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1. Resumen

La seleccion de los mejores gametos y embriones esta relacionada con un mayor éxito en
las técnicas de reproduccion asistida. El objetivo de este trabajo es evaluar la repercusion
de las vacuolas en los gametos masculino y femenino en los resultados de laboratorio y
en las tasas clinicas, asi como valorar el impacto de la vacuolizacidn espontanea durante

el desarrollo embrionario a blastocisto y su influencia en las tasas clinicas.

Gracias al MSOME (motile sperm organellar morphology examination) podemos
clasificar los espermatozoides segin el nimero y tamafio de las vacuolas. Estas no
parecen afectar a la tasa de fecundacién y desarrollo embrionario de dia 3. Sin embargo,
se obtienen unas menores tasas de desarrollo a blastocisto y tasas clinicas cuando se
microinyectan espermatozoides tipo 11y 1V.

Las vacuolas en los ovocitos suponen un mayor fallo de fecundacién cuando estas son
superiores a los 14um de didmetro. En general, la presencia de vacuolas afecta

negativamente a las tasas de gestacion, implantacion y aborto.

La vacuolizacion esponténea en el desarrollo embrionario aparece con mas frecuencia en
el dia 4, produciendo una disminucién en la tasa de desarrollo a blastocisto. La

localizacion de estas vacuolas esta ubicada mayoritariamente en el trofoectodermo.

2. Palabras clave

Vacuolas, espermatozoides, ovocitos, blastocistos, resultados de laboratorio y tasas

clinicas.



3. Abstract

The selection of the best gametes and embryos is related to greater success in assisted
reproductive techniques. The objective of this work is to evaluate the impact of vacuoles
in male and female gametes on laboratory results and clinical rates. Additionally, assess
the impact of spontaneous vacuolization during embryonic development for blastocyst

development and its influence on clinical rates.

Thanks to MSOME (motile sperm organellar morphology examination) we can classify
sperm according to the number and size of the vacuoles. These do not seem to affect the
rate of fertilization and embryo development on day 3. However, lower blastocyst
development rates and clinical rates are obtained when type Il and IV sperm are

microinjected.

The vacuoles in the oocytes represent a greater fertilization failure when they are greater
than 14pm in diameter. In general, the presence of vacuoles negatively affects pregnancy,

implantation, and abortion rates.

Spontaneous vacuolization in embryo development appears more frequently on day 4,
producing a decrease in the rate of development to blastocyst. The location of these

vacuoles is mainly located in the trophectoderm.

4. Key words
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5. Introduccién

La evaluacién y seleccién de los mejores embriones para la transferencia es una de las
tareas mas importantes del embridlogo clinico dentro de las técnicas de Fecundacion In
Vitro (FIV). En los tltimos afios, ha habido varios sistemas de evaluacion: la evaluacion
morfoldgica, la evaluacion metabolomicay la evaluacion morfocinética con sistemas time
lapse. Entre ellos, la evaluacion morfoldgica ha sido el més utilizado (Yu et al., 2018). A
lo largo del tiempo, cada vez hay més consenso en la comunidad cientifica en cuanto a
los criterios de seleccion utilizados. Sin embargo, la subjetividad del embri6logo es un
handicap a tener en cuenta. Por esta razon, existe la necesidad de mejorar la eficacia del
método. En este sentido, la introduccién de la Inteligencia Artificial en los modelos de

seleccion embrionaria ha supuesto un gran avance a la hora de estandarizar criterios.

La importancia de la seleccion de gametos y embriones se relaciona con las tasas de éxito
de los tratamientos FIV. Asi la tasa de embarazo esta relacionada con la calidad del
blastocisto: se ha reportado que transferencias de dos blastocistos presentan una tasa de
gestacion del 86,8% cuando ambos son de buena calidad, que disminuye al 69,6% cuando
al menos uno de los dos es de calidad 6ptima, y al 43.8% cuando los dos blastocistos son
de calidad suboptima (Yu et al., 2018). Gracias a la transferencia electiva de un solo
blastocisto se obtienen tasas mas altas de implantacion y embarazo y se reduce el riesgo

de gestaciones maltiples.

El numero de células, la fragmentacion y la simetria celular son los criterios de seleccion
fundamentales para embriones tempranos; y la Masa Celular Interna (Mci) y el
Trofoectodermo (TF), asi como el grado de expansién, para los blastocistos (ASEBIR).
Pero hay otros pardmetros secundarios que no se han podido observar bien hasta ahora.
La introduccion de los sistemas time-lapse ha permitido evaluar caracteristicas cinético-
dependientes, que antes era imposible considerar, como la presencia o aparicion de
vacuolas, especialmente en los embriones. Este trabajo pretende realizar una revision y
actualizacion de como puede afectar este parametro al desarrollo embrionario y a los

resultados clinicos.



6. Objetivos

Este trabajo consta de tres objetivos principales:

I.  Valorar la repercusién de las vacuolas en los gametos femenino y masculino en
cuanto a las tasas de fecundacion y tasas de desarrollo a blastocisto.
Il. Evaluar el impacto de la vacuolizacién espontanea durante el desarrollo
embrionario para las tasas de desarrollo a blastocisto.
1. Determinar la influencia de las vacuolas de gametos y embriones en las tasas

clinicas.

7. Material y métodos

Con el fin de obtener la informacion necesaria sobre la influencia de las vacuolas en los
gametos y en los embriones, se realiz6 una bdsqueda de articulos cientificos en la base de
datos PubMed. Se realiz6 mediante la palabra clave vacuola, usando el operador AND
para buscar los articulos que contuviesen también las palabras gametos, espermatozoides,
6vulos y embriones. Los articulos fueron seleccionados por su importancia en el tema y

con la intencién de valorar el impacto que tienen las vacuolas sobre las tasas clinicas.

8. Resultados
8.1. Vacuolas en el espermatozoide

La microinyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) en las técnicas de
reproduccion asistida, ha permitido a parejas con valores alterados del espermiograma
que puedan concebir, ya que en su casa de forma natural o mediante la fecundaciéon in

vitro convencional no hubiera sido posible.

El efecto de la morfologia de los espermatozoides en los resultados del ICSI es un tema
de debate. En 2001 se introdujo una técnica con la que poder observar los
espermatozoides a un aumento mucho mayor (6000x). Con el MSOME (motile sperm
organellar morphology examination) es posible examinar la integridad morfoldgica de los
espermatozoides a nivel subcelular (Setti et al., 2014). Esta técnica permite observar

ciertas estructuras como las vacuolas, que no son visibles con un aumento similar al ICSI.



La microinyeccion de espermatozoides derivada de la seleccion morfoldgica a grandes
aumentos se denomina IMSI (Intracytoplasmic Morphologically selected Sperm

Injection).

La vacuola espermatica es una concavidad que se extiende desde la superficie de la cabeza
del espermatozoide a través del acrosoma hasta el nucleo (Setti et al., 2013). Se ha
sugerido que las vacuolas esperméticas se producen durante la condensacion nuclear

espermatica (Setti et al., 2013).

Las vacuolas en la cabeza del espermatozoide pueden variar en tamarfio. Se definen como
vacuolas pequefias aquellas que ocupan menos de un 4% del area de la cabeza
(Vanderzwalmen et al., 2008) y vacuola grande como las que ocupan mas de un 13% del
area de la cabeza (Setti et al., 2014). A estas Ultimas se las conoce como espermatozoides

con LNV, vacuolas nucleares grandes.

Tal y como se muestra en la figura 1, uno de los criterios mas empleados para clasificar
los espermatozoides con vacuolas es el siguiente (Vanderzwalmen et al., 2008):

- Grado I: corresponde a los espermatozoides con ausencia de vacuolas.

