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RESUMEN (ESPANOL)

Tipo de estudio: Prospectivo/transversal, observacional y analitico.

Objetivo: Evaluar el efecto de la capacitacion espermatica in vitro de varones infértiles con
anticuerpos anti-esperma (AAE) positivos altos evaluados con sperMAR test® e
Immunobeads® (IBT) y las variaciones de medicién entre ellos.

Material y métodos: Se realizo en el Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa
de los Reyes (INPerlER) buscando pacientes en la base de datos de laboratorio de
andrologia de 2007 a junio del 2008 en busca de varones con AAE elevados (>50%).

Se evalud la variacion intra-observador y se evaluaron en las muestras seminales
recolectadas y analizadas de acuerdo a la OMS; las pruebas sperMAR IgG, IBT IgA e IgG
directos se realizaron de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Posteriormente se
capacitaron in-vitro (CIV) con fluido tubario humano (HTF) + albdmina humana al 10%
con gradiente de densidades (Isolate® 6 Percoll®) y se repitieron las mismas mediciones
post-CIV. Para el analisis de las variables estudiadas se utilizd prueba de Wilcoxon y
estadistica descriptiva.

Resultados: Se encontraron 13 pacientes que cumplieron los criterios de inclusion, se
encontrd una mejora significativa en los parametros seminales post-CIV de morfologia (p =
0.002), movilidad tipo A (p = 0.008) y B (p = 0.003) sin cambios significativos en la
concentracion espermatica (p = 0.753). Los niveles de AAE disminuyeron
significativamente post CIV cuando fue medida 1gG con sperMAR con media pre-CIV
74.4% a 38% post-CIV (p = 0.01). No se encontraron diferencias significativas para
mediciones de AAE con IBT IgA (0.726) ni IgG (p = 0.359). Solo hubo correlacion entre
sperMAR 1gG e IBT IgG pre-CIV (p = 0.016)

Conclusiones: La CIV disminuye los niveles de AAE medidos con 1gG sperMAR directa
en varones infértiles con AAE positivos altos, no asi para AAE medidos por IBT directos
IgA e IgG. No hubo correlacion con las distintas técnicas de medicion de AAE utilizadas.



RESUMEN (INGLES)

Study design: Prospective/transversal, observational and analytic.

Objective: Evaluate the effect of in-vitro sperm capacitation (CIV) in male with high
elevated anti-sperm antibodies (ASA) evaluated with sperMAR test® and Immunobeads
test® (IBT) and the variations betwwen this methods.

Material and Methods: The study was performed at Instituto Nacional de Perinatologia
“Isidro Espinosa de los Reyes” (INPerlER) searching for patients with high levels of ASA
(>50%) in the andrology laboratory database from 2007 to 06/2008. The interobserver
variation was determined and the samples were evaluated according with de WHO and the
direct sperMAR test and IBT were performed following the fabricant instructions.

The samples were CIV with human tubal fluid (HTF) + 10% human albumin, and density
gradients (Isolate® or Percoll®) and a second meassurement was made post-CIV.

For the analysis of our variables we made Wilcoxon test and descriptive meassures

Results: Thirteen patients were found according the inclusion criteria, we found a
significative improvement on the post-CIV seminal parameters: morphology (p = 0.002), A
motility (p = 0.008), B matility (p= 0.003) and no significative changes on density (p =
0.753). The ASA levels diminished staticstly when meassures with direct 1gG sperMAR
from a mean of 74.4% to 38% (p = 0.01). No stadistic differences were found on ASA
levels when meassured with direct IBT IgA (p = 0.726) nor 1gG (p = 0.359) . Only with
IgG sperMAR and IBT pre-CIV we observed correlation (p = 0.016).

Conclusions: The CIV diminish the levels of ASA when massured with direct sperMAR
test in mal with high ASA levels, but not when massured with direct IBT for IgA nor IgG.
There were no correlation among the different techniques of ASA meassures.



CAPITULO 1 (INTRODUCCION)

Los primeros métodos para describir los AAE se realizaron desde el afio 1900 por
Metchnikoff* y Metalnikoff?, después de esto se han descrito una gran cantidad de ensayos
al respecto que pueden realizarse con plasma seminal, suero, espermatozoides 0 moco
cervical y son un componente importante en la evaluacion seminal.

Los estudios a finales la década de 1950 por Rumke y Hellinga® demostraron que un
numero significativo de hombres infértiles presentan autoinmunidad contra los
espermatozoides y sugirieron que los AAE pueden interferir con la capacidad de fertilizar
de los espermatozoides.

En afios més recientes Sushan y Schenker?®, VVazquez-Levin®, Koide y col®, mostraron que
los AAE pueden actuar negativamente en la motilidad de los espermatozoides en el semen,
en la fusion de los gametos que es pieza clave en el evento de la fertilizacién y también aun
pueden interferir en el primer evento del desarrollo embrionario.

Los métodos para detectar AAE més utilizados y difundidos a la fecha son la de
inmunoglobulinas mixtas (MAR) y la de immunobeads (IBT), ambos utilizan microperlas
recubiertas de antiglobulinas; el primer método fue descrito por Jager’ en 1978, Vermeulen
y Comhaire® en 1983; el segundo IBT fue descrito en 1981 por Bronson®. Actualmente con
el desarrollo de la proteomica se pueden identificar de manera individual los anticuerpos de
manera individual, sin embargo parece que los efectos adversos de los AAE no dependen
de un solo anticuerpo, por lo que en el futuro debera desarrollarse una prueba con varios
anticuerpos importantes en el proceso reproductivo.

