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RESUMEN

En los dltimos anos, varios autores han comenzado a estudiar los es-
permatozoides con microscopia de alta magnificacién. Todos ellos en-
cuentran una clara relacién entre la presencia de vacuolas en la cabeza
de los espermatozoides y las tasas de embarazo y aborto, asi como con
un aumento en el porcentaje de fragmentacién del ADN. De hecho,
la morfologia espermatica y la presencia o no de vacuolas nucleares
parece ser un reflejo del estado fisiolégico de los espermatozoides.

Recientemente, el Centro de Infertilidad y Reproduccién Humana de
Barcelona ha adquirido un microscopio para alta magnificacién, con la
intencién de utilizarlo de manera rutinaria para diagnéstico morfolé-
gico espermitico y en la denominada inyeccién intracitoplasmatica de
espermatozoides morfolégicamente seleccionados (IMSI). Se han di-
seflado diferentes estudios: el efecto de los antioxidantes sobre la dis-
minucién de las vacuolas espermiticas, qué técnica de preparaciéon del
semen selecciona un mayor porcentaje de espermatozoides no vacuo-
lados, ctc.

Nuestro objetivo ha sido incorporar una nueva herramienta para pro-
fundizar en el conocimiento del espermatozoide humano y mejorar
tanto en el diagnostico del factor masculino como en los resultados de
las diferentes técnicas de reproduccion asistida.
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ABSTRACT

Sperm magnification: a new approach to the male
factor in assisted reproduction

In recent years, several studies have analyzed
spermatozoa using high magnification microsco-
py. All these studies have found a clear link bet-
ween the presence of vacuoles in the head of
spermatozoa and pregnancy and abortion rates,
as well as an increase in the percentage of DNA
fragmentation. Indeed, sperm morphology and
the presence or absence of nuclear vacuoles seems
to reflect the physiological state of spermatozoa.

The Barcelona Center for Infertility and Human
Reproduction recently acquired a high-magnifica-
tion microscope for routine use in diagnosis and
intracytoplasmic morphologically selected sperm
injection (IMSI). Several research studies have
been designed; among the aims of these studies
are to determine the effect of antioxidants on re-
duction of spermatic vacuoles and identify which
sperm preparation technique yields the highest
percentage of spermatozoa with the lowest num-
ber of vacuoles, etc.

Our goal was to incorporate a new tool to deepen
knowledge of human spermatozoa and to impro-
ve both diagnosis of the male factor and the re-
sults of the various assisted reproduction techni-
ques used in the laboratory.

Key wors: Magnification. Nuclear vacuoles.
Sperm morphology.
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INTRODUCCION

Desde que Bartoov et all, en el aiilo 2003, publicaran
sus resultados con la alta magnificacién de espermato-
zoides (MSOME, high magnification motile sperm or-
ganelle morphology examination), varios autores se han
ido sumando a la observacién a grandes aumentos del
espermatozoide humano. El objetivo de estos trabajos
es conseguir una mejor seleccion espermdtica para au-
mentar las tasas de implantacién, reducir las de aborto
y resolver problemas de infertilidad que aparentemen-
te son inexplicables.

En este primer trabajo, Bartoov et al' consiguen
una tasa de embarazo del 66% cuando se realizan una
IMSI (intracytoplasmic morphologically selected sperm
injection) o 1CSI (intracytoplasmatic sperm injection)
modificada, frente a un 30% cuando realizan una ICSI
convencional. Las parejas que seleccionan para IMSI
tienen, al menos, 2 fallos de implantacién previos en
2 ICSI consecutivas. Las pacientes son menores de 37
afos, y en el daltimo ciclo de ICSI tuvieron més de 3
ovocitos metafase II. Para realizar el estudio empare-
jan pacientes de IMSI con pacientes de ICSI utilizan-
do, como criterio de seleccion, el nimero previo de
ICSI fallidas.

Posteriormente, Berkovitz et al (20052, 2006%) de-
muestran que los espermatozoides con un ntcleo
normal, que han sido seleccionados morfolégicamen-
te y microinyectados, aumentan las tasas de implanta-
cién y embarazo, y disminuyen las tasas de aborto. A
su vez, concluyen que la inyeccion de espermatozoi-
des con grades vacuolas disminuye sensiblemente las
tasas de embarazo, aumentando también las de abor-
to.

