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PALABRAS CLAVE Resumen

Magnificacion de Introduccién: El laboratorio de Andrologia esta en pleno proceso de evolucion. En los Gltimos
espermatozoides; anos se estan desarrollando nuevos biomarcadores que ayudan a realizar un diagnostico mas
Magnificacion para el preciso, pero ahora es necesario verificar su utilidad para determinar su potencial y su posible
analisis vacuolar de los incorporacion en la rutina diaria. En este sentido, cabe decir que hoy por hoy no hay una prue-
espermatozoides; ba diagndstica Unica y que debido entre otras cosas a la complejidad intrinseca de las células
Vacuolas; espermaticas, tenemos que recurrir a diferentes estudios para aproximarnos a un diagnostico
Indice de certero. En este trabajo se hace un repaso de distintas pruebas diagndsticas disponibles e in-
fragmentacion del ADN; troducimos el uso del microscopia de alta magnificacién para el analisis vacuolar de los esper-
Parametros seminales; matozoides (MSOME), comparando esta informacion con otras determinaciones clasicas como la
Pruebas diagnésticas concentracion, movilidad y morfologia, asi como con el indice de fragmentacion del ADN.
masculinas Material y métodos: Se trata de un estudio observacional retrospectivo donde se consideran

un total de 357 pacientes a los que se les realiza las siguiente pruebas diagnosticas: un semi-
nograma completo, un test de alta magnificaion (MSOME) y un test de fragmentacion del ADN.
Se realiza estudio estadistico de correlacion de los diferentes parametros.

Resultados: Se observa una correlacion negativa entre el grado de vacuolizacion y la concentra-
cion, movilidad progresiva y las formas normales. Hay una correlacion positiva con el porcenta-
je de fragmentacion del ADN. En todos los casos la correlacion es estadisticamente significativa.
Discusion: Aunque el grado de correlacion no es demasiado alto, la determinacion morfolo-
gica de alta magnificacion ofrece informacion adicional in vivo mucho mas objetiva que un
estudio de morfologia tradicional. Esta determinacion puede resultar muy Gtil a la hora de re-
comendar la técnica de la IMSI para las parejas que lo necesiten, y es un test candidato a ser
incluido en la rutina de laboratorio de cara a mejorar el diagnostico del varon.

© 2014 Elsevier Espana, S.L.U. Todos los derechos reservados.

*Autor para correspondencia.
Correo electronico: rlafuente@cirh.es (R. Lafuente).
2340-9320/© 2014 Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion y Sociedad Espaiola de Fertilidad. Publicado Por Elsevier Espaiia, S.l.U.
Todos los derechos reservados.



Estudio de la morfologia de organelas en espermatozoides moviles 3

KEYWORDS

Sperm maghnification;
Motile sperm organelle
morphology
examination;
Vacuoles;

DNA fragmentation
index;

Seminal parameters;
Male diagnostic tests

Motile sperm organelle morphology examination: Correlation with seminal parameters
and the DNA fragmentation index

Abstract

Introduction: The Andrology Laboratory is in a process of continuing development. In recent years
new biomarkers and sperm selection techniques are starting to be developed in order to make a
more accurate diagnosis and to find an explanation for male fertility problems. The usefulness of
these techniques now needs to be validated to determine their potential and possible incorpora-
tion into daily routine. Due to the inherent complexity of sperm cells, there is no single diagnostic
test, thus different tests have to be used to reach an accurate diagnosis. This paper presents a
review of different diagnostic tests and introduces the use of high-magnification microscopy for
vacuolar analysis of sperm (MSOME), comparing this information with other classical determina-
tions, such as concentration, motility and morphology, as well as the DNA fragmentation index.
Material and methods: A retrospective observational study was conducted on a total of 357
patients on whom the following diagnostic tests were performed: a full semen analysis, a
high magnification test, and a DNA fragmentation test. Statistical correlation analysis was
performed on the different parameters.

Results: A negative correlation between the degree of vacuolization and concentration, pro-
gressive motility and normal forms is observed. There is a positive correlation between the
percentage of DNA fragmentation and the degree of vacuolization. In all cases, the correla-
tion is statistically significant.