Actualmente el método mas usado para



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente los criterios para decidir el tipo de procedimiento de reproduccion asistida a
que deben ser sometidos los varones con AAE fuertes y débiles no estan del todo definidos.
Es importante si por medio de las 2 pruebas para medir AAE mas difundidas como lo son
sperMAR test® e Immunobeads test® se pudiera identificar cambios importantes en los
niveles de AAE antes y después de capacitacion in vitro; y subsecuentemente generar
hipdtesis y trabajos que ayuden a definir si los varones que mejoran hipotéticamente con
esta intervencion tienen resultados favorables en procedimientos reproductivos de baja o
alta complejidad respectivamente.

Otro aspecto importante a evaluar el la variacion entre dos mediciones; esto con el objeto
de determinar si es de importancia confirmar con una segunda o tercera prueba dicho
diagnostico que no esta establecido en el ultimo manual de la OMS.



MARCO TEORICO

PERSPECTIVA HISTORICA

Los primeros métodos para describir los AAE se realizaron desde el afio 1900 por
Metchnikoff y Metalnikoff*?, después de esto se han descrito una gran cantidad de ensayos
al respecto que pueden realizarse con plasma seminal, suero, espermatozoides 0 moco
cervical y son un componente importante en la evaluacion seminal.

Los estudios a finales la década de 1950 por Rumke y Hellinga® demostraron que un
namero significativo de hombres infértiles presentan autoinmunidad contra los
espermatozoides y sugirieron que los AAE pueden interferir con la capacidad de fertilizar
de los espermatozoides.

En afios mas recientes Sushan y Schenker?, Vazquez-Levin®, Koide® y col, mostraron que
los AAE pueden actuar negativamente en la motilidad de los espermatozoides en el semen,
en la fusion de los gametos que es pieza clave en el evento de la fertilizacién y también aun
pueden interferir en el primer evento del desarrollo embrionario.

Los metodos para detectar AAE maés utilizados y difundidos a la fecha son la de
inmunoglobulinas mixtas (sperMAR®) y la de immunobeads test® (IBT), ambos utilizan
microperlas recubiertas de antiglobulinas ; el primer método fue descrito por Jager en
1978", Vermeulen y Comhaire® en 1983; el segundo IBT fue descrito en 1981 por
Bronson®. Actualmente con el desarrollo de la proteémica se pueden identificar de manera
individual los anticuerpos de manera individual, sin embargo parece que los efectos
adversos de los AAE no dependen de un solo anticuerpo, por lo que en el futuro debera
desarrollarse una prueba con varios anticuerpos importantes en el proceso reproductivo.

ORIGEN DE LOS AAE

El desarrollo de AAE en el hombre dependen del secuestro de los antigenos de las células
germinales por la presencia de la barrera hemato-testicular, durante la fase de la
espermatogénesis se expresan nuevos antigenos que se muestran en los espermatozoides en
desarrollo y espermatides, cuando estos antigenos se ponen en contacto con las células
inmunocompetentes, la formacion de AAE ocurren. Las anormalidades en la formacion de
la barrera hemato-testicular, la disrupcion traumatica, la obstruccion criptica unilateral
puede llevar a la formacién de AAE, Munoz y col.® han encontrado evidencia de
inmunidad cruzada con antigenos de microorganismos como Chlamidya. Otro aspecto
interesante es el hecho que la exposicién de espermatozoides expuestos a la mucosa
intestinal en modelos animales y homosexuales generan AAE.

La secrecion de dichos anticuerpos es diversa, también debe tomarse en cuenta que los
antigenos de la membrana espermatica es modificada en el epididimo, Poulton y col.
describid el antigeno de AAE en hombres infértiles y vasectomizados en espermatozoides
extraidos del epididimo pero ausentes en los espermas testiculares. Las glicoproteinas
ligadoras de lecitina GP-83 y GP-39 presentes en la membrana de espermas maduros son
secretadas principalmente por las células principales del epididimo y se conjugan con los
espermas durante su paso por este*2.

Con lo anterior puede deducir que se puede inducir antigenicidad intra y extra
testicularmente sin que a la fecha existan estudios o trabajos que indiquen en que
proporcidn se producen en las distintas partes del aparato reproductor.



TIPOS DE AAE

Ademas de la prueba MAR en la que se usan eritrocitos, existe una alternativa en que se
usan perlas de latex, en contraste con las perlas de poliacrilamida usadas en IBT, las
primeras tienen un diametro uniforme de 2um. Los reactivos para esta prueba se producen
por el laboratorio Fertility Technologies Inc, EE.UU.

Para la prueba MAR existen 1gG, IgA e IgM, estas recubren las perlas utilizadas o
eritrocitos en su defecto, se agregan a 10ul de semen fresco sin lavar, la 1gG es la mas
utilizada por su especificidad y su utilidad clinica. Dado que los anticuerpos IgA casi hunca
ocurren sin la presencia simultanea de 1gG, la determinacion de esta Gltima se considera
suficiente como método de rutina.

En el caso de la prueba IBT, se requiere un proceso mas complejo consistente en lavar los
espermatozoides para que estos queden libres de plasma seminal, requiere mayor volumen
que la prueba MAR, la prueba IBT puede obtenerse para IgG, IgM, e IgA (SperMAR IgG,
Fertipro N.V. Industriepark Noord 32, 8730 Beernem Belgium. www.fertipro.com.

La prueba de IBT se puede hacer de manera indirecta en suero, plasma seminal 0 moco
cervical solubilizado con bromelina. (Fertility Technologies Inc, EE.UU)

EFECTO DE LOS ANTICUERPOS SOBRE LA FERTILIDAD

Este es un punto muy controversial con resultados muy variables de acuerdo a la cita o el
centro que ha realizado los estudios, a la fecha sigue siendo un gran tema de debate en el
medio, para la prueba MAR en un estudio por Comhaire y col.*3, se encontré en 200 parejas
estudiadas, los hombres de este grupo que tenian particulas adheridas a los espermatozoides
moviles fueron significativamente mas infértiles que los controles (OR 3.59, 1.13-11.41
IC95%), y ninguno de los controles estudiados tuvo >40% de positividad MAR para IgG
con una p = 0.034. Otro estudio por Mahmoud y col.*, encontré que cuando los varones
tenian >40% de positividad en el estudio MAR tuvieron solo 10 embarazos dentro de un
grupo de 70 parejas seguidas por 601 meses-pareja con embarazos de 1.7% por pareja por
ciclo.