- Grado II: son espermatozoides con presencia de dos vacuolas pequefias como
maximo.

- Grado Ill: en este apartado corresponden tanto espermatozoides con méas de dos
vacuolas pequefias como aquellos que tienen al menos una vacuola grande.

- Grado IV: se trata de espermatozoides con vacuolas grandes y otras anomalias

morfoldgicas.
Figural

Clasificacion de los espermatozoides con vacuolas



Nota. Clasificacion de vacuolas: espermatozoides sin vacuolas (A), dos 0 menos vacuolas
por cabeza (B, C), mas de dos vacuolas pequefias (D), al menos una vacuola grande (E,
F). (Vanderzwalmen et al., 2008)

La presencia de vacuolas en los espermatozoides es muy comun. El porcentaje de
espermatozoides con vacuolas en pacientes normozoospérmicos es de mas de un 90%
(Tanaka et al., 2012). El grupo de VVanderzwalmen describen que solo el 7% de todos los
espermatozoides que ellos seleccionaron estaban completamente libres de anomalias
(Vanderzwalmen et al., 2008). Incluso el porcentaje de incidencia en pacientes
astenozoospérmicos y oligozoospérmicos es muy similar, sin diferencias significativas
respecto a los pacientes normozoospérmicos (Tanaka et al., 2012).

El porcentaje de espermatozoides con multiples vacuolas pequefias se sitta entre el 27,3%
al 49,3% (Boitrelle et al., 2013). La tasa de incidencia de vacuolas grandes se encuentra
entre el 24,2% (Setti et al., 2013) y el 25,20% (Setti, et al., 2014). En pacientes
normozoospérmicos, se observa mayor porcentaje de espermatozoides | y 11 (14,10 +
7,01%) y menor porcentaje de espermatozoides tipo 1V (80,07 + 8,58%) que en los grupos

con alteraciones de la calidad seminal. Se puede apreciar, ademas, una disminucion del
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porcentaje de espermatozoides I y Il con el aumento de la gravedad de la clasificacion
seminal segun criterio clasico de la OMS, tal y como se observa en la tabla 1 (Zanetti et
al., 2018).

La calidad seminal también se encuentra relacionada con los grados MSOME de los
espermatozoides. Los pardmetros seminales de concentracion, recuento total de
espermatozoides, movilidad total, movilidad progresiva y morfologia se correlacionan
positivamente con los grados I/11 y negativamente con el grado IV (Zanetti et al., (2018).
Estos resultados son corroborados por el grupo de Boitrelle, que exponen una asociacion
entre la baja movilidad progresiva de la astenozoospermia con una baja proporcion de
espermatozoides grado | y una alta proporcion de grado Il (Boitrelle et al., 2013). Por
otro lado, en el estudio de Setti, se estudid la correlacion entre los pardmetros seminales
y la incidencia de LNV (Setti, et al., 2013). Obtuvieron una correlacién directa con los
espermatozoides inmdviles y una correlacion inversa con el recuento total de
espermatozoides y el porcentaje de movilidad progresiva, tanto antes como después de la

preparacion de la muestra mediante gradiente de densidad.
Tabla 1

Anédlisis de la morfologia de los espermatozoides en funcion de la clasificacion de

infertilidad masculina

Table 1 Descriptive statistics for semen analysis according to male infertility classification

M T AT o1 OAT p
Volume (mL) 3.25 £ 195 314 = 1.597 423 £311* 212+£137° 213 £ 134 =0.001
Concentration (= 105/mL) 96,82 = 47.48° 73.33 = 40747 068 = 22747 10,95 = 12.02° 1412 = 19.28° <0001
Total sperm count {x 10% 298.9 + 210.6 2144 + 17477 155.5 + 128.4" 16.69 + 10.83° 17.40 + 12.94° =0.001
Total motility (%) 66.21 = 9.84* 6417 = 10.87* 3575 £ B.AFF 57.79 = 11.03" 3307 = 9B6° =0.001
Progressive motility (%6) 58.05 = 10.94" 55.71 = 1243 24,66 = 4.58° 4744 = 11.09° 21.95 = 7.54° =0.001
Morphology (9%) 4.44 + 0.64° 1.27 + 1.00° 1.00 = 1.25° 0.85 + 0.93° 0.34 = 0.71° =0.001
TMSC 179.4 £ 143.0° 1233 = 1127 3815 £ 31047 B.04 + 5667 421 + 3.40° =0.001
MSOME 1+ (%) 14.10 = 7.01* 946 + 6.33" 893 + 1693 692 + 5387 395 + 3.78° =0.001
MSOME 11 (%) 581 =374 5.30 + 3.87 527 +6.18 518 = 444 478 +4.12 0.911
MSOME IV {%%) B0.07 + B.58° 8522 + B 41" B7.42 + 12.24" B7.74 + 7.74" 91.26 + 6.81° =0.001

azbztc£d (GLM post hoe Tukey p < 0.05). N, normoznospermia; T, teratomospermia; AT, asthenoteratozoospermia; OT, oligoteratozoospermia; OAT,
oligoasthenoteratozoospemmia; TMSC, total motike sperm count; MSOME, motile spermn organelle morphology examination.

Nota. N (normozoospermia), T (teratozoospermia), AT (astenoteratozoospermia), TO

(oligoteratozoospermia), OAT (oligoastenoteratozoospermia). (Zanetti et al., 2018)

El origen de las vacuolas en los espermatozoides aln no esta claro, pero se consideran
malformaciones nucleares debidas a un mal empaquetamiento del ADN (Fortunato et al.,
2016). Segun numerosas publicaciones cientificas, se ha correlacionado con un aumento

en la falta de condensacion de cromatina, proceso que tiene lugar durante la
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espermiogeénesis, es decir, la Gltima etapa de la espermatogénesis, donde se produce la
maduracion final de los espermatozoides (Boitrelle et al., 2013; Fortunato et al., 2016;
Vanderzwalmen et al., 2008). En esta etapa, el ADN se compacta mucho mas por accion
de las protaminas, que sustituyen a las histonas, consiguiendo un ndcleo mas denso y
pequefio. Estas protaminas hacen que la cromatina se condense hasta 6 veces mas que en

una célula somatica.

Los procesos 0 modificaciones epigenéticos a nivel de histonas y su reemplazo por las
protaminas en el espermatozoide, son muy poco conocidos por la extrema complejidad
que tiene disefiar ensayos a nivel experimental que puedan estudiar este aspecto. Pero se
sabe que, si la cromatina esta correctamente condensada, el 85% del ADN est& unido a
protaminas y el 15% a histonas (Boitrelle et al., 2013). Para evaluar la condensacion de
la cromatina en los espermatozoides se puede usar la tincion con azul de anilina. Se trata
de una medicion indirecta de la proporcion de protaminas debido a que se une a las
histonas; por lo que una tincion elevada de azul de anilina muestra demuestra un fallo de

condensacion del ADN, con el que se correlacionan los espermatozoides vacuolados.

Gracias a este ensayo Boitrelle demostro que los espermatozoides sin vacuolas tienen una
tasa media significativamente méas baja (p<0.0001) de cromatina no condensada (9,3%)
con respecto a los espermatozoides con numerosas vacuolas pequefias (39,8%). Esta tasa
sigue siendo menor aun cuando se diferencia entre cromatina parcial o completamente no
condensada: los espermatozoides con ausencia de vacuolas presentan un porcentaje mas
bajo de cromatina completamente no condensada que los espermatozoides con multiples
vacuolas pequefas (6,7% frente a 18,9%, respectivamente) y de cromatina parcialmente
no condensada (2,7% frente a 20,9%, respectivamente) (p<0,0001) (Boitrelle et al., 2013).

