Universidad vl RMA)

Europea MADRID Global

TRABAJO DE FIN DE MASTER
en

Biologia y Tecnologia Aplicada a la

Reproduccion Humana Asistida

FECUNDACION ANOMALA EN REPRODUCCION ASISTIDA:
NUEVAS APROXIMACIONES CLINICAS

Autor: Alicia Galtier Zapata

Tutor: Raquel Herrer Saura

Alcobendas, Septiembre 2025



INDICE

TRESUMEN ettt e e e e e e et ettt e e e e eeetteasaaae e e e eeeeeeannaas 1
2.-ABREVIATURAS . ...ttt ettt et ettt e e e e e ettt ttab e e e e e eetteaaaa e s eeeeeeeeennaannnns 1
3.-INTRODUCCION ...ttt ettt sttt ettt ea ettt ettt sttt ae e enenes 2
T I o= Tot0 oo F-T el o] o NPT PP 2
3.2- Tratamientos de reproduccion asistida (TRA) ...cuviiir i e e e 2
3.3- Fecundacion @animala ........ccceeuueiiiiiiiiiiiiiiiiii e 4
3.4- Fallo de fecundacion (2CP/OPN). ..cu.iu ittt et eaeeaeeneanean e e ens 6
R @] | = I V@ 1 SRS PPPPRRNt 7
5.- MATERIALES Y METODOS .......uviiteeeteeeteeeteeteeeeeeeeveeeseeeseeaeeseeeseeesseessenssenseeseseseenseenns 8
B.- RESULTADOS ... ..ottt ettt e e e e et ettt e e e e e e e ttttaa e e e e e eeettaesaaeeseeeeeeeannnaaannnns 9
6.1- Fallo de fecundaciony embriones 2CP/OPNL........cciiiiiiiiiiiiiiiiinie e ee e e 9
6.2- EMDBioNeS 2CP/TPN ...ciiiiiiiiiiiei ettt ettt et et e e 11
6.3-Embriones 2CP/3PN Yy 2CP/2.1PN ...cuuuiiieeiiiieeeiiiieeee e eeeeeeeeeee e s e e eeeeeeaeee e e s eeeees 13
7= DISCUSION ...ttt ettt ettt ettt s et s et s et s e es et e s aesenseneana 17
8.- CONCLUSIONES. ...ttt ettt e e ettt e e e e e et ttaaaa e e e e e eeeeeeeanaa e es 21
9.- BIBLIOGRAFIA ..ottt ettt ettt ettt ettt 22



ue Universidad IVIRMA

Europea MADRID Clobal

1.-RESUMEN

Los embriones que presentan fecundacion anémala son descartados debido a que se
asocian con alteraciones cromosémicas. A pesar de esto, estudios recientes
demuestran la capacidad de algunos de estos embriones para desarrollarse a
blastocistos de buena calidad con un cariotipo euploide. En este trabajo se presenta una
revision sistematica de la literatura de los ultimos afios sintetizando las tasas de
blastocisto, las tasas de euploidia y los resultados reproductivos obtenidos por
embriones 2CP/OPN, 2CP/1PN, 2CP/3PN y 2CP/2.1PN. Se analizaran las
aproximaciones clinicas disponibles para potenciar el uso de estos embriones gracias a

herramientas como la tecnologia time lapse o el andlisis genético preimplantacional.

2.-ABREVIATURAS

TRA: Tratamientos de reproduccién TL: Time Lapse

asistida

FIV: Fecundacion in vitro PGT: Analisis genético preimplantacional
ICSI: Inyeccion intracitoplasmatica de PGT-A: Analisis genético
espermatozoide preimplantacional para aneuploidias

D1: Dia 1 de desarrollo embrionario EMA: Edad materna avanzada

D5: Dia 5 de desarrollo embrionario RNV: Recién nacido vivo

CP: corpusculo polar TE: Trofoectodermo

PN: Pronucleo MCI: Masa celular interna

ASEBIR: Asociacién Espanola para el
estudio de la Biologia de la
Reproduccién
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3.-INTRODUCCION
3.1- Fecundacion

La fecundacién es un proceso bioldgico, complejo y dinamico mediante el cual un
espermatozoide se fusiona con un ovocito para formar una unica célula diploide llamada
cigoto. Ambos reciben sefiales reciprocas para asi poder completar su competencia
funcional. Por un lado, el ovocito, que se encuentra detenido en la metafase Il de la
meiosis Il, activa al espermatozoide gracias a la quimiotaxis, la reaccion acrosémica y
la fusién de ambas membranas. Y por el otro, el espermatozoide se hiperactiva y va al

encuentro del ovocito, para que se produzca la unién inicial entre ambos gametos. (1)

La reaccién acrosémica es un proceso dependiente de calcio que consiste en la
liberacion de las enzimas contenidas en el acrosoma para facilitar la penetracion del
espermatozoide en la zona pelucida. La reaccién finaliza con la fusién de las membranas
del espermatozoide y el ovocito, en este momento se libera la fosfolipasa C zeta (PLC-
Z) que se unira al reticulo endoplasmatico liso produciendo la liberacién de Ca?* en
forma de ondas que desencadenara la reaccion cortical, que consiste en la extrusion de
granulos corticales para endurecer la zona pelucida y asi evitar la polispermia, y la

activacion ovocitaria. (1)

Tras los eventos descritos, se da la reanudacion de la meiosis Il, donde el ovocito
extruye el 2° corpusculo polar (CP), convirtiéndose en una célula haploide. (1) A partir
de este momento, comienzan una secuencia de acontecimientos en el interior del
ovocito que derivaran en la aparicion dinamica de nuevas estructuras nucleares,

denominadas pronucleos (PN). (2)

La aparicién del pronucleo materno se da cerca de la corteza del ovocito y el pronucleo
paterno suele hacerlo por la zona central del mismo. Ambos migran hacia el centro del
ovocito y tras intercambiar el material genético desaparecen. Es en este momento

cuando comienza el desarrollo embrionario, con la divisién celular por mitosis. (3)

