7,3 % d’hiperhaploïdies i 3,6 % 
d’aneuploïdies complexes) i un 6,02 % d’al-
teracions estructurals (delecions, fragmen-
tacions cromosòmiques de fragments acèn-
trics) . Però, globalment, s’ha vist una gran 
variabilitat en la incidència d’aneuploï-
dies, del 2 % al 59,6 %, així com resultats 
contradictoris en l’efecte de l’edat materna . 
En aquesta revisió les divergències van ser 
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atribuïdes a la reduïda mida de la mostra 
d’oòcits analitzada i a la dificultat d’analit-
zar cromosomes en els oòcits en MII, ja que 
la majoria dels estudis utilitzen únicament 
la tinció uniforme o bé, en un nombre me-
nor (Martin et al ., 1986; Djalali et al ., 1988; 
Pellestor i Sele, 1988; Kola et al ., 1990), tècni-
ques de bandeig de dubtosa qualitat .

No s’han vist diferències significatives 
entre els resultats citogenètics d’oòcits inse-
minats descartats de cicles de FIV i els no 
inseminats, o bé els obtinguts sense esti-
mulació hormonal (Gras et al ., 1992) . Tam-
poc no s’han vist diferències entre els oòcits 
inseminats mitjançant la injecció intracito-
plasmàtica d’esperma (intracitoplasmatic 
sperm injection, ICSI) i els inseminats in vitro 
de manera convencional (Edirisinghe et al ., 
1997; Gutiérrez-Mateo et al ., 2004a) .

La freqüència d’aneuploïdies varia enor-
mement segons els diversos estudis: en-
tre el 4,7 % i el 47,5 %, amb una mitjana 
del 27,7 %, incloent-hi els estudis de ban-
des R (Pellestor, 1991; Pellestor et al ., 2003), 
els de FISH amb sondes per a nou cro-
mosomes (Dailey et al ., 1996; Verlinsky et  
al ., 1999; Mahmood et al ., 2000; Cupisti et al .,  
2003; Pujol et al ., 2003a), els de SKY i els de 
FISH multicolor (M-FISH) (Cheng et al ., 
1998) . Mentre que alguns autors (Zenzes et 
al ., 1992; Nakaoka et al ., 1998; Pellestor et al ., 
2003) observen que el 16 % dels oòcits són 
aneuploides, la taxa d’aneuploïdia trobada 
mitjançant els sistemes de SKY (Márquez et 
al ., 1998; Sandalinas et al ., 2002) o bé M-FISH 
(Clyde et al ., 2003) varia entre el 16,7 % i el 
39 %, amb un valor mitjà del 31,3 % . De la 
mateixa manera, els estudis de FISH amb 
un nombre limitat i predeterminat de son-
des mostren encara més variació: mentre 
que alguns grups troben freqüències de 
3,2 %, 9,5 % i 4,3 % analitzant dos, sis i set 
cromosomes, respectivament (cromosomes 
18 i X; 9, 13, 16, 18, 21 i 22, o 1, 9, 13, 16, 18, 21 
i X) (Dyban et al ., 1996; Anahory et al ., 2003; 

Cupisti et al ., 2003), altres grups troben fre-
qüències més altes d’aneuploïdia . Analit-
zant cinc, sis o nou cromosomes (13, 16, 18, 21  
i 22; 1, 7, 13, 18, 21 i X o 1, 13, 15, 16, 17, 18, 
21, 22 i X) s’ha trobat freqüències del 41,7 %, 
44 % i 47,5 %, respectivament (Martini et al ., 
2000; Kuliev et al ., 2003; Pujol et al ., 2003a) .

La taxa d’aneuploïdia està clarament lli-
gada a l’edat materna . En aquest sentit, 
s’han estimat taxes d’aneuploïdia del 4 %, 
9 %, 11,5 % i 29,8 % en oòcits de dones de 
25-34, 35-39 i 40-45 anys, respectivament . 
De la mateixa manera, en una sèrie de 3 .042 
oòcits no fecundats procedents de 792 paci-
ents amb edats compreses entre els dinou 
i els quaranta-sis anys, incloses en un pro-
grama de FIV, es van correlacionar les al-
teracions cromosòmiques originades per 
fenòmens de no-disjunció de la parella de 
cromosomes homòlegs amb l’edat materna 
avançada (Pellestor et al ., 2003) .