Por otro lado, Vanderzwalmen et al*) en 2008, pro-
ponen una clasificacién de los espermatozoides basada
en la presencia, nimero y tamano de las vacuolas, re-
lacionando su efecto en la formacién de blastocistos.
Observan que las vacuolas no afectan a la fecundacién
ni a la calidad embrionaria en dia +2, pero si a la capa-
cidad para formar blastocistos. Demuestran el efecto
tardio de las vacuolas sobre el embrion. Parece que
éstas alteran, de alguna manera, el empaquetamiento
del ADN. Este efecto tardio es ratificado en trabajos
posteriores de Bartoov et al®.

Este efecto deletéreo de las vacuolas sobre el ADN
espermético lo confirman Franco et al® en 2008,
cuando demuestran que la presencia de vacuolas en el
citoplasma espermitico estd directamente relacionada
con un aumento del porcentaje de fragmentacién del
ADN. Estudios posteriores, en 2009, confirman el
dafio producido por las vacuolas sobre el ADN de los
espermatozoides, ya sea desnaturalizindolo o frag-
mentindolo, y alterando el desarrollo embrionario,
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aunque todavia no se conocen exactamente los meca-
nismos de actuacion’.

Todos estos trabajos nos llevan a afirmar que los
buenos resultados obtenidos con la IMSI se pueden
explicar porque parece haber una correlacién entre la
observacion de la morfologia espermitica con alta
magnificacién y el estado fisiolégico del espermato-
zoide. De hecho, la funcién mitocondrial, el estado
de la cromatina y la tasa de aneuploidias es sensible-
mente mejor en los espermatozoides que carecen de
vacuolas en su citoplasma?.

A la vista de los resultados, en nuestro centro, Cen-
tro de Infertilidad y Reproduccion Humana (CIRH),
decidimos adquirir un microscopio para realizar alta
magnificacién. Asi, tras la incorporacién de dicho mi-
croscopio como equipo de trabajo diario en nuestro
laboratorio, se plantearon y disenaron toda una serie
de estudios que permitieran profundizar en el conoci-
miento y diagnéstico del factor masculino. Este mi-
croscopio permite una vision muy cercana y detallada
del espermatozoide, mostrando su citoplasma hasta
12.000 veces aumentado, pudiéndose observar clara-
mente sus estructuras, la presencia o no de vacuolas,
naimero y tamano vy, evidentemente, la morfologia de
la cabeza, pieza intermedia y cola del espermatozoide.

DESARROLLO

Para la alta magnificacién de espermatozoides y la
IMSI nuestro centro utiliza el microscopio AM6000
desarrollado por Leica. Permite el screening, selecciéon e
inyeccion de los espermatozoides en una tnica estacioén
de trabajo. Se trata de un microscopio totalmente au-
tomatizado, con 2 micromanipuladores eléctricos inte-
grados, y cuyas funciones pueden controlarse a través
de un software. Permite también la grabacién de varias
posiciones de la platina, detalle fundamental para la
realizaciéon de la IMSI, al trabajar a grandes aumentos.

La alta magnificacién se consigue con la “dptica”
DIC (contraste interdiferencial). Sistema, también,
totalmente automatizado que con el uso de distintos
prismas y filtros polarizantes permite obtener image-
nes tridimensionales de alta resolucion y contraste. El
microscopio tiene 2 objetivos de inmersion de 20 y
100 aumentos. Con este tltimo obtenemos una ima-
gen Optica de 1.000 aumentos o 1.600 al incorporar
una lente suplementaria de 1,6X. Adosado al micros-
copio, el zoom continuo (vario zoom) nos proporcio-
na imagenes de gran calidad de 12.000 aumentos di-
gitales. Esto abre nuevas posibilidades para juzgar la
calidad de los espermatozoides.

Todo el sistema estd dotado de parafocalidad, lo
que asegura siempre una imagen nitida cuando cam-
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biamos de un objetivo e incluso cuando cambiamos
de inmersion a seco.

