Rev Mex Reprod 2013;5:186-191

Evaluacion de la morfologia de los organelos de espermatozoides
moviles en el programa de reproduccion asistida del Centro

Mexicano de Fertilidad de Culiacan, Sinaloa, México
Jesus Antonio Lopez Navarrete,' Samuel Rios Monzoén,? Victor Manuel Alonso Chavez-Olivares,®

Oswaldo Salomoén Serrano Navarrete*

RESUMEN

Antecedentes: con la introduccion de la evaluacion de la morfo-
logia de los organelos de espermatozoides méviles (MSOME por
sus siglas en inglés) se han desarrollado estudios retrospectivos,
prospectivos y con distribucion al azar para valorar los beneficios
que puede ofrecer este método en los resultados de un centro de
reproduccion asistida. Independientemente de la 6ptica usada
para la seleccion espermatica (Hoffman o Nomarski), la tenden-
cia es mejorar las tasas de fecundacion y calidad embrionaria.
Cuando mas de 20% de los espermatozoides tienen vacuolas o
las vacuolas son de gran tamario, se producen embriones con
baja probabilidad de implantacion.

Objetivo: comparar el diagnostico de la MSOME y la morfologia
descrita en el manual de la Organizaciéon Mundial de la Salud
2010 (OMS, 2010) de la alteracién espermatica en varones
infértiles, que después de ser sometidos a procedimientos de
baja o alta complejidad no lograron el embarazo o se produjo
una pérdida gestacional.

Pacientes y método: a 50 varones que ingresaron a protocolos
de baja o alta complejidad en el Centro Mexicano de Fertilidad
se les realizé un examen basico de semen segun el “Manual
de laboratorio para el examen y proceso del semen humano”
(OMS, 2010), para realizar inmediatamente después la MSOME
y determinar las alteraciones de los organelos celulares.
Resultados: se determin6 en el examen basico de semen que
17 pacientes (35%) tenian astenozoospermia, 11 (19%) oligo-
zoospermia, 10 (21%) teratozoospermia y 12 (25%) oligoasteno-
teratozoospermia. Al realizar la MSOME se observo que en los
pacientes con teratozoospermia y oligoastenoteratozoospermia
mas de 20% de los espermatozoides tenian vacuolas. Aunque
también se observaron vacuolas en los espermatozoides de los
pacientes con astenozoospermia y oligozoospermia, en una
concentracion que no sobrepasé 20%.

Conclusiones: optimizar la seleccion de gametos es una de las
mejores herramientas en un laboratorio de reproduccion asistida.
Analizar el esperma con la técnica MSOME antes de incluir a
los pacientes en procedimientos de alta o baja complejidad es
una herramienta de diagndstico muy valiosa para mejorar las
tasas de embarazo.

Palabras clave: evaluacion de la morfologia de los organelos
de espermatozoides méviles, MSOME, analisis de semen, es-
permatozoides con vacuolas nucleares.

ABSTRACT

Background: With the introduction of the MSOME (Motile
Sperm Organelle Morphology Examination), prospective, ret-
rospective and/or randomized studies, have been developed,
in order to evaluate the benefits that this methodology can offer
among the results of a reproductive center. There are different
optics for sperm selection (Hoffman or Nomarski), in order to
improve the rates of fertilization and embryo quality. When
the spermatozoa present vacuoles in more than 20% or great
size vacuoles, embryos with low probability of implantation are
produced.

Objective: To compare the diagnosis by MSOME and morphol-
ogy described in manual of WHO, 2010 of spermatozoa nucleus
of the infertile men, who, after low or high complexity assisted
reproduction procedures, did not achieve the pregnancy or was
produced a loss of pregnancy.

Patient and method: 50 males included in low or high complex-
ity protocols of Centro Mexicano de Fertilidad, a basic semen
analysis was done, and results were classified according to the
“WHO laboratory manual for the examination and processing of
human semen” (WHO, 2010). MSOME was done immediately
to diagnose alterations of the sperm organelle.

