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Resumen

El objetivo de este estudio es determinar la correlacion entre algunos pardmetros morfologicos del
cigotoy la calidad embrionaria que desarrollan con el fin de obtener el mdximo de info rmacion en la
primeraobservacion a las 18-20 horas postinseminacion. Material y métodos: se estudia un total de
312 cigotos de 54 ciclos ICSI en los que se registran los pardmetros: presencia de halo claro en el ci-
toplasma, disposicion de los nucleolos Alineados, Semialineados o No Alineados, tamaiio relativo de
los proniicleos, niimero de nucleolos, bloqueo de la primera division, y se correlacionan con calidad
embrionaria. Resultados: se encuentran diferencias significat ivas en la obtencion de embriones de
buena calidad cuando el cigoto tiene halo claro, cuando los nucleolos presentan disposicion Alineada
o Semialineada, y cuando los proniicleos tienen igual tamaiio. El bloqueo de la division se produce
con mayor frecuencia cuando los proniicleos son de distinto tamario, los nucleolos no alineados y no
hay presencia de halo claro. Conclusiones: ya en la primeraobservacion podemos determinar que ci-
gotos tienen un mayor potencial para desarrollar embriones de buena calidad, que a su vez, dardn
mayores tasas de gestacion con sélo una observacion sencilla al microscopio.

Palabras clave: Cigoto. Halo claro. Nucleolos. Bloqueo primera divisién.

Summary

The objective of this study is to determine the correlation between some morphologc parametersin
the zygote and embryo quality to obtain the maximum information in the fi rst observation at 18-20
hours postinsemination. Material and Methods: we studied 312 zygotes from 54 ICSI cy cles and regi s-
tered the following parameters: presence of cytoplasmic halo, nucleoli organization as Aligned,
Semialigned or Non Aligned, pronuclear relative size, nucleoli number, first division arrest, and co-
rrelation with embryo quality. Results: we founded signifi c ative differences obtaining more good qua-
lity embryos when zygotes had clear cytoplasmic halo, when nucleoli had organization Aligned or
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Semialigned and when pronuclei had same size. The first division arrest is more frequent when pronu-
clei are different size, nucleoli non aligned and there is no clear halo. Conclusions: Since the first ob-
semation we can determine which zygotes have a better potential to develop good quality embryos
that will give higher pregnancy rates only with a simple first observation at microscope.

Key words: Zygote. Clear halo. Nucleoli. First division arrest.

INTRODUCCION

Cuando se realiza una técnica de reproduccién
asistida, la prueba de que un ovocito ha sido fecunda-
do es la visualizacién de los dos pronucleos (PN):
masculino y femenino, y dos corpisculos polares
(CP) en el espacio perivitelino. Si se ha realizado una
microinyeccién espermdtica (ICSI), pueden observar-
se los dos prontucleos tan pronto como 4 horas tras la
microinyeccidn y si se trata de una fecundacioén in vi-
tro (FIV), a las 5-6 horas postinseminacidn, sin em-
bargo, el mayor porcentaje de cigotos se observan a
las 16-18 horas postinseminacién en ICSI y a las 18-
20 horas en FIV.

En la rutina diaria del laboratorio de reproduccion,
se hace una unica observacion para determinar la pre-
sencia de 2PN y 2CP. Si en esta pimera observacién
se puede determinar aquellos pardmetros morfolégi-
cos que pudieran ser correlacionados con la subsi-
guiente calidad embrionam, y por tanto con el poten-
cial de implantacién, podria obtenerse una serie de
ventajas a nivel clinico y de procedimiento de trabajo
en el laboratoro; en primer lugar podria seleccionar-
se embriones en estadio de cigoto para su transferen-
cia o para su aioconservacion , puesto que esta ofre-
ce mejores tasas de superv ivencia en este estadio (1),
o también seria de utilidad a la hora de determinar
que embriones se seleccionan para hacer un cultivo
larg a blastocisto, entre otras ventajas.

Es por tanto el objetivo de este trabajo determinar
aquellos posibles pardmetros morfol 6 gicos facilmente
identificales en el cigoto que puedan suponer un cri-
terio predictivw de la calidad embrionaria, y conse-
cuentemente del potencial de implantacidén que va a
tener cada embridn.

