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Resumen

Introducción: La presencia de 2 pronúcleos (PN) y 2 corpúsculos polares (CP) se relaciona con un
patrón de fecundación normal y un contenido cromosómico diploide, siendo descartados para la
transferencia aquellos embriones con un número distinto de pronúcleos. Este estudio intenta aportar
nuevos datos sobre la constitución genética y la capacidad de desarrollo de cigotos 1PN 2CP y 0PN
2CP. Material y Métodos: Se incluyeron en el estudio 346 embriones procedentes de 25 ciclos de FIV-
ICSI-DGP. La valoración de la fecundación se realizó a las 16-20 horas post inseminación y la biop-
sia embrionaria en el tercer día de desarrollo. El análisis citogenético de los embriones se realizó
mediante Hibridación in Situ Fluorescente (FISH). Se evaluaron los cromosomas 13, 15, 16, 18, 21,
22, X e Y en los casos de screening de aneuploidías y los cromosomas implicados en la reorganiza-
ción en los casos de translocaciones cromosómicas. Los embriones fueron clasificados retrospectiva-
mente en 3 grupos en función del número de pronúcleos observados: (1) 2PN 2CP (n= 264); (2) 0PN
2CP (n= 65) y (3) 1 PN 2CP (n= 17) Resultados: Los porcentajes de embriones normales para los
cromosomas estudiados fueron: 26.2% en el grupo 1, 40% en el grupo 2 y 14,3% en el grupo 3. Los
embriones procedentes del cigotos 0PN mostraron una capacidad de desarrollo in vitro significativa-
mente superior (p<0,05) al resto de embriones, con una tasa de blastocisto del 56,6% respecto al
16,5% (2PN) y al 7,2% (1PN). Conclusiones: Los embriones procedentes de cigotos unipronucleares
deberían descartarse para la transferencia debido a su elevada probabilidad de ser cromosómica-
mente anormales. A diferencia, los embriones del grupo 2 podrían ser considerados como aptos. Las
tasas de normalidad cromosómica y de capacidad de desarrollo de este grupo de embriones, superio-
res al grupo control, parecen indicar que probablemente nos encontramos ante un pool de embriones,
con una mayor velocidad de división que podría relacionarse con tasas de embarazo superiores.

Palabras clave: Pronúcleo. Euploidía. División temprana. Blastocisto.
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INTRODUCCIÓN

La valoración de la fecundación en los laborato-
rios de fecundación in vitro (FIV) suele realizarse 16-
20 horas después de la inseminación o la mcroinyec-
ción intracitoplasmática (ICSI), considerándose que
se ha producido correctamente cuando son visibles
dos pronúcleos (PN) y dos corpúsculos polares (CP).
Esta primera observación permite además estimar la
capacidad de desarrollo del cigoto a partir de la valo-
ración de parámetros pronucleares como son el aspec-
to, el número y localización de los pronúcleos y nu-
cleolos junto con la presencia de halo citoplasmático
(1). En estudios recientes se han relacionado algunos
de estos parámetros pronucleares con la constitución
cromosómica del embrión (2).

Los datos existentes en la literatura en relación a
los cigotos con un solo PN tras la ICSI han puesto de
manifiesto que suelen ser ovocitos que se han activado
por partenogénesis y por tanto se trata de estructuras
celulares con dotación haploide. A diferencia, la mayo-
ría de los cigotos monopronucleares producidos tras
inseminación convencional, han demostrado ser em-
briones diploides normales, y su aparición sea proba-
blemente debida a la asincronía en la formación de los
pronúcleos. Por lo tanto se trataría de fenómenos dis-
tintos según la técnica de inseminación utilizada (3).

La presencia de cigotos con 2 corpúsculos polares
pero sin visualizarse los pronúcleos se observa oca-

sionalmente tanto tras FIV convencional como tras
FIV-ICSI. Una diferente velocidad de formación y
desmantelamiento de las membranas pronucleares po-
dría ser la causa y, si fuera así, podría tratarse mayo-
ritariamente de embriones cromosómicamente diploi-
des (4).

El objetivo de este trabajo fue analizar retrospecti-
vamente la dotación cromosómica de los embriones
procedentes de este tipo de cigotos a partir de los da-
tos obtenidos del programa de Diagnóstico Genético
Preimplantacional (DGP) intentando aportar nuevos
datos de utilidad para determinar si se trata o no de
embriones potencialmente transferibles.