Existen alrededor 10 tipos de proteinas implicadas a las que se fijan los AAE, tendrian que
Ilevarse a cabo 10 tipos de estudio por ELISA para decidir si los pacientes estudiados tiene
infertilidad de causa inmunitaria, las pruebas IBT y MAR se tornan positivos también con
otras proteinas no implicadas en el proceso de fertilizacion.*



En cuanto a la motilidad, se ha reportado una asociacion entre AAE e hipomotilidad
espermética por Mathur y col.'®, esto no de ha demostrado plenamente; debido a que los
AAE se fijan a la membrana celular, las estructuras subcelulares no son alcanzadas por
estos anticuerpos, luego es entonces dificil explicar como los AAE pueden interferir con la
motilidad espermatica. Se ha especulado que la funcion proteica intra y extra membrana
puede ser alterada por los AAE. Otra posible explicacion es la via del complemento durante
la penetracion al moco cervical, pero el complemento es solo una fraccién de la intensidad
de la que se lleva a cabo a nivel sérico.

Munuce y col. ¥ en el 2000 determind los pardmetros de motilidad espermética por
computadora (CASA), no encontrd diferencias entre las muestras positivas a AAE
detectadas por IBT y MAR, y aquellas libres de AAE. Los AAE se encontraron presentes
en 15% de las muestras normozoospermicas y 9.5% de las muestras anormales.
Actualmente se estudia la implicacion de las tubulinas, las tectinas, proteinas reguladoras
del complemento, proteinas de intercambio cloruro bicarbonato, intercambiadores de
aniones y proteosomas. No se conoce si los AAE interactian con algunas de estas
proteinas.™®

PARAMETROS DE REFERENCIA DE AAE DE LA OMS
MAR

Para esta prueba se considera positiva si es de >10% de particulas adheridas a
espermatozoides, se refiere como sospecha de significancia clinica si es de 10-50% vy de
significancia clinica probable si es >50%.

IBT

Para esta prueba se reporta como significativa si >20% de particulas estan adheridas a los
espermatozoides y se reporta como significativamente clinica si es >50%.

TRATAMIENTOS RECOMENDADOS DE ACUERDO AL NIVEL DE AAE

Actualmente no existe un consenso en el manejo de AAE y se mencionan en base a la
evidencia disponible las mejores alternativas terapéuticas.

Desde el punto de vista terapéutico, las enfermedades inmunoldgicas pueden ser tratadas
con esteroides inmunosupresores, desafortunadamente no existen ensayos clinicos
aleatorizados doble ciego, y a medida que se han usado métodos de reproduccion asistida
exitosos como el ICSI que ha sido exitoso inclusive en pacientes con AAE severa (>80%),
se ha tendido a abandonar este tipo de manejos por lo que no se mencionaran.

Algunos grupos como la Sociedad Europea de Urologia recomiendan ante niveles altos de
AAE se pasen a un programa de reproduccion asistida y denotan falta de eficacia con el uso
de corticoesteroides.*®

El tratamiento de primera linea para pacientes con AEE bajos (20-50%) es la inseminacion
intrauterina (11U) usando espermatozoides capacitados in vitro con una diversa variedad de
técnicas, utilizando como maximo 4 ciclos. La mayoria de los centros de reproduccion



toman tipicamente como punto de corte >5-10millones/ml de espermatozoides o capacidad
de fertilizacion previa probada, esto se sustenta en el estudio de Ombelet y col.?* donde se
hizo compard 1lU y fertilizacion in vitro (FIV) preparando las muestras con swim-up
convencional si los pardmetros seminales eran normales y con Percoll si eran anormales,
después se sometio la muestra a un medio rico en proteinas, se realizd inseminacion con
10° espermatozoides por oocito en los 2 grupos de pacientes con infertilidad asociada a
AAE. Se obtuvieron 64.3% de embarazos después de 3 ciclos de 11U y 93.3% después de 3
ciclos de FIV.

Para pacientes con niveles elevados de AEE (>80% MAR/IBT) el tratamiento de eleccion
es la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI), esto tiene base en el primer
estudio reportado por Nagy y col.? en 1995, ellos evaluaron un total de 37 pacientes con
MAR/IBT >80%, la fertilizacion fue significativamente mayor en grupo AEE negativo, los
autores concluyeron que el desarrollo embrionario, el indice de embarazo y fertilizacion
después del ICSI no estan influenciados por el porcentaje de particulas adheridas a los
espermatozoides, ni por el tipo dominante de AAE, ni por la localizacion de estos en el
espermatozoide, por otro lado ellos reportaron una significativa calidad espermatica pobre
en los pacientes AAE positivo comparado con la poblacion general sometida a ICSI.
Posteriormente, tratando de re-examinar los datos de la ICSI en base a reportes previo,
Clarke y col.?® estudiaron un grupo de 39 pacientes con IBT altamente positivos (>80% IgG
0 IgA) que luego fueron a ICSI, los resultados de este estudio confirman que la fertilizacion
y los indices de embarazo son comparables en los grupos AAE positivos y negativos, sin
embargo este autor no reporta disminucion en la calidad embrionaria ni mayor numero de
perdidas del primer trimestre de pacientes AAE positivos.