Results: It was determined in the semen analysis that: 17
patients (35%) presented asthenozoospermia, 11 (19%)
oligozoospermia, 10 (21%) teratozoospermia and 12 (25%)
oligoasthenoteratozoospermia. MSOME results shown that
in sperm of patients diagnosed with teratozoospermia and
oligoasthenoteratozoospermia more than the 20% of the
spermatozoa presented vacuoles. Even though vacuoles were
observed in sperm samples of those patients diagnosed with
asthenozoospermia and oligozoospermia, the concentration
was less than 20%.

Conclusions: Optimizing gametes selection is one of the best
tools for the assisted reproduction laboratory. To analyze sperm
with MSOME technique before including patients to low and high
complexity procedures is a very useful diagnosis tool to improve
pregnancy rates.

Key words: motile sperm organelle morphology examination,
MSOME, analysis of semen, spermatozoa with nuclear vacuoles.
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a forma normal del nucleo del espermato-

zoide se define como oval, simétrica, con

una cromatina homogénea y sin intrusiones

e invaginaciones.! Los espermatozoides con
nucleo morfoloégicamente normal que poseen concen-
traciones con un porcentaje mayor a 20% de vacuolas
tienen baja probabilidad de fertilizacion, aunque una
pequeiia desviacion de la morfologia de la cabeza puede
llegar a producir el embarazo.? Sin embargo, superar
este limite puede dar como resultado un aborto®*y se
ha correlacionado con menor capacidad de desarrollo
embrionario.’ Las vacuolas puede reflejar defectos mole-
culares responsables de las anomalias que se producen en
el empaquetamiento de la cromatina del espermatozoide
durante su maduracion y, por tanto, hacerlo mas vulnera-
ble a sufrir dafios en su ADN vy alterar la division celular
después del tercer dia de desarrollo embrionario.>® La
fragmentacion del ADN se ha posicionado como un
parametro objetivo y facil de diagnosticar, es responsa-
ble de muchos fallos de la inyeccién intracitoplasmica
de espermatozoides (ICSI) por factor masculino. Las
grandes vacuolas en la cabeza del espermatozoide se
relacionan con mayores tasas de fragmentacion, con
mala funcion mitocondrial y con aneuploidias.” En pa-
rejas con oligoastenoteratozoospermia severa y elevada
fragmentacion de ADN se ha visto que la utilizacion de
la inyeccion intracitoplasmica de espermatozoides se-
leccionados morfologicamente (IMSI),? después de dos
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o mas ciclos fallidos con técnicas de alta complejidad,
supone un aumento significativo en las tasas de embarazo
e implantacion, asi como una reduccion en las tasas de
aborto cuando se compara con grupos controles donde se
realiza inyeccion intracitopldsmica de espermatozoides
(ICSI) convencional.®° Por estas razones es importante
contar con la evaluacion de la morfologia de los organe-
los de espermatozoides moéviles (MSOME) para valorar
las muestras de semen de pacientes con antecedentes de
infertilidad de origen masculino o que tuvieron uno o
mas abortos, valorando la opcidn de entrar a protocolos
de inseminacion intrauterina con semen donado'® o ICSI
con MSOME.>"#