MATERIAL Y MÉTODOS

Un total de 346 embriones procedentes de 25 ci-
clos de FIV-DGP realizados entre Febrero de 2003 y
Mayo de 2004 en el Servei de Medicina de la
Reproducció del Institut Universitari Dexeus fueron
incluidos en este estudio.

Las indicaciones para la inclusión en el programa
de DGP fueron: parejas con fallos repetidos de im-
plantación (8 ciclos), meiosis masculina alterada (6
ciclos), portadores de translocaciones cromosómicas
equilibradas (6 ciclos), parejas con abortos de repeti-
ción (2 ciclos) y otros motivos (3 ciclos).

La media de edad de las pacientes fue de 33,6
años (rango: 21-41). La estimulación de la ovulación

Summary

Introduction: Presence of 2 pronuclei (PN) and 2 polar bodies (CP) is usually related with normal fer-
tilization and a diploid state, while those with a different PN number are routinely discarded being
considered as abnormal. The aim of this study was to contribute with new data to the knowledge of ch-
romosomal status and developmental potential of apronuclear and unipronuclear zygotes.

Materials and Methods: Three hundred and forty six ICSI embryos from the PGD program were classi-
fied in 3 groups: (1) 2PN 2CP (n= 264); (2) 0PN 2CP (n= 65) and (3) 1 PN 2CP (n= 17). Presence of
pronuclear formation was evaluated 16-20 h after oocyte insemination. Cytogenetic analysis of day 3
biopsied embryos was performed for chromosomes 13, 15, 16, 18, 21, 22, X and Y in aneuploidy scre-
ening cases and for the chromosomes involved in the reorganization for translocation carriers.

Results: Percentages of chromosomally normal embryos were: 26.2% (group 1), 40% (group 2) and
14.3% (group 3). Embryos derived from apronuclear zygotes showed significantly higher developmen-
tal competence (p<0.05), with a higher blastocyst formation rate (56.6% vs 16.5%, and 56.6% vs
7.2%). Conclusions: Embryos derived from unipronuclear zygotes should be discarded not only due to
their chromosome constitution but also to their low developmental competence. Embryos from apronu-
clear zygotes (group 2) could be considered for transfer. The higher rates of normal chromosomal
content and developmental potential found in the group 2 suggest that this pool of embryos could be
in fact, early cleavage embryos, and therefore associated with better implantation and pregnancy ra-
tes.
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y el cultivo de gametos y embriones se realizaron de
acuerdo con los protocolos estándares utilizados en
nuestro centro (5). Todos los ovocitos maduros fue-
ron inseminados mediante ICSI. La valoración de la
fecundación se realizó entre 16 y 20 horas tras la in-
seminación. Los embriones fueron evaluados a las 48
y 72 horas post microinyección. La biopsia embriona-
ria se realizó en D+3 (D0, día de la punción folicular)
mediante tecnología láser, limitándose a aquellos em-
briones con >4 células y < 30% de fragmentación (6).
Sólo cuando el número de células era superior a 7, o
cuando las características del primer núcleo fijado lo
requiriesen, se biopsiaron 2 blastómeros. Las células
se fijaron individualmente según la metodología de
Tarkowski ligeramente modificada (7) y fueron pro-
cesadas para el análisis mediante hibridación in situ
fluorescente (FISH). La evaluación cromosómica en
los casos de screening de aneuploidías se realizó para
los cromosomas 13, 15, 16, 18, 21, 22, X e Y. En los
casos de translocaciones cromosómicas se aplicaron
sondas distales a los puntos de rotura que permitieron
detectar los productos desequilibrados. Los embrio-
nes biopsiados se mantuvieron en cultivo hasta D+5,
momento en que, conociendo el resultado del DGP, se
realizó la transferencia embrionaria.

Para el análisis de los resultados, los embriones
fueron clasificados retrospectivamente en función del
número de pronúcleos observados en D+1: Grupo 1: 2
PN + 2 CP (264 embriones, grupo control), Grupo 2:
0PN + 2CP (65 embriones), Grupo 3: 1 PN + 2 CP (17
embriones). La hora media de observación de los pro-
núcleos fue comparable en los tres grupos (19,2 h en
el grupo 1, 19,5 en el grupo 2, y 19,1 en el grupo 3).

