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RESUMEN

Objetivo: Al realizar una inyeccién intracitoplasmadtica de espermato-
zoides (ICSI) se seleccionan los mejores espermatozoides presentes en
la muestra, esto es, los de mejor calidad. El objetivo de este estudio es
valorar la precisiéon de un sistema 6ptico con contraste de Hoffman en
cuanto a la seleccién espermatica al compararlo con un microscopio
de alta magnificacion.

Material y métodos: Sc estudiaron muestras de semen de 20 pacientes
sometidos a tratamiento de fecundacion in vitro. Todas las muestras
tenfan mds de 10° espermatozoides de grado A/ml. Se seleccionaron
10 espermatozoides de cada muestra a 400 aumentos mediante un
microscopio invertido utilizado normalmente para ICSI, y esos esper-
matozoides fueron evaluados nuevamente utilizando un microscopio
de alta magnificacion en funcién de su patrén de vacuolacién (grados
de IaIV). Los grados I y II se consideraron de buena calidad y los
grados IIT y IV de baja calidad (vacuolacién anormal).

Resultados: Al comparar con el microscopio de alta magnificacion,
solo el 27% (n = 54) de los espermatozoides seleccionados como
“normales” con el microscopio de 400 aumentos fueron consideraros
de buena calidad, mientras que el 73% restante (n = 146) presentaba
un patrén de vacuolaciéon anormal.

Discusion: Aunque el tamano de la muestra es reducido, se observa
una correlacién muy débil entre los 2 test. La tasa tan elevada de fal-
sos positivos (73%) serfa consecuencia de la limitacion del sistema 6p-
tico utilizado en la seleccion de los espermatozoides. Aun cuando la
valoracion de las muestras fue realizada por el mismo operador, se uti-
lizé un método de evaluacién objetivo que minimizaba el sesgo de ve-
rificacién. Queda pendiente la evaluacion del impacto de estos resulta-
dos, tanto en el desarrollo embrionario como en las tasas de aborto e
implantacién.
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ABSTRACT

Accuracy of a Hoffman-based optic system for the
selection of morphologically normal spermatozoa

Objective: When an intracytoplasmic sperm injec-
tion (ICSI) is performed, the maximum number
of good quality spermatozoa is selected. The ob-
jective of this study was to assess the accuracy of
the selection of “normal” spermatozoa by a stan-
dard Hoffman-based optic system compared with
a high-magnification microscope.

Material and methods: Samples from 20 patients
undergoing an in vitro fertilization (IVF) techni-
que were studied. All samples were over 106 grade
A spermatozoa,/ml. Ten spermatozoa from each
sample were selected at 400 X using a standard in-
verted microscope (normally used for ICSI) and
were re-assessed using a high-magnification mi-
croscope (used for intracytoplasmic morphologica-
lly-selected sperm injection). Spermatozoa were as-
sessed depending on their vacuolization pattern
(grades I to IV). Grades I and II indicate good
quality spermatozoa, while grades III and IV indi-
cate low quality (abnormal vacuolization).

Results: Compared with spermatozoa selected
with a high magnification microscope, only 27%
(n=54) of spermatozoa selected as “normal” with
the 400 X microscope were considered good qua-
lity, while the remaining 73% (n=146) showed an
abnormal vacuolization pattern.

Discussion: Although the sample size was small,
we found a poor correlation between the two
tests. The high rate of false positive results (73%)
could be due to the limitations of the optic sys-
tem used to select spermatozoa. Even when the
samples were assessed by the same operator, we
used an objective evaluation method that minimi-
zed the verification bias. Evaluation of the impact
of these results on embryo development and im-
plantation and miscarriage rates is still pending.

Key words: IMSI. Vacuoles. Spermatozoa. High
magnification.
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INTRODUCCION

La mitad del material genético del embrién proviene
del espermatozoide, por lo que seleccionar el mejor
espermatozoide es vital para el éxito de las técnicas de
reproduccién asistida.

