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Portada: oòcit madur d’hàmster després del tractament amb tripsina per eliminar la zona pel·lúcida, de manera que queden 

lliures el 1CP i la corresponent MII [microscopi invertit amb òptica de Hoffman 200x]  

Contraportada i entrada de l’índex i dels capítols: diversos 1CP d’hàmster. [microscopi invertit amb òptica 

de Hoffman 200x]  

 

En el capítol 2 no hi ha figures. 
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ADN o DNA: àcid desoxiribonucleic 
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CCO: complex cúmul oòfor 

CEP: sonda per a centròmer 

CGH: hibridació genòmica comparada 
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G2: període comprès entre el final de la replicació de l’ADN i 

la següent divisió 
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MIV: cultiu in vitro per madurar espontàniament 
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n: nombre de cromosomes 

N: nombre de cromàtides 

O i P 

OMS: Organització Mundial de la Salut 

PCR: reacció en cadena de la polimerasa 

PEP: primer extension preamplification 

PGDIS: Preimplantation Genetic Diagnosis International 

Society 

PN: pronucli  

PZD: mètode de biòpsia mecànic 

PVP: poli vinil pirrolidona  
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RHA: reproducció humana assistida 

rob: translocació robertsoniana 
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S: fase de replicació de l’ADN 

SEF: Sociedad Española de Fertilidad 

SKY: spectral karyotip analysis  

SUZI: inseminació a l’espai perivitel·lí o subzonal 

insemination 

SPCC: cromosomes d’espermatozoide condensats 

prematurament 

T 

t: translocació 

Tel q: sonda per a telòmer del braç q 

TRA: tècniques de reproducció assistida 

V, W i Z 

VG: vesícula germinal o profase I 

WCP: sonda de pintat cromosòmic o cromosoma sencer 

WHO: World Health Organization 

ZP: zona pel·lúcida 
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3  Introducció 
 

 

1.1 Bases biològiques de la reproducció humana 
 
Des del punt de vista cel·lular, la reproducció humana té lloc mitjançant la unió dels gàmetes o cèl·lules 

sexuals. El gàmeta masculina és l’espermatozoide i el gàmeta femení, habitualment anomenat òvul, és 

l’oòcit madur (Nilsson 1990). 

 

L’organisme masculí, des de l’inici de la seva maduresa sexual, produeix constantment espermatozoides 

amb capacitat fecundant [figura I-1]. En situacions normals (WHO 1999) en cada ejaculació hi ha dos 

mil·lilitres o més de líquid seminal que conté 20 milions o més d’espermatozoides per mil·lilitre. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figura I-1. Espermatozoides d’humà, mostra d’ejaculat en fresc. [microscopi invertit amb òptica de Hoffman 200x] 

 

En canvi, l’organisme femení sexualment madur, produeix mensualment només un oòcit amb capacitat 

fecundant. A partir de la pubertat i durant tota l’etapa fèrtil de la dona (entre els 11 i 50 anys 

aproximadament), l’ovulació es repeteix fins a unes 400 vegades. De forma general, cada mes, un dels 

dos ovaris produeix l’oòcit madur. La maduració d’aquest és el resultat de la continuació de la meiosi 

d’un o més oòcits immadurs aturats en estadi de dictiotè de la profase I, des d’abans del naixement. El 

nucli present a l’oòcit immadur s’anomena vesícula germinal (VG). L’oòcit madur, en estadi de metafase 

II (MII), s’identifica morfològicament perquè ha desaparegut la VG i s’ha extrusionat el primer corpuscle 

polar (1CP) [figura I-2]. 
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Figura I-2. Oòcit immadur amb vesícula germinal (dictiotè de profase I) i oòcit madur (metafase II). [microscopi invertit amb òptica 

de Hoffman 200x] 

 

Els oòcits es troben dins dels fol·licles dels ovaris. En el moment de l’ovulació, quan es trenca la paret 

del fol·licle, surt amb força el líquid fol·licular, juntament amb l’oòcit madur envoltat per una gran 

quantitat de cèl·lules que el protegeixen i el nodreixen, anomenades cèl·lules del cúmul. Les cèl·lules del 

cúmul i l’oòcit madur formen el complex cúmul oòfor (CCO) [figura I-3]. 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Figura I-3. Complex cúmul oòfor (CCO) humà. [microscopi invertit amb òptica de Hoffman 200x] 

 

Prop dels ovaris es troben les trompes de Fal·lopi quan el CCO és expulsat del fol·licle va a parar a 

l’embut de la trompa en la qual resta en repòs a la porció exterior i més ampla. La fecundació de l’oòcit 

madur per un espermatozoide té lloc a la trompa de Fal·lopi. Pot ser que en el moment de l’expulsió ja hi 

hagi espermatozoides, o bé que hi puguin arribar més tard. L’oòcit madur ja expulsat perd la seva 

fecunditat al cap d’unes vint-i-quatre hores [figura I-4]. 
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Figura I-4. Esquema de l’aparell reproductor femení [adaptat de Nilsson 1990 i www.educa.aragob.com] 
 

Durant el coit, els espermatozoides són ejaculats contra l’obertura de la cèrvix uterina fins al fons de la 

vagina. La probabilitat de concebre és major si el coit coincideix amb l’ovulació perquè, a més de tenir la 

presència imprescindible de l’òvul, el moc cervical i l’úter estan especialment preparats per facilitar el 

moviment de l’espermatozoide cap a l’oòcit. Es calcula que aproximadament 100 espermatozoides 

aconsegueixen arribar a l’oòcit després dels múltiples obstacles que es van trobant pel camí. Els 

espermatozoides, un cop arriben a l’oòcit, amb l’ajut dels enzims de l’acrosoma van disgregant les capes 
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cel·lulars que envolten l’oòcit fins que queda pràcticament nu. Quan un espermatozoide penetra dins 

l’oòcit, la composició química de la seva paret canvia i es forma la coberta de fecundació. Així s’evita 

l’entrada d’altres espermatozoides malgrat que encara segueixin adherits a la paret intentant penetrar-lo. 

El cap de l’espermatozoide conté el material genètic masculí molt condensat empaquetat per les 

protamines. 

 

La fecundació té lloc quan un espermatozoide ha aconseguit penetrar dins l’oòcit. Com a resultat, es 

produeix la descondensació del material genètic de l’espermatozoide i la formació del pronucli masculí. 

A la vegada, l’oòcit, aturat en MII surt del bloqueig i continua la meiosi. Acaba així la segona divisió 

meiòtica, que morfològicament es visualitza amb la extrusió del segon corpuscle polar (2CP). També té 

lloc la formació del pronucli femení constituït pel material genètic del propi oòcit, el qual es forma un cop 

extrusionat el segon corpuscle polar. Un oòcit fecundat, aproximadament al cap de vint hores de la 

penetració, presenta els dos pronuclis, un de corresponent a la dotació haploide de l’espermatozoide i 

l’altre que correspon a la dotació haploide de l’oòcit. Aquest estadi rep el nom de zigot [figures I-4 i I-5]. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I-5. (a): CCO i espermatozoides humans. El resultat de la fecundació és el zigot. [microscopi invertit amb òptica de Hoffman 

200x] (b): espermatozoide humà unit la zona pel·lúcida de l’oòcit. [Nilsson 1990] [microscopi electrònic] 
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Si l’oòcit no és fecundat, degenera gradualment i es dirigeix a la vagina a través de la trompa i de l’úter. 

Aproximadament catorze dies després de l’ovulació es produeix la menstruació, que correspon al 

despreniment de l’endometri uterí engruixit, preparat per rebre l’embrió en cas que s’hagués produït la 

fecundació. 

 

Els cromosomes del pronucli masculí i els cromosomes del pronucli femení s’uneixen en un únic nucli, 

després de la primera metafase mitòtica del zigot. Com a resultat de la primera divisió mitòtica, al cap 

d’unes vint-i-quatre hores de la fecundació, el zigot haurà donat lloc a un embrió de dues cèl·lules 

anomenades blastòmers, cada una conté informació gènica que prové del pare i de la mare [figura I-6]. 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figura I-6. Embrió preimplantacional humà amb dues cèl·lules o blastòmers. [microscopi invertit amb òptica de Hoffman 200x] 

 

L’embrió humà en els successius estadis abans que tingui lloc la implantació s’anomena embrió 

preimplantacional o preembrió. 

 

El cicle cel·lular alterna la divisió cel·lular, mitosi o fase M (profase, metafase, anafase, telofase i 

citocinesi) i el període entre dues divisions cel·lulars, la interfase. Aquesta a la vegada consta de tres 

fases: G1 (període comprès entre el final de l’última divisió cel·lular i l’inici de la replicació de l’ADN), S 

(replicació de l’ADN) i G2 (període comprès entre el final de la replicació de l’ADN i la divisió següent) 

[figura I-7]. 
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Figura I-7. Esquema de les quatre fases del cicle cel·lular: M, G1, S i G2. [adaptat d’Alberts i col·l. 2002] 
 

Els cicles cel·lulars dels embrions primerencs són molt breus, la mitosi (fase M) ve seguida 

immediatament de la fase de replicació de l’ADN (fase S). Les fases G1 i G2 són imperceptibles [figura I-

8]. 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Figura I-8. Esquema comparatiu de les fases i durada d’aquestes en cicles cel·lulars normal i embrionari. [adaptat d’Alberts i col·l. 

2002] 

 

Del segon al sisè dia aproximadament, l’embrió passa de l’estadi de dues o quatre cèl·lules a l’estadi de 

blastocist de 120–150 cèl·lules ja diferenciades. El blastocist és la blàstula embrionària dels mamífers 

formada per una massa cel·lular interna, que donarà lloc a l’embrió postimplantacional, i per una capa 

externa de cèl·lules del trofectoderma, que donarà lloc a la placenta [figures I-4 i I-9]. 
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Figura I-9. (a): blastocist expandit humà (aproximadament al sisè dia de cultiu in vitro). (b): blastocist humà sortint de la zona 

pel·lúcida (aproximadament al setè dia de cultiu in vitro). [microscopi invertit amb òptica de Hoffman 200x] 

 

Les successives divisions cel·lulars continuen al mateix temps que l’embrió es va desplaçant per la 

trompa de Fal·lopi en direcció a l’úter, desplaçament facilitat pels cilis de la trompa i les seves 

contraccions musculars periòdiques [figura I-4]. Quan arriba a l’úter es troba en fase de blastocist i 

aproximadament el setè dia després de la fecundació es produeix la implantació quan el blastocist, ja 

expandit, es lliura de la paret que l’envolta, pren contacte amb l’endometri i queda habitualment 

implantat en el fons de la cavitat uterina. 

 

Uns quants dies després, el blastocist es troba fermament adherit a l’endometri. Aleshores comença un 

intens intercanvi químic entre aquest i el cos de la mare. El blastocist és capaç de debilitar el sistema 

immune de la mare a l’úter, perquè si no l’embrió, com que porta antigens nous i propis, seria detectat 

com un intrús i rebutjat. 

 

Les cèl·lules del trofectoderma produeixen l’hormona gonadotrofina coriònica humana (human chorionic 

gonadotrophin, hCG) la qual aturarà les ovulacions de l’ovari durant l’embaràs i evitarà que l’endometri 

engruixit es desprengui amb la menstruació i expulsi l’embrió. Aquesta hormona es pot detectar en la 

sang materna al cap de pocs dies. L’embrió postimplantacional anirà desenvolupant-se fins a tenir forma 

de fetus humà. Finalment, aproximadament al cap de quaranta setmanes arribarà el moment del part 

(Nilsson 1990). 
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1.2 Citogenètica de la reproducció humana 
 

L’ésser humà és un organisme diploide que presenta 46 cromosomes organitzats en 23 parelles. La 

reproducció sexual humana implica una alternança cíclica d’estats diploides (2n) i haploides (n) [figura I-

10]. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I-10. Alternança de cicles haploides i diploides en la reproducció sexual. [adaptat d’Alberts i col·l. 2002] 

 

A la línia germinal, ubicada a les gònades, té lloc la gametogènesi o formació dels gàmetes a partir de 

les cèl·lules germinals primordials (CPG). 

 

En humans, al voltant dels vint dies de desenvolupament embrionari es comencen a formar les CPG en 

el sac vitel·lí. A la sisena setmana aquestes migren cap a les crestes genitals i seguidament envaeixen 

els plecs genitals de les gònades primordials, indiferenciades. La diferenciació sexual té lloc entre la 

setena i la desena setmana de gestació, implica la diferenciació de les gònades (testicles en el mascle i 

ovaris en la femella) i de les CGP (espermatogònies en el mascle i oogònies en la femella) (Alberts i 

col·l. 1987). 
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La gametogènesi masculina o espermatogènesi dóna lloc a la formació dels gàmetes masculins 

(espermatozoides) i la gametogènesi femenina o oogènesi dóna lloc a la formació dels gàmetes 

femenins (oòcits madurs). La gametogènesi presenta diferències ben marcades entre l’organisme 

masculí i el femení, i inclou processos de divisió mitòtica i de divisió meiòtica que tenen lloc a les 

gònades: els testicles en els homes i els ovaris en les dones. 

 

Les CPG són cèl·lules diploides (2n) i donaran lloc a gàmetes haploides (amb 23 cromosomes). 

L’espermatozoide i l’oòcit en fusionar-se en el moment de la fecundació formen el zigot, una cèl·lula 

diploide (amb 46 cromosomes). Aquest, en dividir-se per mitosi, formarà un embrió de dues cèl·lules o 

blastòmers amb dotació cromosòmica també diploide. I per divisions mitòtiques successives es formarà 

finalment l’individu (2n). 
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1.2.1 Espermatogènesi 
 

Tota l’espermatogènesi té lloc en el revestiment epitelial intern dels túbuls seminífers que constitueixen 

els testicles [figura I-11]. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I-11. (a): escrot de l’aparell reproductor masculí [adaptat de http://biologia.fciencias.unam.mx]. (b): esquema de la secció 

transversal d’un túbul seminífer de testicle de mamífer. (c): ampliació del revestiment epitelial intern d’un túbul seminífer [adaptat 

d’Alberts i col·l. 2002] 

 

Durant els primers estadis del desenvolupament embrionari, les CGPs es diferencien en 

espermatogònies (2n; 46 cromosomes) i proliferen per divisions mitòtiques. Es produeix un bloqueig 

mitòtic a la setmana setze–divuit de gestació. En arribar a la maduresa sexual, les espermatogònies es 

segueixen multiplicant activament i durant aquesta fase algunes espermatogònies augmenten de mida i 

es transformen en els espermatòcits primaris o espermatòcits I (2n, 46 cromosomes duplicats, 92 

cromàtides). Cada espermatòcit I mitjançant una primera divisió meiòtica dóna lloc a dos espermatòcits 

secundaris o espermatòcits II amb 23 cromosomes duplicats (46 cromàtides). Cada espermatòcit II, 
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mitjançant una segona divisió meiòtica, origina dues espermàtides haploides amb 23 cromosomes (N 

23). Posteriorment, en l’etapa anomenada espermiogènesi, les espermàtides es transformen en 

espermatozoides mitjançant un procés de diferenciació cel·lular. La divisió meiòtica masculina és una 

divisió reductiva en la qual es produeixen quatre espermàtides haploides a partir d’un espermatòcit I 

diploide [figura I-12]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I-12. Esquema de les diverses etapes de l’espermatogènesi. [adaptat d’Alberts i col·l. 2002] 

 

 

Durant la interfase anterior a l’espermatòcit I s’ha produït la duplicació de la cromatina (fase S del cicle 
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cromosomes duplicats, 92 cromàtides). Aleshores, s’inicia la primera divisió meiòtica, que consisteix en 

una successió de les fases següents: profase I, metafase I, anafase I i telofase I, seguides d’una 

citocinesi que dóna lloc a dos espermatòcits II (23 cromosomes duplicats, 46 cromàtides). A continuació, 

sense que hi hagi replicació de cromatina, es produeix la segona divisió meiòtica, que consta de profase 

II, metafase II, anafase II i telofase II, seguida també d’una citocinesi [figura I-13]. 
 

 

Figura I-13. Esquema de les diverses etapes de la divisió meiòtica. [adaptat d’Alberts i col·l. 2002] 
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La profase I està dividida en cinc etapes seqüencials: leptotè, zigotè, paquitè, diplotè i diacinesi, 

definides per canvis morfològics visibles en els cromosomes [figura I-14]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Figura I-14. Esquema del curs temporal de la sinapsi i desinapsi cromosòmica durant la profase meiòtica I. [adaptat d'Alberts i 

col·l. 2002] 

 

Durant l’etapa de leptotè, cada cromosoma homòleg replicat, format per dues cromàtides germanes 

íntimament unides, es condensa formant una llarga i fina fibra amb un eix central proteic. Cada 

cromosoma està unit pels seus extrems a l’embolcall nuclear mitjançant una estructura proteica 

especialitzada anomenada placa d’unió. Es considera que l’etapa de zigotè comença amb l’inici de la 

sinapsi o aparellament entre cromosomes homòlegs. La sinapsi pot començar quan ambdós extrems 

homòlegs dels dos cromosomes s’ajunten al nivell de l’embolcall nuclear, i avança, com si fos una 

cremallera, encara que també pot començar en regions internes dels cromosomes i avançar cap als 

seus extrems. Es creu que amb aquesta alineació, cada gen queda juxtaposat al mateix gen del 

cromosoma homòleg. Quan els cromosomes homòlegs s’aparellen, els eixos proteics respectius, 

s'ajunten per constituir els elements laterals del complex sinaptinemal. Cada parell cromosòmic així 

format rep el nom de bivalent. Quan la sinapsi s’ha completat per a tots els cromosomes, la cèl·lula es 

troba a l’etapa de paquitè. En aquesta etapa apareixen grans nòduls de recombinació distribuïts a 

intervals en els complexos sinaptinemals; es creu que aquests intervenen en la recombinació meiòtica 

que consisteix, bàsicament, en intercanvis cromosòmics [figura I-15]. 
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Figura I-15. Esquema d’un complex sinaptinemal que mostra els elements laterals i central del complex, i un nòdul de 

recombinació. [adaptat d’Alberts i col·l. 2002] 

 

Els intercanvis cromosòmics donen lloc a creuaments entre dues cromàtides homòlogues que més tard 

es visualitzen en formacions anomenades quiasmes. Quan es produeix la desinapsi o repulsió de 

cromosomes homòlegs, comença l’etapa de diplotè [figura I-14]. El complex sinaptinemal es disgrega, 

cada bivalent queda unit a través d’un o més quiasmes, que com s’ha dit representen els punts en què 

s’ha produït l’entrecreuament cromosòmic. Durant aquesta fase els cromosomes es descondensen i es 

produeix activitat de síntesi d'ARN. De l’etapa de diplotè es passa a l’etapa de diacinesi, que és una 

etapa de transició cap a la metafase I, en la qual els cromosomes es condensen, s’engruixeixen i 

queden lliures de l’embolcall nuclear quan aquest desapareix. En aquest punt s’observa clarament que 

cada bivalent està format per quatre cromàtides separades, germanes dues a dues i unides pel 

centròmer, mentre que les cromàtides homòlogues, que estan entrecreuades estan unides pels 

quiasmes [figura I-16]. 
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Figura I-16. Esquema de l’aparellament de cromosomes homòlegs matern i patern durant el pas cap a la metafase de la divisió 

meiòtica I. [adaptat d’Alberts i col·l. 2002] 

 

A l’anafase I els cromosomes homòlegs es separen i es distribueixen cadascun cap a pols oposats. 

Quan els homòlegs arriben als pols té lloc la citocinesi. A continuació es produeix ràpidament la segona 

divisió meiòtica sense síntesi d’ADN. A la metafase II els cromosomes presenten una morfologia típica 

d’aquesta fase en la qual s’intueix la cromatina d’ambdues cromàtides desplegada en "ziga zaga" 

seguint una simetria especular. A l’anafase II les cromàtides germanes se separen i van cap als pols 

oposats. 

 

Com a resultat de la primera divisió meiòtica, de cada espermatòcit I (diploide, n 46, N 92) es formen 

dos espermatòcits II haploides però amb 23 cromosomes cadascun amb dues cromàtides germanes. 

Després de la segona divisió meiòtica de cada espermatòcit II es formen dues espermàtides, haploides 

amb 23 cromosomes amb una cromàtide cadascun. Un cop els espermatozoides estan formats, passen 

a la llum dels túbuls seminífers [figura I-11a i b] i es dirigeixen a l’epidídim [figura I-11a], on són 

emmagatzemats mentre es produeix la seva maduració final o espermiogènesi. Cada espermàtide 

donarà lloc a un espermatozoide. 

 

Si la divisió reductiva no es produís i els gàmetes tinguessin una dotació diploide, el nou individu rebria 

les 23 parelles de cromosomes (n 46, N 92) del pare i les 23 parelles de cromosomes (n 46, N 92) de la 

mare, és a dir, el doble de cromosomes que els seus progenitors, i seria cromosòmicament anòmal 

(tetraploide: n 92), i generació darrere generació, augmentaria indefinidament el nombre de cromosomes 

de l’espècie. Així doncs, la divisió reductiva és bàsica per mantenir el nombre de cromosomes de 

l’espècie ja que en la fecundació es fusionen dos gàmetes que tenen una dotació haploide (n 23) i es 

formarà un zigot amb una dotació diploide (n 46) idèntica a la dels seus progenitors. 
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1.2.2 Oogènesi 
 

En les dones, cap a la novena setmana de gestació les CGP es diferencien en oogònies. A la desena 

setmana s’inicia la proliferació o multiplicació mitòtica de les CGP que ja s’han diferenciat en oogònies. 

A la dotzena setmana algunes oogònies es converteixen en oòcits primaris o oòcits I (diploides, n 46, N 

92) i comencen la meiosi (Garcia i col·l. 1987). A partir d’aquest punt i de manera asincrònica, les 

oogònies es van diferenciant en oòcits que entren en meiosi. La primera divisió meiòtica queda aturada 

a la profase I (estadi de dictiotè) fins que s’assoleix la pubertat (Hassold i Hunt 2001). 

 

El nombre i tipus de cèl·lules germinals va variant i és màxim al voltant del cinquè i sisè mes de 

gestació. En les gònades primordials només hi ha CGP, en la dona aquestes es van diferenciant en 

oogònies que proliferen per mitosi. Les oogònies perden la capacitat proliferativa en el període fetal i es 

van diferenciant en oòcits primaris. En el cinquè o sisè mes del desenvolupament embrionari, totes les 

oogònies s’han transformat en oòcits primaris i aquests hauran començat la meiosi (aproximadament set 

milions). A diferencia de l’espermatogènesi, a l’oogènesi es genera un nombre limitat d’oòcits. 

 

Al final del període fetal s’observa una gran quantitat de fol·licles en degeneració que contenen oòcits 

atrèsics. En el moment del naixement a l’ovari es troben presents només uns dos milions d’oòcits 

primaris i a la pubertat en els ovaris hi ha només uns 400.000 milions d’oòcits. Cal remarcar que la 

majoria d’oòcits no assoleixen la maduresa, sinó que degeneren de forma gradual en un procés 

anomenat atrèsia [figura I-17]. 

 

 

Figura I-17. Canvis en el nombre de cèl·lules germinals femenines (cèl·lules primordials, oogònies i oòcits primaris). [adaptat de 

Hassold i col·l. 1996] 
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Al final de l’etapa fèrtil de la dona (menopausa), després d’haver tingut unes 400 ovulacions, en els seus 

ovaris ja no queden oòcits viables. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I-18. Esquema de les diverses etapes de l’oogènesi. [adaptat d’Alberts i col·l. 2002] 
 

La primera divisió meiòtica femenina quedarà aturada en l’etapa de dictiotè de la profase I, equivalent a 

l’etapa de diplotè masculina, i es manté en aquesta etapa fins que la dona adquireix la maduresa sexual. 

En aquesta etapa de dictiotè els cromosomes estan descondensats i realitzen activitat de síntesi d'ARN 
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per proporcionar materials de reserva requerits per l’oòcit. La majoria de les oogònies no aconseguiran 

madurar, sinó que degeneraran. De fet, molts oòcits degeneren de manera que en el moment de néixer 

en queden en els ovaris uns dos milions [figura I-17]. L’atrèsia continua durant tota l’etapa prèvia a la 

maduresa sexual i durant tota la vida reproductiva de la dona. Arribada la maduresa sexual, en els cicles 

d'ovulació, i com a conseqüència de l’actuació de l’hormona fol·liculostimulant (follicle stimulant 

hormone, FSH) i la hCG, diversos oòcits I reprenen la meiosi i només un sol arribar a la segona 

metafase meiòtica (MII), però un cop ja en aquesta fase, de nou queda aturada la meiosi. De cada oòcit 

primari s’originen dues cèl·lules asimètriques, l’una, l’oòcit secundari, oòcit II o oòcit madur (haploide, 

gran i ric en vitel) i l’altra, el primer corpuscle polar o 1CP (haploide, petit i adossat a l’oòcit II). Com que 

l’oòcit està envoltat per la zona pel·lúcida (ZP), l’1CP es manté atrapat a l’espai perivitel·lí, entre l’oòcit i 

aquesta. 

 

Únicament quan l’oòcit II és fecundat i activat per l’espermatozoide, s’acaba la segona divisió meiòtica, i 

l’oòcit extrusiona el segon corpuscle polar el qual també queda atrapat entre el zigot recentment format i 

la ZP. 

 

Cap al final de la vida reproductiva de la dona, els oòcits madurs alliberats de l’ovari durant l’ovulació 

hauran estat detinguts en la profase I al voltant de 50 anys. 

 

Com hem dit anteriorment, en la dona la meiosi queda aturada en dues fases: a la profase I (etapa de 

dictiotè) i a la metafase II. El dictiotè és el període de latència de la meiosi de l’oòcit I en la profase I, que 

s’inicia en el fetus i no acaba fins que no arriba la fase de maduresa sexual, si no degenera abans. 

 

En la dona, s’obté un nombre limitat d’oogònies. Aquestes oogònies, a la vegada generen un nombre 

limitat d’oòcits I. A l’etapa de maduresa sexual i a cada cicle, només una oogònia arribarà a l’estadi 

d’oòcit II o oòcit madur. En l’home, en canvi, la espermatogènesi no comença fins la pubertat i des 

d’aleshores es produeixen espermatozoides de manera continua sense aturades de la meiosi. 

 

Això no obstant, hi ha estudis que han descrit l’existència d’oogònies actives en ovaris adults (Johnson i 

col·l. 2004; Heng i col·l. 2005), i d’altres n’estan en contra (Byskov i col·l. 2005) 
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1.3 Reproducció humana assistida (RHA) 
 

Per a l’Organització Mundial de la Salut (OMS), l’esterilitat (incapacitat de concebre) i la infertilitat 

(incapacitat d’aconseguir un nascut viu) són problemes de salut. Les parelles estèrils o no fèrtils tenen el 

dret d’ésser tractades per tots els mitjans disponibles actualment en medicina de la reproducció. 

 

La medicina de la reproducció és l’especialitat de la ginecologia que té com objectiu a solucionar els 

problemes d’esterilitat i d’infertilitat. Tots els tractaments i/o tècniques associades reben el nom de 

tractaments i/o tècniques de reproducció humana assistida (RHA o TRA) (SEF 1999). Gairebé un milió 

de nens han nascut arreu del món com a resultat de les TRA (Soini i col·l. 2006). 

 

La llei actual sobre tècniques de reproducció assistida, Llei 14/2006, regula l’aplicació de les tècniques 

de RHA acreditades científicament i clínicament indicades, regula l’aplicació d’aquestes tècniques en la 

prevenció i tractament de malalties d’origen genètic, i regula els supòsits i requisits d’utilització de 

gàmetes i preembrions humans criopreservats (congelats). 

 

Es parla d’esterilitat primària quan una parella, després d’un any de relacions sense control 

anticonceptiu no ha aconseguit l’embaràs, i l’esterilitat secundària es defineix com l’esterilitat que 

presenta una parella que després de tenir un primer fill no aconsegueix una nova gestació l’any següent 

de coits sense protecció. 

 

D’altra banda, parlem d’infertilitat primària quan una parella aconsegueix gestació però aquesta no arriba 

a terme i d’infertilitat secundària quan una parella després d’un embaràs i un part normals, no 

aconsegueix una nova gestació a terme. 

 

Tenint en compte que la vida de l’espermatozoide dins de les trompes de Fal·lopi és d’uns quatre dies i 

que la vida de l’oòcit un cop és expulsat de l’ovari, és d’un dia aproximadament; una parella en edat fèrtil  

té uns cinc dies per cicle amb possibilitat de quedar gestant mantenint relacions sexuals regulars (dues 

o tres per setmana). Una altra forma de dir-ho és que el 25 % de les parelles aconsegueixen l’embaràs 

en el primer mes de tenir relacions sexuals regulars. Aproximadament un 20 % (una de cada sis) de les 

parelles en edat reproductiva és estèril. Segons la Societat Espanyola de Fertilidad (SEF), la freqüència 

de les causes d’esterilitat és un 30 % femenina, un 30 % masculina, un 30 % mixta i un 10 % d’origen 

desconegut (SEF 2005). 
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Des de l’any 2004 la Generalitat de Catalunya elabora un informe sobre RHA que inclou les dades de cicles d’obtenció d’oòcits, 

cicles de transferència d’embrions i embarassos. Les primeres dades recollides són les corresponents a l’any 2001 i van ser 

publicades l’any 2004 (FIVCAT.NET 2001, Generalitat de Catalunya, 2004). L’últim informe sobre l’estadística de RHA a Catalunya 

publicat l’any 2007, inclou les dades de l’any 2004 (FIVCAT.NET 2004, Generalitat de Catalunya, 2007) i la causa d’esterilitat fou: 

26,6 % femenina, 30,7 % masculina, 21,0 % mixta, 7,7 % sense diagnòstic i la resta d’origen immunològic o bé no hi constava 

l’origen. 

 
L’últim registre de la SEF de l’any 2007 (SEF 2007), que analitza les dades de l’any 2004, inclou 21.696 cicles d’obtenció iniciats i 

la causa d’esterilitats fou: 30,1 % femenina, 30,7 % masculina, 20,6 % mixta i 6,2 % sense diagnòstic. 

 
 
Una de les causes d’esterilitat femenina més freqüents ve donada per l’obstrucció o falta d’una o les 

dues trompes de Fal·lopi [figura I-5], anomenada patologia tubària. Com a conseqüència d’aquesta 

patologia és difícil o impossible la fecundació de l’oòcit atès que els espermatozoides no es poden posar 

en contacte físic amb aquest. També hi pot haver un factor ovàric com per exemple una mancança 

d’ovulació o menopausa precoç. L’OMS en l’última edició del seu manual de laboratori (WHO 1999) 

estableix uns valors de normalitat (normozoospèrmia) per a la concentració, mobilitat i morfologia 

espermàtica a l’ejaculat: vint milions o més d’espermatozoides per mil·lilitre o bé quaranta milions o més 

d’espermatozoides totals a l’ejaculat, un 25 % o més de mobilitat de tipus “a” (progressiva ràpida) o 50 

% o més de mobilitat de tipus “a” + mobilitat de tipus “b” (lineal o no lineal, lenta) i en cas que el 

percentatge de formes normals sigui inferior al 14 % aleshores la taxa de fecundació in vitro es pot veure 

reduïda (en estudi). 

 

En l’home habitualment l’esterilitat ve donada per la producció d’un nombre d’espermatozoides baix 

(oligozoospèrmia) i/o la reducció de la mobilitat (oligoastenozoospèrmia/astenozoospèrmia) o també per 

l’absència d’espermatozoides en l’ejaculat (azoospèrmia). 

 

En les TRA es produeix una estimulació artificial de l’ovulació, més o menys intensa segons la tècnica 

aplicada. Les TRA aplicades actualment són la inseminació artificial i la fecundació in vitro (per 

inseminació convencional o per microinjecció intracitoplasmàtica d’un espermatozoide). Habitualment 

aquestes tècniques es fan amb el semen de la parella (inseminació homòloga) però també es poden fer 

amb el semen d’un donant (inseminació heteròloga). La fecundació in vitro també es pot fer amb oòcits 

d’una donant, si cal. 

 

La inseminació artificial conjugal (IAC) o inseminació artificial homòloga és la TRA més senzilla. Després 

d’una estimulació suau de l’ovulació, es processa el semen de la parella mitjançant una tècnica de 

centrifugació en gradient de densitat discontínua i es concentren els espermatozoides mòbils en un 

volum petit de medi de cultiu. Aquest medi amb espermatozoides en suspensió és introduït als fons de 

l’úter mitjançant una fina cànula, el mateix dia de l’ovulació. Aquesta tècnica està indicada tant en casos 
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en què se sospita de factors masculins lleugers com a responsables d’esterilitat, com de factor mixtes i 

factors desconeguts (Bánk 1965 ). 

 
Segons la SEF, la taxa de gestació per cicle d’IAC és de 13,6 % en dones de menys de 40 anys (SEF 2007). Actualment no 

existeix un registre de IAC realitzats només a Catalunya. 

 

La fecundació in vitro (FIV) consisteix en una estimulació de l’ovulació una mica més intensa per tal 

d’aconseguir un major nombre de fol·licles. Es recuperen els oòcits el dia de l’ovulació, mitjançant punció 

dels fol·licles estimulats, sota control per ecografia. Els oòcits madurs i els espermatozoides es posen en 

contacte en condicions adequades, imitant les condicions fisiològiques de l’aparell reproductor femení. 

La inseminació es pot fer de diverses maneres: 

 

— Convencional: afegint uns 50.000–100.000 espermatozoides per cada oòcit, esperant que un 

espermatozoide penetri l’oòcit (Harris 1978). 
“1978: primer naixement Regne Unit (Louise Brown)” ; “1984: primer naixement Espanya (Victoria-Anna)” 
— SUZI: introduint de forma mecànica un o diversos espermatozoides a l’espai perivitel·lí de 

l’oòcit (Fishel 1991). 

— ICSI: introduint de forma mecànica un espermatozoide en el citoplasma de l’oòcit (Palermo i 

col·l. 1992). 

 

En la FIV amb inseminació convencional la penetració de l’oòcit per un espermatozoide té lloc de forma 

natural des de fora de la zona pel·lúcida. En la FIV amb SUZI es travessa la zona pel·lúcida mitjançant 

una pipeta molt fina de vidre i es deixa un espermatozoide, o diversos, a l’espai perivitel·lí, l’entrada al 

citoplasma té lloc de forma natural. En canvi, en la FIV amb ICSI, es travessen amb una pipeta la zona 

pel·lúcida i la membrana i es deixa un espermatozoide ja dins del citoplasma, és a dir, la penetració és 

artificial [figura I-19]. 
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Figura I-19. Oòcit madur humà subjectat per la pipeta sostenidora i espermatozoide dins la pipeta de microinjecció moments previs 

a procedir a l’ICSI. [microscopi invertit amb òptica de Hoffman 400x] 

 

L’espermatozoide pot provenir d’una mostra d’ejaculat o bé d’una recuperació quirúrgica 

d’espermatozoides (REQ) per biòpsia testicular, aspiració de líquid de l’epidídim o aspiració de líquid del 

conducte deferent [figura I-12]. La inseminació es fa sempre el mateix dia de la punció fol·licular, 

considerat com a D + 0. 

 

La FIV amb inseminació convencional està indicada bàsicament en casos d’esterilitat tubària bilateral 

(obstrucció o mancança d’ambdues trompes de Fal·lopi), en casos d’esterilitat deguda a factors 

masculins, com ara un recompte insuficient d’espermatozoides mòbils per realitzar una IAC o també per 

factors d’esterilitat desconeguts després de diverses IAC en les quals no s’ha aconseguit l’embaràs. 

 

Tant la FIV amb SUZI com la FIV amb ICSI estan indicades en esterilitat causada per un factor masculí 

greu, bàsicament amb un recompte d’espermatozoides molt baix. Això no obstant, la FIV amb SUZI està 

actualment en desús, i en aquests casos s’aplica l’ICSI atès que aquesta tècnica és extremadament més 

eficient. La ICSI està especialment indicada en casos amb azoospèrmia a l’ejaculat, i els 

espermatozoides s’obtenen per REQ. 

 

Al cap de setze–divuit hores postinseminació, es pot veure si l’oòcit ha estat fecundat i dóna lloc al zigot, 

el qual s’identifica morfològicament per l’extrusió del segon corpuscle polar i la presència dels pronuclis 

masculí i femení [figura I-20]. El dia següent al de la punció fol·licular i la inseminació (D + 0), és el D + 

1, en el qual s’observa el resultat de la fecundació. 

 

 

 

Espermatozoide 
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Figura I-20. Oòcit fecundat o zigot 2PN humà. [microscopi invertit amb òptica de Hoffman 400x]  

 

Si s’ha produït la fecundació, a partir del segon dia després de la punció fol·licular i la inseminació, 

s’observa la divisió del zigot que donarà lloc a l’embrió de dues cèl·lules o blastòmers. Els embrions es 

transfereixen a l’úter matern, habitualment, el segon o tercer dia després de la inseminació (D + 2 o D + 

3), quan estan es estadi de quatre o vuit cèl·lules respectivament. Amb els medis de cultiu actuals els 

embrions es poden cultivar com a màxim fins a l’estadi de estadi de blastocist expandit 

(aproximadament en D + 6) que és l’estadi previ en el qual té lloc la implantació de l’embrió a l’úter 

matern [figura I-21]. 

 
Pronuclis femení i 

masculí 
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Figura I-21. Evolució del cultiu in vitro humà des del dia de la inseminació (D + 0) fins a l’estadi de blastocist expandit en fase 

d’eclosió de la zona pel·lúcida (ZP). [microscopi invertit amb òptica de Hoffman 400x] 
 

 

Per fer la transferència embrionària embrions es dipositen habitualment dos embrions, mitjançant un 

catèter, al fons de l’úter, a la zona on habitualment en una fecundació in vivo té lloc la implantació de 

l’embrió. Els embrions restants, si és el cas, es guarden congelats per a una transferència posterior. La 

llei actual de reproducció assistida (Llei 14/2006) recull transferir com a màxim tres embrions per cicle 

(article 3.2). La taxa de gestació per cicle de transferència és aproximadament d’un 30 % amb oòcits 

propis i d’un 50 % amb oòcits de donant (SEF 2007). 
 

L’últim informe sobre l’estadística de RHA a Catalunya publicat l’any 2007 inclou les dades dels cicles realitzats només a 

Catalunya l’any 2004 (FIVCAT.NET 2004, Generalitat de Catalunya, 2007) i la taxa de gestació per cicle de transferència 

d’embrions procedents de FIV/ICSI és de 36,6 %. D’altra banda, segons l’últim registre publicat l’any 2007 per la SEF també 

corresponent a dades de cicles realitzats l’any 2004 (SEF 2007), la taxa de gestació per transferència d’embrions procedents de 

FIV/ICSI és molt similar (36,7 %). 

 

Com s’ha dit anteriorment, la implantació de l’embrió té lloc en estadi de blastocist, a diferència de la 

fecundació in vivo en què l’embrió arriba a l’úter, ja en aquest estadi embrionari, a la fecundació in vitro 

 

D + 6: blastocist expandit  D + 7: blastocist sortint de la ZP 

D + 0: oòcit madur  D + 1: oòcit fecundat (zigot 2PN)  

D + 3: embrió de vuit cèl·lules o blastòmers  

Espermatozoide  

D + 4: embrió compactat D + 4: embrió iniciant la cavitació  

D + 5: blastocist primerenc 

D + 2: embrió de quatre cèl·lules o blastòmers  
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l’embrió transferit a l’úter habitualment a partir de l’estadi de quatre cèl·lules es va dividint en el mateix 

úter fins a assolir l’estadi de blastocist amb el qual pot tenir lloc la implantació. Després de la 

transferència embrionària, al cap de catorze dies aproximadament, la implantació es detecta amb la 

presència, en el torrent sanguini de la mare, de βhCG produïda per les cèl·lules del trofectoderma del 

blastocist implantat, el qual és responsable de la formació de la placenta. 

 

Com ja s’ha dit, després de la fecundació in vitro, al cap de setze–divuit hores postinseminació es pot 

veure si l’oòcit ha estat fecundat. Qualsevol dotació per excés o defecte de pronuclis, nuclis i/o 

corpuscles polars correspon a estats de zigots anòmals o a absència de fecundació. 

 

La presència de més de dos pronuclis en un zigot pot tenir diferents orígens; com ara, penetració de 

més d’un espermatozoide (en casos de FIV per inseminació convencional) o bé a la no-extrusió d’un 

corpuscle polar (Grossmann i col·l. 1997; Rosenbusch i col·l. 1997a). En canvi, la formació d’un sol 

pronucli pot ser deguda a l’activació per partenogenèsi de l’oòcit (Staessen i col·l. 1997). Els oòcits 

sense pronuclis però amb un corpuscle polar són aparentment oòcits madurs no fecundats; en canvi, si 

no presenten corpuscle, en principi són considerats oòcits immadurs aparentment no fecundats. 

 

També és possible que els oòcits aparentment no fecundats, en realitat hagin estat penetrats per un 

espermatozoide però que s’hagi produït un bloqueig en el procés i de vegades s’observa cromatina en 

estadi de condensació cromosòmica prematura (sperm premature chromosome condensation, SPCC) 

corresponent a la dotació cromosòmica de l’espermatozoide (Benkhalifa i col·l. 1996). 

 

Segons la llei actual sobre tècniques de reproducció assistida, Llei 14/2006, els gàmetes es poden 

utilitzar amb finalitat d’investigació. 

 
Article 14. “Los gametos podrán utilizarse de manera independiente con fines de investigación.” “[...] no podrán utilizarse para su 

transferencia a la mujer ni para originar preembriones con fines de procreación.” 

 

Tanmateix, segons l’anterior llei, Llei 35/1988, vigent durant la recerca portada a terme en aquest treball, 

aquest propòsit també era possible (article 14.1), tot i que restringia més les condicions previstes (article 

16.1). 
 

Article 14.1 “Los gametos podrán utilizarse independientemente con fines de investigación básica o experimental.” 

 

Article 16.1 (punts b-d-e-j), en les condicions previstes a l’article 14 de l’esmentada llei s’autoritza: 
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b)→“La investigación básica sobre el origen de la vida humana en sus fases iniciales sobre el envejecimiento celular, así 

como sobre la división celular, la meiosis, la mitosis y la citocinesis”. 

d)→”Las investigaciones sobre la infertilidad masculina y femenina, los mecanismos de la ovulación, los fracasos del 

desarrollo de los ovocitos o de la implantación de los óvulos fecundados en el útero, así como sobre las anomalías de los 

gametos y de los óvulos fecundados.” 

e)→“Las investigaciones sobre la estructura de los genes y los cromosomas, su localización, identificación y funcionalismo, 

así como los procesos de diferenciación sexual en el ser humano.” 

j)→“Las investigaciones sobre el origen de las enfermedades genéticas o hereditarias, tales como las cromosopatías, las 

metabolopatías, las enfermedades infecciosas y las inducidas por agentes externos (mutágenos, teratógenos, físicos, 

químicos u otros), en especial las de mayor gravedad.” 

 
 
 

1.4 Anomalies cromosòmiques estructurals 
 
Les anomalies cromosòmiques estructurals són el resultat de trencaments que afecten un o més 

cromosomes i una reparació errònia posterior. 

 

Un cromosoma es pot trencar en qualsevol moment del cicle cel·lular, però si es trenca durant la fase G1 

[figura I-7] i no es repara durant la fase S, aquest serà visible a totes dues cromàtides a la metafase 

següent. En cas que durant la fase G1 es produeixi un trencament a dos cromosomes diferents [figura I-

22] i es doni un intercanvi de fragments entre ells, es pot produir un cromosoma dicèntric i un fragment 

acèntric (opció a) o bé dos cromosomes translocats (derivatius) cadascun amb el centròmer 

corresponent però amb fragments intercanviats (opció b). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I-22. Esquema del resultat del trencament de dos cromosomes diferents en fase G1 del cicle cel·lular. (a): cromosoma 

dicèntric. (b): fragment acèntric. 

(a) (b) 

Centròmer 

Punt de 
trencament 
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L’opció (a) és la que es dóna habitualment en una translocació robertsoniana, que implica freqüentment 

cromosomes acrocèntrics, i l’opció (b) és la que es dóna en una translocació recíproca. Les alteracions 

estructurals cromosòmiques poden afectar un cromosoma o més d’un. 

 

Els trencaments cromosòmics a la línia germinal poden provocar anomalies estructurals hereditàries. 