ESTUDIOS DONDE SE COMPARAN AAE PRE Y POSTCAPACITACION

Desde la década de 1980 se han reportado diversos métodos para eliminar los AAE con
distintos métodos que incluyen dilucion, cambios de pH, criopreservacion, procesamiento
con medios ricos en proteinas, métodos de digestion enzimatico, métodos de migracion,
absorcion de immunobeads y finalmente la que se tratara en el presente trabajo que es la
capacitacion in vitro. La capacitacion in-vitro tiene distintos resultados en la literatura de
acuerdo al método de medicion de AAE, también con el método de capacitacion.

Los primeros trabajos al respecto se hicieron en 1984 por Hinrichsen-Kohane y col.”", el
abordaje surgié de la idea de que durante la capacitacion in vivo en el tracto genital
femenino o in-vitro, los espermatozoides pierden parte de sus estructuras de membrana que
estan presentes al momento de la eyaculacion. Muchas de estas estructuras se adhieren a la
membrana durante su paso por el epididimo como ya se expuso en puntos anteriores.

Los primeros reportes del efecto de la capacitacion in-vitro en diferentes periodos de
incubacion se hicieron en 1990 por Fusi y Bronson® quienes encontraron que tiempos
prolongados de incubacion (>18hrs) modificaban la antigenicidad de semen lavado y
espermatozoides capacitados, Monroe y col.?® en 1990 midieron con IBT IgA e IgG en
espermatozoides sometidos a capacitacion y encontraron una disminucion en la
antigenicidad contra espermatozoides autlogos, a este estudio le siguieron Lenzi y col.?’
en 1992 en el que se reportan disminucion de AAE tanto estadistica como
significativamente medidos por IBT directo tratando espermatozoides con solucion de
Tyrode y albumina humana sérica como medio de capacitacion, midieron a las 3, 6, 9 y
12hrs.

24
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OBJETIVO

Describir los cambios en los AAE medidos por sperMAR e Immunobeads test debidos a
la capacitacion espermatica in vitro en una poblacion de varones infértiles con valores
previos altos (>50%)

HIPOTESIS

(Hipdtesis de trabajo) La capacitacion in vitro disminuye los porcentajes de anticuerpos
anti esperma medidos por sperMAR e Immunobeads test.

JUSTIFICACION PARA LA REALIZACION DEL ESTUDIO

La medicion de AAE a nivel mundial se hace con sperMAR e Immunobeads test, en
base a esto se decide si el vardn o la pareja es candidata a procedimientos de reproduccion
de baja o alta complejidad; especialmente si son de >80% como se ha cometado
previamente en el marco tedrico se prefiere ICSI.

Seria de utilidad saber si la CIV modifica el nivel de anticuerpos, y de ser asi; valorar a
futuro si mejora el pronostico o sirve para recomendar a una pareja procedimientos de baja
complejidad.



CAPITULO 2 (MATERIAL Y METODOS)

CONTEXTO Y SELECCION DE LITERATURA DE MARCO TEORICO

Se realizd en el Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes
(INPerlER) un estudio piloto prospectivo/transversal, observacional y analitico®® con el fin
de conocer el efecto de la capacitacion in vitro sobre los anticuerpos anti-esperma medidos
por sperMAR test IgG e immunobeads test IgA e IgG. Se realizaron las pruebas en
muestras seminales solicitadas como parte de su estudio integral en el servicio de
Andrologia teniendo un riesgo menor al minimo.

Para el marco tedrico y el disefio del estudio se investigo literatura en las bases de datos
de Medline, Artemisa 10, base Cochrane y OVID con las palabras anticuerpos antiesperma,
sperMAR, immunobeads test, anti sperm antibodies, male immune infertility, antisperm
immunity, latex and polyacrylamide beads, , IBT, MAR, in vitro sperm capacitation.

Se llevé a cabo una revision las libretas de laboratorio de andrologia del 2007 a junio del
2008 en busca de varones con AAE elevados (>50%) y de ellos se revisaron los
expedientes clinicos por una sola persona (el investigador), se extrajeron datos que
incluyeron caracteristicas demograficas, antecedentes patoldgicos y heredofamiliares etc.
Se recopilo la informacién en una hoja de captura del programa SPSS 15.0.1 2006 Lead
Technologies Inc. asignando cada tipo de variable correspondiente a su categoria.

Criterios de inclusion de pacientes:

e Varones con infertilidad
e Anticuerpos antiesperma positivos >50% medidos con metodo directo de MAR y/06
IBT.

Criterios de no inclusion de pacientes:
e Varones con astenospermia severa (<20% de motilidad A+B)

Criterios de exclusion de pacientes:
e Pacientes en los que no se confirmo anticuerpos pre CIV de >50% medidos por
método directo de sperMAR y/0 IBT.

Se realizé analisis seminal previo a la CIV y post-CIV de acuerdo a los estandares de la
OMS y con criterios estrictos de Kruger para morfologia.

Se realizé prueba de Ortho SperMAR® test 1gG e Immunobeads® test IgA e 1gG directo
por un solo observador de acuerdo a las instrucciones del fabricante agregando 10ul de la
muestra seminal fresca, 10ul de vedas mezclandolo 5 veces con la orilla de un cubreobjeto
y agregando 10ul de antisuero para mezclar de la misma manera, se esperaron de 2-3
minutos y se analizé la muestra a 400x al microscopio contando Unicamente los porcentajes



de espermatozoides moviles con esferas adheridas a su estructura. No se midieron IgG de
sperMAR® pues de acuerdo a la OMS cuando estan positivos 1gG, lo estan de manera
simultanea IgA.

