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RESUMEN

Objetivo: Comparar la tasa de fertilizacién y el desarrollo embrionario en técnicas de
reproduccion asistida avanzada, como son fertilizacién in vitro (FIV) y la inyeccion
intracitoplasmaética del espermatozoide (ICSI) en dos preparaciones seminales como
swim-up y la separacion celular magnética por columnas de Anexina V (MACS), de
acuerdo a la morfologia espermaética.

Material y Métodos: Se trata de un estudio piloto experimental, de tipo cohorte,
analitico, longitudinal y prospectivo. La muestra se obtuvo de forma aleatoria en el
Centro de Reproduccion Arcos, de julio del 2012 a diciembre del 2012. Se incluyeron un
total de 387 ovocitos en metafase Il asignados a 4 grupos de acuerdo al método de
preparacion seminal y la técnica de inseminacion, de la siguiente manera: grupo A (swim-
up con ICSI), grupo B (MACS + swim-up con ICSI), grupo C (swim-up con FIV), grupo
D (MACS + swim-up con FIV), en cada grupo la morfologia espermdtica fue evaluada
segun los criterios estrictos de Kruger: 1-4%, 5-10% y mayor a 11% de formas normales
de espermatozoides. Finalmente, se analizd la tasa de fertilizaciéon y el desarrollo
embrionario: i) division embrionaria (nimero de células), ii) porcentaje de fragmentacién
y iii) multinucleacién en dias 2 y 3. Los analisis estadisticos se realizaron mediante la
prueba de Kruskal-Wallis, la prueba exacta de Fisher y la prueba de X2.

Resultados: La demografia de los pacientes fue similar, y no se observaron diferencias
significativas entre los distintos grupos. La tasa de fertilizacién fue significativa entre
ambas técnicas de reproduccion asistida independientemente del método de preparacion
seminal utilizado (ICSI SU: 84.46% vs FIV SU: 63.04%, p=0.0009; ICSI SU + MACS
87.25% vs FIV SU + MACS 70%, p = 0.0042), pero no entre los diferentes métodos de
preparacion seminal (ICSI SU: 84.86% vs ICSI SU + MACS: 87.25%, p= 0.6892; FIV
SU: 63.04% vs FIV SU + MACS: 70.0% , p=0.3488). Por otra parte, la tasa de
fertilizacion en pacientes con teratozoospermia (morfologia espermatica <4% segin los
criterios estrictos de Kruger) fue de: 78%, 85%, 36% y 53% para el grupo A, B, Cy D
respectivamente. Aunque no hubo diferencias significativas, hay una clara tendencia
hacia mejores tasas de fertilizacion con el uso combinado de ambas técnicas de
preparacién seminal: MACS + Swim-up en comparacion con el uso tnico de Swim-up.
Finalmente, no hubo diferencias significativas entre los diferentes grupos al comparar
distintos parametros de desarrollo embrionario.

Conclusiones: La aplicacion de dos técnicas de preparacion espermética (MACS + Swim-
up) en sujetos masculinos con teratozoospermia (morfologia <4%, segin los criterios
estrictos de Kruger) demostré un beneficio en la tasa de fecundacion y el desarrollo
embrionario ya sea para la FIV o ICSI, en comparaciéon con swim-up. Sin embargo, se
requiere un tamano de muestra mds grande para demostrar una diferencia significativa en
el proceso de fertilizacion.
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INTRODUCCION

ANTECEDENTES HISTORICOS

La historia de las técnicas en reproduccion asistida, tiene sus origenes a finales del siglo

I transfirié exitosamente embriones de

XIX, concretamente en 1890, cuando Heape
conejo. Heape recuperd dos embriones al lavar las trompas de una coneja fecundada
horas antes y luego los transfirio a las trompas de una coneja de raza belga; de estos

embriones nacieron seis conejos completamente sanos.

En 1951, Chang y Austin en forma independiente descubrieron el fenémeno de
capacitacion espermatica (cambios por los que el espermatozoide debe pasar para adquirir
la capacidad fecundante).?? Posterior a este descubrimiento, los cientificos se volvieron
conscientes de la dificultad de seleccionar los criterios apropiados para la fecundacién in
vitro y de diferenciarlos de la activacion partenogenética del 6vulo. En 1959, Chang
superd esta barrera y logréd el nacimiento de unos conejos como resultado de la

fecundacion in vitro, cambiando la técnica por la transferencia de Heape.