Tot i que s’ha pogut establir que única-
ment el 25 % de les hipohaploïdies observa-
des quan s’aplica FISH sobre complements 
cromosòmics de 1rCP podrien correspon-
dre a artefactes produïts pel procés de fixa-
ció o bé per fallades de la tècnica (Pujol et 
al ., 2003a), quan s’analitza una sola cèl·lula 
(1rCP o MII) és difícil saber si l’absència d’un 
cromosoma hauria de ser considerada real 
o no . Així, en general, la taxa d’aneuploïdies 
és calculada de manera conservativa, com el 
doble de la d’hiperhaploïdies (Mahmood et 
al ., 2000; Cupisti et al ., 2003) . La taxa d’aneu-
ploïdies observada aplicant una combina-
ció de mètodes, com per exemple CGH en 
el 1rCP i FISH per a nou cromosomes en el 
corresponent oòcit en MII, és del 57,1 % (Gu-
tiérrez-Mateo et al ., 2004a) . Aquesta eleva-
da freqüència podria estar relacionada amb 
el fet que emprant aquestes tècniques s’ana-
litza un gran nombre de cromosomes (tots 
en el cas de la CGH) i també perquè l’edat 
materna de les pacients d’aquest estudi es-
tava al voltant dels trenta-cinc anys . Una  
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freqüència molt similar, el 57,2 %, s’ha es-
timat per als vint-i-tres cromosomes del 
complement a partir dels resultats obtin-
guts amb la FISH de nou cromosomes (Pu-
jol et al ., 2003a) . Considerant els resultats 
obtinguts amb l’anàlisi de 1rCP amb CGH 
(Gutiérrez-Mateo et al ., 2004a, b) i el corres-
ponent oòcit en MII amb FISH en seixanta-
set parelles 1rCP-MII, la freqüència d’aneu-
ploïdies trobada és del 53,7 %, amb una 
incidència del 30,5 % en dones de menys  
de trenta-cinc anys, i del 69,5% en dones de 
trenta-cinc o més anys . La fiabilitat de l’es-
tudi d’aneuploïdies mitjançant les diverses 
variants de la FISH podria estar limitada 
per la qualitat de l’extensió de cromosomes 
i l’existència de superposicions . Per aquesta 
raó la utilització de la CGH i la FISH per a 
l’estudi d’aneuploïdies en 1rCP i MII és un 
mètode molt adequat per al càlcul correcte 
d’alteracions cromosòmiques numèriques . 
Encara però, aplicant la CGH (en 1rCP o la 
MII) els valors d’aneuploïdia darrerament 
publicats són força variables: des d’un va-
lor del 65 % en oòcits de quaranta donants 
de vint-i-tres a vint-i-nou anys (Sher et al ., 
2007) fins a valors del 22 % en oòcits imma-
durs madurats in vitro de quaranta-sis pa-
cients de divuit a quaranta-dos anys, i va-
lors del 43,5 % en oòcits no fecundats de 
quinze pacients de vint-i-nou a trenta-nou 
anys (Fragouli et al ., 2006a, b) . Aquests re-
sultats mostren encara una gran variabili-
tat en les taxes d’aneuploïdia trobades . Tot i 
que l’edat de les pacients influeix en la inci-
dència d’alteracions, es troben aneuploïdies 
en pacients de totes les edats .

