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Antecedentes: en técnicas de reproduccion asistida la fertilizacion exitosa depende, principalmente, de la calidad de la membrana plas-
matica del espermatozoide. En pacientes que consultan por infertilidad se ha encontrado mayor nimero de anomalias en la membrana
plasmatica, como la translocacion de fosfatidilserina, lo que evidencia eventos apoptdsicos tempranos. Para que esta poblacion “sana”
pueda ser apta para fertilizar el gameto femenino se requieren técnicas que permitan seleccionar a los espermatozoides libres de dafio
apoptosico, como la “magnetic-activated cell sorting” (MACS).

Objetivo: comparar la seleccion espermatica sélo mediante swim up o en combinacién con la técnica de MACS-ANMB en pacientes
infértiles cuya muestra seminal se utilizé para técnica de reproduccion asistida de alta complejidad (inyeccion intracitoplasmatica ICSI),
con la tasa de fertilizacion y desarrollo embrionario.

Material y método: estudio piloto realizado con 11 parejas en quienes la muestra seminal se dividié en dos grupos: (grupo A: seleccionada
mediante swim up), (grupo B seleccionada por swim up y MACS). Con la poblaciéon seminal obtenida se realiz6 ICSl y para cada grupo
se evaluo la tasa de fertilizacion, desarrollo embrionario y fragmentacion.

Resultados: el porcentaje de fertilizacion fue de 83.8 vs 93.9% para los grupos A'y B, respectivamente; por lo que se refiere al nUmero
de blastémeras, fue de 2.6 y 2.8 y en cuanto al porcentaje de fragmentacion en el dia tres posterior a la fertilizacién de 7.19 vs 7.88%
para los grupos Ay B, respectivamente, sin alcanzar significacion estadistica.

Conclusiones: en la actualidad esta claro que la seleccion espermatica mediante MACS disminuye la poblacion espermatica con dafio
apoptoésico temprano; sin embargo, es necesario realizar un estudio clinico para determinar diferencias significativas en la tasa de fertili-
zacion, desarrollo embrionario, tasa de implantacion y tasa de embarazo.

Palabras clave: columnas de anexina, resultados reproductivos, parejas infértiles.

Background: Successful fertilization in assisted reproductive technology depends mainly on the quality of sperm plasma membrane. In
patients who consult for infertility has been found more abnormalities in the plasma membrane translocation of phosphatidylserine as,
evidence of early apoptotic events. For this population, “healthy” may be apt to fertilize the female gamete requires techniques to select
the free sperm apoptotic damage, such as the “magnetic-activated cell sorting” (MACS).

Objective: To compare sperm selection by swim-up only or in combination with MACS-technique in infertile patients ANMB whose semen
sample was used for assisted reproduction technique of high complexity (intracytoplasmic sperm injection ICSI), with the rate of fertilization
and embryonic development .

Material and methods: pilot study of 11 couples in whom the semen sample was divided into two groups: (group A: selected by swim-
up), (group B selected by swim up and MACS). With the population obtained seminal ICSI was performed for each group was evaluated
fertilization rate, embryo development and fragmentation.

Results: The fertilization rate was 83.8 vs 93.9% for groups A and B, respectively, for what concerns the number of blastomeres was 2.6
and 2.8 and in the percentage of fragmentation on day three after fertilization of 7.19 vs. 7.88% for groups A and B, respectively, without
reaching statistical significance.

Conclusions: It is now clear that sperm selection by MACS decreases the sperm population with early apoptotic damage, however, it is
necessary to conduct a clinical trial to determine significant differences in fertilization rate, embryo development, implantation rate and
rate of pregnancy.

Key words: annexin columns, reproductive outcomes, infertile couples.

Antécédents : fécondation réussie dans les technologies de reproduction assistée dépend principalement de la qualité de la membrane plasmique
des spermatozoides. Chez les patients qui consultent pour infertilité a été trouvé plusieurs anomalies dans la translocation de la membrane plasmique
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phosphatidylsérine comme preuve de début des événements apoptotiques. Pour cette population, «sains» peuvent étre aptes a féconder le gaméte
femelle exige des techniques pour sélectionner les dégats du sperme gratuitement apoptotiques, tels que le «tri cellulaire magnétique activée» (MACS).
Objectif: Comparer la sélection de spermatozoides par swim-up seul ou en combinaison avec MACS-technique dans ANMB patients
infertiles dont le sperme de I'échantillon a été utilisé pour la technique de reproduction assistée d’une grande complexité (injection de
sperme intra-cytoplasmique ICSI), avec le taux de fécondation et développement embryonnaire.