Desde que en 1992 Palermo et al' publicaron sus
primeros embarazos mediante la inyeccién intracito-
plasmatica de espermatozoides (ICSI), ésta ha resultado
ser una técnica muy atil y ampliamente extendida en los
laboratorios de fecundacién in vitro (FIV) para parejas
con un factor masculino, ya que tinicamente es necesa-
rio un espermatozoide para cada 6vulo. La ICSI se rea-
liza en microscopios invertidos dotados generalmente
de un sistema Optico con contraste de Hoffman, que
permite aumentar los espermatozoides hasta 400 veces,
escogiendo aquellos con mejor morfologia y movilidad.

El espermatozoide maduro ideal, segin la Organi-
zacién Mundial de la Salud?, corresponde a una célula
de cabeza ovalada de contorno regular, con una parte
anterior correspondiente al 40-70% del area de la ca-
beza, el acrosoma, y una region posterior mas oscura.
La base de la cabeza debe ser amplia, con s6lo una
cola. La cola deberfa estar insertada simétricamente
en la fosa de la base de la cabeza e inmediatamente
detrds de la cabeza aparece la pieza intermedia, que
debe ser algo mds gruesa que la cola.

Incluso pequeias diferencias geométricas en la mor-
fologia de la cabeza pueden provocar modificaciones
hidrodindmicas del espermatozoide afectando a su
funcionalidad, de lo cual se desprende la necesidad de
realizar una selecciéon lo mas cuidadosa posible.

A pesar de todo, los 400 aumentos que se consi-
guen mediante los sistemas basados en la optica Hoftf-
man no permiten visualizar las vacuolas presentes en
la cabeza de la mayoria de los espermatozoides. La
presencia de vacuolas es basica para poder valorar la
correcta formacién del espermatozoide, dado que una
incorrecta espermatogénesis o condensacion del geno-
ma en el epididimo se traduce en un nicleo espermé-
tico vacuolado o defectos en la morfologia externas.

La morfologia espermatica se puede evaluar de una
forma mucho mas precisa mediante un microscopio
invertido equipado con 6ptica Nomarski o contraste
interdiferencial (magnificaciéon a 1.000X bajo aceite
mineral) con un sistema digital que puede alcanzar
una magnificaciéon de mas de 13.000X. De esta for-
ma, siguiendo los criterios de estudio de la morfolo-
gla de organulos en espermatozoides moéviles (MSO-
ME)*®, los nucleos espermiticos de forma normal
serfan los que tienen una configuracién oval, simétri-
cos, homogéneos, sin desérdenes regionales y conte-
niendo no mas de 1 vacuola (de un didmetro de 0,78
+ 0,18 um) (fig. 1).
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Asi, en el ano 2005 se presentaron los primeros
embarazos mediante inyeccion intracitoplasmadtica de
espermatozoides morfolégicamente  seleccionados
(IMST)®, técnica resultante de realizar una MSOME y
posterior inyeccion de esos espermatozoides morfolo-
gicamente seleccionados en un ovocito (MSOME +
ICSI = IMSI).

La presencia vacuolar se relaciona directamente con
un posible dano en el ADN espermdtico, ya sea pro-
duciendo su desnaturalizaciéon y/o fragmentaciéon, o
provocando un efecto negativo en el desarrollo em-
brionario”!?. TLa estabilidad de la cromatina parece
que influye en el desarrollo embrionario. Se ha de-
mostrado en bovinos que la utilizaciéon de esperma
con vacuolas afecta la viabilidad de los embriones.

Vista la importancia diagnoéstica de las vacuolas nu-
cleares de los espermatozoides, hay que plantearse si
los sistemas actuales de seleccion son todavia validos,
o si, por el contrario, una selecciéon a 400X es insufi-
ciente para seleccionar los espermatozoides con mejor
morfologia y, en consecuencia, menos vacuolados.