RESULTADOS

Cigotos 2 PN

A las 48 horas post ICSI un 90,2% de los cigotos
incluidos en este grupo habían progresado en su desa-
rrollo y el 78% fueron biopsiados en D+3. La tasa de
blastocisto de los embriones biopsiados de este grupo
fue del 16,5% (tabla 1).

La caracterización genética de estos embriones
mostró que el 26,2% de los embriones resultaron nor-
males para los cromosomas analizados, un 52,4%
anormales y en el resto (21,4%) no se obtuvo un
diagnóstico concluyente (tabla 2). Las anomalías cro-
mosómicas se distribuyeron del siguiente modo: em-
briones aneuploides (48,2%), embriones con aneu-
ploidías complejas (46,3%), embriones caóticos
(4,6%) y embriones haploides (0,9%).

Cigotos apronucleares

De los 65 cigotos apronucleares estudiados, 37
(57%) se dividieron, aunque sólo 30 (46,2%) fueron
considerados aptos para la biopsia. La evaluación
posterior a la biopsia reveló que 17 embriones
(56,6%) evolucionaron hasta el estadío de blastocisto
(véase tabla 1).

Los resultados del análisis genético reflejaron que
un 40% de los embriones procedentes de estos cigo-
tos fueron caracterizados como normales, un 43,3%
como anormales y en un 16,7% de los casos no se ob-
tuvo un diagnóstico concluyente (tabla 2). Las ano-
malías cromosómicas fueron clasificadas en aneu-
ploidías (61,5%), aneuploidías complejas (30,8%) y
haploidías (7,7%).

Cuando se evaluó el estatus cromosómico en fun-
ción de la capacidad de desarrollo embrionario, se
diagnosticaron como normales un 47,1% (8/17) de
los cigotos que alcanzaron el estadio de blastocisto
mientras que en los embriones bloqueados en estadí-
os tempranos el porcentaje de normalidad cromosó-
mica fue del 30,7% (4/13).

Cigotos monopronucleares

Respecto al grupo de embriones con 1 PN 2 CPs
en D+1, el 94,1% inició la división celular y el 82,4%
fue considerado apto para la biopsia, no cumpliendo
el resto los criterios morfológicos establecidos para
llevarla a cabo.

Evaluando el desarrollo posterior, se observó que
sólo un embrión (7,2%) alcanzó el estadío de blasto-
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Tabla 1
Desarrollo embrionario por grupo de estudio

NºCigotos Nº de embriones (%)
Divididos 48h Biopsiados Blastocistos

Grupo 1 264 238 (90,2%) 206 (78,0%) 34 (16,5%)

Grupo 2 65 37 (57,0%) 30 (46,2%) 17 (56,6%)*

Grupo 3 17 16 (94,1%) 14 (82,4%) 1 (7,2%)

* p<0.05

Tabla 2
Constitución cromosómica por grupo de estudio

Normal Anormal no concluyente

Grupo 1 54 (26,2%) 108 (52,4%) 44 (21,4%)

Grupo 2 12 (40%) 13 (43,3%) 5 (16,7%)

Grupo 3 2 (14,3%) 9 (64,3%) 3 (21,4%)



cisto, mientras que los 13 restantes (92,8%) se blo-
quearon y no continuaron su desarrollo posterior (ta-
bla 1).

El 14,3% de los embriones analizados fue caracte-
rizado como normal, el 64,3% como anormal, mien-
tras que de 3 embriones (21,4%) no se obtuvo un
diagnóstico concluyente (tabla 2). El cigoto que con-
siguió evolucionar hasta el estadío de blastocisto re-
sultó ser cromosómicamente normal para los cromo-
somas analizados.

Las anomalías cromosómicas se distribuyeron del
siguiente modo: haploidías (33,3%), aneuploidías
(22,2%), aneuploidías complejas (33,3%) y caóticos
(11,1%).

Al comparar la capacidad de desarrollo hasta blas-
tocisto entre los cigotos de los 3 grupos de estudio se
observaron diferencias, siendo la tasa de blastocisto
de los embriones del grupo 2 significativamente su-
perior (p<0,05) a la observada en los otros grupos
(56,6% vs 16,5% y 56,6% vs 7,2%).