MATERIAL Y METODOS

Para este estudio se tomaron un total de 312 cigo-
tos procedentes de 54 ciclos aplicados a 46 pacientes
sometidas a ICSI en miestro centro, con edades com-
prendidas entre 30 y 42 afios.

Tras la extraccion de los ovocitos se sigui6 el pro-
tocolo convencional de ICSI: incubacién de los ovo-
citos extraidos durante 3 horas con medio IVF
Medicult, posterior decumulacién con hyaluronidasa
80 IU/ml, seguido por la microinyeccién de los ovo-
citos maduros MIL.

La primera observacion de la fecundacién se reali-
za al dia siguiente de la extraccién a las 16-18 horas
postinseminacion, registraindose los siguientes para-
metros:

I) Tamaiio relativo de los proniideos

Se valora si el tamafio de los dos pronicleos es
igual o si por el contrario, uno de los dos prontcleos,
presenta un tamafio mayor y apreciabe subjetivamen-
te en la observacién al microscopio. No se toman me-
didas de los didmetros de los prontcleos, sino que se
valora dnicamente la igualdad o desigualdad de los
tamafios pronucleares.

IT) Niimero de nucleolos en cada pronideo:

Hacemos un recuento del nimero de nucleolos
que hay en cada prontcleo para determinar si este pa-
rdmetro tiene o no alguna correlacién con la calidad
embrionara.

III) Disposicion de los dos corpusculos polares:

Vemos aqui para cada cigoto si sus dos corpiscu-
los polares estdn juntos o si por el contrario estdn se-
parados, en cuyo caso determinamos la distancia de
separacién ap roximada en grados.

IV) Alineacion de los nucleolos:

Clasifcamos aqui tres categorias en funcién de la
disposicion de los nucleolos:

A) Nucleolos Alineados (A): cuando en los dos
prontcleos la disposicion de los nucleolos es alineada
en la zona de yuxtaposiciéon de ambos, observdndose
una organizacién en esta disposicién (Fig1).
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B) Nucleolos Semialineados (S): si sélo en uno de
los dos pronticleos la disposicién de los nucleolos es
alineada en la zona de unién de los dos pronticleos,
mientras que el otro prontcleo presenta los nucleolos
en disposicion dispersa, no alineada (Fig.2).

C) Nucleolos no alineados (NA): cuando los pro-
nicleos de los dos nucleolos presentan una disposi-
cién dispersa, sin alineacidn alguna ni organizacion
de los mismos (Fig3).

s ; o e
! I

i kT x‘-,

[ e EJ’-:‘ |

! no

x“\..\ I"‘_.':"-rl .'H.-_:_'l ___.-"'-.-III

Figural: PN Alineados (A)

e £
7~ (] \\.. L *,
i i L i
f o o |
Ly M 4
. A A

Figura3: PN No Aineados (NA )

V) Halo claro:

Al igual que el pardmetro antes mencionado, el ca-

ricter que hemos denominado halo daro (HC), hace re-
ferencia a la apariencia del citoplasma en este caso de
la periferia del cigoto. La presencia de HC indica una
zona periférica de baja densidad granular que se obser-
va al microscopio como una zona de mayor claridad.

VI) Calidad embrionaria en dia +2:

Realizamos la valoracién de la calidad embriona-
ria en el dia 42 a las 40-47 horas postinseminacion.
Consideramos el nimero de blastémeras y el grado
de fragmentacidn para clasifcar cada embrién en una
gradacion del 1 al 5 siendo el grado 1 el de mejor ca-
lidad. Grado 1: 4 células, <10% fragmentacidn, igual
tamafio de las blastomeras y ausencia de blastomeras
multinucleadas; grado 2: 4 células, 10-20% de frag-
mentacion, ausencia de blastomeras multinucleadas;
grado 3: <4 células o bien 4 células y 20-50% de
fragmentacién o blastdmeras desiguales y ausencia de
blastémeras multinucleadas; grado 4: 50-75% de
fragmentacion o presencia de blastdmeras multinu-
cleadas; grado 5: >75% de fragmentacién o la mitad
de las blastémeras multinucleadas. En este estudio
hemos tomado los embriones de mds de 3 células de
grado 1 y de grado 2 en el dia +2 como embriones de
buena calidad, y a partir de grado 3 los hemos consi-
derado dentro de la categoria de embriones de mala
calidad, y es con este pardmetro con el que hemos co-
rrelacionado todos los demds. Ademds se han regis-
trado los cigotos bloqueados que no han realizado la
primeradivisién embrionaria.