Para la capacitacion in vitro se realizo gradientes mas resuspendido recolectando la
muestra en un frasco estéril, posteriormente se incub6 la muestra seminal a 37°C y se
agrego volumen 1:1 de “medio” Human Tubal Fluid (HTF) con albdmina humana al 5% y
rojo fenol homogeneizando la muestra, se colocé de acuerdo a las instrucciones del
fabricante en tubos cdénicos de 10ml 1ml de Percoll® ¢ Isolate® 1ml de “upper” y “lower”
respectivamente de acuerdo a las instrucciones del fabricante y encima la muestra
homogeneizada, se centrifugd por 10min a 200rpm la muestra eliminando el sobrenadante y
resuspendiendo la muestra en 0.5ml de “medio”.

Terminando este procedimiento se procedio a medir nuevamente AAE utilizando las
mismas técnicas pre-CIV.

Se determino la variacion intraobservador de < 5%.

DEFINICIONES Y VARIABLES DE ESTUDIO

Anticuerpos antiesperma positivos débiles: Medidos en porcentaje de espermatozoides
moviles con adhesion de esferas recubiertas de anticuerpos monoclonales anti IgA vy anti
IgG sperMAR® e IBT® observados con microscopia optica y considerados leves de 30-
50%.

Tipo de variable: Cuantitativa continua.

Anticuerpos antiesperma positivos fuertes: Medidos en porcentaje de espermatozoides
moviles con adhesion de esferas recubiertas de anticuerpos monoclonales anti IgA vy anti
IgG sperMAR® e IBT® observados con microscopia Optica de >50%.

Tipo de variable: Cuantitativa continua.

Concentracién espermatica: Es un estimado de la concentracion de espermatozoides por
mililitro y medido tomando 10ul del semen homogeneizado por pipeteo, colocado en u
portaobjeto y colocando un cubreobjeto de 22x22mm y observado en micoscopio optico a
400X, la cuenta observada en un campo es el estimado en millones/mililitro.

Movilidad progresiva rapida A: Movilidad del espermatozoide >25um/segundo
observada en microscopio dptico.

Motilidad espermatica tipo B: Movilidad del espermatozoide < 25um/segundo y
>5Sum/segundo observada en el microscopio optico.

Morfologia espermatica normal: Espermatozoides normales con cabeza oval, contornos
regulares, casquete acrosomico que cubre la tercera parte de la cabeza.



Pieza intermedia delgada y alineada con el eje longitudinal de la cabeza, la cola delgada no
enrollada y de contornos regulares. Gota citoplasmatica <10% del tamafio de la cabeza.

ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico y graficos se utilizo el programa SPSS software for windows
(version 15.0.1;SPSS Inc, Chicago Ill) y Microsoft Excell 2003.
Para variables cuantitativas continuas se prueba de Wilcoxon considerando una distribucion
anormal y por el tipo y tamafio de muestra y estadisticas descriptivas considerando
significativo p < 0.05, esto con el Unico proposito de diferencias significativas y generacion
de hipotesis para futuros estudios.
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CAPITULO 3 (RESULTADOS)

Se revisaron un total de 13 expedientes completos de pacientes que cumplieron con los
criterios de inclusién de un total de 38 pacientes, los restantes no fueron incluidos pues no
tenian estudios completos.

VARIABLES DEMOGRAFICAS

Variable Media (Mé&x-Min) Desv. Estandar +-
Edad 34 (23-46) 7.34
Duracion de Infertilidad 6.1 (2-18) 4.3

Peso 77 (58-100) 15.1

Talla 1.65 (1.50-1.77) 8.9

IMC 28.1 (23.1-34.4) 3.6
Volumen testicular 14 (5.9-24.3) 4.6

Tabla 1

FACTORES DE RIESGO PARA AAE

Dentro de los factores de riesgo identificados en la literatura a la fecha los pacientes
presentaron los siguientes:

Varicocele
1 1
3 O Ausente
@ Grado 1
0O Grado 2
0O Grado 3
8
Figura 1
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Infeccion Seminal de Riesgo

O Chlamydia
@ Ureaplasma

O Micoplasma

0O Sininfeccion

Figura 2

Solo un paciente tuvo antecedente de cirugia testicular en esta muestra.

CAMBIOS EN LOS PARAMETROS SEMINALES PRE Y POST CIV

Los resultados muestran mejora significativa en todos los parametros seminales excepto en
la concentracion y se describen en la siguiente tabla.

Variable Media Pre CIV Media Post p
Clv
Morfologia * 5.2 9.5 0.002
Concentracion 1 40.4 37.9 0.753
Motilidad A * 0 10.7 0.008
Motilidad B * 34.8 50 0.003
indice de células moviles * 315 10.8 0.006
Prueba de Wilcoxon * Valoresen % 1 Valor en Millones/mL
Tabla 2

Es importante aclarar que el indice de células maéviles post-CIV se hizo con 0.5ml ajustado
a todos los valores post-CIV.
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Millones/mL

Concentracion espermatica Pre y Post CIV

Concentracion Pre Concentracion Post

—e— Seriel
—a— Serie2
Serie3
—— Seried4
—x— Serie5
—e— Serie6
—+— Serie7
—— Serie8
——— Serie9
Seriel0
Seriell
Seriel2
—— Seriel3

Figura 3

Porcentaje

Motilidad tipo A Pre y Post CIV

Motilidad A Pre CIV Motilidad Post CIV

—e— Seriel
—=— Serie2
Serie3
—— Serie4
—x— Serie5
—e— Serie6
—+— Serie7
—— Serie8
—— Serie9
Seriel0
Seriell
Seriel2
——Seriel3
——Seriel4

Figura 4
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Motilidad tipo B Prey Post CIV —e—Seriel
—s— Serie2
Serie3
—x— Serie4
—x— Serieb
—e— Serieb
—+— Serie7
——Serie8
——— Serie9
Seriel0
Seriell
Seriel2
——Seriel3