Discussion: Although correlations appear to be moderate, morphological identification by high
maghnification provides additional and much more objective information than a traditional
morphology. This determination can be useful prior to an Intracytoplasmic Morphologically Se-
lected Sperm Injection (IMSI) technique, and it is a perfect tool to be considered for inclusion

in the Andrology Laboratory, in order to improve the diagnosis in males.
© 2014 Elsevier Espafa, S.L.U. All rights reserved

Introduccion

El analisis convencional del semen basado en la determi-
nacion de la concentracion, movilidad y morfologia sigue
siendo la prueba diagndstica inicial en el estudio del varon
infértil. Sin embargo, frecuentemente nos encontramos con
la necesidad de ampliar el estudio del vardn, ya sea por baja
fecundacion, embriones no evolutivos, fallos de implant-
acion, abortos de repeticion o sospecha de factor masculino.

Hasta hace poco, la posibilidad de realizar ICSI hacia
que la importancia del gameto masculino pasara a un se-
gundo plano, perdiendo en muchos casos la importancia
que en realidad tiene esta célula.

En este sentido, los laboratorios de Andrologia han ido incor-
porando nuevas técnicas diagndsticas, nuevos biomarcadores
espermaticos que proporcionan informacion suficiente para
orientar a la pareja a una técnica determinada con el objetivo
de conseguir embarazo de la manera mas rapida y eficaz'.

Pero, si queremos tener un buen diagnéstico del varoén,
iqué podemos hacer?: para empezar es necesario que el
laboratorio de Andrologia ponga a punto las Ultimas técni-
cas de diagnostico disponibles, o al menos, las que estén a
su alcance. Aunque también es importante informar cor-
rectamente a los clinicos para que conozcan dichas técni-
cas, desarrollen los procedimientos de trabajo adecuados,
y soliciten las pruebas a sus pacientes.

;Cuales son algunas de las pruebas adicionales actualmente
disponibles para mejorar el diagndstico del varon infértil?

Estudio de la calidad del ADN espermatico

Mediante distintas técnicas como, TUNEL, SCSA, Comet y
SCD, se puede determinar el grado de fragmentacion del ADN
espermatico. Este parametro resulta ser muy predictivo?, y
cuando este parametro esta alterado, el paciente tiene un
alto riesgo de infertilidad®*. Este test ya se esta implantando
en la rutina de los centros de reproduccion asistida, ya que
parece ser un buen biomarcador de infertilidad masculina.

Test de estrés oxidativo

La presencia de moléculas reactivas al oxigeno (ROS) se
relaciona directamente con el estrés oxidativo, la degra-
dacion celular y por tanto, la disminucion en la calidad del
ADN celular. Parece logico pensar, que si somos capaces de
detectar un exceso de estrés oxidativo en una muestra sem-
inal, seamos capaces de diagnosticar una posible disfuncion
celular compatible con un factor masculino®.

Test de alta magnificacion para el examen morfolagico
de organulos en espermatozoides moviles

Aunque el uso de este equipo esta orientado a la realizacion
de la IMSI (intracytoplasmic morphologically selected sperm
injection) también podemos utilizarlo como herramienta
diagnostica®’, sobre todo en fallos previos de FIV/ICSI®®. Con
este microscopio la imagen puede magnificarse a mas de
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6000x de forma que se puede valorar minuciosamente cada
espermatozoide y considerar la presencia de vacuolas en re-
lacion a su numero y tamano. Hay publicados en la literatura
diferentes criterios de clasificacion®' que permiten deter-
minar el porcentaje de espermatozoides aptos para realizar
una IMSI en funcion de la presencia vacuolar. Segin algunos
autores, los espermatozoides con demasiadas vacuolas tienen
menos posibilidades de generar embriones capaces de llegar
hasta estado de blastocisto>' o como recientemente se ha
publicado, que la presencia de vacuolas se correlaciona con
un empaquetamiento defectuoso de la cromatina'". Reali-
zando una magnificacion previa en un seminograma antes del
tratamiento, sabremos hasta qué punto es necesario hacer
una IMSI, e incluso si merece la pena o no dependiendo de
los parametros seminales', pero segln la literatura, las prin-
cipales indicaciones donde la técnica parece mas eficiente
seria en pacientes teratozoospérmicos, elevada fragment-
acion del ADN o con fallos de implantacion®® 1517,

Test del hialuronato

El acido hialurénico esta presente en la matriz extracelu-
lar del cumulo del ovocito, y los espermatozoides maduros
expresan receptores al hialuronato que permiten la union
de las células y su posterior fertilizacion. Existen dispositi-
vos para poder analizar el porcentaje de espermatozoides
maduros presentes en una muestra, asi como métodos de
seleccion para poder realizar la ICSI de una manera mas
fisiologica utilizando medios ricos en hialuronato (SpermsS-
low o las placas de PICSI, Origio MidAtlantic Devices, UK),
permitiendo realizar la seleccion de espermatozoides
maduros’®.