VII) Fecundacion anémala:

Hemos registrado todos los cigotos con fertiliza-
cién anémala: 1PN, 3PN y 4PN, y hemos determina-
do si estos cigotos se bloquean o se desarrollan como
embriones, y en este ultimo caso, si dan lugar a em-
briones de buena o mala calidad.

Andlisis Estadistico: Para el andlisis estadistico se
utiliz6 el programa SPSS version 11.1 para Windows.
Se aplica el test de la chi-cuadrado y se tomé como
signifracién estadistica losvalores de P<0.05.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos para cada parametro es-
tudiado fueron los siguientes:

I) Tamaiio relativo de los pronideos:

Que los prontcleos femenino y masculino tengan igual
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tamaiio influ ye al 95% de fiabilidad para que se desa-
rrollen embriones de buena calidad.

N Em.Buena Em.Mala | Signif
Cal. Cal.
PN igual
tam. 174 | 127 (72,9%) | 47 (27,1%) | P<0,05
PN dist.
tam. 138 | 82(59,4%) | 56 (40,6%) N.S.

que el hecho de que los nucleolos estén alineados o
semialineados estd positivamente correlacionado con
la obtencién de embriones de buena calidad.

V) Halo Claro:

La valoracién de una zona menos densa y mayor
claridad citoplasmadtica en la periferia del cigoto nos
da los siguientes datos:

IT) Nimero de nucleolos del PN1 y del PN2:

Al analizar la correspondencia entre el nimero de
nucleolos de cada prontcleo con respecto a la calidad
embrionara, no encontramos ninguna correlacién con
lo que podemos decir que este pardmetro no influye

N Em. Buena Em. Mala Signif.
Cal. Cal.
HC 172 125 (73%) 47 (27%) P<0,05

en la calidad embionara.

III) Corpisculos polares juntos o separados:

N Em. Buena | Em. Mala | Signif
Cal. Cal.
CP.
juntos 207 145 (70%) 62 (30%) N.S.
CP.
separados | 105 | 62(59,1%) | 43 (40,9%) N.S.

En el caso de que los corptisculos polares estén
juntos se aprecia una tendencia a obtener embriones
de buena calidad con una fiabilidad del 92,9% que no
lleg a ser significativa (NS).

IV) Nucleolos Alineados (A), Semialineados (S) o
No Alineados (NA):

Valoramos conjuntamente los cigotos con nucleo-
los alineados y semialineados como aquellos que pre-
sentan un mayor grado de organizacién, y los contra s-
tamos con los cigotos de nucleolos no alineados:

N Em. Buena Em. Mala Signif.
Cal. Cal.
A+S 112 82 (73,2%) 30 (26,8%) P<0,05
NA 176 116 (65,9%) 60 (34,1%) N.S.

Encontramos una diferencia significativa para los
cigotos A+S (P<0.05) por lo que podemos afirmar

Podemos decir que la observacion de halo claroen
los cigotos estd correlacionado positivamente con la
obtencién de una buena calidad embrionaria
(P<0.05).

VI) Fecundacion anémala:

De los 312 cigotos valorados observamos un total
de 24 fertilizaciones anémalas (7,6%), de los que 18
fueron de 1 pronicleo, 2 de 3 pronicleos y 4 de 4
pronucleos.

Tomando estos 24 cigotos como un grupo y valo-
rando su desarrollo en el dia +2 observamos que 11
dan lugar a embriones de buena calidad, y 13 desarro-
Ilan embriones de mala calidad o bloqueados.
Aplicando el test de la chi-cuadrado da resultado no
significativo.