Uno de los primeros estudios que nos planteamos
en CIRH fue demostrar que realmente escogemos los
espermatozoides de mejor calidad cuando realizamos
la seleccion a 1.000X que cuando lo hacemos a
400X. Esta ultima es la forma habitual de trabajar
cuando realizamos una ICSI convencional. Para el es-
tudio se utilizaron muestras de semen de pacientes en
tratamiento de fecundacién in vitro (FIV) con un re-
cuento superior a 109 espermatozoides/ml. Los esper-
matozoides se seleccionaron primero a 400X utili-
zando un microscopio invertido Olympus IX50 vy
seguidamente se reestudiaron utilizando el microsco-
pio AM6000. Los espermatozoides se valoraron en
funcién de su patrén de vacuolizacién: grado I, forma
de la cabeza normal y sin vacuolas; grado II, forma
normal y menos de 3 vacuolas pequeiias; grado III,
forma normal y mds de 2 vacuolas pequenas o 1 gran-
de; grado IV, una vacuola grande y forma anormal de
la cabeza u otras anomalias (Vanderzwalmen, 2008 )*.
Los espermatozoides de grados I y II se consideran
de buena calidad, mientras que los de grados III y IV
son considerados de baja calidad.

Cuando realizamos una seleccién de espermatozoi-
des para una ICSI a 400X, consideramos que todos
ellos son de buena calidad. Pero, en este trabajo,
cuando reestudidbamos los espermatozoides seleccio-
nados con el microscopio de alta magnificacién, ni-
camente el 27% de los inicialmente considerados nor-
males eran de grados I y II, mientras que el 73%
restante presentaba un patrén de vacuolizacion consi-
derado de mala calidad. Quedan por tanto demostra-
das las limitaciones que presenta el sistema Optico a
400X, ya que no permite la correcta valoracién de la
estructura nuclear del espermatozoide.

Este primer estudio de morfologia espermatica se
realiz6 en el laboratorio de FIV, para comprobar la
utilidad del nuevo microscopio en la seleccién de es-
permatozoides para microinyectar. Paralelamente, en
el laboratorio de andrologia compararon los resulta-
dos obtenidos al evaluar la morfologia espermatica de
unas mismas muestras por la técnica tradicional de
tincién Dift-Quik y la microscopia de alta magnifica-
cion. Se evalué el porcentaje de espermatozoides nor-
males en muestras tenidas y fijadas siguiendo el cri-
terio estricto de Kruguer a 400X. Los resultados se
compararon con los obtenidos tras determinar las ca-
racteristicas morfologicas de la cabeza del espermato-
zoide a 8.000 aumentos. Se dividieron las muestras en
2 grupos: a) con morfologia normal (> 15% formas
normales seguin la Organizacién Mundial de la Salud),
y b) teratozoospérmicas (< 15% formas normales). En
ambos grupos, el porcentaje de espermatozoides con

formas normales fue significativamente menor (p =
0,05) cuando se realizé el contaje mediante microsco-
pia de alta magnificaciéon, demostrandose asi como un
método de diagnéstico mucho mads preciso.

En nuestro centro se congelan muestras de semen
de manera rutinaria: tanto sémenes de donantes para
banco como muestras de pacientes que se someten a
ciclos de FIV, pacientes oncolégicos, etc. Hasta ahora
teniamos claro que el proceso de congelacién y des-
congelacion afectaba basicamente al porcentaje de es-
permatozoides moéviles, pero no sabiamos si este pro-
ceso, ni en qué grado, podfa afectar al citoplasma
espermatico. Asi, decidimos comparar y evaluar el
efecto de la congelacién sobre la integridad de la ca-
beza, analizando la presencia de vacuolas nucleares
en muestras de semen de donantes, antes y después
de la congelacién. Las muestras se congelaron tras
capacitarlas. Después de realizar un test de magnifi-
cacién a todas las muestras, pre y poscongeladas, ob-
servamos que la congelacion provocaba una disminu-
cién en el nimero de espermatozoides sin vacuolas y
un aumento del nimero de espermatozoides grados
Iy IV.

Igualmente, nos parecié interesante comparar los
patrones de vacuolizacién de los espermatozoides en-
tre muestras normozoospérmicas y oligozoospérmi-
cas. Para ello, analizamos 100 espermatozoides en
cada muestra y los clasificamos segin el modelo pro-
puesto por Vanderzwalmen. Analizamos un total de
60 muestras, de las que 30 fueron normozoospérmi-
cas (= 20 millones/ml) y 30 oligozoospérmicas (<
20 millones/ml). En este caso, el estudio realizado
en el microscopio de alta magnificacién no reveld
ninguna diferencia estadisticamente significativa entre
los patrones de vacuolizacién de los tipos de mues-
tras. Lo que si observamos fue que en la mayorfa de
estas muestras, de pacientes que llegaban al laborato-
rio de FIV para realizarse un ciclo de FIV-ICSI, al
menos el 60% de espermatozoides era de grados III
y IV.