En este trabajo se realiza una valoracion del test de alta
magnificacion y se correlacionara con parametros seminales
y con el indice de fragmentacion del ADN. Una elevada vacu-
olizacion de los espermatozoides o la fragmentacion del ADN
son predictores del fracaso del ciclo de fecundacion in vitro
(FIV). Sabemos el efecto negativo que tiene la vacuolizacion
espermatica y la fragmentacion del ADN sobre la calidad
embrionaria y la tasa de embriones no evolutivos’?'. Sin em-
bargo, se necesitan estudios que correlacionen estas técnicas
y se valore la repercusion que realmente pueden tener.

Por lo tanto, la pregunta que nos hacemos en este trabajo
es: jcomo se correlaciona el indice de vacuolizacion con los
parametros seminales y con el porcentaje de fragmentacion?

Material y métodos
Pacientes

Se consideran 357 pacientes que acuden al centro para
tratamiento de FIV desde el afo 2010. Como parte del estu-
dio diagndstico previo, al varon se le realizan las siguientes
pruebas: seminograma completo, test de alta magnificacion
(MSOME) vy test de fragmentacion del ADN espermatico medi-
ante la técnica SCD (Sperm Chromatin Dispersion).

Se determinan los parametros principales del semino-
grama siguiendo la normativa OMS. La valoracion de la
concentracion y movilidad progresiva se realiza mediante
el sistema CASA MII, y la morfologia mediante tincion con
Diff-Quik a 100x y siguiendo criterios estrictos de Kruger.

La magnificacion de espermatozoides se realiza me-
diante un microscopio invertido LEICA AM 6000 (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany), equipado con optica
Nomarski y un sistema digital que alcanza hasta 13.000
aumentos. La observacion se realiza a 6.500 aumentos y se
cuentan un minimo de 100 células.

La observacion de los espermatozoides se realiza so-
bre una placa con fondo de vidrio (WillCo-dishTM, WillCo
Wells BV) en la que se deposita una gota de polivinilpir-
rolidona (PVP clinical grade, Origio, Denmark) de 2 pl. El
PVP ayudara a disminuir la velocidad de movimiento de
los espermatozoides facilitando su observacion. Puede dis-
minuirse su concentracion para evitar posibles efectos tox-
icos. En esta gota se introduce 1 pl de la muestra de espe-
rmatozoides y se cubre con aceite mineral estéril (Origio,
Denmark). La observacion se realiza con el objetivo HCX
PL FL 100x/1.30 Qil 0.17/D, con aceite de inmersion.

Para poder utilizar esta herramienta con fines diag-
nosticos, es necesario estandarizar los criterios a la hora
de evaluar la presencia vacuolar en la cabeza del esper-
matozoide. Varios autores proponen métodos de clasifi-
cacion, aunque actualmente no hay un criterio lo sufi-
cientemente establecido'?223, La clasificacién utilizada
en nuestro caso y publicada por Vanderzwalmen et al.®,
agrupa a los espermatozoides en cuatro grados: grado I,
ausencia de vacuolas; grado Il, dos vacuolas pequenas
como maximo, que no llegan a ocupar mas del 4% de
la superficie de la cabeza; grado Ill, mas de dos vacu-
olas pequenas o una vacuola grande; grado IV, grandes
vacuolas junto con formas anormales de la cabeza u otras
anormalidades. En los resultados consideraremos a los
espermatozoides mas vacuolados como la suma de los
grados Il y IV.

El test de fragmentacion del ADN espermatico se realizd
mediante la técnica SCD segun Fernandez et al.?*, con el
kit HaloSperm (Halotech DNA, Madrid, Espana). Se cont6
un minimo de 300 células y se establece el limite de frag-
mentacion a partir del 30%.