VII) Embriones bloqueados:

Tomamos ahora todos los embriones bloqueados
como un grupo para determinar pardmetros con que
se corelacionan.

Contamos un total de 27 cigotos bloqueados en
2PN (8,6%), de los que 16 (59,2%) proceden de cigo-
tos con PN de distinto tamafio, y de ellos 6 corres-
pondieron a fertilizaciones andmalas.

Del total de estos cigotos, el 92,5% tenian los nu-
cleolos no alineados y el 74% no presentaban halo
claro.

VIII) Resultados de embarazos:

De los 312 zigotos estudiados, 173 fueron transfe-
ridos en 54 ciclos, y se consiguieron un total de 12
gestaciones (22,2%), 3 de ellas terminaron en aborto
(una de ellas ectdpico), 2 gestaciones de gemelares y
el resto gestaciones Unicas, todas ellas ya a témino.
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DISCUSION

Hay toda una serie de eventos que se suceden tras
la penetracién del espermatozoide en el ovocito. En
un estudio realizado por Payne D y col.(2), estos des-
criben una onda de granulacién dentro del citoplasma
que dura ap roximadamente 20-53 min, que se produ-
ce en la region cortical del ovocito y que llega a com-
pletar de dos a diez rotaciones circulares. Durante es-
te transcurso de eventos, el espermatozoide se
descondensa y se activa la extrusién del segundo cor-
pusculo polar, que no siempre tiene lugar cerca del
primero, y acto seguido se forma el prontcleo feme-
nino cerca de este segundo corpisculo polar. Los pro-
nicleos aumentan de tamafio y se aproximan hasta
que se unen en forma de 8 al tiempo que los nucleo-
los se mueven dentro de los prontcleos para acabar
alinedndose en la zona de yuxtaposicién pronuclear.
Durante el crecimiento pronuclear los org dnulos cito-
plasmadticos migran hacia el centro del ovocito dando
una apariencia granular y oscura en el centro y rode-
ando a los prontcleos, al tiempo que queda una zona
cortical clara facilmente observable al microscopio.
Es un hecho comprobado (2) que existe una conela-
cidén entre la duracién de las ondas de granulacidn ci-
toplasmatica y la calidad embrionaria, de modo que
los embriones de mejor calidad muestran una progre-
sién unifo rme y ondas de granulacién mayores.

El pronicleo masculino se forma cerca del punto
de entrada del espermatozoide mientras que el pronu-
cleo femenino se origina en el polo oopldsmico del
huso meidtico y suele aparecer simultdneamente o al-
go posterior al masculino. El pronicleo masculino
suele presentar un tamafio mayor o igual al del pronu-
cleo femenino (24,1 vs 22,4 um) aunque a veces re-
sulta dificil de discernir (2). También es observable
un mayor nimero de nucleolos en el pronicleo mas-
culino que en el femenino (7,0 vs. 4,2).

Nuestros resultados con respecto al pardmetro es-
tudiado como tamafo relativo de los prontcleos, esta
en perfecta concordancia con los obtenidos previa-
mente por Scott y col. (3), que determinan una mayor
tasa de formacién de blastocistos cuando los PN son
de igual tamafio comparado con los cigotos que mos-
traron PN de tamafios distintos (49,5% vs. 28%).
Nosotros apuntamos también a una mejor calidad em-
brionaria en el dia+2 cuando los cigotos tienen igual
tamaiio pronuclear.

Payne y col. observan que durante el periodo de
crecimiento pronuclear, los organulos citoplasmaticos
migran hacia el centro del ovocito, dejando una zona
cortical clara en la periferia del ovocito. En la mtina

del laboratorio de reproduccién asistida, se hace una
primera y generalmente unica observacion de la fe-
cundacién a las 16-18 horas postinseminacién para
valorar la fertilizacién del ovocito. En esta observa-
cién puede detemminarse si se aprecia de una manera
cualitativa la presencia o no de una zona granular os-
cura en la zona central del ovocito, rodeando a los
pronucleos a la vez que se visualiza una zona cottical
mds clara y agranulada en la periferia.