Pel que fa als cromosomes implicats en 
les aneuploïdies, s’ha pogut comprovar que 
tots els grups cromosòmics hi estan repre-
sentats . I pràcticament tots els cromosomes 
del cariotip humà s’han trobat implicats en 
aneuploïdies (Gutiérrez-Mateo et al ., 2004a, 
b) . Els més freqüentment implicats són l’1 i 
el 4, seguits del 22 i l’X, després el 15, 16 i 21, 

després el 2, 3, 6, 7, 8, 9, 13 i 19 i, finalment, 
el 10, 14, 17, 18 i 20 . Tot i que la resta de cro-
mosomes no s’ha trobat en aquestes sèries, 
sí que s’han vist alterats en alguns casos de 
DGP-AS (Wells et al ., 2002; Gutiérrez-Mateo 
et al ., 2005; Obradors et al ., 2008) .

L’estudi d’aneuploïdies amb la CGH ha 
permès identificar fins a un 38,1 % més d’al- 
teracions de les que s’haurien identifi-
cat mitjançant la FISH per a nou cromoso-
mes (1, 13, 15, 16, 17, 18, 21 i X) . Cal tenir en 
compte que la resta d’aneuploïdies en els 
cromosomes 3, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 14, i 19 hauri-
en quedat sense identificar . Si bé els oòcits 
amb múltiples aneuploïdies potser s’hauri-
en identificat com a tals amb la FISH amb 
nou sondes, si fossin aneuploides per a un 
sol dels cromosomes no analitzats amb la 
FISH, un 28 % dels oòcits (1rCP/MII) pas-
saria desapercebut (Gutiérrez-Mateo et al ., 
2004a) . Aquests resultats concorden amb el 
fet que el 25 % dels blastòmers aneuploides 
identificats amb la CGH haurien estat errò-
niament diagnosticats com a normals amb 
la FISH estàndard (Wilton et al ., 2003) .

Els cromosomes 16 i 22 s’han trobat fre-
qüentment involucrats en aneuploïdies en 
1rCP i oòcits en MII, així com en embrions 
(Sandalinas et al ., 2002; Kuliev et al ., 2003; Pu-
jol et al ., 2003a; Gutiérrez-Mateo et al ., 2004a; 
Munné et al ., 2004) . De fet, s’ha vist que els 
cromosomes 14, 15, 16 i 22 estan implicats 
en avortaments espontanis (Munné et al ., 
1998a; Munné et al ., 1998b) . També els cro-
mosomes 1, 4 i 7 mostren una taxa d’aneu-
ploïdia força important (Gutiérrez-Mateo et 
al ., 2004b) . Les aneuploïdies en cromosomes 
que no estan involucrats en trisomies via-
bles en la descendència o en avortaments 
espontanis (Simpson, 1990) són probable-
ment freqüents en les etapes més inicials 
després de la fecundació i podrien ser res-
ponsables de la manca d’implantació o via-
bilitat d’aquests embrions .
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Mecanismes de producció d’aneuploïdies

D’acord amb les dades d’aneuploïdia re-
collides en la literatura, els oòcits humans 
semblen particularment predisposats als 
errors de segregació meiòtica, i s’han pro-
posat diversos mecanismes que portarien a 
aquestes alteracions . El primer mecanisme 
descrit va ser la no-disjunció (ND) de cro-
mosomes homòlegs (Pellestor, 1991; Zenzes 
et al ., 1992) . En la ND els dos cromosomes 
homòlegs del bivalent meiòtic no se sepa-
ren . Durant la primera divisió meiòtica, en 
segregar junts ambdós homòlegs, una de 
les cèl·lules té un guany cromosòmic, men-
tre que l’altra té una pèrdua per al mateix 
cromosoma .

Ja amb l’anàlisi de tinció uniforme de 
complements cromosòmics d’extensions 
de MII i 1rCP d’oòcits humans es va poder 
identificar un altre mecanisme de produc-
ció d’anomalies: la separació prematura de 
cromàtides germanes (premature separation  
of sister chromatids, PSSC) . Aquest es pro-
duiria durant la primera divisió meiòtica, 
amb una freqüència força elevada (Angell, 
1991, 1997) . La PSSC pot ser equilibrada o 
bé desequilibrada . En la PSSC equilibra-
da no hi ha ni guany ni pèrdua de cromàti-
des i, per tant, no es considera responsable 
d’aneuploïdies, tot i que s’ha considerat in-
dicativa d’una major predisposició a la ND 
(Pellestor, 1991; Munné et al ., 1995; Sanda-
linas et al ., 2002) . En la PSSC no equilibra-
da hi ha guanys i pèrdues de cromàtides, 
és a dir, s’ha produït separació prematura 
de cromàtides i segregació desequilibrada 
d’aquestes en un o més cromosomes i, per 
tant, constitueix una anomalia citogenètica 
numèrica .