PACIENTES Y METODO

Estudio prospectivo realizado de enero de 2011 a ene-
ro de 2012 que incluyd a 50 hombres con infertilidad
primaria o secundaria. El examen basico de semen se
realiz6 siguiendo los parametros indicados en el “Ma-
nual de Laboratorio para el examen y proceso del semen
humano”, de la Organizacion Mundial de la Salud.! En
la Figura 1 se muestran las edades, que variaron entre
23 y 40 afios (media de 35 afios). Las 50 muestras de
semen se obtuvieron por masturbacion después de un
periodo de abstinencia sexual de dos a cinco dias. Una
vez que se obtuvieron las muestras, éstas se colocaron
en contenedores estériles para realizarles el estudio en
un lapso de 30 a 60 minutos, manteniéndolas a 37°C. El
conteo se realizd con la ayuda de una cdmara Makler y
la videograbacion de la muestra, valorando 10 cuadros
en linea horizontal, sin contar los espermatozoides que
tocaban las lineas; el numero total de espermatozoides
obtenidos en la cuenta es la concentracion de esperma-
tozoides en millones por mililitro. Por lo menos 200
espermatozoides por paciente se evaluaron y grabaron en
video a 400X. Para que un espermatozoide se considere
normal, la cabeza del espermatozoide, el cuello, la pieza
media y la pieza principal deben observarse segin la
morfologia normal reportada. La cabeza debe tener for-
ma oval, medir una longitud de 4.0 a 5.0 um, y el ancho,
de 2.5 a3.5 um. Debe distinguirse una region acrosomal
bien definida que abarque 40 a 70% del area de la cabeza.
La pieza media debe ser delgada y medir de 7 a 8 um de
largo, menos de 1 um de ancho y conectado axialmente a
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la cabeza. La pieza final debe estar unida directamente a
la pieza media y medir, aproximadamente, de 45 a 50 um
de largo. Se utilizo el criterio estricto de Kruger para la
evaluacion de la morfologia espermatica. Las muestras
de semen se procesaron inmediatamente para MSOME?
de la siguiente manera. Primero se licué un volumen de
0.5 mL de cada muestra de semen, luego se coloco en
0.5 mL de gradiente a 90% (Isolate Lower, Irvine Scien-
tific, EUA) y 0.5 mL de gradiente a 45% (Isolate Upper,
Irvine Cientific, Estados Unidos) y se centrifug6 a 400
G durante 10 minutos. El precipitado se resuspendi6 en
2 mL en medio de cultivo GAMETE + suero sintético
(SS) a 10% (VITROLIFE), previamente gasificado en la
incubadora de CO, a 6% y centrifugado a 400 G durante
cinco minutos. Al precipitado final se le adicionaron 0.5
mL de medio GAMETE + SS a 10% y se incubd durante
una hora. En una caja de Petri de 50 x 9 mm (FALCON
351006) se puso en contacto 1 uL de PVP (polivinil
pirrolidona) y 1 pL de los espermatozoides capacitados.
Estos se observaron mediante el microscopio invertido
Olimpus IX con 6ptica HOFFMAN, zoom, camara Sony
CCD y videograbadora de DVDisc Sony.

El sistema MSOME se basa en cuatro parametros
principales: un objetivo de 100x, un selector de aumento
de 1.5x, un acoplador de magnificacién de 0.99x aco-
plado a una camara, y un magnificador de la imagen de
44.45x mediante el cual la morfologia espermatica puede
visualizarse a 6,608 aumentos (100 x 1.5 x 0.99 x 44.5)
sin necesidad de tincién y a tiempo real.?

RESULTADOS

En la Figura 1 se exponen las edades, que variaron entre
23 y 40 afios, la media fue de 35.

Se observd que de las 50 muestras evaluadas, 17
(35%) tenian astenozoospermia, 11 (18%) oligo-
zoospermia, 10 (20%) teratozoospermia y 12 (24%)
oligoastenoteratozoospermia (Figura 2).

Después de la capacitacion espermatica con Isolate,
del grupo con astenozoospermia pudieron recuperarse
90% de los espermatozoides con movilidad progresi-
va y concentraciones de 60 millones (= 10 millones).
Figura 3

Del grupo con oligozoospermia, 80% de los esperma-
tozoides tenia movilidad progresiva y concentraciones
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Figura 1. Edad de los pacientes incluidos en el estudio.