Per contra, si es donen en cèl·lules somàtiques, òbviament no poden donar lloc a anomalies hereditàries 

però sí que poden incrementar el risc de càncer. 

 
1.4.1 Translocacions robertsonianes 
 
Les translocacions robertsonianes es refereixen a la transferència de braços sencers de cromosomes 

acrocèntrics. Les translocacions robertsonianes són les anomalies estructurals més freqüents en 

humans. La transferència de braços sencers entre cromosomes humans que no siguin acrocèntrics és 

molt rara, ja que s’originarien monosomies d’un braç sencer combinades amb trisomia d’un altre braç 

sencer, fet que seria letal. 

 

Habitualment, les translocacions robertsonianes no afecten el fenotip de l’individu portador equilibrat, tret 

d’una fertilitat reduïda i d’esterilitat masculina ocasional. Els individus, que tenen 45 cromosomes, 

presenten una deleció dels braços curts dels cromosomes acrocèntrics que no té efectes greus en el 

fenotip ja que es tracta de regions d’heterocromatina sense informació gènica. 

 

Si un cromosoma es trenca pel braç curt i l’altre cromosoma es trenca pel braç llarg, prop dels 

centròmers o bé pel centròmer mateix [figura I-23], en ambdós casos el resultat és la formació d’un 

cromosoma derivatiu llarg (a) i d’un cromosoma derivatiu curt (b). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I-23. Esquema del resultat del trencament de dos cromosomes acrocèntrics per un braç diferent cadascun. (a): cromosoma 

derivatiu llarg. (b): cromosoma derivatiu curt. 
 

Centròmer 

Punt de 
trencament 

(a) (b) 
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Si ambdós cromosomes acrocèntrics es trenquen pel mateix braç el resultat és la formació d’un 

cromosoma derivatiu dicèntric (a) i d’un fragment acèntric (b), que generalment es perd [figura I-24]. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I-24. Esquema del resultat del trencament de dos cromosomes acrocèntrics pel mateix braç. (a): cromosoma dicèntric. (b): 

fragment acèntric. 
 

Les tècniques de bandes en translocacions robertsonianes evidencien l’existència de cromosomes 

monocèntrics i cromosomes dicèntrics. 

 

Les translocacions robertsonianes poden implicar dos homòlegs d’un parell de cromosomes, per 

exemple, rob(13;13)(q10;q10), o bé un sòl homòleg de dos cromosomes acrocèntrics diferents, per 

exemple. rob(13;14)(q10;q10). 

  
Durant la gametogènesi dels portadors de translocacions robertsonianes, com a conseqüència de la 

sinapsi dels cromosomes implicats en la translocació, normals i derivatiu, es forma una figura 

d’aparellament anomenada trivalent que es pot veure a la fase de paquitè. Com a resultat de la 

segregació meiòtica dels cromosomes implicats, durant l’anafase I s’observen les segregacions 

següents: 2:1 alternant, 2:1 adjacent i 3:0 [figura I-25]. 

Centròmer 
Punt de 

trencament 

(a) (b) 
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Figura I-25. Esquema del resultat de les diferents segregacions del trivalent d’una translocació robertsoniana: 2:1 alternant, 2:1 

adjacent i 3:0. 

 

La segregació 2:1 alternant d’una t(Dq;Dq) i d’una t(Dq;Gq) dóna lloc a gàmetes amb dotacions 

cromosòmiques normals o dotacions cromosòmiques portadores equilibrades. La segregació 2:1 

adjacent d’una t(Dq;Gq) comporta dotacions cromosòmiques trisòmiques i monosòmiques G. 

Segregació 2:1 ADJACENT 

Segregació 2:1 ADJACENT 

Segregació 2:1 ALTERNANT 

Segregació 3:0 
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1.4.2 Translocacions recíproques 
 
La majoria d’individus amb translocacions recíproques equilibrades són fenotípicament normals. Això no 

obstant, algunes observacions indiquen que almenys en certes translocacions recíproques el fenotip es 

pot veure afectat. 

 

El cromosoma derivatiu (translocat) està format per tres parts: segment intercanviat o translocat (del 

punt de trencament als telòmers de l’altre cromosoma), segment intersticial (del punt de trencament al 

centròmer), i segment no translocat (del centròmer als telòmers del mateix cromosoma) [figura I-26]. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I-26. Esquema de les parts del cromosoma derivatiu: segment no translocat, segment intersticial i segment translocat. 

 
A la gametogènesi d’individus amb cromosomes translocats, ja sigui en homozigosi o heterozigosi, els 

fragments dels cromosomes homòlegs translocats tendeixen a aparellar-se a la profase de la meiosi I. 

Els dos cromosomes translocats i els seus homòlegs normals formen una agrupació, en forma de creu, 

dels cromosomes implicats (normals i derivatius),que constitueix un tetravalent que es pot veure a la 

fase de paquitè. 

 

Els fragments translocats molt petits poden no ser reparats o bé no formar un quiasme. Això resulta en 

la formació de dos bivalents, o un grup de tres i un univalent.  

 

Ara bé, si es presenta un quiasme terminal a cada braç de la creu [figura I-27] (a), la configuració 

metafàsica resultant serà un anell de quatre (b). I si en un dels braços no es forma un quiasme (c), 

aleshores la configuració metafàsica serà una cadena (d). 

Centròmer Segment 
intersticial 

Segment 
translocat 

Segment no 
translocat 

Punt de 
trencament 



M.Durban  Estudi citogenètic del primer corpuscle polar d’oòcits d’hàmster i d’humans:  
 diagnòstic genètic preimplantacional mitjançant l’anàlisi de primer corpuscle polar 

 

 

 

 
 
33  Introducció 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I-27. Esquema de la figura del tetravalent en forma de creu i de les orientacions resultants de la configuració en anell (a-b) i 

en cadena (c-d), dependent del nombre de quiasmes. 

 
La segregació 2:2 alternant produeix una cèl·lula filla amb dos cromosomes normals i l’altre amb dos 

cromosomes translocats. La segregació 2:2 adjacent-1 dóna lloc a la formació de dues cèl·lules filles 

desequilibrades, cadascuna amb un cromosoma translocat i un de normal. I en la segregació 2:2 

adjacent-2, els centròmers homòlegs no segreguen a pols diferents i dóna lloc a dues cèl·lules filles que 

encara són més desequilibrades [figura I-28]. A part de la segregació 2:2, també es poden donar els 

tipus de segregació 1:3 i segregació 4:0. 

 

(a) (b) 

(c) 
(d) 
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Figura I-28. Esquema de les diferents segregacions 2:2 del tetravalent d’una translocació recíproca: 2:2 alternant, 2:2 adjacent-1 i 

2:2 adjacent-2. 

 

El risc de produir diferents tipus de cariotips desequilibrats depèn de la configuració del paquitè que 

formen els quatre cromosomes implicats en la translocació. Aquest fet a la vegada està determinat per la 

forma dels cromosomes i les distàncies de cada punt de trencament respecte del centròmer (segment 

intersticial) i els telòmers (segment intercanviat o translocat) [figures I-24 i I-26]. Les dimensions 

d’aquests segments afecten la probabilitat de recombinació de forma específica en cada tetravalent. El 

tipus de segregació es pot inferir, en part, de les freqüències de recombinació observades en diferents 

famílies amb individus portadors de translocacions i es poden inferir alguns comportaments del 

tetravalent (Miller i Therman 2001): 

 

 

Segregació 2:2 ADJACENT-2 

Segregació 2:2 ADJACENT -1 

Segregació 2:2 ALTERNANT 
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1. Quan els segments intersticials són tan curts que no formen el quiasme, resulten més 

segregacions adjacent-1 que adjacent-2. 

 

2. Quan s’espera un quiasme almenys en un segment intersticial, la segregació observada 

més àmpliament és l’adjacent-1. 

 

3. Quan els fragments translocats són molt curts, els quatre cromosomes formaran una 

cadena o dos bivalents, aleshores es dóna més freqüentment la segregació adjacent. 

 

4. Quan la part no intercanviada és molt curta, és impossible que es formi un quiasme. La 

cadena resultant s’espera que segregui tipus adjacent-2. 

 

5. Els factors que sembla que donin lloc més freqüentment a segregacions 1:3 respecte 

2:2 són els següents: un dels cromosomes és acrocèntric, almenys un trencament és 

proper al centròmer i quan participen cromosomes de mida molt diferent; en altres 

paraules, quan el paquitè és molt asimètric. 

 

 

1.5 Anomalies cromosòmiques numèriques 

 
Les alteracions cromosòmiques numèriques són les alteracions en què està alterat el nombre de 

cromosomes. 

 
1.5.1 Alteració del nombre de complements cromosòmics (poliploïdia) 
 

Aquest tipus d’alteracions inclouen les triploïdies (el total de cromosomes que presenta la cèl·lula és de 

69 en comptes de 23) i les tetraploïdies (el total de cromosomes és de 92). Aquest tipus d’alteracions 

poden permetre la implantació i l’inici del desenvolupament embrionari però no s’han descrit nounats 

que la manifestin (Jacobs i Hassold 1995). 

 

La proporció d’oòcits amb complement cromosòmics poliploides varia del 3,4 % al 31,1 %. (Pellestor i 

col·l. 2005). La no-extrusió de l’1CP sembla que és el causant principal de la diploïdia. També s’han 

descrit oòcits II amb dues plaques metafàsiques (Rosenbusch i col·l. 2002). La no-extrusió de l’1CP ha 

estat associada amb la immaduresa citoplasmàtica que pot ser conseqüència de factors fisiològics, 

hormonals, genètics o ambientals (Pellestor i col·l. 2005). 
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1.5.2 Alteració del nombre de cromosomes de la dotació cromosòmica (aneuploïdia) 
 

L’aneuploïdia és l’alteració del nombre de cromosomes de la dotació cromosòmica i pot afectar 

qualsevol cromosoma. La majoria de monosomies (pèrdua d’un cromosoma) i trisomies (guany d’un 

cromosoma) autosòmiques no són viables i els embrions que les pateixen aturen el seu 

desenvolupament; per això és freqüent diagnosticar-les en productes d’avortaments espontanis (Jacobs 

i Hassold 1995). Això no obstant, hi ha algunes trisomies autosòmiques viables, com per exemple la 

trisomia 21, la única en que l’individu arriba a l’edat adulta. La síndrome de Turner (45, XO) és un 

exemple d’aneuploïdia sexual i és la única monosomia viable en l’espècie humana. 

 

Estudis d’avortaments espontanis i en nascuts vius han posat de manifest que la majoria de les 

aneuploïdies en l’embrió són degudes a una no-disjunció en la primera divisió meiòtica materna. 

 

1.5.3 Mecanismes i etiologia d’aneuploïdia en oòcits d’humans 
 

El mecanisme de no-disjunció pot venir originat per una no-disjunció de bivalents en meiosi I (no-

disjunció clàssica) (Zenzes i col·l. 1992a; Kamiguchi i col·l. 1993; Dailey i col·l. 1996) i, per tant, 

implicaria un guany o una pèrdua d’un univalent a les cèl·lules filles (1CP i MII). O bé, per una separació 

precoç de cromàtides (predivisió) d’univalents produint una distribució de cromàtides equilibrada (2 i 2) o 

desequilibrada (3 i 1) (Angell i col·l. 1993; Dailey i col·l. 1996). 

 

La predivisió de cromàtides desequilibrada implica guany o pèrdua de cromàtides a les cèl·lules filles. 

L’any 1991 (Angell 1991), analitzant complements cromosòmics d’oòcits amb tinció uniforme, van 

observar per primera vegada una nova alteració que afectava les cromàtides dels cromosomes, 

predivisió de cromàtides (univalents) originada durant la meiosi I. En canvi, a la predivisió de cromàtides 

equilibrada no hi ha guany ni pèrdua de material cromosòmic. 

 

El mosaïcisme gonadal també és un procés que pot donar lloc a aneuploïdia. És sabut que la 

recombinació anòmala i l’edat materna avançada són factors etiològics essencials, però els mecanismes 

causants de l’existència d’una mala segregació meiòtica encara no estan del tot clars. L’efecte de l’edat 

materna és multifactorial (Pellestor i col·l. 2005). 
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1.6 Incidència d’anomalies cromosòmiques a la població humana, risc per a la 
descendència i diagnòstic genètic 
 

La presència d’anomalies cromosòmiques en els gàmetes humans, oòcits i espermatozoides, varia 

quant a la incidència i el tipus d’anomalia. 

 

1.6.1 Tècniques de fixació 
 
La tècnica de fixació més àmpliament aplicada és la basada en el mètode de Tarkowski (Tarkowski 

1966). Tanmateix, aquesta tècnica de fixació pot induir el desplaçament i la pèrdua de cromosomes 

durant el procés de fixació. Consegüentment, de forma habitual es fa una estimació conservadora de 

l’aneuploïdia multiplicant per dos el nombre de hiperploïdies observat. Encara que, de fet, la pèrdua 

artefactual de cromosomes constitueix la major causa de hipoploïdies, també cal tenir en compte la 

implicació d’alteracions de mecanismes inherents a l’oogènesi, tal com el retard en l’anafase, l’alteració 

del citoesquelet o el desplaçament de cromosomes (Pellestor i col·l. 2005). L’any 1983, Mikamo i 

Kamiguchi van descriure en oòcits una tècnica de fixació suau i gradual, que evitaria la pèrdua de 

cromosomes i la separació de cromàtides artefactuals pròpies de la tècnica de Tarkowski. 

 

1.6.2 Freqüència d’anomalies cromosòmiques en gàmetes humans 
 

La freqüència mitjana de poliploïdia, aneuploïdia i d’anomalies estructurals, observades en els estudis 

de cariotipatge d’oòcits humans, varien segons la tècnica de fixació aplicada. Utilitzant la tècnica de 

fixació gradual les incidències són del 9,3 %, 17,0 % i 4,6 % respectivament. I utilitzant la tècnica de 

Tarkowski són del 10,9 %, 26,4 % i 6,0 %, respectivament (Pellestor i col·l. 2005). Aquests autors 

extreuen aquestes dades d’una revisió de catorze estudis de cariotipatge d’oòcits humans fixats 

mitjançant la tècnica de fixació gradual, amb un total de 3.808 metafases analitzades; i trenta-cinc 

estudis de cariotipatge d’oòcits humans fixats mitjançant la tècnica de Tarkowski, amb un total de 3.795 

metafases analitzades. 

 

Quan s’apliquen altres tècniques d’anàlisi citogenètica molecular, la incidència d’anomalies 

cromosòmiques varia àmpliament segons els estudis. Pellestor i col·l. (2005), revisen diversos estudis 

de FISH convencional en oòcits humans, la poliploïdia oscil·la entre el 6,0 % i el 11,0 % (tres estudis) i 

l’aneuploïdia oscil·la entre el 3,0 % i el 47,5 % (dotze estudis). Aquests mateixos autors revisen la 

incidència d’aneuploïdia en quatre estudis de la FISH en 1CP i varia entre el 32,1 % i el 52,1 %. També 

revisen quatre estudis en què s’aplica el cariotipatge espectral (SKY o M-FISH) i la incidència 

d’aneuploïdia varia entre el 20,0 % i el 39,0 % (almenys amb quaranta-set metafases analitzades), tres 

estudis en què s’aplica la tècnica de PRINS o la tècnica de PNA (entre 18,2 % i 23,5 %) i dos estudis on 

s’aplica la tècnica de CGH (48,0 % i 90,0 %). Cal tenir en compte que aquest valors podrien ser encara 
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massa baixos ja que no s’estan tenint en compte les anomalies que es poden produir a la segona divisió 

meiòtica un cop ha tingut lloc l’extrusió del segon corpuscle polar. 

 

En qualsevol cas, en oòcits humans la incidència d’anomalies cromosòmiques numèriques és superior a 

la incidència d’anomalies estructurals. Cal tenir en compte que la morfologia i la condensació de les 

cromàtides en MII dificulten la detecció d’anomalies estructurals. Consegüentment, la taxa estimada 

d’anomalies estructurals està probablement subestimada (Pellestor i col·l. 2005). En oòcits humans en 

MII, tenint en compte les dades obtingudes en la revisió d’estudis de cariotipatge i citogenètica 

molecular, la possible incidència d’anomalies cromosòmiques és aproximadament del 20 % (Pellestor i 

col·l. 2005). 

 

En espermatozoides humans, en canvi, la incidència d’anomalies cromosòmiques és major en 

anomalies cromosòmiques estructurals essent d’un 7 %, respecte les anomalies numèriques, d’un 3 % 

(Martin i col·l. 1991; Guttenbach i col·l. 1997). 

 

En oòcits, la més elevada taxa d’anomalies suggereix que hi ha una major contribució materna en la 

gènesi de concepcions anòmales. Resulta difícil estimar la incidència de la pèrdua de concepcions 

humanes atès que la majoria es produeixen abans de la implantació o no es detecten abans de la 

primera falta menstrual i passen desapercebudes. L’any 1987, Santaló i col·l. (1987), analitzant 

embrions preimplantacionals descartats de cicles de FIV, estimen una freqüència del 65 % de pèrdues 

preimplantacionals tenint en compte les anomalies cromosòmiques trobades en aquests embrions. 

Després de la fecundació es produeix una pèrdua progressiva d’embrions anòmals a estats específics 

del desenvolupament embrionari primerenc, a través d’una aturada d’aquest i la degeneració dels 

embrions anòmals. 

 

1.6.3 Freqüència d’anomalies cromosòmiques en embarassos 
 

Dels embarassos detectats en la població humana en general, un 85 % corresponen a embarassos que 

tiren endavant; d’aquests, un 83,3 % sobreviuen (nascuts vius) i un 1,7 % resulten en morts perinatals 

(nascuts morts o mort primerenca). De forma natural, la incidència d’anomalies cromosòmiques al llarg 

de l’embaràs decreix de tal manera que en les morts perinatals és un 5–6 % (Machín i Crolla 1974) i en 

nascuts vius és d’un 0,6 % (Nielsen 1975), sent en ambdós grups més freqüents les anomalies 

numèriques, 75 i 60 %, respectivament, enfront de les anomalies estructurals, un 25 i 40 % 

respectivament. Si ens centrem en les reorganitzacions cromosòmiques equilibrades (translocacions 

robertsonianes, translocacions recíproques i inversions), trobem que un 31 % dels nascuts vius amb 

anomalies cromosòmiques presenten anomalies cromosòmiques estructurals equilibrades, la qual cosa 

correspon a un 0,19 % del total de nascuts vius. És a dir, dinou de cada deu mil individus són portadors 

d’una reorganització cromosòmica, i formen un grup de risc elevat de transmetre anomalies 

cromosòmiques a la seva descendència. 
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El 15 % restant dels embarassos detectats a la població humana en general acaben en avortaments 

espontanis postimplantacionals durant el primer trimestre de gestació i es considera que el 50–70 % són 

deguts a anomalies cromosòmiques (Rubio i col·l. 2003; Boué i col·l. 1975, Hassold i col·l. 1978; Plachot 

1989; Eiben i col·l. 1990; Stephenson i col·l. 2002). Les anomalies cromosòmiques numèriques es donen 

en el 95 % dels avortaments (Eiben i col·l. 1990; De Vita i col·l. 1993) i les anomalies cromosòmiques 

estructurals es donen en el 5 % restant dels avortaments espontanis (Eiben i col·l. 1990). 

 

A més, també cal tenir en compte que un 4,7 % de les parelles no fèrtils, amb dos o més avortaments 

espontanis (avortaments de repetició) inclouen un progenitor portador d’una reorganització cromosòmica 

estructural (De Braekeleer i Dao 1990). Les anomalies estructurals són les més freqüents i representen 

un 2,1 % dels avortaments espontanis; les anomalies estructurals més freqüents són les translocacions 

recíproques (1,2 %), seguit de les translocacions robertsonianes (0,6 %) i les inversions (0,2 %). La 

freqüència d’anomalies estructurals respecte del nombre d’avortaments espontanis per parella: un, dos o 

més de dos augmenta respecte del nombre d’avortaments, sent un 1,0 %, 2,2 % i 2,4 %, 

respectivament. 

 

Si tenim en compte el sexe del portador, ens trobem que la distribució de les anomalies cromosòmiques 

sempre és major en les dones. 

 

Hi ha una taxa elevada de no-evolució embrionària i hi ha una selecció negativa de les anomalies 

cromosòmiques durant les primeres etapes del desenvolupament embrionari. La incidència d’anomalies 

cromosòmiques decreix respecte de les setmanes de gestació: 45,5 % en avortaments espontanis 

(abans de les vint setmanes de gestació): 5,35 % en morts perinatals i 0,3 % en nascuts vius (Jacobs i 

Hassold 1995). S’ha estimat que en dones de 35 anys o més, el 50 % dels embrions són 

cromosòmicament anormals i el factor predominant és l’aneuploïdia (Munné i col·l. 1995a). 

 

1.6.4 Indicacions de població de risc de tenir descendència amb anomalies 
cromosòmiques 

 
Les indicacions d’una població de risc de tenir descendència amb anomalies cromosòmiques són: l’edat 

materna avançada (> 36 anys), parelles amb dos avortaments o més (avortament de repetició), pares 

portadors de reorganitzacions cromosòmiques equilibrades i, finalment famílies amb un fill afecte d’una 

cromosomopatia precedent, en els quals està indicada la realització d’un diagnòstic genètic prenatal per 

evitar el naixement de descendència afectada. 

 

En aquest treball ens hem centrat en l’estudi d’alteracions cromosòmiques estructurals com a 

conseqüència de dones portadores de translocacions. 
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1.7 Diagnòstic prenatal 
 
L’obtenció de mostra biològica del fetus i la seva anàlisi s’ha de fer en un marge de temps suficient per 

permetre, si és el cas, practicar una interrupció voluntària de l’embaràs, que per llei es pot practicar, com 

a màxim entre les setmanes dinou i vint de gestació (Llei 9/1985). El primer diagnòstic prenatal 

d’anomalies cromosòmiques data de l’any 1967 (Jacobson i Barter 1967) i es va portar a terme 

mitjançant el cultiu de cèl·lules del líquid amniòtic. I l’any 1983, Brambati i Simoni (1983) utilitzen per 

primera vegada la biòpsia de vellositats de còrion per al diagnòstic prenatal. L’obtenció de mostra fetal 

es fa sota control per ecografia, entre les setmanes nou i dotze de gestació es fa una biòpsia de 

vellositats de còrion i entre les setmanes quinze i disset de gestació es fa una extracció de líquid 

amniòtic (amniocentesi). 

 

Les indicacions del diagnòstic prenatal són les de la població amb risc de transmetre anomalies 

cromosòmiques a la seva descendència, indicades anteriorment [vegeu l’apartat 1.6.4], i també 

l’observació prèvia per ecografia de fetus amb anomalies (com ara el creixement retardat i la morfologia 

fetal alterada). 

 
 

1.8 Diagnòstic genètic preimplantacional (DGP) mitjançant blastòmer 
 

 

Els avenços en les tècniques de reproducció humana assistida han facilitat el desenvolupament de 

mètodes de diagnòstic de malalties genètiques i anomalies cromosòmiques que són tan precoces que, 

de fet, es poden diagnosticar abans que tingui lloc la gestació. Per aquesta raó aquesta metodologia es 

coneix amb el nom de diagnòstic genètic preimplantacional (DGP) i és un complement excel·lent al 

diagnòstic prenatal (Egozcue i col·l. 2006). El DGP, també conegut com a PDG (preimplantation genetic 

diagnosis) va ser inicialment desenvolupat l’any 1990 per Handyside (Handyside, 1990). S’analitza 

l’embrió de dos o tres dies (preimplantacional) en lloc del fetus de diverses setmanes de gestació. El 

DGP va ser desenvolupat per evitar la interrupció dels embarassos patològics i la transmissió a la 

descendència d’anomalies monogèniques i/o cromosòmiques en parelles de risc elevat (1/20 o 

superior). 

 

Aquest procediment, aplicat en un programa de FIV, permet detectar les alteracions genètiques en 

blastòmers d’embrions de sis–vuit cèl·lules i transferir a l'úter matern embrions genèticament normals. 

S’analitzen un o dos blastòmers de cada embrió. La tècnica d’anàlisi aplicada inicialment va ser la 

tècnica de reacció en cadena de la polimerasa (polimerase chain reaction, PCR) la qual permet 

amplificar l’ADN de gens o de parts específiques de gens (Handyside i col·l. 1989). També s’ha aplicat la 

tècnica d’anàlisi d’hibridació in situ fluorescent (fluorescent in situ hybridization, FISH) emprant sondes 
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d’ADN, marcades fluorescentment, específiques per a regions concretes de cromosomes (Muggleton-

Harris i col·l. 1995). 

 

En casos de parelles en les quals la dona és portadora d’una anomalia gènica recessiva lligada al sexe, 

majoritàriament lligades al cromosoma X, es fa una determinació del sexe de l’embrió ja que únicament 

els embrions masculins tenen un risc de patir-la (Handyside i col·l. 1989). Es transfereixen, només, 

embrions femenins que seran normals o, en el pitjor dels casos, portadors de l’anomalia. En cap cas no 

seran afectes de la patologia ja que el progenitor masculí és normal. Amb el temps es va introduir, 

alternativament, la selecció del sexe mitjançant la aplicació de la FISH amb sondes específiques per als 

cromosomes sexuals (Staessen i col·l. 1999). També s’ha desenvolupat l’aplicació del DGP per a 

l’anàlisi citogenètica dels cromosomes implicats en aneuploïdies viables mitjançant la FISH (Munné i 

col·l. 1995a; Munné i col·l. 1996; Gianaroli i col·l. 1999) i en translocacions (Munné i col·l. 2000a,c). 

 

Les indicacions de DGP més freqüents són per a anomalies cromosòmiques numèriques o estructurals, i 

la gran majoria d’indicacions són per a cribratge d’aneuploïdies. El cribratge d’aneuploïdies s’aplica en 

edat materna avançada (Gianaroli i col·l. 1999), en pacients que han patit almenys tres fallides de FIV, i 

pacients amb més de dos avortaments amb pares amb cariotip normal (Simón i col·l. 1998). 

 

Els individus portadors d’anomalies cromosòmiques, ja siguin numèriques o estructurals (translocacions, 

inversions), són els principals beneficiaris del DGP. Aquests individus habitualment presenten infertilitat 

deguda a diferents graus d’aparellament a la gametogènesi relacionat amb anomalies meiòtiques 

induïdes per l’anomalia cromosòmica i a la producció de gàmetes desequilibrats resultants de la 

segregació meiòtica dels cromosomes implicats. Sovint presenten avortaments per raó de la producció 

d’embrions cromosòmicament anòmals o naixement de nens afectes de desequilibris cromosòmics. La 

selecció d’embrions donaria més èxit reproductiu (Egozcue i col·l. 2006). 

 

En el DGP per anomalies citogenètiques en embrions implica la biòpsia d’un o dos blastòmers 

d’embrions de sis–vuit cèl·lules. La biòpsia s’ha d’extreure a través d’un forat a la zona pel·lúcida (ZP). 

El procediment per foradar la ZP es pot fer per tres mètodes diferents: químic, mitjançant l’ús d’àcid 

Tyrode; mecànic, utilitzant una microagulla; o mitjançant un làser. L’elecció d’un o altre mètode 

dependrà de cada cas individual i s’ha de considerar abans. També cal tenir en compte que la limitació 

principal del DGP és el nombre d’embrions obtingut. Com més embrions, més possibilitat d’obtenir 

embrions sans. 

 

La biòpsia es pot extreure també per tres mètodes diferents: aspiració, extrusió o per desplaçament amb 

un flux de medi (Egozcue i col·l. 2006). Les cèl·lules biopsiades es lisen per a fer PCR o es fixen per a  
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realitzar la FISH. S’han publicat mètodes alternatius que utilitzen la fusió cel·lular d’un blastòmer amb un 

zigot de mamífer, amb la qual cosa s’ha pogut condensar la cromatina nuclear dels blastòmer fins a 

l’estadi de cromosomes metafàsics (Verlinsky i Evsikov 1999; Willadsen i col·l. 1999; Verlinsky i col·l. 

2002). 

 

Els primers embarassos, després de l’aplicació clínica del DGP mitjançant embrions, van ser descrits 

l’any 1990 (Handyside i col·l. 1990), realitzant la selecció de sexe d’embrions per PCR. Avui en dia, 

milers d’embrions han estat analitzats, i centenars de nens i nenes han nascut utilitzant el DGP 

mitjançant embrions. 

 

L’any 1997 es va crear un consorci específic per DGP dins la Societat Europea de Reproducció Humana 

i Embriologia (European Society of Human Reproduction and Embriology, ESHRE). La finalitat era fer un 

estudi a llarg termini de l’eficàcia i els resultats clínics del DGP. Des del mes de gener de l’any 1997 

aquest Consorci fa la recol·lecció de dades dels centres europeus que realitzen DGP. S’han publicat 

quatre recol·leccions (Geraedts i col·l. 1999 i 2000; Sermon i col·l. 2005). L’any 2006 (Harper i col·l. 

2006) s’ha publicat l’última recol·lecció de dades que inclou les dades de gener a desembre del 2002 i 

les compara amb les dades de les recol·leccions I-IV. 

 

Agrupant les dades de les cinc recol·leccions (I-V) s’han fet 5.891 cicles de DGP per anomalies 

cromosòmiques estructurals, anomalies lligades al sexe i malalties monogèniques (2.701), per cribratge 

d’aneuploïdies (2.950) i per selecció de sexe per motius socials (240). 

 

 

1.9 Diagnòstic genètic preimplantacional mitjançant l’anàlisi de primer 
corpuscle polar (DGP-1CP) 

 

L’any 1990 Verlinsky i col·l. (Verlinsky i col·l. 1990) van proposar un mètode alternatiu al DGP en 

embrions basat en l’anàlisi de primer corpuscle polar (1CP); després que Monk i Handyside l’any 1988 

(Monk i Handyside 1998) van demostrar que era possible utilitzar la PCR per amplificar gens en ADN 

aïllat de blastòmers. Aquest mètode alternatiu, inicialment anomenat diagnòstic genètic preconcepcional 

(DGPC), òbviament, pot ser exclusivament aplicat en parelles en les quals és la dona la portadora de 

l’anomalia gènica o la que genera el risc d’alteració cromosòmica per a la seva descendència; edat 

materna avançada o ser portadora de reorganització cromosòmica equilibrada. 

 

El diagnòstic genètic preimplantacional mitjançant l’1CP (DGP-1CP) es basa en les característiques 

específiques de la gametogènesi femenina que ja hem explicat anteriorment [vegeu l’apartat 1.2] en la 

formació del gàmeta femení. L’oòcit madur, aturat a la metafase II, va acompanyat de l’1CP, resultant de 

primera divisió meiòtica. En ser ambdues cèl·lules cromosòmicament complementàries es pot fer una 

anàlisi indirecta del contingut cromosòmic de l’oòcit a través de l’estudi del contingut cromosòmic de 
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l’1CP, mentre l’oòcit manté la capacitat reproductiva intacta. Així, dins d'un programa de FIV es podria 

identificar i seleccionar per ser transferits a l’úter matern embrions resultants d’oòcits cromosòmicament 

normals o equilibrats. 

 

Cal tenir present que els errors en l’extrusió del segon corpuscle polar, els errors postzigòtics (mitòtics) i 

les anomalies lligades al cromosoma Y, no es poden detectar. 

 

El DGP-1CP té un gran interès ja que, almenys el 90 % dels errors cromosòmics s’originen en la meiosi 

femenina (Hassold i col·l. 1996; Nicolaidis i Petersen 1998). El desenvolupament del DGP-1CP està 

indicat en la detecció d'anomalies com la síndrome de Down de la qual es coneix que en un 95 % dels 

casos l'origen és matern (Antonarakis 1991; Antonarakis i col·l. 1992) i que de manera molt majoritària, 

en un 77,1 % dels casos, l'error s’ha produït en la disjunció dels cromosomes durant la primera divisió 

meiòtica materna. 

 

Aquesta anàlisi té l’avantatge que no està afectada per l’existència de mosaïcisme, el qual resulta molt 

freqüent durant les primeres divisions mitòtiques postembrionàries, cosa que dificulta el DGP (Munné i 

col·l. 1994; Munné i col·l. 2002b). Una altra avantatge que presenta aquesta anàlisi és que l’1CP, en 

trobar-se detingut a la metafase II, no presenta la dificultat d’interpretació dels senyals de la FISH que, 

en canvi, presenten les cèl·lules proliferants susceptibles de poder-se trobar en qualsevol de les etapes 

del cicle cel·lular (Pujol i col·l. 2004). Aquest fet sembla que podria induir a errors d’interpretació durant 

el DGP (Munné i col·l. 2002b). 

 

En l’aplicació del DGP-1CP, com que la biòpsia es realitza en el D + 0, es disposa de fins a tres o quatre 

dies per poder fer l’anàlisi citogenètica. 

 

No obstant això, el DGP-1CP presenta certes limitacions. No informa de les alteracions produïdes durant 

la segona divisió meiòtica, com a conseqüència d’una segregació anòmala de les cromàtides germanes 

que, encara que amb menys freqüència, també té lloc (Verlinsky i col·l. 1997a). Al mateix temps, l’anàlisi 

de l’1CP no informa de la contribució paterna. Això es podria evitar amb la realització, en D + 3, de 

l’anàlisi d’un o dos blastòmers de l’embrió de sis–vuit cèl·lules el qual ha donat lloc la inseminació de 

l’oòcit. La mala qualitat de les extensions de l’1CP pot dificultar-ne l’anàlisi citogenètica (Verlinsky i col·l. 

1996). 

 

L’aplicació del DGP-1CP a dones portadores d’anomalies gèniques ha permès identificar oòcits sense la 

mutació, mitjançant la tècnica de la PCR (Verlinsky i col·l. 1990), i en dones amb risc d’aneuploïdies ha 

permès identificar oòcits cromosòmicament euploides, mitjançant la FISH amb sondes centromèriques 

específiques (Munné i col·l. 1995b; Verlinsky i col·l. 1995, 1996). Altres camps d’aplicació de la biòpsia 

d’1CP són la detecció d’anomalies gèniques lligades al cromosoma X (Verlinsky i col·l. 2001 i 2006) i per  
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tipatge d'antigens humans leucocitaris (human leucocyte antigen, HLA) per diferents desordres 

(Verlinsky i col·l. 2001; Rechitsky i col·l. 2004, 2006; Kuliev i col·l. 2005). Recentment s’ha aplicat l’anàlisi 

d’1CP per el diagnòstic d’anomalies gèniques mitjançant multiplex fluorescent PCR reaction (Renbaum i 

col·l. 2007). 

 

La llei actual sobre tècniques de reproducció assistida (Llei 14/2006) defineix els casos en què es 

podran practicar tècniques de diagnòstic preimplantacional: 

 
Article 12.a “La detección de enfermedades hereditarias graves, de aparición precoz y no susceptibles de tratamiento curativo 

postnatal con arreglo a los conocimientos científicos actuales, con objeto de llevar a cabo la selección embrionaria de los 

preembriones no afectos para su transferencia.”  

 

L’últim informe sobre l’estadística de reproducció humana assistida a Catalunya publicat l’any 2007, 

inclou les dades de l’any 2004 (FIVCAT.NET 2007), un 0,6 % de cicles de transferència són per 

l’aplicació del DGP com a tècnica de RHA. I segons l’últim registre publicat l’any 2006 per la SEF 

corresponent a les dades de l’any 2003 (SEF 2007), el 3,0 % dels cicles són de DGP. 

 

El DGP a Espanya està regulat per la Llei 14/2006, en concret, a l’article 12: 

 
1. “Los centros debidamente autorizados podrán practicar técnicas de diagnóstico preimplantacional para: 

 

a) La detección de enfermedades hereditarias graves, de aparición precoz y no susceptibles de tratamiento curativo postnatal 

con arreglo a los conocimientos científicos actuales, con objeto de llevar a cabo la selección embrionaria de los preembriones 

no afectos para su transferencia.  

b) La detección de otras alteraciones que puedan comprometer la viabilidad del preembrión.” 

... 

 

2. “La aplicación de técnicas de diagnóstico preimplantacional para cualquiera otra finalidad no comprendida en el apartado 

anterior, o cuando pretendan practicar en combinación con la determinación de los antígenos de histocompatibilidad de los 

preembriones in vitro con fines terapéuticos para terceros, requerirá de la autorización expresa, caso a caso, de la autoridad 

sanitaria...” 

 

 

1.10 DGP-1CP en dones portadores de reorganitzacions cromosòmiques 
 

En translocacions robertsonianes, un 69,6 % són degudes a mares portadores i un 30,4 %, a pares 

portadors. En translocacions recíproques la distribució és similar, 63,9 % són degudes a mares 

portadores i un 36,1 %, a pares portadors (De Braekeleer i Dao 1990). El DGP-1CP està especialment 

indicat en la selecció d’oòcits de dones portadores de translocacions, amb èxit reproductiu baix i risc  
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elevat de descendència desequilibrada, en les quals es podria fer una selecció dels oòcits per estudi de 

segregació dels cromosomes implicats en la translocació en qüestió. 

 

En el cas dels oòcits de dones portadores de translocacions robertsonianes com a resultat de la 

segregació dels cromosomes implicats en la translocació es poden formar vuit gàmetes diferents: 

normal, equilibrat i sis combinacions de gàmetes desequilibrats (2:2 adjacent-1, 2:2 adjacent-2, 1:3 i 0:4) 

[figura I-29]. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I-29. Esquema de les possibles segregacions dels cromosomes implicats en una translocació robertsoniana en la 

gametogènesi d’una dona portadora. [microscopi invertit amb òptica de Hoffman 400x] 

 

En canvi, com a resultat de l’oogènesi d’una dona portadora d’una translocació recíproca es poden 

formar teòricament setze gàmetes diferents: normal, equilibrat i catorze combinacions de gàmetes 

desequilibrats (2:2 adjacent 1, 2:2 adjacent 2, 3:1 i 0:4) [figura I-30]. 

  

Alternant Adjacent 0:3 

1CP Oòcit II 

25 % 
teòric 
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Figura I-30. Esquema de les possibles segregacions dels cromosomes implicats en una translocació recíproca en la gametogènesi 

d’una dona portadora. [microscopi invertit amb òptica de Hoffman 400x] 

 

Si l’home té un cariotip normal es pot fer la selecció dels oòcits normals o equilibrats mitjançant un DGP-

1CP. La dona portadora de la translocació és sotmesa a estimulació hormonal i el dia de la punció 

fol·licular els oòcits madurs recuperats s’inseminen per ICSI i es biopsien els 1CP. Al cap d’un o dos dies 

tindrem el resultat de l’anàlisi citogenètica dels 1CP i, indirectament, dels oòcits. Els embrions resultants 

de la inseminació d’oòcits diagnosticats normals o equilibrats, des del punt de vista citogenètic, seran els 

aptes per transferir a l’úter matern, mentre que els embrions resultants d’oòcits desequilibrats seran 

descartats del cicle [figures I-31 i I-32]. 

1CP Oòcit II 

Alternant Adjacent-1 0:4 Adjacent-2 

1:3 

12,5 % 
teòric 
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Figura I-31. Esquema de les fases des de la biòpsia i inseminació dels oòcits d’una dona portadora d’una translocació 

robertsoniana a la transferència dels embrions resultants de la inseminació d’oòcits normals i equilibrats. [microscopi invertit amb 

òptica de Hoffman 400x] 

NO aptes per a 
transferir 

Aptes per a 
transferir 

Normal       Equilibrat 

Desequlibrats: 
Espermatozoide normal 

1CP 
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Alternant 

adjacent 

0:3 

Zigot 2PN 

Embrió preimplantacional 

ICSI 

Desequilibrats 

25,0 %
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Figura I-32. Esquema de les fases des de la biòpsia i inseminació dels oòcits d’una dona portadora d’una translocació recíproca a 

la transferència dels embrions resultants de la inseminació d’oòcits normals i equilibrats. [microscopi invertit amb òptica de 

Hoffman 400x] 

 

Les dones portadores de reorganitzacions són un grup d’interès d’aplicació del DGP-1CP i a l’última 

recol·lecció de dades del consorci per PGD de la ESHRE que inclou les dades de setembre del 1998 

fins al desembre del 2002 (Harper i col·l. 2006) es recullen, com hem mencionat anteriorment, un total 

de 5.891 cicles de DGP. D’aquests, 203 (3,4 %) han estat realitzats amb biòpsia d’1CP: vuit per 

anomalies cromosòmiques estructurals, disset per malalties monogèniques i 178 per cribratge 

d’aneuploïdies. Per selecció de sexe no hi ha cap cicle realitzat amb biòpsia d’1CP ja que es requereix 

la contribució paterna. En el cas d’anomalies cromosòmiques estructurals, en concret s’han realitzat 106 

cicles de PGD de dones portadores de translocacions robertsonianes i 158 cicles de dones portadores 

de translocacions recíproques. D’aquests, 158 cicles de DGP per anomalies cromosòmiques d’origen 

matern, en set cicles (quatre i tres, respectivament) s’ha realitzat el DGP-1CP. 

Normal       Equilibrat 

Desequilibrats 

Desequlibrats 1CP 

Oòcit II 

Alternant 
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Zigot 2PN 

Embrió preimplantacional 

Espermatozoide normal 

ICSI 

12,5 % 
teòric 

NO aptes per a 
transferir 

Aptes per a 
transferir 



M.Durban  Estudi citogenètic del primer corpuscle polar d’oòcits d’hàmster i d’humans:  
 diagnòstic genètic preimplantacional mitjançant l’anàlisi de primer corpuscle polar 

 

 

 

 
 
49  Introducció 
 

 

En la present tesi doctoral, en l’aplicació dels casos clínics de DGP-1CP, ens hem centrat en 

dones portadores de translocacions robertsonianes i dones portadores de translocacions recíproques. 
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Capítol 2: hipòtesi de treball i objectius 
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2.1 Hipòtesi de treball 
 
El primer corpuscle polar (1CP) és una cèl·lula que acompanya l’oòcit madur i es produeix com a 

conseqüència de la primera divisió meiòtica. Ambdues cèl·lules tenen per aquest motiu dotacions 

cromosòmiques haploides complementàries, amb cromosomes amb dues cromàtides. Així doncs, l’1CP 

pot informar, indirectament, de la dotació cromosòmica del corresponent oòcit. Per tal de comprovar 

aquesta hipòtesi, en aquest treball s’han seguit els objectius descrits a continuació. 

 

2.2 Objectius 
 

L’objectiu general d’aquest treball és posar a punt un mètode de diagnòstic preimplantacional mitjançant 

l’anàlisi citogenètica de l’1CP (DGP-1CP) i aplicar aquest mètode clínicament. Per assolir aquest 

objectiu general ens hem plantejat els objectius concrets següents. 

 

2.2.1 Posar a punt el mètode d’obtenció d’extensions cromosòmiques d’1CP humà per a 
la seva anàlisi citogenètica amb hibridació in situ fluorescent (FISH) [art.1 vegeu l’apartat 

4.6]. 
 

2.2.1.1 Posar a punt el mètode d’obtenció d’extensions cromosòmiques d’1CP en un model 

animal (hàmster). 

 

2.2.1.2 Adequar el mètode d’obtenció d’extensions cromosòmiques d’1CP a oòcits madurs 

humans control descartats de programes de fecundació in vitro (FIV). 

 

2.2.1.3 Posar a punt la tècnica de la FISH en 1CP d’oòcits madurs humans. 
 

2.2.2 Elaborar una sèrie control d’oòcits humans descartats de programes de FIV per 
veure la complementarietat en parelles 1CP i la corresponent metafase II mitjançant 
FISH [art.2 vegeu l’apartat 4.7]. 

 
2.2.3 Analitzar citogenèticament oòcits immadurs i zigots humans anòmals que són 
rutinàriament descartats de cicles de FIV amb inseminació convencional. 
 
2.2.4 Aplicar clínicament el DGP-1CP en dones portadores de translocacions 
equilibrades [art.2 vegeu l’apartat 4.7]. 
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Capítol 3: material i mètodes 
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3.1 Material biològic 
 
3.1.1 Oòcits madurs d’hàmster 
 

Els oòcits procedeixen de femelles adultes d’hàmster daurat o Siri estabulat, espècie Mesocricetus 

auratus. Les femelles tenen de dos a sis mesos d’edat i han nascut en una colònia establerta en el 

Servei d’Estabulari de la Universitat Autònoma de Barcelona des de l’any 1984 a l’any 2001. 