Se ha podido observar, en espermatozoides con una vacuola grande (que ocupa mas del
15% de la superficie de la cabeza), una concentracion de histona H3 estadisticamente
superior a la de espermatozoides sin vacuolas (88,1% frente a 74,8%, p=0.009) y una
concentracion estadisticamente inferior de protamina 2 (50,2% vs 82,1%, p<0.001)
(Bendayan et al., 2022).

En algunos estudios, se describe que las vacuolas estaban asociadas a una mayor
fragmentacion del ADN (Vanderzwalmen et al., 2008), lo que tiene sentido dado que la
condensacion deficiente de la cromatina puede hacer que el ADN nuclear del esperma sea
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més vulnerable al dafio mientras viaja a través de los tractos genitales masculinos y

femeninos (Boitrelle et al., 2013).

8.1.1. Tasas de laboratorio FIV

Es importante explicar que en la revision de los articulos se han encontrado dos tipos de
metodologias: por un lado, los estudios directos, en los cuales la microinyeccion de
espermatozoides se realiza con el MSOME, conociendo las caracteristicas del
espermatozoide microinyectado en el ovocito. Dentro de este tipo de ensayo tenemos los
articulos realizados por Greco, Tanaka y Vanderzwalmen (Greco et al., 2013; Tanaka et
al., 2012; Vanderzwalmen et al., 2008). Y, por otro lado, los trabajos indirectos realizados
por Setti y Zanetti (Setti et al., 2013, 2014; Zanetti et al., 2018), donde se lleva a cabo el
ICSI convencional y se analiza la morfologia de la muestra seminal utilizada mediante
MSOME. En este tipo de estudios se llevan a cabo analisis de regresion de la correlacion

de la incidencia de los grados MSOME con los resultados de ICSI.

La tasa de fecundacién cuando se microinyectan espermatozoides con un maximo de
dos vacuolas pequefias es de 73,7% y de espermatozoides con al menos una vacuola
grande o varias pequefias de un 66,9%, sin diferencias estadisticamente significativas
entre ellas (p>0.05) (Greco et al., 2013). Estos datos son corroborados por
Vanderzwalmen, el cual tampoco encuentra una diferencia significativa en la tasa de
fecundacién de espermatozoides grado /1l (89,5%) y grado 1Il/IV (84,6%, p>0.5)
(Vanderzwalmen et al., 2008). Sin embargo, Tanaka si encuentra diferencias estadisticas
cuando se microinyectan espermatozoides con un maximo de dos vacuolas pequefias
(85,7%) frente a espermatozoides con al menos una vacuola grande (60,9%, p<0.05),
(Tanaka et al., 2012). Los propios autores afirman que estos resultados no son
concluyentes, debido fundamentalmente al escaso tamafio muestral de cada grupo. Tan
solo se microinyectan 20 ovocitos con espermatozoides sin vacuolas, 63 con vacuolas
pequefias y 23 con vacuolas grandes. El hecho de que este estudio si encuentre diferencias
significativas también puede deberse a que la categorizacion del tamafio de las vacuolas
es diferente, puesto que en general todas las publicaciones de este tipo presentan un
namero bajo de casos. En este articulo, las vacuolas grandes son consideradas aquellas
que ocupan mas de un 50% de la superficie de la cabeza, mientras que las vacuolas

pequefias ocupan <25%.

Respecto a los ensayos indirectos, el grupo de Setti no encuentran ninguna correlacion
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entre la incidencia de espermatozoides con grandes vacuolas y la tasa de fecundacion
(Setti et al., 2013, 2014). Zanetti tampoco encuentra correlacion con espermatozoides
grado 1V (Zanetti et al., 2018).

Los estudios directos no encuentran significancia estadistica en cuanto a la tasa de
embriones en D3 de desarrollo en funcion del tipo de vacuola (Greco et al., 2013;
Vanderzwalmen et al., 2008); sin embargo, en los andlisis de correlacién indirectos,
obtenemos resultados heterogéneos: por un lado, Zanetti ha encontrado correlaciones
significativamente negativas con los espermatozoides con grandes vacuolas (Zanetti et
al., 2018); y en cuanto al grupo de Setti, las dos publicaciones que estudia la presencia de
vacuolas en espermatozoides, presenta resultados opuestos en cuanto a la tasa de
embriones de D3 de buena calidad (Setti et al., 2013, 2014).

En el desarrollo hasta la etapa de blastocisto es donde se empiezan a encontrar
diferencias entre los espermatozoides no vacuolados frente a los vacuolados. Como se
puede observar en la tabla 2, la tasa de formacion de blastocisto no difiere en cuanto a
espermatozoides de grado | y Il. Esto no ocurre cuando las vacuolas son grandes o hay
mas de dos vacuolas pequefias (grado I11), donde si encuentran unas tasas de formacion
de blastocisto menores. Si hablamos de blastocistos de buena calidad nos encontramos
frente al mismo escenario. Las tasas son muy similares en cuanto a espermatozoides de
grado | y IlI, pero las tasas en espermatozoides grado Il y IV disminuyen
significativamente. Aungue es cierto que el tamafio muestral de cada grupo es bastante
bajo, el grupo de Setti también obtuvieron una correlacion negativa entre la tasa de
blastocistos y los espermatozoides LNV (Setti et al., 2013). Se puede observar una
correlacion significativamente positiva de la tasa de formacion de blastocistos con los

espermatozoides grado I/11 (Zanetti et al., 2018).

Para los espermatozoides con LNV, el andlisis de regresion de Setti mostrd una
disminucion del 10% en la probabilidad de que un embrion se desarrollara hasta la etapa
de blastocisto, una probabilidad menor del 16% de que un blastocisto posea un
trofoectodermo normal y una posibilidad reducida del 15% de que un blastocisto tenga
una masa celular interna normal. Pero el grado de expansion de los blastocistos no fue
influenciado por los espermatozoides LNV o espermatozoides normales (Setti et al.,
2014).

12



Tabla 2

Resultado del desarrollo embrionario segun los tipos de espermatozoides
microinyectados

Table 1. (a) Outcome of embryo development in a group of 25 patients after sibling oocytes were
injected with grade I, grade I, grade III and grade IV spermatozoa. (b) Chi-squared test results.

a

Tipe of injected spermatozoa Gradel  Gradell Gradelll Grade IV
No. injected oocytes 16 70 59 19
Percentage (no.) of embryos per injected oocyte

Zygotes 87.5(14) 90.0(63) 94.9(56) 52.6(10)
Day-3 embryos 87.5(14) 88.6(62) 93.2(55) 474(9)
Good quality day-3 embryos 43.8% (7) 429 (30) 33920) 21.1(4)
Blastocysts 56.3%(9) 614(43) 51(3) 0
Good quality blastocysts 375%(6) 37.1(26) L.7(1) 00

7 d-test All groups  Multiple comparison analvsis (P-values)
Grade of spermatozoon Iversus I Iversus III  I'versus IV I versus IIl Il versus IV Il versus IV

Injected oocytes versus

Zygotes NS NS NS NS NS NS NS
Day-3 embryos NS NS NS NS NS NS NS
Good quality day-3 embryos NS NS NS NS NS NS NS
Blastocysts <0.001 NS <0.001 0.003 <0.001 0.001 NS
Good quality blastocysts <0.001 NS <0.001 NS <0.001 NS NS

Significance level P < 0.009 after Bonferroni adjustment, NS = not statistically significant.