Matériel et méthodes: étude pilote de 11 couples dans lesquels I'échantillon de sperme a été divisé en deux groupes: (groupe A: sélec-
tionné par swim-up), (groupe B sélectionnés par nager et MACS). Avec la population obtenue ICSI séminale a été réalisée pour chacun
des groupes a été évaluée taux de fécondation, le développement embryonnaire et la fragmentation.

Résultats: Le taux de fécondation était de 83,8 vs 93,9% pour les groupes A et B, respectivement, pour ce qui concerne le nombre de
blastomeres a été de 2,6 et 2,8 et le pourcentage de fragmentation sur trois jours aprés la fécondation de 7,19 vs 7,88% pour les groupes
A et B, respectivement, sans atteindre une signification statistique.

Conclusions: Il est maintenant clair que la sélection de spermatozoides par MACS diminue la population de spermatozoides avec des
dommages apoptotique précoce, cependant, il est nécessaire de mener un essai clinique pour déterminer des différences significatives
dans le taux de fécondation, le développement embryonnaire, taux d’'implantation et le taux de grossesse.

Mots-clés: colonnes annexine, les résultats de reproduction, les couples infertiles.

Antecedentes: a fertilizagdo bem sucedida na tecnologia de reproducéo assistida depende principalmente da qualidade da membrana plasmatica
de espermatozdides. Em pacientes que consultam para infertilidade foi encontrado anormalidades mais na translocagdo membrana plasmatica
de fosfatidilserina como, a evidéncia dos primeiros eventos apoptdsicos. Para esta populagéo, “saudavel’ pode ser aptos a fertilizar o gameta
feminino requer técnicas para selecionar a danificar o esperma livre apoptésicos, como a “separacéo de células magnético ativado” (MACS).
Objetivo: comparar a selegdo de espermatozoides por swim-up s6 ou em combinagdo com MACS técnica em pacientes inférteis ANMB
cujo sémen amostra foi utilizada para a técnica de reproducéo assistida de alta complexidade (injecéo intracitoplasmatica de espermato-
zéides ICSI), com a taxa de fecundagéo e desenvolvimento embrionario.

Material e métodos: estudo piloto de 11 casais nos quais a amostra de sémen foi dividido em dois grupos: (grupo A: selecionados por
swim-up), (grupo B selecionados por swim-up e MACS). Com a populagéo obtida ICSI seminal foi realizada para cada grupo foi avaliada
a taxa de fertilizagdo, desenvolvimento embrionario e fragmentagao.

Resultados: A taxa de fertilizagdo foi de 83,8 vs 93,9% para os grupos A e B, respectivamente, para o que diz respeito ao numero de
blastdmeros foi de 2,6 e 2,8 e na percentagem de fragmentagao no terceiro dia apos a fertilizagéo de 7,19 vs 7,88% para os grupos A e
B, respectivamente, sem alcangar significancia estatistica.

Conclusdes: E agora claro que a selegdo de espermatozoides por MACS diminui a populagéo de espermatozoides com danos apoptésicas
cedo, no entanto, € necessario realizar um ensaio clinico para determinar diferengas significativas na taxa de fertilizagcdo, desenvolvimento
embrionario, a taxa de implantacéo e taxa de gravidez.

Palavras-chave: colunas de anexina, desempenho reprodutivo, os casais inférteis.

* La FEMECOG otorgo a este trabajo el tercer lugar del Premio
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basica del concurso celebrado durante el 62 Congreso Mexi-
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| gameto masculino tiene un papel importante en

los procesos reproductivos, no s6lo en la apor-

tacion de material genético sino también en el
desarrollo embrionario temprano y tardio. El semen de
individuos infértiles tiene multiples defectos estructurales
y funcionales, como: alteraciones nucleares, incluida la
cromatina anormal, cromosomas con microdeleciones,
ancuploidias y fragmentacion del acido desoxirribonu-
cleico (ADN). Por esto se le ha dado mayor atencion a las
nuevas técnicas para identificar la integridad del gameto
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masculino en las parejas que asisten por infertilidad en
busca de reproduccion asistida.'