A finales de 1960, comenzé a utilizarse el laparoscopio para visualizar los organos
pélvicos, Steptoe fue el precursor de su uso en la ginecologia, para finales de 1968 ya
habia realizado mas de 1,300 procedimientos. Esta técnica demostréd ser ideal para la
recoleccion de ovocitos y se consolidd con las modificaciones de Wood, perteneciente al

grupo de Melbourne.

El primer embarazo uterino llevado a término, conseguido en seres humanos, fue logrado
por el ginecélogo Patrick C. Steptoe y el bidlogo Robert G. Edwards (Figura 1). El hito se
realizd en Inglaterra, y culminé con el nacimiento de un producto femenino, sano, de

2,700 g, el 25 de julio de 1978 por via cesérea.*

Steptoe aspird el ovocito preovulatorio el 10 de noviembre de 1977 por via laparoscédpica,
a la mitad del ciclo ovarico natural, identificando la evolucién folicular con mediciones

de estrégenos cada 24 horas y determinando el pico de hormona luteinizante por ensayos



en muestras de orina tomada cada tres horas. El embrion de ocho células se desarrolld en
el laboratorio de Edwards y fue transferido al utero de su madre 2.5 dias después de la

captura ovular, a través del canal cervical.

Figura 1. Patrick C. Steptoe - Robert G. Edwards

La estimulacion ovérica en humanos, se describio por primera ocasion a finales de 1960,
aumentando la produccién de évulos en pacientes con posibles problemas citogenéticos,
mediante la utilizacion de la hormona foliculo estimulante humana (FSH). El grupo de
Melbourne utiliz el citrato de clomifeno, seguido de un pico de gonadotropina

corionica humana para inducir la ovulacion.’

En 1981, Lenz reportd por primera vez, la utilizacién del ultrasonido para la aspiracion
percutanea de los foliculos.® Siendo en 1988, cuando se inicié la micromanipulacion de
gametos con la técnica de SUZI (subzonal sperm injection), logrando el primer embarazo de
esta manera.’ Al afio siguiente en 1989, se introdujo la PZD (partial zonal dissection), y se
consiguié el embarazo por otra forma de micromanipulacién de gametos. En 1992, se
produjo otro gran hito con la técnica de ICSI (intra-cytoplasmic sperm injection), que
practicamente desplazé a las otras formas de micromanipulacién debido a su buena tasa

de éxito.8



La criopreservacién de embriones mamiferos tuvo su inicié en 1972, teniendo como base
los estudios experimentales de Wilmut y Whittingham, quienes mostraron que el
enfriamiento lento de embriones de raton, en etapas tempranas de division, hasta
temperaturas por debajo de los 0°C, en presencia de dimetil sulfoxido (DMSO) y su
calentamiento lento durante la fase de descongelamiento, producia una buena

supervivencia embrionaria y el desarrollo a término.

Trounson y Mohr’, criopreservaron por primera vez embriones humanos de manera
satisfactoria usando una variacion del método antes descrito y con ello se introdujo la
criopreservacion de embriones en los programas de la fecundacion in vitro. En 1986 se

produjo el primer embarazo con un évulo criopreservado.
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MARCO TEORICO

En técnicas de reproduccion asistida (TRA), se han desarrollado numerosas técnicas para
aislar espermatozoides capaces de fertilizar ovocitos. Las primeras metodologias sélo se
centraban en el aislamiento de espermatozoides viables, con el progreso de los métodos
de reproduccién asistida, sobre todo inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides
(ICSI), se hizo evidente que estos pardmetros no son suficientes para la identificacion de

los espermatozoide mas adecuados para la fertilizacion.

Las técnicas convencionales de preparacion de espermatozoides, swim-up, densidad de
centrifugacion en gradiente y la filtracion de lana de vidrio, no son suficientemente

eficaces para producir poblaciones de espermatozoides libres de dafios en el DNA.