El objetivo de este estudio es validar la seleccion de
espermatozoides realizada a 400 aumentos Opticos
con un microscopio convencional de ICSI dotado con
optica Hoffman, utilizando para ello un microscopio
de IMSI de contraste interdiferencial (DIC), capaz de
realizar la seleccion a 1.600 aumentos 6pticos y a mas
de 13.000 aumentos gracias a un VarioZoom digital
de alta sensibilidad.

MATERIAL Y METODOS

Se analizaron muestras de semen de 20 pacientes no
seleccionados sometidos a tratamiento de FIV, las

ICSI (400
aumentos
oOpticos)

IMSI Ehasta
13.000
aumentos)

Figura 1. Apariencia de los espermatozoides observados a 400 au-
mentos en condiciones de ICSI (izquierda) y a 13.000 aumentos
en condiciones de IMSI (derecha).
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cuales tenfan como minimo una concentracién de 10°
espermatozoides grado A/ml. Se escogieron 10 es-
permatozoides de cada muestra (de morfologia y mo-
vilidad normales) utilizando un microscopio Olympus
I1X50, en condiciones estindar de ICSI (objetivo de
40X, contraste de Hoffman).

Posteriormente, esos 10 espermatozoides se evalua-
ron de nuevo utilizando un microscopio invertido
LEICA AM6000 en condiciones estandar de IMSI
(objetivo de inmersion de aceite 100X, lente multi-
plicadora 1,6X, DIC). Los espermatozoides se eva-
luaron, ademas de por su morfologia, por su patréon
de vacuolacién®. Asi, espermatozoides sin vacuolas se
consideraron de grado I, si tenfan 2 o menos vacuolas
de grado II, con una vacuola grande de grado III y si
tenfan una vacuola grande y otras anormalidades de
grado IV. Los grados 1 y II se consideraron esperma-
tozoides de buena calidad, y los grados III y IV se
consideraron espermatozoides anormales (fig. 2).

Tanto la seleccién en condiciones de ICSI como la
posterior validacién en condiciones de IMSI fueron
realizadas a temperatura ambiente, a fin de ralentizar
el metabolismo de los espermatozoides y evitar que se
vacuolasen.

RESULTADOS

De los 100 espermatozoides considerados inicialmen-
te de buena calidad al seleccionarlos en condiciones
de ICSI, sélo el 27% (n = 54) resultaron ser de grado
I o II. El 73% (n = 1406) restante fue considerado es-
permatozoide de mala calidad al evaluar su patrén de
vacuolacion.

Figura 2. Diferentes espermatozoides separados por su grado de
vacuolizacién, segtn la clasificaciéon propuesta por Vanderzwalmen
etal®.

DISCUSION

Se ha obtenido un 73% de falsos positivos, es decir,
espermatozoides considerados normales a 400X con
contraste de Hoftman que se revelaron anormales por
su patrén de vacuolacion al reestudiarlos a 1.600 au-
mentos Opticos con DIC. Este porcentaje tan elevado
es consecuencia de la limitaciéon Optica del contraste
de Hoffman.

A 400 aumentos se puede descartar la gran mayoria
de malformaciones de los espermatozoides, aunque
las vacuolas son indetectables. El hecho de que se
haya relacionado la presencia de vacuolas de gran ta-
maino con el dano en el ADN espermatico!! debe ha-
cernos reflexionar acerca de la conveniencia de reali-
zar IMSI en vez de ICSI siempre que sea posible, a
fin de evitar la transmisién a la descendencia de posi-
bles alteraciones genéticas presentes en el genoma pa-
terno.

A pesar de todo, todavia hay controversia acerca de
si la realizacién de la IMSI es una técnica igualmente
util para cualquier paciente. La utilidad de la alta
magnificacién esta relacionada con grupos muy con-
cretos de pacientes, con determinadas patologias
como ADN espermitico fragmentado, fallos repetidos
de implantacién y abortos de repeticiéon. Ademds, no
siempre es posible realizar esta técnica en el laborato-
rio de reproduccién asistida, ya que es necesario una
concentracién umbral por debajo de la cual la dificul-
tad de encontrar espermatozoides moviles y normales
hace inviable la aplicacion de la técnica.
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