Nota. A) Resultado del desarrollo embrionario tras ICSI con espermatozoides grado |
(ausencia de vacuolas), grado Il (maximo de dos vacuolas pequefias), grado 11l (mas de
dos vacuolas pequefias o0 al menos una vacuola grande) y grado 1V (vacuolas grandes
junto con formas anormales de la cabeza u otras anomalias). B) Resultados de la prueba

de chi-cuadrado. (Vanderzwalmen et al., 2008)

8.1.2. Tasas clinicas

Tal y como se muestra en la Tabla 3, las tasas clinicas se ven influenciadas negativamente
por los espermatozoides que presentan vacuolas grado 111y 1V, cuando se comparan con
los tipos I 'y Il (Greco et al., 2013). La transferencia de embriones en este estudio se realiza
en el dia 3 de desarrollo. Hoy en dia se sabe que la transferencia en dia 5 es més efectiva
en cuanto a las tasas de implantacion, ya que el Utero se encuentra en su estado 6ptimo
para que se produzca la implantacion. Pese a esta limitacion, estos datos podrian ser
respaldados con las conclusiones de otros estudios que, pese al pequefio tamafio muestral
de los blastocistos transferidos, se encuentra que la presencia de vacuolas en los nucleos

de los espermatozoides disminuye las tasas de embarazo e implantacion (Vanderzwalmen
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et al., 2008).

Respecto a los ensayos indirectos, si bien Zanetti no obtuvo resultados significativamente
estadisticos respecto a la tasa de implantacion (Zanetti et al., 2018), los estudios de Setti

obtuvieron una correlacion negativa de implantacion y embarazo (Setti et al., 2013, 2014).
Tabla 3
Resultados clinicos de espermatozoides de buena y mala calidad

Comparison of clinical outcomes between group A (good guality spermatozoa, types | and 1) and group B (low quality spermatozoa, types Il
and IV).

Outcome variable

Total

No. of live births: live births/transfer (live-birth rate)

Note values are number or mean + standard deviation (S0 (percentags).
“ Fisher's exact test, P< 05,

Greco. Sperm vacuwoles and ciinical autcomes. Fertd Stenl 2013,

Nota. Comparacion de los resultados clinicos entre espermatozoides de buena (grupo 'y
I1) y mala calidad (grado Iy 1V). (Greco et al., 2013)

8.2. Vacuolas en ovocitos

La madurez nuclear del ovocito se observa facilmente mediante la extrusion del primer
corpusculo polar. Para la correcta fecundacion de los ovocitos, se necesita que exista una
coordinacion entre la madurez nuclear y la madurez citoplasmatica del mismo.
Asincronias o alteraciones en ambos procesos de maduracion puede conllevar anomalias

morfoldgicas en los ovocitos (Rienzi et al., 2008).

Los dimorfismos ovocitarios se dividen en anomalias citoplasmaticas (cuerpos refractiles,
aumento de granulidad, cuerpos refringentes y vacuolas) y anomalias
extracitoplasmaticas (alteraciones en el tamafio y forma del espacio perivitelino,

anormalidad morfoldgica del primer corpusculo polar y alteraciones en la zona peldcida).

Las vacuolas son inclusiones citoplasmaticas rellenas de liquido y rodeadas por una
membrana. (Asociacion para el estudio de la biologia de la reproduccion [ASEBIR].,
2015). Las vacuolas pueden surgir de manera espontanea o por la fusion de vesiculas

preexistentes de reticulo endoplasmatico liso o del aparato de Golgi.
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Su tamafio y nimero varian considerablemente. En la Gltima clasificacion ASEBIR, se ha
tomado un valor de 14 um como punto de corte para el diametro de las vacuolas, puesto
que a partir del mismo el riesgo de fallo de fecundacion es mayor. (Ebner et al., 2005;
Rienzi et al., 2008).

Aproximadamente el 60-70% de los ovocitos tienen uno o mas dimorfismos (ASEBIR.,
2015). La aparicion de una vacuola en el ovocito tiene una tasa de incidencia entre el 3y
el 12%; sin embargo, la presencia de multiples vacuolas tiene una incidencia del 1%
(ASEBIR, 2015).

8.2.1. Tasas de laboratorio FIV

En cuanto a las tasas de fecundacion, la presencia de una o mas vacuolas condujo a una
cantidad significativamente menor de cigotos con dos pronucleos (48,9 %) en ICSI en
comparacion con los gametos sin vacuolas (65,3 %) (P<0.05). (Ebner et al., 2005). La
tasa de fecundacion reducida para los ovocitos vacuolados es corroborada por otros
estudios (Braga et al., 2023; Rienzi et al., 2008).

Hay otros estudios en los que la tasa de fecundacion no se ve afectada. El grupo de Ten
no encontrd una reduccién significativa en gametos vacuolados (61,8%) y gametos no
vacuolados (66,9%) (Ten et al., 2007). Sin embargo, Bartolacci realiz6 una revisién en la
cual, de 14 articulos analizados sobre las vacuolas en los ovocitos, 10 de ellos encontraron
una correlacion negativa en los resultados de fecundacion (Bartolacci et al., 2022).

No se encuentran diferencias significativamente estadisticas en cuanto al desarrollo
embrionario en D2. Como se observa en la tabla 4, el grupo de Ten obtuvieron una tasa
de embriones de calidad éptima de dia 2 del 21,4% en ovocitos vacuolados y una tasa del
37,6% en ovocitos no vacuolados, aunque la tasa fue menor, no hubo diferencia

significativa (Ten et al., 2007).
Tabla 4

Influencia de las vacuolas en la calidad embrionaria
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Table 5. Influence of dysmorphisms on embryo quality after intracytoplasmic
sperm injection in donor cocyte patients.

No._ of Good (%) Odds  953% CT Povalue
embryos gqualin®  ratio®

Perivitelline space

Normal 074 35.6 1.00

Large 108 50.0 1.80 1.15-2.80 0.01
Perivitelline debris

No 634 37.1 1.00

Yes HE 36.8 102 074141 NS
Oocyre shape

Sphernical 675 373 1.00

Non-spherical 407 36.4 092 067-126 NS
Zona pellucida integrity

Normal 736 36.1 1.00

Abnommal 296 39.2 111  081-153 NS
First pelar body

Normal 192 328 1.00

Fragmented e gular 290 379 133 085209 NS
Cyroplasmic gramularity

Normal 748 425 1.00

Excessive 334 345 068 046101 NS
Presence of vacuoles

No 1040 376 1.00

Yes 42 214 051 024109 NS
Cyroplasmic colour

Normal 1045 379 1.00

Dark 36 23 017 004074 002

*3-cell embryos, €25% of cvioplasmic frapmentadon, no blastomere mmltirmcleaton, equal or similar blastomeres.

*0dds rane admusted for all variables of the table.
Nota. Influencia de las dismorfias ovocitarias en la calidad de embriones de dia 2 tras
ICSI. (Ten et al., 2007)

En cuanto a los embriones de ovocitos vacuolados nos encontramos con una menor tasa
de embriones de D3 de buena calidad (39% vs 41%, p<0.01) (Braga et al., 2023). Sin
embargo, no se han encontrado diferencias en cuanto a la proporcion de embriones que
Ilegan a blastocisto (53% vs 61%, p 0.617).

8.2.2. Tasas clinicas

Las tasas de éxito de las técnicas de reproduccion asistida también se pueden ver
afectadas por la presencia de vacuolas en los gametos femeninos. Estudios realizados con
transferencias de blastocistos en D5 de desarrollo han mostrado unas tasas
significativamente menores de implantacion y de embarazo: en cuanto a las tasas de
implantacion se observa un 20,5% de ovocitos vacuolados en comparacién con un 36,2%
en ovocitos no vacuolados (p<0.01) y respecto a las tasas de embarazo se obtiene un

11,1% y un 21% respectivamente (p<0.01). Ademas, afecta a la tasa de aborto
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espontaneo, siendo esta significativamente mayor en los ovocitos vacuolados (11% frente
a un 0%, p<0.01) (Braga et al., 2023).