Se realiza un estudio de correlacion de los diferentes
parametros mediante el coeficiente de correlacion de
Pearson. Los datos se analizan con el programa estadistico
R, version 2.14.1 (www.r-project.org).

Resultados

El analisis descriptivo de las variables nos indica las
siguientes medias y desviaciones estandar: concentracion
espermatica 78,0 + 63,3 mill/mL, movilidad progresiva
47,8 + 20,5%, formas normales 6,8 + 4,4%, vacuolizacion
grado Il + IV 79,9 + 13,1% e indice de fragmentacion del
ADN 18,6 + 10,8%.

Tras realizar la correlaciéon con cada uno de los paramet-
ros analizados se ha representado una matriz de dispersion
de todos los datos con las respectivas rectas de correl-
acion (fig. 1).

En la tabla 1 aparecen los coeficientes de correlacion de
Pearson, asi como los valores p referentes a la significan-
cia estadistica, estableciéndose como estadisticamente
significativos p < 0,05.

Se observa que la presencia de espermatozoides con
grados Ill + IV de vacuolizacion tiene una correlacion
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Figura 1 Matriz de dispersion de datos por pares, con rectas de correlacion. Se compara: grado de vacuolizacion Ill + IV después de
la alta magnificacion, concentracion espermatica, movilidad progresiva, formas normales e indice de fragmentacion del ADN.

negativa con la concentracién, movilidad progresiva y las  Discusiéon

formas normales, y hay una correlacion positiva con el

porcentaje de fragmentacion de ADN. En todos los casos En este trabajo se observan diferencias estadisticamente
se obtuvo una correlacion estadisticamente significativa. significativas en todas las correlaciones realizadas, aunque
Asi, estos resultados demuestran que hay una relacion encontramos que las correlaciones son bajas-moderadas.
entre cada una de las variables analizadas en la poblacion Esto es habitual cuando se trabaja con un numero de

estudiada. No obstante, el grado de correlaciéon es bajo- muestras elevado, donde estos coeficientes pequefos pu-
moderado, y el parametro que menos se correlaciona con eden darnos informacion util o pistas para pensar por qué
el grado de vacuolizacion Il + IV es el indice de fragment- no encontramos una relacion con una correlacion mayor.

acion del ADN (r = 0,21; p < 0,05). En nuestro caso, consideramos que los sujetos incluidos en
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Tabla 1 Coeficientes de correlacion de Pearson y sus correspondientes p valores de significancia estadistica

Alta Concentracion Movilidad Formas % fragmentacion

maghnificaciéon espermatica progresiva normales ADN

Grado Ill + IV
Alta magnificacion 1,00 -0,33 —-0,38 —0,31 0,21
Grado lll + IV p < 0,05 p < 0,05 p < 0,05 p < 0,05
Concentracion espermatica —0,33 1,00 0,57 0,16 —0,17

p < 0,05 p < 0,05 p < 0,05 p < 0,05
Movilidad progresiva -0,38 0,57 1,00 0,27 0,38

p < 0,05 p < 0,05 p < 0,05 p < 0,05
Formas normales —0,31 0,16 0,27 1,00 —0,12

p < 0,05 p < 0,05 p < 0,05 p < 0,05
% fragmentacion ADN 0,21 -0,17 —0,38 —0,12 1,00

p < 0,05 p < 0,05 p < 0,05 p < 0,05

el estudio acuden para la realizacion de un ciclo de FIV, y
que en muchos casos existe un factor masculino. Por ello,
nos encontramos con una muestra bastante homogénea
que puede explicar el hecho de que el grado de correl-
acion no sea mas alto.

Dado que la técnica de alta magnificacion constituye
una herramienta adicional dentro de la medicina repro-
ductiva, empieza a constatarse que puede aportar valor
en decisiones diagndsticas. Una determinacion morfoldgica
por MSOME resulta ser mucho mas objetiva que la valor-
acion morfologica habitual en pacientes que acuden a FIV. Y
aunque no esta bien establecido el método de clasificacion,
en la mayoria de laboratorios se utilizan criterios similares
para clasificar claramente a los espermatozoides normales,
lo que la convierte en una herramienta objetiva.