Mentre en alguns estudis s’ha obser-
vat gairebé exclusivament el mecanis-
me de PSSC, en altres en què s’ha utilitzat 
la tècnica de FISH per a alguns cromoso-
mes (Pellestor, 1991; Munné et al ., 1995; Ver-

linsky et al ., 1999; Pujol et al ., 2003a) o bé la 
CGH (Gutiérrez-Mateo et al ., 2004a; Gutiér-
rez-Mateo et al ., 2004b), que analitza simul-
tàniament tots els cromosomes, s’ha descrit 
que tant la PSSC com la ND són mecanis-
mes responsables d’aneuploïdia .

D’altra banda, alguns treballs que analit-
zen oòcits no fecundats i oòcits madurats 
in vitro suggereixen que la PSSC i la ND 
no augmenten significativament durant 
el temps de cultiu (Munné et al ., 1995; Gu-
tiérrez-Mateo et al ., 2004b), però altres estu-
dis suggereixen el contrari (Pickering et al ., 
1988; Pellestor, 1991) .

Un estudi de 1 .397 oòcits, fixats mitjan-
çant el mètode gradual, va fer evident un 
augment significatiu de les PSSC respecte 
les ND (Pellestor et al ., 2002), i s’han obtin-
gut resultats similars emprant diferents mè-
todes d’anàlisi (Sandalinas et al ., 2002; Gu-
tiérrez-Mateo et al ., 2004b) . Al mateix temps, 
en oòcits frescos no inseminats i en no fe-
cundats de dones de trenta-cinc anys o més, 
el fenomen de PSSC és més freqüent que la 
ND (Sandalinas et al ., 2002) . Els autors van 
observar en aquestes dones, respecte a les 
de 24-34 anys, una freqüència superior de 
PSSC equilibrada respecte a la no equilibra-
da . Aquest estudi, a més, mostrava que en 
la PSSC hi ha implicats més cromosomes de 
mida petita .

La PSSC podria ser conseqüència d’una 
degradació prematura, abans de l’anafase i, 
de les cohesines, proteïnes que mantenen 
unides les cromàtides germanes (Michaelis 
et al ., 1997) . Alguns autors han relacionat la 
presència de PSSC en l’edat materna avan-
çada (Sandalinas et al ., 2002; Pellestor et al ., 
2003) . Les dones d’edat avançada tindrien 
una acumulació de mutacions en el DNA 
mitocondrial no solament dels oòcits, sinó 
també de les cèl·lules fol·liculars (Bartmann 
et al ., 2004) . Aquest fet podria reduir la fun-
ció mitocondrial (Schon et al ., 2000) i, ja que 
la funció de les cohesines depèn de l’ATP 
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(Uhlmann, 2004), una deficiència en el me-
tabolisme energètic oxidatiu podria re-
sultar en un increment de PSSC en dones 
d’edat avançada . També s’ha suggerit (Hunt 
et al ., 1995; Cheng et al ., 1998) que la presèn-
cia de tres cromàtides durant la primera di-
visió podria afectar la segregació d’altres 
cromosomes .

El 1996 es va interpretar que els errors 
produïts durant la segona divisió meiòti-
ca podien ser conseqüència d’anomalies en 
la primera divisió meiòtica, degudes a l’in-
crement en la taxa de recombinació, fet que 
podria portar a errors en la separació dels 
bivalents (Lamb et al ., 1996) . Però, de fet, es 
creu també que una reducció de la recombi-
nació de focus en cromosomes petits podria 
resultar en un risc incrementat de disjun-
ció inadequada i, per tant, en la producció 
d’oòcits aneuploides (Koehler et al ., 1996; 
Hassold et al ., 2000; Martini et al ., 2000) .