3.2- Tratamientos de reproduccidn asistida (TRA)

En los laboratorios de reproduccién asistida, se buscan estrategias para superar
barreras naturales a la fecundacion ante casos de infertilidad. Las dos técnicas utilizadas

son: la fecundacion in vitro (FIV) convencional, que consiste en la incubacién del ovocito
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con espermatozoides capacitados buscando que estos realicen la penetracion en el
ovocito de forma natural. Y la inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl),
en la cual, gracias a un sistema mas complejo de microinyectores asociados a un
microscopio, se selecciona un unico espermatozoide que es introducido en el interior

del ovocito. (4)

En dia 1 de desarrollo (D1) se evalua la fecundacién y los cigotos resultantes se incuban
en el laboratorio para seguir su desarrollo embrionario hasta que alcancen el estadio de
blastocisto. Esto suele suceder durante el dia 5 (D5), y en ocasiones se puede alargar
hasta el dia 6 o 7 de cultivo. El seguimiento del desarrollo embrionario durante estos
dias es esencial para identificar aquellos embriones de buena calidad que van a poder
ser transferibles y que tienen la posibilidad de derivar en una gestacién tras una

transferencia.

El tiempo en el que se evalua la fecundacion es fundamental, ya que debe realizarse en
una franja horaria donde la gran mayoria de los ovocitos hayan completado todo el
proceso, pero antes de que desaparezcan los PN. Al fin y al cabo, la aparicion y
desaparicion de PN es un proceso dinamico, y fuera del rango 6ptimo de observacion,
la clasificacion de la fecundacion puede hacerse de forma errénea. Por eso es muy
importante que cada laboratorio establezca sus tiempos en funcién de cuando se realiza

el FIV convencional o el ICSI.

El manual de la Asociacion Espafiola para el estudio de la Biologia de la Reproduccién
(ASEBIR) recomienda realizar la evaluacion de la fecundacién entre 16 y 18 horas
después de los procedimientos de ICSI o FIV. (2) Lo que se espera observar en este
intervalo es la existencia de 2CP polares en el espacio perivitelino y 2PN en la zona
central del cigoto. En la actualidad el desarrollo de la tecnologia Time-Lapse (TL), que
mediante la reproduccion acelerada de fotografias a intervalos cortos de tiempo crea un
video del desarrollo de forma continua, permite monitorizar el desarrollo embrionario y
ha proporcionado una mayor flexibilidad a la hora de evaluar la fecundacion, ya que no
es necesario establecer un rango horario para observarla. Por otro lado, esta tecnologia
permite una observacion mas detallada y continua de los eventos que se suceden. (2)
Las clinicas que utilizan esta tecnologia observan la apariciéon alrededor de las 9-10

horas de los PN y su desaparicion a partir de las 20 horas. (2)
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3.3- Fecundacion anomala

La fecundacién, como ya se ha mencionado anteriormente, es un proceso complejo y
dinamico, por lo que en ocasiones estos mecanismos pueden fallar dando lugar a una
fecundacion anomala. ASEBIR recoge en la Tabla 1 las recomendaciones de cultivo en

funcién del numero de pronucleos y corpusculos que se observen.

Tabla 1: Recomendaciones de cultivo en funcién de del numero de corpusculos y prontcleos

Relacion n* PN-CP FIV ICSI
2PN+2CP Continuar
1PN+1CP Descartar
1PN+2CP Si evoluciona, 80% diploidia Descartar (segin texto).

Si evoluciona,
20% diploidia

2PN+1CP Descartar®

> 2PN Descartar

Fuente: Criterios ASEBIR de Valoracion Morfolégica de Oocitos, Embriones Tempranos y Blastocistos Humano

)

La no extrusion del 2° CP y la apariciéon de 2 PN da lugar a la formacion de un cigoto
diginico. A pesar de que aparezcan 2 PN, no se recomienda la transferencia de estos

embriones debido a la ausencia de cromosomas paternos. (2)

En otras ocasiones, se aprecia la extrusion del 2° CP, pero no la apariciéon de PN.
Generalmente se debe a que el ovocito se activa en un primer momento, pero no
continua con los procesos de fecundacion. Sin embargo, cabe la posibilidad de que el
ovocito si haya presentado PN y que hubiesen desaparecido en el momento de la

observacion.

En este trabajo, vamos a definir fecundacién andémala como la aparicién de 2

corpusculos polares y la presencia de 1 o mas de 2 pronucleos.

La aparicion de un unico pronucleo (1PN) presenta una incidencia de entre el 4% vy el
8% en ciclos de FIV convencional. (5) En estos casos, se solia dar por hecho que
estdbamos ante una haploidia, pero en estos ultimos afios hay estudios que han
demostrado la existencia cigotos 1 PN que pueden contener un complemento
cromosomico diploide. Se baraja la posibilidad de que esto se deba a una fusién entre

los pronucleos o la formacién asincrénica de estos. (6) La recomendacion actual sobre
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el modo de actuacion ante un cigoto 1PN, difiere segun el tratamiento de reproduccién
asistida (TRA) utilizado. Si el cigoto llega a estado de blastocisto, el 80% y el 20% de
los embriones obtenidos por FIV convencional e ICSI respectivamente pueden ser
diploides. (Tabla 1) Por lo que el seguimiento de su evolucién dependera del criterio de

cada laboratorio. (2)