La presencia vacuolar se relaciona directamente con un
posible dafio en el ADN espermatico, ya sea produciendo
su desnaturalizacion y/o fragmentacion, provocando un
efecto negativo en el desarrollo embrionario’™?, ya que la
estabilidad de la cromatina puede influir directamente en
el desarrollo embrionario. Aunque esta descrito que una
buena calidad ovocitaria puede reparar la fragmentacion
del ADN espermatico®, no siempre vamos a poder trabajar
con ovocitos de mujeres jovenes. Si el ovocito no es capaz
de reparar el dano en el ADN espermatico, se favorece la
aparicion de mutaciones durante el desarrollo embrion-
ario, posiblemente debido a errores en la replicacion del
ADN, o en su transcripcion, que incluso puede contribuir a
la aparicion de enfermedades en futuras generaciones en
caso de que se consiga un embarazo evolutivo?.

También cabe destacar que hay un efecto paterno tardio
en los embriones, ya que la presencia de grandes vacuolas
en los espermatozoides se relaciona con un mayor impacto
en el desarrollo embrionario a partir del dia tres de cultivo.
Es justo en este momento cuando el contenido del ADN pa-
terno inicia su contribucion al desarrollo embrionario’?’.

Esta situacion podria tener una explicacion a nivel gené-
tico tal y como hace sospechar el hecho de detectar una
correlacién inversa cuando se compara aneuploidias espe-
rmaticas y espermatozoides con formas normales en gen-
eral?®® y también a nivel de la fragmentacion del ADN3"32,
En este sentido, se ha observado una mejor funcion mito-
condrial y estado de la cromatina cuando hay ausencia de
vacuolas nucleares.

MSOME se postula como una técnica con criterios mas
estrictos para la clasificacion morfoldgica de los esper-
matozoides, que al tratarse de una visualizacion in vivo,
el propio movimiento de los espermatozoides facilita la
visualizacion de las vacuolas. Asi, la presencia de vacu-
olas en la cabeza del espermatozoide se postula como el
criterio ultramorfoldgico con mayor factor predictivo en la
calidad del espermatozoide a la hora de realizar una ICSI.
A pesar de todo, todavia hay cierta controversia acerca de
la naturaleza de las vacuolas observadas por MSOME. Hay
autores que sugieren que tienen un origen acrosomico y
otros que tienen origen en el nucleo, o incluso que el ori-
gen es mixto,

Otros estudios comparan los datos morfoldgicos recogi-
dos mediante criterios habituales como son los criterios
estrictos de Kruger con los obtenidos después de un es-
tudio de alta magnificacion o MSOME. Todos demuestran
diferencias estadisticamente significativas cuando se com-
para los porcentajes de formas normales obtenidos'®3>.

Sin embargo, hay una division muy definida en la comu-
nidad cientifica en relacion sobre la utilidad de la IMSI®3,
Hay publicados numerosos trabajos que demuestran que
no hay las suficientes evidencias cientificas para realizar
la IMSI'737:38 - aunque también podemos encontrar trabajos
demostrando que la IMSI mejora significativamente la tasa
de fecundacion, la tasa de embriones de mejor calidad, la
tasa de embarazo e implantacion, asi como la disminucion
de abortos®®113.27.31.3%-42 " Seguramente, es necesario seguir



Estudio de la morfologia de organelas en espermatozoides moviles 7

evaluando la técnica y considerar que debe ser indicada
s6lo a un grupo concreto de pacientes.

Los tratamientos de reproduccion asistida van encami-
nados a mejorar los protocolos de estimulacion, el cul-
tivo embrionario, la seleccion de gametos y de embriones,
la obtencion de embarazos unicos, evolutivos, con el
nacimiento de un nifio sano en casa. Se intenta minimizar
las gestaciones multiples transfiriendo pocos embriones,
pero también se desea tener altas tasas de embarazo. Por
todo ello, es facil pensar que se necesita tener las herra-
mientas suficientes como para poder seleccionar los mejo-
res gametos que originen embriones de buena calidad con
un alto potencial de implantacion. Ya no solo es el ovocito
el gameto principal para la obtencion de buenos embrio-
nes, se sabe que el espermatozoide contribuye mucho mas
de lo que se pensaba, no solo con ADN si no también con
ARNmM que codifica proteinas necesarias para el desarrollo
temprano del embrion®.