Tant la recombinació alterada com l’edat 
materna avançada han estat identificats 
com a factors etiològics essencials, però els 
mecanismes causants d’errors en la segre-
gació meiòtica es coneixen poc .

Finalment, s’ha descrit un tercer meca-
nisme causant d’aneuploïdies en oòcits grà-
cies a l’estudi simultani amb FISH del 1rCP 
i l’oòcit en MII . Aquest estudi provava la 
presència d’oòcits aneuploides procedents 
d’oogònies amb trisomies, en ovaris de do-
nes amb cariotip normal (46, XX) (Mah- 
mood et al ., 2000; Pujol et al ., 2003a) . Aquest 
fet, posat de manifest per l’absència de com-
plementarietat entre el 1rCP i la MII, s’ha 
detectat en un 10 % d’oòcits descartats de 
cicles de FIV, combinant l’anàlisi del 1rCP 
amb CGH i la MII amb FISH (Gutiérrez-
Mateo et al ., 2004b) . El mecanisme s’ha ex-
plicat per la presència d’un mosaïcisme go-
nadal (Moore et al ., 1997; Mahmood et al ., 
2000; Pujol et al ., 2003a; Gutiérrez-Mateo et 
al ., 2004a) . El seu origen estaria lligat a l’eta-
pa mitòtica de proliferació de les oogòni-

es, que té lloc en les primeres setmanes del 
desenvolupament embrionari . Una segre-
gació mitòtica errònia podria originar oo-
gònies amb guanys per a un cromosoma i 
amb pèrdua per al mateix cromosoma, que 
coexistirien amb oogònies euploides, cito-
genèticament normals . Aquest comporta-
ment, dependent d’individu i impredictible, 
fa necessari realitzar el diagnòstic prenatal 
en cas d’embaràs obtingut després de rea-
litzar DGP .

DGP EN PRIMER CORPUSCLE 
POLAR EN EL CRIBRATGE 
D’ANEUPLOÏDIES

El DGP dels oòcits mitjançant l’estudi del 
corresponent 1rCP, proposat com una vari-
ant del DGP en blastòmers l’any 1990, sem-
bla molt adequat, ja que el 90 % dels errors 
cromosòmics s’originen en la meiosi i ma-
terna . A més, aquesta anàlisi no es veu afec-
tada per l’existència de mosaïcisme que, en 
canvi, és molt freqüent durant les primeres 
divisions embrionàries i dificulta el DGP 
realitzat en blastòmers (Munné et al ., 1994; 
Munné et al ., 2002) . Un altre avantatge que 
cal remarcar és que la interpretació dels 
senyals de FISH sobre el 1rCP no presen-
ta les dificultats que s’han fet evidents en 
blastòmers, ja que no és una cèl·lula prolife-
rant sinó aturada en MII . De totes maneres, 
l’anàlisi del 1rCP té algunes limitacions, i 
la principal és el fet que no proporciona in-
formació de la contribució paterna . Aquest 
problema, però, pot ser solucionat analit-
zant també un o dos dels blastòmers de 
l’embrió de 6-8 cèl·lules generat després de 
la inseminació del corresponent oòcit (Pu-
jol et al ., 2003b; Magli et al ., 2004) .

El DGP amb l’anàlisi d’aneuploïdies (aneu-
ploidy screening, AS) s’aplica en diversos ca-
sos en què hi ha una indicació clara, com 
és l’edat materna avançada, avortaments 
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de repetició, fallades de FIV o bé infertili-
tat masculina severa . El DGP en 1rCP apli-
cat a dones d’edat avançada és la indicació 
més útil, ja que s’estudia la contribució ma-
terna, que és la que comporta el major risc 
d’aneuploïdia a la descendència .