Otro de los acontecimientos que podemos observar evaluando la fecundacion es la
aparicion de 3 pronucleos (3PN). Este fendmeno presenta una prevalencia de entre el
5y el 8,1% en ciclos de FIV convencional y entre un 2,5% y un 6% en ciclos de ICSI.
(7) El origen mas probable de los cigotos 3PN que provienen de un ciclo de FIV
convencional es la polispermia. (2) Estos embriones se consideran aneuploides y se
descartan. Gracias a la tecnologia TL se han reportado casos en los que se ha extruido
el 2° CP y se han desarrollado 3PN tras ciclos de ICSI. A pesar de que se desconocen
cuales son exactamente las causas por las que se puede dar este suceso, y que se dan
por embriones triploides, hay casos documentados en los que estos cigotos anormales
se revierten espontaneamente a un estado diploide. Se especula que esto se puede
deber a que contienen una cantidad insuficiente de centriolos en comparacién con los

pronucleos y por ello se autocorrigen. (6)

Por ultimo, también existe la posibilidad de la aparicion de un tercer micronucleo de
tamafno menor comparado con los dominantes (2.1PN). (6) Alrededor de ellos hay
mucha controversia: diversos estudios aseguran la posibilidad de encontrar embriones
euploides en algunos de estos casos, mientras que hay otros en los cuales los
resultados genéticos han encontrado unicamente embriones aneuploides 0 mosaicos.
(8) A pesar de disponer de resultados controvertidos, estos cigotos 2.1PN estan en el

foco de investigaciones en la actualidad.

En los ultimos anos, la edad media a la que se plantea tener hijos en Espafia ha ido
aumentando debido a factores socioecondmicos. Este incremento constituye un factor
limitante a la hora de lograr un recién nacido vivo (RNV), debido a que a partir de los 35
afnos disminuye la reserva ovarica y la calidad de los ovocitos. Esto se debe a un
aumento notable en los errores de segregacion meidtica que conlleva una mayor
prevalencia en aneuploidias. (9) Se ha observado que en mujeres con edad materna
avanzada (EMA) la tasa de embriones que presentan aneuploidias y por lo tanto que no
van a ser transferibles aumenta hasta un 75%. Gracias al uso de pruebas
preimplantacionales (PGT), se puede diagnosticar los embriones euploides aumentando

asi las tasas de embarazo clinico y nacimiento de recién nacido vivo.(10)
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A pesar de que las técnicas de reproduccion asistida cada vez son mas eficaces, la edad
materna en muchas ocasiones sigue suponiendo un reto debido a la baja cantidad y
calidad de los ovocitos. A esto se le suma, el aumento de aneuploidias mencionado
anteriormente. (9) Por ello, la busqueda de estrategias que permitan maximizar el
aprovechamiento de los ovocitos obtenidos es imprescindible para aumentar la

probabilidad de éxito en estas pacientes.

3.4- Fallo de fecundacion (2CP/0PN)

Los ovocitos que no presentan pronucleos (OPN) durante la evaluacion se consideran el
resultado de un fallo de fecundacion. (Kobayashi) Sin embargo, hay autores que han
embrionario, reportando tasa de blastocisto e incluso de nacido vivo, por lo que varios
estudios los han tenido en cuenta como un subgrupo de fecundaciéon anémala. Cabe
destacar que todos ellos utilizaron la observacién puntual en microscopio entre las 18-
21 horas posteriores a la inseminacioén, sin tecnologia TL; existe por tanto la posibilidad
de no haber podido observar bien la aparicién de pronucleos debido a una desaparicion

temprana de estos.
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4.- OBJETIVOS

El objetivo principal de esta revisidn es evaluar la posibilidad de introducir en la practica
clinica el uso de embriones provenientes de cigotos que han presentado una
fecundacion anémala entendiéndose como la presencia de 2CP y 1 o mas de 3PN . En
los ultimos afios, diversos estudios han planteado la posibilidad de que estos embriones,
que tradicionalmente se descartan, se dejen en observacion a blastocisto, ya que

gracias a las técnicas de PGT se han encontrado casos de euploidias entre ellos.

Como objetivo secundario se van a revisar los casos de fallo de fecundacion 2CP/OPN,
porque también se han reportado casos de gestaciones exitosas procedentes de estos

ovocitos.

En este trabajo se revisaran sus distintos resultados y se analizaran distintos factores
como la tasa de blastocisto, la tasa de aneuploidia, la tasa de gestacion o el numero de

recién nacidos vivos de estos embriones.

Todo ello con el objetivo de esclarecer si seria posible implementar un cambio a la hora
de toma de decisiones respecto a estos embriones que pudiera aumentar las
posibilidades de obtener un nifio en casa , sobre todo para aquellos casos con un

prondstico clinico comprometido.
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5.- MATERIALES Y METODOS

En este trabajo se ha realizado una revisién bibliografica con el objetivo de evaluar la
viabilidad de embriones resultantes de una fecundacién anémala. En dicha revisién se
han analizado ensayos clinicos y otros articulos cientificos, la mayoria de ellos
publicados en los ultimos 5 afos. Para ello, se han realizado busquedas avanzadas en

bases de datos cientificas como lo son PubMed, CINAHL, Medline o Google Schoolar.

Se utilizaron términos clave como “abnormal fertilization”, “3PN embryos”, “2.1PN
embryos”, “1PN embryos”, “euploidy rates”, “embryo quality” o “time lapse” todos ellos
combinados por los operadores AND y OR. Entre todos ellos se han incluido estudios
clinicos, metaanalisis, estudios retrospectivos, guias clinicas... Los criterios de inclusion
fueron: estar publicados recientemente, idioma en inglés o espafiol y estudios realizados
en humanos que aporten datos comparativos entre embriones con una fecundacion

normal y andmala.