No se observaron diferencias estadísticamente sig-
nificativas al comparan las tasas de anormalidad cro-
mosómica entre los distintos grupos estudiados:
108/206 (52,4%) en el grupo 1, 13/30 (43,3%) en el
grupo 2 y 9/14 (64,3%) en el grupo 3, aunque se ob-
serva una tendencia hacia una mayor tasa de embrio-
nes anormales en los embriones procedentes de 1PN
que no alcanza significación estadística debido al di-
ferente número de embriones incluidos en los distin-
tos grupos (tabla 2).

DISCUSIÓN

Cigotos Apronucleares

Se estima que en el 1% de cigotos que muestran 2
CPs no se observan PN en D+1 (8). En función de si
se produce o no división embrionaria cabría especular
sobre diversas hipótesis.

En el caso de los cigotos apronucleares con 2 CP
en los que no se observa división posterior, estaría-
mos frente a posibles defectos de fecundación. El
bloqueo de la formación de pronúcleos posterior-
mente a la extrusión del segundo CP podría dar lugar
a este tipo de cigoto por defectos específicos de los
gametos tales como la incapacidad de estructurar los
microtúbulos por parte del centrosoma del esperma-
tozoide (9, 10). De todos modos, no creemos que es-
ta sea la causa del elevado porcentaje de cigotos 0PN
de nuestro estudio. La explicación que estimamos
más plausible sería que se hubieran incluido en este

grupo ovocitos no fecundados con el primer CP frag-
mentado.

En el caso de los cigotos apronucleares con 2 CP
en los que si se observa división posterior podría tra-
tarse de que una granulosidad importante del cito-
plasma enmascarara los pronúcleos, fenómeno descri-
to en el trabajo de Munné y cols. (8). La valoración
meticulosa de los pronúcleos al microscopio inverti-
do, practica habitual en el laboratorio, permite la ob-
servación de estas estructuras incluso en presencia de
granulosidad importante.

La hipótesis mas probable es la que la que atribu-
ye la ausencia de pronúcleos en el momento de la ob-
servación a una desaparición temprana de éstos debi-
da a un elevado ritmo de división celular. Por lo
tanto, los cigotos apronucleares incluidos en nuestro
trabajo que continuaron su desarrollo posterior son
probablemente embriones con elevado ritmo de divi-
sión o early cleavage (EC). Este fenómeno de EC se
ha relacionado con calidad embrionaria y potencial
de implantación. Así, los datos publicados hasta el
momento indican que los cigotos con EC dan lugar a
embriones de mejor calidad y con mayor tasa de blas-
tocisto. Su transferencia permite además aumentar
significativamente la tasa de embarazo (11-15).

En nuestro estudio observamos un porcentaje su-
perior de embriones cromosómicamente normales en
el grupo de cigotos apronucleares respecto al grupo
control (40% vs 26,2%). En el único estudio publica-
do hasta el momento que analiza constitución cromo-
sómica de embriones procedentes de cigotos apronu-
cleares (3) los autores describen que el 57% de los
embriones analizados son diploides sobre un total de
23 embriones. Si se tiene en cuenta que en nuestro es-
tudio el número de cromosomas analizados es supe-
rior, podría considerarse que los resultados de los dos
estudios son equivalentes.

También resulta significativamente superior la ta-
sa de blastocisto observada en este grupo de embrio-
nes respecto al grupo control (56,6% vs 16,5%). Por
lo tanto, a partir de nuestros datos se puede relacionar
EC con elevada calidad embrionaria a la vez que con
tasas de euploidía superiores y, por lo tanto, la trans-
ferencia de dichos embriones deberían reflejar supe-
riores tasas embarazo. Aunque somos conscientes de
que la no observación de los pronúcleos no es la si-
tuación ideal, a partir de los resultados obtenidos en
nuestro estudio debemos plantearnos el uso de dichos
embriones para la paciente. Un ajuste de los timings
de observación de los pronúcleos sería de utilidad pa-
ra detectarlos en este grupo de embriones con alto rit-
mo de división y transferirlos con mayor seguridad.
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Cigotos Monopronucleares

Generalmente existe consenso en los laboratorios
de FIV en considerar como aptos los embriones pro-
cedentes de 1 PN tras inseminación convencional y
descartar los obtenidos tras ICSI. Todos los embrio-
nes incluidos en nuestro estudio se obtuvieron tras
ICSI. La tasa de división embrionaria (94,1%) y el
porcentaje de embriones con morfología correcta en
D+3 (82,4%) de los embriones procedentes de cigo-
tos monopronucleares, resultan totalmente equivalen-
tes a los observados en el grupo control, por lo que el
motivo de no transferir estos embriones no recae en
criterios de evaluación morfológica en estadíos tem-
pranos sino en los datos procedentes de estudios de
contenido cromosómico y de capacidad de desarrollo
hasta blastocisto.