8.3. Vacuolizacion espontanea en desarrollo embrionario

Las vacuolas son inclusiones citoplasmaticas llenas de liquido del espacio perivitelino
(Chenetal., 2022) (Zhang et al., 2019). La vacuolizacion es el dimorfismo citoplasmatico
mas dinamico, puesto que las vacuolas varian tanto en tamafio como en namero (Ebner
et al., 2005). Las vacuolas pequefias es probable que desaparezcan, en cambio, cuanto
mas grande o mas vacuolas hay es mas probable que se fusionen o dividan durante la

division celular (Mayer et al., 2018).

La categorizacion para las vacuolas de embriones tempranos (dia 2 o 3 de desarrollo)

segun ASEBIR es la siguiente (Figura 2):
Figura 2

Categorizacion embrionaria en funcién de la presencia de vacuolas

A B C D

<50% de < 50% de >50% de blastémeros > 50% de
Ausencia de blastémeros con blastémeros con | con vacuolas pequeiias blastémeros con
vacuolas vacuolas vacuolas grandes | ($5-14 um) vacuolas grandes
pequefias (>14 um) (> 14pm)*
(£5-14 um)

(o) N > o
B

Nota. (ASEBIR., 2015)

En cuento a la incidencia general de la vacuolizacion, los datos publicados muestran que
entre el 26,9% (Lee et al., 2023) y 28,2% (Zhang et al., 2018) de los blastocistos presentan
vacuolas, o han mostrado alguna a lo largo del desarrollo embrionario. La vacuolizacion
varia en funcién del dia de desarrollo embrionario. La prevalencia de la vacuolizacion en
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la etapa de cigoto se encuentra entre el 5% (Mayer et al., 2018) y el 10% (Ebner et al.,
2005). En la etapa de 2 a 8 células (dia 2 y 3) la probabilidad es del 2% (Ebner et al.,
2005; Lee et al., 2023; Mayer et al., 2018). Sin embargo, la etapa de 8 células a morula
es la frecuente y mas probable para la vacuolizacion (Zhang et al., 2019). La probabilidad
de formacion de vacuolas alcanzo su punto maximo el dia 4, siendo entre un 11% (Lee et
al., 2023) y un 14% (Chen et al., 2022). La tasa de vacuolizacion esponténea en el estadio
de blastocisto (sin vacuolas el dia 4) es del 6,5 % (Mayer et al, 2018).

Las causas de la vacuolizacion son controvertidas (Lee et al., 2023). Se cree que pueden
surgir espontaneamente, por fusion de vesiculas mas pequefias procedentes del aparato
de Golgi o del reticulo endoplasmético liso, que anteriormente no eran visibles, o
generarse artificialmente en el ICSI (Mayer et al., 2018), debido a la encapsulacién de
polivinilpirrolidona o medio que podria haber penetrado a la célula durante la inyeccion
(Ebner et al., 2005).

Esto explicaria el hecho de obtener significativamente mas vacuolas en ciclos ICSI (40%)
en comparacion con los ciclos FIV (24%) (Ebner et al., 2005). Ademas, el grupo de Ebner
observaron como ninguna vacuola de los cigotos que provenian de ciclos FIV
convencionales desparecio, pero el 28,6% de las vacuolas de ciclos ICSI no se detectaron
en dia 2 (Ebner et al., 2005). Lo que sugiere que igual las de FIV ya las presentaba el
ovocito en origen, y no que forman espontaneamente por actividad citoplasmatica, o por

la técnica de inseminacion utilizada.

8.3.1. Tasas de laboratorio FIV

La vacuolizacion espontanea en el dia 4 esté estrechamente relacionado con la detencién
del desarrollo, ya que se asocia con una tasa de blastulacion reducida y, ademas, con una
peor calidad de blastocisto (Ebner et al., 2005). La tasa de formacién de blastocistos en
embriones vacuolados es significativamente menor (50,6% vs 54,8%, p= 0.027) y
también la tasa de formacion de blastocistos de buena calidad (46,7% vs 53,4%, p=0.018)
(Chen et al., 2022). Estudios més recientes corroboran los resultados del estudio de Ebner
(Mayer et al., 2018; Yu et al., 2018; Zhang et al., 2018).

Como podemos observar en la tabla 5, el grupo de blastocistos vacuolados posee menos
blastocistos de calidad optima y més blastocistos de calidad subdptima en comparacion

con el grupo de blastocistos sin vacuolas.
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Tabla5

El impacto de las vacuolas en la calidad de los blastocistos

Table 3 The impact of vacuoles on blastocyst quality

Vacuole positive Vacuole negative p value
embryos (n=287) embryos (n=386)

Best (%) 7.7 (22/287) 19.9 (77/386) 0.000°
Good (%) 27.9 (80/287) 39.1 (151/386) 0.002¢
Fair (%) 23.7 (68/287) 11.9 (46/386) 0.000°
Discarded (%)  40.8 (117/287) 29.0 (112/386) 0.001%
47 test

Nota. (Zhang et al, 2018)

Cuantos mas blastdbmeros estén afectados por las vacuolas, peor es el desarrollo del
embrion como se demuestra en la figura 3 y en la tabla 6 (Zhang et al, 2018). Estos datos
también son demostrados por Chen (Chen et al., 2022). Ademas, también concluy6 que,
con el aumento del tamafio de las vacuolas, la tasa de embriones de calidad 6ptima

disminuia.
Figura 3

El desarrollo embrionario afectados por las vacuolas
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Nota. De izquierda a derecha: estadio de escision, morula y blastocistos. A) La proporcion
de blastémeros afectados es baja, B) la proporcién de blastomeros afectados fue mayor y
C) la proporcion fue alta. (Zhang et al., 2019)

Tabla 6

La asociacion entre la calidad embrionaria y la proporcion de blastomeros vacuolados

Table 4 The association

L Best (n=22) Good (n=280) Fair (n=68) Discarded (n=117)
between vacuolization and
embryo quality Starting time of 73.4+8.0 73.0+8.9 73.9+8.3 74.1+10.2
vacuolization (h)*
Proportion of 13.3 (44/330) 20.8(239/1148) 26.7 (227/850) 34.0 (454/1336)

blastomeres with
vacuoles (%)°

“t test Differences in the starting time of vacuolization among the four groups were not significant (p>0.03)

bf test Differences in the proportion of blastomeres with vacuoles among the four groups were all signifi-
cant (p<0.05)

Nota. (Zhang et al., 2019)

Otro aspecto importante es la localizacion de las vacuolas en el blastocisto. En méas de la
mitad de los blastocistos las vacuolas se detectan exclusivamente en el trofectodermo
(Ebner et al, 2005). En la masa celular interna (ICM) se encuentran con menos frecuencia
que el trofectodermo y también hay una proporcion de células vacuoladas que son

excluidas del blastdmero (Tabla 7).
Tabla 7

La localizacion de las células vacuoladas en el blastocisto

Occurrence and further fate of vacuoles sportaneously arising on day 4 of preimplantation development, n (%:).

Group 1 Group 2
Parameter (All vacuoles) (Mo vacuoles)

6262 (100

Moter EB = exduded blastomere; KCM = inner cell mass; TE = trophectoderm. Spontaneous vacualz ation is caloul ated per formed maorula on day 4.