Los resultados obtenidos por los diferentes estudios que se exponen en este trabajo,
van a ser analizados y comparados entre si, con el fin, de llegar a conclusiones globales
sobre cuales deben de ser las siguientes vias de investigacion. Con ello se pretende
obtener conclusiones sélidas sobre la posibilidad de una aplicacion clinica en pacientes
con un pronostico reproductivo comprometido. En las cuales, por pequefia que sea la
probabilidad de aumentar la tasa de éxito, este pequefio incremento, puede ser

determinante.
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6.- RESULTADOS
6.1- Fallo de fecundacién y embriones 2CP/0PN

Como se ha explicado anteriormente, la evaluacion de la fecundacion en un tiempo
6ptimo es imprescindible para evaluar la formacion de los cigotos. En los ultimos anos,
y gracias a la tecnologia TL, esta evaluacion ha dejado de ser tiempo dependiente, ya
que el sistema de video continuo permite observar y evaluar todos los cambios

morfocinéticos en cualquier momento del desarrollo. (2)

La desaparicion de los pronucleos sucede a partir de las 19 horas posteriores a la
fecundacion,(2) por lo que los laboratorios que no disponen de tecnologia TL, han de
ser especialmente precisos a la hora de establecer el momento para la evaluacion de la
misma.(1) En la evaluacion tradicional, la presencia de 2 CP y OPN se registra como
fallo de fecundacién y se descarta, puesto que se da por hecho que el ovocito se ha
activado pero no se ha dado la fecundacién. Sin embargo, hay casos donde una
desaparicion temprana de PN o una observacion tardia de la fecundacion pueden llevar

a error, y por tanto derivar en la exclusion de embriones que podrian ser viables.(11)

Muchos estudios sin TL consideran los 2CP OPN como un grupo de cigotos con
fecundacion anémala ya que se ha observado cédmo estos pueden desarrollarse hasta
blastocisto; es decir, han estudiado cémo embriones que no presentaban pronucleos en
el momento de la evaluacién de la fecundaciéon, han comenzado la mitosis y han
continuado con el desarrollo embrionario incluso derivando en embriones euploides que

si se transfieren pueden derivar en una gestacion e incluso en un RNV. (Tabla 2)

Tabla 2: Resultados de estudios de embriones 2CP 0PN considerados fecundacién anémala

ARTICULO L N(Prevalencia) TRA T.BLASTOCISTO | T.EUPLOIDIA T.GESTACION N°RNV
Zhu and coll. 705/18.734
0,
T No | 1o e FIV 29,60%
Chen and coll.| =~ |46.804/380.250| L./ ~ci |13 ggop * 50,70% 87
2022 (4) (12,31%) e o
Tong and coll. . . .
7.084/81.588 FIV:47,70%  * FIV:46,20% FIV: 90
I 0 ’
2023 (11) No | g 68%) FIVAICS! 1 cs1: 32,000 * 62,50% ICSI: 46,30% | ICSI: 16
Wang and coll. 50/736
0f * 0,
2025 (12) No | 76 o) ICSI 66,00% 18,18% 2
Destouni and 108/466
cot2018(13) |N° | 123200) ICSI 41,60% 30,61% 30,76% 2

*Diferencia significativa respecto a 2CP/2PN (p<0.05)
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Observando los datos representados en la Tabla 2 podemos destacar que ninguno de
los articulos que valor6 los 2CP/OPN como fecundacion andémala utilizaba la tecnologia
TL. A pesar de que el tamafo muestral varia considerablemente entre los articulos, se
encuentran estudios con un tamafio muestral elevado que han presentado tasas
relevantes que demuestran la posibilidad de desarrollo de los 2CP/OPN. La prevalencia

de la aparicién de dichos embriones oscila entre un 3,76% y un 23,2%.

Respecto a los resultados obtenidos por dichos estudios, la tasa de blastocisto oscild
entre un 14 y un 66%. Chen, Tong y Wang encontraron diferencias significativas entre
el grupo OPN y 2PN (p<0.05), observando tasas de blastocisto mas bajas para los OPN.
(4,11,12) Sin embargo, Zhu y Destouni observaron tasas similares entre ambos grupos.
(5,13)

En cuanto a la evaluacibn de la euploidia mediante un analisis genético
preimplantacional para aneuploidias (PGT-A) a biopsia de trofoectodermo (TE), entre
un 18% y un 62% de los blastocistos analizados fueron euploides. Sin embargo, Wang
afnadio un analisis para las alteraciones estructurales (PGT-SR) observando que el 66%
de embriones OPN eran euploides y no presentaban ninguna alteracion estructural como
una translocacion o reordenamiento cromosémico. (12) Por otro lado, Destouni se centro
en pareja portadoras de enfermedades monogénicas que solicitaron un analisis PGT-M,
por lo que considerd euploides aquellos que son diploides biparentales, que no habia
heredado la variante patogénica y que no presentaba aneuploidias numéricas ni

estructurales, observando un resultado de euploidia del 41,6%. (13)

Respecto a la tasa de gestacidén, ninguno de los estudios encontré diferencias
significativas entre los OPN y el grupo control 2PN, presentando tasas similares de entre
un 31% y un 50% para OPN frente a un intervalo de 39% (4) y 50% (11) en el grupo de
los 2PN. Se observé como resultado final el nacimiento de nifios sanos provenientes de
dichos embriones. No se presentaron diferencias significativas en cuanto a aborto,

malformaciones congénitas ni peso al nacer. (4,5,11)

Pese a que los resultados expuestos parecen prometedores no debemos pasar por alto
que todos los estudios reconocieron como una limitacion el no utilizar tecnologia TL, ya
que no pueden cerciorarse de que alguno de los embriones clasificados cémo OPN no
sea en realidad un 2PN al que no se le han visualizado los pronucleos en el momento
de la evaluacién. Por lo que recomiendan encarecidamente el uso de esta tecnologia

para confirmar la veracidad de estos resultados. (14)

10
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Los embriones que presentan un pronucleo y dos

corpusculos (Figura

1) suelen considerarse

haploides.(15) Sin embargo, varios estudios han

investigado la dotacion cromosomica de estos

embriones demostrando su diploidia y euploidia,

que incluso han derivado en recién nacidos vivos
sanos. (12,15-17)

Esto sugiere otros posibles escenarios en los que

nos podemos encontrar ante la observacién de un

Figura 1: Embrion 2CP/1PN (16)