Si observamos un cigoto con una distri bucién ho-
mogénea de los orgdnulos citoplasmdticos sin mostrar
la apariencia antes descrita, la posibilidad de obtener
un embrién de buena calidad disminuye y ademds de
ello, la probabilidad de que se produzca un bloqueo
de la divisién aumenta.

Estas observaciones comoboran los resultados del
trabajo realizado por Payne D y col, apuntando a la
importancia que tiene en la secuencia de eventos que
siguen a la fecundacidn, la secuencia de ondas de gra-
nulacién y posterior reestructuracion de los orgdnulos
celulares en el cigoto.

Figura 4: Cigoto con una zona mds granulosa central y
una zona periférica mds cara (HC)

El fendmeno del bloqueo de la divisiéon pudiera
estar relacionado con la organizacién de los husos
acromdticos que determinan la primera divisién em-
brionara, que como ya es sabido (4), viene determi-
nada por el centrosoma del espermatozoide en la es-
pecie humana (5, 6).

Sin embargo, en nuestro estudio resulta dificil es-
tablecer una correlacion entre este hecho de la no-di-
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visién embrionaria y el problema del centrosoma es-
permadtico, puesto que en todos los casos se han pre-
sentado unas buenas caracteristicas de morfologia y
movilidad espemmatica.

El bloqueo de la primera divisién embrionaria es
un hecho que en la literatura se describe como poco
frecuente y que se da en menos de un 5% de los ovo-
citos fecundados (7). Generalmente, errores en la sin-
tesis del DNA suelen ser los responsaies del bloqueo
en la divisién en la fase pronuclear. Es posible que las
membranas pronucleares requieran una sefializacion
de la replicacidon del DNA antes de desorganizarse.
Aproximadamente 20 horas después de la insemina-
cién, las membranas pronucleares comienzan a desa-
parecer, y esto es seguido de la primera divisiéon mit6-
tica. Generalmente, es la membrana del PN femenino
la pimera en desaparecer (8).

En nuestroestudio, observamos que este hecho del
bloqueo de la divisidn, sea por causa genética o por
un fallo en la organizacién del centrosoma esperméti-
co, viene altamente correlacionado con la observa-
cién de una distri bucién homogénea de la granulari-
dad citoplasmatica a las 16-18 horas postinseminacion,
mientras que la observacién mds habitual de una zona
granular central y una descondensacién granular en la
periferia del ovocito estd mds correlacionada con un
normal desarrollo de la divisién embrionaria. De
igual modo, encontramos un estre cho vinculo de los
cigotos bloqueados con la observacién de los nucleo-
los no alineados, de hecho un 92,5% de los cigotos
bloqueados en 2PN presentaron esta distribucién nu-
cleolar, apuntando también la importancia que en el
desarrollo embrionario tiene la polarizacién nucleolar.

Siguiendo con el pardmetro nucleolar de los pro-
nucleos, se han realizado diversas clasificaciones
atendiendo a la distri bucién, nimero y tamafio nucle-
olar (9, 3) que en alguna medida han correlacionado
con la calidad embrionaria y tasa de embarazo. En el
presente estudio, nosotros hemos establecido tnica-
mente una clasificacion simple de la organizacién de
los nucleolos que no requiera de un elevado nimero
de patrones de organizacién para que la valoracién
morfoldgica de los cigotos sea simple y pueda incor-
porarse comodamente a la rutina de laboratorio. El
mayor grado de organizacién de los nucleolos lo he-
mos clasificado como alineados, si la alineacidon se
observa en uno solo de los prontcleos los llamamos
semialineados y si no hay organizacién nucleolar en
ninguno de los prontcleos lo clasificamos como no
alineados. Segun este simple criterp, observamos que
los cigotos con nucleolos alineados y semialineados,
es decir, los de mayor organizacién y polarizacion,
muestran una correlacién positiva con los embriones

de buena calidad. Es un hecho conocido (10), que la
polarizacién de la cromatina y los nucleolos refleja la
rotacién de la cromatina en los prontcleos en desa-
rrollo y representa un paso importante en el estableci-
miento de los ejes embridnicos, que es fundamental
para la posterior determinacién celular en embriones
preimplantacionales, de manera que apuntariamos a
la observacidn de la polarizacién nucleolar como un
dato de relevante importancia en el desarrollo de es-
tos acontecimientos.