Una de les primeres aplicacions del DGP 
en 1rCP per AS es va portar a terme en deu 
pacients amb risc d’aneuploïdia en la des-
cendència a causa de l’edat materna i per ra-
ons ètiques (Munné et al ., 2000) . Es van ana-
litzar, mitjançant FISH, els cromosomes 13, 
16, 18, 21 i 22 . De noranta-tres 1rCP analit-
zats, vuitanta-tres van donar resultats posi-
tius de FISH i d’aquests, cinquanta-quatre 
oòcits van ser euploides i vint-i-nou aneu-
ploides per a algun dels cromosomes ana-
litzats . Tots els oòcits euploides més dotze 
no diagnosticats es van inseminar i final-
ment es van transferir vint-i-vuit embrions, 
que van donar lloc a embaràs . Tres dels em-
barassos van acabar en avortament i un es 
va interrompre a causa de la detecció del 
cariotip 45, XO (síndrome de Turner) en el 
diagnòstic prenatal .

D’altra banda, des de 1995, un grup de 
Chicago (Magli et al ., 2004) aplica el DGP 
analitzant simultàniament el 1rCP i el 
2nCP, que es forma després de la fecunda-
ció, en la segona divisió meiòtica . Això per-
met detectar aneuploïdies originades en les 
dues divisions meiòtiques . En aquest DGP-
AS s’estudien cinc cromosomes mitjançant 
FISH (13, 16, 18, 21 i 22) . La taxa d’aneuplo-
ïdia trobada és similar en el 1rCP (41,8 %) i 
el 2nCP (37,3 %), a diferència d’altres estu-
dis, que proposen una major taxa d’aneu-
ploïdia en la primera divisió que en la sego-
na (Sherman et al ., 1994) .

Aquest mateix grup (Kuliev et al ., 2003) 
ha compilat 1 .551 cicles de DGP per a 1 .027 
pacients d’edat mitjana 38,5 anys . Els seus 
resultats mostren que un 48 % dels 8 .293 
oòcits analitzats eren citogenèticament nor-
mals per als cromosomes analitzats . En 

cent deu dels cicles de FIV es van transferir 
un total de 2 .587 embrions, i es va aconse-
guir finalment el naixement de 176 nadons 
sans, de manera que la taxa d’embaràs és 
del 21,9 % .

Un fet a tenir en compte és que en alguns 
països com Alemanya o Suïssa el DGP en 
blastòmers d’embrions està legalment pro-
hibit . El DGP, doncs, només es pot portar a 
terme en el 1rCP, ja que aquest mètode està 
considerat com un diagnòstic preconceptiu . 
El 2004 es va publicar un estudi amb nai-
xements després del DGP amb sondes per 
als cromosomes 13, 16, 18, 21 i 22 (Imthurn 
et al ., 2004) .

La majoria de grups que fan el DGP-1rCP 
per AS analitzen un nombre limitat de cro-
mosomes, fet que suposa una limitació im-
portant . L’aplicació l’any 2002 de la CGH en 
1rCP d’una pacient de quaranta anys (Wells 
et al ., 2002) va representar un avenç consi-
derable en l’avaluació de les aneuploïdies . 
En aquest estudi es van diagnosticar deu 
oòcits, dels quals nou van mostrar guanys 
o pèrdues per a un o dos cromosomes, i tan 
sols un va ser euploide . Els cromosomes in-
volucrats en aneuploïdies eren el 2, 5, 14, 16, 
20, 21 i 22, dels quals quatre (2, 5, 14 i 20) 
no s’analitzen normalment per FISH . Es va 
transferir l’embrió procedent de l’oòcit eu-
ploide, però no es va obtenir embaràs . Les 
aneuploïdies es van confirmar mitjançant 
FISH en els nou embrions restants .