IVIRMA

Global

Unico pronucleo, como puede ser la formacion anormal de la envoltura nuclear, la

aparicion asincrénica de los pronucleos o la fusion de ambos. (15) En la Tabla 3 se

recogen los resultados de estudios que compararon el potencial clinico de los embriones

1 PN medido en tasa de blastocisto, tasa de euploidia, tasa de gestacion y n° de RNV.

Tabla 3: Resultados de estudios de 2CP 1PN

ARTICULO TL
Wang and
coll 2025 | No (55 /7793:5) ICSI 72% * 11,11% * 1
(12) T
Zhu and coll 412/18.734
Tong and coll
2023 (11) No 2.238/81.588 EIV/ICS| FIV:29,0% * FIV:52,6% FIV: 29
(2,74%) ICSI: 16,0% * ICSI: 42,9% ICSI: 6
Hirata and
38/1.761 FIV:37,5% FIV:25,0% *
coll 2020 ’ 6% ** §
(15) No (2,16%) FIVACS| ICSI: 18,8% 74.6% ICSI: 30,0% * 10
Al Hashimi
and Coll | Si ‘?10 /04';1&1/2)2 ICSI 55,30% 4
2025 (16) R
Uzun and
coll 2020 | Si 146/1280 ICSI 17,10%
(11,41%)
(18)
Capalbo and
coll. 2017 |Si (1;' 2/120?;)2 ICSI 6,5% * 69,20% -+ 1
0
(17) ’

*Diferencia significativa respecto a 2CP/2PN (p<0.05)

**Tasa de Diploidia

11
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En este grupo de estudios si que encontramos presencia de grupos que utilizaron la

tecnologia time lapse para monitorizar el desarrollo embrionario. (16—18)

La prevalencia de los embriones 2CP/1PN en los estudios expuestos se encuentra entre
un 1% y un 11,4%. La tasa de blastocisto oscila entre un 6,5% y un 72%, por lo que los
resultados son muy variables. Cabe destacar que se obtuvieron menores tasas en los
estudios realizados con TL, ya que fueron capaces de clasificar los cigotos de una forma
mas precisa, diferenciando aquellos casos de formacion asincrénica o fusion de
membranas, y clasificandolos como 2 PN en lugar de como 1PN. Dicha distincién fue
mas dificil de llevar a cabo para los grupos que no disponian TL, que pudieron haber

clasificado incorrectamente embriones 2 PN como 1PN. (15)

Algunos de estos estudios realizaron una distincion segun la TRA utilizada para llevar a
cabo la fecundacion. En ellos se observd una mayor tasa de blastocisto en los
embriones 1PN provenientes de un ciclo de FIV convencional (entre un 29% (15) y un
37,5% (11)) comparado con un 16% (15) y un 18,8% (11) observado en los ciclos con

ovocitos microinyectados.

Observamos que algunos de los estudios obtuvieron tasas de blastocisto para 1PN
significativamente menores a las presentadas por el grupo control 2PN. Por ejemplo,
Zhu reportd una tasa de blastocisto para los 2PN de un 32,1%, frente al 17% de los 1PN
(p<0.05)(5). Por otro lado, otros estudios como el de Hirata no reportaron diferencias
significativas entre 1PN y 2PN para ninguno de los grupos estudiados (15), si bien el
numero de embriones en este articulo (38) puede ser una limitacién importante a la hora

de extraer conclusiones validas.

Respecto a la dotacion cromosdémica de estos embriones 1PN, algunos estudios como
el de Hirata o Capalbo estudiaron la diploidia de dichos embriones, es decir detectaron
las alteraciones numeéricas cdmo las monosomias o la ganancia o pérdida parcial de
material genético. (15,17). Hirata no encontrd diferencias significativas en la tasa de
aneuploidia de los 1PN frente a los 2PN, presentando tasas de alrededor del 30% de

aneuploidia para los grupos de FIV e ICSI. (15)

Por otro lado, Wang describié una tasa de euploidia del 11,11% significativamente
inferior al 33,21% que presentd el grupo de 2PN. En este estudio se llevo a cabo un
analisis genético que no solo detectaba las alteraciones en el numero de copias de los
cromosomas de los embriones, sino que gracias a técnicas de técnicas de hibridacion
con microarrays se detectaron también alteraciones estructurales como translocaciones

o reordenamientos en el interior de los cromosomas.(12)
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Las gestaciones clinicas registradas por aquellos embriones que llegaron a
desarrollarse hasta blastocistos de buena calidad y por tanto pudieron ser transferidos
obtuvieron unas tasas de gestacion de entre el 25% (15) al 52,6% (11). Zhu y Tong no
observaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la incidencia de
aborto bioquimico ni de embarazos ectopicos entre los grupos de embriones. Tampoco
se observaron diferencias significativas en cuanto a las malformaciones congénitas ni
en los percentiles de peso al nacer. (5,11) Estos resultados sugieren la prueba
irrefutable de que los embriones 1 PN, si se desarrollan en blastocistos de buena
calidad, se analizan genéticamente y son euploides, pueden lograr derivar en recién
nacidos vivos sanos en casa. Esta seleccion de estudios acumula un total de 56 nifios

nacidos a partir de embriones 1PN. (Tabla 3)

6.3-Embriones 2CP/3PN y 2CP/2.1PN

Una de las grandes preocupaciones sobre el uso de embriones fecundados
anormalmente, es la arraigada creencia de que estos son cromosomicamente
defectuosos. Como se ha descrito en los apartados anteriores, en estos ultimos anos
diversos estudios se han centrado en demostrar la existencia de embriones con
fecundacion anémala pueden llegar a tener una relevancia clinica. Otro de los grupos
en los que se centran dichos estudios es en los 2CP/3PN (16,19,20). Por lo general, la
aparicion de 3 PN se asocia a una dotacion cromosémica triploide. (20) En la Tabla 4
podemos observar los resultados obtenidos por algunos de los estudios que han
estudiado el potencial uso de los embriones 3PN. La prevalencia que se observo en

ellos se encuentra entre un 1% (16) y un 25% (20).