No resulta infrecuente la observacién de ovocitos
con fertilizacién anémala, aunque estos procedan de
una ICSI. En este estudio, de los 312 ovocitos obser-
vados, 18 (5,7%), presentarm en la pimera observa-
cién 1PN, acompafiada de la presencia de dos corp i s-
culos polares, con lo que puede afirmarse que los
ovocitos habfan sido activados por la microinyeccidn.
Al observarlos en el dia +2, cinco de ellos (27,7%)
sufrieron bloqueo de la divisién mientras que los 13
restantes (72,3%) se dividieron nomalmente, siete de
ellos (53,8%) dando embriones de buena calidad, con
lo que no podemos concluir si se trataba de embrio-
nes partenogenéticos haploides o diploides (11, 12),
si bien es cierto que muchos cigotos mononucleados
pueden tener dos nicleos asincrénicos y en laprimera
observacion escaparsenos el pronicleo activado con
retraso (13). Asimismo, aunque en la ICSI se micro-
inyecta un solo espermatozoide por cada évulo, no re-
sulta infrecuente observar la presencia de 3PN. Esta
observacion se debe a la retencidn del segundo cor-
ptsculo polar del ovocito. Sin embargo, en los casos
observados en miestro estudio, los cigotos con 3 6 4
pronucleos mostraban otra naturaleza, pues en todos
ellos se observo la presencia de los dos corpusculos
polares en el espacio perivitelino. Ademas de ello, se
podian distinguir dos prontucleos de tamafio mayor y
uno o dos pronucleos de menor tamafio préximos o
unidos a estos primeros. Estas observaciones estan
mds acordes con la idea de la fragmentacién pronu-
clear, de modo que los prontcleos de menor tamafio
serian considerados subntcleos que podrian haber si-
do originados por la fragmentaciéon de alguno de los
prontcleos, o bien por la retencién parcial de alguno
de los CP (14). Nosotros observamos un total de 2 ci-
gotos con 3PN (0,6%), y un total de 4 cigotos con
4PN (1,2%). De este total de seis cigotos, cuatro de-
sarrollaron embriones de buena calidad (66,7%), de
modo que este hecho justifica la necesidad de una
adecuada primera observacién de la fecundacidn
cuando los pronucleos son perfectamente visibles y
valorables para evitar que embriones procedentes de
estos cigotos de fertilizacion andmala puedan ser
transferidos.
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Por todo ello, apuntamos a la necesidad de reali-
zar una correcta primera observacion de la fecunda-
cién para establecer un criterio preliminar de la cali-
dad embrionaria (1). En todos aquellos casos donde
se observe una fecundacién andémala, 1PN o bien 3 6
mds PN, recomendamos la no transferencia para ev i-
tar los cigotos haploides partenogenéticos y aquellos
donde se haya producido una fragmentacién pronu-
clear. S6lo en caso de que no se disponga de embrio-
nes suficientes para seleccionar se podria transferir
los procedentes de 1PN, pues ya en la literatura se
describe nacimientos procedentes de cigotos mono-
pronucleares (15).

En conclusién, de entre los cigotos fecundados
normalmente con presencia de 2PN claramente defi-
nidos y 2CP en el espacio perivitelino, conelaciona
rdn mejor con una buena calidad embrionaria aque-
llos que presenten una zona densa granular oscura en
el centro del cigoto rodeando los PN, y una zona peri-
férica clara, lo que denominamos “halo claro™.
Aquellos cigotos que en la primera observacién no
presenten esta apariencia, tendrdn una mayor proba-
bilidad de sufrir un bloqueo de la division en el dia
+2. Tendrdn una mayor probabilidad de desarrollar
embriones de buena calidad si ademds observamos
que los dos pronucleos son equivalentes en tamafio y
que sus nucleolos muestran una organizacién polari-
zada, lo que clasificamos como nucleolos “alineados”
o “semialineados”.
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