Uno de los estudios mas notables que hemos rea-
lizado en nuestro centro es la comparacién de la ca-
lidad seminal obtenida, tras la preparacion de mues-
tras con la técnica de gradientes de densidad y el
Swim Up. Para ello analizamos la estructura nuclear
con alta magnificacién. Se estudiaron muestras de
semen de 53 pacientes que acudieron al CIRH para
realizar un tratamiento de fertilidad. Entre otros
andlisis, se realizé un test de magnificacién a cada
muestra, antes y después de ser procesada por las 2
técenicas, clasificando los espermatozoides segn su
grado de vacuolizacién. Las 2 técnicas fueron efecti-
vas para seleccionar los mejores espermatozoides, ya
que en ambos casos las muestras poscapacitadas pre-
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sentaban una mayor proporcién de espermatozoides
grados I y IT y una menor proporcién de grados III
y IV que en las muestras sin capacitar. Estas diferen-
cias eran mayores cuando se capacitaba con Swim
Up. El anilisis estadistico (test de Wilcoxon) entre
las técnicas revelé que con el Swim Up se obtenia
una mayor proporcién de espermatozoides de buena
calidad (grados I y II) que con los gradientes de
densidad y que esta diferencia era estadisticamen-
te significativa. Con en Swim Up obtenfamos un
59,29% de espermatozoides grado I+1I mientras que
con los gradientes un 15,67% (p < 0,0001). Por tan-
to esta importante disminucién en el nimero de es-
permatozoides vacuolados, y probablemente de la
fragmentacion del ADN, deberia ser tomada en
cuenta en la eleccién de las distintas técnicas de pre-
paraciéon de semen para reproduccién asistida. Ac-
tualmente, este estudio estd pendiente de publica-
cién en la revista Fertility and Sterility.

La alta magnificacién de espermatozoides también
nos ha permitido estudiar el efecto de los antioxidan-
tes en la vacuolizaciéon de la cabeza del espermato-
zoide humano. Se trataron, durante 1 mes, a 33 pa-
cientes de infertilidad idiopatica, con un complejo
multivitaminico que contenia L-carnitina, coenzima
Q10 y vitaminas C, E y B,,. Las muestras de semen se
estudiaron antes y después del tratamiento. Tanto la
vacuolizacién como la fragmentaciéon del ADN esper-
mitico disminuyeron de manera importante después
del tratamiento. Estas diferencias eran estadisticamen-
te significativas. Por tanto, este estudio nos revela que
algo tan simple como un tratamiento con antioxidan-
tes puede mejorar los resultados de las técnicas de re-
produccién asistida. Este trabajo también estd pen-
diente de su publicacion.

Pero, sin duda, una de las aplicaciones mas impor-
tantes del microscopio de alta magnificacién es la
IMSI. Con esta técnica podemos seleccionar los me-
jores espermatozoides para microinyectar, los que
presentan una mejor morfologia y, si es posible, con
ausencia de vacuolas. Para la IMSI se procede de la
misma manera que para la ICSI en cuanto a la obten-
cién de los ovocitos y preparacién de la muestra de
semen.

Una vez procesada la muestra de semen, se prepara
la placa para la IMSI. Para ello se dispensan 3 gotas
de polivinilpirrolidona (PVP clinical grade, Medicult,
Dinamarca) en el centro de la placa. En una de ellas
colocaremos 1 pl de muestra. Alrededor de ésta se co-
locan las gotas de SynvitrolCSIHolding (Medicult,
Dinamarca) donde posteriormente irdn los ovocitos
para ser microinyectados con los espermatozoides se-
leccionados. La placa se cubre con aceite de parafina
(Medicult, Dinamarca) previamente equilibrado. Se
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utilizan placas de Petri con base de vidrio (Willco-
Dish® HBST-5040, Willcowells, Paises Bajos) nece-
sarias para poder trabajar con 6ptica DIC. Toda la se-
leccién espermitica se realiza en frio para evitar la
formacién de vacuolas y obtener el maximo rendi-
miento a los objetivos de inmersién.