Nuestros datos muestran que solo el 14,3% de es-
tos embriones resultan ser diploides normales, por-
centaje inferior al descrito en estudios anteriores (2).
Esta diferencia podría ser debida, de nuevo, al supe-
rior número de cromosomas analizados en nuestro es-
tudio. La tasa de haploidía encontrada en nuestra se-
rie (33,3%) coincide con las descritas en
publicaciones precedentes (31-47%) (2, 16) y confir-
ma que un porcentaje importante de estos cigotos re-
sultan por activación partenogenética debido al ICSI.
El desarrollo de un reducido porcentaje de embriones
diploides normales a partir de cigotos con 1 PN pue-
de tener distintos orígenes. La asincronía en la apari-
ción de los pronúcleos (16), la fusión de los pronúcle-
os masculino y femenino (17) o la diploidización se
han sugerido como causas posibles. Se ha menciona-
do que la fusión pronuclear, observada clásicamente
en especies donde la finalización de la meiosis prece-
de a la fecundación, podría ser una variante normal
de fecundación en la especie humana. De hecho, se
han descrito dos patrones distintos de cigotos 1PN se-
gún su tamaño, con un solo pronúcleo > 29 µm o bien
≤ 29 µm (18). La fusión del pronúcleo masculino y
femenino se postula como la responsable de la forma-
ción de los pronúcleos de mayor tamaño y se correla-
cionaría con tasas mas elevadas de formación de blas-
tocisto (18% frente a 0%). La diploidización
temprana o no extrusión del segundo corpúsculo,
aunque parece poco probable, no puede descartarse
como fuente de alguno de estos embriones diploides.
Nuestro diseño experimental no permitió conocer el
origen de los embriones cromosómicamente normales
procedentes de cigotos monopronucleares.

La baja tasa blastocisto que se ha obtenido en este
grupo de embriones, inferior a los otros dos grupos de
estudio, es consecuencia directa de la menor propor-

ción de embriones cromosómicamente normales. La
selección en contra de los embriones con anomalías
cromosómicas a lo largo del cultivo embrionario ya
ha sido ampliamente descrita en estudios anteriores
(19-21) y existe consenso en la incompatibilidad del
estatus haploide con el estadío de blastocisto.
Mediante el cultivo largo hasta blastocisto se podrían
eliminar estos embriones con dotación haploide aun-
que no embriones con ciertas aneuploidías y embrio-
nes mosaico. Estudios que aportaran más datos sobre
los tipos de anomalía cromosómica de este grupo de
embriones así como de su viabilidad posterior ayuda-
rían a valorar la utilidad del cultivo prolongado como
metodología para reconsiderar como aptos los em-
briones que alcanzaran el estadío de blastocisto.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos sugieren que se debe ac-
tuar de manera distinta frente a embriones proceden-
tes de cigotos apronucleares respecto a los monopro-
nucleares tras ICSI. Mientras que los segundos habría
que descartarlos rutinariamente por su alta probabili-
dad de ser cromosómicamente anormales, los datos
de este trabajo apuntan a que los embriones proce-
dentes de cigotos apronucleares con 2 CP podrían ser
considerados como aptos para la paciente. La desapa-
rición de los pronúcleos en los cigotos de este grupo
se produciría antes de la observación de los mismos,
y por lo tanto se trataría de embriones con patrón de
división temprana o early cleavage. Las tasas de nor-
malidad cromosómica y de blastocisto de estos em-
briones, superiores a las del grupo control, parecen
indicar que probablemente nos encontramos ante un
pool de embriones de elevada calidad, con un ritmo
de desarrollo superior al habitual que podría relacio-
narse con tasas de embarazo superiores.

La estricta observación de los pronúcleos no más
tarde de 18 horas post ICSI así como la valoración de
la división temprana 26 horas tras la inseminación,
pueden aportar datos valiosos en la valoración em-
brionaria, facilitando la selección de embriones con
elevada capacidad de desarrollo y menos anomalías
cromosómicas. Todo ello podría contribuir a la mejo-
ra de los resultados en cuanto a tasas de embarazo e
implantación.
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