Motilidad B Pre CIV Motilidad B Post CIV
- Serield

Figura 5

Morfologia Normal Pre y Post CIV —e—Seriel
—a— Serie2

Serie3
—— Serie4

16

14

12 —x— Serieb

—e— Serieb
10

—+— Serie7
—~Serie8

Porcentaje

——— Serie9
Seriel0
Seriell
Seriel2

——Seriel3

o N OB~ OO

Morfologia Normal Pre CIV Morfologia Normal Post CIV

- Serield

Figura 6
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Indice de Celulas Moviles Pre y Post Capacitacion
—e— Seriel
70 —a— Serie2
60 N Serie3
Seried4
50 \ —x— Serie5
40 - \ —e— Serieb
30 3 7 —+— Serie7
\\‘ —-—Serie8
o \\\: Serie10
e | Seriell
0 F 3% Seriel2
Indice Celulas Moviles Pre CIV indice de Celulas Moviles Post CIV ene
Seriel3
Figura7
EFECTO DE LA CAPACITACION IN VITRO SOBRE LOS AAE
Variable Media Pre CIV | Media Post CIV p
sperMAR 1gG 74.4 38 0.01
Immunobeads IgA 16 15.1 0.726
Immunobeads 1gG 16.6 25 0.359

Prueba de Wilcoxon

Tabla 3

15




Efecto de la CIV en loa AAE medidos por sperMAR test IgG
—e— Seriel
120 —=— Serie2
Serie3
100 —x— Seried
o 80 —x— Serieb
g —e— Serie6
§ 60 —+— Serie7
E 40 ——Serie8
——— Serie9
20 Seriel0
0 Seriell
sperMAR Dx sperMAR Pre sperMAR post Seriel2
—— Seriel3
Figura 8
Efecto de la CIV en los AAE medido por IBT IgA
120 —e— Seriel
—a— Serie2
100 Serie3
, 80 —— Serie4
T —x— Serie5
g 60 —e— Serieb
;_g 10 —+— Serie7
——Serie8
20 ——— Serie9
Seriel0
0 ! Seriell
IBT IgA Dx IBT IgA Pre CIV IBT IgA Post CIV Serie1?2
Figura 9
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Efecto de la CIV sobre los AAE medidos por IBT IgG
120 —e— Seriel
—m— Serie2
100 \ Serie3
. 80 _ Serfe4
T :\\ —x— Serie5
& 60 —e— Serie6
[8)
o - \ .
S 40 -,\\ = —+—Serfe7
\\(% —- Serie8
20 RN N — — = Serie9
“ f— -
v:/ Seriel0
0 - - : Seriell
IBT Dx IgG IBT IgG pre CIV IBT post CIV Serie12
Figura 10

VARIACIONES ENTRE LOS VALORES DE DIAGNOSTICO Y LOS PRE CIV

Variable Media Dx Media Pre CIV p
sperMAR IgG 83 74.4 0.929
Immunobeads IgA 56 16 0.005
Immunobeads 19G 58.9 16.6 0.003

Prueba de Wilcoxon

Tabla 4

DIFERENCIAS ENTRE LOS AAE MEDIDOS CON sperMAR IgG e IBT 1gG AL
MOMENTO DEL DIAGNOSTICO Y ANTES DE LA CIV

Variable sperMAR IgG Immunobeads 1gG p
(Media) (Media)
sperMAR vs. Immunobeads 83 58.9 0.000
IgG (Diagndstico)
sperMAR 1gG vs. 74.4 16.6 0.003
Immunobeads 1gG (Pre-CI1V)

Prueba de Wilcoxon

Tablas
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CONCLUSIONES

EXISTEN VARIACIONES CON LA MISMA PRUEBA DE IBT DIRECTA
19G E 1gA EN NUESTRA POBLACION EN CUANTO A LAS MEDICIONES
DE AAE REALIZADAS EN UN INTERVALO DE TIEMPO.

NO HAY CORRELACION EN LAS MEDICIONES DE AAE 1gG MEDIDAS
POR IBT Y sperMAR DIRECTOS AL MOMENTO DEL DIAGNOSTICO NI
ANTES DE LA CAPACITACION IN-VITRO Y SE CONTRAPONE A
OTROS REPORTES DE LA LITERATURA..

LA FALTA DE CORRELACION DE AMBAS PRUEBAS EN NUESTRA
POBLACION PUEDE ESTAR DADA POR LA PRESENCIA O AUSENCIA
DE ANTIGENOS DISTINTOS EN NUESTRA POBLACION.

SE ENCONTRO DISMINUCION SIGNIFICATIVA DE LOS AAE IgG
MEDIDOS CON sperMAR DIRECTO DESPUES DE CAPACITACION IN
VITRO.

NO SE ENCONTRO DISMINUCION SIGNIFICATIVA DE LOS AAE IgA E
1IgG MEDIDOS CON IBT DIRECTOS DESPUES DE CAPACITACION IN
VITRO.

ES NECESARIA UNA NUEVA MEDICION CONFIRMATORIA EN CASO
DE ENCONTRAR AAE POSITIVOS MEDIDOS POR IBT O sperMAR
DIRECTOS.

LAS CARACTERISTICAS SEMINALES DE LAS MUESTRAS
ANALIZADAS MEJORARON SIGNIFICATIVAMENTE EN CUANTO A
MOTILIDAD Y MMORFOLOGIA Y NO SE OBSERVARON
DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS EN LA CONCENTRACION.

LOS NIVELES DE AAE 1gG MEDIDOS POR IBT DIRECTO
AUMENTARON LEVEMENTE SIN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS
DESPUES DE LA CAPACITACION IN-VITRO.
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CAPITULO CUARTO (DISCUSION)

En la literatura existe gran cantidad de informacion acerca de la

epidemiologia de la interferencia de los AAE en los tratamientos de
reproduccion asistida y en los ciclos naturales®®.
La técnica de immunobeads (IBT) se ha usado para identificar IgA, 1gG e IgM
en el suero, semen y liquido folicular de 40 parejas que han ido a FIV y no
hubo correlacion entre los AAE ligados a la cola del esperma i los indices de
fertilizacion de oocitos maduros utilizando medios al 10% del suero de las
mujeres en el medio de inseminacion.?