Las nuevas técnicas de reproduccion son decisivas en el
tratamiento de parejas que consultan por infertilidad; sin
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embargo, las tasas de éxito de estos métodos siguen siendo
suboptimas y uno de los factores relacionados con ello es
la calidad del semen. El éxito de los nuevos métodos de
micromanipulacidon, como la inyeccion intracitoplasma-
tica de esperma (ICSI) utilizada como un complemento
en la fertilizacion in vitro y en la terapia de transferencia
de embriones, ha incrementado las posibilidades de pro-
creacion de la pareja infértil con problemas en la calidad
seminal (por ejemplo, teratozoospermia, astenozoospermia
y oligozoospermia). Se ha observado cierta limitacion en
la aplicacion de esa técnica porque el ICSI no garantiza
la inyeccion de un espermatozoide “sano”, a pesar de su
aspecto morfologico, debido a que con esta tecnologia
reproductiva de alto impacto se han eliminado numerosas
barreras naturales en la seleccion espermatica, necesaria
para la eleccion de células morfologica y funcionalmente
superiores para la reproduccion.

A pesar del éxito de las técnicas de micromanipulacion
espermatica se ha observado que en poblaciones de su-
jetos con alteraciones moderadas y severas en la funcion
espermatica, se heredan trastornos relacionados con las
microdeleciones del cromosoma Y, vinculadas con dafio
en la movilidad, y se han relacionado directamente con
algun grado de infertilidad en la progenie, incluso hasta
en 10% de los casos.

Los eventos relacionados con los mecanismos de
muerte celular programada en espermatozoides de su-
jetos infértiles se han definido perfectamente, lo mismo
que los procesos de disfuncién embrionaria, alteraciones
del aparato mitdtico, arresto embrionario, defectos en la
implantacion, y los relacionados con la placentacion que
conducen al nacimiento de nifios de bajo peso al nacimien-
to por disfuncion placentaria, restriccion del crecimiento
intrauterino, hipertension relacionada con el embarazo o
preeclampsia vinculados con la deficiencia en la angio-
génesis, ademas de incremento en la tasa de aborto por
eventos tromboticos y prematurez.’

La fertilizacion exitosa con técnicas de reproduccion
asistida depende, principalmente, de la calidad de la
membrana plasmatica del espermatozoide, que requiere
integridad y funcionamiento normal para proveer al esper-
matozoide: movilidad, reaccién acrosdmica y potencial de
fertilizacion. En pacientes infértiles se encuentra mayor
nimero de anomalias en la membrana plasmatica, como
la translocacion de fosfatidilserina de la capa interna- a la
capa externa de la membrana plasmatica, lo que indica que
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hubo eventos apoptdsicos tempranos, en comparacion con
los sujetos con fertilidad probada.>>*

El andlisis de parametros seminales convencionales
(OMS, 2010) incluye: la evaluacion de la concentracion
espermatica, movilidad, morfologia y viabilidad;’ sin em-
bargo, no permite evaluar la apoptosis en espermatozoides
maduros cuyo papel en las bajas tasas de fertilizacion e
implantacion en técnicas de reproduccion asistida ha sido
demostrado. Para mejorar los resultados en técnicas de
reproduccion asistida se ha recurrido a numerosas técnicas
de preparacion espermatica; sin embargo, esas técnicas
han fallado en la identificacién de eventos moleculares,
como la apoptosis.

Para evaluar la expresion de la apoptosis en el esper-
matozoide existen diferentes técnicas: las que detectan
el proceso apoptosico en etapas tempranas y las que lo
detectan en etapas tardias. Entre los métodos de deteccion
temprana de apoptosis esta la identificacion de la fosfati-
dilserina mediante la adicion de anexina V (AN-V), que es
una proteina con afinidad por los fosfolipidos dependiente
de calcio, con alta afinidad por la fosfatidilserina. La union
de la anexina V a las células apoptdsicas puede detectarse
mediante una tincion verde fluorescente con isotiocianato
de fluoresceina (FITC) que puede detectarse mediante
citometria de flujo y microscopia de fluorescencia. Otra
forma de detectar el proceso de apoptosis en etapas tem-
pranas es mediante la deteccion de proteasas especificas
de cisteina-aspartato (caspasas).®’:

Con el proposito de seleccionar mejores poblaciones
espermaticas se han desarrollado nuevas alternativas
diagnosticas, como la seleccion de células por microes-
feras magnéticas o MACS por sus siglas en inglés
(“Magnetic-activated cell sorting”), que es una técnica
de preparacion espermatica que utiliza microesferas su-
perparamagnéticas conjugadas con anexina V para separar
poblaciones espermaticas apoptdsicas (AN-V positivas) de
las no apoptosicas. Con base en esto puede utilizarse esta
técnica para identificar poblaciones espermaticas de baja
calidad funcional o reproductiva cuando los pardmetros
espermaticos aparentemente son normales.’