Durante la eyaculacion, decenas de millones de espermatozoides son depositados por el
hombre en la parte superior de la vagina cerca del orificio cervical, donde comienzan su
viaje en una carrera competitiva a través del tracto genital femenino, para alcanzar y

fertilizar el ovocito en la ampolla de las trompas de Falopio.

Con respecto al numero total de espermatozoides eyaculados, solo el 10% entrara en el
cuello uterino, 1% el ttero y 0,1% a la trompa de Falopio. Finalmente, fuera de los 10*-
10’ espermatozoides que alcanzaran el complejo cumulus-ovocito, sélo un espermatozoide

fertilizara el ovocito.

El analisis del semen es usado para evaluar la capacidad fértil del hombre. La
Organizacion Mundial de la Salud ( OMS ), ha establecido una serie de pardmetros que
relacionan la calidad del semen con la fertilidad. Tabla 1. Sin embargo, el resultado de
un seminograma normal, no necesariamente correlaciona con el potencial de fertilidad,
por lo que actualmente la concentracion, la movilidad y morfologia no son caracteristicas

suficientes para distinguir a los hombres fértiles de los subfértiles.
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Parametro Valor minimo de referencia

Volumen de semen 1,5 mL

pH 7,2

Ne total de spermatozoides/eyaculado 39 millones
Ne de espermatozoides/mL 15 millones

Motilidad total (progresiva + no progresiva) 40%

Motilidad progresiva 32%
Vitalidad 58%
Morfologia espermatica 4%

Tablal. Valores de Referencia de estandares para las caracteristicas del semen. OMS 2010. '°

Se han estudiado las anormalidades cromosémicas en el espermatozoide, como
aneuploidias, las cuales muestran un rol importante en la etiologia de la infertilidad. Las
aneuploidias cromosémicas, pueden surgir como un evento de novo, durante la meiosis o
durante la mitosis posterior a la fecundaciéon. El dafio del DNA espermatico, puede darse
a nivel mitocondrial o nuclear por las siguientes causas: apoptosis, ruptura de cadenas del
DNA durante la espermatogénesis, fragmentacién del DNA post-testicular, por especies
reactivas de oxigeno, radioterapia, quimioterapia. De lo anterior, el dafio post-testicular es

la principal causa de fragmentacion del DNA espermaético.

Con el advenimiento de las técnicas de reproduccion asistida (TRA), se han desarrollado
estrategias de separacion espermatica del plasma seminal, que se basan principalmente en
los procesos de motilidad, adhesion y filtracion. En los primeros afios de la ART, el
enfoque era la obtencion de espermatozoides motiles, en los ultimos afios, la atencion se
centré en el aislamiento de los espermatozoides funcionales, correlacionado con los

resultados de la fertilizacion in vitro.
Mediante el empleo de las estrategias convencionales de preparacion de semen para TRA,

los procesos naturales de seleccion de espermatozoides que se producen en los distintos

niveles del tracto genital femenino, son omitidos.
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En el caso de la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), donde un solo
espermatozoide es inyectado en el 6vulo, todas las barreras naturales para la fertilizacion
se pasan por alto e incluso los componentes de espermatozoides que normalmente no
entran en el gameto femenino son introducidos. Espermatozoides con dafio en el DNA
nuclear son capaces de fertilizar ovocitos, dependiendo del defecto intrinseco se
relacionara con alteracion en el desarrollo embrionario, una tasa de implantacién baja y
un incremento en la probabilidad de aborto, ocasionando una pérdida recurrente de

embarazos.!!

Alrededor de estas incognitas, los cientificos y los médicos instan a mejorar las técnicas de
separacion de espermatozoides, con el fin de seleccionar el espermatozoide mas funcional
para la fertilizacion. El énfasis estd mds bien, en la salud de la progenie que en lograr el
embarazo o aumento en las tasas de éxito de las técnicas de reproduccion asistida. In vivo,
el proceso de seleccion del esperma, esta totalmente controlado por el tracto genital
femenino y para lograr la seleccion basada en estos principios naturales, los cientificos y
los médicos necesitan entender los procesos de seleccion con el fin de imitar los

mecanismos quimicos vy fisicos involucrados.