En México a la fecha no se ha identificado un estudio que trate de comparar
los niveles de anticuerpos comparando sperMAR vs. Immunobeads, en la
literatura hay diversos trabajos que han tratado de correlacionar y responder a
esta pregunta con diversos resultados, MacMillan y Baker® reportan en
Australia en una serie de 55 pacientes en los que midieron IgA, 1gG teniendo
positivos en 15 de 31 pacientes positivos a IBT con niveles positivos mas
bajos, también compararon 106 muestras, ambas pruebas fueron positivas en
34 de esas muestras con proporciones virtualmente idénticas con patrones de
unién similares, ademés reportan mayor facilidad de lectura por el tamafio
uniforme de las esferas con sperMAR. En el presente estudio encontramos
diferencias significativas en las muestras pre-CIV leidas prospectivamente con
diferencias significativas y también en las mediciones de diagndstico
retrospectivas (tabla ). En la prueba indirecta de IBT vs. sperMAR Meinertz y
Bronson®! en Dinamarca reportan correlacion de resultados para 1gG con (P =
0.0043), mas no con IgA (P = 0.2951) con una correlacion pobre y con niveles
bajos detectados por sperMAR. En nuestro estudio no se realizaron
mediciones indirectas, pero puede ser debido a que sperMAR sea mas sensible
para detectar anticuerpos en muestras frescas que IBT IgG por lo que de
confirmarse con una serie mas larga y con resultados de prondstico de
fertilidad darian preferencia en nuestra poblacion al tamizaje con sperMAR
directo IgG.

Se han validado las pruebas de IBT para IgG con una buena correlacion
cuando se compararon en suero del varén y su pareja, con plasma seminal y
con moco cervical teniendo positivos 81, 74, 75 y 82% respectivamente, esto
se hizo por Daru y Mathur®* en E.E.U.U. en 173 parejas infértiles, asumiendo
que el proceso de autoinmunidad se da tanto como en la mujer como en el
hombre, es valido realizar mediciones directas dada su sencillez y costo.
Dondero y col.*® compararon en Italia la prueba directa de Immunobeads y
otras técnicas y otros métodos como el test de aglutinacion en gelatina que
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detecta anticuerpos en suero y plasma seminal y la prueba directa de sperMAR
IgG con buena concordancia entre los métodos medidos por phi y prueba de
K.

Se describe la significancia clinica de la prueba directa de IBT IgG e IgA en
un estudio de Japén por Takahashi K y col. ** en 290 varones infértiles para
detectar AAE encontrando positivos al 7.2% con >50%, 3.4% de 1gG >50%,
los indices de IgG fue <60% Yy para IgA <40%. En todos los casos que se
reportd fertilidad, los IBT fueron <60% y no consideraron como factor de
infertilidad a varones con <40% de IB adheridos a espermatozoides moviles.
El anterior estudio denota la baja prevalencia de varones infértiles con AAE
positivos fuertes y la dificultad para desarrollar estudios con ese universo de
trabajo.

Las modificaciones en los niveles de AAE adheridos a los espermatozoides
hechas con metodos biogquimicos se han descrito ampliamente con diversos
resultados sin nuevas aportaciones desde mediados de la década de 1990.

El estudio observacional por Margalioth y col. en Israel®* con el suero de 66
mujeres que pasaron a FIV se probaron para AAE después de 1y 18 horas de
incubacién con suero materno, subsecuentemente 5 sueros fueron probados
con células capacitadas y no capacitadas. Los resultados revelaron que de las
37 muestras negativas a AAE en la primera hora, 7 dieron fuertemente
positivas a las 18 horas de incubacion. En 21 de las 23 muestras con niveles
bajos o intermedios a la hora, tuvieron niveles significativamente més altos a
las 18 horas, esto sugiere que pueden existir diferencias antigénicas
significativas en las muestras capacitadas y no capacitadas.

Existen pocos estudios que evallen las modificaciones en los AAE medidos
con sperMAR 6 IBT, uno de ellos es el de James y col.*® en E.E.U.U. con 26
parejas infértiles en las que se analizaron AAE en suero, plasma seminal,
anticuerpos citotdxicos endogenos, suero de la pareja y moco cervical, en lo
que respecta al suero seminal; 25 pacientes tuvieron anticuerpos citotoxicos
para espermatozoides autdlogos y de donador, la mayoria tuvieron
disminucion en IBT para IgG, IgA e IgM comparado contra espermatozoides
autologos capacitados. Para IBT IgA se observé una disminucion para
espermatozoides autdlogos pero no para los de donador (P = 0.03 para prueba
de T pareada; n = 17 de 25). Para IBT IgM vs. espermatozoides capacitados de
donador también hubo disminucion (P = 0.002 para prueba de T pareada; 17
de 25) e interesantemente para hombres sin AAE citotoxicos para
espermatozoides sin capacitar, los niveles de AAE citotoxicos y de IBT 1gG
aumentaron.
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En nuestro estudio encontramos una disminucion significativa de AAE IgG
medidos por MAR después de la CIV (tabla) (P = 0.01), los cambios para IBT
directo 1gG no fueron significativos (P = 0.359); tampoco para IBT IgA (P =
0.726). Lo anterior pudiera explicarse por las diferencias en la antigenicidad
mencionadas en estudios previos® y a que sperMAR e IBT pueden detectar
antigenos diferentes u omitir otros tantos presentes en nuestra poblacion
estudiada.