En conclusion, la magnificacion espermatica se puede
definir como una nueva prueba diagnostica en la que es
necesario mayor consenso a la hora de establecer criterios
de clasificacion segln el grado de vacuolizacion y el limite
de normalidad estandar, pero que ofrece informacion
valiosa de cara a poder orientar el tipo de tratamiento re-
productivo aconsejado a los pacientes. Da una informacion
precisa de las posibilidades de realizar una IMSI, al poder
evaluar previamente el grado de vacuolizacion, y resulta
evidente como la magnificacion se correlaciona con los
parametros basicos del seminograma y con la fragment-
acion del ADN, postulandose como técnica de eleccion en
aquellos pacientes con elevada fragmentacion. Si podemos
seleccionar espermatozoides menos vacuolados, estamos
dando mas posibilidades de seleccionar un espermatozoide
con una fragmentacion del ADN menor y contribuir asi a
mejorar los resultados tras una IMSI.

Conflicto de intereses

Los autores declaran no tener ningin conflicto de intereses.

Agradecimientos

Los autores agradecen al Dr. Antonio Miharro (Dpt. Es-
tadistica, UB) su colaboracion en la realizacion del estudio
estadistico. Este trabajo no hubiera sido posible sin la
colaboracion del personal técnico del Laboratorio de An-
drologia del centro CIRH.

Bibliografia

1. Sakkas D. Novel technologies for selecting the best sperm for in
vitro fertilization and intracytoplasmic sperm injection. Fertil
Steril. 2013;99:1023-9. Review.

2. Simon L, Brunborg G, Stevenson M, Lutton D, McManus J, Lewis
SE. Clinical significance of sperm DNA damage in assisted repro-
duction outcome. Hum Reprod. 2010;25:1594-608.

3. Evenson DP, Jost LK, Marshall D, Zinaman MJ, Clegg E, Purvis
K, et al. Utility of the sperm chromatin structure assay as a di-
agnostic and prognostic tool in the human fertility clinic. Hum
Reprod. 1999;14:1039-49.

4. Simon L, Lutton D, McManus J, Lewis SE. Sperm DNA damage
measured by the alkaline Comet assay as an independent
predictor of male infertility and in vitro fertilization success.
Fertil Steril. 2011;95:652-7.

5. Kao SH, Chao HT, Chen HW, Hwang TI, Liao TL, Wei YH. In-
crease of oxidative stress in human sperm with lower motility.
Fertil Steril. 2008;89:1183-90.

6. Akl LD, Oliveira JB, Petersen CG, Mauri AL, Silva LF, Massaro
FC, et al. Efficacy of the MSOME in predicting pregnancy after
intrautirine insemination. Reprod Biol Endocrinol. 2011;9:120.

7. Oliveira JBA, Petersen CG, Massaro FC, Baruffi RLR, Mauri
AL, Silva LFI, et al. Motile sperm organelle morphology ex-
amination (MSOME): intervariation study of normal sperm and
sperm with large nuclear vacuoles. Reprod Biol Endocrinol.
2010;8:56-3.

8. Boitrelle F, Guthauser B, Alter L, Bailly M, Bergere M, Wainer
R, et al. High-magnification selection of spermatozoa prior to
oocyte injection: confirmed and potential indications. Reprod
Biomed Online. 2014;28:6-13.

9. Delaroche L, Yazbeck C, Gout C, Kahn V, Oger P, Rougier N. In-
tracytoplasmic morphologically selected sperm injection (IM-
Sl) after repeated IVF or ICSI failures: a prospective compara-
tive study. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol. 2013;167:76-80.

10. Berkovitz A, Eltes F, Yaari S, Katz N, Barr |, Fishman A, et al.
The morphological normalcy of the sperm nucleus and preg-
nancy rate of intracytoplasmic injection with morphologically
selected sperm. Hum Reprod. 2005;20:185-90.

11. Cassuto NG, Bouret D, Plouchart JM, Jellad S, Vanderzwalmen
P, Balet R, et al. A new real-time morphology classification for
human spermatozoa: a link for fertilization and improved em-
bryo quality. Fertil Steril. 2009;92:1616-25.