McCallie observé que alrededor de un 44% de los
embriones 3PN (Figura 2) lograban desarrollarse a
blastocisto.(19) En cuanto a la euploidia de este grupo de
embriones observamos una amplia variabilidad en las
tasas que oscilan entre un 8%(19) y un 36%. (Tabla 4)
Este hecho resulta sorprendente, ya que no se ha logrado

explicar con exactitud como un embrién que inicialmente

By, N ¢ g :
« MY e e A CHEOA

cuenta con tres pronucleos es capaz de desarrollarse < :
Figura 2: Embrion 2CP/3PN (16)

formando un blastocisto con una dotaciéon cromosémica
diploide. Cémo se ha mencionado anteriormente se cree que la explicacion podria

deberse a un numero insuficiente de centriolos en comparacion con el numero de PN.
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(6) Estos estudios ademas reportaron la existencia de 4 recién nacidos vivos a partir de
embriones 3PN. (Tabla 4)

Existe un grupo de embriones que inicialmente se clasifico
junto con los 3 PN pero que debido a relevantes
diferencias entre los resultados se ha considerado el
analizarlos como un grupo aparte. Se trata de los
embriones micro 3PN o 2.1PN (Figura 3), que se
caracterizan por la aparicion de un tercer nucleo de

tamafio menor a los dos pronucleos dominantes. (20)

Dichos embriones se agruparon inicialmente cémo un

Figura 3: Embrion 2CP/2.1PN (16)

subgrupo de 3PN, ya que se creia que iban a presentar

una triploidia y que no iban a ser aptos para una transferencia. (6) Pero una vez que los
estudios comenzaron a considerarlos como un grupo independiente, la primera gran
diferencia que se encontré fue que la tasa de triploidia que se observaba en ambos

grupos eran significativamente muy distintas. (6)

Girardi estudié la distribucién global de configuraciones de ploidia en cigotos con
diferente numero de pronucleos, observando un que un 34,8% de los embriones 2.1PN
que estudio fueron triploides. Los 3PN presentaron el doble de embriones triploides con
un 74,1%. (20) Hay estudios cémo el de Canon que no reportaron ningun embrién

2.1PN triploide, alentando a cultivar dichos embriones hasta estadio de blastocisto.(6)

El mecanismo de formacién de estos embriones todavia no esta claro; se especulan
diferentes hipétesis como la fragmentacién de un nucleo, la citocinesis fallida o la
fecundacion tardia.(6) La monitorizacion de la formacion de estos cigotos mediante la
tecnologia TL sugirié que un 80% de los micro pronucleos derivaron del PN femenino.
(21)
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Tabla 4: Resultados de estudios de 2CP 2.1PN y 2CP 3PN

. T. "
o
ARTICULO | TL N TRA BLASTOCISTO T.EUPLOIDIA | T.GESTACION | N° RNV
Capalbo 20/2802
and coll |Sj 0.71% ICSI 51,9% * 85,70%
2017(17) (0,71%)
Takahashi 39/7520
and coll|S;j 0.43% ICSI 43,80% 0%
2022(8) (0,43%)
Canon
and coll|No (152{5?161 ICSI 23,00% 27,50%
2023(6) i
Wang and
2. 1PN coll Si (187513{’/1;307 FIV/ICSI |25,73% * 50%
. 2024(22) 7
Hattori
and coll|Si ?1074/81‘55)39 FIV/ICSI |40,0% * 95,8%** 30.8% *
2024(21) o7
Al
Hashimi 24/4822
i 0,
and Coll| S (0.5%) ICSI 33,30%
2025(16)
McCallie 93/908
and coll. | No ICSI 66,2%**
(11%)
2025 (20)
Uzun and
M colt.  |s! (750210/280 csl  |42,80% 43%
2020(18) 7
McCallie 172/680
and coll. | No ICSI 43,00% 8% 62,50%
(25,3%)
2025 (19)
Girardi
54/208
1 0/fy **
3PN and coll. |Si (25,96%) ICSI 25,9%
2024(20)
Al
Hashimi . 65/4822
0,
and Coll|° (1,35%) | 'Y 36%
2025(16)

IVIRMA

Global

*Diferencia significativa p>0.05

**Tasa de Diploidia

Como se puede observar en la Tabla 4, los embriones 2.1PN presentan una tasa de
blastocisto de entre el 23% (6) y el 52% (17); las tasas de euploidia son superiores a las
estudiadas en el resto de grupos; hubo estudios que reportaron que entre el 85% (17)y
el 95% (21) de los embriones 2.1PN eran diploides. Por otro lado, las tasas de euploidia
oscilan entre 27% (6) y el 66% (20).
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La prevalencia de los 2.1PN es muy baja, rondando en la mayoria de los estudios el 1%.
(6) Debido a esto, el tamafo muestral de dicho grupo se ve bastante limitado, por lo que
es normal encontrar discrepancias entre los resultados de los distintos estudios. Un
ejemplo de ello lo observamos en el estudio de Takahashi que de los 32 embriones

2.1PN que analizé ninguno resulté ser euploide. (8)

A pesar de las discrepancias, la evidencia concluyente de que estos embriones son
capaces de desarrollarse a blastocistos sanos transferibles es la existencia de RNV a
partir de estos. De la combinacion de resultados de los articulos mencionados, se han

reportado 7 nifios sanos. (Tabla 4)

Wang analizé 171 embriones 2.1PN para evaluar su potencial de desarrollo y la posible
influencia de la edad materna avanzada (EMA). Observé en primer lugar un mayor
numero de embriones 2.1PN en el grupo de mujeres mayores de 38 afios alcanzado
una incidencia de un 21,48% frente a un 8,32%. (22)