 

En el present treball s’han inclòs 220 oòcits madurs, en estadi de metafase II (MII), procedents de 

quaranta-quatre femelles. Cada femella d’hàmster estimulada amb hormones gonadotrofines produeix 

una trentena d’oòcits, no obstant això només s’han processat cinc oòcits per femella per tal d’escurçar 

els temps de manipulació. 

 

 

 

L’hàmster ha constituït el material de partida per a la posada a punt del mètode idoni de fixació del 

primer corpuscle polar (1CP). 

 

S’han fixat adequadament un total de 165 dels 220 1CP processats [taules M-1 i R-1]. 

 

 
3.1.2 Oòcits i zigots humans anòmals descartats de programes de fecundació in vitro 

(FIV) 
 
Els oòcits humans descartats de programes de fecundació in vitro (FIV) humana, abans o després de la 

inseminació, així com els zigots humans anòmals també descartats d’aquests programes, han provingut 

del laboratori de FIV del Instituto Navarro de Ginecología, Pamplona. 

 

El Comitè Ètic de la Universitat Autònoma de Barcelona i el Comitè Ètic del centre de FIV han aprovat el 

protocol per al present estudi. 

 

En el present treball s’han inclòs un total de 240 cèl·lules entre oòcits madurs en estadi d’MII, oòcits 

immadurs en estadi de metafase I (MI), oòcits molt immadurs en estadi de vesícula germinal (VG) i 

zigots anòmals [taula M-2]. 

Taula M-1. Material biològic d'hàmster.

Oòcits madurs Cèl·lules 
processades 1CP fixats

220 165 [taula R-1]

1CP (primer corpuscle polar).
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S’han processat cinquanta-set cèl·lules corresponents a oòcits madurs, immadurs i molt immadurs, 

descartats després de l’eliminació de les cèl·lules del cúmul dels oòcits de cicles de FIV-ICSI i abans de 

la inseminació; 105 cèl·lules corresponents a oòcits madurs i immadurs descartats postinseminació i 

observació morfològica de la fecundació de cicles de FIV convencional; i setanta-vuit cèl·lules 

corresponents a zigots anòmals també descartats postinseminació i observació morfològica de la 

fecundació de cicles de FIV convencional. 

 

Dels cinquanta-set oòcits no inseminats, s’han destinat divuit oòcits madurs a la posada a punt del 

mètode d’obtenció d’extensions cromosòmiques d’1CP humans [taula R-2]; i s’han destinat vint-i-un 

oòcits madurs a l’elaboració d’una sèrie d’oòcits control fixant separadament l’MII de l’oòcit i el 

corresponent 1CP [taula R-3]. Els divuit oòcits immadurs s’han processat per a la seva anàlisi 

citogenètica [taules R-4]. 

 

Dels 105 oòcits descartats postinseminació, s’han destinat els cinquanta oòcits madurs a l’elaboració 

d’una sèrie d’oòcits control fixant separadament l’MII de l’oòcit i el corresponent 1CP [taula R-3]. Els 

cinquanta-cinc oòcits immadurs s’han processat per a la seva anàlisi citogenètica [taula R-4]. 

 

I, finalment, tots els zigots anòmals s’han processat per a la seva anàlisi citogenètica [taula R-4]. 

Taula M-2. Material biològic humà analitzat descartat de programes de FIV.

Tipus de cèl·lula i origen Cèl·lules 
processades Cèl·lules fixades

Oòcits no inseminats

Madurs (MII) 39 a 35 [taules R2 i R-3]

Immadurs (MI i VG) 18 18 [taula R-4]

57 53

Oòcits descartats postinseminació (FIV convencional)
Madurs (MII) 50 41 [taula R-3]

Immadurs (MI i VG) 55 38 [taula R-4]

105 79

Zigots anòmals descartats postinseminació (FIV convencional)
78 49 [taula R-4]

240 181
FIV (fecundació in vitro), MII (metafase II), MI (metafase I), VG (vesícula germinal).
a 18 oòcits s'han destinat a la posada a punt del mètode d'obtenció d'extensions cromosòmiques d'1CP humans (taula R-
2) i 21 oòcits s'han destinat a l'elaboració d'una sèrie d'oòcits control fixant separadament la MII de l'oòcit i el 
corresponent 1CP (taula R-3).
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3.1.3 Aplicació del diagnòstic genètic preimplantacional mitjançant l’anàlisi de primer 
corpuscle polar (DGP-1CP) a casos clínics: dones portadores de translocacions 
estructurals 

 

Els estudis d’oòcits procedents de pacients sotmeses a diagnòstic genètic preimplantacional mitjançant 

l’anàlisi de primer corpuscle polar (DGP-1CP) s’han realitzat en col·laboració amb el Servei de Medicina 

de la Reproducció de l’Institut Universitari Dexeus de Barcelona, el Servicio de Medicina de la 

Reproducción de la Fundación Jiménez Díaz de Madrid, i el Servei de Medicina de la Reproducció de 

l’Hospital Clínic i Provincial de Barcelona. 

 

En el present treball s’han estudiat nou casos clínics (deu cicles) de dones portadores de translocacions 

i s’han processat noranta-un oòcits madurs per a la seva anàlisi citogenètica mitjançant l’estudi dels 

corresponents 1CP [taula M-3]. 

 

 

 

Taula M-3. Oòcits procedents de casos clínics (DGP-1CP).

Casos clínics estudiats Codi 
d'identificació

Cèl·lules 
processades 1CP fixats

Translocacions robertsonianes
45,XX,der(14;21)(q10;q10) Dx-1 (m) 15 11

45,XX,der(13;14)(q10;q10) Dx-3 (n) 4 4

45,XX,der(13;14)(q10;q10) Dx-4 (p) 14 8

45,XX,der(13;14)(q10;q10) FJD (q) 4 (dos cicles) 3

45,XX,der(13;14)(q10;q10) Dx-5 (c) 12 8

49 34 [taula R-11 a i b]

Translocacions recíproques
46,XX,t(4;12)(q22;q23) Dx-2 (H) 16 10

46,XX,t(1;18)(p34.3;q12.3) HCP-1 (I) 10 6

46,XX,t(4;11)(q31.1;q23) HCP-2 (J) 5 4

46,XX,t(8;13)(q24.1;q22) HCP-3 (K) 11 9

42 29 [taula R-13]

91 63

1CP (primer corpuscle polar).
DGP-1CP (diagnòstic genètic preimplantacional mitjançant l'anàlisi de l'1CP).
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3.2 Medis, enzims, reactius i solucions utilitzats en el material biològic 
d’hàmster 
 
3.2.1 Medis i oli de parafina 

— Medi base: Biggers-Whitten-Whittingham (BWW) (Biggers 1971) 

— Recuperació oòcits: BWW3 (BWW suplementat amb 0,3 % de albúmina sèrica humana, 

Grifols) 

— Oli de parafina (Sigma) 

 
3.2.2 Enzims 

— Hialuronidasa (Sigma) a l’0,1 % en medi BWW3 

— Tripsina (Sigma) a l’0,1 % en medi BWW3 

 

3.2.3 Reactius 
— Àcid acètic glacial (Panreac) 

— Àcid Tyrode (Sigma) a pH 2 

 

3.2.4 Solucions 
— Desengreixat i tractament previ del portaobjectes: 

• Èter dietílic anestèsic (Panreac) i etanol 96 % en proporció 1:1. 

• Trimetoxisilà (Fluka) a l’0,1 % en aigua bidestil·lada. 

— Hipotònica: 

• Citrat trisòdic dihidratat (Merck) a l’1,0 % en aigua bidestil·lada i filtrat (Millex GS 0,22 

µm,  Millipore) 

— Fixadora: metanol i àcid acètic glacial (3:1) 

— Tinció uniforme: colorant i tampó Leishman (1:4) (Merck)  
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3.3 Medis, enzims, reactius i solucions utilitzats en el material biològic d’humà 
 
3.3.1 Medis i oli de parafina 

— Tamponat: Gamete® (actualment G-MOPS®, Vitrolife) 

— Cultiu: IVF® (actualment G-Fert®, Vitrolife) 

— Oli de parafina G-Ovoil® (Vitrolife) 

— Rentat per espermatozoides: Sperm Rinse®; actualment G-Sperm®, Vitrolife) 

 

3.3.2  Enzims 
— Tripsina (Dyfco) 30 mg / ml en PBS 

— Hialuronidasa (Hyase®, Vitrolife) 

— Pepsina (Dyfco) al 10 % en aigua bidestil·lada. 

 
3.3.3 Reactius 

— Àcid Tyrode (Sigma) a pH 2 

— Àcid clorhídric (HCl) (Merck) 10 mM: 0,5 ml de HCl 1 M (100 ml de 37 % HCl fumant més 900 

ml d’aigua bidestil·lada) en 49,5 ml d’aigua bidestil·lada. 

 

3.3.4 Solucions 
— Recuperació espermatozoides mòbils per gradient de densitat: Pure Sperm®, Nidacon 

(actualment Sperm Grad®, Vitrolife) al 90 i 45 % en medi de rentat per espermatozoides. 

— PVP (polivinilpirrolidina) (ICSI-100®, Vitrolife) 

— Hipotònica: citrat trisòdic dihidratat (Merck) al 0,5 % en aigua bidestil·lada i filtrat (Millex GS 

0,22 µm, Millipore) 

— Fixadora 1: etanol i àcid acètic glacial en proporció 1:1. 

— Fixadora 2: metanol i àcid acètic glacial en proporció 1:1. 

— Pepsina (Dyfco) 50 µg / ml en HCl 10 mM. 

— Refixació o post fixació: 

• 10 x PBS sense Ca2+ ni Mg2+: 80 g de NaCl, 25,08 g de Na2HPO4 dihidratat, 2 

g de KCl, i 1,5 g de KH2PO4 dissolt en 1.000 ml d’aigua bidestil·lada. Posar a 

l’autoclau i ajustar el pH a 7,2. 

• 1 x PBS: dilució 1/10 barrejant 100 ml de 10 x PBS i 900 ml d’aigua bidestil·lada 

• MgCl2 50 mM / PBS: 2,5 ml de MgCl2 1 M (20,33 g de MgCl2 i aigua bidestil·lada 

fins a 100 ml i 47,5 ml de PBS. 

• Formaldehid a l’1 % en 50 mM MgCl2 / PBS: 2,5 ml de MgCl2 1M, 1,5 ml de 

formaldehid i 46 ml de PBS. 

• Etanol al 70, 80 i 95 % en aigua bidestil·lada. 
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- Rentat posthibridació: 

• 20 x SSC: 88 g de citrat trisòdic dihidratat i 175 g de NaCl en 950 ml d’aigua 

bidestil·lada. Ajustar a PH 5,5 i enrasar a 1.000 ml amb aigua bidestil·lada. 

• 50 % formamida / 2 x SSC (3 banys): 75 ml de formamida, 15 ml de 20 x SSC i 

60 ml d’aigua bidestil·lada. Ajustar a pH 7-7,5. 

• 2 x SSC: 100 ml de 20xSSC i enrasar fins a 1.000 ml amb aigua bidestil·lada. 

• 2 x SSC/0,1 % Tween 20: 100 ml de 20 x SSC, 1 ml de Tween 20 i 850 ml 

d’aigua bidestil·lada. Ajustar el pH a 7-7,5 i enrasar a 1.000 ml amb aigua 

bidestil·lada. 
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3.4 Mètode d’obtenció d’extensions cromosòmiques de l’1CP i de la metafase 
II (MII) de l’oòcit madur d’hàmster 

 
3.4.1 Obtenció d’oòcits madurs d’hàmster: estimulació ovàrica 
 

Els oòcits s’obtenen després d’una estimulació hormonal de femelles d’hàmster: 

 

— Injecció en el peritoneu de trenta-cinc a quaranta UI/animal d’hormona gonadotrofina d’euga 

gestant (PMSG, Sigma) el primer dia del cicle. L’acció d’aquesta hormona provoca la maduració 

sincrònica d’un nombre d’oòcits elevat. 

 

— Injecció en el peritoneu de trenta-cinc a quaranta UI/animal d’hormona gonadotrofina coriònica 

humana (hCG, Lavet), entre cinquanta-vuit i seixanta hores més tard de la injecció de PMSG. 

L’acció d’aquesta hormona aconsegueix la superovulació dels oòcits madurats. 

 

3.4.2 Recuperació d’oòcits madurs d’hàmster 
 

Després de setze–disset hores de la injecció de l’hCG, la femella s’anestesia amb èter etílic i se sacrifica 

per dislocació cervical. En aquest moment els oòcits madurs superovulats es troben dins del cúmul 

situat a l’ampul·la de cada oviducte. 

 

Es dissecciona l’ampul·la de cada oviducte i es posen en plaques de cultiu estèrils (Nunc o similar) amb 

medi BWW3 [vegeu l’apartat 3.2] gasificat en una atmosfera de 37ºC, 5 % CO2, i 95 % d’humitat. 

 

Tots els passos següents es fan sota control d’un estereomicroscopi. El cúmul s’obté introduint, amb 

xeringa i agulla, un mil·lilitre del mateix medi en un extrem de l’ampul·la. Per pressió positiva el cúmul 

s’expulsarà per l’altre extrem [figura M-1]. 
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Figura M-1. (a): ovari d’hàmster estimulat. (b): introducció de medi en un extrem de la l’ampul·la de l’oviducte mitjançant una 

xeringa amb agulla. (c) cúmul fora de l’ampul·la [estereomicroscopi] 

 

El cúmul conté els oòcits madurs i després d’un tractament enzimàtic amb hialuronidasa en medi BWW3 

gasificat en una atmosfera de 37ºC, 5 % CO2 i 95 % d’humitat i cobert amb oli de parafina. 

La durada del tractament és de dos minuts per tal que els oòcits quedin lliures de les cèl·lules que els 

envolten [figura M-2]. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura M-2. (a): oòcit madur d’hàmster dins del cúmul. (b): després del tractament amb hialuronidasa. [microscopi invertit amb 

òptica de Nomarski 200x] 

 
3.4.3 Aïllament de l’1CP d’oòcits madurs d’hàmster 
 
Cada oòcit madur es tracta amb una solució de tripsina en medi BWW3 [vegeu l’apartat 3.2] gasificat en 

una atmosfera de 37ºC, 5 % CO2 i 95 % d’humitat i cobert amb oli de parafina. La durada del tractament 

és de dos minuts per tal de dissoldre la zona pel·lúcida (ZP) que envolta l’oòcit [figura M-3]. 

 

(a) 

(b) 

(c) 

 

(a) (b) 

ZP 

1CP 
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Figura M-3. (a): oòcits madurs d’hàmster sota l’efecte de la tripsina dissolent la ZP. (b): un oòcit després del tractament amb 

tripsina, en què queden lliures l’1CP i l’MII de l’oòcit [microscopi invertit amb òptica de Nomarski 200x] 

 

L’1CP i l’MII de l’oòcit, lliures de la ZP, es recuperen amb l’ajut d’una pipeta Pasteur estirada al foc. 

Ambdues cèl·lules es fixen per separat, cada una en el seu portaobjectes, emprant el mètode 

desenvolupat per nosaltres, descrit més endavant, per a la fixació de l’1CP i una modificació del mètode 

de Tarkowski (1966) per a la fixació de l’MII de l’oòcit. 

 

Per aïllar l’1CP també s’ha aplicat una tècnica de micromanipulació sense eliminar totalment la ZP. 

L’oòcit es posa en un portaobjectes excavat amb medi BWW3 [vegeu l’apartat 3.2] gasificat en una 

atmosfera de 37ºC, 5 % CO2 i 95 % d’humitat i cobert amb oli de parafina. L’oòcit madur subjectat amb 

el micromanipulador es col·loca de manera que l’1CP quedi a la posició equivalent a les tres de les 

agulles del rellotge. El forat es realitza per dissolució local de la ZP amb una solució d’àcid Tyrode a pH 

2. L’àcid es lliura per una pipeta molt fina (< 10 µm de diàmetre intern) directament a la ZP que es vol 

dissoldre [figura M-4]. 

 

 

 

 
 
 
 

 
 

 

 

 

Figura M-4. Biòpsia d’1CP d’oòcit madur d’hàmster per dissolució parcial de la ZP mitjançant l’aplicació de solució d’àcid Tyrode. 

[microscopi invertit amb òptica de Nomarski 200x]. Vegeu l’annex 1 de l’apartat 7. 

 

 
 

(a) (b) 

1CP

MII

ZP 

Sortida d’Àc. 
Tyrode 

Forat a la ZP 

1CP 
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3.4.4 Obtenció d’extensions cromosòmiques d’1CP d’hàmster 
 
3.4.4.1 Tractament previ dels portaobjectes 
 

Els portaobjectes amb banda mat i vores bisellades (Objektträger, Menzel-Glaser) es desengreixen i, 

una vegada secs, es banyen en una solució de trimetoxisilà [vegeu l’apartat 3.2]. Un cop assecat a l’aire 

es retira l’excés de producte fregant amb un drap de cotó. 

 

3.4.4.2 Tractament hipotònic i fixació 
 

Per al tractament hipotònic s’empra una solució hipotònica consistent en citrat trisòdic dihidratat [vegeu 

l’apartat 3.2]. Primerament se submergeix la cèl·lula durant tres minuts en una cubeta amb solució 

hipotònica, després la cèl·lula es passa a un portaobjectes encara envoltada de solució hipotònica i es 

manté en aquestes condicions durant dos minuts. Tots el passos es fan sempre sota control d’un 

estereomicroscopi a 50 augments. L’estereomicroscopi disposa de camp fosc i de camp clar (Leica) per 

facilitar en tot moment la localització de l’1CP. 

 

Per a la fixació s’empra una solució fixadora consistent en àcid acètic i etanol [vegeu l’apartat 3.2]. L’àcid 

actua eliminant proteïnes i fa que la membrana i el citoplasma desapareguin, mentre que l’alcohol fixa la 

cromatina. L’augment de la proporció d’àcid acètic, respecte de la proporció 1:3 de la clàssica solució 

fixadora de Carnoy, aconsegueix eliminar la membrana citoplasmàtica de l’1CP més fàcilment. 

 

La solució fixadora s’aplica un cop ha passat el temps de tractament hipotònic, deixant-la lliscar molt 

suaument sobre el portaobjectes amb l’ajut d’una micropipeta automàtica, i realitzant moviments suaus 

en direcció a l’1CP, creant un flux continu en una sola direcció. L’1CP va quedant adherit mentre el 

fixador va desplaçant, de mica en mica, la solució hipotònica que l’envolta. Quan l’1CP queda cobert 

únicament de solució fixadora, es repeteix la mateixa operació per segona vegada. Posteriorment en 

observar, en la zona que hi ha l’1CP, un puntejat, es deixa caure una última gota de solució fixadora des 

d’una alçada de set o vuit centímetres aproximadament, per tal d’augmentar l’extensió dels cromosomes 

[figura M-5]. 
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Figura M-5. Esquema del mètode d’aplicació de la solució fixadora sobre l’1CP envoltat de solució hipotònica. 

 
3.4.5 Extensions cromosòmiques de l’MII dels oòcits d’hàmster 
 
L’MII de l’oòcit es tracta amb una solució hipotònica de citrat trisòdic dihidratat a l’1,0 % [vegeu l’apartat 

3.2] durant sis minuts, després es col·loca sobre un portaobjectes amb un volum mínim de solució 

hipotònica. Llavors, amb l’ajut d’una micropipeta automàtica es tira gota a gota la solució fixadora [vegeu 

l’apartat 3.2], molt a poc a poc i sota control estereomicroscòpic fins que la cèl·lula desapareix, 

eliminant-se el citoplasma i quedant els cromosomes fixats sobre els portaobjectes (Tarkowski 1966). 

 
3.4.6 Observació i anàlisi citogenètica d’extensions cromosòmiques: tinció uniforme 

amb colorant Leishman 
 

Les extensions cromosòmiques obtingudes s’observen a microscòpia de contrast de fases (microscopis 

PROVIS-AX 70 i BX-60, Olympus, Tècniques Mèdiques MAB) a 40 augments. A continuació, les 

extensions d’1CP d’hàmster s’analitzen mitjançant la tinció uniforme amb colorant Leishman [vegeu 

l’apartat 3.2] durant sis minuts, després els portaobjectes s’esbandeixen amb aigua corrent i s’assequen 

a l’aire. Les extensions tenyides s’observen a microscòpia de camp clar (Leitz Diaplan) amb l’objectiu de 

100 augments [figura M-6]. 

Solució hipotònica Solució 
fixadora 

 

 

1 CP 

Portaobjectes 
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Figura M-6. Extensió cromosòmica d’una MII d’1CP d’oòcit d’hàmster tenyida amb colorant Leishman. [microscopi de camp clar 

1000x]. Vegeu l’annex 1 de l’apartat 7. 

 

 

Les extensions cromosòmiques es microfotografien amb pel·lícula de blanc i negre (Agfa Copex Rapid 

AHU 50 ASA), o bé es capturen amb una estació de captura digital i anàlisi d’imatges (Cytovision Ultra, 

Applied Imaging, Regne Unit; Spectra Vysion, Izasa) acoblades a un microscopi PROVIS-AX 70 i BX-60 

respectivament. Es fa una valoració de la qualitat de les extensions dels complements cromosòmics 

d’1CP i de la morfologia cromosòmica, directament en el monitor o en el paper fotogràfic [figura M-7]. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura M-7. Extensió cromosòmica d’una MII d’1CP d’hàmster en paper fotogràfic, podem identificar per mida el cromosoma X (el 

més gran) i el cromosoma 21 (el més petit). [fotografia microscopi de camp clar 1000xl] 
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3.5 Mètode d’obtenció d’oòcits i zigots humans 
 
3.5.1 Cicles de FIV humana 

 

Els cicles de FIV humana es realitzen en centres de reproducció assistida. La superovulació de les 

pacients es porta a terme amb una supressió de la hipòfisi per un anàleg de gonadotrofines en un 

protocol llarg en associació amb hormona gonadotrofina fol·liculostimulant (FSH) i hormona 

gonadotrofina coriònica humana (hCG) [figura M-8]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura M-8. Imatge ecogràfica d’un ovari humà sota l’efecte de l’hormona gonadotrofina fol·liculostimulant (FSH). 

 

La recuperació dels oòcits envoltats de cèl·lules del cúmul (complex cúmul oòfor, CCO) es fa per punció 

dels fol·licles amb una agulla per via transvaginal guiada per ecografia i aspiració del líquid fol·licular 

trenta-sis hores després de l’administració de l’hormona hCG. La punció fol·licular es fa en un quiròfan 

sota sedació i sota control ecogràfic via vaginal. El líquid fol·licular s’aspira per acció d’una bomba de 

buit i es recull en tubs estèrils (Falcon). Els tubs es porten a una temperatura constant de 37ºC cap al 

laboratori d’embriologia. 

 
3.5.2 Recuperació d’oòcits humans en cicles de FIV 
 

Els tubs amb líquid fol·licular s’aboquen en plaques de cultiu estèrils (Falcon o similar) i sota control d’un 

estereomicroscopi es localitzen els CCO [figura M-9], aquests es passen a plaques amb medi de cultiu 

tamponat gasificat en una atmosfera de 37ºC, 5 % CO2 i 95 % d’humitat, cobert amb oli de parafina 

[vegeu l’apartat 3.3]. 

 Fol·licle estimulat 



M.Durban  Estudi citogenètic del primer corpuscle polar d’oòcits d’hàmster i d’humans:  
 diagnòstic genètic preimplantacional mitjançant l’anàlisi de primer corpuscle polar 

 

 

 

 
 
70    Material i mètodes 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Figura M-9. (a): localització dels CCO humans en els líquids fol·liculars sota control del estereomicroscopi. (b): CCO humà. 

[microscopi invertit 200x] 
 
3.5.3 Inseminació d’oòcits humans en cicles de FIV 
 
3.5.3.1 Processat de la mostra de semen 
 

Els espermatozoides habitualment s’obtenen de l’ejaculat obtingut per masturbació el dia de la punció 

fol·licular. La mostra de semen ejaculat es processa per tal de seleccionar els espermatozoides amb 

mobilitat progressiva ràpida (tipus “a”: WHO 1999) mitjançant un gradient de densitat [vegeu l’apartat 

3.3] seguit d’un rentat del precipitat, on es troben els espermatozoides seleccionats, en medi bàsic 

equilibrat en una atmosfera de 37ºC, 5 % CO2 i 95 % (actualment 6 % CO2) [figura M-10]. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

Figura M-10. (a): preparació del gradient de densitat. (b): mostra de semen en fresc. [microscopi invertit amb òptica de Hoffman 

400x] 

 

(a) 

(b) 

 

(a) (b) 
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3.5.3.2 FIV per inseminació convencional 
 

Per realitzar la FIV per inseminació convencional els CCO es col·loquen en plaques de quatre pous 

(Nunc o similar) amb 0,5 ml de medi de cultiu cobert amb 0,3 ml d’oli de parafina [vegeu l’apartat 3.3]. A 

cada pou s’hi afegeix una suspensió d’aproximadament 50.000 espermatozoides amb mobilitat 

progressiva ràpida (tipus “a”: WHO 1999). Els CCO inseminats es cultiven en una atmosfera de 37ºC, 5 

% CO2 i 95 % (actualment 6 % CO2) [figura M-11]. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura M-11. (a): incubador de cultiu. (b): CCO humà. (c): espermatozoides d’humà. [microscopi invertit amb òptica de Hoffman 

400x] 

 

Al cap de setze–divuit hores de cultiu els oòcits s’alliberen de les cèl·lules del cúmul que els envolten per 

tractament mecànic amb una pipeta Pasteur estirada a la flama d’un cremador tipus Bunsen. 

 
3.5.3.3 Observació morfològica de la fecundació en cicles de FIV 
 

Els oòcits alliberats de les cèl·lules del cúmul s’observen a 200 augments amb un microscopi invertit 

amb la platina a 37ºC i òptica de Hoffman, i es classifiquen segons els criteris especificats a la [taula M-

4]. 

 

(a) 

(b) 

(c) 
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Com a resultat d’una fecundació normal s’observa la presència de dos corpuscles polars (1CP i 2CP) i 

dos pronuclis (2PN) [figura M-12]. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura M-12. Observació morfològica de la fecundació. a): fecundació normal (zigot 2PN); b-d): no fecundació i, e-f): fecundació 

anòmala. [microscopi invertit amb òptica de Hoffman i de Nomarski 400x] 

 

Taula M-4. Classificació segons morfologia externa post valoració de la fecundació.

Tipus de cèl·lula Pronucli Nucli Corpuscle 
Polar

Zigots
Normal 2 _ 2

Anòmals 1 _ 2

3 _ 1 o 2

4 _ 1 o 2

Oòcits
Metafase II _ _ 1

Metafase I _ _ _

Profase I (vesícula germinal) _ 1 _

b) Oòcit madur no fecundat c) Oòcit immadu

e) Zigot 3PN f) Zigot 4PN d) Zigot 1PN

a) Oòcit fecundat (zigot 2PN) 

Pronuclis femení 
i masculí

e) Oòcit molt immadur

V

1CP

PN
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Les cèl·lules descartades de programes de FIV les hem classificat en: 

 

— oòcits madurs aparentment no fecundats: amb un 1CP i sense pronuclis ni nucli en profase I 

(metafase II, MII) [figura M-12 a] 

 

— oòcits aparentment immadurs i no fecundats: sense corpuscles ni pronuclis, i sense nucli en 

profase I (metafase I, MI) o amb nucli en profase I (vesícula germinal, VG) [figura M-12 b-c] 

 

— zigots anòmals: amb dos CP i un, dos, tres, quatre o fins i tot cinc pronuclis, i sense nucli en 

profase I [figura M-12 e-f] 

 

Alguns oòcits immadurs (MI i VG) s’han deixat en cultiu dotze hores en el mateix medi de cultiu per 

poder assolir espontàniament la maduració in vitro (MIV). 

 

3.5.3.4 FIV amb microinjecció intracitoplasmàtica d’un espermatozoide (FIV-ICSI) 
 

Els CCO es tracten amb hialuronidasa [vegeu l’apartat 3.3] per eliminar les cèl·lules del cúmul [figura M-

13] i poder fer la injecció citoplasmàtica de l’espermatozoide (intra cytoplasmic sperm injection, ICSI) 

[figura M-15]. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figura M-13. (a): CCO humà. (b): el mateix oòcit després del seu tractament amb hialuronidasa. [microscopi invertit amb òptica de 

Hoffman 400x] 

 

La mostra de semen ja processada es dilueix a la concentració adequada per procedir amb l’ICSI 

(aproximadament 500.000 espermatozoides / ml) i s’afegeix a una gota de PVP [vegeu l’apartat 3.3] per 

tal de reduir la mobilitat dels espermatozoides i poder-los agafar fàcilment amb la pipeta [figura M-14]. 

 

(a) (b) 
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Figura M-14. Preparació de la placa d’ICSI amb PVP. 

 

En els casos clínics, l’ICSI s’ha fet immediatament després de la punció fol·licular i tractament dels CCO 

amb hialuronidasa. D’aquesta manera es fa la biòpsia d’1CP després de l’ICSI. O bé, l’ICSI s’ha fet 

després de la biòpsia d’1CP, aproximadament cinc a sis hores després de la punció fol·licular. 

 

En qualsevol dels casos, l’ICSI es porta a terme mitjançant dos micromanipuladors (Narishige o similar) 

acoblats a un microscopi invertit amb la platina a 37ºC i òptica de Hoffman. Els oòcits es col·loquen en 

gotes de medi tamponat cobertes amb oli de parafina. La ICSI es fa seguint el mètode descrit l’any 1992 

(Palermo i col·l. 1992) [figures M-15 i M-16]. 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura M-15. Microscopi invertit amb micromanipuladors i imatge que visualitza la inseminació per ICSI d’un oòcit madur humà a 

400x. [microscopi invertit amb òptica de Hoffman 200x] 
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Figura M-16. Fases de l’ICSI: (a): recuperació d’un espermatozoide amb la micropipeta d’ICSI. (b): subjecció de l’oòcit amb la 

micropipeta Holding. (c): penetració en el citoplasma. (d): descàrrega de l’espermatozoide en el citoplasma. (e): retirada de la 

micropipeta d’ICSI. [microscopi invertit amb òptica de Hoffman 200x] 

 

Els oòcits inseminats es col·loquen en plaques de quatre pous (Nunc o similar) amb medi de cultiu 

cobert amb oli de mineral i es cultiven durant setze–divuit hores en una atmosfera de 37ºC, 5 % CO2  i 

95 % (actualment 6 % CO2). L’observació morfològica de la fecundació es visualitza al cap d’aquestes 

hores després de la inseminació. 

 

En els casos clínics de DGP-1CP el mètode de inseminació aplicat sempre és l’ICSI ja que, en cas de 

fer les biòpsies prèvies a l’ICSI aquesta és la tècnica de inseminació obligada per evitar la polispèrmia, 

ja que la ZP de l’oòcit després de la biòpsia està foradada, i en cas de fer la inseminació abans de la 

biòpsia, amb l’ICSI s’aconsegueix una major sincronia en la fecundació atesa la rapidesa de la tècnica. 

 

(a) (c) (b) 

(d) (e) 

Micropipeta 
Holding 

Micropipeta 
d’ICSI 

Espermatozoides 

1CP 
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3.5.4 Aïllament de l’1CP d’oòcits madurs humans descartats de programes de FIV 
 
3.5.4.1 Digestió enzimàtica de la zona pel·lúcida 
 

Cada oòcit es passa per una solució enzimàtica de tripsina [vegeu l’apartat 3.3] durant tres minuts a fi de 

dissoldre la zona pel·lúcida (ZP) que envolta l’oòcit, i així poder aïllar l’1CP d’igual manera que per als 

1CP d’hàmster. Ambdues cèl·lules, 1CP i MII de l’oòcit es fixen per separat, cada una en el seu 

portaobjectes. 

 

Aquest sistema s’ha emprat exclusivament en oòcits d’hàmster i en oòcits humans descartats de 

programes de FIV, en els quals l’estudi s’ha dirigit a la recerca bàsica. 

 

3.5.4.2 Biòpsia d’1CP per micromanipulació 
 

Per fer DGP-1CP va caldre emprar un mètode de biòpsia d’1CP per tal que l’oòcit no perdés la seva 

capacitat fecundant. 

 

Per realitzar la biòpsia cada oòcit madur es posa en una gota de medi tamponat coberta amb oli de 

parafina [vegeu l’apartat 3.3] en una placa a 37ºC col·locada sobre la platina també a 37ºC d’un 

microscopi invertit amb dos micromanipuladors. L’oòcit se subjecta amb una pipeta sostenidora de 

manera que l’1CP quedi a la posició equivalent a les dotze o tres de les agulles del rellotge dependent 

del mètode de biòpsia que s’apliqui. 

 

Els mètodes alternatius es diferencien en la manera de fer el forat a la ZP per on s’extreu l’1CP (mètode 

físic mecànic o físic) i la manera en què s’extreu l’1CP (aspiració, extrusió o desplaçament mitjançant un 

flux de medi). 
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3.5.4.2.1 Mètode físic 

S’aplica una adaptació del mètode per 1CP prèviament descrit l’any 1998 (Montag i col·l. 1998, 2004). 

Es treballa amb un microscopi invertit a 400 augments amb un equip de dos micromanipuladors. L’oòcit 

s’orienta deixant l’1CP a les tres horàries. El forat es fa per acció local d’un làser de monocontacte 

d’1,48 µm (Fertilase; Medical Technologies, Montreal, Suïssa) acoblat al microscopi invertit. El làser 

desintegra la ZP de l’oòcit [figura M-17]. El gruix de la ZP es mesura per determinar el temps d’exposició 

al làser segons la mida del forat que es desitja. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figura M-17. (a): esquema del mètode físic de biòpsia d’1CP mitjançant l’ús de làser. (b): aspecte de la ZP després del tractament. 

[microscopi invertit amb òptica de contrast de fases 400x] 

 

   

 

(a) 

(b) 

Làser 
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3.5.4.2.2 Mètode mecànic 

S’aplica una adaptació del mètode prèviament descrit l’any 1999 (Cieslak i col·l. 1999). Es treballa amb 

un microscopi invertit a 400 augments amb un equip de dos micromanipuladors. L’oòcit s’orienta deixant 

l’1CP que quedi a la posició equivalent a les dotze de les agulles del rellotge. Amb un agulla (PZD, 

Humagen) es punxa la ZP per la dreta de l’1CP, es passa per sobre d'aquest i es fa sortir per l'esquerra 

de l’1CP, sense malmetre'l. Aleshores es deixa anar l’oòcit de la pipeta sostenidora i es col·loca per sota 

seu, i es frega la ZP enganxada a l’agulla amb la pipeta sostenidora. Es friccionen ambdues pipetes 

entre elles fins que, per fricció, la ZP s’acaba seccionant i queda un tall pel qual es pot extreure l’1CP 

[figura M-18]. Es pot fer un segon tall perpendicular a l’anterior per facilitar l’entrada de la pipeta de 

biòpsia. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura M-18. (a): esquema del mètode mecànic de biòpsia d’1CP mitjançant fricció. (b): imatges del mètode de biòpsia [microscopi 

invertit amb òptica de Nomarski 400x] 

 

(b) 

1CP 
biopsiat 

(a) 
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3.5.4.2.3 Mètode químic 

S’aplica una adaptació del mètode prèviament descrit l’any 1990 (Cohen i col·l. 1990) però adaptat a 

oòcits. Es treballa amb un microscopi invertit a 400 augments amb un equip de dos micromanipuladors. 

L’oòcit s’orienta de manera que l’1CP quedi a la posició equivalent a les tres de les agulles del rellotge. 

El forat es fa per dissolució local de la ZP amb una solució d’àcid Tyrode a pH 2. L’àcid s’allibera per una 

pipeta molt fina (< 10 µm de diàmetre intern) directament en el punt de la ZP que es vol dissoldre [figura 

M-19]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Figura M-19. Esquema del mètode químic de biòpsia d’1CP mitjançant la dissolució parcial de la ZP amb solució d’àcid Tyrode a 

400x. 

 

Un cop fet el forat, el procés per extreure la biòpsia fora de la zona pel·lúcida es pot fer per tres mètodes 

diferents (Egozcue i col·l. 2006): 

 

3.5.4.2.4 Aspiració 

De lluny és el mètode més utilitzat. La biòpsia s’aspira dins d’una pipeta de biòpsia amb un diàmetre 

intern de 20–30 µm, controlada per un micromanipulador. 

 

3.5.4.2.5 Extrusió 

Aquest mètode, menys utilitzat que l’aspiració, consisteix a pressionar l’oòcit utilitzant una pipeta 

controlada per un micromanipulador per tal d’empènyer l’1CP a través del forat de la ZP. 

Àcid Tyrode 
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3.5.4.2.6 Desplaçament mitjançant un flux de medi 

Aquest mètode, poc utilitzat, consisteix a introduir, a través del forat de la ZP i utilitzant una pipeta 

controlada amb un micromanipulador, un flux de medi a l’espai perivitel·lí per crear una pressió positiva 

que empeny l’1CP cap a fora a través del mateix forat. 

 

3.5.5 Obtenció d’extensions cromosòmiques d’1CP, oòcits i zigots humans 
 
3.5.5.1 Extensions cromosòmiques d’1CP humà 
 

L’1CP un cop aïllat és immediatament fixat segons la tècnica detallada anteriorment. Inicialment s’ha fet 

servir el mateix hipotònic i fixador que per a les extensions d’1CP d’hàmster però més endavant s’ha 

canviat la proporció de citrat trisòdic dihidratat, de l’1,0 % en aigua bidestil·lada al 0,5 %. També s’ha 

canviat la solució fixadora d’etanol i àcid acètic en proporció 1:1 s’ha passat a metanol i àcid acètic 

també en proporció 1:1. 

 
3.5.5.2 Extensions d’oòcits i zigots humans 
 

Els oòcits i zigots humans es fixen de la mateixa manera que els oòcits d’hàmster [vegeu l’apartat 3.4.5]. 

 

3.5.5.3 Observació i captura d’extensions cromosòmiques humanes 
 

Després del procés de fixació d’oòcits i zigots, l’extensió cromosòmica o de nucli obtinguda s’observa a 

microscòpia de contrast de fases (microscopi PROVIS-AX 70, Olympus, Tècniques Mèdiques MAB) a 40 

augments, es captura amb una estació de captura digital i anàlisi de imatges (Cytovision Ultra, Applied 

Imaging, Regne Unit; o Spectra Vysion, Vysis, Izasa) [figura M-20], finalment es guarda en un 

congelador a –20ºC fins que es processa per a l’anàlisi citogenètica. 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figura M-20. Extensió d’MII d’1CP humà. [microscopi de contrast de fases 400x, imatge digital] 
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3.5.6 Anàlisi citogenètica d’hibridació in situ fluorescent (fluorescent in situ 
hybridization, FISH) i observació microscòpica 
 

 

La tècnica citogenètica molecular d’hibridació in situ fluorescent (FISH) s’ha portat a terme amb sondes 

marcades directament amb fluorocroms (Vysis). El protocol de FISH utilitzat és el proposat per la casa 

comercial, lleugerament modificat. Abans d’aplicar les sondes es fa un tractament previ del 

portaobjectes amb pepsina a 37ºC de mig minut a cinc minuts, rentat a temperatura ambient amb aigua 

bidestil·lada i assecat a l’aire. Després s’aplica una gota de solució fixadora recent preparada (metanol i 

àcid acètic en proporció 3:1). Seguidament els portaobjectes s’observen a microscòpia de contrast de 

fases per veure si queden restes de membrana citoplasmàtica. Una vegada es tenen les extensions ben 

netes, els portaobjectes es tracten amb MgCl2 durant cinc minuts, es refixen amb formaldehid a l’1,0 % 

durant deu minuts, es renten amb PBS durant cinc minuts i es deshidraten amb etanol al 70, 80 i 95 %, 

cinc minuts cadascun, per tal de preservar millor la morfologia dels cromosomes. 

 

Atès que hi ha una cèl·lula fixada per portaobjectes (excepte en extensions de limfòcits), en comptes 

d’utilitzar 10 µl de mescla de FISH per portaobjectes amb un cobreobjectes de 20 x 20 mm, es fa servir, 

per cada portaobjectes, d’un a dos µl de mescla amb un cobreobjectes de 5 x 5 mm. Els cobreobjectes 

se segellen amb cola. La desnaturalització de la sonda i el material cromosòmic es fa de forma conjunta 

col·locant les preparacions en una placa a 72ºC durant cinc minuts (Hybraid; OmniGene, Izasa). La 

hibridació es fa en cambra humida en una estufa a 37ºC. Un cop finalitzada la hibridació, s’enretira la 

cola i les preparacions se sotmeten al rentat posthibridació seguint el protocol de la casa comercial amb 

lleus modificacions. Es fa un rentat llarg en tres banys de formamida 50 % a 46ºC durant 10 minuts 

cadascun, un rentat en un bany 2 x SSC a 46ºC durant deu minuts, i un últim rentat en un bany de 2 x 

SSC / 0,1 % Tween 20 durant cinc minuts [vegeu l’apartat 3.3]. Després les preparacions es tenyeixen 

amb un colorant de fons (25 % DAPI II Vysis i 75 % Vectashield Vector). 

 

En determinats casos es fa una segona ronda de FISH. El DAPI s’elimina submergint la preparació en 

detergent Tween 20 al 0,1 % en 2 x SSC a temperatura ambient i en agitació constant durant cinc 

minuts, es deshidrata en etanol al 70, 80 i 95 %, cinc minuts cadascun i s’asseca a l’aire. Després es fa 

una altra vegada la refixació abans de procedir a la hibridació. 

 

Per als oòcits no fecundats, majoritàriament s’ha aplicat la sonda per al satèl·lit alfa del cromosoma X 

(CEP X Spectrum green, Vysis) i la sonda de locus específica per al cromosoma 21 (LSI 21 Spectrum 

orange, Vysis) en una FISH doble. També s’ha aplicat la sonda triple específica per al cromosoma 15 

(SNRPN/CEP15/PML Spectrum orange/green/orange, Vysis) o sondes per a cromosomes sencers 

(Vysis i Cambio). En canvi, per determinar la ploïdia dels zigots 1PN i > 2PN, s’ha aplicat una sonda  
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doble per al satèl·lit alfa del cromosoma X (Spectrum green, Vysis) i per al satèl·lit III del cromosoma Y 

(Spectrum orange, Vysis), combinada amb la sonda per al satèl·lit alfa del cromosoma 18 (Spectrum 

aqua, Vysis). 

 

En els casos clínics s’han aplicat sondes específiques per a cada cas. S’han aplicat fins a quatre sondes 

en dues rondes de FISH. L’estratègia de diagnòstic seguida en cada cas es detallarà més endavant 

[vegeu l’apartat 3.6.3]. 

 

L’observació es fa amb un microscopi d’epifluorescència Olympus PROVIS-AX70. Per l’excitació dels 

fluorocroms s’utilitza una bombeta de mercuri de 100 W. Els filtres (Olympus) que permeten excitar i 

captar la llum emesa per als fluorocroms utilitzats són : 

 

• U-MNIBA per captar emissions verdes (Spectrum green, longitud d’ona d’excitació 497 nm i 

longitud d’ona d’emissió 524 nm). 

• U-MWIY per captar emissions vermelles (Spectrum orange, longitud d’ona d’excitació 592 nm i 

longitud d’ona d’emissió 612 nm). 

• U-MNU per captar emissions blaves (DAPI, longitud d’ona d’excitació 367 i longitud d’ona 

d’emissió 445 nm). 

• Aqua per captar emissió blava especifica del fluorocrom Aqua, (longitud d’ona d’excitació 433 

nm i longitud d’ona d’emissió 480 nm). 

 

Després de l’anàlisi directa, les extensions hibridades es capturen i s’analitzen amb una estació de 

captura digital i anàlisi d’imatges (Cytovision Ultra, Applied Imaging, Regne Unit) acoblada al microscopi 

[figura M-21]. 
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Figura M-21. Complements cromosòmics complementaris d’1CP (a) i de oòcit MII (b) humans, hibridats amb una sonda 

centromèrica per al cromosoma X (verd) i una sonda de locus específica per al cromosoma 21 (vermell). [microscopi de 

fluorescència 1000x] 

 

3.6 Diagnòstic genètic preimplantacional mitjançant l’anàlisi de primer 
corpuscle polar (DGP-1CP) aplicat a casos clínics: dones portadores de 
translocacions robertsonianes i recíproques 

 
3.6.1 Protocol d’actuació 
 
El protocol d’actuació per a un possible cas clínic requereix seguir les etapes següents: 

 
3.6.1.1 Etapa A: parelles candidates 
 

Des dels centres de reproducció assistida col·laboradors, Servei de Medicina de la Reproducció de 

l’Institut Universitari Dexeus de Barcelona, Servicio de Medicina de la Reproducción de la Fundación 

Jiménez Díaz de Madrid i Servei de Medicina de la Reproducció de l’Hospital Clínic i Provincial de 

Barcelona; s’informa les parelles candidates, en les quals la dona és portadora d’una reorganització 

cromosòmica equilibrada i l’home presenta un cariotip normal de l’existència del mètode DGP-1CP. 