12. Bartoov B, Berkovitz A, Eltes F, Kogosowski A, Menezo Y, Barak
Y. Real-time fine morphology of motile human sperm cells is
associated with IVF-ICSI outcome. J Androl. 2002;23:1-8.

13. Vanderzwalmen P, Hiemer A, Rubner P, Bach M, Neyer A,
Stecher A, et al. Blastocyst development after sperm selec-
tion at high magnification is associated with size and number
of nuclear vacuoles. Reprod Biomed Online. 2008;17:617-27.

14. Franco Jr JG, Mauri AL, Petersen CG, Massaro FC, Silva LF,
Felipe V, et al. Large nuclear vacuoles are indicative of abnor-
mal chromatin packaging in human spermatozoa. Int J Androl.
2012;35:46-51.

15. Perdrix A, Rives N. Motile sperm organelle morphology exami-
nation (MSOME) and sperm head vacuoles: state of the art in
2013. Hum Reprod Update. 2013;19:527-41.

16. Lafuente R, Lopez G, Sala M, del Rio F, Gdmez M, Brassesco M.
Assess of sperm morphology by high magnification microscopy.
J Androl. 2009;30(Supl):107.

17. Leandri RD, Gachet A, Pfeffer J, Celebi C, Rives N, Carre-
Pigeon F, et al. Is intracytoplasmic morphologically selected
sperm injection (IMSI) beneficial in the first ART cycle? a mul-
ticentric randomized controlled trial. Andrology. 2013;1:692-7.

18. Huszar G, Jakab A, Sakkas D, Ozenci CC, Cayli S, Delpiano E,
et al. Fertility testing and ICSI sperm selection by hyaluronic
acid binding: clinical and genetic aspects. Reprod Biomed On-
line. 2007;14:650-63. Review.

19. Zini A, Phillips S, Courchesne A, Boman JM, Baazeem A, Bis-
sonnette F, et al. Sperm head morphology is related to high
deoxyribonucleic acid stainability assessed by sperm chroma-
tin structure assay. Fertil Steril. 2009;91:2495-500.

20. Aoki VW, Moskovtsev SI, Willis J, Liu L, Mullen JB, Carrell DT.
DNA integrity is compromised in protamine-deficient human
sperm. J Androl. 2005;26:741-8.

21. Bartoov B, Berkovitz A, Eltes F, Kogosovsky A, Yagoda A,
Lederman H, et al. Pregnancy rates are higher with intra-
cytoplasmic morphologically selected sperm injection than
with conventional intracytoplasmic injection. Fertil Steril.
2003;80:1413-9.



R. Lafuente et al

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Junca AM, Cohen-Bacrie P, Belloc S, Dumont M, Ménézo Y.
Teratozoospermia at the time of intracytoplasmic morphologi-
cally selected sperm injection (IMSl). Gynecol Obstet Fertil.
2009;37:552-7.

Cassuto NG, Hazout A, Hammoud |, Balet R, Bouret D, Barak Y,
et al. Correlation between DNA defect and sperm-head mor-
phology. Reprod Biomed Online. 2012;24:211-8.

Fernandez JL, Muriel L, Rivero MT, Goyanes V, Vazquez R,
Alvarez JG. The sperm chromatin dispersion test: a simple
method for the determination of sperm DNA fragmentation. J
Androl. 2003;24:59-66.

Meseguer M, Santiso R, Garrido N, Garcia-Herrero S, Remohi
J, Fernandez JL. Effect of sperm DNA fragmentation on
pregnancy outcome depends on oocyte quality. Fertil Steril.
2011;95:124-8.

Aitken RJ, De luliis GN, McLachlan RI. Biological and clinical
significance of DNA damage in the male germ line. Int J An-
drol. 2009;32:46-6.

Berkovitz A, Eltes F, Ellenbogen A, Peer S, Feldberg D, Bartoov
B. Does the presence of nuclear vacuoles in human sperm
selected for ICSI affect pregnancy outcome? Hum Reprod.
2006;21:1787-90.

Calogero AE, Burrello N, De Palma A, Barone N, D’Agata R,
Vicari E. Sperm aneuploidy in infertile men. Reprod Biomed
Online. 2003;6:310-7.