El aumento de esta prevalencia podria deberse al envejecimiento ovocitario, relacionado
con un aumento de defectos meidtico, desalineacion cromosémica y alteraciones en la
organizacién del huso mitético asociado a la edad materna. Todo ello aumenta el riesgo
de que se de un error a la hora de la fecundacién y como resultado se obtenga un cigoto
con fecundacién anémala. Sin embargo, no todos los articulos publicados muestran la
misma tendencia. Wang y cols compararon los resultados de los embriones 2.1PN y
2PN de las mujeres mayores de 38, encontrando tasas de formacion de blastocisto del
34,38% y 38,18% respectivamente (NS, p<0.05). Ademas, las tasas de euploidia de

ambos grupos se encontraron en torno al 50%. (22)

No se encontraron diferencias significativas, por lo que se llegé a la conclusion de que
estos embriones 2.1PN que se desarrollan son similares a los 2PN, lo cual puede
suponer un aumento de oportunidades para aquellas mujeres con EMA que presentan

pocos ovocitos y de baja calidad.
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7.- DISCUSION

Con la exposicion de los trabajos anteriormente descritos se pretende determinar si los
embriones que hemos clasificado como fallo de fecundacion (2CP/OPN) y fecundacion
anomala (2CP/1PN, 2CP/3PN y 2CP/2.1PN), pueden presentar un potencial de
desarrollo y una calidad suficiente para considerarse candidatos para su uso en
tratamientos de reproduccién asistida. En la actualidad, estos embriones se suelen
descartar por norma general, debido a que se les suele asociar con errores en la
fecundacion y por tanto se considera que presentan alteraciones cromosémicas y
pueden derivar en fallos de implantacién, abortos o RNV con alguna enfermedad

genética. (21)

Los resultados expuestos han sido recogidos de la literatura que hay disponible sobre
el potencial clinico de estos embriones en los ultimos afos. Todos ellos se han centrado
en evaluar pardametros clave cémo la tasa de blastocisto, la tasa de euploidia, la tasa de
gestacion y el numero de recién nacidos vivos que se han obtenido a partir de dichos
embriones. En general, cada estudio establecio los grupos estudiados y los sesgos que
considerd oportunos. Los protocolos de laboratorio fueron similares entre todos los
grupos. La diferencia mas caracteristica entre ellos fue el uso/no uso de la tecnologia
TL para la monitorizacién continua del desarrollo embrionario, asi como la utilizaciéon/no

utilizacion de técnicas de analisis genético preimplantacional.

A rasgos generales, la interpretacion de los datos expuestos sugiere que, a pesar de
tener una baja prevalencia y un potencial de desarrollo menor que los embriones 2CP
2PN, los embriones que consiguen desarrollarse hasta estadio de blastocisto presentan
una calidad suficiente para poder optimizar el niumero de embriones disponibles a la
hora de la transferencia, siempre y cuando se realice PGT-A para ver la dotacién
cromosomica. Por ello se plantea un cambio a la hora de tomar decisiones clinicas y
establecer protocolos sélidos para abrir lineas de investigacion que estén mejor
planteadas y orientadas a individualizar el manejo de los embriones con estas

caracteristicas.

En lo que respecta al grupo 2CP/0PN, si bien ha existido cierta controversia en cuanto
a incluir estos cigotos como fecundacién anémala, la aparicion de las técnicas TL ha
demostrado que en realidad se trata de un fallo de fecundacién. El grupo de Kobayashi
compar6 dos métodos de observacion de la fecundacion y desarrollo embrionario

posterior: el tradicional al microscopio, entre las 18-21h post-inseminacion, y el que se
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monitoriza con TL. La incidencia de division embrionaria fue de un 8,3% en el primer
grupo, mientras que ningun ovocito 2CP/OPN se dividié en células de entre los 514

clasificados asi por TL. (14)

Por lo tanto, cabe pensar que el hecho de que haya cigotos 2CP/OPN que llegan a
blastocisto, e incluso dan lugar a gestaciones y a nacidos vivos, puede corresponder a
que en realidad se trata de cigotos con 1, 2 6 3 PN, y que en el tiempo de mirar la

fecundacion hubiesen desaparecido ya.

Entre el resto grupos analizados (1PN, 2.1PN y 3PN) se encuentran estudios que han
utilizado la tecnologia TL para monitorizar el desarrollo a blastocisto, por lo que si se
puede afirmar la existencia de embriones 1PN, 2.1PN y 3PN que han acabado

desarrollandose en blastocistos viables para conseguir un nifio en casa.

Ala hora de elegir un embridn para una transferencia, se selecciona aquel que presenta
un mejor pronostico de implantacion. Para ello se observa el desarrollo del embrion tras
la fecundacion, se sigue las divisiones celulares que se suceden y se evalua la calidad
del blastocisto formado segun el aspecto del TE y la masa celular interna (MCI). (2)
Algunos de los estudios que evaluaron la tasa de formacion de blastocisto de los
embriones procedentes de fecundaciones andmalas, clasificaron también la calidad de
los embriones formados, confirmando la existencia de embriones de buena
calidad.(5,11,12,15)

No obstante, la evaluacién de la morfologia del blastocisto y su desarrollo es un
marcador pronostico utilizado de forma rutinaria en la toma de decisiones en los
laboratorios de reproduccion asistida, pero no es determinante. La integridad del
material genético en estos casos tan especiales de fecundacién es imprescindible para
el éxito de un tratamiento de reproducciéon asistida, puesto que la alteracién de este
puede resultar en fallos de implantacion, abortos e incluso en nacimientos de nifios con

alteraciones cromosomicas. (10)

La creencia de que los embriones 1PN son haploides (6) y los 2.1PN y 3PN son triploides
(20) queda en entredicho por los resultados presentados por estudios que realizaron
analisis genético preimplantacional a dichos embriones; si bien es cierto que hay mayor
tasa de haploides en los cigotos 1PN, y mayor proporcion de triploides en los 2.1 y 3PN
, en ambos grupos la tasa de euploidia es lo suficientemente relevante como para tener
en cuenta la existencia de una proporcién considerable de embriones que en primera
instancia hubieran sido descartados y que gracias al PGT podrian ser incluidos como

una opcion viable para transferir.(20)
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Imagen 1: Distribucion global de las configuraciones de ploidia en cigotos fecundados de forma anémala con

diferentes estados pronucleares (20)