SITIOS DE SELECCION NATURAL DE ESPERMATOZOIDES

La seleccion de los espermatozoides, en el tracto genital femenino es un proceso
extremadamente eficiente y riguroso, que se lleva a cabo en varios niveles, cérvix, utero,
salpinge, cumulos oophorus y zona peltcida. La seleccion de los espermatozoides
funcionales en estos sitios se consigue mediante una variedad de mecanismos mecanicos,

bioquimicos y biofisicos.

CERVIX
En el ser humano, después de la eyaculacion, el semen forma un gel acuoso por
coagulacion. Después de aproximadamente 30 minutos a 1 hora, este coagulo es
enzimaticamente degradado por el antigeno prostatico especifico y los espermatozoides
salen con rapidez del plasma seminal. El plasma seminal, no sélo protege la célula

germinal masculina y proporciona una fuente de energia, también de ser expuesto a los

13



espermatozoides durante demasiado tiempo, disminuye su funcion, por tanto la rapida

salida de los espermatozoides del plasma seminal es esencial.

El grado de hidratacion del moco cervical determina su penetracion, la microarquitectura
de este moco depende de la etapa del ciclo menstrual, en la etapa pre-ovulatoria el moco
contiene fibras lineales, flexible y alineado, el moco ovulatorio se compone de globulos
flotantes de agregados de mucina, lo que explica la rapida circulacion de los

espermatozoides a través del moco cervical.

Los mecanismos por los cuales la seleccion de espermatozoides en el moco cervical es
realizada, se cree que son debido a la motilidad de los espermatozoides y habilidad del
moco cervical para seleccionar los espermatozoides basindose en su morfologia.
Observaciones recientes han revelado que las gotas citoplasmatica regulan el volumen
osmético, por lo tanto, son esenciales para su funcionamiento. '* Un volumen regulatorio
disminuido de la célula germinal masculina, estd relacionada con buena movilidad y el
fracaso en la disminucion de volumen regulador resultara en un obsticulo para la

., 13
penetracion del moco.

UTERO
Una teoria relativamente nueva de Velando y cols. considera a los leucocitos en el moco
cervical y el utero como parte de un mecanismo seleccion que los espermatozoides
funcionales tienen que superar. Estos leucocitos producen niveles elevados de especies
reactivas de oxigeno, que no solo dafarian a los espermatozoides, sino también provocan
un aumento en la permeabilidad de la membrana a iones esenciales para la capacitacion,
quimiotaxis y movilidad por hiperactivacion; procesos que no deben ocurrir en el utero.
Una vez que los espermatozoides, se movilizan fuera del plasma seminal protector,
pierden progresivamente la proteccion por los reactivos de oxigeno y factores
decapacitantes como la espermina o glicodelina -S, las cuales son abundantes en el

liquido seminal.
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SALPINGE
El ambiente cambia de hostil a uno que conserva, mejora la viabilidad de los
espermatozoides y la motilidad, estimulando la capacitacién. Hasta ahora, los dos
mecanismos complementarios para la orientacion de los espermatozoides en la salpinge

han sido revelados.

Un mecanismo termotactico, regulado a través de un receptor de Ca+ intracelular de
inositol trifosfato, por el cual los espermatozoides capacitados son liberados desde el sitio
de almacenamiento y los orienta hacia el ampula, donde una temperatura menor de 2°C
prevalece durante la ovulacion. Cerca del ovocito, existe un segundo mecanismo de corto
alcance, quimiotictico que conduce al reclutamiento de wuna poblacién de

espermatozoides capacitados.

CUMULUS OOPHORUS
Una vez que los espermatozoides contactan el complejo cumulus - ovocito, se inicia un
proceso mediado por quimioataxis derivados de fluido folicular, células del cumulus y del

ovocito.

Las células del cumulus convierten la glicodelina-A y F en cumulos de glicodelina-C,
eliminando asi las actividades inhibidoras de glicodelinas-A y F mejorando la zona de
union espermatica.'* La matriz del cumulus tiene propiedades viscoelasticas y solo puede

ser penetrada por espermatozoides hiperactivados.

Un componente importante de la matriz extracelular del cumulus es el polisacarido lineal
de acido hialurénico ( HA), compuesto de repetidos alternos de D-glucuronico y residuos
de N-acetil-D glucosamina. El 4cido hialurénico forma un complejo con una proteina
que interactua con la glicodelina, que retiene y concentra glicodelina-C, la cual es

esencial para la union del esperma con la zona de unién.