La utilizacion de esta nueva técnica de preparacion
espermatica ha demostrado la separacion de poblacio-
nes espermaticas superiores en movilidad, viabilidad
y morfologia normal, ademas de mayor tolerancia a
la criopreservacion y descongelamiento, con mayor
potencial de fertilizacion.!® La seleccion de células por
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microesferas magnéticas en preparacioén espermatica es
una técnica sencilla y rapida que mejora los parame-
tros espermaticos clasicos y disminuye los marcadores
apoptosicos. Por esta razon, este método puede com-
plementar a otras técnicas de preparacion espermatica
para obtener poblaciones espermaticas con capacidades
reproductivas superiores e incrementar las tasas de éxito
en técnicas de reproduccion asistida. Por lo anterior vi-
mos la necesidad de realizar un estudio para determinar
cual es el efecto en la tasa de fertilizacion y desarrollo
embrionario con el uso de dos técnicas distintas de
preparacion espermatica: la técnica convencional de
Swim-up Unicamente y Swim-up complementado con
MACS, en parejas infértiles a quienes se realizan ciclos
de ICSI.

Estudio piloto realizado con 11 parejas en quienes la
muestra seminal se dividio en dos grupos: A seleccionada
mediante swim up y grupo B seleccionada por swim up y
MACS. Con la muestra seminal obtenida se realizé ICSI 'y
para cada grupo se evaluo: a) el porcentaje de fertilizacion,
b) nimero de blastomeras y 3) porcentaje de fragmentacion
embrionaria.

Para la evaluacion de los resultados se utilizo el progra-
ma SPSS 16; para la distribucion de los datos se empled
la estadistica paramétrica y las variables se compararon
con la prueba de la T de Student.

Los pacientes recolectaron una muestra de semen en
contenedores estériles después de 3 a 5 dias de abstinen-
cia sexual. La evaluacion de los parametros seminales
fue de: concentracion, movilidad y morfologia. Después
de la licuefaccion (30-45 minutos) se colocaron 5 pL de
cada muestra en una camara de Makler (Sefi Medical
Instruments, Haifa, Israel) y en un microscopio de luz
se observaron la movilidad y concentracion espermatica.
La morfologia se evalu6 de acuerdo con los criterios es-
trictos de Kruger. Cada muestra (10uL) se extendié en un
portaobjetos y se dejo secar durante 20 minutos antes de
prepararse con la tincion Diff-Quick (Baxter Dade Diag-
nostics, Dubingen, Switzerland). Se leyeron, en promedio,
100 espermatozoides por extendido en microscopia de luz,
en un objetivo de inmersion 100 X.

Técnica swim up y MACS. Después de la licuefaccion
la muestra espermatica se lavé con HTF-modificado
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(HTF-M) (Irvine Scientific) y se agregé 10% de suero
sintético sustituible (SSS) (Irvine Scientific) durante 10
minutos a 1,220 rpm y suspendida en 0.5 mL de HTF-M
mas suero sintético sustituible para aplicar la técnica de
swim-up. La muestra que se obtuvo después del swim-up
se dividio en dos fracciones. A una fraccion se le realizo
la seleccion magnética y los espermatozoides se incuba-
ron con microesfereas de anexina-V conjugada (Miltenyi
Biotec, GmbH, Bergisch Gladbach, Germany) durante 20
minutos a temperatura ambiente; por cada 10 millones de
espermatozoides se usaron 1000 pL de microesferas. La
suspension de los espermatozoides con microesferas se
carg6 en la columna de separacion después de que ésta
se lavo con buffer. La fraccion retenida en la columna
contenia los espermatozoides que habian iniciado un pro-
ceso de apoptosis. La fraccidn con membranas intactas se
recolectd y resuspendié en medio de IVC-ONE (in vitro
care) y posteriormente se utilizo en la ICSI.