23 cromosomes amb dues cromàtides  

M II 

(a) (b) 

X
21 X

21

23 cromosomes amb dues cromàtides  

1CP
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3.6.1.2 Etapa B: estudi d’informativitat 
 

Una vegada la parella candidata s’inclou en un programa de DGP-1CP, es confirma el cariotip dels dos 

membres de la parella i es fa un estudi previ d’informativitat. L’estudi d’informativitat es fa sobre un cultiu 

de limfòcits del portador de la translocació (en aquest cas, la dona) i serveix per determinar si la 

reorganització cromosòmica és caracteritzable amb les sondes a priori escollides. S’estudien les 

característiques morfològiques de les marques de FISH de les sondes escollides per comprovar que 

permeten diferenciar els cromosomes normals dels derivatius en limfòcits de la dona portadora i en 

extensions cromosòmiques d’1CP d’oòcits control, obtingudes en el centre col·laborador mateix. Es pot 

donar el cas que la disponibilitat de sondes actual no permeti diferenciar els cromosomes normals o 

equilibrats dels desequilibrats, no sent possible la caracterització d’una reorganització en concret. 

 

3.6.1.3 Etapa C: obtenció d’oòcits 
 

Es tracta d’obtenir els oòcits que seran objecte d’estudi. Cal que es faci l’obtenció dels oòcits in vitro 

mitjançant tècniques de reproducció assistida malgrat que la parella no presenti a priori cap tipus 

d’anomalia que impedeixi procrear de manera natural. Un cop signat el consentiment informat, la dona 

se sotmet a la estimulació hormonal. El dia de la punció fol·licular es procedeix al rentat de la mostra de 

semen i al tractament enzimàtic dels CCO recuperats. Aquest mateix dia es fa la biòpsia dels 1CP dels 

oòcits madurs seguint el mètode de biòpsia seleccionat anteriorment pel centre col·laborador on es 

realitza el cas: Servei de Medicina de la Reproducció de l’Institut Universitari Dexeus de Barcelona 

(mètode físic, làser), Servicio de Medicina de la Reproducción de la Fundación Jiménez Díaz de Madrid 

(mètode mecànic, agulla) i Servei de Medicina de la Reproducció de l’Hospital Clínic i Provincial de 

Barcelona (mètode químic, àcid Tyrode).  

 

Prèviament també es decideix el moment de realització de l’ICSI, abans o després de la biòpsia d’1CP: 

en els primers casos l’ICSI es va fer després de la biòpsia de l’1CP, i posteriorment es va fer l’ICSI 

abans de la biòpsia. A mesura que es van inseminant i biopsiant els oòcits, un a un, aquests són 

convenientment codificats i seguidament introduïts a l’incubador. 
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3.6.1.4 Etapa D: biòpsia i anàlisi de les cèl·lules 
 

Immediatament després de la biòpsia es procedeix al tractament hipotònic, de fixació i anàlisi 

citogenètica de cada 1CP, segons les tècniques detallades anteriorment. El nombre de rondes de la 

FISH ha estat una o dues, dependent de la reorganització estudiada i segons les sondes escollides. 

 
3.6.1.5 Etapa E: inseminació d’oòcits 
 

Els oòcits s’inseminen per la tècnica d’ICSI, aquesta es pot fer abans o després de la biòpsia d’1CP. 

L’observació morfològica de la fecundació es fa al cap de setze–divuit hores de la inseminació. Els 

zigots 2PN es mantenen dins l'incubador fins que són diagnosticats els corresponents 1CP. En el cas 

que d’algun oòcit fecundat (zigot 2PN) no es disposés de diagnòstic de l’1CP, ja sigui per pèrdua en el 

moment del tractament hipotònic, fixació o mancança de resultat de la FISH, en D + 3 es procedeix a la 

biòpsia d’un o dos blastòmers de l’embrió resultant i s’analitzen citogenèticament per FISH. 

 

3.6.1.6 Etapa F: transferència embrionària 
 

Un cop es té el resultat citogenètic de cada 1CP, s’informa a la parella a través del centre col·laborador. 

Els embrions resultants d’oòcits normals o equilibrats per als cromosomes estudiats són 

citogenèticament aptes per ser transferits. No obstant això, també cal una valoració morfològica 

d’aquests per estimar-ne la viabilitat. Segons la llei de reproducció actual (Llei 14/2006) es poden 

transferir com a màxim tres embrions. 

 
3.6.1.7 Etapa G: anàlisi de cèl·lules descartades del cicle de DGP-1CP 
 

Es procedeix també a l’anàlisi citogenètica per a FISH dels oòcits immadurs no inseminats, oòcits 

madurs no fecundats, zigots anòmals (1PN, > 2PN i 2PN aturats) i embrions diagnosticats 

desequilibrats, per tal de donar un diagnòstic global de tots els oòcits recuperats en la punció fol·licular. 

S’empren les mateixes sondes fluorescents que per a l’anàlisi citogenètica dels 1CP. 
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3.6.2 Translocacions equilibrades estudiades 
 

En col·laboració amb el Servei de Medicina de la Reproducció de l’Institut Universitari Dexeus (Dx) s’ha 

fet l’aplicació del DGP-1CP a una dona portadora d’una translocació recíproca i quatre dones portadores 

d’una translocació robertsoniana. 

 

Dx-1 (m): 45,XX,der(14;21)(q10;q10) 

Dx-2 (H): 45,XX,t(4;12)(q22;q23) 

Dx-3 (n): 45,XX,der(13;14)(q10;q10) 

Dx-4 (p): 45,XX,der(13;14)(q10;q10) 

Dx-5 (r): 45,XX,der(13;14)(q10;q10) 

 

En col·laboració amb el Servicio de Medicina de la Reproducción de la Fundación Jiménez Díaz (FJD) 

s’ha fet l’aplicació del DGP-1CP a una dona portadora d’una translocació robertsoniana. 

 

FJD-1 (q): 45,XX,der(13;14)(q10;q10) [dos cicles] 

 

En col·laboració amb el Servei de Medicina de la Reproducció de l’Hospital Clínic i Provincial de 

Barcelona (HCP) s’ha aplicat el DGP-1CP a tres dones portadores d’una translocació recíproca. 

 

HCP-1 (I): 46,XX,t(1;18)(p34.3;q12.3) 

HCP-2 (J): 46,XX,t(4;11)(q31.1;q23) 

HCP-3 (K): 46,XX,t(8;13)(q24.1;q22) 

 

3.6.3 Estratègia de diagnòstic aplicada a cada cas clínic estudiat 
 

La FISH s’ha aplicat amb diferents rondes segons de les característiques de cada reorganització 

cromosòmica. En la majoria dels casos, la primera, —o única—, ronda s’ha dut a terme utilitzant la 

combinació adequada de sondes centromèriques, telomèriques i/o locus específiques, i una segona 

ronda utilitzant sondes de cromosomes sencers [taula M-5]. D’aquesta manera, habitualment es poden 

diagnosticar tots els 1CP fixats, encara que no presentin una bona morfologia cromosòmica o extensió. 
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En algun cas ha calgut diagnosticar de l’embrió resultant d’algun oòcit; aleshores es fa una biòpsia de 

blastòmer en D + 3. 

 

3.6.3.1 Dona amb cariotip 45,XX,der(14;21)(q10;q10) 
 
S’ha fet una única ronda de FISH aplicant les sondes de cromosoma sencer per al cromosoma 14 (WCP 

14 Spectrum orange) i per al cromosoma 21 (WCP 21 Spectrum green) [figura M-22]. 

 

 
 

Figura M-22. Representació gràfica de la translocació robertsoniana 45,XX,der(14;21)(q10;q10). (a) sonda de cromosoma sencer 

(WCP) per al cromosoma 14 i per al cromosoma 21. (b): hibridació amb les sondes aplicades sobre una extensió cromosòmica de 

limfòcit de la pacient. [microscopi de fluorescència 1000x] 

(b)

Cas Dona Home Sonda 1 Cr Color Sonda 2 Cr Color Sonda 3 Cr Color Sonda 4 Cr Color

Cas Dx-1(m) 45,XX,der(14;21)(q10;q10) 46,XY Pintat 14 Verd Pintat 21 Vermell np np np np np np

Cas Dx-3 (n) 45,XX,der(13;14)(q10;q10) 46,XY Locus 13 Verd Telòmer q 14 Vermell Pintat 13 Verd Pintat 14 Vermell

Cas Dx-4 (p) 45,XX,der(13;14)(q10;q10) 46,XY Locus 13 Verd Telòmer q 14 Vermell Pintat 13 Verd Pintat 14 Vermell

Cas FJD-1 (q) 45,XX,der(13;14)(q10;q10) 46,XY Locus 13 Verd Telòmer q 14 Vermell Pintat 13 Verd Pintat 14 Vermell

Cas Dx-5 (r) 45,XX,der(13;14)(q10;q10) 46,XY Locus 13 Verd Telòmer q 14 Vermell Pintat 13 Verd Pintat 14 Vermell

Cas Dx-2 (H) 46,XX,t(4;12)(q22;q23) 46,XY Pintat 4 Vermell Pintat 12 Verd np np np np np np

Cas HCP-1 (I) 46,XX,t(1;18)(p34.3;q12.3) 46,XY Telòmer q 18 Vermell Centròmer 18 Blau Pintat 1 Vermell Pintat 18 Verd

Cas HCP-2 (J) 46,XX,t(4;11)(q31.1;q23) 46,XY Centròmer 4 Verd Pintat 11 Verd Telòmer q 4 Vermell Centròmer 11 Blau

Cas HCP-3 (K) 46,XX,t(8;13)(q24.1;q22) 46,XY Pintat 8 Vermell Locus 13 Verd Telòmer q 8 Vermell Pintat 13 Verd

Cr (cromosoma), np (no procedeix).

Taula M-5. Cariotip d'ambdós membres de la parella i sondes aplicades.

21

14

14 / 21

14
der 14/2114 21

WCP 14

WCP 21

(a) (b)

21

14

14 / 21

14
der 14/2114 21

WCP 14

WCP 21

21

14

14 / 21

14
der 14/2114 21

WCP 14

WCP 21

WCP 14

WCP 21

(a) (b)
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3.6.3.2 Dona amb cariotip 45,XX,der(13;14)(q10;q10) 
 

S’han estudiat quatre casos de dones portadores d’una translocació robertsoniana 

45,XX,der(13;14)(q10;q10). En tots quatre casos s’ha aplicat una primera ronda de FISH amb una sonda 

locus específica per al cromosoma 13 (LSI 13 Spectrum green, Vysis) i una sonda telomèrica per al 

cromosoma 14 (TelVysion 14q Spectrum orange, Vysis). En determinats casos s’ha fet una segona 

ronda de FISH amb una sonda de cromosoma sencer específica per al cromosoma 13 (WCP 13 

Spectrum green, Vysis) i per al cromosoma 14 (WCP 14 Spectrum orange, Vysis) [figura M-23]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura M-23. Representació gràfica de la translocació robertsoniana 46,XX,der(13;14)(q10;q10). (a): sonda de locus específica 

LSI) per al cromosoma 13 i sonda de telòmer q (TelVysion q) per al cromosoma 14. (b): sonda de cromosoma sencer per al 

cromosoma 13 i per al cromosoma 14. (c): hibridació amb les sondes de cromosoma sencer aplicades sobre una extensió 

cromosòmica de limfòcit d‘una pacient portadora d’aquesta translocació robertsoniana. [microscopi de fluorescència 1000x] 

 

 

L’1CP normal o equilibrat a la primera ronda tindrà dues marques verdes corresponents a les dues 

cromàtides del cromosoma 13 i dues marques vermelles corresponents a les dues cromàtides del 

cromosoma 14. Els 1CP desequilibrats tindran més o menys marques de cada cromosoma. A la segona 

(c) 

13 / 14 

14 

13 

14 
der 13/14 

1a ronda FISH  

13 14 der 13/14 

2a ronda FISH  

13 14 14 
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ronda podrem distingir els dominis de cada cromosoma encara que la morfologia cromosòmica no 

estigui ben preservada. 

 
3.6.3.3 Dona amb cariotip 46,XX,t(4;12)(q22;q23) 
 

S’ha aplicat una primera ronda de FISH amb sondes centromèriques per al cromosoma 4 (CEP 4 

Spectrum orange, Vysis) i per al cromosoma 12 (CEP 12 Spectrum green, Vysis). També s’ha aplicat 

una segona ronda de FISH amb sondes de cromosoma sencer per al cromosoma 4 (WCP 4 Spectrum 

orange) i per al cromosoma 12 (WCP 12 Spectrum green) [figura M-24]. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura M-24. Representació gràfica de la translocació recíproca 46,XX,t(4;12)(q22;q23). (a): sonda centromèrica (CEP) per al 

cromosoma 4 i per al cromosoma 12. (b): sonda de cromosoma sencer (WCP) per al cromosoma 4 i per al cromosoma 12. (c): 

hibridació amb les sondes de cromosoma sencer sobre una extensió cromosòmica de limfòcit de la pacient. [microscopi de 

fluorescència 1000x] 
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3.6.3.4 Dona amb cariotip 46,XX,t(1;18)(p34.3;q12.3) 
 

S’ha aplicat una primera ronda de FISH amb la sonda telomèrica per al cromosoma 18 (TelVysion 18q 

Spectrum orange, Vysis) i la sonda centromèrica per al cromosoma 18 (CEP 18 Spectrum aqua, Vysis). 

S’ha aplicat una segona ronda de FISH amb les sondes de cromosoma sencer per al cromosoma 1 

(WCP 1 Spectrum orange, Vysis) i per al cromosoma 18 (WCP 18 Spectrum green, Vysis) [figura M-25]. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura M-25. Representació gràfica de la translocació recíproca 46,XX,t(1;18)(p34.3;q12.3). (a): sonda telomèrica q (TelVysion q) 

per al cromosoma 18 i la sonda centromèrica (CEP) per al mateix cromosoma. (b): sonda de cromosoma sencer (WCP) per al 

cromosoma 1 i per al cromosoma 18. (c): composició amb totes les sondes aplicades. 
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3.6.3.5 Dona amb cariotip 46,XX,t(4;11)(q31.1;q23) 
 

També s’han fet dues rondes de FISH. A la primera s’han aplicat la sonda centromèrica per al 

cromosoma 4 (CEP 4 Spectrum green, Vysis) i la sonda telòmerica per al mateix cromosoma (TelVysion 

14q Spectrum orange, Vysis). A la segona  s’han aplicat les sondes per al cromosoma 11, centromèrica 

(CEP 11 Spectrum aqua, Vysis) i de cromosoma sencer (WCP 11 Spectrum green, Vysis). En aquest 

cas marquem cada cromosoma en una ronda diferent. El resultat final només el podrem veure en una 

imatge composta per les marques de totes dues hibridacions. A la imatge composta la marca del 

cromosoma 11 s’ha pintat de groc per poder distingir el centròmer del cromosoma 4 que és del mateix 

color [figura M-26]. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura M-26. Representació gràfica de la translocació recíproca 46,XX,t(4;11)(q31.1;q23) amb extensions de limfòcits. (a): sonda 

centromèrica (CEP) per al cromosoma 4 i sonda telomèrica q (TelVysion q) per al mateix cromosoma. (b): sonda CEP per al 

cromosoma 11 i sonda de cromosoma sencer (WCP) per al mateix cromosoma. (c): composició amb totes les sondes aplicades. 
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3.6.3.6 Dona amb cariotip 46,XX,t(8;13)(q24.1;q22) 
 

També s’han fet dues rondes de FISH. A la primera s’han aplicat la sonda de cromosoma sencer per al 

cromosoma 8 (WCP 8 Spectrum orange, Vysis) i la sonda locus específica per al cromosoma 13 (LSI 13 

Spectrum green, Vysis). A la segona ronda s’han aplicat la sonda telomèrica per al cromosoma 8 

(TelVysion 8q Spectrum orange, Vysis) i la sonda de cromosoma sencer per al cromosoma 13 (WCP 13 

Spectrum green, Vysis). A la imatge composta la marca del cromosoma 8 s’ha pintat de groc per poder 

distingir el telòmer del cromosoma 8 que és del mateix color, també s’ha pintat la marca locus específica 

del cromosoma 13, en aquest cas amb blau [figura M-27]. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura M-27. Representació gràfica de la translocació recíproca 46,XX,t(8;13)(q24.1;q22). (a): sonda de cromosoma sencer (WCP) 

per al cromosoma 8 i sonda locus específica (LSI) per al cromosoma 13. (b): sonda telomèrica q (TelVysion q) per al cromosoma 8 

i sonda r WCP per al cromosoma 13. (c): composició amb totes les sondes aplicades. 
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3.6.4 Biòpsia de blastòmer per micromanipulació 
 
En els casos clínics en els quals s’ha fet biòpsia d’embrions en D + 3, aquesta s’ha portat a terme 

seguint el mateix mètode de micromanipulació utilitzat per fer la biòpsia d’1CP en D + 0. A D + 3 els 

embrions habitualment tenen entre sis i vuit cèl·lules de les quals s’han biopsiat una o dues. Els 

blastòmers escollits per ser biopsiats són els que presenten un nucli ben definit. De igual manera que 

per als oòcits, cada embrió es posa en una gota de medi tamponat coberta amb oli de parafina [vegeu 

l’apartat 3.3] en una placa a 37ºC col·locada sobre la platina també a 37ºC d’un microscopi invertit amb 

dos micromanipuladors. L’embrió se subjecta amb una pipeta sostenidora de manera que el blastòmer 

que volem biopsiar quedi a la posició equivalent a les dotze o tres de les agulles del rellotge dependent 

del mètode de biòpsia que s’apliqui. Un cop fet el forat, l’1CP s’aspira amb una pipeta de biòpsia amb un 

diàmetre intern de 30–40 µm [figura M-28]. 

 

 

 

Figura M-28. (a): imatge de l’entrada de la pipeta de biòpsia dins de l’embrió. (b-c): aspiració del blastòmer dins de la pipeta de 

biòpsia. (d): el blastòmer biopsiat s'expulsa a la mateixa gota on es troba l'embrió. El nucli del blastòmer es veu clarament. 

[microscopi invertit amb òptica de Hoffman 400x] 
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3.6.5 Anàlisi estadística de la segregació preferent segons la freqüència de 
recombinació 
 

S’ha intentat determinar si hi ha una relació entre la presència de punts calents de recombinació en el 

segments intersticials de les translocacions recíproques publicades en les quals s’han diagnosticats 

almenys nou oòcits, i el tipus de segregació observada. S’han inclòs en aquest estudi cinc cariotips 

femenins: 46,XX,t(11;16)(q21;q22) (Munné i col·l. 1998a), 46,XX,t(5;8)(p13;q23) (Pierce i col·l. 1998), 

46,XX,t(6;21)(q13;q22.3) (Conn i col·l. 1999), 46,XX,t(11;16)(q21;q22) (Willadsen i col·l. 1999) i un cas 

inclòs en el present treball:46,XX,t(4;12)(q22;q23) [art.2 vegeu l’apartat 4.7] [taula M-6]. 

 

 

 

Com que a la bibliografia no hi ha dades sobre les freqüències de recombinació per cariotips femenins, 

hem utilitzat les dades publicades l’any 1985 per Laurie i Hultén (Laurie i Hultén 1985a i b) en cariotips 

masculins en metafase I. Les dades serien vàlides tenint en compte que les úniques regions en les quals 

l’home té una més elevada freqüència de recombinació que la dona són les regions terminals 

telomèriques (Ledbetter 2000). S’ha aplicat el test de correlació de Pearson a la freqüència de no-

disjunció de cromosomes homòlegs en cada translocació i la freqüència de quiasmes en els segments 

intersticials (Laurie i Hultén 1985a i b) per veure si hi ha una correlació estadísticament significativa. 

 

S’ha fet una comparació entre el tipus de segregació observada en oòcits o embrions d’aquestes dones 

portadores de translocacions recíproques, la freqüència d’un o més quiasmes intersticials a cada braç 

implicat en la reorganització i la freqüència de no-disjunció de cromosomes homòlegs implicats en la 

reorganització. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Taula M-6. Cariotips femenins analitzats per comparar la segregació observada i la freqüència de quiasmes.

46,XX,t(11;16)(q21;q22) 1CP, BL 17 Munné i col·l. (1998a)

46,XX,t(5;8)(p13;p23) Bl 9 Pierce i col·l. (1998)

46,XX,t(6;21)(q13;q22.3) BL 9 Conn i col·l. (1999)

46,XX,t(11;16)(q21;q22) 1CP, BL 10 Willadsen i col·l. (1999)

46,XX,t(4;12)(q22;q23) 1CP 11 art.2 (vegeu l'apartat 4.7)

1CP ( primer corpuscle polar), BL (blastòmer).

Cèl·lules 
diagnosticades

Tipus de cèl·lula Referència bibliogràficaCariotip de la dona 
46,XX,t(A;B)
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Els resultats dels objectius concrets 2.1.1, 2.1.2 i 2.1.4 [vegeu l’apartat 2.2], han estat presentats i 

publicats a les revistes Human Reproduction i Human Reproduction Update, recollides en el Journal 

Citation Reports® Category Name: Reproductive Biology [vegeu els apartats 4.6 i 4.7]. 

 

En aquesta memòria s’ha optat per redactar detalladament tots els resultats obtinguts ja que hi ha una 

part que no han estat objecte de publicació (resultats de l’objectiu 2.1.3). Aquests resultats no publicats 

inclouen, a més de l’estudi citogenètic fet a material biològic desestimat de cicles de FIV [vegeu l’apartat 

4.4], els resultats de tres casos clínics de diagnòstic genètic preimplantacional fets amb posterioritat a 

les publicacions referides anteriorment. 
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4.1 Resultats metodològics 
 
4.1.1 Obtenció d’extensions cromosòmiques de primer corpuscle polar (1CP) d’oòcits 

d’hàmster: caracterització morfològica [vegeu l’apartat 4.6 art.1] 
 

En el present treball s’ha desenvolupat un procediment idoni per a l’obtenció de complements 

cromosòmics de primer corpuscle polar (1CP) fixats individualment sobre portaobjectes. La posada a 

punt del mètode d’obtenció d’extensions cromosòmiques d’1CP s’ha desenvolupat en oòcits madurs 

d’hàmster Mesocricetus auratus com a model animal. El procediment s’ha descrit anteriorment i ha estat 

motiu d’una publicació [vegeu l’apartat 4.6 art.1]. 
 

S’han processat un total de 220 oòcits madurs d’hàmster dels quals s’han aïllat i fixat amb èxit 165 1CP 

mentre que els trenta-cinc restants s’han perdut durant el tractament hipotònic o la fixació. 

 

En aquest treball s’han identificat, per primera vegada, característiques morfològiques diferencials entre 

els cromosomes de l’1CP i els de la corresponent metafase II (MII), lligades a l’estadi cel·lular meiòtic. 

Aquesta valoració s’ha fet en material cromosòmic tenyit amb colorant Leishman i observat a 

microscòpia de camp clar. En 105 de 165 (63,6 %) complements cromosòmics d’1CP els cromosomes 

presenten una morfologia cromosòmica molt similar a la dels cromosomes de l’MII dels oòcits [figura R-1 

i taula R-1]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura R-1. Extensió cromosòmica d’un complement euploide d’1CP d’hàmster tenyida amb colorant Leishman. [microscopi de 

camp clar 1000x] 
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Ambdós complements cromosòmics presenten vint-i-dos cromosomes amb dues cromàtides germanes 

separades (n 22, N 44) excepte en la regió del centròmer. Però mentre que els cromosomes del 

complement cromosòmic de l’oòcit II solen tenir un aspecte ondulat i una forma força definida [figura R-

2], els cromosomes de l’1CP mostren un aspecte desorganitzat característic, i mostren un contorn poc 

definit [figura R-3]. 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figura R-2. Extensió cromosòmica d’un complement euploide d’oòcit II d’hàmster tenyida amb colorant Leishman. [microscopi de 

camp clar 1000x] 

 

Taula R-1. Característiques dels complements cromosòmics d'1CP d'oòcits madurs d'hàmster.

Morfologia cromosòmica d'1CP 1CP (%) Euploides (%) Aneuploides (%)
Preservada 105 (63,6) 100 (95,2) 5 (4,8)

No preservada 60 (36,4) NA NA

165 [taula M-1]

1CP (primer corpuscle polar), NA (no analitzable).
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Figura R-3. Extensió cromosòmica d’un complement euploide d’1CP d’hàmster tenyida amb colorant Leishman i microfotografiada 

amb pel·lícula blanc i negre. [microscopi de camp clar 1000x] 

 

 

Els 60 (36,4 %) 1CP restants presenten una morfologia cromosòmica no preservada, que recorda, una 

vegada estès en el portaobjectes, una falsa aparença de nucli interfàsic [taula R-1 i figura R-4]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura R-4. Extensió d’1CP d’hàmster sense amb morfologia cromosòmica no preservada i tenyida amb colorant Leishman. 

[microscopi de camp clar 1000x] 
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4.1.2 Obtenció d’extensions cromosòmiques d’1CP d’oòcits madurs humans 

descartats de programes de fecundació in vitro (FIV): caracterització morfològica 

[art .1 vegeu l’apartat 4.6] 
 

S’ha adequat el mètode d’aïllament d’1CP d’oòcits madurs d’hàmsters a 1CP d’oòcits madurs humans, 

modificant la solució enzimàtica de tripsina usada i augmentant-ne fins a trenta vegades la concentració. 

La zona pel·lúcida (ZP) humana no es dissolia en la solució enzimàtica usada per oòcits d’hàmster. 

 

Així mateix, s’ha adequat el tractament hipotònic i la fixació d’1CP d’hàmsters per a 1CP humans i s’han 

posat a punt dos mètodes físics d’aïllament d’aquestes cèl·lules per micromanipulació: físic (làser) i 

mecànic (PZD). 
 

S’ha evidenciat la necessitat i l’oportunitat de fer una anàlisi de les extensions cromosòmiques a 

microscòpia de contrast de fases prèviament a l’aplicació de la tècnica d’hibridació in situ fluorescent 

(fluorescent in situ hybridization, FISH) amb sondes específiques, ja que els cromosomes d’1CP s’inflen 

molt durant el procés de la FISH i perden definició del seu contorn [figura R-5]. 
 

 

Figura R-5. (a): extensió cromosòmica d’un complement euploide d’1CP humà [microscopi de contrast de fases 400x]. (b): la 

mateixa extensió hibridada amb una sonda de cromosoma sencer per al cromosoma 11 (vermell). [microscopi de fluorescència 

1000x] 
 

Per a la l’aplicació de la FISH al nostre material s’ha adaptat el protocol proposat per la casa comercial, i 

s’han aconseguit resultats satisfactoris. Abans de la FISH s’ha fet un tractament amb una solució de 

pepsina a les extensions cromosòmiques fixades que tenien restes de membrana citoplasmàtica, i s’ha 

aconseguit així millorar substancialment el resultat de la hibridació. Així mateix, s’ha fet una refixació del 

material amb formaldehid amb la qual cosa s’ha pogut preservar millor la morfologia cromosòmica 

meiòtica. Finalment, s’ha reduït el volum de mescla de FISH aplicada així com la mida del

(a) (b)(a) (b)
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cobreobjectes, ja que hem fixat una cèl·lula per portaobjectes i hem aconseguit d’aquesta manera un 

estalvi econòmic sense reducció en la qualitat de la FISH. 
 

S’ha evidenciat que en les extensions cromosòmiques d’1CP, fins i tot quan aquestes presenten un grau 

baix de preservació de la morfologia cromosòmica, es poden aplicar, a més de les sondes puntuals 

locus específiques i centromèriques [figura R-6], també les sondes de cromosoma sencer, ja que no es 

tracta de material cromosòmic en interfase. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R-6. Extensió d’un complement d’1CP humà amb aparença de nucli interfàsic hibridada amb una sonda de cromosoma 

locus específica per al cromosoma 21 (vermell) i una sonda centromèrica per al cromosoma X (verd). [microscopi de fluorescència 

1000x] 

 

S’han destinat a la posada a punt del mètode d’obtenció d’extensions cromosòmiques en 1CP humans, 

un total de 18 oòcits madurs no inseminats (frescos) descartats de cicles de FIV-ICSI [taula M-2] dels 

quals 17 (94,4 %) s’han fixat amb èxit. Respecte a la morfologia cromosòmica, en 16 dels 17 (94,1 %) 

complements cromosòmics d’1CP, els cromosomes presenten una morfologia cromosòmica molt similar 

a la dels cromosomes de l’MII dels oòcits [figura R-7 i taula R-2]. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R-7. Extensió cromosòmica d’un complement euploide d’1CP humà hibridada amb la sonda locus específica per al 

cromosoma 21 (vermell) i la sonda centromèrica per al cromosoma X (verd). [microscopi de fluorescència 1000x] 
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En aquests casos, ambdós complements cromosòmics (1CP i MII) presenten vint-i-tres cromosomes 

amb dues cromàtides germanes (n 23, N 46) separades, excepte en la regió del centròmer, i amb 

morfologia molt similar a l’observada en l’hàmster. 

 

Mentre que els cromosomes del complement de l’oòcit II solen tenir un aspecte ondulat i una forma força 

definida, els cromosomes de l’1CP mostren un aspecte desorganitzat característic, ja que mostren un 

contorn poc definit i solen ser més curts que els cromosomes de l’oòcit en MII [figura R-8]. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R-8. (a): extensió cromosòmica d’un complement euploide d’oòcit II humà hibridada amb una sonda dual locus específica 

per al cromosoma 22 (verd-vermell) i amb sondes de cromosoma sencer per als cromosomes 13 (verd) i 14 (vermell). (b): extensió 

cromosòmica d’un complement euploide d’1CP humà hibridada amb les mateixes sondes. [microscopi de fluorescència 1000x] 

 

El restant 1CP (5,9 %) presenta una morfologia cromosòmica no preservada i mostra una falsa 

aparença de nucli interfàsic [figura R-9]. 

 

 

(a) (b) 

Morfologia cromosòmica d'1CP Cèl·lules 
processades

Cèl·lules fixades 
(%)

1CP vs morfologia 
cromosòmica (%)

Aneuploïdia global 
(%)

Preservada np np 16 (94,1) 0,0

No preservada np np 1 (5,8) 1 de 1

18 [taula M-2] 17 (94,4) 17 (100,0) 1 (5,9)
FIV (fecundació in vitro), 1CP (primer corpuscle polar), np (no procedeix).

Taula R-2. Característiques dels complements cromosòmics d'1CP d'oòcits madurs humans no inseminats descartats de 
programes de FIV.
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Figura R-9. Extensió d’un complement aneuploide (-ct 21) d’1CP humà que presenta una falsa aparença de nucli interfàsic i 

hibridada amb una sonda locus específica per al cromosoma 21 (vermell) i una sonda centromèrica per al cromosoma X (verd). 

[microscopi de fluorescència 1000x] 

 

4.2 Anàlisi de la complementarietat cromosòmica de l’1CP i la corresponent MII 
en oòcits madurs humans descartats de programes de FIV [vegeu l’apartat 4.7 

art.2] 
 
D’una banda, s’han processat oòcits madurs no inseminats descartats de cicles de FIV-ICSI (oòcits 

frescos): vint-i-un oòcits procedents de deu dones entre 30 i 35 anys (mitjana d’edat, 32,1 anys). I, 

d’altra banda, s’han processat oòcits madurs descartats després de la inseminació per FIV convencional 

(oòcits envellits): cinquanta oòcits procedents de trenta-cinc dones entre 29 i 37 anys (mitjana d’edat, 

33,5 anys) [taula M-2]. 

 

 

 

S’han fixat adequadament divuit dels vint-i-un (85,7 %) oòcits no inseminats i quaranta-un dels cinquanta 

(82,0 %) dels oòcits descartats postinseminació [taula R-3]. 

 

S’ha observat morfologia cromosòmica preservada en 15 (83,3 %) dels 1CP corresponents a les divuit 

parelles d’oòcits no inseminats, mentre que en els oòcits descartats postinseminació, únicament s’ha 

 

Tipus de cèl·lula i origen Cèl·lules 
processades

Cèl·lules fixades 
(%)

Concordança 
1CP-MII (%)

Aneuploïdia 
global (%)

Oòcits no inseminats (frescos) 21 18 (85,7) 18 (100,0) 0,0

Oòcits descartats postinseminació FIV convencional (envellits) 50 41 (82,0) 39 (95,1) 2 (5,1)

71 [taula M-2] 59 (83,0) 57 (96,6) 2 (3,5)

FISH (hibridació in situ fluorescent), FIV (fecundació in vitro), 1CP (primer corpuscle polar), MII (metafase II).

Taula R-3. Sèrie control per determinar l'eficiència del mètode de FISH en oòcits humans madurs no inseminats descartats de programes de 
FIV: resultats citogenètics.
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observat morfologia cromosòmica preservada en sis (14,6 %) dels 1CP de les quaranta-una parelles. 

Divuit de divuit (100,0 %) parelles 1CP-MII procedents d’oòcits no inseminats (frescos) analitzades han 

mostrat resultats de la FISH concordants per als cromosomes X i 21 i totes eren euploides [figura R-10]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura R-10. (a): extensió del complement cromosòmic euploide de l’MII de l’oòcit hibridada amb les mateixes sondes. [microscopi 

de fluorescència 1000x]. (b): extensió cromosòmica d’un complement euploide d’1CP humà hibridada amb una sonda locus 

específica per al cromosoma 21 (vermell) i una sonda centromèrica per al cromosoma X (verd). 

 

Les parelles 1CP-MII procedents d’oòcits envellits han mostrat resultats de la FISH concordants per als 

cromosomes X i 21 en el 95,1 % i el 5,1 % (dos de trenta-nou) dels oòcits eren aneuploides [taula R-3]. 

En un cas, l’1CP presentava un guany del cromosoma 21 i la corresponent MII una pèrdua del 

cromosoma 21 (1CP +cr 21 i l’MII corresponent –cr 21) conseqüència d’una no-disjunció dels 

cromosomes 21. En l’altre cas l’1CP presentava una pèrdua d’una cromàtide del cromosoma 21 i la 

corresponent MII un guany d’una cromàtide del cromosoma 21 (1CP –ct 21 i l’MII corresponent +ct 21) 

conseqüència d’una separació precoç de les cromàtides germanes del cromosoma 21 [figura R-11]. 

 
Figura R-11. (a): extensió del complement cromosòmic –ct 21 de l’MII de l’oòcit hibridada amb les mateixes sondes. (b): extensió 

d’un complement cromosòmic +ct 21 d’1CP humà hibridada amb una sonda de locus específica per al cromosoma 21 (vermell) i 

una sonda centromèrica per al cromosoma X (verd). [microscopi de fluorescència 1000x] 

(a) (b)(a) (b)

 

(a) 

(b) 
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4.3 Obtenció d’extensions d’oòcits immadurs i zigots humans anòmals 
descartats de programes de FIV 

 

S’han analitzat un total 151 oòcits immadurs i zigots anòmals. S’han inclòs: divuit oòcits immadurs no 

inseminats descartats de cicles de FIV-ICSI, cinquanta-cinc oòcits aparentment immadurs descartats 

postinseminació de cicles de FIV convencional i setanta-vuit zigots anòmals descartats postinseminació 

de cicles de FIV convencional [taula M-2]. Tots ells s’han processat per a l’anàlisi citogenètica i s’ha fixat 

adequadament 105 de 151 (69,5 %) cèl·lules: divuit de divuit (100,0 %) oòcits immadurs no inseminats, 

trenta-vuit de cinquanta-cinc (69,0 %) oòcits aparentment immadurs descartats postinseminació per FIV 

convencional i quaranta-nou de setanta-vuit (62,8 %) zigots anòmals [taula R-4]. 

 

 

S’han classificat les cèl·lules en dos grups, segons l’estadi morfològic que presentaven abans de ser 

fixades: 

 

Grup i) Oòcits aparentment immadurs (no CP) 

Grup ii) Zigots anòmals. 

 

 

4.4 Anàlisi d’anomalies cromosòmiques numèriques en oòcits i zigots humans 
anòmals descartats de programes de FIV 

 

S’ha obtingut la diagnosi citogenètica en noranta-set de 105 (92,4 %) cèl·lules fixades [taula R-5]. Els 

cromosomes analitzats varien en cada grup i estan detallats a cada apartat [vegeu els apartats 4.4.1 i 

4.4.2]. 

 

Taula R-4. Oòcits immadurs (MI i VG) i zigots humans descartats de programes de FIV.

Tipus de cèl·lula i origen Cèl·lules 
processades Cèl·lules fixades (%)

Oòcits no inseminats (grup i) 18 18 (100,0)

Oòcits descartats postinseminació FIV convencional (grup i) 55 38 (69,0)

Zigots anòmals descartats postinseminació FIV convencional (grup ii) 78 49 (62,8)

151 [taula M-2] 105 (69,5) [taula R-5]

FIV (fecundació in vitro),  MI (metafase I), VG (vesícula germinal).



M.Durban   Estudi citogenètic del primer corpuscle polar d’oòcits d’hàmster i d’humans: 
  diagnòstic genètic preimplantacional mitjançant l’anàlisi de primer corpuscle polar 

 
 
 

108   Resultats 
 
 
 

 

Alguns oòcits immadurs es van deixar en el mateix medi de cultiu unes quantes hores més i van assolir 

espontàniament l’estadi d’MII in vitro (MIV). No es va posar cap suplement hormonal en el medi de cultiu 

per tal de promoure la maduració. 

 

4.4.1 Oòcits humans aparentment immadurs descartats de programes de FIV (grup i) 
 

Aquest grup l’han format cinquanta-sis oòcits humans aparentment immadurs fixats per fer-ne l’anàlisi 

citogenètica [taula R-5]. Aquests oòcits corresponen a: nou oòcits immadurs no inseminats, prèviament 

tractats amb hialuronidasa i considerats en estadi de MI; nou oòcits aparentment immadurs no 

inseminats, prèviament tractats amb hialuronidasa, considerats en estadi de MI i que tot i mantenir-los 

dotze hores en cultiu no havien assolit l’estadi d’MII (sis VGs i tres MIs); trenta oòcits aparentment 

immadurs, en estadi de MI, i aparentment no fecundats per inseminació convencional; i vuit oòcits 

aparentment immadurs i que posteriorment a la inseminació convencional no havien assolit l’estadi d’MII 

(dues VGs i sis MIs). 

 

Aquests oòcits s’han analitzat citogenèticament amb FISH dual per als cromosomes X i 21; amb FISH 

dual per als cromosomes 11 i 15; amb FISH simple per al cromosoma 11; o amb FISH simple per al 

cromosoma 22. S’han diagnosticat un total de 51 de les 56 (91,1 %) cèl·lules incloses en aquest grup. 

L’èxit de diagnòstic ha oscil·lat entre el 83,3 % i el 100,0 %. 

 

Globalment, el 25,4 % de les cèl·lules han estat euploides. S’han observat aneuploïdies, tant per a 

alguns cromosomes del complement, com aneuploïdies que afectaven el nombre de complements 

cromosòmics present en l’oòcit. Mostrem a continuació els resultats de l’anàlisi citogenètica 

Taula R-5. Classificació de les cèl·lules anòmales fixades descartades de programes de FIV.

Grups Tipus de cèl·lula Posats a MIV Cèl·lules fixades Cèl·lules diagnosticades (%)

No inseminats MI No 9 8 (88,8)

VG Sí 6 6 (100,0)

MI Sí 3 3 (100,0)

18 17 (94,4)

MI No 30 27 (90,0)

VG Sí 2 2 (100,0)

MI Sí 6 5 (83,3)

38 34 (89,5)

56 51 ( 91,1) [taula R-6]

>2PN No 20 17 (85,0)

1PN No 18 18 (100,0)

2PN aturat No 11 11 (100,0)

49 46 (93,8) [taula R-8]

105 [taula R-4] 97 (92,4)

Grup i: oòcits aparentment immadurs

Grup ii: zigots anòmals

FIV (fecundació in vitro), MIV (cultiu in vitro per madurar), MI (metafase I), VG (vesícula germinal), PN (pronucli).

Aparentment no fecundats
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corresponent als diferents tipus de cèl·lules incloses en aquest grup [taula R-6] i es detallen a 

continuació separadament per a cada tipus d’oòcit. 

 

4.4.1.1 Oòcits humans no inseminats, aparentment immadurs, no posats a madurar in vitro (MIV) 
 

Quatre de vuit (50,0 %) oòcits aparentment immadurs no inseminats eren euploides i presentaven un 

complement cromosòmic en estadi de MI. Els quatre restants eren aneuploides: dos oòcits mostraven un 

complement cromosòmic hiperploide en estadi de MI amb un guany de bivalent que no corresponia ni al 

cromosoma X, ni al cromosoma 21 analitzats; un oòcit mostrava un complement cromosòmic hipoploide 

en estadi de MI amb un univalent 21; i, finalment, un oòcit amb un complement cromosòmic en estadi de 

MI nul·lisòmic per al cromosoma 21 [taula R-6]. 

 

4.4.1.2 Oòcits humans no inseminats, aparentment immadurs i posats a MIV, però que no havien 
assolit espontàniament l’estadi d’MII 
 

Dels sis oòcits inicialment en estadi de VG, quatre (66,7 %) presentaven un complement cromosòmic 

euploide en estadi de MI, i dos oòcits eren aneuploides: un mostrava un complement cromosòmic 

diploide amb morfologia de cromosomes en estadi de MI i l’altre va presentar un complement en estadi 

de profase I (PI), hipoploide per als cromosomes 11 i 15. D’altra banda, un dels tres (33,3 %) oòcits 

aparentment en estadi de MI presentava un complement cromosòmic euploide en estadi de MI, i els 

altres dos (66,6 %) eren aneuploides ambdós mostraven un complement cromosòmic diploide amb 

morfologia de cromosomes en estadi d’MII [taula R-6]. 

Taula R-6. Resultats citogenètics dels oòcits humans aparentment immadurs descartats de programes de FIV (grup i).

Un complement 
diploide de 

cromosomes MII

Dos complements 
haploides de 

cromosomes MII

Aneuplodïes de cromosoma 
o bivalent

MI No 8 (88,8) 4 (50,0) 4 (50,0) _ _ 2 cèl·lules 24 bivalents (?)

1 cèl·lula univalent 21

1 cèl·lula -bivalent 21

VG Sí 6 (100,0) 4 (66,7) 2 (33,3) 1 cèl·lula (nucli PI) _ 1 cèl·lula -cr 11 i 15 (nucli)

MI Sí 3 (100) 1 (33,3) 2 (66,7) 2 cèl·lules _ _

17 (94,4) 9 (52,9) 8 (47,1) b 3 (37,5) 5 (62,5)

Aparentment no fecundats
MI No 27 (90,0) 3 (11,1) 24 (89,0) 13 cèl·lules (54,2) 9 cèl·lules (37,5) 1 cèl·lula -bivalent 21

1 cèl·lula 25 bivalents (?)

VG Sí 2 (100,0) 0,0 2 (100,0) _ 2 cèl·lules _

MI Sí 5 (83,3) 1 (20,0) 4 (80,0) 3 cèl·lules 1 cèl·lula _

34 (89,5) 4 (11,8) 30 (88,2) b 16 (53,3) 12 (40,0) 2 (6,7)

51 (91,1)          
[taula R-5] 13 (25,4) 38 (74,6) 19 (50,0) 12 (31,6) 7 (18,4)

FIV (fecundació in vitro), MIV (cultiu in vitro per madurar), MI (metafase I), VG (vesícula germinal), PI (profase I), cr (cromosoma).

(?) (bivalent/s desconegut/s). a cromosomes analitzats (X i 21), (11 i 15) i (11 i 22).
b Prova exacte de Fisher p  < 0,0215 (significatiu si p  < 0,05).