*Bepe D01

Mayer Blastorysts denved from vacuolized monilas Fertil Sterd 20718

Nota. (Mayer et al., 2018)

Los pacientes con embriones vacuolados y no vacuolados no presentan diferencias en

cuanto a edad, nivel basal de FSH, numero de ovocitos recuperados y concentracion
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seminal (Chen et al., 2022; Ebner et al., 2005; Zhang et al., 2018), tal y como se muestra

en la tabla 8.
Tabla 8

Comparacion de las variables parentales en los ciclos vacuola positivos y vacuola

negativos

Tab_le 1 C0|11pari5011 of .pfu'emal Vacuole positive cycles Vacuole negative p value

variables in vacuole pOSlT]VE‘ (n=119) eycles (n=303)

cycles and vacuole negative

cycles Female age (years) 31.7+4.5 31.0+4.8 0.213*
Basal FSH (IU/L) 69+4.9 7.2+6.6 0.661*
No. of oocytes retrieved 124429 124439 0.946*
Sperm concentration of IVF (x 10%mL) 54.4+26.6 554+32.6 0.826%
Sperm concentration of ICSI (x 10%mL) 19.8+23.5 2444270 0.374*
Fertilization rate (%) 86.1 (1150/1335) 84.9 (2866/3377) 0.267°
Normal fertilization rate (%) 73.6 (982/1335) 72.8 (2457/3377) 0.577°
1 test
bzz test

Nota. (Zhang et al., 2018)

8.3.2. Tasas clinicas

En cuanto a los resultados clinicos, los estudios realizados muestran resultados
controvertidos. Por un lado, tal y como se indica en la tabla 9, no se encuentran diferencias
significativas en cuanto a la tasa de implantacion cuando se comparan blastocistos
vacuolados frente a no vacuolados. Pese a que la tasa aborto espontaneo parece aumentar,
la diferencia tampoco es significativa. Chen tampoco encuentra diferencias
estadisticamente significativas respecto a la tasa de implantacion, embarazo y recién
nacido vivo (tabla 10) (Chen et al., 2022).

Tabla9

Tasas de implantacién y de aborto espontaneo en blastocistos vacuolados y vacuola

negativos
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Table 2 The development outcomes of embryos with or without vac-
uoles

Vacuole positive ~ Vacuole negative  p value
embryos (n=287) embryos (n=386)

Blastulation rate (%) 78.7 (226/287) 88.3 (341/386) 0.001*

Good quality blastu- 59.2 (170/287) 71.0 (274/386) 0.001*
lation rate (%)

Implantation rate 55.6 (25/45) 53.3 (40/75) 0.813*
(%)

Miscarriage rate (%) 16.0 (4/25) 7.5 (3/40) 0.507*

47 test

Nota. (Zhang et al, 2018)

Sin embargo, otros grupos si encuentran diferencias estadisticas en cuanto a tasas de
implantacion entre embriones no vacuolados y vacuolados (56,6% vs 35.5%, p<0.05)
(Lee et al., 2023). Los mismos autores también reportan una tasa de recién nacio vivo
mayor para blastocistos no vacuolados (52,2% frente a 29% de blastocistos vacuolados)
(p<0.05). Aun asi, respecto a la tasa de aborto espontaneo no difiere de Zhang dado que

no encuentran diferencia significativa entre los dos grupos (Zhang et al., 2018).

Con respecto a las tasas de euploidia y mosaicismo, los resultados también son
contradictorios. Hay articulos que no encuentran diferencias significativas entre ambos
grupos (Chen et al, 2022), como se muestra en la tabla 10. La tasa de euploidia para
embriones vacuolados y para embriones no vacuolados es de 53% y 52,7%
respectivamente (p=0.927) y la tasa de mosaicismo es de 5,3% y 4,2% respectivamente
(p=0.413).

Tabla 10

Tasas clinicas de blastocistos vacuolados y no vacuolados
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TABLE2 Embryological, clinical,

and neonatal outcomes for vacuole-positive and vacuole-negative embryos.

Vacuole-positive embryos Vacuole-negative embryos P

Elastocyst formation (%) 403/79% (50.6) 26914907 (54.8) 0.027
High-quality embryo rate (%) 168/360 (46.7) 1438/2691 (53.4) 0.018
Maosaicizm (%) 13/245 (5.3) 711703 (4.2) 0.413
Euploidy (%) 123/232 (53) B60/1632 (52.7) 0.927
Implantation rate (%) 35/63 (55.6) 311472 (859) 0.107
Ongoing pregnancy rate (%) 27163 (429) 2514472 (53.2) 0.124
Live-hirth rate (%)

total 26/63 (41.3) 217472 (48) 0.481

Monozygotic twins 2 5 /
Mode of delivery 0.427°

natural delivery (%) 7/63 (28) 46/472 (21)

cesarean (%) 18463 (72) 173472 (79)
Birth weight

singleton 325435 + 368.01 3338.52 £ 566.15 0168

Monozygotic twins 1775 + 69462 2525 + 59979 0.076
Low hirth weight

sirgh.‘ton (%) 1425 (4.0) 124230 (5.2) 0.793

Monozygotic twins 1 1 !
Birth length (cm)

singleton 5019+ 133 50.02+133 0.81

Monozygotic twins ! ! !
Preterm hirth

singleton (%) 2026 (77) 24/217 (11.1) (X7

Monozygotic twins o 1 /
Birth defect

singleton (%) 234 (59) 144222 (6.3) 0.527

Monozygotic twins 1] 1] !

*P values for testing overall differerices between the groups.

Nota. (Chen et al, 2022)

Sin embargo, otros autores si encuentran diferencias significativas en cuanto a la tasa de
euploidia/aneuploida cuando comparan blastocistos vacuolados con los que no lo estan
(tabla 11). El grupo de Lee sefialan una tasa de euploidia del 28,8% para embriones

vacuolados y de 35,5% para embriones no vacuolados (p<0.001) (Lee et al., 2023).
Tabla 11
Comparacidn de las tasas genéticas en grupos de blastocistos vacuolados y no vacuolados

Comparison of preimplantation genetic testing for aneuploidy results and embryo quality between vacuole-positive and negative groups

Characteristic Total Vacuol e-positive Vacuole-negative
Blastocyst (n) 3351 903 2448
Age (y) (mean + SD) 354+ 42 357+ 41 3534142
Results of PGT-A
Euploidy (%) 33.7{(1130/2351) 28.8 (260/903)* 35.5 (B70/2448)*
Aneuploidy (%) 66.3 {2221/32351) 71.2 (p43/203)* 64.5 (1578/2448)*
Blastocyst momphology’
Excellent (%) 4.5(1483351) 2.B (25/903)* 5.0(123/2448)*
Good (%) 74.0(2481/3351) 66.7 (602M03)* 76.8(1879/2448)*
Poor (%) 21.5({722/3351) 30.6 (276003)* 18.2 (446/2448)*

Nofe Data are reporied 2= mean + 3D, or % () & appopeate. PET-A = preimplantation gene b testng for aneuplody; 5D = standasd desiation.

* P 001 detesmaned by the cdhi-squarne test.

 Emibeys marphology gades were defined s follows: excellent-quaiy bl stocysts with nner el mass JOM) and treghactodenm (TE) of As; good-quaity blasinos s with ICM and TE grade of AB,
BA, and BB; and poos-quality blastocss with BCM and TE grade of BC.