Gracias a estas herramientas, se han podido transferir embriones fecundados
anormalmente pudiendo observar sus resultados clinicos para evaluar su potencial.
Como consecuencia, ya hay varios trabajos que reportan tanto gestaciones clinicas tras
la transferencia de los embriones estudiados, (5,11,15,19,21) como el nacimiento de
ninos sanos sin diferencias significativas en cuanto a abortos, malformaciones

congénitas o percentiles de peso cuando se comparan con cigotos 2CP/2PN. (4,5,11)

A pesar de que los estudios expuestos demuestran potencial clinico de los embriones
2CP/1PN, 2CP/2.1PN y 2CP/3PN, también presentan limitaciones que no pueden ser
despreciadas. En primer lugar, la baja prevalencia de estos grupos limita el tamano
muestral, por lo que es dificil establecer comparaciones con el grupo control de
embriones 2CP/2PN, pudiendo aumentar la variabilidad de resultados. Por otro lado,
hay una gran heterogeneidad entre los tamafios muestrales de cada estudio, por lo que
complica el realizar una comparacion entre los datos obtenidos de cada uno, dificultando

asi la posibilidad de sacar conclusiones generalizadas.

En segundo lugar, los datos expuestos sobre tasas de euploidia se calcularon teniendo
en cuenta el numero de embriones que llegaron a formar el blastocisto, por lo que no se
tuvieron en cuenta los embriones que se detuvieron durante el desarrollo
embrionario.(6,12,16,19,22) Algunos de los estudios, como los de de Hattori, Girardi,
Capalbo y Hirata unicamente se centraron en la diploidia, por lo que se pueden pasar
por alto otras alteraciones cromosémicas equilibradas. (15,17,20,21) Algunos autores
coémo Girardi recomiendan la incorporacion de estrategias moleculares mas sensibles

en la deteccion de alteraciones genéticas. (20)
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De la misma forma, las tasas de gestacion se calcularon en base a los embriones que
fueron transferibles, y no el numero de embriones inicial. (5,11,15,19,21) Por lo que es
posible que los datos obtenidos no reflejen el verdadero potencial de los embriones con
fecundacion anémala, ya que este puede estar sobreestimado. Por ello, estos resultados

tienen que ser tratados con prudencia.

Centrandonos en los datos sobre transferencias realizadas con embriones que han
presentado una fecundacion anémala, observamos que estos se ven limitados debido a
que se prioriza la transferencia de un embrion 2CP/2PN frente a un 2CP/1PN,
2CP/1.2PN o 2CP/3PN. Por lo tanto, el numero de transferencias realizadas fue muy
escaso Yy no se puede evaluar el verdadero potencial por el hecho de encontrarnos ante
un tamafo muestral muy reducido. Otro aspecto relevante es que la gran mayoria de
los estudios expuestos son de disefio retrospectivo y unicéntrico, por lo que los

resultados no se pueden generalizar.

Capalbo afirma que la evaluacién de dichos embriones no afiade un coste adicional
significativo en cuanto a carga de trabajo y gastos en comparacion a la ganancia
potencial de embriones que se podria obtener.(17) Destouni en su estudio calculé que
un 31% de los ciclos que llevd a cabo habrian sido cancelados por falta de embriones
transferibles. Gracias a los embriones con fecundacion anémala el numero de ciclos que

alcanz¢ la transferencia embrionaria aumentoé un 81%.(13)

A pesar de que los estudios presentan dichas limitaciones también aportan evidencias
claras de la posibilidad de utilizar embriones con fecundacién anémala que pueden
derivar en RNV sanos. Este aumento de embriones transferibles seria muy beneficioso
para los ciclos de FIV, especialmente en los grupos de mujeres de EMA y bajas
respondedoras, que por norma general disponen de un menor numero de embriones de

calidad en sus ciclos.
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8.- CONCLUSIONES

1- La observacion tradicional de la fecundacion descarta de forma sistematica todos los
ovocitos con fecundacion andémala. Sin embargo, y gracias a los avances en el
screening genético de aneuploidias embrionarias, se han reportado casos de

blastocistos euploides de buena calidad que han derivado en gestaciones y RNV.
En funcion del tipo de fecundaciéon andmala, se llegan a las siguientes conclusiones:

2- Embriones 2CP/OPN: la aparicion de los incubadores TL ha puesto de manifiesto
que las gestaciones derivadas de estos embriones no corresponden a una fecundacion
andémala, sino que el tiempo de observacion no ha sido el adecuado, generalmente

debido a una desaparicion temprana de los PN.

3- Se puede concluir por tanto que los ovocitos 2CP/OPN corresponden a un fallo de

fecundacion en los sistemas TL

4- Embriones 2CP/1PN, 2CP/2.1PN y 2CP/3PN: si bien los resultados generales
muestran un menor porcentaje de tasa de blastocisto, tasa de euploidia, y RNV que los
cigotos fecundados normalmente, los datos obtenidos pueden suponer un incremento
en el numero de embriones transferibles, y por tanto una mejora en la probabilidad de

nifo en casa.

5- Se necesitan mas estudios multicéntricos con protocolos estandarizados para poder
aumentar el conocimiento sobre este tipo de fecundaciones anémalas, y establecer

directrices generales acerca de su utilizacion en los ciclos de RA.

6- Por todo lo expuesto anteriormente se propone el cultivo de los embriones 1PN,
21PN y 3PN bajo tecnologia TL combinada con el analisis genético preimplantacional,
ya que puede aumentar el numero de embriones euploides transferibles, mejorando por

tanto la probabilidad de un niflo sano en casa.
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