No inseminats

Complements aneuploides a (%)
Tipus 

d'oòcit i 
origen

Posats a 
MIV

Cèl·lules 
diagnosticades 

(%)
Euploides  (%) Aneuploides (%)
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En els casos descrits de complement cromosòmic diploide amb morfologia de cromosomes en estadi 

d’MII, s’observen quaranta-sis cromosomes amb la morfologia típica d’un complement cromosòmic MII 

haploide [figura R-12]; no obstant això, quan s’observen dos complements cromosòmics haploides, la 

morfologia dels cromosomes en MII d’un dels complements és més desorganitzada de forma molt 

semblant a l’aparença dels cromosomes de l’1CP [figura R-13]. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R-12. (a): extensió cromosòmica d’un complement diploide de metafase II humana [microscopi de contrast de fases 400x]. 

La morfologia cromosòmica d’ambdós complements és encara molt similar. (b): la mateixa extensió cromosòmica hibridada amb 

una sonda locus específica per al cromosoma 21 (vermell) i una sonda centromèrica per al cromosoma X (verd)  [microscopi de 

fluorescència 1000x] 

 

(a) 

(b) 
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Figura R-13. (a): extensió cromosòmica de dos complements cromosòmics humans de metafase II procedents d’una cèl·lula amb 

citocinesi anòmala [microscopi de contrast de fases 400x]. La morfologia cromosòmica d’ambdós complements ja és molt diferent. 

(b): la mateixa extensió cromosòmica hibridada amb una sonda locus específica per al cromosoma 21 (vermell) [microscopi de 

fluorescència 1000x] 

 
 
4.4.1.3 Oòcits humans aparentment no fecundats i immadurs, no posats a MIV 
 

Únicament un 11,0 % (tres de vint-i-set) dels oòcits aparentment immadurs i no fecundats eren 

euploides [taula R-6]. Respecte els complements aneuploides (89,0 %), en tretze oòcits hem observat 

una dotació cromosòmica diploide i la morfologia dels cromosomes corresponia a l’estadi MII; en nou 

oòcits hem observat dues dotacions cromosòmiques haploides i la morfologia dels cromosomes 

corresponia a l’estadi d’MII; i, finalment, hem observat dos oòcits amb aneuploïdia de cromosoma 

bivalent en estadi de MI (un oòcit nul·lisòmic per al cromosoma bivalent 21 i l’altre oòcit era hiperploide 

amb dos cromosomes bivalents de més però cap d’ells no corresponia a cap dels cromosomes X i 21 

analitzats) [figura R-14]. 

(b) 

 
MII 1CP 

(a) (b) 
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Figura R-14. (a): extensió cromosòmica d’un complement euploide humà de metafase I [microscopi  contrast de fases 400x]. (b): la 

mateixa extensió hibridada amb una sonda locus específica per al cromosoma 21 (vermell), una sonda centromèrica per al 

cromosoma X (verd) i una sonda de cromosoma sencer per al cromosoma 4 (vermell) [microscopi de fluorescència 1000x] 

 
4.4.1.4 Oòcits humans aparentment no fecundats i immadurs, posats a MIV, però que no havien 
assolit espontàniament l’estadi d’MII 
 

Els dos (100,0 %) oòcits aparentment immadurs, no fecundats i inicialment en estadi de VG eren 

aneuploides i presentaven dos complements cromosòmics haploides en estadi d’MII. D’altra banda, 

únicament un dels cinc (20,0 %) oòcits aparentment en estadi d’MI va presentar un complement 

cromosòmic en estadi d’MI. La resta, quatre de cinc (80,0 %) eren aneuploides: tres de quatre (75,0 %) 

presentaven un únic complement cromosòmic diploide amb morfologia de cromosomes en estadi d’MII, i 

l’oòcit restant presentava dos complements cromosòmics haploides amb morfologia de cromosomes en 

estadi d’MII [taula R-6]. 

 

 

(a) (b) 
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4.4.2 Zigots humans anòmals descartats de programes de FIV (grup ii) 
 

S’han processat setanta-vuit zigots humans anòmals descartats de programes de FIV postinseminació 

amb FIV convencional [taula M-2] i s’han fixat adequadament quaranta-nou (62,8 %) de les cèl·lules 

[taula R-7], corresponents a: 

 

a) Vint zigots amb més de dos pronuclis (> 2PN) descartats de cicles de FIV en el moment de 

l’observació morfològica de la fecundació, setze–divuit hores després de la inseminació convencional. 

En concret, s’han fixat disset zigots amb tres pronuclis (3PN), dos zigots amb quatre pronuclis (4PN) i un 

zigot amb cinc pronuclis (5PN). 

 

b) Divuit zigots amb un sòl pronucli (1PN) descartats de cicles de FIV en el moment de l’observació 

morfològica de la fecundació, setze–divuit hores després de la inseminació convencional. 

 

c) I finalment, onze zigots amb dos pronuclis (2PN aturats) que no havien dividit 24 hores després de 

l’observació morfològica de la fecundació. 

  

 

 

 

La ploïdia d’aquests zigots s’ha determinat aplicant la FISH amb sondes d’ADN centromèric per als 

cromosomes X, Y i 18. S’ha establert la ploïdia en quaranta-sis dels quaranta-nou (93,8 %) zigots [taula 

R-8]: 

Taula R-8. Ploïdia dels zigots fixats descartats de programes de FIV.

Haploïdia Diploïdia Triploïdia Tetraploïdia Pentaploïdia

> 2PN
3PN 17 14 (100,0) _ _ 14 (100,0) _ _

4PN 2 2 (100,0) _ _ _ 2 (100,0) _

5PN 1 1(100,0) _ _ _ _ 1(100,0)

20 17 (85,0) _ _ 14 (82,3) 2 (11,7) 1 (5,8)

1PN 18 18 (100,0) 2 (11,1) 16 (88,9) _ _ _

2PN aturats 11 11 (100,0) _ 11 (100,0) _ _ _

49 [taula R-5] 46 (93,8) 2 27 14 2 1

FIV (fecundació in vitro), PN (pronucli).

Tipus de ploïdia (%)
Tipus de zigot Cèl·lules 

fixades

Cèl·lules 
diagnosticades 

(%)

Tipus de zigot Cèl·lules 
fixades

> 2PN 20
1PN 18
2PN 11

49 [taula M-2]
FIV (fecundació in vitro), PN (pronucli).

Taula R-7. Classificació dels zigots fixats (grup ii) 
descartats de programes de FIV.
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a) En disset de vint (85,0 %) zigots > 2PN: catorze zigots 3PN, dos zigots 4PN i un zigot 5PN. 

 

b) En divuit de divuit (100,0 %) zigots 1PN. 

 

c) En onze d’onze (100,0 %) zigots 2PN. 

 

Els resultats citogenètics dels quaranta-sis zigots diagnosticats estan inclosos a la taula R-9: 

 
 
4.4.2.1 Zigots humans > 2PN 
 

Com hem mencionat anteriorment, els zigots anòmals s’han analitzat amb sondes d'ADN centromèric 

per als cromosomes X, Y i 18. 

 

Les marques molt juntes, a una distància menor al diàmetre d’un senyal, s’han considerat equivalents a 

un cromosoma replicat mentre que les marques separades, a una distància superior al diàmetre d’un 

senyal, s’han considerat corresponents a dos cromosomes diferents. 

Taula R-9. Resultats citogenètics dels zigots humans diagnosticats (grup ii) descartats de programes de FIV.

No replicat Replicat

Cr X, Y, X-Y i 18 Cr X i/o 18

3PN X18 ; Y18 ; Y18 1 (7,1) 1 _ Abans de FS
XY18 ; XY18 ; XY18 1 (7,1) 1 _ Abans de FS

X18 ; X18 ; X18 7 (50,0) 7 _ Abans de FS
XX1818 ; XX1818 ; XX1818 1 (7,1) _ 1 Després de FS

X18 ; X18 ; Y18 4 (28,7) 4 _ Abans de FS
14 13 1

4PN X18 ; X18 ; X18 ; X18 1 (50,0) 1 _ Abans de FS
X18 ; X 18 ; Y18 ; Y18 1 (50,0) 1 _ Abans de FS

2 2 _

5PN X18 ; X18 ; X18 ; X18 ; Y18 1 1 _ Abans de FS

1 1 _
1PN X18 2 (11,0) _ _ _

XX1818 10 a (55,6) _ _ Abans de FS
XY1818 4 (22,2) 4 _ Abans de FS

XX18181818 1 (5,6) _ 1 Abans de FS
XXY1818 1 (5,6) 1 _ FS primerenca

18 5 1
2PN X18 ; X18 4 b (36,4) 4 _ Abans de FS

XX1818 ; XX1818 4 (36,4) _ 4 Després de FS
XX1818 ; Y1818 1 (9,1) _ 1 FS primerenca PN masculí

XX1818 ; XY1818 1 (9,1) _ 1 FS primerenca PN masculí
XY18 ; Y18 1 (9,1) 1 _ Abans de FS

11 5 6
46 26 8

FIV (fecundació in vitro), ADN-CEN (ADN centromèric), Cr (cromosoma), FS (1a fase S mitòtica), PN (pronucli).
a una primera metafase mitòtica i una primera anafase mitòtica.
b una primera anafase mitòtica.

Zigot aturat

ADN-CEN
Tipus de 

zigot Complement (freqüència)
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Segons el nombre de senyals per a centròmer dels cromosomes analitzats, es pot inferir l’estadi del cicle 

cel·lular en el qual estava el zigot en el moment de ser fixat, és a dir, abans o després de la 1a fase S 

mitòtica [figura I-8] [taula R-9]: 
 

— Els zigots estan aturats abans de la 1a fase S, és a dir, abans que hi hagi hagut la síntesi d’ADN 

o replicació de la cromatina, quan el cromosoma o cromosomes analitzat/s presenta/en només una 

marca i, per tant, hi ha un sol centròmer. 
 

— Els zigots estan aturats després de la 1a fase S, és a dir, després que hi hagi tingut la replicació, 

quan el cromosoma o cromosomes analitzat/s presenta/en dues marques per cada centròmer i la 

distància entre les marques d’un mateix cromosoma és inferior al diàmetre d’una marca de 

centròmer, de manera que no permet pensar en l’existència de dos cromosomes independents. 

 

4.4.2.1.1 Zigots humans 3PN 

Els catorze zigots 3PN diagnosticats eren triploides [taula R-8] i sis d’ells mostraven almenys un 

cromosoma Y: un zigot X18 ; Y18 ; Y18, un zigot XY18 ; XY18 ; XY18 i quatre zigots X18 ; X18 ; Y18 (4) 

[taula R-9]. 

 

Un total de tretze dels catorze (92,8 %) zigots 3PN estaven aturats abans de la 1a fase S del cicle 

cel·lular. L’altre zigot 3PN estava aturat després de la 1a fase S mitòtica [taula R-9]. 
 

Tres de catorze (21,4 %) zigots 3PN, a més de tres pronuclis, contenien un espermatozoide que 

mostrava el seu pronucli amb una condensació cromosòmica prematura (sperm premature chromosome 

condensation, SPCC) que no va mostrar senyals de FISH. 
 

4.4.2.1.2 Zigots humans 4PN 

Els dos zigots 4PN eren tetraploides [taula R-8], un mostrava quatre cromosomes X, i l’altre mostrava 

dos cromosomes Y i dos X . Els dos zigots estaven aturats abans de la 1a fase S en el moment de ser 

fixats [taula R-9]. 
 

4.4.2.1.3 Zigots humans 5PN 

L’únic zigot 5PN era pentaploide [taula R-8] amb quatre cromosomes X i un cromosoma Y Aquest zigot 

estava aturat abans de la 1a fase S en el moment de ser fixat [taula R-9]. 
 

4.4.2.2 Zigots humans 1PN 
 

Els divuit (100,0 %) zigots 1PN es van diagnosticar [taula R-8 i R-9]. 

 

Dos dels divuit (11,1 %) zigots van mostrar un nucli X18, ambdós presentaven una marca única per 

cada cromosoma X i, per tant, en el moment de ser fixats estaven aturats abans de la 1a fase S del cicle 
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cel·lular. Ambdues marques aparellades correspondrien a un cromosoma de cada pronucli. 

 

Els restants zigots 1PN, setze de divuit (88,9 %) eren zigots diploides: deu cèl·lules (62,5 %) mostraven 

un complement XX1818 i, d’acord amb el nombre de senyals per l’ADN centromèric dels cromosomes 

18 i X, estarien aturats abans de la 1a fase S del cicle cel·lular ja que es visualitzaven dos senyals 

separats corresponents a cromosomes diferents, un de cada pronucli; quatre cèl·lules (25,0 %) 

mostraven un complement XY1818, i segons el nombre de senyals per l’ADN centromèric dels 

cromosomes 18, X i Y, estarien aturats abans de la 1a fase S del cicle cel·lular; una cèl·lula (6,2 %) 

mostrava un complement XX18181818 i segons el nombre de senyals per l’ADN centromèric dels 

cromosomes analitzats 18 i X, el centròmer 18 estaria replicat; no obstant això, el centròmer del 

cromosomes X no hauria replicat encara. Aquest zigot estaria encara en la 1a fase S ja que no tots els 

cromosomes haurien replicat encara. Finalment, una altra cèl·lula (6,2 %) mostrava un complement 

XXY1818.  

 

A més, catorze de setze (87,5 %) zigots 1PN diploides mostraven el material cromosòmic en una 

formació de nucli interfàsic mentre que dos dels zigots 1PN presentaven un  complement cromosòmic 

condensat, en un d’ells aturat a l’estadi de metafase mitòtica, i en l’altre aturat en estadi d’anafase 

mitòtica. 

 

També s’ha observat que dos dels setze (12,5 %) zigots 1PN, a més a més, contenien un 

espermatozoide amb SPCC que no va mostrar senyals de FISH. 

 

4.4.2.3 Zigots humans 2PN aturats 
 

Un total d’onze zigots amb 2PN i dos CP en el moment de l’observació morfològica de la fecundació, no 

van dividir i van restar aturats en estadi de 2PN [taules R-8 i R-9]. 

 

Quatre dels onze (36,4 %) 2PN aturats mostraven dos nuclis haploides per als cromosomes estudiats: X 

i 18, compatibles amb zigots diploides i, d’acord amb el nombre de senyals per l’ADN centromèric 

d’ambdós cromosomes, cap d’ells no havia replicat i, per tant, estaven aturats abans de la 1a fase S del 

cicle cel·lular. 

 

Quatre d’onze (36,4 %) 2PN aturats, mostraven dos nuclis haploides XX1818, i d’acord amb el nombre 

de senyals per l’ADN centromèric dels cromosomes 18 i X, ambdós cromosomes haurien replicat i 

aquests zigots estarien aturats després de la 1a fase S del cicle cel·lular. Un d’onze (9,1 %) 2PN aturats, 

mostraven dos nuclis haploides, un presentava un cromosoma Y i es podia distingir el PN femení del 

masculí. D’acord amb el nombre de senyals per l’ADN centromèric dels cromosomes 18, X i Y, es 

tractava d’un zigot XX1818;Y1818 i va ser considerat un zigot diploide aturat a la 1a fase S primerenca. 

El cromosoma 18 d’ambdós nuclis i el cromosoma X del PN femení estaven replicats mentre que el 
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cromosoma Y del PN masculí no ho estava. 

 

Un d’onze (9,1 %) 2PN aturats, mostrava dos nuclis haploides, un presentava un cromosoma Y i es 

podia distingir el PN femení del masculí. D’acord amb el nombre de senyals per l’ADN centromèric dels 

cromosomes 18,  X i Y, es tractava d’un zigot XX1818; XY1818. El cromosoma 18 d’ambdós pronuclis i 

el cromosoma X del PN femení estaven replicats mentre que el PN masculí presentava un cromosoma X 

i un cromosoma Y ambdós no replicats. Va ser considerat un zigot diploide aturat a la 1a fase S 

primerenca del cicle cel·lular. 

 

I, finalment, un d’onze (9,1 %) 2PN aturats mostrava dos nuclis haploides. D’acord amb el nombre de 

senyals per l’ADN centromèric per als cromosomes 18, X i Y, es tractava d’un complement XY18;Y18. 

Cap cromosoma no hauria replicat encara i, per tant, el zigot estaria aturat en un estadi previ a la 1a 

fase S del cicle cel·lular. 
 
 

4.5 Diagnòstic genètic preimplantacional mitjançant l’anàlisi d’1CP (DGP-1CP) 
en dones portadores de translocacions recíproques o robertsonianes 

 

S’ha realitzat el diagnòstic genètic preimplantacional mitjançant l’anàlisi d’1CP (DGP-1CP) a nou dones 

portadores de reorganitzacions cromosòmiques: cinc dones portadores translocacions robertsonianes 

(sis cicles) i quatre dones portadores de translocacions recíproques (quatre cicles) [taula M-3]. 

 

Aquests estudis s’han fet en col·laboració amb tres centres de FIV: Servei de Medicina de la 

Reproducció de l’Institut Universitari Dexeus de Barcelona (Dx), Servicio de Medicina de la 

Reproducción de la Fundación Jiménez Díaz de Madrid (FJD), i Servei de Medicina de la Reproducció 

de l’Hospital Clínic de Barcelona (HPC). 

 

Les sondes emprades en cada cas es determinen tenint en compte els punts de trencament dels 

cromosomes implicats en les diferents reorganitzacions cromosòmiques. Les sondes s’han assajat 

prèviament en limfòcits de sang perifèrica, de la pacient en qüestió, per confirmar el cariotip i comprovar 

que de manera pràctica es podien diferenciar els cromosomes normals dels cromosomes derivatius 

[taula M-5]. El cariotip dels homes, en tots els casos, era 46,XY. 

 
4.5.1 DGP-1CP a dones portadores de translocacions robertsonianes 
 

A continuació es detallen els resultats obtinguts en el DGP-1CP a cinc dones portadores de 

translocacions robertsonianes (pacients m, n, p, q i r) en un total de sis cicles [taules R-10, R-11a i R-

11b]. 
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1CP BL Oòcit o embrió

Cas Dx-1(m): 45,XX,der(14;21)(q10;q10)

1CP-1 Fragmentat _ _ _ _ _ _ 2PN sortida artefactual ZP

1CP-2 Fixat No Físic Abans ND _ SR Fecundat

1CP-3 Fixat No Físic Abans 21 _ 14  der14;21 3 PN

1CP-4 Pèrdua de biòpsia _ Físic Abans _ _ _ Degenerat

1CP-5 Fixat No Físic Abans 21  der14;21 _ 14 Fecundat

1CP-6 Fragmentat _ _ _ _ _ _ 3 PN

1CP-7 Fixat No Físic Abans 14  21  der14;21 _ 0 3 PN

1CP-8 Fixat No Físic Abans 14  21 _ der14;21 3 PN

1CP-9 Fixat No Físic Abans ND _ SR Pèrdua d'oòcit a la biòpsia

1CP-10 Fixat No Físic Abans 21  der14;21 _ 14 2PN sortida artefactual ZP

1CP-11 Fixat No Físic Abans 21  14 _ der14;21 1 PN

1CP-12 Pèrdua de biòpsia _ Físic Abans _ _ _ Fecundat

1CP-13 Fixat No Físic Abans ND _ SR Fecundat

1CP-14 Fixat No Físic Abans 21  14cts _ der14;21 Fecundat i transferit [figura R-15]

1CP-15 Fixat No Físic Abans ND _ SR Fecundat

Cas Dx-3 (n): 45,XX,der(13;14)(q10;q10)

1CP-1 Fixat No Físic _ der13;14 _ 13  14 Pèrdua d'oòcit a la biòpsia

1CP-2 Pèrdua de fixació _ Físic Abans _ _ SR Fecundat a 

1CP-3 Fixat Sí Físic Abans 13  der13;14 _ Deseq Fecundat

1CP-4 Pèrdua de fixació _ Físic Abans _ _ SR No fecundat

Cas Dx-4 (p): 45,XX,der(13;14)(q10;q10)

1CP-1 Fixat Sí Físic Després 13 _ 14  der13;14 Fecundat

1CP-2, BL-2 Pèrdua de fixació _ Físic Després _ 14  der13;14 14  der13;14 Fecundat

1CP-3, BL-3 Pèrdua de biòpsia _ Físic Després _ 14  der13;14 14  der13;14 Fecundat

1CP-4 Fixat Sí Físic Després 13  der13;14 _ 14 Fecundat

1CP-5 Fixat Sí Físic Després 14  der13;14 _ 13 Degenerat

1CP-6, BL-6 Fragmentat _ Físic Després _ Alternant Alternant Fecundat i transferit

1CP-7, BL-7 Pèrdua de fixació _ Físic Després _ ND SR Fecundat

1CP-8 Fixat Sí Físic Després der13;14 _ 13  14 Fecundat

1CP-9 Fixat Sí Físic Després der13;14 _ 13  14 Degenerat

1CP-10 Fixat Sí Físic Després 14 _ 13  der13;14 3 PN

CP-11, BL-1 Fragmentat _ Físic Després _ Deseq Deseq Fecundat

1CP-12 Fixat Sí Físic Després 13  der13;14 _ 14 Degenerat

CP-13, BL-1 Pèrdua de biòpsia _ Físic Després _ Deseq 14  der13;14 Fecundat

1CP-14 Fixat Sí Físic Després 13  14 _ der13;14 Fecundat i transferit [figura R-16]

1CP (primer corpuscle polar), BL (blastòmer), ICSI (injecció intracitoplasmàtica d'un espermatozoide), ND (no diagnosticat), der (derivatiu), Deseq (desequilibrat).

SR (sense resultat), cts (cromàtides separades), ZP (zona pel·lúcida).
a transferit en D+3 per decisió de la pròpia parella.

Taula R-11a. Detall dels resultats obtinguts dels casos clínics de translocacions robertsonianes realitzats.

Casos 
clínics

Mètode de 
biòpsia

Morfologia 
cromosòmica 

preservada
1CP Biòpsia vs 

ICSI

Diagnòstic
Resultat
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1CP BL Oòcit o embrió

Cas FJD-1 (q) cicle 1: 45,XX,der(13;14)(q10;q10)

1CP-1, BL-1 Fixat Sí Mecànic Després ND 13  der13;14 13  der13;14 Fecundat

1CP-2 Pèrdua de fixació _ Mecànic Després _ _ 13  der13;14 No fecundat a

Cas FJD-1 (q) cicle 2: 45,XX,der(13;14)(q10;q10)

1CP-1 Fixat Sí Mecànic Després der13;14 _ 13  14 Fecundat i transferit

1CP-2 Fixat Sí Mecànic Després 0 _ 13  14  der13;14 Fecundat

Cas Dx-5 (r): 45,XX,der(13;14)(q10;q10)

1CP-1 Fixat Sí Físic Després 14 der13/14 _ 13 Fecundat

1CP-2, BL-2 Pèrdua de fixació _ Físic Després _ Normal o Eq _ Fecundat i no evolutiu

1CP-3, BL-3 Pèrdua de fixació _ Físic Després _ ND ND Fecundat i fixat

1CP-4 Fixat Sí Físic Després 13 14 _ der13/14 Fecundat i transferit

1CP-5 Fixat Sí Físic Després 13 14 der13/14 _ 0 Fecundat i fixat

1CP-6 Fixat Sí Físic Després 13 14 _ der13/14 Fecundat i transferit [figura R-17]

1CP-7 Fixat Sí Físic Després 14 der13/14 _ 13 Fecundat [figura R-18]

1CP-8, BL-8 Fragmentat _ Físic Després _ Normal o Eq _ Fecundat i transferit

1CP-9 Pèrdua de biòpsia _ Físic Després _ _ _ Pèrdua d'oòcit a la biòpsia

CP-10, BL-1 Fixat Sí Físic Després ND Monosomía 14 14 der13/14 Fecundat

1CP-11 Fixat Sí Físic Després 13 _ 14 der13/14 No fecundat

1CP-12 Fixat Sí Físic Després 13 14 _ der13/14 Fecundat i no evolutiu

1CP (primer corpuscle polar), BL (blastòmer), ICSI (injecció intracitoplasmàtica d'un espermatozoide), ND (no diagnosticat), SR (sense resultat), Eq (equilibrat).
a fixat i analitzat per FISH.

Taula R-11b. Detall dels resultats obtinguts dels casos clínics de translocacions robertsonianes realitzats.

Casos 
clínics

1CP
Morfologia 

cromosòmica 
preservada

Mètode de 
biòpsia

Biòpsia vs 
ICSI

Diagnòstic
Resultat
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4.5.1.1 Cas Dx-1(m): dona amb cariotip 45,XX, der(14;21)(q10;q10) 
 

4.5.1.1.1 Resultats de l’obtenció d’oòcits 

Després de l’estimulació hormonal, el dia de la punció fol·licular es van recuperar quinze CCO [taules R-

10 i R-11a]. Durant el tractament amb hialurodinasa un oòcit es va lisar (oòcit corresponent l’1CP-4). Un 

cop acabat aquest tractament es van classificar els oòcits: deu oòcits madurs en estadi d’MII i cinc oòcits 

immadurs en estadi de MI, els quals, al cap d’unes hores van assolir espontàniament l’estadi d’MII en el 

medi de cultiu (van madurar in vitro) i també es van processar per realitzar l’anàlisi citogenètica del 

corresponent 1CP [taula R-10]. 

 

4.5.1.1.2 Resultats de la biòpsia i anàlisi de les cèl·lules fixades 

Es va fer la biòpsia d’1CP dels oòcits abans de l’ICSI. Els quinze oòcits madurs (deu d’inicialment 

madurs i cinc d’immadurs que havien madurat espontàniament in vitro) es van anar biopsiant un a un 

mitjançant l’aïllament de l’1CP per micromanipulació seguint el mètode físic (làser). Seguidament, 

després de cada biòpsia es va inseminar el corresponent oòcit mitjançant l’ICSI. L’1CP de dos oòcits no 

es va biopsiar ja que es tractava d’1CP fragmentats (1CP-1 i 1CP-6) [taula-10]. 

 

Es van biopsiar amb èxit onze de tretze (84,6 %) oòcits, els dos 1CP restants es van perdre durant el 

procés de biòpsia (1CP-4 i 1CP-12) [taules R-10 i R-11a]. Es van fixar els onze (100,0 %) 1CP biopsiats. 

Els 1CP fixats es van analitzar mitjançant la tècnica citogenètica de la FISH aplicant les sondes 

indicades anteriorment [taula M-5]. Es va diagnosticar el 63,6 % (set d’onze) dels 1CP fixats. El 42,8 % 

(tres de set) corresponien a oòcits cromosòmicament equilibrats provenint de la segregació 

cromosòmica 2:1 alternant. Els quatre oòcits restants (57,2 %) eren cromosòmicament desequilibrats: 

tres provenint d’una cromosòmica 2:1 adjacent, (un oòcit –cr 21 i +cr der14;21; i dos oòcits –cr 21); 

finalment, un oòcit era nul·lisòmic per als cromosomes implicats en la translocació provenint d’una 

segregació cromosòmica 3:0 [taules R-10 i R-11a]. 

 
4.5.1.1.3 Resultat de la fecundació 

El 53,3 % (vuit de quinze) dels oòcits inseminats es van fecundar (2PN) però en dos d’ells el zigot va 

sortir artefactualment de la zona pel·lúcida. Les cèl·lules restants eren un zigot 1PN, quatre zigots 3PN, 

un oòcit va degenerar després de l’ICSI i un oòcit que s’havia el lisat el D + 0 en el procés de biòpsia 

[taula R-11a]. 

 

4.5.1.1.4 Transferència embrionària 

Finalment, sols es va poder transferir a l’úter matern un embrió derivat d’un oòcit euploide equilibrat amb 

un cromosoma der4;21. El corresponent 1CP presentava un cromosoma 21 i les dues cromàtides del 

cromosoma 14 separades. La pacient no va quedar gestant. 
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4.5.1.2 Cas Dx-3(n): dona amb cariotip 45,XX, der(13;14)(q10;q10) 
 

4.5.1.2.1 Resultats de l’obtenció d’oòcits 

Després de l’estimulació hormonal, el dia de la punció fol·licular es van recuperar quatre CCO. Un cop 

acabat el tractament amb hialuronidasa es van classificar els oòcits: un oòcit immadur en estadi de MI i 

tres oòcits madurs en estadi d’MII. L’oòcit en estadi de MI va madurar espontàniament in vitro al cap de 

poques hores i també es va poder processar per realitzar l’anàlisi citogenètica del corresponent 1CP. 

 

4.5.1.2.2 Resultats de la biòpsia i anàlisi de les cèl·lules fixades 

Es va fer la biòpsia de cada 1CP abans de l’ICSI de cada oòcit. Els quatre oòcits madurs es van biopsiar 

un a un mitjançant l’aïllament de l’1CP per micromanipulació seguint el mètode físic (làser) i 

seguidament inseminant mitjançant l’ICSI [taula R-10]. Es van biopsiar tots els 1CP. Un oòcit (1CP-1) es 

va lisar durant el procés de biòpsia i, per tant, no es va poder inseminar. Es van fixar el 50 % (dos de 

quatre) dels 1CP biopsiats, els altres dos 1CP es van perdre durant el procés de fixació (1CP2 i 1CP-4). 

Els 1CP fixats es van analitzar mitjançant la tècnica citogenètica de la FISH aplicant les sondes 

indicades anteriorment [taula M-5]. 

 

Es van diagnosticar els dos 1CP fixats. Un dels dos oòcits va resultar ser normal i euploide per als 

cromosomes analitzats, com a resultat d’una segregació cromosòmica 2:1 alternant que s’hauria donat 

en la meiosi I, mentre que l’altre era desequilibrat amb una pèrdua del cromosoma 14 i un guany d’un 

cromosoma derivatiu 13;14, com a resultat d’una segregació cromosòmica 2:1 adjacent [taula R-10 i R-

11a]. 

 

4.5.1.2.3 Resultat de la fecundació 

Dels tres oòcits inseminats després de ser biopsiats, dos oòcits es van fecundar correctament, en d’ells 

l’embrió que va resultar no va sortir artefactualment de la zona pel·lúcida. L’altre oòcit no va presentar 

cap pronucli i, per tant, no va fecundar [taula R-11a]. 

 

4.5.1.2.4 Transferència embrionària 

Un dels dos oòcits fecundats, no es va diagnosticar pel fet que l’1CP es va perdre durant el procés de 

fixació, mentre que l’altre oòcit va ser diagnosticat com a cromosòmicament desequilibrat i finalment, per 

voluntat expressa de la pròpia parella, es va fer la transferència a l’úter matern de l’embrió procedent de 

l’oòcit no diagnosticat. La pacient no va quedar gestant. 
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4.5.1.3 Cas Dx-4(p): dona amb cariotip 45,XX, der(13;14)(q10;q10) 
 

4.5.1.3.1 Resultats de l’obtenció d’oòcits 

Després de l’estimulació hormonal de la pacient, el dia de la punció fol·licular es van recuperar quinze 

CCO. Un cop acabat el tractament amb hialuronidasa es van classificar els oòcits: un oòcit era immadur 

en estadi de VG i catorze oòcits eren madurs en estadi d’MII. En aquest cas, es va descartar del cicle 

l’oòcit en estadi de VG [taules R-10 i R-11a]. 

 

4.5.1.3.2 Resultats de la biòpsia i anàlisi de les cèl·lules fixades 

Es va fer l’ICSI de cada oòcit abans de la biòpsia del corresponent 1CP. Així doncs, els catorze oòcits 

madurs, es van inseminar un a un mitjançant ICSI i seguidament es van anar biopsiant mitjançant 

l’aïllament de l’1CP per micromanipulació seguint el mètode físic (làser). Dos oòcits no es van biopsiar ja 

que els 1CP estaven molt fragmentats (1CP-6 i 1CP-11). D’altra banda, els 1CP de dos dels dotze oòcits 

madurs biopsiats, es van perdre durant el procés de biòpsia (1CP-3 i 1CP-13). 

 

Es van fixar el 80,0 % (vuit de deu) dels 1CP biopsiats. Així, a sis oòcits no es va poder fer la diagnosi 

genètica mitjançant l’1CP i es va fer la biòpsia d’un blastòmer dels embrions. La biòpsia de blastòmer es 

va portar a terme en D + 3 seguint el mateix mètode que per la biòpsia d’1CP però utilitzant una pipeta 

de 30 µm en comptes de 15–20 µm. Els vuit 1CP fixats es van analitzar mitjançant la tècnica 

citogenètica de la FISH aplicant les sondes indicades anteriorment [taula M-5]. 

 

Es van diagnosticar el 100,0 % (vuit de vuit) dels 1CP fixats. El 37,5 % (tres de vuit) dels oòcits eren 

cromosòmicament normals o equilibrats, provenint d’una segregació cromosòmica 2:1 alternant, mentre 

que el 62,5 % (cinc de vuit) dels oòcits eren desequilibrats, com a resultat d’una segregació 

cromosòmica 2:1 adjacent: un oòcit –cr 13 i +cr der13;14 ; un oòcit –cr 14 i + cr der13;14; dos oòcits -cr 

13; i un oòcit –cr 14 [taula R-10 i R-11a]. 

 

En D + 3 es va biopsiar un blastòmer, dels sis embrions per als quals no es tenia diagnòstic mitjançant 

l’1CP. Es va diagnosticar el 83,3 % (cinc de sis) dels blastòmers fixats. Només el 20,0 % (un de cinc) 

dels embrions diagnosticats mitjançant el blastòmer van resultar ser cromosòmicament normals o 

equilibrats, mentre que el 80,0 % (quatre de cinc) restant eren desequilibrats. Es tractava de tres 

embrions amb –cr 13 i +cr der13;14 i dos embrions amb altres desequilibris cromosòmics. 

 

Globalment es van diagnosticar 92,8 % (tretze de catorze) oòcits madurs o embrions, vuit mitjançant 

l’1CP i cinc mitjançant el blastòmer. El 30,8 % (quatre de tretze) dels oòcits o embrions serien 

cromosòmicament normals o equilibrats provenint d’una segregació cromosòmica alternant, mentre que 

el 69,2 % (nou de tretze) restant corresponien a una segregació cromosòmica adjacent. La segregació 

cromosòmica preferent seria l’adjacent [taula R-11a]. 
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4.5.1.3.3 Resultat de la fecundació 

El 71,4 % (deu de catorze) dels oòcits inseminats van fecundar correctament. Del 28,6 % (quatre de 

catorze) restant hi havia un zigot 3PN i tres oòcits que havien degenerat en cultiu. Cap cèl·lula no havia 

sortit artefactualment de la zona [taula R-11a]. 

 

4.5.1.3.4 Transferència embrionària 

Finalment, es van transferir a l’úter matern dos embrions provenint de dos oòcits cromosòmicament 

normals o equilibrats, un embrió procedent d’un oòcit diagnosticat mitjançant l’1CP i l’altre embrió 

diagnosticat mitjançant el blastòmer ja que l’1CP no es va biopsiar ja que estava molt fragmentat. La 

pacient va quedar gestant però es va produir un avortament a la setena setmana de gestació.  

 

4.5.1.4 Cas FJD-1(q): dona amb cariotip 45,XX, der(13;14)(q10;q10) 
 

4.5.1.4.1 Resultats de l’obtenció d’oòcits 

A aquesta pacient se li van realitzar dos cicles de DGP-1CP en un interval de pocs mesos. Després de 

l’estimulació hormonal de la pacient, en tots dos cicles, el dia de la punció fol·licular es van recuperar un 

total de quatre CCO. Un cop acabat el tractament amb hialuronidasa es van classificar els oòcits: quatre 

oòcits madurs en estadi d’MII. 

 

4.5.1.4.2 Resultats de la biòpsia  i anàlisi de les cèl·lules fixades 

En aquests dos cicles es va fer l’ICSI de cada oòcit madur abans de la biòpsia del corresponent 1CP i a 

continuació la biòpsia mitjançant l’aïllament de l’1CP per micromanipulació seguint el mètode mecànic 

(PZD). Es van biopsiar amb èxit el 100,0 % (quatre de quatre) dels 1CP i es van fixar amb èxit el 75,0 % 

(tres de quatre) dels 1CP biopsiats. Els 1CP fixats es van analitzar mitjançant la tècnica citogenètica de 

la FISH aplicant les sondes indicades anteriorment [taula M-5]. 

 

Es van diagnosticar dos dels tres 1CP fixats. Un oòcit va resultar ser cromosòmicament equilibrat, com a 

resultat d’una segregació cromosòmica 2:1 alternant. L’altre presentava un cromosoma 13, un 

cromosoma 14 i un de derivatiu 13;14, ja que l’1CP va resultar ser nul·lisòmic, com a resultat d’una 

segregació cromosòmica 3:0. Es va fer l’anàlisi d’un blastòmer de l’embrió provenint de l’oòcit amb l’1CP 

no diagnosticat (1CP-1). L’anàlisi va mostrar que el embrió era desequilibrat, com a resultat d’una 

segregació cromosòmica 2:1 adjacent en l’oòcit [taula R-10 i R-11b]. 

 

4.5.1.4.3 Resultats de la fecundació 

El 75,0 % (tres dels quatre) dels oòcits inseminats es van fecundar correctament mentre que un oòcit no 

presentava cap PN i, per tant, es tractava d’un oòcit no fecundat. Aquest oòcit no fecundat va ser fixat 

per esbrinar-ne la constitució cromosòmica i va resultar ser un oòcit desequilibrat, com a resultat d’una 

segregació cromosòmica 2:1 adjacent [taula R-11b]. 



M.Durban   Estudi citogenètic del primer corpuscle polar d’oòcits d’hàmster i d’humans: 
  diagnòstic genètic preimplantacional mitjançant l’anàlisi de primer corpuscle polar 

 
 
 

125   Resultats 
 
 
 

 

4.5.1.4.4 Transferència embrionària 

Així doncs, només un dels quatre oòcits era cromosòmicament normal, com a resultat d’una segregació 

cromosòmica 2:1 alternant, i els altres tres oòcits serien desequilibrats i, per tant, provenint d’una 

segregació cromosòmica 2:1 adjacent [taula R-10]. Finalment, es va transferir a l’úter matern l’embrió 

provenint de l’oòcit cromosòmicament normal però la pacient no va quedar gestant. 

 
4.5.1.5 Cas Dx-5 (r): dona amb cariotip 45,XX, der(13;14)(q10;q10) 
 

4.5.1.5.1 Resultats de l’obtenció d’oòcits 

Després de l’estimulació hormonal de la pacient, el dia de la punció fol·licular es van recuperar vint-i-sis 

CCO. Un cop acabat el tractament amb hialuronidasa es van classificar els oòcits: quinze oòcits eren 

immadurs (catorze VGs i una MI, que va madurar espontàniament en cultiu) i onze oòcits eren madurs 

en estadi d’MII. En aquest cas es van descartar del cicle els oòcits en estadi de VG [taules R-10 i R-

11b]. 

 

4.5.1.5.2 Resultats de la biòpsia i anàlisi de les cèl·lules fixades 

Així doncs, els dotze oòcits madurs (onze MII i una MII MIV), es van inseminar un a un mitjançant l’ICSI i 

seguidament es van biopsiar un a un mitjançant l’aïllament de l’1CP per micromanipulació seguint el 

mètode físic (làser). L’1CP d’un dels oòcits no es va biopsiar ja que estava molt fragmentat (1CP-8) 

[taula R-10]. D’altra banda, l’1CP d’un dels onze oòcits madurs biopsiats, es va perdre durant el procés 

de biòpsia (1CP-9). 

 

Es van fixar el 80,0 % (vuit de deu) dels 1CP biopsiats. Els 1CP de dos dels oòcits biopsiats es van 

perdre durant el procés de fixació. Així, a quatre dels dotze oòcits no es va poder fer el diagnòstic 

mitjançant l’1CP i es va fer la biòpsia de blastòmer dels embrions. Els vuit 1CP fixats es van analitzar 

mitjançant la tècnica citogenètica de la FISH aplicant les sondes indicades anteriorment [taula M-5]. 

 

Es van diagnosticar el 87,5 % (set de vuit) dels 1CP fixats. Cap dels set oòcits no era cromosòmicament 

normal, tres (42,8 %) oòcits eren equilibrats, com a resultat d’una segregació cromosòmica 2:1 alternant, 

mentre que el 57,1 % (quatre de set) dels oòcits eren desequilibrats com a resultat d’una segregació 

cromosòmica 2:1 adjacent: dos oòcits –cr 14 i dos oòcits –cr 13 i +cr der13;14 [taula R-10 i R-11b]. 

 

En D + 3 es va biopsiar un blastòmer de cadascun dels quatre embrions per als quals no es tenia 

diagnòstic mitjançant l’1CP (1CP-2, 1CP-3, 1CP-8 i 1CP-10). Es va diagnosticar el 75,0 % (tres de 

quatre) dels blastòmers fixats. El 66,6 % (dos de tres) dels embrions diagnosticats mitjançant el 

blastòmer va resultar ser cromosòmicament normal o equilibrat, mentre que el 33,3 % (un de tres) 

restant era desequilibrat, amb una pèrdua del cromosoma 13. 
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Globalment es va diagnosticar el 83,3 % (deu de dotze) dels oòcits o embrions, set mitjançant l’1CP i 

tres mitjançant el blastòmer. El 50,0 % (cinc de deu) dels oòcits o embrions serien cromosòmicament 

normals o equilibrats com a resultat d’una segregació cromosòmica alternant, mentre que el 50,0 % 

restant corresponien a una segregació cromosòmica adjacent. A part dels indicats anteriorment, com a 

resultat del diagnòstic dels quatre blastòmers embrions biopsiats, també hi hauria tres embrions normals 

o equilibrats per als cromosomes estudiats i un embrió desequilibrat, com a resultat d’una segregació 

cromosòmica adjacent. La segregació cromosòmica preferent seria l’adjacent [taula R-11b]. 

 

4.5.1.5.3 Resultat de la fecundació 

El 83,3 % (deu de dotze) dels oòcits inseminats van fecundar correctament. Un oòcit no va fecundar i un 

altre es va lisar durant el procés de biòpsia. Cap cèl·lula no havia sortit artefactualment de la ZP [taula 

R-11b]. 

 

4.5.1.5.4 Transferència embrionària 

Finalment, es van transferir a l’úter matern tres embrions provenint de dos oòcits cromosòmicament 

normals o equilibrats, dos embrions procedents de dos oòcits diagnosticats mitjançant l’1CP i l’altre 

embrió diagnosticat mitjançant el blastòmer ja que l’1CP es va perdre durant el procés de fixació. La 

pacient no va quedar gestant. 

 

 

4.5.2 DGP-1CP a dones portadores de translocacions recíproques 
 

A continuació es detallen els resultats obtinguts en el DGP-1CP a quatre dones portadores de 

translocacions recíproques (pacients H, I, J i K) en un total de quatre cicles [taula R-12 i R-13]. 
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Taula R-13. Detall dels resultats obtinguts dels casos clínics de translocacions recíproques realitzats.