Lea Vacualkes aid euploll embryo selection. Fertil Sted 2023

Nota. (Lee et al., 2023)
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En cuanto a la localizacion de las vacuolas en el blastocisto y su relacién con las tasas

clinicas, el grupo de Chen mostraron las tasas clinicas diferenciando en tres grupos:

blastocistos no vacuolados (NC), blastocistos en los que las células vacuoladas

participaron en la compactacion (VAC+C) y blastocistos en los que las células vacuoladas

no formaron parte de la compactacion (VAC-C). Como se muestra en latabla 12, las tasas

del grupo VAC-C no difirieron en cuanto a las del grupo NC. Sin embargo, las tasas de

implantacion, embarazo en curso y RNV del grupo VAC+C fueron significativamente

mas bajas que las del grupo NC. El grupo VAC+C mostré una tasa de mosaicismo

significativamente mayor que los grupos VAC-C y NC (Chen et al., 2022).

Tabla 12

Tasas clinicas en blastocistos VAC-C, VAC+C y NC

TABLE 4 Embryological and clinical outcomes in VAC+C, VAC-C, and NC groups.

VAC-C=1 VACHC =2 NC=0

Blastocyst formation rate (%) 313/480 83/120 (69.2) 2440/2930

(65.2) (83.3)
High-quality Blastocyst rate (%) 130/249 38/88 1306/2440

(52.2) (432) (53.5)
Mosaicism (%) 7/187 (3.7) 6/55 (10.9) 61/2292 (2.7)
Euploidy (%) 94/180 (52.2) 27/49 (55.1) 773/1478 (52.3)
Implantation rate (%) 29/48 (60.4) 6/15 (40.0) 282/412 (68.4)
Ongoing pregnancy rate (%) 23/48 (479) 4/15 (26.7) 228/412(55.3)
Live-birth rate (%) 23/48 (47.9) 3/15 (20) 198/412 (48.1)
Mode of delivery
natural delivery (%) 7/23 (30.43) 0/3 (0) 43/198 (21.71)
cesarean (%) 15/23 (65.22) 3/3 (100) 155/198 (78.28)
Birth weight 3058.33 £ 713.94 2850 = 150 3330.32 + 549.96
Low birth weight (%) 3/23 (13.04) 0/3 (0) 11/198 (5.6)
Birth length (cm) 50.46 £ 1.27 4911 5004 £ 132
Preterm birth (%) 2/23 (8.70) 0/3 (0) 21/198 (10.61)
Birth defect (%) 1/23 (4.35) 0/3 (0) 7/198 (3.53)

“P values for testing overall differences between the groups.

p
Ivs 2

0.413

0.145

0.038
0.72
0.165
0.147
0.055
0.250°

0.287
0.506
0.235
0.595
0.713

p
1vs. 0

0.000

0.739

0.351
1.0
0.259
0.360
1.0
0.283"

0.784
0.167
0.967
0.776
0.804

P
2vs. 0

0.000

0.056

0.004
0.772
0.027
0.035
0.037
0.363"

0.987
0.675
0.586
0.551
0.741

Nota. Tasas clinicas en los 3 grupos: blastocistos no vacuolados (NC), blastocistos en los

que las células vacuoladas participaron en la compactacion (VAC+C) y blastocistos en

los que las células vacuoladas no formaron parte de la compactacion (VAC-C). (Chen et

al, 2022)
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9. Discusién
9.1. Vacuolas en espermatozoides

Gracias a la llegada del MSOME se han podido estudiar muchas de las anomalias
morfologicas que puede presentar un espermatozoide y como estas influyen en las tasas
clinicas. Pocos afios después de la observacion de espermatozoides a grandes aumentos,
se introdujo u nuevo sistema (IMSI) en los laboratorios de FIV; es un procedimiento de
ICSI modificado que selecciona los espermatozoides a 6000 aumentos. La IMSI ha
permitido clasificar los espermatozoides en cuatro grupos, atendiendo al nimero y
tamafio de vacuolas. Los grupos | y Il presentan pocas vacuolas y pequefias, y los grupos

I11'y IV mayor nimero de vacuolas y de mayor tamario.

Parece ser que hay una correlacion directa entre los parametros tradicionales del
seminograma y la graduacion de vacuolas segin MSOME: a peor calidad espermatica,

mayor nimero de vacuolas tipo V.

Los estudios que utilizan MSOME para estudiar las vacuolas en espermatozoides
muestran que el nimero de espermatozoides sin vacuolas en humanos es extremadamente
pequefio: la incidencia de espermatozoides vacuolados es mayor al 90% (Tanaka et al.,
2012), siendo el porcentaje de vacuolas pequefias entre el 27,3% y el 49,3% vy el de
vacuolas grandes entre el 24-25%. A pesar de la busqueda extensa con IMSI, no siempre
es posible incluso con esta técnica encontrar y seleccionar espermatozoides para la
fecundacién sin vacuolas o al menos con un maximo de dos pequefias vacuolas

(Vanderzwalmen et al., 2008).

El origen de estas vacuolas, aungque desconocido, se cree que se deben a una defectuosa
condensacion del ADN durante la espermiogenesis (Fortunato et al., 2016). La presencia
de un elevado porcentaje de vacuolas en una muestra seminal, por tanto, podria significar
mayores tasas de fragmentacion, y por tanto a un peor pronostico en los ciclos de FIV.
Sin embargo, en este trabajo no se han encontrado articulos publicados al respecto que
sustenten esta hipotesis, debido probablemente a que la técnica de IMSI es muy cara, y
pocos laboratorios la tienen incluida en sus rutinas de trabajo. Se podria plantear un
estudio indirecto realizando morfologia mediante tincion a muestras fragmentadas frente
aun grupo control de fragmentacion negativa, y ver si realmente hay una correlacion entre

ambos factores. Obviamente el tamafio de las vacuolas observadas seria de los grupos 111
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y IV, al no disponer de la posibilidad de aumento que presenta la técnica de IMSI.

En cuanto a los resultados de laboratorio, los articulos publicados muestran que no hay
diferencia respecto a la tasa de fecundacion dependiendo de los diferentes grados de

calidad de los espermatozoides.

Atendiendo a la bibliografia consultada, la mayoria de los estudios no muestran un
desarrollo embrionario hasta D3 comprometido; sin embargo, se han encontrado menores
tasas de formacion de blastocisto, y los que llegan son de peor calidad cuando las vacuolas

en espermatozoides son maltiples o de gran tamafio.

Hay estudios que muestran que el uso de la IMSI no mejora significativamente los
resultados clinicos de ICSI (Tanaka et al., 2012). Sin embargo, hay otros que argumentan
a favor del IMSI (Boitrelle et al., 2013). La seleccién de los pacientes a los que se aplica
IMSI, sus regimenes de estimulacion y las caracteristicas seminales de los hombres

contribuyen a la heterogeneidad de los resultados.

Segun las publicaciones incluidas en este trabajo, los resultados clinicos presentan unas
tasas disminuidas de implantacion, embarazo y recién nacido vivo de los espermatozoides
tipo 11y IV con respecto a los espermatozoides tipo 1 y Il (Greco et al., 2013). Sin
embargo, se necesitan mas estudios sobre los efectos en las tasas clinicas de transferencia

de blastocistos que provienen de los diferentes subgrupos de espermatozoides vacuolados.

Las limitaciones generales que se han encontrado en la busqueda bibliogréfica realizada
son dos: por un lado, el escaso tamafio muestral de los espermatozoides microinyectados
con IMSI; y por otro, la falta de consenso en cuanto a la definicion de los tamafios a partir
de los cuales una vacuola es considerada pequefia o grande.