. Oligoastenoteratozoospermia (12)

. Teratozoospermia (10) D Astenozoospermia (17)

D Oligozoospermia (11)

Figura 2. Tipo de alteraciones observadas en los pacientes con
infertilidad primaria y secundaria en el examen basico de semen
sometidos a MSOME.

de 8 millones (+ 4). Del grupo de teratozoospermia,
90% de los espermatozoides tenia movilidad progresiva
y concentraciones de 30 millones (£10). Finalmente,
del grupo de oligoastenoteratozoospermia 50% de los
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Figura 3. Movilidad antes y después de la capacitacion esper-
matica, se observa un incremento sustancial en la movilidad de
las muestras.

espermatozoides tenia movilidad progresiva y concen-
traciones de 3 millones (% 2).

La capacitacion espermdtica se realiza en pro-
cedimientos de reproduccion asistida de alta y baja
complejidad para obtener muestras con esperma-
tozoides de buena morfologia, considerandolos sin
alteracion o “normales”, y con alto porcentaje de
progresion. Sin embargo, al realizarles MSOME a los
concentrados finales de los espermatozoides se observo
en las muestras mas de 20% de espermatozoides con
vacuolas en sus nucleos.

En el Cuadro 1 se expresan los porcentajes de va-
cuolas presentes en las muestras con oligozoospermia,
astenozoospermia, teratozoospermia y oligoastenote-
ratozoospermia, en muestras con teratozoospermia y
oligoastenoteratozoospermia se obtuvieron porcentajes
de 30 a 80%, valores muy superiores al limite de 20%.

Se observaron espermatozoides separados con gra-
dientes de Isolate a 90 y a 45%, a los que se les coloco
en PVP para inmovilizarlos y evaluar su morfologia. Al
evaluarse bajo optica Hoffman a 3,600x (Figura 4), se
encontro gran cantidad de vacuolas en el concentrado.

En la imagen pudo determinarse que habia esper-
matozoides morfologicamente normales, que pudieron

Cuadro 1. Promedio de vacuolas después de la capacitacion
espermatica segun la alteracion observada en el examen basico
de semen

Promedio de vacuolas
después de la capacitacion
espermatica (limites)

Oligozoospermia
Astenozoospermia
Teratozoospermia
Oligoastenoteratozoospermia

10% (5-15)
15% (15-20)
70% (60-80)
50% (40-60)

Figura 4. Espermatozoides moviles obtenidos de muestras con
teratozoospermia después de la capacitacion espermatica que
tuvieron mas de 20% de espermatozoides vacuolados.

separarse con facilidad para realizar microinyeccion, sin
alteracion estructural o nuclear (Figura 5).

DISCUSION

La morfologia del espermatozoide normal puede valo-
rarse de mejor manera segun el poder de resolucion del
sistema optico de ampliacion que se utilice. Los esper-
matozoides que parecen morfolégicamente normales en
ampliacion 1,000x muestran anormalidades estructurales
que s6lo pueden identificarse con ampliaciones opticas
mas altas (>6,000x). En este estudio se utilizaron am-
pliaciones de 6,200x para realizar la MSOME. Debido
a que la evaluacion con MSOME es mas restrictiva que
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Figura 5. La forma de identificar a los espermatozoides sin vacuo-
las y con morfologia normal cuando estan en movimiento es por
su superficie homogénea y sin el area refringente de las vacuolas.

la realizada con criterios de la Organizacion Mundial
de la Salud de 2010, se observaron porcentajes apre-
ciablemente mas bajos de normalidad en las muestras
capacitadas.

Pocos estudios han utilizado la MSOME como un
método de clasificacion morfoldgica del semen. Bartoov
y su grupo? analizaron la relacion entre espermatozoides
normales obtenidos por analisis rutinario y por MSOME
en 20 pacientes. En el Centro Mexicano de Fertilidad de
Culiacén se aplico la técnica de MSOME a 50 pacientes
que ingresaron al programa de Reproduccion Asistida,
y se observaron alteraciones ultraestructurales que
no pudieron detectarse con procedimientos de rutina,
principalmente de la cabeza y de la pieza media. Pero
la diferencia mas frecuente fueron las vacuolas nuclea-
res que pueden explicar la diferencia encontrada en las
tasas de normalidad entre MSOME vy otros criterios
de valoracion.>!" El poder de la resolucion que tiene
MSOME (>6,000x) permite observar espermatozoides
con vacuolas intranucleares que no pueden detectarse en
la evaluacion convencional. En la Figura 4 se observan
espermatozoides capacitados con vacuolas refringentes,
estas muestras se obtuvieron de pacientes catalogados
con teratozoospermia o con oligoastenoteratozoospermia
y pudieron identificarse mas de 20% de espermatozoides
con vacuolas, como se muestra en el Cuadro 1.