1CP BL Oòcit o embrió

Cas Dx-2 (H): 46,XX,t(4;12)(q22;q23)

1CP-1 Pèrdua de biòpsia _ Físic _ _ _ Pèrdua de fixació No inseminat a 

1CP-2 Fixat No Físic Abans der12 _ 4  der4  12 Degenerat

1CP-3 Pèrdua de biòpsia _ Físic _ _ _ Pèrdua de fixació No inseminat a 

1CP-4 Fixat Sí Físic Abans der4  der12 _ 4  12 2PN sortida artefactual ZP

1CP-5 Fragmentat _ Físic _ _ _ 12  der12 No inseminat a 

1CP-6 Fixat No Físic Abans 0 _ 4  der4  12  der12 No fecundat

1CP-7 Fixat No Físic Abans 0 _ 4  der4  12  der12 Fecundat

1CP-8 Fixat No Físic Abans ND _ SR No fecundat i sortida artefactual ZP

1CP-9 Fixat Sí Físic Abans 4  der4  der12 _ 12 Fecundat

1CP-10 Pèrdua de fixació _ Físic _ _ _ 12  der12 No inseminat a 

1CP-11 Pèrdua de fixació _ Físic _ _ _ 12  der12 No inseminat a 

1CP-12 Fixat No Físic _ 4  12  der4 _ der12 Pèrdua biòpsia; No inseminat a 

1CP-13 Fixat No Físic _ 4  der4 _ 12  der12 Pèrdua biòpsia; No inseminat a 

1CP-14 Fixat No Físic Abans 12  der4  der12 _ 4 Degenerat

1CP-15 Pèrdua de fixació _ Físic _ _ _ SR No inseminat a 

1CP-16 Fixat Sí Físic Abans ND _ SR Fecundat

Cas HCP-1 (I): 46,XX,t(1;18)(p34.3;q12.3)

1CP-1 Fixat Sí Químic Després 1  18  der18 _ der1 No fecundat a

1CP-2 Fixat Sí Químic Després der1  der18 _ 1  18 No fecundat a

1CP-3 Pèrdua de fixació _ Químic Després _ _ der1  18 1 PN a 

1CP-4, BL-4 Fixat Sí Químic Després ND ND ND Fecundat

1CP-5 Fixat Sí Químic Després 1  der18 _ der1  18 No fecundat a

1PB-6, BL-6 Pèrdua de fixació _ Químic Després _ ND ND No fecundat a

1CP-7 Fragmentat _ Químic _ _ _ ND 1 PN a 

1CP-8 Fixat b No Químic Després ND _ 1  der18 No fecundat a

1CP-9 Fixat Sí Químic Després 18  der18 _ 1  der 1 3 PN a 

1CP-10 Pèrdua de biòpsia _ Químic Després _ _ ND Degenerat a

Cas HCP-2 (J) : 46,XX,t(4;11)(q31.1;q23) c

1CP-1 Pèrdua de biòpsia Sí Mecànic Després ND _ 4 11 der11 3 PN a

1CP-2 Fixat Sí Mecànic Després 4 der4 _ 11 der11 Fecundat

1CP-3 Fixat Sí Mecànic Després 4 der4 11 _ der11 3 PN

1CP-4 Fixat Sí Mecànic Després ND _ 4 der4 der11 No fecundat a

1CP-5 Fixat Sí Mecànic Després 4 der4 11 _ der11 Fecundat

Cas HCP-3 (K) : 46,XX,t(8;13)(q24.1;q22)c

1CP-1 Fixat Sí Mecànic Després 13 _ 8 der8 der13 3 PN

1CP-2 Fixat Sí Mecànic Després 8 der8 _ 13 der13 Fecundat

1CP-3 Fixat Sí Mecànic Després der13 _ 8 der8 13 3 PN

1CP-4 Fixat Sí Mecànic Després 8 13 der13 _ der8 Fecundat

1CP-5, BL-5 Pèrdua de fixació _ Mecànic Després _ SR ND Fecundat

1PB-6, BL-6 Fixat Sí Mecànic Després der8 cts 13/der13d SR Normal o deseq Fecundat

1CP-7 Fixat Sí Mecànic Després 8 13/der13d _ Eq o deseq 3 PN

1CP-8 Fixat Sí Mecànic Després der8 _ 8 13 der13 Fecundat

1CP-9 Fixat Sí Mecànic Després 8 13 _ der8 der13 3 PN

CP-10, BL-1 Pèrdua de fixació _ Mecànic Després _ ND ND Fecundat

CP-11, BL-1 Fixat Sí Mecànic Després 8 cs 13/der13d SR Eq o deseq Degenerat

1CP (primer corpuscle polar), ICSI (injecció intracitoplasmàtica d'un espermatozoide), ND (no diagnosticat), SR (sense resultat), cts (cromàtides separades), Eq (equilibrat).
deseq (desequilibrat), ZP (zona pel·lúcida). a fixat i analitzat per FISH, b madurat in vitro en D+0, c cas no inclòs a l'article 2, d cromosoma recombinant amb una cromàtide 13
i una cromàtide der13.

Biòpsia vs 
ICSI

Diagnòstic
ResultatCasos 

clínics 1CP
Morfologia 

cromosòmica 
preservada

Mètode de 
biòpsia
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4.5.2.1 Cas Dx-2(H): dona amb cariotip 46,XX,t(4;12)(q22;q23) 
 

4.5.2.1.1 Resultats de l’obtenció d’oòcits 

Després de l’estimulació hormonal, el dia de la punció fol·licular, es van recuperar disset CCO. Durant el 

tractament amb hialurodinasa un oòcit es va lisar i en finalitzar aquest tractament es van identificar 

catorze oòcits madurs en estadi d’MII i dos oòcits immadurs en estadi de MI que van madurar 

espontàniament al cap d’una hora de ser mantinguts en el medi de cultiu, i també van ser processats per 

a l’anàlisi citogenètica del corresponent 1CP [taula R-12]. 

 

4.5.2.1.2 Resultats de la biòpsia i anàlisi de les cèl·lules fixades 

En aquest cas la inseminació de cada oòcit mitjançant l’ICSI es va fer immediatament després de la 

biòpsia del corresponent 1CP, la biòpsia es va fer mitjançant el mètode físic (làser). Un dels setze oòcits 

presentava l’1CP molt fragmentat (1CP-5) i no es va biopsiar. Es van biopsiar amb èxit el 86,7 % (tretze 

de 15) dels 1CP sencers, els dos restants es van perdre durant el procés de biòpsia [taules R-12 i R-13]. 

 

Es van fixar el 76,9 % (deu de tretze) dels 1CP biopsiats. Els 1CP fixats es van analitzar mitjançant la 

tècnica citogenètica de la FISH aplicant les sondes indicades anteriorment [taula M-5]. 

 

Es van diagnosticar el 80,0 % (vuit de deu) dels 1CP fixats. A partir d’aquesta anàlisi un dels vuit (12,5 

%) va resultar cromosòmicament normal, com a resultat d’una segregació cromosòmica 2:2 equilibrada 

alternant, mentre que el 87,5 % (set de vuit) eren oòcits cromosòmicament desequilibrats: un oòcit, com 

a resultat d’una segregació cromosòmica adjacent 2 amb un cromosoma 12 i un cromosoma derivatiu 

12; quatre oòcits, com a resultat d’una segregació cromosòmica 3:1 (un oòcit amb un cromosoma 4, un 

cromosoma derivatiu 4 i un cromosoma 12; un oòcit amb només un cromosoma 12; un oòcit amb només 

un cromosoma 12 derivatiu; i un oòcit amb només un cromosoma 4); i dos oòcits, com a resultat d’una 

segregació cromosòmica 4:0 que presentaven els quatre cromosomes implicats en la reorganització 

[taules R-12 i R-13]. 

 

El 50,0 % (vuit de setze) dels oòcits madurs no es van inseminar ja que: en dos oòcits l’1CP es va 

malmetre en el procés de la biòpsia (1CP-1 i 1CP-3), en un oòcit l’1CP estava fragmentat (1CP-5), en 

tres oòcits l’1CP es va perdre durant el procés de fixació (1CP-10, 1CP-11 i 1CP-15) i dos oòcits es van 

malmetre durant el procés de biòpsia (1CP-12 i 1CP-13). En aquest cas, els vuit oòcits no inseminats es 

van fixar per a l’estudi de la seva constitució cromosòmica. Es van diagnosticar el 62,5 % (cinc de vuit) 

d’aquest oòcits. Tots eren cromosòmicament desequilibrats [taula R-13]. 

 

4.5.2.1.3 Resultat de la fecundació 

El 50,0 % (quatre de vuit) dels oòcits madurs inseminats van fecundar correctament mentre que la resta, 

dos no es van fecundar i dos van degenerar en el cultiu. El 25,0 % (dos de vuit) dels oòcits inseminats 

després de la biòpsia, van sortir artefactualment de la ZP. 
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4.5.2.1.4 Transferència embrionària 

No es va poder transferir a l’úter matern cap embrió ja que l’únic oòcit cromosòmicament normal per als 

cromosomes implicats en la translocació va generar un zigot que va sortit artefactualment de la zona 

pel·lúcida i no va ser evolutiu. 

 

Globalment es van diagnosticar onze oòcits (vuit 1CP i tres MII). Un oòcit (9,1 %) va ser 

cromosòmicament normal, com a resultat d’una segregació cromosòmica 2:2 alternant, i els deu oòcits 

restants (91,9 %) eren desequilibrats. Quatre (36,4 %) oòcits provenint d’una segregació cromosòmica 

adjacent 2, quatre oòcits més (36,4 %) provenint d’una segregació cromosòmica 3:1 i els dos oòcits 

restants (18,2 %) provenint d’una segregació cromosòmica 4:0. Dos oòcits, els que van ser malmesos 

durant la biòpsia de l’1CP (1CP-12 i 1CP-13), van poder ser doblement analitzats (1CP i MI). Els 

resultats en ambdós casos van ser complementaris i corresponien a una segregació cromosòmica 3:1 i 

una d’adjacent 2 [taula R-13]. 

 

4.5.2.1 Cas HCP-1(I): dona amb cariotip 46,XX,t(1;18)(p34.3;q12.3) 
 

4.5.2.2.1 Resultats de l’obtenció d’oòcits 

Després de l’estimulació hormonal, el dia de la punció fol·licular es van recuperar deu CCO. Un cop 

acabat el tractament amb hialuronidasa es va veure que tots els oòcits eren madurs en estadi d’MII. Els 

oòcits es van inseminar mitjançant l’ICSI i immediatament desprès es van biopsiar mitjançant el mètode 

químic (àcid Tyrode) [taules R-12 i R-13]. 

 

4.5.2.2.2 Resultats de la biòpsia i anàlisi de les cèl·lules fixades 

Un oòcit tenia l’1CP molt fragmentat i no es va biopsiar. La biòpsia es va obtenir amb èxit en el 88,9 % 

(vuit de nou) dels 1CP; el restant 1CP es va perdre durant el procés de biòpsia. Es van fixar amb èxit el 

75,0 % (sis de vuit) dels 1CP biopsiats. Els 1CP fixats es van analitzar mitjançant la tècnica citogenètica 

de la FISH detallada aplicant les sondes indicades anteriorment [taula M-5]. 

 

Es va diagnosticar el 66,6 % (quatre de sis) dels 1CP fixats segons aquesta anàlisi. Un dels quatre (25,0 

%) dels oòcits, va resultar ser cromosòmicament normal, com a resultat d’una segregació cromosòmica 

2:2 alternant, mentre que els tres oòcits restants eren desequilibrats. Un oòcit, com a resultat d’una 

segregació cromosòmica 2:2 adjacent 1 amb un cromosoma derivatiu 1 i un cromosoma 18; un oòcit, 

com a resultat d’una segregació cromosòmica 2:2 adjacent 2 amb un cromosoma 1 i un cromosoma 1 

derivatiu; i un oòcit, com a resultat d’una segregació cromosòmica 3:1 amb un cromosoma 1 derivatiu 

[taules R-12 i R-13]. 

 

4.5.2.2.3 Resultat de la fecundació 

Dels deu oòcits inseminats, només un oòcit (10,0 %) va generar un zigot amb 2PN [taula R-13]. Els nou 

restants eren: un amb 3PN, dos amb 1PN, cinc no es van fecundar i un oòcit havia degenerat en cultiu. 
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Cinc de les nou cèl·lules no fecundades correctament i de les quals no es tenia diagnòstic de l’oòcit 

mitjançant l’1CP, es van fixar per obtenir un diagnòstic citogenètic: dos zigots 1PN i tres oòcits no 

fecundats. 

 

4.5.2.2.4 Transferència embrionària 

Es van poder diagnosticar dues cèl·lules que es tractaven de dos oòcits desequilibrats; per tant, en 

aquest cas no es va poder fer cap transferència embrionària. 

 

Globalment es van diagnosticar sis oòcits (quatre 1CP i dos oòcits). Un oòcit era citogenèticament 

normal, com a resultat d’una segregació cromosòmica 2:2 alternant i els cinc oòcits restants eren 

cromosòmicament desequilibrats: dos oòcits originats per una segregació cromosòmica adjacent 1, dos 

oòcits més originats per una segregació adjacent 2 i un oòcit per una segregació 3:1. Quatre oòcits 

(1CP-1, 1CP-2, 1CP-5 i 1CP-9) van ser doblement analitzats (1CP i MII). Els resultats dels oòcits van 

ser complementaris [taula R-13]. 

 

4.5.2.3 Cas HPC-2(J): dona amb cariotip 46,XX,t(4;11)(q31.1;q23) 
 

4.5.2.3.1 Resultats de l’obtenció d’oòcits 

Després de l’estimulació hormonal el dia de la punció fol·licular es van recuperar cinc CCO. Un cop 

realitzat el tractament amb hialuronidasa es va veure que tots els oòcits eren madurs en estadi d’MII. 

 

4.5.2.3.2 Resultats de la biòpsia i anàlisi de les cèl·lules fixades 

Es va fer la inseminació dels cinc oòcits madurs amb l’ICSI immediatament abans de la biòpsia 

mitjançant el mètode mecànic (PZD)  

 

Es van biopsiar amb èxit el 80,0 % (quatre de cinc) dels 1CP, el restant 1CP es va perdre durant el 

procés de biòpsia [taules R-12 i R-13]. 

 

Es van fixar el 100,0 % (quatre de quatre) dels 1CP biopsiats. Els 1CP fixats es van analitzar mitjançant 

la tècnica citogenètica de la FISH aplicant les sondes indicades anteriorment [taula M-5]. 

 

Es van diagnosticar el 75,0 % (tres de quatre) dels 1CP fixats. Els tres oòcits eren desequilibrats: un 

1CP, com a resultat d’una segregació cromosòmica 2:2 adjacent 2 amb un cromosoma 4 i un 

cromosoma derivatiu 4, i dos 1CP, com a resultat d’una segregació cromosòmica 3:1 amb un 

cromosoma 4, un cromosoma derivatiu 4 i un cromosoma 11 [taula R-12 i R-13]. 
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4.5.2.3.3 Resultat de la fecundació 

Dels cinc oòcits inseminats, el 40,0 % (dos de cinc) es van fecundar correctament. Dels tres oòcits 

restants, dos tenien 3PN i un no es va fecundar; es van fixar per a fer l’anàlisi citogenètica. En cap cas 

no es van produir sortides artefactuals de zigots de la seva ZP. 

 

4.5.2.3.4 Transferència embrionària 

Es van diagnosticar tots (tres de tres, 100,0 %) però tots tres eren cromosòmicament desequilibrats. En 

aquest cas no es va poder fer la transferència embrionària a l’úter matern. 

 

Globalment es van diagnosticar els cinc oòcits i cap era cromosòmicament normal o equilibrat per als 

cromosomes implicats en la translocació. Un oòcit era originat per segregació cromosòmica adjacent 2, i 

quatre per una segregació cromosòmica 3:1. Un oòcit (1CP-3) va ser doblement  analitzat [taula R-13]. 

 

4.5.2.4 Cas HPC-3(K): dona amb cariotip 46,XX,t(8;13)(q24.1;q22) 
 

4.5.2.4.1 Resultats de l’obtenció d’oòcits 

Després de l’estimulació hormonal, el dia de la punció fol·licular es van recuperar dotze CCO. Un cop 

acabat el tractament amb hialuronidasa es va veure que onze dels oòcits eren madurs, en estadi d’MII, i 

un oòcit era molt immadur (VG) i es va descartar del cicle [taules R-12 i R-13] 

 

4.5.2.4.2 Resultats de la biòpsia i l’anàlisi de les cèl·lules fixades 

Es va fer la inseminació dels oòcits mitjançant l’ICSI en els onze oòcits madurs i immediatament es van 

biopsiar mitjançant el mètode mecànic (PZD). Es van biopsiar amb èxit el 100,0 % dels 1CP i es van 

fixar el 81,8 % (nou d’onze) dels 1CP biopsiats. Els 1CP fixats es van analitzar mitjançant la tècnica 

citogenètica de la FISH aplicant les sondes indicades anteriorment [taula M-5]. 

 

Es va diagnosticar el 100,0 % dels 1CP fixats. Un oòcit era citogenèticament equilibrat, com a resultat 

d’una segregació cromosòmica 2:2 alternant, cinc oòcits eren citogenèticament desequilibrats: quatre, 

com a resultat d’una segregació cromosòmica 3:1 i un oòcit, com a resultat d’una segregació 

cromosòmica 2:2 adjacent 2. A més, tres oòcits presentaven, per als cromosomes implicats en la 

reorganització, cromosomes recombinants amb cromàtides desiguals (una cromàtide 13 i una cromàtide 

der13), que poden generar tant embrions cromosòmicament desequilibrats com  embrions 

cromosòmicament normals o equilibrats  [taules R-12 i R-13]. 

 

Es va fer la biòpsia i l’anàlisi citogenètica de dos blastòmers d’embrions de 6–8 cèl·lules (D + 3), en 

quatre dels embrions (1CP-5, 1CP-6, 1CP-10 i 1CP-11): dos, com a resultat d’oòcits amb l’1CP perdut 

durant el procés de fixació; i dos, com a resultat dels oòcits que en els 1CP es va detectar cromosomes 
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recombinants. No es va obtenir cap diagnòstic concloent ja que els blastòmers dels quatre embrions van 

presentar dotacions cromosòmicament caòtiques per als cromosomes analitzats [taula R-12]. 

 

4.5.2.4.3 Resultat de la fecundació 

Dels onze oòcits inseminats, el 54,4 % (sis d’onze) es van fecundar correctament. Dels cinc oòcits 

restants, quatre tenien 3PN i un oòcit va degenerar. Cap oòcit inseminat no va sortir artefactualment de 

la ZP [taula R-12]. 

 

4.5.2.4.4 Transferència embrionària 

Quatre dels sis oòcits fecundats tenien dotacions cromosòmiques desequilibrades i dels dos restants no 

es va obtenir informació ni de l’1CP ni del blastòmer. D’acord amb aquests resultats no es va poder 

transferir cap embrió a l’úter matern ja que cap embrió no era cromosòmicament normal o equilibrat per 

als cromosomes implicats en la translocació. 

 

4.5.3 Anàlisi de correlació: no-disjunció entre cromosomes homòlegs i incidència de 
recombinació empírica de segregació 

 

En les translocacions robertsonianes realitzades no s’ha observat correlació entre la no-disjunció entre 

cromosomes homòlegs i la incidència de recombinació. En les translocacions recíproques, publicades i 

incloses en el present treball s’ha observat una correlació positiva, altament significativa, entre la 

incidència de no-disjunció de cromosomes homòlegs (segregacions cromosòmiques 2:2 adjacents 2, les 

segregacions cromosòmiques 3:1 i la segregació cromosòmica 4:0) i la freqüència de recombinació 

observada per Laurie i Hultén l’any 1985 (Laurie i Hultén 1985a,b) (coeficient de correlació de 0,8698 (p 

< 0,01 Pearson) [figura R-15] [taula R-14]. 



M.Durban   Estudi citogenètic del primer corpuscle polar d’oòcits d’hàmster i d’humans: 
  diagnòstic genètic preimplantacional mitjançant l’anàlisi de primer corpuscle polar 

 
 
 

134   Resultats 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R-15. Tetravalent o figura d’aparellament meiòtic de cromosomes implicats en translocació recíproca que es produeix a la 

profase I. Es visualitzen freqüències de recombinació a les regions telomèriques d’aparellament i a la regió intersticial. 
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4.7 Article 2 
 
PGD in female carriers of balanced Robertsonian and reciprocal translocations by first polar 
body 
 
Durban M, Benet J, Boada M, Fernández E, Calafell JM, Lailla JM, Sánchez-García JF, Pujol A, 

Egozcue J, Navarro J. 

 

Hum. Reprod. Update 2001 7(6):591-602 

 
Figure 1(a, b, c and d) : seleccionada per la portada del Hum. Reprod. 7(6) 

 

Fe d’errates: figure 1. (e): WCP 13 spectrum green and WCP 14 spectrum red. Tables III and IV: les 

freqüències d’oòcits normals, equilibrats i desequilibrats estan calculades respecte del nombre d’1CP 

biopsiats i no respecte del nombre d’1CP diagnosticats. A les taules D-4 i D-5, per a tots els casos, les 

freqüències estan calculades a partir del nombre d’oòcits diagnosticats. També cal tenir en compte que 

a les taules III i IV de l’article 2 no hi consten els casos clínics que es van fer posteriorment a la 

publicació d’aquest article. 
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5.1 Caracterització dels complements cromosòmics de primer corpuscle polar 
(1CP) 
 
5.1.1 Oòcit d’hàmster: procediment metodològic d’obtenció de cromosomes d’1CP 
 

En aquest treball s’ha desenvolupat per primera vegada un procediment de fixació específic per a 

obtenir i estudiar el complement cromosòmic de primer corpuscle polar (1CP). Aquest procediment ha 

permès obtenir bones extensions de complements cromosòmics en el 63,6 % d’1CP mentre que en el 

36,4 % restant els complements cromosòmics han mostrat una falsa aparença de nucli interfàsic [taula 

R-1]. 

 
Les característiques morfològiques dels cromosomes d’1CP, i del corresponent oòcit, estan lligades a 

l’estadi meiòtic en el qual es troben: la metafase II (MII), propi dels oòcits madurs quan surten del fol·licle 

en el moment de l’ovulació o l’oocitació. 

 

El complement cromosòmic de l’oòcit d’hàmster presenta vint-i-dos cromosomes (n) amb les dues 

cromàtides (N) germanes separades, amb aparença ondulada i només unides pel centròmer (n = 22, N 

= 44) [figura R-2]. 

 

El complement cromosòmic del corresponent 1CP també presenta els vint-i-dos cromosomes amb les 

dues cromàtides germanes només unides pel centròmer (n = 22, N = 44) [figura R-1]. 

 

El grau d’empaquetament de la cromatina és menor en els cromosomes d’1CP que en els cromosomes 

de l’MII, a la vegada que la separació entre cromàtides germanes al nivell del centròmer és més gran en 

el complement cromosòmic d’1CP que en el complement cromosòmic de l’MII. 

 

L’oòcit d’hàmster, escollit com a model per al desenvolupament del procediment de fixació d’1CP, ha 

estat molt adequat ja que en el nostre grup de treball tenim gran experiència en l’obtenció d'oòcits de 

femelles d'hàmster estimulades amb hormones gonadotrofines (Benet i col·l. 1986), a més que el 

complement cromosòmic d’hàmster i el complement cromosòmic humà presenten similitud en el nombre 

de cromosomes (N = 22 cromosomes en l’oòcit d’hàmster i N = 23 cromosomes en l’oòcit humà). També 

presenten similitud en la morfologia cromosòmica ja que ambdues espècies tenen un cariotip amb 

cromosomes metacèntrics, submetacèntrics i acrocèntrics. Per exemple, el cromosoma X d’hàmster i el 

cromosoma 1 humà són ambdós metacèntrics i els més llargs del complement. 
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5.1.2 Oòcit d’humà: adequació del procediment metodològic d’obtenció de cromosomes 
d’1CP 
 

L’any 1994 (Angell i col·l. 1994), ja havien observat extensions cromosòmiques d’1CP humà amb 

morfologia cromosòmica preservada, però com que es feia la fixació conjunta de l’oòcit en MII i el 

corresponent 1CP, aquestes bones extensions del complement cromosòmic d’1CP s’obtenien de forma 

esporàdica. 
 

5.1.2.1 Aïllament de l’1CP humà 
 
L’adequació del nostre procediment, desenvolupat per a l’estudi dels 1CP d’oòcits d’hàmster, en primer 

lloc ha consistit a augmentar fins a trenta vegades la concentració de tripsina en la solució d’aïllament 

dels 1CP per aconseguir dissoldre adequadament la zona pel·lúcida dels oòcits humans. 

 
5.1.2.2 Tractament hipotònic per a l’1CP humà 
 
S’ha optat per aplicar un tractament de xoc hipotònic curt, amb citrat trisòdic 0,5 % durant cinc minuts, 

en lloc del tractament hipotònic llarg (citrat trisòdic a l’1,0 % durant 10 minuts) aplicat a 1CP d’oòcits 

d'hàmster [vegeu l’apartat 4.6 art.1] ja que s’obtenen millors resultats. Aplicant el tractament hipotònic 

llarg, només el 17,3 % de les extensions cromosòmiques mostraven una morfologia cromosòmica 

preservada, mentre que aplicant el tractament hipotònic curt aquest percentatge és més alt (94,1 %), 

aquestes extensions amb morfologia cromosòmica preservada són òptimes per a l’anàlisi citogenètica 

posterior [taula-R2]. 

 

5.1.2.3 Procediment de fixació per a l’1CP humà 
 
No s’han fet canvis específics per a la fixació de l’1CP humà. Com ja hem explicat, l’aplicació del fixador 

sobre el portaobjectes quan la solució hipotònica comença a assecar-se, fa que l’1CP quedi fixat en el 

portaobjectes minimitzant la pèrdua total o la pèrdua d’alguns cromosomes. Aquest procediment és 

crucial per obtenir extensions amb morfologia cromosòmica ben preservada, també en 1CP humà. 
 

A més, la forma en què el fixador és afegit: a prop de l’1CP, provocant un flux suau, és imprescindible 

per obtenir extensions cromosòmiques amb bona qualitat, ben diferents de les obtingudes aplicant el 

fixador amb el mètode tradicional de Tarkowski (1966). 
 
Emprant una solució d’etanol:àcid acètic (1:1) en comptes de la proporció clàssica (1:3), s’ha observat 

una reducció en el nombre de pèrdues cromosòmiques. Aquest efecte es podria explicar pel fet que, 

amb l’increment d’àcid acètic, l’evaporació del fixador és mes lenta i, a més, s’afavoreix la ruptura de la 

membrana citoplasmàtica de l’1CP. 
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El tipus d’alcohol emprat i la temperatura del fixador també han estat considerats d’importància, la 

qualitat de les extensions cromosòmiques d’1CP ha estat òptima emprant una solució fixadora 

metanol:àcid acètic (1:1) mantinguda a –20ºC preparada almenys un mes abans, en lloc d’una solució 

d’etanol:àcid acètic (1:1) a temperatura ambient recent preparada. De tota manera, és recomanable que 

prèviament al procés de fixació es provin un parell de solucions fixadores amb diferent concentració 

d’àcid acètic, tipus d’alcohol i també diferents temperatures per triar la que més bé llisqui sobre el 

portaobjectes ja que pot dependre de les condicions ambientals del laboratori en dia de la fixació. 

 

5.1.2.4 Tractament previ del portaobjectes amb trimetoxisilà 
 
El tractament dels portaobjectes amb trimetoxisilà abans de ser usats per fixar els 1CP, és bàsic en el 

procediment desenvolupat. L’aplicació d’aquest producte aconsegueix que la solució fixadora llisqui més 

suaument i es mantingui més estona, augmentant el grau d’extensió dels cromosomes. Al mateix temps, 

però, l’adherència dels cromosomes al portaobjectes és més forta, la qual cosa minimitza les pèrdues 

cromosòmiques artefactuals que podrien tenir lloc durant el procés de fixació. 
 

5.1.2.5 Tècnica d’anàlisi citogenètica per a l’1CP humà 
 
Com s’ha dit anteriorment, el complement cromosòmic d’1CP, es troba en estadi de MII i els 

cromosomes són més curts i d’aspecte més desorganitzat o pelut que no pas els cromosomes de l’oòcit 

també en MII. És per aquest motiu que és molt difícil, o quasi impossible, identificar cromosomes 

concrets aplicant les tècniques de bandes G, aleshores està molt indicat aplicar la tècnica d’hibridació in 

situ fluorescent (FISH), que permet localitzar una regió cromosòmica específica per hibridació amb una 

sonda associada a un fluorocrom (Pinkel i col·l. 1988). 

 

El fet que els cromosomes d’1CP es desorganitzin molt en el pas de desnaturalització de la FISH ha fet 

molt útil primerament, guardar imatges de les extensions cromosòmiques obtingudes, a microscòpia de 

contrast de fases i també tenyides amb el colorant DAPI, prèvies al tractament de la FISH. Amb aquests 

dos passos, a partir de la morfologia cromosòmica inicial, es facilitarà molt la identificació cromosòmica 

posterior. 

 

Amb la finalitat de facilitar l’accés de les sondes d’ADN emprades en la FISH per a les diverses regions 

d’homologia, és molt útil eliminar les possibles restes de membrana citoplasmàtica amb un tractament 

amb pepsina (Cieslak i col·l. 2000). 

 

En les nostres mans i un cop eliminades les restes citoplasmàtiques amb la pepsina, és molt adequat 

tractar les preparacions amb una solució de formaldehid per aconseguir preservar millor la morfologia 

cromosòmica. 
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La nostra experiència ens diu que sobre les extensions de cromosomes d’1CP, la FISH es pot fer en 

una, dues o fins i tot tres rondes; combinant diferents sondes adequades, per exemple, als cromosomes 

implicats en una reorganització: sondes puntuals o sondes que pinten cromosomes sencers. 

 

És important remarcar que també en casos de complements cromosòmics d’1CP poc extensos, és 

possible distingir cromàtides separades aplicant sondes que pinten el cromosoma sencer. Això es deu 

principalment al fet que el material cromosòmic d’1CP està organitzat en cromosomes en MII i no en 

estadi interfàsic com es pensava inicialment (Verlinsky i col·l. 1996). Aconsellem que a la primera ronda 

de la FISH s’apliquin les sondes més puntuals: centromèriques, telomèriques i/o de seqüència única 

(locus específica) ja que els cromosomes estan més compactes i els senyals puntuals es visualitzen 

millor. A la segona ronda de la FISH ja es poden aplicar les sondes que pinten el cromosoma sencer ja 

que encara que els cromosomes estiguin més desorganitzats les imatges prèvies de microscòpia de 

contrast de fases i de DAPI són de gran ajut en la identificació. 

 

Els nostres resultats de la FISH obtinguts en 1CP d’oòcits humans no inseminats mostren clarament que 

malgrat l’aspecte desorganitzat (despentinat), és possible detectar cromosomes sencers, cromàtides 

lliures, centròmers i seqüències úniques intersticials o terminals. En canvi, en extensions d’1CP d’oòcits 

envellits freqüentment no s’obtenen tan bons resultats de la FISH analitzant els mateixos cromosomes. 

Aquests resultats sembla que indiquen que la fragmentació de l’ADN implicada en la mort cel·lular 

programada (apoptosi), descrita per Takase i col·l. (1995) i Fujino i col·l. (1996) en oòcits incubats, i que 

comportaria pèrdua d’ADN afectaria d’alguna manera els resultats de la FISH. Aquesta pèrdua no 

s’observa en oòcits frescos o no afecta les regions que s’analitzen mitjançant la FISH. 
 

5.1.2.6 Aplicació clínica del mètode d’obtenció d’extensions cromosòmiques d’1CP humà 
 
Amb el mètode desenvolupat, aplicat a extensions d’1CP humà, es pot plantejar adequadament l’anàlisi 

citogenètica indirecta d’oòcits humans mitjançant la FISH, la qual cosa permet detectar tant anomalies 

cromosòmiques numèriques com estructurals. Com ja s’ha dit, es poden aplicar sondes específiques 

centromèriques, telomèriques i de seqüència única (locus específica), a més de les sondes de pintat de 

cromosomes sencers, que no poden ser aplicades en nuclis interfàsics de blastòmers ja que mostren 

marques difoses. Això té molt d’interès quan es tracta d’oòcits de dones portadores de reorganitzacions 

cromosòmiques (Munné i col·l. 1998a). 
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5.2 Aspecte del complement cromosòmic de l’MII i del corresponent 1CP 

 

5.2.1 Complement cromosòmic de l’MII 
 

En els oòcits humans el complement cromosòmic està en estadi de MII i presenta els vint-i-tres 

cromosomes formats per dues cromàtides germanes (n = 23, N = 46). Els cromosomes de l’oòcit II humà 

estan altament condensats i són més curts que els cromosomes que s’observen en les extensions 

cromosòmiques de metafases mitòtiques de cultius de limfòcits de sang perifèrica. Les dues cromàtides 

germanes estan separades, però encara íntimament unides pels centròmers, i tenen un aspecte ondulat 

[figura D-1]. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Figura D-1. (a): extensió cromosòmica d’un complement euploide d’oòcit II humà hibridada amb una sonda dual locus específica 

per al cromosoma 22 (verd-vermell) i amb una sonda de centròmer per al cromosoma X (verd). (b): extensió cromosòmica d’un 

complement de limfòcit humà procedent de sang perifèrica d’una dona 46,XX,t(13;14). Extensió hibridada amb les sondes de 

cromosoma sencer per als cromosomes 13 (verd) i 14 (vermell). [microscopi de fluorescència 1000x]. Vegeu l’annex 2 de l’apartat 

7. 

 

En aquests complements cromosòmics, generalment les sondes centromèriques donen un senyal gran o 

bé dos senyals més petits (cadascun la meitat d’un senyal gran), corresponents a les dues cromàtides 

de cada cromosoma homòleg. Les sondes locus específiques i telomèriques generalment donen dos 

senyals més o menys separats. La presència de senyals de més es considera una aneuploïdia. 

L’absència de senyals només es considera una aneuploïdia quan s’acompanya del guany de material 

complementari en el corresponent 1CP. 

 

(a) 

(b) 
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5.2.2 Complement cromosòmic de l’1CP 
 

Hem evidenciat que els cromosomes del complement cromosòmic de l’1CP també estan en estadi de 

MII. El complement cromosòmic de l’1CP també té els vint-i-tres cromosomes formats per dues 

cromàtides germanes encara unides pel centròmer però acostumen a ser més curts que els de l’oòcit II. 

A més, les dues cromàtides germanes de cada cromosoma solen estar més separades dels centròmers 

(predivisió de cromàtides equilibrada) que en el complement cromosòmic de l’MII. La morfologia 

cromosòmica de l’1CP és més desorganitzada (amb un aspecte pelut), amb un contorn poc definit 

[figura D-2]. L’estadi més desorganitzat del cromosomes d’1CP es deu probablement al fet que aquest 

no està sota l’efecte del factor promotor de la condensació cromosòmica present en el citoplasma de 

l’oòcit i absent en l’1CP (Sagata 1996). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura D-2. Extensió cromosòmica d’un complement euploide d’1CP humà hibridada amb una sonda dual locus específica per al 

cromosoma 22 (verd-vermell) i amb una sonda de centròmer per al cromosoma X (verd). [microscopi de fluorescència 1000x]. 

Vegeu l’annex 2 de l’apartat 7. 

 

5.3 Estudi de la complementarietat cromosòmica de l’1CP humà i la corresponent 
MII d’oòcits madurs humans [vegeu l’apartat 4.7 art.2] 

 

5.3.1 Complements cromosòmics i morfologia 

 

En el present treball s’ha fet l’estudi de complementarietat aplicant protocols específics de fixació per a 

cadascuna de les cèl·lules de les parelles 1CP-MII procedents d’oòcits madurs no inseminats (oòcits 

frescos) i d’oòcits madurs descartats postinseminació (oòcits envellits), tots ells donats per les pacients. 

Els resultats han evidenciat que en els oòcits frescos la morfologia cromosòmica de l’1CP està 

preservada en el 83,3 % dels oòcits i s’ha obtingut el resultat citogenètic complementari en ambdues 

cèl·lules en tots els oòcits. En canvi, en els oòcits envellits la morfologia cromosòmica està preservada 
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únicament en el 14,6 % dels oòcits i només s’ha obtingut el resultat citogenètic complementari en 

ambdues cèl·lules en el 43,9 % dels oòcits. L’envelliment dels oòcits durant el cultiu in vitro influeix en el 

fet d’aconseguir, o no, el resultat citogenètic complementari en parelles 1CP-MII [vegeu l’apartat 4.7 

art.2]. 

 

5.3.2 Estudis de complementarietat 1CP-MII: concordança, taxa d’aneuploïdia global, 
taxa i tipus d’aneuploïdia per al cromosoma 21 i per al cromosoma X 

 
En el present treball hem fixat per separat l’1CP i la corresponent MII, i s’ha evidenciat que la 

metodologia de fixació i d’anàlisi aplicades és l’adequada ja que en un elevat percentatge (més del 90,0 

%) les parelles 1CP-MII han estat concordants. La concordança entre ambdues dotacions 

complementàries (1CP i MII), ja havia estat descrita en estudis fets amb oòcits descartats 

postinseminació, però en aquests estudis es fixaven els oòcits sencers (1CP i MII conjuntament) (Munné 

i col·l. 1995b; Dyban i col·l. 1996; Dailey i col·l. 1996) [taules D-1 i D-2]. 
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Altres autors (Pujol i col·l. 2003) han fet més estudis de concordança i aneuploïdia en parelles 1CP-MII, 

fixant també ambdues cèl·lules per separat i aplicant el protocol de fixació d’1CP descrit en el present 

treball. 

 

En el treball citat (Pujol i col·l. 2003) s’analitzen nou cromosomes (1, 13, 15, 16, 17, 18, 21, 22 i X) en 

cinquanta-quatre parelles 1CP-MII procedents d’oòcits descartats postinseminació i d’oòcits immadurs 

(MI i VG) espontàniament madurats in vitro, en el qual troben concordança de resultats en el 74,2 % de 

les parelles i una taxa d’aneuploïdia global del 58,7 %. En concret, per al cromosoma 21 presenten 

aneuploïdia quatre parelles: en una d’elles (25,0 %) l’aneuploïdia és deguda a no-disjunció, amb pèrdua 

d’un univalent en l’1CP i guany d’un univalent en l’MII (1CP -cr 21 i l’MII corresponent +cr 21); i en les 

altres tres (75 %) parelles l’aneuploïdia és deguda a separació precoç de cromàtides o predivisió, dues 

parelles amb pèrdua d’una cromàtide en l’1CP i amb guany en l’MII (1CP -ct 21 i l’MII corresponent +ct 

21) i una parella amb la situació contrària (1CP +ct 21 i l’MII corresponent –ct 21). Respecte al 

cromosoma X presenten aneuploïdia tres parelles: en dues d’elles l’aneuploïdia és deguda a no-

disjunció amb pèrdua d’un univalent en l’1CP i amb guany d’un univalent en l’MII (1CP –cr X i MII 

corresponent +cr X) i a l’altra parella l’aneuploïdia és conseqüència d’una predivisió de cromàtides amb 

pèrdua de cromàtide en l’1CP i amb guany en l’MII (1CP –ct X i corresponent MII +ct X). 

 

Aquests mateixos (Pujol i col·l. 2003) fan evident que tan sols un 25,8 % del que habitualment es 

consideren pèrdues cromosòmiques serien artefactes de la tècnica de fixació, mentre que pràcticament 

el 75,0 % restant són pèrdues cromosòmiques no artefactuals i, per tant, aneuploïdies reals. Aquests 

autors, a més, calculen la taxa d’aneuploïdia de cada cromosoma analitzat, respecte del nombre total de 

cromosomes diagnosticats i extrapolen que cadascun dels vint-i-tres cromosomes d’un oòcit té un 0,89 

% de risc d’estar implicat en aneuploïdia. En concret, descriuen que per al cromosoma 21 el risc és del 

0,76 % i que per al cromosoma X el risc és del 0,66 %. Si apliquem aquest càlcul en el nostre treball, el 

valor d’aneuploïdia observat per al cromosoma 21 seria del 2,4 % mentre que per al cromosoma X seria 

nul·la. La diferència podria ser deguda a variacions en el grandària de la mostra analitzada en cada 

estudi [taules D-1 i D-2]. 

 

Gutiérrez-Mateo i col·l. (2004a,b i 2005) analitzen també parelles 1CP i MII fixant les cèl·lules 

separadament, però mentre l’anàlisi per als 1CP el fan mitjançant la tècnica molecular d’hibridació 

genòmica comparada (CGH), les corresponents MIIs les analitzen mitjançant CGH, FISH convencional o 

CenM-FISH. 

 
— La CGH és una tècnica citogenètica molecular que permet analitzar del complement cromosòmic sencer, sense la 

necessitat de fixar el material ni de tenir els cromosomes en metafase. La CGH es basa en la hibridació competitiva d’un 

ADN control marcat en verd amb l’ADN de la mostra a estudiar marcat en vermell, sobre una extensió cromosòmica de  
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limfòcits d’un individu control (en ADN de tumors: Kallionemi i col·l. 1992; en cèl·lules aïllades: Voullaire i col·l. 1999; 

Wells i col·l. 1999). 
 

— La CenM-FISH és una variant tecnològica de la FISH que també permet la identificació de tots els cromosomes 

(exceptuant-ne els cromosomes 13 i 21) mitjançant 24 colors basant-se en la utilització de sondes específiques de les 

regions alfa satèl·lit dels centròmers (Nietzel i col·l. 2001). 
 

Gutiérrez-Mateo i col·l. (2004a) analitzen, mitjançant la CGH, vint-i-cinc parelles 1CP-MII procedents 

d’oòcits immadurs madurats espontàniament in vitro i procedents de dones amb cariotip normal. En 

aquest estudi la concordança 1CP-MII és del 76,0 % i la freqüència d’aneuploïdia global és del 48,0 %. 

Respecte a la taxa d’aneuploïdia per a un cromosoma concret, els cromosomes 21 i X mostren la taxa 

més elevada del complement cromosòmic (8,0 % cadascun), després del cromosoma 15 amb un 12,0 

%. S’analitzen els vint-i-dos cromosomes presents en oòcits humans. Tenint en compte que s’analitzen 

vint-i-dos cromosomes en vint-i-cinc parelles 1CP-MII i, per tant, un total de 550 cromosomes, i que 

només s’observa una aneuploïdia per al cromosoma 21 (no-disjunció) i una aneuploïdia per al 

cromosoma X (no-disjunció); el risc d’estar implicat en aneuploïdia per al cromosoma 21 o per al 

cromosoma X seria del 0,008 % per a cadascun [taules D-1 i D-2]. 

 

En un altre treball, Gutiérrez-Mateo i col·l. (2004b) analitzen els 1CP per CGH i les corresponents MIIs 

per FISH. En quaranta-dues parelles 1CP-MII procedents d’oòcits immadurs madurats espontàniament 

in vitro o d’oòcits madurs descartats postinseminació, la concordança 1CP-MII és del 88,1 % i la 

freqüència global d’aneuploïdia és del 57,1 %. En concret, per als cromosomes 21 i X la freqüència 

d’aneuploïdia és del 2,4 % per a cadascun: una parella amb l’1CP amb pèrdua de cromosoma o 

cromàtide 21 (no distingible) i MII guany cromàtide 21; per tant, l’1CP tindria una pèrdua cromàtide (1CP 

–ct 21 i corresponent MII +ct 21); i una altra parella amb pèrdua de cromosoma X en l’1CP i guany en 

l’MII (1CP –cr X i corresponent MII +cr X). Tenint en compte que s’analitzen 22 cromosomes en 42 

parelles 1CP-MII i, per tant, un total de 924 cromosomes; el risc d’estar implicat en aneuploïdia per al 

cromosoma 21 o per al cromosoma X seria del 0,1 % per a cadascun [taules D-1 i D-2]. 

 

L’any 2005, Gutiérrez i col·l. (2005) analitzen els 1CP per CGH i les corresponents MIIs per CenM-FISH i 

FISH convencional (per confirmar l’aneuploïdia detectada per CenM-FISH). En catorze parelles 1CP-MII 

procedents d’oòcits immadurs madurats espontàniament in vitro i d’oòcits madurs descartats 

postinseminació, la concordança 1CP-MII és del 93,0 % i la freqüència global d’aneuploïdia és del 30,8 

%. En concret, per als cromosomes 21 i X la freqüència d’aneuploïdia és del 6,2 % i nul·la, 

respectivament. Només una parella presenta en l’1CP, pèrdua de cromosoma o cromàtide 21 (no 

distingible per CGH) i guany de cromàtide en l’MII; per tant, pèrdua de cromàtide en l’1CP (1CP –ct 21 i 

corresponent MII +ct 21). Tenint en compte que s’analitzen vint-i-dos cromosomes en tretze parelles 

1CP-MII i, per tant, un total de 256 cromosomes; el risc d’estar implicat en aneuploïdia per al 

cromosoma 21 seria del 0,39 % i nul·la per al cromosoma X [taules D-1 i D-2]. 



M.Durban   Estudi citogenètic del primer corpuscle polar d’oòcits d’hàmster i d’humans: 
  diagnòstic genètic preimplantacional mitjançant l’anàlisi de primer corpuscle polar 

 
 
 

 
 
 

173   Discussió

Globalment en els diferents estudis realitzats [taules D-1 i D-2] s’han analitzat 661 parelles 1CP-MII i en 

un 91,5 % de les quals s’observa concordança entre ambdós complements cromosòmics (oscil·lant 

entre el 74,2 % i el 100,0 %). L’elevada concordança citogenètica entre l’1CP i la corresponent MII fa 

evident que la segregació cromosòmica durant l’anafase I és un procés altament controlat, per tal que 

cada cromosoma vagi a pols oposats, generant les dues cèl·lules filles (1CP i MII) amb dotacions 

cromosòmiques complementàries. Això no obstant, també s’ha evidenciat que hi ha mecanismes de no-

disjunció de cromosomes i de predivisió de cromàtides no equilibrada, essent aquests processos molt 

habituals durant la formació de les cèl·lules germinals femenines. 