Recentment, el nostre grup està apli-
cant una variant de DGP que pretén incre-
mentar la taxa d’implantació del embrions 
transferits després d’un DGP per a malal-
ties monogèniques hereditàries . Es realit-
za de manera combinada en un mateix cicle 
de FIV l’anàlisi de les aneuploïdies d’ori-
gen matern mitjançant la CGH en 1rCP i 
l’anàlisi de mutacions familiars de malal-
ties monogèniques greus incurables com 
la FQ (Obradors et al ., 2008) o la síndrome 
de VHL (Obradors et al ., 2009 . L’anomenem  



204 m. riUS, A. obrAdorS, m. oliVer, J. benet i J. nAVArro

DF-DGP (doble factor de risc genètic) (ve-
geu la figura 4) . Amb aquest procediment, 
encara que amb un nombre reduït de ca-
sos realitzats, ja s’ha aconseguit incremen-
tar la taxa d’embaràs i de naixements fins a 
un 33,3 %, fet que representa doblar la ta-
xa d’embaràs descrita fins ara (Harper et al ., 
2008) .

FUTUR DEL DGP  
EN PRIMER CORPUSCLE POLAR

L’aplicació de la CGH és una eina molt 

potent per al diagnòstic d’aneuploïdies, que 
pot ser aplicada a l’estudi del 1rCP, però de 
moment encara no en blastòmers sense evi-
tar la criopreservació i transferència en el 
cicle següent . A més, aquesta tècnica reque-
reix la dedicació extensa d’un especialis-
ta i la disponibilitat d’un bon equip de ci-
togenètics moleculars ben coordinat amb 
un equip d’embriòlegs . Recentment, però, 
s’han aconseguit avenços metodològics que 
podrien ajudar a escurçar el temps requerit 
per a aquest procediment . S’ha proposat la 
utilització de variants de DOP-PCR amb di-
ferents Taq-polimerases i mètodes de mar-

Figura 4. Esquema de la CGH-1rCP aplicada al DF-DGP. En l’esquema es mostra el procediment de la CGH-1rCP co-
ordinat amb el cicle de FIV en un cas de DF-DGP.
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catge que, més que escurçar el procediment, 
permeten obtenir un producte de DOP-PCR 
de millor qualitat . (Wells, 2004) .

Una de les últimes propostes per a l’anà-
lisi d’aneuploïdies és el xip CGH . Està basat 
en el mateix principi que la CGH sobre me-
tafases, però difereix en el fet que s’utilitza 
un suport on hi ha enganxats clons genò-
mics de regions seleccionades en lloc de cèl-
lules en metafase com a DNA diana . Aquest 
mètode té una resolució molt més elevada i 
permet l’automatització . De moment, el xip 
CGH s’ha portat a terme majoritàriament 
amb DNA procedent d’una reserva cel·lular 
(Solinas-Toldo et al ., 1997; Pinkel et al ., 1998) . 
Les proves per reduir la quantitat de DNA 
necessari per al xip CGH han resultat en la 
detecció acurada de les variacions del nom-
bre de còpies en 1 ng de DNA (Guillaud-
Bataille et al ., 2004) . Per passar a l’aplicació 
d’aquesta tècnica en cèl·lules aïllades s’afe-
geix la dificultat de l’amplificació del mate-
rial genètic sense biaix en la seqüència . Re-
centment, s’han pogut amplificar mostres 
petites de DNA amb un mètode isotèrmic 
d’amplificació de múltiple desplaçament 
(multiple displacement amplification, MDA) 
amb una mínima representació de biaix en 
la seqüència . En els últims anys s’han po-
gut amplificar limfoblasts, fibroblasts i blas-
tòmers aïllats individualment, amb un mè-
tode isotèrmic d’amplificació de múltiple 
desplaçament (multiple displacement ampli-
fication, MDA) amb una mínima represen-
tació de biaix en la seqüència (Le Caignec 
et al ., 2006) . La primera aplicació clínica del 
xip CGH amb embarassos s’ha fet el 2008 
(Hellani et al ., 2008), utilitzant aquesta tèc-
nica en el DGP per al cribratge d’aneuploï-
dies de blastòmers . Així doncs, de moment 
existeixen diverses aproximacions encorat-
jadores que poden obrir les portes d’una 
nova era en el PGD .
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