ZONA PELUCIDA
Representa el tercer lugar después de moco cervical y del cumulus, donde la seleccion de

las caracteristicas morfologicas se lleva a cabo. También indica la importancia de la

15



morfologia normal del espermatozoide como parametro, ya que se correlaciona muy bien
con numerosas funciones, que incluyen la reaccién del acrosoma y la integridad del DNA

normal.

ESTUDIOS DE APOPTOSIS EN ESPERMATOZOIDES

Aproximadamente 15% de las parejas no pueden concebir después de un afio de intentar
un embarazo, de ellas 40% se deben a un factor masculino. Estudios recientes de biologia
celular, han permitido profundizar el estudio de la apoptosis en espermatozoides. La
apoptosis es un modo de muerte celular programada, basado en un mecanismo genético
que induce una serie de alteraciones celulares, morfoldgicas y bioquimicas que llevan al
suicidio celular sin provocar una respuesta inflamatoria, involucra una serie de
mensajeros intracelulares que terminan en la fragmentacion del DNA. Existen
marcadores tempranos como la fosfatidilserina y tardios como la activacion de caspasa 3 y

la fragmentacion del DNA.

Los ultimos modelos de apoptosis, incluyen rutas mediadas por receptores vy
desencadenada de forma intrinseca. La union de ligandos como FasL activa los
receptores de muerte (CD95, Fas), resultando en trimerizacion y acoplamiento con
proteinas adaptadoras (FADD) para formar complejos de seiales que inducen la muerte
(DISC). El receptor Fas (CD95) es una molécula de superficie celular glucosilada de
aproximadamente 45 a 52 kDa. DISC transduce la sefal de apoptosis mediante la
activacion de las caspasas (cisteina citosolica que contiene proteasas especificas de
aspartato) que son una familia de proteasas altamente especificas, que contienen un

aminodcido de cisteina en sus sitios activos.

Dos grupos de caspasas pueden ser diferenciados: iniciadores (CP 2, 8, 9, 10) y caspasas
efectoras (CP 3, 6, 7). La caspasa 8 se identific6 como la enzima iniciadora mds
importante por DISC. CP3, ejecuta el desmontaje final de la célula mediante la escisién
de una variedad de proteinas de la estructura celular. Por ultimo, la caspasa activada
DNasa (CAD) o endonucleasa genera la ruptura del DNA, resultando en disminucion de

la fertilidad masculina. Por lo tanto, el uso de espermatozoides que estin en vias de los
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procesos de apoptosis, debe ser reducida al minimo en las técnicas de fertilizacion

asistida.

PREPARACION Y SELECCION ESPERMATICA

La remocion del plasma seminal es importante, debido a que contiene prostaglandinas,
que de ser inyectadas directamente en la cavidad uterina durante una inseminacion
intrauterina, puede generar la presencia de contracciones uterinas. Por otra parte, el
plasma seminal contiene estabilizadores de la membrana espermatica y previene la
capacitaciéon e hiperactivacion, eventos que normalmente presiden la reaccion
s . 1 1 . . . .. d 1 . 15 U f. .
acrosomica, la cual es necesaria para una exitosa invasién del ovocito.” Una eficiente

separacion de éste complejo fluido es un requerimiento fundamental para fertilizacion in

vitro (IVF).

Multiples métodos se han desarrollado para separar a los espermatozoides del plasma
seminal, incluyendo el swim-up, migracion por sedimentacion, filtracion por cristal de
lana y el atrapamiento de espermas. El mas comunmente usado es la centrifugacion por
densidad de gradientes discontinuas (DGC) a través de  una suspensién de
polivinilpirrolidona o coloide con particulas de silice recubiertas con silano. Este
procedimiento se basa principalmente en las diferencias de densidad, los espermatozoides
con morfologia normal, las cabezas ovales con cromatina altamente compactada y

limitado citoplasma residual, migran a regiones de alta densidad del gradiente. '°