El sistema motorizado de micromanipulaciéon Ep-
pendorf, acoplado al microscopio, permite la coloca-
cién de una micropipeta para cazar ¢ inmovilizar los
espermatozoides y microinyectar los ovocitos. A 20X
y en inmersién, se procede a la colocaciéon de la mi-
cropipeta y a la programacién de las posiciones para
cazar y guardar los espermatozoides seleccionados.
Hecho esto, pasamos a 100X, donde podremos selec-
cionar espermatozoides méviles con la mejor morfo-
logia y con ninguna o escasas vacuolas (1 o 2 peque-
fias. Menos del 4% del volumen total de la cabeza).
Los espermatozoides se seleccionan de la microgota
de PVP que los contiene y se guardan inmovilizados
en otra de las gotas de PVP. Los espermatozoides es-
cogidos se cazan méviles y se inmovilizan tocando la
parte més distal de la cola, para no danar el cuello. Es
en el momento de la microinyeccién cuando se da un
golpe en el cuello del espermatozoide para que se fa-
vorezca la activacion en el ovocito de todo el proceso
de la fecundacién.

Una vez terminada la seleccién se procede a la in-
yeccion de los ovocitos como en una ICSI convencio-
nal a 37 °C. Seguidamente los ovocitos microinyecta-
dos se cultivan en IVF de Medicult, a 37 °C y al 5%
de CO, hasta 16-18 h, cuando valoraremos la fecun-
dacién.

Desde que iniciamos esta técnica hemos realizado
88 ciclos de IMSI. La tasa de embarazo por ciclo se
sitda en el 44% y por transfer en el 46,7%. Estas cifras
son similares a las obtenidas en los ciclos de ICSI cli-
sica (el 50,9 y el 51,0%). Estos resultados correspon-
den a la media obtenida durante el ano 2009. Pero es
en la tasa de aborto donde realmente mejoran nues-
tros resultados. En estos 88 ciclos es del 9,4%, mien-
tras que en la ICSI es de alrededor del 15%. Estos re-
sultados concuerdan con los obtenidos por los autores
antes citados sobre el efecto tardio de las vacuolas en
el embrién humano.

CONCLUSIONES

Durante mucho tiempo al factor masculino no se le
ha dado la suficiente importancia. Cuando una pareja
se presentaba en una consulta de reproduccién, la
mujer era siempre el mayor foco de atencién. A ella se
le realizaban todo tipo de estudios, mientras que al
var6én unicamente un seminograma. De hecho, toda-
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via hoy en muchos centros de reproduccién la presen-
cia de un andrélogo se considera un lujo.

Aungque el citoplasma ovocitario es el tnico presen-
te en las primeras etapas embrionarias, resulta eviden-
te que el espermatozoide contribuye con el 50% en el
desarrollo del futuro embrion y su estudio profundo
nos conduce a unas mayores tasas de embarazo y de
nino en casa. Muchas esterilidades de origen descono-
cido dejan de serlo cuando nos acercamos al esperma-
tozoide.

Hoy en dia, para establecer un correcto diagndstico
del factor masculino es necesario una buena anamne-
sis, una exploraciéon genital, una ecografia escrotal, un
minimo de 2 seminogramas de 2 eyaculados diferen-
tes, un screening genético y determinaciones hormo-
nales basales. Ademas, podemos anadir un estudio de
magnificacién que nos permitird valorar con mucha
mds precision la necesidad de realizar una FIV con-
vencional, una ICSI, una IMSI o buscar otras alterna-
tivas. Si a todo esto afiadimos un estudio de fragmen-
tacién del ADN, podremos ser mucho mds precisos al
diagnosticar los problemas de fertilidad de nuestros
pacientes y, por tanto, darles soluciones mucho mads
ajustadas a su problema.

La utilidad de un microscopio de alta magnifica-
cién, por tanto, es evidente. La inversién, para un
centro de técnicas en reproduccién asistida, es impor-
tante, pero nos proporciona una nueva herramienta
diagndstica y permite seleccionar los mejores esper-
matozoides para obtener los mejores embriones y los
mejores resultados en tasa de embarazo y niflo en
casa.
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