Carrell DT, Wilcox AL, Lowy L, Peterson CM, Jones KP, Erickson
L, et al. Elevated sperm chromosome aneuploidy and apop-
tosis in patients with unexplained recurrent pregnancy loss.
Obstet Gynecol. 2003;101:1229-35.

Carrell DT, Emery BR, Wilcox AL, Campbell B, Erickson L, Ha-
tasaka HH, et al. Sperm chromosome aneuploidy as related to
male factor infertility and some ultrastructure defects. Arch
Androl. 2004;50:181-5.

Franco JG Jr, Baruffi RL, Mauri AL, Petersen CG, Oliveira JB,
Vagnini L. Significance of large nuclear vacuoles in human
spermatozoa: implications for ICSI. Reprod Biomed Online.
2008;17:42-5.

Vicari E, de Palma A, Burrello N, Longo G, Grazioso C, Barone
N, et al. Absolute polymorphic teratozoospermia in patients
with oligo-asthenozoospermia is associated with an elevated
sperm aneuploidy rate. J Androl. 2003;24:598-603.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

1.

42.

43.

Garolla A, Fortini D, Menegazzo M, De Toni L, Nicoletti V, Moretti
A, et al. High-power microscopy for selecting spermatozoa for ICSI
by physiological status. Reprod Biomed Online. 2008;17:610-6.
Kacem O, Sifer C, Barraud-Lange V, Ducot B, De Ziegler D,
Poirot C, et al. Sperm nuclear vacuoles, as assessed by motile
sperm organellar morphological examination, are mostly of
acrosomal origin. Reprod Biomed Online. 2010;20:132-7.
Oliveira JB, Massaro FC, Mauri AL, Petersen CG, Nicoletti AP,
Baruffi RL, et al. Motile sperm organelle morphology examina-
tion is stricter than Tygerberg criteria. Reprod Biomed Online.
2009;18:320-6.

Setti AS, Paes de Almeida Ferreira Braga D, laconelli A Jr, Aoki
T, Borges E Jr. Twelve years of MSOME and IMSI: a review. Re-
prod Biomed Online. 2013;27:338-52.

Teixeira DM, Barbosa MA, Ferriani RA, Navarro PA, Raine-
Fenning N, Nastri CO, et al. Regular (ICSI) versus ultra-high
magnification (IMSI) sperm selection for assisted reproduction.
Cochrane Database Syst Rev. 2013;7:CD010167. Review.

De Vos A, Van de Velde H, Bocken G, Eylenbosch G, Franceus
N, Meersdom G, et al. Does intracytoplasmic morphologically
selected sperm injection improve embryo development? A ran-
domized sibling-oocyte study. Hum Reprod. 2013;28:617-26.
Wilding M, Coppola G, di Matteo L, Palagiano A, Fusco E, Dale
B. Intracytoplasmic injection of morphologically selected
spermatozoa (IMSl) improves outcome after assisted reproduc-
tion by deselecting physiologically poor quality spermatozoa.
J Assist Reprod Genet. 2011;28:253-62.

Berkovitz A, Eltes F, Lederman H, Peer S, Ellenbogen A, Feld-
berg B, et al. How to improve IVF-ICSI outcome by sperm se-
lection. Reprod Biomed Online. 2006;12:634-8.

Antinori M, Licata E, Dani G, Cerusico F, Versaci C, d’Angelo D,
et al. Intracytoplasmic morphologically selected sperm injec-
tion: a prospective randomized trial. Reprod Biomed Online.
2008;16:835-41.

Klement AH, Koren-Morag N, ltsykson P, Berkovitz A. Intracy-
toplasmic morphologically selected sperm injection versus
intracytoplasmic sperm injection: a step toward a clinical
algorithm. Fertil Steril. 2013;99:1290-3.

Krawetz SA, Kruger A, Lalancette C, Tagett R, Anton E,
Draghici S, et al. A survey of small RNAs in human sperm. Hum
Reprod. 2011;26:3401-12.



	Estudio de la morfología de organelas en espermatozoides móviles: correlación con parámetros seminales y el índice de fragmentación del ADN
	Introducción
	Estudio de la calidad del ADN espermático
	Test de estrés oxidativo
	Test de alta magnificación para el examen morfológico de orgánulos en espermatozoides móviles
	Test del hialuronato
	Material y métodos
	Pacientes

	Resultados
	Discusión
	Conflicto de intereses