 

La taxa mitjana d’aneuploïdia global en els diferents estudis [taula D-2] és de 17,5 %, amb una 

oscil·lació entre el 0,0 % i el 58,7 %. La taxa d’aneuploïdia que hem trobat en oòcits madurs descartats 

postinseminació i analitzant dos cromosomes (21 i X), és del 5,1 %. Altres autors també han trobat una 

taxa d’aneuploïdia baixa (3,2 %), fixant conjuntament la 1CP i la corresponent MII procedents d’oòcits 

descartats postinseminació i analitzant també només dos cromosomes (18 i X) (Dyban i col·l. 1996). 

Com ja hem mencionat, per contra, altres autors han trobat una taxa d’aneuploïdia molt alta: 58,7 % 

(Pujol i col·l. 2003) i 57,1 % (Gutiérrez-Mateo i col·l. 2004b), analitzant nou i vint-i-dos cromosomes 

respectivament. Les diferències es poden donar degudes al nombre de cromosomes analitzats. 

 

Nosaltres hem trobat un 0,0 % d’aneuploïdia en oòcits no inseminats (frescos) i un 5,1 % en oòcits 

descartats postinseminació (envellits). Munné i col·l. 1995b, establint quatre grups d’oòcits en funció de 

les hores de cultiu in vitro (< 6, 24–48, 72 i ≥ 96 hores) observen que en els 1CP la predivisió de 

cromàtides equilibrada augmenta significativament amb el l’augment de les hores de cultiu, implicant 

alguns o tots els cromosomes. En canvi, la predivisió de cromàtides no equilibrada i la no-disjunció de 

cromosomes no augmenten significativament en funció de l’augment d’hores de cultiu. Dailey i col·l. 

1996, observen els mateixos resultats. 

 

El risc d’aneuploïdia (%) per cromosoma es calcula de la manera següent: nombre de cèl·lules 

aneuploides per a aquell cromosoma / nombre total de cromosomes estudiats x 100. El risc mitjà 

d’aneuploïdia per al cromosoma 21 (estudiat en sis estudis) és del 0,63 %, mentre que per al 

cromosoma X (estudiat en nou estudis) és del 0,29 % i, per tant, més baix [taula D-2]. 

 

El mecanisme responsable d’aneuploïdia per al cromosoma 21 és aproximadament en un 33,3 % 

conseqüència de no-disjunció i en un 66,6 % conseqüència de predivisió de cromàtides no equilibrada; i 

per al cromosoma X, l’aneuploïdia es deu en un 40,0 % a no-disjunció i en un 60,0 % a predivisió de 

cromàtides no equilibrada [taula D-2]. 

 

Quan es comparen oòcits de dones joves (< 35–37 anys) amb oòcits de dones d’edat avançada (> 37–

40 anys o més) s’observa un increment significatiu en la no-disjunció i la predivisió de cromàtides no 
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equilibrada, però no es troba un increment significatiu de predivisió de cromàtides equilibrada relacionat 

amb l’edat materna (Munné i col·l. 1995b; Dailey i col·l.1996; Gutiérrez-Mateo i col·l. 2004a). 
 
Tant la no-disjunció com la predivisió de cromàtides no equilibrada tenen una correlació positiva amb 

l’edat materna (Sandalinas i col·l. 2002; Pellestor i col·l. 2003). En dones d’edat avançada hi ha 

desequilibris hormonals que afecten l’ambient ovàric (Wardburton i col·l. 1996) o una disminució en 

l’habilitat per formar un fus meiòtic normal (Battaglia i col·l. 1996), mecanismes que causarien una 

disminució de la segregació dels cromosomes i implicarien una major incidència d’aneuploïdies en oòcits 

de dones d’edat avançada. Per tant, l’edat materna és un factor predisposant a no-disjunció i predivisió 

de cromàtides no equilibrada. 

 

La taxa d’aneuploïdia (5,1 %) que nosaltres hem trobat en oòcits madurs descartats postinseminació 

(envellits) procedents de dones d’entre 29–37 anys [taules R-3 i D-2] és comparable a la trobada per 

Dailey i col·l. (1996) en els grups d’edat de 25–34 i de 35–39 anys. Aquests autors van estimar taxes 

d’aneuploïdia de 4,9 %, 11,5 % i 29,8 % en oòcits de dones entre 25–34 anys, 35–39 anys i 40–45 

anys, respectivament. També, Pellestor i col·l.( 2003) observen que, en una sèrie de 3.042 oòcits no 

fecundats descartats postinseminació (envellits) i procedents de dones entre 19 i 46 anys, les 

alteracions cromosòmiques originades per no-disjunció tenen una correlació positiva amb l’edat materna 

avançada. 

 
 
5.4 Citogenètica d’oòcits aparentment immadurs i de zigots anòmals humans 
descartats de programes de FIV 
 
5.4.1 Oòcits humans aparentment immadurs (grup i) 
 

En el present treball s’han diagnosticat el 91,1 % d’oòcits aparentment immadurs i el 25,4 % dels 

complements cromosòmics estaven en estadi immadur o de metafase I (MI) i eren euploides per als 

cromosomes estudiats. La resta d’oòcits eren aneuploides i les alteracions més observades han estat: la 

presència de complements MII diploides (50,0 %) i la presència de dos complements cromosòmics 

separats en estadi de MII (31,6 %) [taula R-6]. 

 

En concret, en el grup d’oòcits descartats postinseminació, només l’11,1 % eren complements 

euploides. Benkhalifa i col·l. 1996, després de la fixació de 135 oòcits d’aquest mateix tipus, descriu un 

valor més alt d’euploïdies (33 %). 

 

Hem observat aquests tipus d’alteracions en oòcits immadurs aparentment no fecundats que no havien 

madurat espontàniament en cultiu (80,0 %) i en oòcits MI no inseminats (66,7 %). Per contra, Gras i  



M.Durban   Estudi citogenètic del primer corpuscle polar d’oòcits d’hàmster i d’humans: 
  diagnòstic genètic preimplantacional mitjançant l’anàlisi de primer corpuscle polar 

 
 
 

 
 
 

175   Discussió

col·l. (1992) no van observar complements MII diploides després d’analitzar vint oòcits naturalment 

ovulats i no inseminats. Els autors relacionen aquest fet a factors associats a l’estimulació hormonal 

portada a terme en els protocols de FIV, que podrien afectar la meiosi incrementant la freqüència de 

complements MII diploides. Els oòcits diploides serien la conseqüència d’una disfunció del fus de la 

primera divisió meiòtica, probablement més freqüent en dones grans, i incrementada per l’estimulació 

hormonal. 
 

Els oòcits que arriben a l’estadi de MII però que no extrusionen l’1CP mostren els dos jocs de 

cromosomes en MII alineats en una mateixa placa metafàsica (MII diploide) o formant dues plaques 

metafàsiques separades. Els nostres resultats indiquen que es donen ambdós tipus d’alteracions, 

conseqüència d’errors en la segregació i migració cromosòmica, i d’un procés de citocinesi anòmala, la 

qual cosa és freqüent en oòcits aparentment en MI que no fecunden amb inseminació convencional. 
 

Considerant com a oòcits euploides les vesícules germinals (VG) amb nucli diploide i els oòcits MI amb 

vint-i-tres bivalents, hem observat una menor freqüència d’euploïdies en oòcits descartats 

postinseminació (envellits) que en oòcits frescos, essent del 11,8 % i 52,9 %, respectivament. 
 

Sense tenir en compte l’únic complement aneuploide que presentava un nucli en profase I procedent 

d’una VG descartat postinseminació, els complements MI aneuploides es van deure a la pèrdua d’un 

bivalent o al guany d’un o més bivalents. Aquesta aneuploïdia també podria deure’s a l’existència de 

mosaïcisme gonadal com a conseqüència de no-disjunció de la línia germinal amb coexistència, en 

l’ovari d’oogònies trisòmiques i monosòmiques amb oogònies normals (Mahmood i col·l. 2000). Aquest 

mecanisme ja ha estat descrit en altres treballs en els quals estudis citogenètics d’oòcits (1CP i la 

corresponent MII) van mostrar absència de complementarietat deguda a un guany cromosòmic 

(Mahmood i col·l. 2000; Pujol i col·l. 2003); en alguns casos, per la presència d’una cromàtide extra tant 

en l’1CP com en l’MII (Mahmood i col·l. 2000) o un cromosoma extra en un dels complements i una 

dotació euploide per a aquell cromosoma en l’altre complement (Pujol i col·l. 2003). Diversos autors 

(Pujol i col·l. 2003; Gutiérrez-Mateo i col·l. 2004a i b) han observat, en oòcits descartats de cicles de FIV, 

que aquesta alteració és més o menys freqüent dependent de cada cas. 
 

En el nostre treball, en un oòcit en MI no inseminat hem observat un univalent (una cèl·lula amb un 

univalent 22). Aquest tipus d’anomalia ja va ser descrita l’any 1995 (Angell 1995) en dones d’edat 

avançada, conseqüència d’una predivisió no equilibrada de cromàtides. Com hem mencionat 

anteriorment, segons Munné i col·l. (1995b) i Dailey i col·l. (1996), la predivisió de cromàtides 

equilibrada, es veu significativament incrementada amb el temps de cultiu; en canvi, la no-disjunció 

d’univalents i la predivisió de cromàtides no equilibrada no incrementen significativament amb el temps 

de cultiu o l’envelliment in vitro de l’oòcit. 
 

 

A la fase S del cicle cel·lular, abans d’entrar a la meiosi, cada cromosoma es duplica i dóna lloc a dues 

cromàtides germanes estretament unides. La producció de gàmetes haploides requereix la segregació 
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dels cromosomes homòlegs a la primera divisió meiòtica i la segregació de cromàtides germanes a la 

segona divisió meiòtica. 

 

La cohesina, un complex proteic amb forma d’anell, és responsable del manteniment i la regulació de la 

cohesió entre cromàtides germanes des de la fase S fins a la seva segregació a l’anafase II (Gorr i col·l. 

2006; Takahashi i col·l. 2004). Aquest complex de proteïnes nuclears se situa a la regió centromèrica i 

també al llarg dels braços de les cromàtides germanes (Michaelis i col·l. 1997) i té la funció de mantenir 

unides les cromàtides oposant-se a la força feta per als microtúbuls units al cinetocors dels 

cromosomes, que intenten separar els cromosomes homòlegs. 
 

L’acció de la separasa a la meiosi I permet la pèrdua de cohesió entre els braços de les cromàtides 

germanes, però no dels centròmers. Aquest fet facilita la resolució dels quiasmes i permet la segregació 

els homòlegs. Les shugoshins, unes proteïnes presents en els centròmers, protegeixen les cohesines 

d’aquesta regió. A la meiosi II, la tensió generada en els cinetocors acaba amb la protecció que fan les 

shugoshins, fent que les cohesines d’aquesta regió siguin accessibles a la separasa i es doni la 

segregació de les cromàtides germanes (Lee i col·l. 2008). 
 

L’activitat de la separasa està regulada per la securina (el seu inhibidor) i un inhibidor de la fosforilació 

(Fan i col·l. 2006). S’ha demostrat que la microinjecció d’anticossos antiseparasa eviten la formació del 

primer corpuscle polar (Gorr i col·l. 2006). Una cohesió deficient ha estat causa d’aneuploïdia en oòcits 

de dones d’edat avançada (Hodges i col·l. 2005). 
 

S’ha descrit que ratolins amb una mutació en la proteïna meiosi específica de la cohesina (SMC1 beta), 

presenten una reducció de la longitud del complex sinaptinemal i del nombre de quiasmes. Aquests 

efectes en la meiosi depenen de l'edat i són similars als observats en dones d’edat avançada. Aquest 

resultats indiquen una pèrdua de funció d’aquesta proteïna (SMC1 beta o relacionada) segons l’edat i 

pot explicar els efectes de l’edat materna en la incidència d’aneuploïdies en humans (Gilliland i Hawley 

2005). Els oòcits humans poden estar molts anys aturats en la profase I abans de la seva maduració. La 

reducció del nombre de quiasmes pot comportar una segregació aberrant. La no-disjunció durant la 

meiosi augmenta amb l’edat materna, és a dir, amb l’envelliment dels oòcits. 
 

Els mitocondris són els orgànuls cel·lulars responsables de la fosfoliració oxidativa, la principal font 

d’energia de totes les cèl·lules eucariotes. En oòcits i embrions, sembla que els mitocondris aporten 

l’energia suficient perquè pugui tenir lloc la fecundació suportant la formació de la placa metafàsica 

durant la meiosi II, i per la implantació (Bartmann i col·l. 2004). Considerant que la meiosi és un procés 

dependent d’energia i que el trifosfat d'adesosina (ATP) és necessari per a la unió de les cohesines 

(Weitzer i col·l. 2003; Ulhman 2004), és possible que en dones d’edat avançada es doni una disminució 

del nombre i la qualitat dels mitocondris i es produeixi una deficiència en el procés de fosforilació 

oxidativa que afectaria negativament la unió de les cohesines (altament dependent d’energia) i resultaria 

en un augment en la incidència de predivisió de cromàtides equilibrada i aneuploïdia en els oòcits, i per 
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tant, també en una baixa implantació embrionària. Com que els mitocondris s’hereten de mares a fills, és 

important que els mitocondris dels oòcits estiguin intactes (Bartmann i col·l. 2004), s’ha evidenciat que 

les dones d’edat avançada acumulen més mutacions en l’ADN mitocondrial, fet que pot ser responsable 

d’aneuploïdies i d’una baixa implantació (Bartmann i col·l. 2004). En un estudi (Chan i col·l. 2005) amb 

oòcits no fecundats, descriuen que el nombre de còpies d’ADN mitocondrial té una correlació negativa 

amb l’edat de la dona. L’augment en delacions de l’ADN mitocondrial i la disminució de còpies d’ADN 

mitocondrial en dones més grans suggereix que aquest dos paràmetres poden reflectir un envelliment 

de l’ovari (Chan i col·l. 2005). En oòcits que després d’una estimulació hormonal no han assolit l’estadi 

de MII també es podria donar un envelliment causat per una depleció mitocondrial que podria afectar la 

maduració nuclear i citoplasmàtica dels oòcits, la fecundació i la taxa d’implantació dels embrions 

resultants. 

 

El cultiu prolongat dels oòcits immadurs podria portar cap a un envelliment de l’oòcit que afectaria la 

fosforilació oxidativa i condicionaria l’ATP necessari per al manteniment del fus acromàtic i per a la 

citocinesi, i donaria lloc a la separació de cromosomes sense extrusió de l’1CP, formant-se 

majoritàriament un complement diploide de cromosomes en MII o dos complements haploides en MII. 

Com hem dit anteriorment, el complex cohesina té la funció de mantenir unides les cromàtides oposant-

se a la força feta per als microtúbuls units al cinetocors dels cromosomes, que intenten separar els 

cromosomes homòlegs. Amb una mancança de suficient ATP, la unió de cromàtides desestabilitzaria i 

podria afectar la integritat del fus acromàtic i, per tant, ser una causa d’aneuploïdia. 

 

En oòcits immadurs no inseminats hem trobat un 37,5 % de complements diploides MII o dos 

complements haploides MII, en oòcits immadurs aparentment no fecundats, la proporció és més alta 

(88,2 %) [taula R-6]. Cal tenir en compte que els oòcits inseminats porten de mitjana setze hores més de 

cultiu. Hem observat una predivisió de cromàtides equilibrada en els complements de MII, ja sigui en un 

complement diploide com en dos complements MII haploides. Sandalinas i col·l. 2002 descriuen que la 

predivisió de cromàtides equilibrada augmenta amb el temps de cultiu in vitro. 

 

 

5.4.2 Zigots humans anòmals (grup ii) 
 

En el present treball hem processat zigots anòmals amb més de dos pronuclis (> 2PN), zigots amb un 

sol pronucli (1PN) i zigots amb dos pronuclis però no dividits després de l’observació de la fecundació 

(2PN aturats). 

 

Depenen del possible origen del pronucli o pronuclis de més, es diu que un zigot té origen digínic quan 

es creu que dos pronuclis d’un zigot 3PN procedeixen de la línia cel·lular femenina; i diàndric quan dos 

pronuclis d’un zigot 3PN procedeixen de línia cel·lular masculina. 
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Els zigots multipronuclears poden ser originats bàsicament per la no-extrusió del segon corpuscle polar 

2CP (origen digínic) o per dispèrmia (origen diàndric). Un oòcit MII euploide penetrat per dos 

espermatozoides haploides (dispèrmia) pot ser conseqüència d’un retard en la reacció cortical i originar 

un zigot triploide diàndric. La no-extrusió de l’1CP porta a un oòcit diploide, i un oòcit diploide fecundat 

per un espermatozoide haploide pot resultar en un zigot triploide digínic. A més, els zigots 3PN amb un 

sol CP i tres pronuclis, poden resultar de la unió d’un espermatozoide haploide i un oòcit haploide, i que 

el pronucli femení de més s’hagi format per raó d’una distribució cromosòmica irregular durant la segona 

divisió meiòtica o a una no-extrusió del 2CP; o també pot resultar de l’endoreduplicació d’un pronucli 

d’oòcit normal 23,X i penetració d’un espermatozoide normal (Rosenbusch i col·l. 1997a). Cohen i col·l. 

1994 van descriure que els zigots 3PN observats després de la FIV convencional han estat més 

freqüentment originats per una fecundació dispèrmica. Aquest no és el cas d’oòcits inseminats per ICSI. 

 

Una altra possibilitat, suggerida per Macas i col·l. (1996a,b) és que un petit grup de cromosomes 

materns es podria separar de la resta després de la fecundació. Es veurien tres pronuclis però, de fet, es 

tractaria d’un zigot diploide. Aquest fenomen només ha estat provat en zigots 3PN procedents 

d’inseminació per ICSI. 

 

Les regions cromosòmiques analitzades, ADN centromèric del cromosoma Y i ADN centromèric del 

cromosoma 18, havien replicat en moments molt similars de la fase S. Atès que en els zigots analitzats 

no hem observat cap regió centromèrica del cromosoma Y, podem assumir que aquesta regió replica 

més tard que les altres regions analitzades. 

 

Tenint en compte que la 1a fase S mitòtica té lloc després de la fecundació, i d’acord amb els nostres 

resultats [taula R-9], els zigots > 2PN i 1PN han estat aturats majoritàriament abans en un estadi previ a 

la 1a fase S mentre que els zigots 2PN es van aturar tant abans com un cop ja iniciada aquesta fase 

mitòtica. 

 
5.4.2.1 Zigots humans > 2PN 
 
La freqüència de zigots > 2PN observada en el present treball ha estat del 5,2 %, comparable a la 

descrita per Rosenbusch i col·l. (1997b), que oscil·la entre el 5,0 a 7,0 %. Els zigots > 2PN més 

freqüents (85,0 %) han estat els zigots amb tres pronuclis (3PN), seguits amb un 10,0 % pels zigots amb 

quatre pronuclis (4PN) i un 5,0 % dels zigots amb cinc pronuclis (5PN). Rosenbusch i col·l. 1997b, 

descriuen freqüències similars: 82,3 %, 11,7 % i 5,8 % respectivament. 
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5.4.2.1.1 Zigots humans 3PN 

Tots els zigots 3PN diagnosticats eren triploides [taula R-8] i el 42,8 % mostrava almenys un cromosoma 

Y [taula D-3]. Si els espermatozoides tenen una probabilitat igual de ser portadors de cromosoma X o Y, 

aquesta freqüència és una mica inferior a l’esperada. 

 

També hem observat que la distribució de la proporció XXX: XXY: XYY ha estat 8:1:1 [taula D-3]. Si els 

gàmetes femenins i masculins tenen una probabilitat igual de participar en la triploïdia, aleshores la 

constitució XXX: XXY: XYY podria ser en una proporció 2:3:1 (Pieters i col·l. 1992) però nosaltres hem 

trobat un increment en XXX la qual cosa indica una major proporció de digínia. 

 

La majoria de complements XXX podrien ser interpretats com zigots 3PN d’origen digínic. Per contra, 

Rosenbusch i col·l. (1997b) té una proporció de cromosomes sexuals de 9:10:5 i observen un increment 

en XYY. Uns resultats idèntics han estat observats per Staessen i Van Steirteghem (1997). L’origen 

patern només pot ser determinat per la presència d’un cromosoma Y. Nosaltres hem trobat un zigot 

3PN: XY; XY; XY, probablement triàndric (la penetració d’un oòcit nul·lisòmic per tres espermatozoides 

XY; i un zigot 3PN: XX; XX; XX, probablement digínic (oòcit disòmic) o diàndric (penetrat per dos 

espermatozoides X). 

Taula D-3. Possible origen dels pronuclis dels zigots humans diagnosticats (grup ii) descartats de programes de FIV.

3PN X18 ; Y18 ; Y18 1 (7,1) Diàndric
XY18 ; XY18 ; XY18 1 (7,1) Triàndric

X18 ; X18 ; X18 7 (50,0) Digínic o diàndric
XX1818 ; XX1818 ; XX1818 1 (7,1) Digínic o diàndric

X18 ; X18 ; Y18 4 (28,7) Digínic o diàndric
14

4PN X18 ; X18 ; X18 ; X18 1 (50,0) Triàndric o diàndric-digínic 
X18 ; X 18 ; Y18 ; Y18 1 (50,0) Triàndric o diàndric-digínic 

2

5PN X18 ; X18 ; X18 ; X18 ; Y18 1 Tetraàndric o triàndric-digínic 

1
1PN X18 2 (11,0) Partenogenètic (haploide)

XX1818 10 a (55,6) Asincronia de PN. Penetració per esp X
XY1818 4 (22,2) Asincronia de PN. Penetració per esp Y

XX18181818 1 (5,6) Asincronia de PN. Penetració per esp X
XXY1818 1 (5,6) Asincronia de PN. Penetració per esp XY o digínic

18
2PN X18 ; X18 4 b (36,4) Penetració per  esp  X

XX1818 ; XX1818 4 (36,4) Penetració per esp  X
XX1818 ; Y1818 1 (9,1) Penetració per esp  Y

XX1818 ; XY1818 1 (9,1) Penetració per esp  XY o digínic

XY18 ; Y18 1 (9,1) Diàndric: oòcit nul·lisòmic penetrat per esp. XY18 i esp Y18

11
FIV (fecundació in vitro), PN (pronucli), esp (espermatozoide).
a una primera metafase mitòtica i una primera anafase mitòtica.
b una primera anafase mitòtica.

Tipus de 
zigot OrigenComplement (freqüència)
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Un dels catorze (7,1 %) zigots podria tenir únicament un origen diàndric (penetració de dos 

espermatozoides portadors de cromosoma Y) ja que presentava dos nuclis amb un cromosoma Y i un 

nucli amb un cromosoma X (que prové de l’oòcit) [taula D-3] [figura D-3]. 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura D-3. Representació gràfica de la interpretació: (a) d’un zigot 3PN: X18 ; Y18 ; Y18. (b): d’un zigot 3PN: XY18 ; XY18 ; XY18. 
 

Un altre dels catorze (7,1 %) zigots tindria un origen triàndric ja que presenta un cromosoma Y a cada 

nucli. Una teoria, tot i que seria molt poc probable, podria ser que un oòcit nul·lisòmic per als 

cromosomes X i 18, hagués estat penetrat per tres espermatozoides XY18 [figura D-3] [taula D-3]. 

 

I els dotze zigots restants (85,7 %) podrien tenir un origen digínic (per exemple, per no-extrusió de 

l’1CP) o diàndric (per penetració de dos espermatozoides X18 o bé, un espermatozoide X18 i un 

espermatozoide Y18) [taula D-3]. 

 

Segons el nombre de senyals de centròmer dels cromosomes analitzats: X, Y i 18; es pot inferir l’estadi 

del cicle cel·lular (abans o després de la 1a fase S) en el que estava el zigot en el moment de ser fixat 
[taula R-9]. Les marques molt juntes, a una distància menor al diàmetre d’un senyal, s’han considerat 

equivalents a un cromosoma replicat mentre que les marques separades, a una distància superior al 

diàmetre d’un senyal, s’han considerat corresponents a dos cromosomes diferents. 

 

Un total de tretze dels catorze (92,8 %) zigots 3PN estaven aturats abans de la 1a fase S del cicle 

cel·lular. L’altre zigot 3PN estava aturat després de la 1a fase S, ja que presentava dues marques per 

cada centròmer i la distància entre les marques d’un mateix cromosoma era inferior al diàmetre d’una 

marca de centròmer i no permetria pensar en l’existència de dos cromosomes independents [taula R-9]. 

 

Tres de catorze (21,4 %) zigots 3PN, a més de tres pronuclis, contenien un espermatozoide que 

mostrava el seu pronucli amb una condensació cromosòmica prematura (sperm premature chromosome 

condensation, SPCC) que no va mostrar senyals de FISH. 

 

Rosenbusch i col (1997b) analitzen cinquanta-un zigots 3PN procedents de cicles de FIV convencional i 

el 76,5 % d’aquests presenta dos corpuscles polars. Grossmann i col·l. (1997) van analitzar trenta-tres 

zigots 3PN procedents de cicles de ICSI i van observar que el 36 % d’aquests zigots de fet eren 

diploides. Aquests fet podria ser degut a una distribució dels cromosomes materns en dos jocs. Dels 

X 18 

X18 ; Y18 ; Y18 
X Y 18

X Y 18

X Y 18

1CP 

Oòcit II 

Y 18

Y 18 

X18 ; Y18 ; Y18 Oòcit II 

X 18 

1CP 

X 18 0 0 

  
XY18 ; XY18 ; XY18 (a) (b) 

XX 1818 
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zigots 3PN confirmats per FISH, el ràtio X:Y observat concorda amb una no-extrusió del 2CP com a 

principal origen del tercer PN (origen digínic). Això no obstant, com hem mencionat, els zigots 3PN 

procedents de FIV i analitzats en el nostre treball tots eren triploides amb origen majoritàriament digínic. 

 

5.4.2.1.2 Zigots humans 4PN 

En el nostre treball, els dos zigots 4PN eren tetraploides [taula R-8], un mostrava quatre cromosomes X i 

l’altre mostrava dos cromosomes Y i dos X [taula D-3]. 

 

Els zigots 4PN poden venir de la fecundació d’un zigot diploide per dos espermatozoides haploides o per 

un espermatozoide diploide. Això no obstant, Rosenbusch i col·l. (1997b) van descriure que la inhibició 

de la primera divisió mitòtica d’un oòcit madur penetrat per un espermatozoide haploide sembla que és 

el fenomen més important. Els mateixos autors descriuen que també és possible que un oòcit haploide 

sigui penetrat per tres espermatozoides haploides. El resultat és un zigot polispèrmic (Rosenbusch i 

col·l. 1997b). 

 

Ambdós complements podrien ser compatibles amb zigots triàndrics, el primer penetrat per tres 

espermatozoides portadors dels cromosomes X i 18; i el segon penetrat per un espermatozoide portador 

dels cromosomes X i 18, i dos espermatozoides portadors dels cromosomes Y i 18. També podria 

haver-se donat el cas d’origen diàndric i digínic alhora [taula D-3]. 

 

En tots dos zigots els centròmers X, Y i 18 estaven aturats abans de la 1a fase S del cicle cel·lular ja que 

presentaven a cada nucli una marca per cada cromosoma. 

 

5.4.2.1.3 Zigots humans 5PN 

L’únic zigot 5PN era pentaploide [taula R-8] amb quatre cromosomes X i un cromosoma Y [taula D-3]. El 

complement cromosòmic observat seria compatible amb un oòcit penetrat per quatre espermatozoides: 

tres espermatozoides portadors dels cromosomes X i 18; i un espermatozoide portador dels 

espermatozoides Y i 18 (origen tetraàndric). També seria compatible un origen triàndric-digínic. 

 

Aquest zigot en el moment de la seva fixació estava aturat abans de la replicació cromosòmica, és a dir, 

abans de la 1a fase S del cicle cel·lular [taula R-9]. 

 

5.4.2.2 Zigots humans 1PN 

 

Un altre tipus de zigot anòmal trobat en FIV és el zigot amb un sol pronucli (1PN). En el nostre estudi, un 

3,5 % dels CCO inseminats per FIV convencional van donar lloc a zigots 1PN. Aquesta freqüència és 

similar a l’observada per altres autors: 5,5 % (Staessen i col·l. 1993) i 3,0 % (Munné i col·l. 1993). 
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En el nostre treball hem fixat i analitzat per FISH els 1PN abans d’una possible divisió. L’11,1 % 

d’aquests zigots van ser diagnosticats com a nuclis haploides i la resta (88,9 %) de zigots 1PN van ser 

diagnosticats com a nuclis diploides [taula R-8]. La diploïdia en embrions resultants de la divisió de 

zigots 1PN només pot ser deguda a una activació partenogenètica (endoreduplicació o no-extrusió del 

2CP) o a una asincronia en la formació dels pronuclis després de la fecundació (Munné i col·l. 1993). 

 

Staessen i col·l. (1993) van observar que si després de quatre a sis hores més des de l’observació 

habitual de la fecundació (setze–divuit hores postinseminació) es feia una segona observació 

morfològica dels zigots 1PN, el 25 % mostraven aleshores un segon pronucli, essent de fet penetrats 

però amb formació dels pronucli masculí i femení asincrònica. Els autors van portar a terme una anàlisi 

citogenètica dels embrions resultants de 99 zigots 1PN: un 12,2 % eren embrions haploides resultants 

d’una activació espontània (partenogenètica), el 80,5 % eren diploides resultants d’una formació 

asincrònica dels pronuclis i el 7,3 % eren triploides. Munné i col·l. (1993) analitzen per FISH 21 embrions 

resultants de zigots 1PN i observen que el 42,8 % d’ells tenen cromosoma Y. Aquests autors extrapolen 

que més d’un 80 % del zigots 1PN poden estar originats d’oòcits fecundats. Les freqüències trobades en 

ambdós treballs també són comparables als nostres resultats d’haploïdia i diploïdia (11,1 % i 88,9 %, 

respectivament), analitzant zigots 1PN abans d’una possible divisió mitòtica. 

  

En els nostres resultats, cap dels dos nuclis haploides (X18) diagnosticats procedents de zigots 1PN no 

contenia el cromosoma Y, i un 31,2 % (cinc de setze) de nuclis diploides procedents de zigots 1PN sí 

que contenien el cromosoma Y [taula D-3]. Staessen i col·l. (1997), van trobar que contenien 

cromosoma Y el 6,7 % de nuclis haploides i el 44,6 % de nuclis diploides. La presència de nuclis amb 

cromosoma Y en zigots 1PN de FIV és evidència de fecundació, excloent-ne l’activació partenogenètica. 

 

En el nostre treball, el 88,9 % dels zigots 1PN mostren un complement diploide amb dues marques per 

al cromosoma 18 que podrien tenir el seu origen en la formació d’un zigot euploide i trobar-se en un 

procés d’asincronia en la formació dels pronuclis femení i masculí. Un zigot mostrava un complement 

XXY1818 que podria ser originat per l’entrada d’un espermatozoide portador dels cromosomes Y i 18 i, 

d’acord amb el nombre de senyals d’ADN centromèric dels cromosomes 18, X i Y, sols el cromosoma X 

estaria replicat. Una altra explicació seria que l’oòcit hagués estat penetrat per un espermatozoide 

portador de cromosoma Y; i els cromosomes X i 18 estiguessin replicats; per tant, aquest zigot estaria 

aturat en un estat primerenc de la 1a fase S mitòtica [taula R-9]. 
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5.4.2.3 Zigots humans 2PN aturats 
 

Després de verificar la correcta fecundació, un total d’onze zigots amb 2PN i dos CP, no van dividir i van 

restar aturats en estadi de 2PN [taula R-9]. Aquests zigots no evolutius van ser fixats i analitzats [taula 

D-3]. 

 

El 72,8 % dels zigots 2PN aturats mostraven dos nuclis haploides per als cromosomes X i 18; per tant, 

els oòcits haurien estat penetrats per un espermatozoide portador de cromosoma X. La resta de zigots 

2PN aturats mostraven dos nuclis haploides. Dos d’aquests zigots presentaven un cromosoma Y i es 

podia distingir el PN femení del masculí. Es tractaria de dos oòcits penetrats per un espermatozoide 

portador de cromosoma Y cadascun. I, finalment, un altre zigot 2PN aturat mostrava un complement 

XY18;Y18; en aquest cas, es tractaria d’un oòcit nul·lisòmic per als cromosomes X i 18 que hauria estat 

penetrat per un espermatozoide portador de cromosoma Y i un espermatozoide portador dels 

cromosomes X i Y. 

 

Si els zigots 2PN són conseqüència d’un retard en la 1a fase en comptes de conseqüència d’una 

aturada, un període de cultiu més prolongat després de l’observació de pronuclis permetria l’observació 

d’un estat de replicació més avançat. Això no obstant, com que després de deu hores de cultiu en cinc 

dels onze zigots 2PN no s’observa replicació de les regions analitzades, probablement l’aturada 

embrionària seria més freqüentment conseqüència d’un retard en la 1a fase S. 

 

5.4.3 Cromosomes d’espermatozoide condensats prematurament (SPCC) 

 

En el nostre estudi hem observat cromosomes d’espermatozoide condensats prematurament (SPCC) 

en: 21,4 % dels zigots 3PN, 11,1 % dels zigots 1PN diploides, en 5,8 % dels oòcits aparentment 

immadurs no fecundats i en 4,2 % dels oòcits madurs no fecundats. Cap zigot 1PN haploide no mostra 

SPCC com podríem esperar en una activació espontània (partenogenètica). De fet, els oòcits madurs i 

immadurs aparentment no fecundats amb presència de SPCC sí que haurien estat fecundats però no 

haurien seguit endavant la meiosi. Zenzes i Casper (1992b) en una revisió descriuen que del 3,0 al 16,0 

% dels oòcits madurs aparentment no fecundats mostren SPCC. Benkhalifa i col·l. (1996), observen un 

26,6 % d’oòcits madurs no fecundats amb SPCC i descriuen que aquesta elevada proporció de SPCC 

podria estar donada per un retard en la penetració de l’espermatozoide en oòcits que estan degenerant.  

 

Hem observat SPCC en diferent fase de condensació. Alguns oòcits no fecundats descartats 

postinseminació i zigots anòmals mostraven un o dos jocs de complement cromosòmic 

d’espermatozoide en estadi de profase. Els cromosomes d’espermatozoide poden ser condensats abans 

de la replicació de l’ADN, per raó d’una activació prematura dels factors involucrats en la condensació. 
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5.5 Diagnòstic genètic preimplantacional mitjançant l'anàlisi citogenètica del 
primer corpuscle polar (DGP-1CP) 

 

5.5.1 Protocol d’aplicació del DGP-1CP a casos clínics 

 

5.5.1.1 Denudació dels oòcits 

 

En la realització del diagnòstic genètic preimplantacional mitjançant l’anàlisi del corpuscle polar (DGP-

1CP) és recomanable disgregar els CCO amb hialurodinasa just immediatament després de la punció 

fol·licular o com a màxim al cap d’una hora, fet en el qual coincideixen altres autors (Vialard i col·l. 2006; 

Magli i col·l. 2006). 

 

5.5.1.2 Moment de fer la biòpsia d’1CP i l’ICSI 

 

A partir de la nostra experiència, optem per fer la inseminació de l’oòcit, mitjançant ICSI, immediatament 

abans de procedir a la biòpsia de l’1CP, la qual s’ha de fer abans de la formació del 2CP, és a dir, no 

més tard de 45 minuts post ICSI. Amb això s’evita entre d’altres coses, fer malbé la placa metafàsica de 

l’oòcit ja que la posició de l’1CP indica la seva posició [vegeu l’apartat 4.7 art.2]. 

 

Vialard i col·l. (2006), biopsien els 1CP immediatament després de la disgregació enzimàtica dels CCO. 

Magli i col·l. (2006), en cicles de DGP-1CP en dones de més de 38 anys, també fan la biòpsia dels 

oòcits madurs immediatament després de la denudació, i per als oòcits immadurs, esperen de quatre a 

sis hores mantenint els oòcits en medi de cultiu amb suplement d'hormona fol·liculostimulant 

recombinant i hormona luteïnitzant recombinant (rFSH i rLH, respectivament), fins que madurin. 

 

Com s’ha dit anteriorment, si l’1CP es biopsia abans de l’ICSI, la referència de l’1CP es perd, i com que 

l’oòcit pot rotar dins la zona pel·lúcida, la pipeta d’ICSI pot danyar la placa meiòtica de l’oòcit. Això pot 

impedir la formació del 2CP, i es produeixen zigots amb tres pronuclis (3PN), o bé danyar l’oòcit de 

manera que el desenvolupament del zigot s’aturi després de la descondensació del nucli de 

l’espermatozoide (zigots amb 2PN) o fins i tot abans (zigots amb un PN). Blake i col·l. (2000), han 

avaluat els efectes de la posició de l’espermatozoide durant l’ICSI i el dany ocasionat a la placa meiòtica 

de l’oòcit relacionat amb la fecundació i el desenvolupament preimplantacional. Aquests autors mostren 

que els embrions originats per oòcits microinjectats deixant l’1CP en la posició equivalent a les set o 

onze de les agulles del rellotge, tenen una taxa d’implantació més alta, tot i que els resultats no són 
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estadísticament significatius. De la mateixa manera, les regions més segures o perilloses per realitzar 

l’ICSI, tenint en compte la posició de l’1CP, també han estat definides per Hardarson i col·l. (2000). Això 

no obstant, Vialard i col·l. (2006), fan l’ICSI al cap de quatre hores, després de tenir el resultat de la 

FISH. Els autors comenten que procuren inseminar els oòcits i deixen el tall a la posició equivalent a les 

sis o dotze de les agulles del rellotge per evitar que la microinjecció danyi la placa metafàsica de l’oòcit. 

Aquests autors fan l’ICSI després de tenir el resultat de la FISH en casos de cribratge d’aneuploïdies per 

edat materna avançada ja que a França no es pot fer aquest estudi en embrions; per tant, han de 

diagnosticar els oòcits abans de ser inseminats. Magli i col·l. (2006) també realitzen l’ICSI després de 

tenir el resultat de la FISH; en aquest cas, el motiu és que a Itàlia només es poden inseminar tres oòcits 

per cicle. Cap d’aquests treballs mencionats no descriuen sortides embrionàries prematures de la zona 

pel·lúcida com a conseqüència d’artefactes de la tècnica (la biòpsia de l’1CP). 

 

Com hem mencionat anteriorment, els nostres resultats han evidenciat que quan l’1CP es biopsia abans 

de l’ICSI, el forat que queda a la zona pel·lúcida facilita una sortida prematura artificial de l’oòcit o del 

zigot de l’interior de la zona. Per aquest motiu es va modificar el moment de la realització de la biòpsia 

d’1CP respecte del moment de fer l’ICSI. Es va establir com a més idoni realitzar l’ICSI abans de la 

biòpsia d’1CP [vegeu l’apartat 4.7 art.2]. Mentre la taxa de fecundació és només d’un 42,4 % quan l’ICSI 

es fa després de la biòpsia de l’1CP, aquesta taxa augmenta fins a un 72,3 % quan la biòpsia de l’1CP 

es fa immediatament després de l’ICSI, just després de fer el tractament enzimàtic per eliminar les 

cèl·lules del cúmul. Aquests valors són molt semblants als que s’obtenen de forma general en cicles de 

FIV . 

 

Vialard i col·l. (2006), en el seu treball descriuen que, si cal, practiquen un segon tall en el punt de 

microinjecció per tal de reduir la pressió interna dins l’oòcit i reduir el risc de sortida de citoplasma. 

Aquests autors presenten una taxa de fecundació del 64,5 %. 

 

5.5.1.3 Mètode de biòpsia d’1CP 

 

L’èxit en la biòpsia de l’1CP és un requisit imprescindible per arribar al diagnòstic, un dany a l’oòcit 

durant la retirada de l’1CP pot portar a la seva pèrdua. El mètode de biòpsia emprat pot ser crític. 

 

La nostra experiència inclou la realització de biòpsia amb els tres diferents mètodes existents: el mètode 

físic (làser), el mètode mecànic (PZD) i el mètode químic (àcid Tyrode) [taules R-11a,b i R-12]. El 

mètode de biòpsia escollit en cada cas clínic depenia del centre de reproducció on es feia el cas. 

 

El sistema làser, adaptat al tambor dels objectius del microscopi invertit, és un sistema molt còmode i 

segur però té el desavantatge que és molt car. El forat de la ZP es produeix per l’exposició de la  
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superfície de la ZP a un làser de llum infraroja de baixa longitud d’ona que és poc absorbit per l’aigua del 

medi de cultiu. L’eficàcia d’aquest mètode per fer un forat a la ZP va ser avaluada en oòcits i embrions 

de ratolí l’any 1995 (Germond i col·l. 1995). També ha estat aplicat a biòpsies d’embrions humans 

preimplantacionals en estadi de cèl·lules i en estadi de blastocist (Veiga i col·l. 1997 ; Boada i col·l. 1998, 

respectivament) i Petit i col·l. l’any 2002 (Petit i col·l. 2002) van aconseguir un embaràs realitzant un 

DGP-1CP biopsiant amb aquest mètode. 

 

Nosaltres hem utilitzat el sistema làser en cinc casos: [m, n, p, r] [taula R-10] i [H] [taula R-12]. Amb 

aquest mètode de biòpsia seguit de l’ICSI hem aconseguit una taxa de fecundació elevada (71,4 %) 

[vegeu l’apartat 4.7 art.2]. Si tenim en compte les dades del cas [r] [taula R-10], no inclòs a l’article 2, la 

taxa de fecundació obtinguda encara és més elevada (76,9 %). 

 

El sistema mecànic també és un sistema vàlid, tot i que habitualment es triga una mica més a obtenir 

l’1CP, té l’avantatge que és més econòmic que el sistema làser. Un gran avantatge d'aquest mètode és 

que s’eviten possibles efectes secundaris del làser sobre la ZP (com, per exemple, l’enduriment). 

Nosaltres hem aplicat el sistema mecànic en tres cicles de DGP-1CP, casos: [q] [taula R-10] i [J, K] 

[taula R-12]. Amb aquest mètode de biòpsia la taxa de fecundació obtinguda, també després de l’ICSI, 

és inferior (55,0 %) a l’obtinguda utilitzant el sistema làser. 

 

Finalment, el sistema químic (àcid Tyrode) només l’hem aplicat en un cas: [I] [taula R-12]. El forat creat a 

la ZP sol ser massa gran ja amb el flux d’àcid és difícil de controlar-ne la creació. Però el problema més 

greu és l’acidificació local del medi o l’entrada d’àcid a la zona pel·lúcida i a l’espai perivitel·lí que pot 

induir danys o fins i tot la lisi de l’oòcit. Aquest sistema es bo per a oòcits i embrions de ratolí, però per a 

oòcits humans es requereix major quantitat d’àcid Tyrode. La taxa de fecundació obtinguda fou només 

del 10,0 %. 

 

De tots, el sistema làser és el que permet fer un forat a la ZP de mida desitjada de forma molt precisa i 

permet obtenir una taxa de fecundació superior. 

 

5.5.1.4 Biòpsia d’1CP seguida de biòpsia de blastòmer 

 

El tipus de cèl·lula biopsiada (corpuscle polar, blastòmers o ambdós) i el nombre de procediments de 

biòpsia realitzats depèn del cas estudiat. Cieslak-Janzen i col·l. (2006), fan un estudi retrospectiu en una 

sèrie de 9.925 oòcits/embrions embrions biopsiats després d’un a tres procediments de biòpsia 

(blastòmer només; 1CP-2CP a D + 1 i blastòmer a D + 3, o 1CP a D + 0 i 2CP a D + 1), en comparació 

amb 28.126 oòcits/embrions control. En aquest estudi l’1CP estava sempre biopsiat abans de l’ICSI. La 

taxa de fecundació i el nombre d’1PN i 3PN, en oòcits amb 1CP biopsiats abans de l’ICSI i els oòcits 
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control, no presenta diferències significatives. Tampoc no van trobar diferències significatives en la 

formació de blastocits entre els embrions resultants d’oòcits amb biòpsia d’1CP, embrions biopsiats a D 

+ 3 a la vegada resultants d’oòcits biopsiats, i embrions control. Aquests i d’altres autors (Magli i col·l. 

2004) conclouen que la biòpsia múltiple no afecta la viabilitat de l’embrió. 