9.2. Vacuolas en ovocitos

Los dismorfismos ovocitarios son relativamente frecuentes en los ciclos de FIV, pues
afectan al 60-70% de los ovocitos obtenidos. La tasa de incidencia de ovocitos vacuolados
se encuentra entre el 3-12% y su tasa de fecundacion es menor que la de ovocitos no
vacuolados. Se ha reportado que a partir de vacuolas mayores de 14 pm el riesgo de fallo

de fecundacion aumenta (Ebner et al., 2005). La Gltima edicion de los cuadernos de
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Embriologia Clinica de ASEBIR contempla este aspecto en su clasificacion morfoldgica.

La relacion entre el tamafio de las vacuolas y los resultados de la fecundacion se puede
explicar mediante dos hipotesis. La primera se debe a que es muy probable que una
vacuola grande o varias vacuolas pequefias causen un efecto mas perjudicial porque una
mayor parte del citoesqueleto puede que no esté funcionando como deberia. La segunda
se debe a que vacuolas grandes pueden desplazar el huso meiético de su posicion polar,
lo que puede resultar en un fallo de fecundacion, no iniciar la primera escisién o mostrar

un patron de citocinesis anormal (Ebner et al, 2005).

Ademas de una menor tasa de embriones de buena calidad a partir de D3, las tasas de
éxito para los resultados de las técnicas de reproduccion asistida también se ven afectadas.
Los ovocitos vacuolados disminuyen las tasas de implantacion y embarazo y aumentan la

tasa de aborto espontaneo (Braga et al., 2023).

Las principales limitaciones encontradas en los estudios de ovocitos vacuolados se deben
a que no hay una distincion entre los tamafios de las vacuolas que se microinyectan ni
tampoco evallan la presencia de varias vacuolas. Asimismo, en numerosos articulos las
anomalias morfoldgicas en los ovocitos se agrupan sin tener claro el impacto de cada una

por separado.

9.3. Vacuolas en desarrollo embrionario

La aparicion espontanea de vacuolas a lo largo del desarrollo embrionario es
relativamente frecuente (26-28%). La incidencia de vacuolizacién en funcién del estadio
embrionario es significativamente mayor en D4 de desarrollo, debido probablemente a
una mayor actividad citoplasmatica provocada por la transicion del estadio en células a la

compactacién en mérula.

La vacuolizacién espontanea en embriones perjudica la capacidad de formacion de
blastocistos y la calidad de estos. Ademas, cuanto mayor es el nimero de blastomeros
que poseen vacuolas y cuanto més grandes sean dichas vacuolas, peores son los resultados
de desarrollo embrionario (Chen et al., 2022). En concreto, se ha observado que la
vacuolizacion en la etapa de compactacion (D4) afecta negativamente tanto a la

formacion del blastocisto como a la calidad del mismo.
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Respecto a las tasas clinicas, los resultados no son concluyentes. Parece ser que la tasa de
aborto no aumenta por la presencia de vacuolas en los blastocistos, pero en cuanto a la
tasa de implantacion, unos autores encuentran significancia estadistica y otros no.
Ademas de la variabilidad en los grupos de estudio, puede que las diferencias se deban,
en parte, al hecho de no distinguir entre los embriones que utilizan en la compactacion
las células vacuoladas de los embriones que no las acoplan. Gracias al estudio de Chen,
se puede concluir que dichas tasas tienen peores prondsticos cuando las células
vacuoladas participan en la compactacion (Chen et al., 2022). Se especula que los
embriones excluyen a las células anormales durante la compactacion como mecanismos
de autocorrecciéon del embrion. Esta hipétesis se respalda con las menores tasas de
mosaicismo en embriones en los que las células vacuoladas no forman parte de la

compactacién en comparacion con los que si forman parte (Chen et al., 2022).

Por otro lado, los resultados de screening genético cuando se biopsian blastocistos
vacuolados frente a no vacuolados también muestran resultados contradictorios: por un
lado, parece que hay una asociacion entre menor tasa de euploidia y vacuolas, pero otros

autores no han encontrado diferencias significativas.

Esta ambiguedad en los resultados clinicos y de screening genético pueden deberse al
reducido nimero muestral de embriones vacuolados, la principal limitacion encontrada
en la gran mayoria de los articulos revisados. Este inconveniente se suele ver agrandado
por el escaso numero de embriones vacuolados transferidos. Esto puede explicar los

resultados no concluyentes encontrados.

Otro resultado interesante es la tendencia de la eliminacion de vacuolas de la masa celular
interna porque la gran mayoria de las vacuolas se ubican exclusivamente en el
trofectodermo. Este hecho puede ser una estrategia del embrién para reducir el impacto

negativo de la vacuolizacion en la implantacion (Ebner et al., 2005).

En base a todo lo expuesto en este trabajo podemos decir que, actualmente, la
clasificacion ASEBIR se queda un poco corta en cuanto a la clasificacion de vacuolas en
embriones, ya que con los sistemas time-lapse se ha demostrado que es un evento
dindmico, dificilmente evaluable mediante criterios de morfologia clasica. De hecho, la
clasificacion que propone es hasta D3 de desarrollo, pero no dice nada del estadio de
blastocisto. Una propuesta de mejora seria afiadir a los criterios ASEBIR una clasificacion
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respecto a las vacuolas en las que se diferencien aquellos embriones que compactan sus
células vacuoladas y aquellos embriones en los que las excluyan del proceso, debido a

que podrian tener un impacto diferente en las tasas clinicas.
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10. Conclusiones
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El origen de vacuolas en espermatozoides se puede deber a un defecto en el
empaquetamiento de la cromatina. Mas del 90% de espermatozoides presenta este
dismorfismo. Seria interesante plantear una linea de investigacion que relacionase
estos dos aspectos con los tratamientos de FIV.

La aparicion del MSOME/IMSI como nuevo sistema de microinyeccion ovocitaria
ha introducido un nuevo criterio de clasificacion de los espermatozoides en funcion
del nimero y tamafio de vacuolas.

La microinyeccion de espermatozoides tipo | y Il presenta mejor pronostico en
cuanto a tasas de desarrollo a blastocisto, tasa de gestacion clinica, implantacion y
Recién Nacido Vivo.

Las vacuolas en ovocitos pueden surgir de manera espontanea o por la fusion de
vesiculas preexistentes de reticulo endoplasmatico liso o del aparato de Golgi. Su
presencia oscila entre el 3-12%.

Ovocitos con vacuolas mayores de 14 pum presentan un riesgo mayor de fallo de
fecundacion.

Parece ser que la presencia de vacuolas en los ovocitos tiene como consecuencia una
peor calidad embrionaria en estadios tempranos de desarrollo, que repercute a su vez
negativamente en las tasas de gestacion, implantacion y aborto.

La aparicion espontanea de vacuolas en embriones varia en funcion del estadio, pero
parece ser que entre D3 y D4 es cuando mas probabilidad hay de que este
dismorfismo aparezca.

Parece ser que la tasa de blastocisto y de blastocisto de buena calidad es menor en
embriones vacuolados. Sin embargo, tanto la tasa de embriones euploides como los
resultados clinicos son controvertidos, por lo que se necesitan mas estudios que
corroboren los resultados publicados.

La localizacion de las vacuolas en la formacion del blastocisto parece ser un factor
prondstico importante de éxito de los tratamientos de FIV.

Los sistemas de clasificacion morfoldgica clasica penalizan la presencia de vacuolas
en general. Sin embargo, gracias al sistema time-lapse, se pueden hacer
subclasificaciones en funcion del tiempo de aparicion, si las células que las presentan

estan involucradas o no en la formacién de la moérula y el blastocisto, etc. De este
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modo se podria obtener una mejor caracterizacion de cémo afectan las vacuolas al

desarrollo embrionario y a la capacidad de dar lugar a un recién nacido vivo sano.
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