Seleccion de ovulos para la ICSI: previo a la ICSI, los
ovulos se denudaron con hialuronidasa (In Vitro Care) y
se caracterizaron en sus diferentes estadios. Los 6vulos en
metafase II se inyectaron dos horas después de la denu-
dacion, mediante el auxilio de un microscopio invertido
IX81 (Olympus Corporation Shibuya-ku, Tokyo, Japan).

Seleccion de ovulos para MAC'S y para Swim-upc:
los 6vulos en metafase II obtenidos de cada paciente se
dividieron de tal manera que un porcentaje de éstos se
inyectd con espermatozoides obtenidos por MAC'S y
otro con espermatozoides obtenidos del Swim-up. Los
ovulos inyectados se colocaron en medio IVC-ONE (in
vitro care) y secuenciaron con medios IVC-TWO (in vitro
care) y INC-THREE (in vitro care) hasta el dia cinco de
desarrollo. Los 6vulos fertilizados se evaluaron morfolo-
gicamente después de 16-18, a las 42, 72,92 y 116 horas
posteriores a la fertilizacion.

La edad promedio del factor femenino fue de 32.5 + 3.3
afos, todas con un factor endocrino ovéarico leve y en
control (por ejemplo, hipotiroidismo, hiperprolactinemia).
La estimulacion ovarica se realiz6 con menotropinas y el
disparo con HGC recombinante en el dia 12 del ciclo. En
todas las pacientes se utilizd el protocolo fijo con anta-
gonista de la GnRH y la captura ovular se realiz6é con un
estradiol pico promedio de 2800 pg por mL.
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Por lo que se refiere al factor masculino, la edad
promedio fue de 36 &+ 5.5 afios de edad, todos con algun
grado de oligo, terato o astenozoospermia. De los oocitos
obtenidos, 92% se encontraban en MII. Se destinaron
64 oocitos para fertilizacion con la técnica habitual de
swim up y 46 para la técnica de swim up mas MACS. El
porcentaje de fertilizacion fue de 83.8 vs 93.9% para los
grupos A y B, respectivamente (Figura 1), sin alcanzar
significacion estadistica.

También se evaluo6 el nimero de blastomeras en el dia
dos de los 6vulos fertilizados y se observaron 2.6 vs 2.8
para swim up 'y swim up mas MACS, respectivamente.

Se evaluo el porcentaje de fragmentacion en el dia 3 de
desarrollo posterior a la fertilizacidn, con los hallazgos de,
en promedio, 7.19 vs 7.88% para swim up y swim up mas
MACS, respectivamente, sin considerarse estadisticamente
significativo.

En la actualidad es indiscutible el papel del espermato-
zoide en la fertilizacion y esta claramente establecida la
susceptibilidad de esta célula a procesos apoptdsicos que
pueden identificarase mediante técnicas establecidas y
ampliamente validadas; sin embargo, ninguna de ellas
permite la seleccion de una poblacién espermatica que
pueda utilizarse clinicamente.'?
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Figura 1. Porcentaje de fertilizacion.
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En los Gltimos afios y derivado de su utilizacion en otras
areas de la Medicina, se desarrolld el método de MACS
para poder seleccionar poblacion espermatica susceptible
de ser utilizada clinicamente.® En la bibliografia se en-
cuentran diversos trabajos que demuestran que con esta
técnica mejora la evaluacion de los parametros seminales
convencionales.*’ En este trabajo se aplicod exitosamente
esa técnica, de modo que los espermatozoides obtenidos
se utilizaron para la ICSI, con una fertilizacion exitosa y
en porcentaje mayor en relacion con la aplicacion sélo de
swim up; sin embargo, es necesario ampliar la muestra para
poder demostrar una diferencia estadisticamente signifi-
cativa respecto a otras variables a evaluar (por ejemplo,
desarrollo embrionario, embarazo, etc...). Se requiere un
método estricto porque son multiples los factores (edad
de la pareja, calidad ovocitaria, tabaquismo, etc...) que
pueden afectar el resultado reproductivo de las parejas
que reciben técnicas de reproduccion asistida.

Con los resultados evaluados puede concluirse que
la técnica de MACS-ANMB es una alternativa 1til para
la seleccion espermadtica, que logra mayor porcentaje de
fertilizacion en parejas que reciben técnicas avanzadas
en reproduccion y que seran objeto de ICSI; sin embargo,
es necesario seguir evaluando los resultados de ésta en
cuanto a desarrollo embrionario y en el logro de mejor
resultado con respecto a la implantacion embrionaria y
tasa de embarazo clinico.
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