 

5.5.1.5 Obtenció de complements d’1CP 

 

Un cop fet el forat a la ZP l’1CP ha de ser extret de dins d’aquesta amb una pipeta amb un diàmetre una 

mica més gran que l’1CP, aproximadament 20–30 µm. Si s’utilitza una pipeta més petita, l’1CP es danya 

o lisa fàcilment. Biopsiant l’1CP amb pipeta petita (per exemple, 10 µm de secció), hem obtingut 

únicament un 14,2 % d’extensions de complements cromosòmics amb morfologia cromosòmica 

preservada, mentre que utilitzant una pipeta de diàmetre superior al de l’1CP, la proporció augmenta fins 

a un 89,4 %. 

 

Per a l’extracció de l’1CP, és un factor important que l’1CP estigui completament separat de l’oòcit II en 

el moment de la biòpsia; d’altra banda, l’1CP o fins i tot l’oòcit poden resultar malmesos mentre estem 

aspirant l’1CP. Això pot influir negativament en l’obtenció d’extensions cromosòmiques d’1CP [vegeu 

l’apartat 4.7 art.2]. 

 
 
5.5.2 DGP-1CP en dones portadores de reorganitzacions cromosòmiques: revisió de 

resultats 
 

El procediment descrit, com que la cèl·lula biopsiada prové directament de l’oòcit, és d’aplicació 

exclusiva al diagnòstic citogenètic preimplantacional d’anomalies cromosòmiques d’origen matern. 

 

Aquest procediment permet detectar d’aneuploïdies (que són d’origen matern en un 80–95 % dels 

casos) però també d’anomalies cromosòmiques estructurals (per exemple translocacions robertsonianes 

que són degudes a mares portadores en un 63,9 % i translocacions recíproques en un 69,6 %) , fins i tot 

quan els fragments cromosòmics implicats en la reorganització són petits. 

 

La transmissió a la descendència d’anomalies cromosòmiques derivades de reorganitzacions depèn del 

tipus de segregació cromosòmica durant l’anafase I i l’anafase II meiòtiques. 

 

El DGP-1CP està especialment indicat en parelles en què és la dona la portadora d’una reorganització 

cromosòmica estructural perquè, d’acord amb estudis de cromosomes d’espermatozoide, en aquests 

casos, el risc de concebre un descendent cromosòmicament desequilibrat varia del 15 al 90 % 

(Templado i col·l. 1988). L’anàlisi dels cromosomes de l’1CP permet identificar el tipus de segregació 

que ha tingut lloc i, consegüentment, predir si l’embrió resultant de la fecundació d’aquell oòcit és  
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desequilibrat o normal/equilibrat (Egozcue i col·l. 1996). 

 

A més del casos de DGP-1CP realitzats pel nostre grup, s’han publicat resultats de vint-i-quatre casos 

DGP-1CP de dones portadores de translocacions. Divuit casos han estat descrits a la literatura: 11 

casos de translocacions robertsonianes (Munné i col·l. 2000a) [taula D-4 i taula III vegeu l’apartat 4.7 

art.2] i set casos de translocacions recíproques (Munné i col·l. 1998a,b,c i d; Willadsen i col·l. 1999) 

[taula D-5 i taula IV vegeu l’apartat 4.7 art.2]. 

 

En el present treball s’han inclòs els nou casos de DGP-1CP que hem realitzat en dones portadores de 

translocacions: cinc casos [m, n, p, q, r] (sis cicles) de dones portadores de translocacions 

robertsonianes [taula D-4], dels quals quatre [m, n, p, q] són inclosos a l’article 2 [taula III vegeu l’apartat 

4.7] i un altre cas [r] fet posteriorment a la publicació de l’article 2. I quatre casos [H, I, J, K] (quatre 

cicles) de dones portadores de translocacions recíproques [taula D-5] dels quals dos casos [H, I] són 

inclosos a l’article 2 [taula III vegeu l’apartat 4.7] i dos casos [J, K] realitzats posteriorment a la publicació 

d’aquest article [taula D-5]. 
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El protocol que proposem és el resultat d’una adaptació progressiva als casos clínics realitzats que 

inclou les modificacions assenyalades anteriorment, aplicades fins als casos: 

Taula D-4. Translocacions robertsonianes: dades pacients i biòpsia d'1CP.

a Munné i col·l. (2000c) 45,XX,der(14;21)(q10;q10) Mecànic 32

b Munné i col·l. (2000c) 45,XX,der(14;21)(q10;q10) Mecànic 21

c Munné i col·l. (2000c) 45,XX,der(14;21)(q10;q10) Mecànic 32

d Munné i col·l. (2000c) 45,XX,der(14;21)(q10;q10) Mecànic 16

e Munné i col·l. (2000c) 45,XX,der(13;14)(q10;q10) Total Mecànic 11

f Munné i col·l. (2000c) 45,XX,der(13;14)(q10;q10) _ a-k ? ? Mecànic 13

g Munné i col·l. (2000c) 45,XX,der(13;14)(q10;q10) 178 Mecànic 15

h Munné i col·l. (2000c) 45,XX,der(13;14)(q10;q10) Mecànic 13

i Munné i col·l. (2000c) 45,XX,der(13;14)(q10;q10) Mecànic 11

j Munné i col·l. (2000c) 45,XX,der(13;14)(q10;q10) Mecànic 6

k Munné i col·l. (2000c) 45,XX,der(13;14)(q10;q10) Mecànic 8

m Article 2 (vegeu l'apartat 4.7) 45,XX,der(14;21)(q10;q10) 32 21 10 5 Físic 13

n Article 2 (vegeu l'apartat 4.7) 45,XX,der(13;14)(q10;q10) 37 4 3 1 Físic 4

p Article 2 (vegeu l'apartat 4.7) 45,XX,der(13;14)(q10;q10) 37 15 14 0 Físic 12

qb Article 2 (vegeu l'apartat 4.7) 45,XX,der(13;14)(q10;q10) 36 4 4 0 Mecànic 4

r no publicat (vegeu l'apartat 4.5) 45,XX,der(13;14)(q10;q10) 35 26 11 1 Físic 11

Total 16 casos 248 222

Present treball 5 casos 70 42* 7* 44 de 49* (89,8)
MIV (maduració espontànea in vitro), 1CP (primer corpuscle polar), a 1CPs fragmentats n'estan exclosos, b dades de dos cicles de la mateixa pacient.

Taula D-5. Translocacions recíproques: dades pacients i biòpsia d'1CP.

A Munné i col·l. (1998a) 46,XX,t(4;14)(p15;q24) 37 8 Mecànic 6

B Munné i col·l. (1998b) 46,XX,t(7;20)(q22;q11.2) 28 8 Mecànic 8

C Munné i col·l. (1998b) 46,XX,t(14;18)(q22;q11) 36 18 Mecànic 8

D Munné i col·l. (1998c) 46,XX,t(12;20)(p13.1;q13.3) 43 9 ? ? Mecànic 2

E Munné i col·l. (1998d) 46,XX,t(11;16)(q21;q22) 32 19 Mecànic 19

F Willadsen i col·l. (1999) 46,XX,t(9;11)(p24;q12) 37 6 Mecànic 5

G Willadsen i col·l. (1999) 46,XX,t(11;16)(q21;q22) 31 11 Mecànic 11

H Article 2 (vegeu l'apartat 4.7) 46,XX,t(4;12)(q22;q23) 35 17 14 2 Físic 15

I Article 2 (vegeu l'apartat 4.7) 46,XX,t(1;18)(p34.3;q12.3) 35 10 10 0 Químic 9

J no publicat (vegeu l'apartat 4.5) 46,XX,t(4;11)(q31.1;q23) 34 5 5 0 Mecànic 5

K no publicat (vegeu l'apartat 4.5) 46,XX,t(8;13)(q24.1;q22) 33 12 11 0 Mecànic 11

11 casos 123 99

Present treball 4 casos 44 40* 2* 40 de 42* (95,2)
MIV (maduració espontànea in vitro), 1CP (primer corpuscle polar), a 1CP fragmentats n'estan exclosos, b dades de dos cicles de la mateixa pacient.

Total (taules D-4 i D-5) 27 casos 368 321

Biòpsia 1CP a (n)

Biòpsia 1CP a (%)
Mètode de 

biòpsia
CCOs MII MII 

MIV

Mètode de 
biòpsia

MII 
MIV

Referència bibliogràfica

CCOs MII

Pacients Cariotip de la dona Edat

Pacients Cariotip de la dona EdatReferència bibliogràfica
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— [p, q] [taula III vegeu l’apartat 4.7], 

— [r] no inclòs a l’article 2, 

— [I] [taula IV vegeu l’apartat 4.7], 

— [K] no inclòs a l’article. 

 

Cieslak i col·l. (2000) refereixen diversos casos estudiats però no donen detalls dels resultats de cap 

d’ells. També Findikli i col·l. (2003) refereixen casos de DGP amb 1CP-2CP però no en donen detalls ja 

que engloben vint-i-vuit cicles de DGP per translocacions robertsonianes (set casos) i recíproques (setze 

casos), d’origen matern, mitjançant anàlisi d’1CP-2CP (tres cicles) o mitjançant l’anàlisi de blastòmer 

(vint-i-cinc cicles). 

 

En els nostres casos [m, n, p, q] [taula D-4] i casos [H, I, J, K] [taula D-5], es van obtenir un total de 111 

CCO de nou pacients. D’aquests CCO, vuitanta-tres (74,8 %) eren oòcits madurs, vuit (7,2 %) eren 

oòcits immadurs en estadi de MI que van madurar espontàniament en el medi de cultiu, i la resta 

d’oòcits es van lisar durant l’eliminació de les cèl·lules del cúmul o oòcits immadurs que no van madurar 

en el medi de cultiu. Dels noranta-un oòcits madurs (vuitanta-tres MII i vuit MII MIV+), set no es van 

biopsiar perquè tenien l’1CP fragmentat. Vuitanta-quatre oòcits es van biopsiar i el 89,3 % (setanta-cinc 

de vuitanta-quatre) dels 1CP es van obtenir amb èxit. En sis cicles, la biòpsia dels 1CP es va fer amb el 

mètode físic (làser), en tres cicles la biòpsia dels 1CP es va fer amb el mètode mecànic (PZD) i en un 

únic cas la biòpsia dels 1CP es va fer amb el mètode químic (àcid Tyrode). El mètode de biòpsia més 

àmpliament utilitzat ha estat el mètode mecànic (PZD) [taules D-4 i D-5]; això no obstant a nosaltres ens 

ha donat millors resultats el mètode físic (làser). 

 

Tenint en compte el vint-i-quatre casos publicats i descrits detalladament, més els tres casos [r, J, K] no 

publicats, el DGP-1CP s’ha aplicat a vint-i-set dones portadores de translocacions [taula D-4 i D-5], 

s’han recuperat 368 CCO (246 procedents de dones portadores de translocacions robertsonianes i 122 

procedents de dones portadores de translocacions recíproques), 321 (87,2 %) dels oòcits van ser 

biopsiats (222 oòcits procedents de dones portadores de translocacions robertsonianes i 99 oòcits 

procedents de portadores de translocacions recíproques) i la resta corresponien a oòcits immadurs o 

amb 1CP fragmentat que no van ser biopsiats. A partir de l’anàlisi dels 321 1CP biopsiats, es van 

diagnosticar el 75,7 % (243 de 321) dels oòcits (181 oòcits procedents de dones portadores de 

translocacions robertsonianes i 62 oòcits procedents de portadores de translocacions recíproques), els 

oòcits restants no van poder ser diagnosticats a causa de la pèrdua de l’1CP durant la fixació o per no 

tenir resultat de la FISH en 1CP [taules D-6 i D-7]. 
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Les estratègies de FISH aplicades fins ara inclouen, o només sondes de cromosoma sencer [taula V 

vegeu l’apartat 4.7 art.2 i taula D-6; casos a-m], o bé combinades amb sondes telomèriques, 

centromèriques o de locus específic en una ronda de FISH [taula VI vegeu l’apartat 4.7 art.2 i taula D-7; 

casos A-G] o en dues rondes de FISH [taules V i VI vegeu l’apartat 4.7 art.2 i taules D-6 i D-7; casos n-r; 

casos H i K]. 

Taula D-6. Translocacions robertsonianes: resultats de l'anàlisi de l'anàlisis citogenètic de l'1CP.

Pacient Biòpsia

1CP a Diagnosticats Normals Equilibrats Desequilibrats

a 32 Pintat 14, Pintat 21 a 28 (87,5) 32,1 28,6 39,3

b 21 Pintat 14, Pintat 21 19 (90,5) 36,8 5,3 57,9

c 32 Pintat 14, Pintat 21 24 (75,0) 41,7 16,7 41,6

d 16 Pintat 14, Pintat 21 15 (93,8) 40,0 33,3 26,7

e 11 Pintat 13, Pintat 14 b 11 (100,0) 54,5 9,0 36,5

f 13 Pintat 13, Pintat 14 13 (100,0) 69,2 23,1 7,7

g 15 Pintat 13, Pintat 14 11 (73,4) 27,3 18,2 54,5

h 13 Pintat 13, Pintat 14 13 (100,0) 30,8 30,8 38,4

i 11 Pintat 13, Pintat 14 9 (81,9) 77,8 0,0 22,2

j 6 Pintat 13, Pintat 14 5 (83,4) 40,0 0,0 60,0

k 8 Pintat 13, Pintat 14 7 (87,5) 57,1 28,6 14,3

m 13 Pintat 14, Pintat 21 7 (63,6) 0,0 3 (42,8) 4 (57,2)

n 4 R1:Locus 13, Telòmer 14q / R2: Pintat 13, Pintat 14 2 (50,0) 1 (50,0) 0,0 1 (50,0)

p 12 R1:Locus 13, Telòmer 14q / R2: Pintat 13, Pintat 14 8 (100,0) 2 (25,0) 1 (12,5) 5 (62,5)

q1 c 2 R1:Locus 13, Telòmer 14q / R2: Pintat 13, Pintat 14 1 (100,0) 1 (50,0) 0,0 0,0

q2 c 2 R1:Locus 13, Telòmer 14q / R2: Pintat 13, Pintat 14 1 (100,0) 0,0 0,0 1 (50,0)

r 11 R1:Locus 13, Telòmer 14q / R2: Pintat 13, Pintat 14 7 (87,5) 0,0 3 (42,8) 4 (57,2)

222 181 (81,5) 71 (39,2) 37 (20,4) 73 (40,3)

1CP (primer corpuscle polar), Diag (diagnosticat), Eq (equilibrat), Deseq (desquilibrat), R (ronda de FISH).
a 1CPs fragmentats n'estan exclosos.
b una sonda locus específica 13 o 21 també va ser afegida en alguns casos.
c dades de dos cicles de la mateixa pacient.

Taula D-7. Translocacions recíproques: resultats de l'anàlisi citogenètic de l'1CP.

Pacient Biòpsia

1CP a Diagnosticats Normals Equilibrats Desequilibrats

A 6 Pintat 4, Telòmer 4pl, Pintat 14 5 (83,4) 0,0 40,0 60,0

B 8 Pintat 7, Centròmer 7, Pintat 20, Centròmer 20 6 (75,0) 0,0 50,0 50,0

C 8 Pintat 14, Pintat 18, Centròmer 18 5 (62,5) 12,5 20,0 67,5

D 2 Centròmer 12, YACs 858D9, 922C8 2 (100,0) 50,0 0,0 50,0

E 19 Pintat 11, Centròmer 11, Centròmer 16 11 (57,9) 45,4 b 9,0 45,6

F 5 Pintat 9, Centròmer 9, Pintat 11, Telòmer 11q 2 (40,0) 0,0 100,0 0,0

G 11 Pintat 11, Centròmer 11, Pintat 16 7 (63,6) 42,9 14,3 42,8

H 15 R1: Centròmer 4, Centròmer 12 / R2: Pintat 4, Pintat 12 8 (80,0) 12,5 0,0 87,5

I 9 R1: Telòmer 18q, Centròmer 18, Pintat 18 / R2: Pintat 1, Pintat 18 4 (66,6) 25,0 0,0 75,0

J 5 R1: Centròmer Pintat 11 / R2: Telòmer 4q, Centròmer 11 3 (75,0) 0,0 0,0 100,0

K 11 R1: Pintat 8, Locus 13 / R2: Telòmer 8, Pintat 13 9 (100,0) 0,0 11,1 88,9

99 62 (62,6) 12 (19,3) 11 (17,7) 39 (62,9)

1CP (primer corpuscle polar), Eq (equilibrat), Deseq (desequilibrat), ND (no diagnosticat), R (ronda de FISH).
a 1CPs fragmentats n'estan exclosos. 
b  dos resultat de recombinació de cromàtides.
c  un resultat de recombinació entre cromàtides i no cromosomes sencers.
d 1 haploide.

Oòcits (%)
Sondes

Sondes
Oòcits (%)
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En les translocacions robertsonianes, els percentatge global de diagnosi d’oòcits mitjançant 1CP ha 

estat del 81,5 % (amb una oscil·lació entre el 50,0 % i 100,0 %) amb quatre casos que arriben al 100,0 

% [taula D-6]. 

 

En les translocacions recíproques el percentatge global de diagnosi d’oòcits mitjançant 1CP ha estat del 

62,6 % (amb una oscil·lació entre el 40,0 % i el 82,0 %) amb un únic cas que arriba al 100 %, en el qual 

només es van biopsiar i diagnosticar dos oòcits [taula D-7]. 

 

Fins ara han estat publicats detalladament setze casos de dones portadores de translocacions 

robertsonianes, onze casos de dones amb cariotip 45,XX,t(13;14)(q10;q19) i cinc casos de dones amb 

cariotip 45,XX,t(14;21)(q10;q10) [taules D-4] (Munné i col·l. 2000a; vegeu l’apartat 4.7 art.2 i el present 

treball). S’ha pogut observar que el percentatge d’oòcits desequilibrats varia àmpliament, del 7,7 % al 

62,5 % [taules D-6]. 

 

Resumint les dades de DGP-1CP en translocacions robertsonianes, del 81,5 % (181 de 222) d’oòcits 

diagnosticats, el 39,2 % van ser normals, el 20,4 % van ser equilibrats; per tant, aproximadament un 60 

% d’oòcits eren normals o equilibrats. És important remarcar que en translocacions robertsonianes, si el 

nombre d’oòcits aptes per ser biopsiats és alt, per exemple superior a deu, el percentatge d’1CP 

diagnosticats es manté en la mitjana (81,2 %) [taula D-4]. 

 

Paral·lelament, fins ara han estat publicats detalladament onze casos de dones portadores de 

translocacions recíproques, tots ells amb cariotip diferent [taula D-5]. El percentatge d’oòcits 

desequilibrats varia una mica menys que en translocacions robertsonianes. Resumint les dades del 

DGPI-1CP en dones portadores de translocacions recíproques, el 62,6 % (62 de 99) dels oòcits van 

poder ser diagnosticats. El 19,3 % dels oòcits van ser normals i el 17,7 % dels oòcits van ser equilibrats; 

per tant, aproximadament el 40 % dels oòcits van ser normals o equilibrats resultants d’una segregació 

2:2 alternant [taula D-5]. 

 

Així doncs, el percentatge d’oòcits normal/equilibrat respecte d’oòcits desequilibrats són contraris en 

translocacions robertsonianes (60 % normal/equilibrat i 40 % desequilibrat) respecte de translocacions 

recíproques (40 % normal/equilibrats i 60 % desequilibrat). Findikli i col·l. (2003), descriu una relació 

similar  entre translocacions robertsonianes (45 % normal/equilibrat i 55 % desequilibrat) i translocacions 

recíproques (30 % normal/equilibrat i 70 % desequilibrats). 

 

El DGP-1CP aporta informació de gairebé el total dels oòcits recuperats, incloent-hi els que no 

fecundarien, la qual cosa permet un consell genètic més complet del risc de tenir descendència 
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anòmala. A més, com hem indicat anteriorment, després de realitzar el DGP-1CP, si és el cas, també és 

possible portar a terme el diagnòstic dels embrions derivats d’oòcits no diagnosticats. Les causes poden 

ser diverses: 1CP no biopsiats perquè estaven fragmentats, 1CP perduts durant el procés de biòpsia, 

1CP perduts durant el procés de fixació, 1CP mostrant dues cromàtides diferents com a conseqüència 

de la recombinació meiòtica, o 1CP amb resultat de la FISH no informatiu. 

 

S’ha aplicat el DGP-1CP en combinació amb biòpsia de blastòmer en tres casos de translocacions 

robertsonianes: taules D-4 i R-11, casos [p, q, r]. I també en dos casos de translocacions recíproques: 

taules D-5 i R-13, casos [I-K]. En aquests cinc casos la freqüència d’oòcits sense diagnòstic després de 

la biòpsia i anàlisi d’1CP va ser del 34,7 % (disset de quaranta-nou, incloent-hi quatre oòcits amb 1CP 

fragmentat que no van ser biopsiats), després de biòpsia i anàlisi d’onze embrions (64,7 %) es van 

diagnosticar el 81,8 % (nou d’onze) dels embrions i, per tant, la taxa global de no-diagnosi va baixar 

finalment, sent del 16,3 % (vuit de quaranta-nou). Tres embrions van ser diagnosticats com a normals o 

equilibrats després del sistema de doble anàlisi, la qual cosa permet, en el cas [p] i cas [q] [taula R-11a] 

la transferència de dos embrions. 

 
En el present treball s’han pogut transferir cinc embrions de quatre cicles de translocacions 

robertsonianes [taula R-11a] i cap dels embrions obtinguts en els de casos de translocacions 

recíproques [taula R-13]: 

 

— [m] Un embrió procedent d’un oòcit equilibrat amb el cromosoma der14;21. 

 

— [p] Dos embrions transferits, un embrió procedent d’un oòcit normal o equilibrat per als 

cromosomes 13 i 14; i un embrió procedent d’un oòcit equilibrat amb el cromosoma der13 i 14. 

 

— [q] Un embrió procedent d’un oòcit normal per als cromosomes 13 i 14. 

 

— [r] Un embrió procedent d’un oòcit equilibrat amb el cromosoma der 13;14. 

 

Les dades sobre embrions transferits i taxa de gestació dels casos publicats per DGP-1CP d’anomalies 

cromosòmiques robertsonianes i recíproques, estan detallades a les taules D-8 i D-9, respectivament. 
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Cal tenir en compte que la taxa de gestació, a part de la transferència d’embrions normals o equilibrats, 

també es veu afectada per la qualitat i el nombre d’embrions transferits. A més, també cal considerar el 

risc citogenètic afegit que alguns treballs evidencien en portadors de translocacions. Aquests 

presentarien un important increment d’alteracions d’altres cromosomes no implicats en les 

reorganitzacions (efectes intercromosòmics) (Pujol i col·l. 2003, 2004 i 2006) i que també estarien 

impedint la implantació embrionària. 

 

L’eficàcia global de DGP depèn del rendiment del mètode de diagnòstic, del nombre d’oòcits 

disponibles, de la seva fecundació i del potencial de creixement dels embrions. Sempre s’aconsella que 

la mare se sotmeti a un diagnòstic prenatal clàssic (amniocentesi, biòpsia de còrion) per confirmar el 

Taula D-8. Translocacions robertsonianes: resultat final del DGP-1CP.

a 87,5

b 90,4

c 75,0

d 93,7

e 100,0

f 100,0

g 73,3

h 100,0

i 81,8

j 83,3

k 87,5

m 53,9 1 _ _

n 50,0 0a _ _

p 75,0 2 b única Avortament 7a setmana

q1 50,0 0+1c _ _

q2 100,0 1 _ _

r 63,6 3 _ _

DGP-1CP (diagnostic genètic preimplantacional mitjançant primer corpuscle polar).
a un embrió sense diagnòstic transferit per desig de la parella.
b un de diagnosticat mitjançant biòpsia de 1CP i un de diagnosticat mitjançant biòpsia de blastòme
c no és possible distinguir entre normal o equlibrat.

Taula D-9. Translocacions recíproques: resultat final del DGP-1CP.

A 83,4 0+2 a única Avortament 7a setmana

B 75,0 2 doble dos nounats

C 62,5 0 _ _

D 100,0 1 _ _

E 57,9 0+0 a _ _

F 40,0 1 única un nounat

G 63,6 1 única _

H 53,4 0 _ _

I 44,4 0 _

J 60,0 0 _ _

K 81,8 0 _ _

DGP-1CP (diagnostic genètic preimplantacional mitjançant primer corpuscle polar).
a dos cicles de DGP i dues transferències embrionàries.

Evolució de la gestacióPacient Diagnòstic de 
l'oòcit (%)

Embrions 
transferits

Gestació

Els autors resumeixen d'onze pacients, setze cicles de DGP-1CP. Set 
aconsegueixen l'embaràs amb tretze embrions implantats. Un embaràs (dos 

fetus) evolutiu, i onze fetus, nou cromosòmicament de normals i dos 
d'equilibrats.

Evolució de la gestacióPacient Diagnòstic de 
l'oòcit (%)

Embrions 
transferits

Gestació
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diagnòstic. També cal tenir en compte que hi ha una sèrie de riscos durant el DGP, tal com el dany 

produït a l’oòcit o embrió durant el procés de biòpsia i/o la pèrdua de cèl·lules biopsiades durant el 

processament i l’anàlisi. Cal avisar També cal avisar la parella de la possibilitat de no poder obtenir 

l’anàlisi genètica d’alguna cèl·lula, així com de l’error de diagnòstic inherent a la tècnica. Si el nombre 

d’embrions normals o equilibrats és baix es pot valorar la possibilitat de congelar embrions per a fer-ne 

transferència d’un nombre major d’embrions en cicles posteriors. 

 

Findikli i col·l. (2003) han fet un estudi sobre els efectes de les translocacions comparant els resultats 

amb embrions control. Apliquen el DGP analitzant 1CP-2CP i majoritàriament també amb l’anàlisi de 

blastòmer. Aquests autors descriuen en aquests embrions una taxa de fecundació menor, més retard en 

el desenvolupament embrionari, i una menor taxa de formació de blastocits. Per aquests motius la taxa 

d’embaràs no és elevada. 

 

El DGP-1CP ha estat utilitzat àmpliament per a l’anàlisi d’anomalies gèniques (mitjançant PCR) i 

anomalies numèriques (mitjançant FISH). Com hem dit anteriorment, també ha estat utilitzat almenys en 

vint-i-set casos de translocacions descrits detalladament (mitjançant FISH) (Munné i col·l. 1998a,b,c, 

2000; Willadsen i col·l. 1999; vegeu l’apartat 4.7 art.2; i el present treball). Però també en nous camps 

com el tipatge de HLA (Verlinsky i col·l. 2001) i també per anomalies d’herència mitocondrial (Briggs i 

col·l. 2000). 

 

A part de la PCR i la FISH convencional també s’apliquen tècniques més noves com la hibridació 

genòmica comparada (compared genomic hybridization, CGH) (Wells i col·l. 2002; i Gutiérrez-Mateo i 

col·l. 2005). Recents avenços inclouen la reducció de pèrdues d’amplificació o amplificació preferent 

d’un al·lel (allel dropout, ADO) (Rechitsky i col·l. 1996) utilitzant variants de la PCR clàssica en 

corpuscles polars, tal com la multiplex nested PCR (Rechitsky i col·l. 1998; Verlinsky i col·l. 1997 i 1999), 

i el desenvolupament de protocols més curts utilitzant la PEP (primer extension preamplification) (Zhang 

i col·l. 1992; Sermon i col·l. 1996; Sánchez-García i col·l. 2005) per caracteritzar anomalies gèniques de 

gen únic, com per exemple la fibrosi cística. També s’ha aplicat la tècnica de PRINS (primer in situ 

reaction) (Petit i col·l. 2000) i la realització d'un cariotip espectral (spectral karyotyping, SKY) (Márquez i 

col·l. 1998) per caracteritzar la majoria d’anomalies cromosòmiques. 

 
L’ESHRE recull els cicles realitzats de DGP des de l’any 1997 i l’últim recull correspon a les dades gener 

a desembre 2003 (Sermon i col·l. 2007). Cal tenir en compte que globalment els anys 1998–2003 s’han 

fet 200 cicles de DGP per translocacions robertsonianes d’origen matern i només quatre s’han fet 

mitjançant 1CP. Pel que fa a translocacions recíproques d’origen matern, el recull de la ESHRE descriu 

405 cicles i només tres han estat fets mitjançant biòpsia i anàlisi d’1CP [taula D-10]. 
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Molt recentment la Preimplantation Genetic Diagnosis International Society (PGDIS 2008) ha publicat 

unes línies directrius per a l'actuació clínica en l'atenció a pacients que pateixen una determinada 

anomalies gèniques o cromosòmiques que inclou entre d’altres punts, les indicacions, el tractament de 

FIV, el tipus de cèl·lula biopsiada, el tipus d’anàlisi, els embrions transferibles i descartats; i el seguiment 

de les gestacions. La biòpsia d’1CP es recomana fer-la mitjançant el mètode mecànic i no es comenta el 

moment en que es fa l’ICSI respecte la biòpsia d’1CP. 

ESHRE (1998 a 2003) 
Sermon i col·l. 2007

Present treball ESHRE (1998 a 2003) 
Sermon i col·l. 2007

Present treball

Cicles 200 6 405 4

Tipus de cèl·lula

1CP 4 6 3 4

Blastòmer 196 3 399 2

Blastocist 0 0 3 0

Mètode de biòpsia

Químic (àcid Tyrode) 132 0 305 1

Físic (làser) 63 4 88 1

Mecànic (PZD) 5 2 12 2

Embriologia

CCO recuperats 2992 68 6438 43 b

Oòcits inseminats 2498 49 a 5616 34 c

Oòcits fecundats 1827 31 4202 12

Cèl·lules biopsiades 1466 44 3373 40

Biòpsies totals exitoses 1343 39 3320 36

Embrions diagnosticats 1312 26 3080 25

Embrions transferibles 407 14 640 3

Embrions transferits 315 7 544 0

Embrions congelats 28 0 25 0

Resultats clínics

Cicles amb transferència 163 4 280 0

βhCG positiva 49 1 76 0

Batec cardíac positiu 38 1 58 0

DGP (diagnòstic genètic preimplantacional), ESHRE (European Society of Human Reproduction and Embriology).

1CP (primer corpuscle polar), CCO (complex cúmul oòfor).
a 18 oòcits inseminats després de la biòpsia.
b 8 no inseminats, fixats i analitzats.
c 8 oòcits inseminats després de la biòpsia.

Translocació robertsoniana Translocació recíproca

Taula D-10. Cicles de DGP realitzats en parelles amb la dona portadora d'una translocació cromosòmica.
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5.5.3 Correlació entre la segregació cromosòmica preferent i la freqüència de 
recombinació meiòtica 

 

S’han evidenciat per primera vegada una correlació significativa positiva (coeficient de correlació de 

0,8698, p < 0,01) entre la freqüència de punts calents de recombinació en els segments intersticials dels 

tetravalents i la incidència de complements amb no-disjunció dels cromosomes homòlegs [taula R-14]. 

La taxa de recombinació s’ha extrapolat a partir de les freqüències de recombinació publicades l’any 

1985 per Laurie i Hultén (Laurie i Hultén 1985a i b). D’aquesta manera, se suggereix que la resolució del 

tetravalent i la segregació dels cromosomes implicats en la translocació està altament relacionada amb 

la presència o l’absència de quiasmes intersticials. Aquest fet està relacionat amb l’absència del tipus de 

segregació adjacent II en el cas, descrit per Pierce i col·l. (1998), d’una translocació 

46,XX,t(5;8)(p13;q23) en la qual la freqüència de quiasmes intersticials en els cromosomes implicats és 

zero. 

 

Pel que fa a les translocacions robertsonianes no s’ha observat cap correlació positiva entre el nombre 

de quiasmes i la incidència de no-disjunció entre homòlegs. El nombre de quiasmes en els trivalents no 

depèn de la presència de punts calents de recombinació; en la resolució de quiasme del trivalent no 

interfereix la presència de regions centromèriques sinó que dependria probablement de l’orientació dels 

centròmers en el trivalent. 

 

5.5.4 Avantatges i desavantatges del DGP-1CP 
 
Evidentment l’aplicació del DGP-1CP només està indicada en casos en els quals és la dona la portadora 

de l’anomalia cromosòmica genètica o citogenètica, i el pare és normal. 

 

Un gran avantatge del DGP-1CP és que fent l’estudi de l’oòcit podem conèixer la constitució 

cromosòmica de tots els oòcits madurs recuperats, incloent-hi els oòcits que no es fecunden, zigots 

anòmals (1PN, > 2PN i 2PN aturats), o embrions no evolutius (embrions massa lents o fragmentats). 

D’aquesta manera es pot donar un diagnòstic més extens de la cohort d’oòcits de la pacient. A més, en 

cas d’un diagnòstic dubtós mitjançant l’1CP, eventualment es pot fer una confirmació mitjançant la 

biòpsia del 2CP del zigot o d’un blastòmer de l’embrió de sis–vuit cèl·lules resultants d’aquell oòcit. 

Aquest fet no és possible en el clàssic DGP mitjançant blastòmers. Tot i així, després de qualsevol DGP, 

ja sigui mitjançant 1CP o blastòmer, per confirmar el diagnòstic i com que no s’analitzen tots els 

cromosomes del complement, està indicat fer el diagnòstic prenatal en cas d’embaràs. 
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A més, en el DGP-1CP s’obvia la problemàtica del mosaïcisme que s’ha evidenciat  molt freqüent en les 

primeres divisions embrionàries (Munné i col·l. 2002b) la qual cosa dificulta el diagnòstic amb el 

blastòmer i la possible selecció d’embrions citogenèticament normals aptes per a la transferència. 

 

El DGP-1CP és una alternativa al DGP mitjançant blastòmer, per a parelles amb objeccions morals 

sobre la selecció d’embrions, o per a països em què el diagnòstic genètic d’embrions està legalment 

prohibit. A Alemanya, l’única opció per fer DGP és l’anàlisi de CP abans de la singàmia (Tomi i col·l. 

2006) i a França l’única opció possible de cribratge d’aneuploïdies en dones d’edat avançada és el DGP-

1CP abans de la inseminació dels oòcits, s’inseminen els oòcits amb resultat de la FISH normal (Vialard 

i col·l. 2006). 

 

Els desavantatges principals estan relacionats amb el fet que per al diagnòstic d’anomalies 

monogèniques, com la fibrosi cística (Cieslak i col·l. 2000) els oòcits amb cromosomes heterozigòtics 

poden produir tant descendència normal com anòmala. Quan la mare és heterozigòtica per a una 

anomalia gènica, la recombinació té lloc entre el cromosoma amb l’al·lel normal i el cromosoma amb 

l’al·lel anòmal, els oòcits amb 1CP  heterozigòtic han de ser descartats perquè a la meiosi II l’oòcit té la 

mateixa possibilitat de retenir la cromàtide que conté l’al·lel normal que la cromàtide que conté l’al·lel 

anòmal. Com a resultat, una proporció significativa d’oòcits que podrien haver estat inseminats no poden 

ser utilitzats, i la possibilitat de reproducció és reduïda considerablement. En aquests casos cal la 

confirmació per biòpsia i l’anàlisi del 2CP (Verlinsky i col·l. 1997), o bé de blastòmer. Això no obstant, en 

aquest cas la fecundació de l’oòcit s’ha d’haver produït perquè el 2CP sigui extrusionat com a resultat 

del final de la meiosi II i, en aquest cas, la constitució cromosòmica de l’1CP es ressentirà ja que estarà 

en un estadi avançat de deteriorament. Per als casos de parelles amb objeccions morals o limitacions 

legals, la biòpsia del 2CP no es podria fer. 

 

També s’ha de tenir en compte que tot i haver diagnosticat l’oòcit indirectament a través de l’1CP, 

encara es pot donar una segregació anòmala i/o recombinació entre cromàtides, fet que també 

requeriria una anàlisi posterior del 2CP per tal de veure el resultat de la segona divisió meiòtica. S’han 

obtingut metafases de 2CP via electrocució del nucli del 2CP amb zigots intactes o enucleats de ratolí i 

fixant els heterocarions resultants quan són a l’estadi de la primera divisió mitòtica (Verlinsky i Evsikov 

1999) descriuen un mètode que combina la biòpsia d’1CP i 2CP. 

 

Un altre desavantatge rau en el fet que la contribució paterna al complement de l’embrió no es pot 

conèixer, llevat que es faci per biòpsia de blastòmer, especialment d’interès en casos de diagnòstic 

d’aneuploïdies. 
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5.5.5 Consideracions sobre la regulació de les tècniques de reproducció assistida 
 

Soini i col·l. (2006) fan un repàs de les regulacions nacionals sobre tècniques de reproducció assistida 

(TRA) a països europeus. Les TRA a la majoria de països estan regulades i les lleis actuals daten dels anys 

1990 al 2004, essent la llei espanyola la més recent (Llei 14/2006). Hi ha països en què la llei és molt 

restrictiva, en concret a Itàlia i a països poc restrictius com Espanya.  

 

Les diferències bàsicament rauen en punts polèmics com la donació de gàmetes i/o embrions, l’anonimat o 

no de la donació, el nombre de fills permesos per donant, l’edat de la dona, el nombre d’embrions a 

transferir, la congelació d’embrions, la recerca en embrions i l’aplicació del DGP. 

 

Centrant-nos en el DGP, aquest no està permès a Àustria ni a Itàlia. Hi ha altres països en què el DGP està 

o no permès només en determinades circumstàncies; per exemple, a Noruega només està permès en 

casos greus d’anomalies lligades al sexe sense tractament, a Suècia només està permès en malalties 

serioses i incurables, a França no està permès el DGP per cribratge d’aneuploïdies per edat materna 

avançada, i a Alemanya i Suïssa no està permès el DGP en embrions; només està permès en corpuscles 

polars. També hi ha altres països en els quals no està permès o bé no està regulat, com ara Bèlgica, 

Finlàndia, Holanda, Grècia i Dinamarca. 

 

Si ens fixem en el punt de vista religiós dels europeus, cal tenir en compte que els cristians no comparteixen 

les mateixes opinions. El Vaticà no aprova la reproducció assistida, mentre que l’Església anglicana i la 

Protestant accepten moltes formes de TRA. L’Islam permet la congelació d’embrions però no es poden 

donar; la donació d’oòcits no és èticament acceptable i en general no està permesa. El DGP per indicació 

mèdica sí que està permès. A Israel hi ha la concentració més alta per càpita de clíniques de FIV. El deure 

de procreació és el primer manament de la Torà jueva. Moltes formes de TRA estan permeses, incloent-hi 

el DGP, tot i que està desaprovada la donació de gàmetes. La comunitat ortodoxa també permet el DGP. 
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1- S’ha desenvolupat, per primera vegada, un procediment de fixació del primer corpuscle polar 

(1CP) d’oòcits de mamífer (hàmster i humà) que permet obtenir extensions dels complements 

cromosòmics amb morfologia cromosòmica preservada i en estadi de metafase II meiòtica. S’ha 

pogut evidenciar que els cromosomes d’1CP tenen un grau d’empaquetament menor i un 

aspecte desorganitzat amb un contorn menys definit que l’observa’t en els oòcits corresponents 

[objectius concrets 2.1.1.1 i 2.1.1.2]. 

 

2- El mètode desenvolupat consisteix en l’aplicació d’un tractament hipotònic curt (0,5 M de citrat 

sòdic durant 5 minuts) la qual cosa deixa que la solució hipotònica comenci a assecar-se sobre 

el portaobjectes prèviament tractat amb trimetoxisilà, abans d’aplicar-hi un flux suau de fixador 

etanol : àcid  acètic (1:1) fred. La reducció de la proporció d’alcohol en el fixador emprat (1:1 en 

comptes de la proporció clàssica 3:1) i la temperatura del fixador afavoreixen la seva més lenta 

evaporació i es redueixen les pèrdues cromosòmiques artefactuals. El flux suau de fixador, a 

més del tractament previ dels portaobjectes amb trimetoxisilà, també són fonamentals per 

obtenir una bona qualitat de les extensions cromosòmiques [objectius concrets 2.1.1.1 i 2.1.1.2]. 

 

3- S’ha demostrat mitjançant l’aplicació de l’hibridació in situ fluorescent (FISH) que les dotacions 

cromosòmiques de l’1CP i de corresponent oòcit en MII són complementàries. Així, l’anàlisi de 

l’1CP dóna informació indirecta de l’oòcit i pot ser aplicat en el diagnòstic genètic 

preimplantacional mitjantçant l’anàlisi d’1CP (DGP-1CP) [objectiu concret 2.1.1.3]. 

 

4- S’ha observat una taxa baixa d’aneuploïdia per als cromosomes estudiats en oòcits descartats 

postinseminació (envellits) del 5,1 % i nul·la en oòcits no inseminats (frescos). Les taxes 

d’aneuploïdia trobades a la bibliografia oscil·len entre el 3,1 % i el 58,7 % [objectius concret 

2.1.2]. 

 

5- S’han estudiat oòcits immadurs humans anòmals descartats de cicles de fecundació in vitro 

(FIV) i s’ha demostrat que un 25,4 % eren complements euploides en metafase I (MI) i la resta 

eren aneuploides amb complements cromosòmics MII diploides, dos complements cromosòmics 

MII separats o amb guany o pèrdua de bivalents en MI. S’ha observat una incidència major 

d’aneuploïdia en oòcits immadurs descartats postinseminació (88,2 %) que en oòcits immadurs 

no inseminats (47,1 %) [objectiu concret 2.1.3]. 

 

6- S’han estudiat zigots humans anòmals descartats de cicles de FIV amb inseminació 

convencional per tenir més de dos pronuclis i, en tots ells, la ploïdia corresponia al nombre de 

nuclis observat. En zigots >2PN la ploïdia correspon al nombre de nuclis observat abans de la 

fixació. Per contra els zigots amb un sol pronucli poden ser haploides (11,1 %) o diploides (88,9 

%). Les taxes de ploïdia en zigots 1PN trobades a la bibliografia són un 20 % i un 80 %, 

respectivament [objectiu concret 2.1.3]. 
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7- El DGP-1CP mitjançant la FISH permet detectar d’aneuploïdies d’origen matern (de primera 

divisió meiòtica) i d’alteracions cromosòmiques estructurals derivades de reorganitzacions 

cromosòmica d’origen matern. Dels DGP-1CP realitzats s’ha fet evident que el oòcits de dones 

portadores de translocacions robertsonianes són normals o equilibrats en el 59,6 % dels oòcits 

mentre que són desequilibrats en el 40,4 % restant. També del DGP-1CP s’ha fet evident que 

els oòcits diagnosticats de dones portadores de translocacions recíproques són normals o 

equilibrats en el 37,0 % mentre que son desequilibrats en el 63 % restants [objectiu concret 

2.1.3]. 

 

8- S’ha proposat un protocol d’aplicació del DGP-1CP. I inclou la inseminació dels oòcits amb 

injecció intracitoplasmàtica d’un espermatozoide (ICSI) just abans de la biòpsia d’1CP per tal 

d’evitar sortides artefactuals dels zigots de la zona pel·lúcida. La biòpsia de l’1CP es pot fer pel 

mètode mecànic o amb làser i es requereix una pipeta de punta arrodonida i de diàmetre una 

mica superior al del 1CP (20 µm). L’ús d’àcid Tyrode en biòpsia d’1CP no és recomanable ja 

que pot afectar la qualitat cromosòmica i la taxa de fecundació [objectiu concret 2.1.4]. 

 

9- El DGP-1CP per seleccionar indirectament els embrions a transferir en famílies en les que 

l’origen del risc citogenètic és femení, és una aproximació més adequada que la biòpsia i anàlisi 

de blastòmers. El DGP-1CP permet l’aplicació de la FISH emprant tant sondes d’ADN per 

cromosomes sencers, centròmers o seqüències úniques intersticials o terminals. A més DGP-

1CP possibilita, en cas d’1CP fragmentats o no informatius, realitzar una segona anàlisi, ara de 

l’embrió de sis–vuit cèl·lules (D + 3), mitjançant biòpsia i anàlisi de blastòmer aplicant la FISH 

[objectiu concret 2.1.4]. 

 

10- S’ha evidenciat per primera vegada una correlació significativament positiva (coeficient de 

correlació de Pearson de 0,8698, p < 0,01) entre la freqüència de punts calents de recombinació 

en els segments intersticials dels tetravalents i la incidència de complements amb no-disjunció 

de cromosomes homòlegs en dones portadores de translocacions recíproques [objectiu concret 

2.1.4]. 
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