Bar-Chama y colaboradores,'? con los criterios de
Tygerberg, analizaron el numero de vacuolas de esper-
matozoides en una serie de 1,295 muestras capacitadas,
y encontraron vacuolas en 253 de 1,042 (19.5%), pero
sin utilizar alta resolucion. En este estudio, 46% de los
pacientes (teratozoospermia, 21%, y oligoastenotera-
tozoospermia, 25%) tuvieron mas de 20% de vacuolas
en el niucleo. Por MSOME, el contenido nuclear de
cromatina se considera anormal si tiene una o mas va-
cuolas que ocupan mas de 4% del area nuclear.” Existen
criterios mucho mas tolerantes para valorar la existencia
de vacuolas.!" Una cabeza se considera defectuosa so6lo
cuando >20% de su area es ocupada por vacuolas."'? La
existencia de vacuolas se considera perjudicial cuando
se determina una alteracion en la cromatina.'*!* La gra-
dacion de la severidad de las alteraciones morfologicas
nucleares del espermatozoide, principalmente la existen-
cia de vacuolas, sugiere que grandes vacuolas reflejan
alglin problema cromosémico o defectos en el ADN.>#
Existe una asociacion entre vacuolas nucleares grandes
y la fragmentacion y desnaturalizacion del ADN en los
espermatozoides.” De acuerdo con los estudios clinicos
y de laboratorio, asi como las repercusiones de dafio al
ADN del embrion, debe realizarse una minuciosa sepa-
racion de los espermatozoides con vacuolas nucleares
por MSOME, el uso rutinario de evaluaciéon morfolo-
gica del espermatozoide movil representaria mejores
pronosticos que influiran en la decision terapéutica en
cuanto a técnicas de reproduccion asistida de alta o baja
complejidad. Mientras que el examen morfologico ruti-
nario es aplicado en muestras de semen total, MSOME
se concentra solo en la fraccion de espermatozoides mo-
viles.? Algunos defectos morfoldgicos, como vacuolas
grandes, pueden ser revelados durante el movimiento
del esperma; asi, la motilidad puede ser una ventaja en
la observacién morfologica.> Asimismo, el analisis de
espermatozoides moviles por MSOME puede significar
una ventaja adicional porque proporcionara informacion
de la fraccion de la muestra con mayor potencial de
fertilizacion y desarrollo.!¢22

CONCLUSIONES

Mediante la técnica de MSOME (evaluacion de la mor-
fologia de los organclos de espermatozoides moviles) se
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determiné que las muestras de los pacientes estudiados
con teratozoospermia y oligoastenoteratozoospermia
tuvieron porcentajes de vacuolas en la cromatina ma-
yores de 20%, lo que se considera causa de infertilidad
o aborto recurrente.””!?

El manual de laboratorio para el examen y el procesa-
miento del semen humano (Organizacion Mundial de la
Salud, 2010)! es un excelente instrumento de evaluacion
y diagnostico, pero contar con MSOME es un criterio
mucho mas estricto de clasificacion de morfologia del
espermatozoide porque identifica anormalidades, como
vacuolas y cromatina que no son evaluadas con la misma
precision por el analisis de criterios de la Organizacion
Mundial de la Salud, ademas de realizarse en esperma-
tozoides moviles. La evaluacion de la morfologia de los
organelos de espermatozoides moviles debe incluirse
entre los criterios rutinarios para el analisis basico de
semen humano por su gran valor diagnostico en infer-
tilidad de origen masculino.
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