Es importante también comentar que encontramos una variacion entre los IBT
de diagndstico (P = 0.005) y los pre-CIV (0.003) (tabla) con diferencias
significativas lo que nos puede hablar de cambios debidos al lote del reactivo
0 variaciones entre los mismos pacientes, es interesante como sperMAR para
IgG no tuvo diferencias significativas entre el diagnostico y la segunda
medicion (tabla).

Las variaciones para las mediciones IgG por sperMAR e IBT también
tuvieron diferencias significativas (tabla); para 1gG al momento del
diagnéstico (P = 0.000) y pre-CIV (P = 0.003) y encontrando discrepancia con
otros estudios publicados que reportan una buena correlacion®.

Con el resultado anterior de variaciones significativas inclusive midiendo
AAE con el mismo método directo es razonable pedir un estudio
confirmatorio con la misma prueba y realizar las complementarias directas. A
este respecto el manual de la OMS™ no emite una recomendacion a este
respecto y en nuestro caso dificulta la recomendacién de que tipo de
procedimiento de reproduccion asistida de alta complejidad recomendar
(FIV/ICSI), pues los estudios que lo sustenta a la fecha estan hechos con
IBT#* como ya se comenté en el marco tedrico y en nuestro estudio los IBT
muestran variaciones muy importantes.

Con nuestros resultados en nuestra poblacion podemos recomendar FIV/ICSI
basados en evaluaciones con sperMAR; se recomienda inseminacion
intrauterina con niveles de 20-50%, FIV para varones con 50-80% e ICSI para
varones con >80% 2*® basados en los estudios realizados con sperMAR/IBT.

Los primeros estudios respecto a AAE y pronostico de éxito en
procedimientos de reproduccion asistida de alta complejidad por De Almeida
y col.*® en 20 parejas con niveles altos de AAE (>70%) evaluados por IBT, de
las 15 parejas de los que se capturaron oocitos, se obtuvieron 95 maduros e
inseminados con muestras de esperma sometidas a swim-up después de una
rapida dilucion y lavado del eyaculado. La fertilizacion en general fue de
38.9%. Cuando >70% de los espermatozoides inseminados estaban cubiertos
por IgA e IgG (5 pacientes), 6 de los 43 oocitos inseminados fueron
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fertilizados (14%). Cuando >70% de los espermatozoides fueron cubiertos por
solo una clase de AAE IgA 6 1gG, 15 de los 26 oocitos inseminados fueron
fertilizados (58%). En los 5 pacientes cuyos espermatozoides estaban
cubiertos por <70% de AAE IgA 06 IgG, 16 de los 26 oocitos fueron
fertilizados. Las tasas de FIV disminuyeron significativamente cuando >70%
de los espermatozoides fueron cubiertos por IgA (P 0.05) e IgG P< 0.001).
Otro estudio retrospectivo por Lahteenmaki®’ con 33 parejas diagnosticadas
como infertilidad autoinmune fueron sometidas a 47 ciclos de FIV, el suero de
33 varones tuvieron titulos elevados por TAT (>1:16) y sperMAR IgG
positivos seminales. Hubo una correlacion discreta entre estas pruebas en
suero vs. semen. Los indices de fertilizacion se analizaron en 3 subcategorias
sperMAR; solo el subgrupo con sperMAR fuerte 1IgG (>90%) reveldé una
significativa reduccion en los indices de fertilizacion comparado con los otros
subgrupos. Este efecto no se observé en las mediciones con TAT. Los varones
astenozoospermicos tuvieron disminucion en los indices de fertilizacion vs.
los normozoospermicos (20.1 vs. 34%), lo que es verdad también para los
varones sin factor autoinmune, pero cuando los AAE estan presentes, los
niveles de fertilizacion empeoran independientemente de la motilidad normal
o disminuida. Una vez lograda la fertilizacion el indice de embarazo no se vio
afectado por la severidad de los factores inmunologicos.

Respecto a la localizacion de los AAE, Yeh y col.® condujeron un estudio
retrospectivo con 48 parejas que llevaron ciclos de FIV encontrando
disminucion en los indices de fertilizacion cuando los AAE estaban unidos a
la cabeza en > 68% IgA IBT y >40% IgM IBT, observaron una correlacion
fuerte también cuando los AAE IgM estaban unidos a la cabeza 0 pieza
intermedia.

Los estudios anteriores muestran como cuando las parejas tienen un factor
inmune fuerte presentan bajos indices de fertilizacion.

El advenimiento del ICSI como tratamiento para estas parejas contribuyo de
manera importante para disminuir otras tratamientos alternativos como medios
para capacitar o métodos de lavado espermatico desde su aparicion.

Nagy y col.? reportaron sus primeros resultados en 1995 en varones con AAE
en semen altos medidos por IBT y sperMAR, se incluyeron 37 pacientes con
niveles >80%. Los indices de fertilizacion fueron significativamente mayores
que los controles AAE negativos. Esto se puede explicar por el efecto
facilitador de los AAE en la reaccion acrosomal con el consecuente aumento
del potencial de fertilizacion del espermatozoide microinyectado.*

Los autores concluyen que la fertilizacion, desarrollo embrionario y el indice
de embarazo después de ICSI no se ven afectados por el grado de AAE ni su
localizacion.
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En un esfuerzo por valorar a la ICSI como tratamiento en varones con niveles
altos de AAE (>80% IgG 6 IgA) medidos por IBT, Clarke y col.? estudiaron a
un grupo de 39 pacientes que se pasaron a ICSlI, los resultados confirmaron
que la fertilizacion y los indices de embarazo son comparables con los varones
libres de AAE, no hubo mas perdidas del primer trimestre y solo encontraron
pequefas diferencias en la calidad embrionaria.

Finalmente, seria interesante evaluar de manera prospectiva si los pacientes

que disminuyeron los niveles de AAE medidos por sperMAR o IBT
mejoraron en sus prondsticos de pasar a inseminaciones intrauterinas.
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