Un nuevo sistema de filtracién electroforética basado en la membrana, que rapida y
efectivamente aisla los espermatozoides con minimo dafio al DNA, el ultimo prototipo
para este proposito es el Cell Sorter 10 (CS-10), basado en el principio que los

espermatozoides con mejor calidad conllevan una mayor red de carga negativa. '/

ESTRATEGIAS AVANZADAS DE SELECCION ESPERMATICA

Se definen como principios sofisticados, que emplean procedimientos de seleccion

fisioldgica, estos se basan ya sea en una evaluacion mds rigurosa de la morfologia de los
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espermatozoides, o en caracteristicas moleculares de espermatozoides maduros, asociados
a un correcto funcionamiento celular e integridad gendmica. Actualmente, dichos

procedimientos se puede dividir en tres grupos:

» Evaluacién morfologica sofisticada
» Carga eléctrica

= Unién molecular

EVALUACION MORFOLOGICA SOFISTICADA

La seleccion basada en la morfologia de los espermatozoides en base a los criterios
estrictos de Kruger (Tabla 2) a 1000x de magnificacion es considerado como un buen

predictor de éxito para fertilizacion in vitro. ™

Rango de Referencia Normal > 14 %

Cabeza
Forma Oval, con bordes suaves
Acrosoma 40 - 70% de la superficie
Tamarfio 3 - 5 um de largo

2 - 3 um de ancho

Vacuolas Hasta 4

Cuello
Forma Delgado, recta, regular

Arqueado axialmente
Tamaino < Ipm ancho
Largo de 1.5x cabeza

Gotas citoplasmicas <1/2 del drea de la cabeza
Cola
Apariencia Uniforme, desenrollada
Ancho Mais delgada que el cuello
Largo 10x cabeza

Tabla 2. Criterios estrictos de Kruger

En ICSI sin embargo, el embridlogo elige el mas normal en base a aumentos de 400x en
microscopio de luz, con muestras no fijadas, sin tedir. El Examen Morfologico de
Organelos del Espermatozoide Movil (MSOME), evalua la morfologia con un aumento

digital mayor de x6300, usando contraste de interferencia de Nomarski, se observa la
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ldmina post-acrosomal, cuello, mitocondrias, flagelo y el nucleo del espermatozoide, en

este ultimo la forma, asi como la presencia y tamafo de las vacuolas.

La combinacion de MSOME e ICSI ha sido nombrado Inyeccion de Espermatozoide
Seleccionado por Morfologia Intracitopldsmica (IMSI). En comparacién con los
procedimientos estandar de ICSI, IMSI ha demostrado no sélo aumentar las tasas de

fertilizacion, sino también las tasas de implantacion y embarazo.

CARGA ELECTRICA

Durante la maduraciéon dentro del epididimo, los espermatozoides humanos adquieren
tres formas glucopéptidos gp20/CD52 anclados a lipidos, de alto sialisado y carga
negativa. De acuerdo a la carga eléctrica negativa, es posible separar a los espermatozoides
por medio del llamado potencial zeta y la técnica electroforética. La carga eléctrica (-16
mV a -20 mV) del plasma de la membrana se llama potencial electrocinético o potencial

zeta y no debe confundirse con el potencial de membrana.

El método zeta es un método sencillo para el aislamiento del espermatozoide maduro, por
lo que le permite adherirse a la superficie de un tubo de ensayo con carga positiva. Se ha
comprobado que el método selecciona espermatozoides con DNA y acrosoma intactos de

muestras en criopreservacion y aumenta la tasa de fecundacion tras ICSI.

UNION MOLECULAR

Actualmente contamos con dos métodos de union molecular, la union de

espermatozoides a la anexina V y Acido Hialuronico (HA).

ACIDO HIALURONICO
Las membranas de los espermatozoides maduros presentan exposicion de receptores de
HA. El Acido hialurénico enlazado a espermatozoides presentan un menor porcentaje de
aneuploidias cromosémicas y dafo del DNA y muestran significativamente mejor

morfologia general y nuclear, asi como una alta calidad del embrion resultante de ICSL."
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A pesar de estos resultados positivos Berg et al.”” no encontraron diferencias significativas
en las tasas de fertilizacion. Hasta la fecha, dos métodos de union a HA estdn en uso,
llamados toma de espermatozoide para ICSI (PICSI) vy el medio que contiene 4cido

hialuronico.

El plato de PICSI, es una placa de Petri que tiene puntos de HA inmovilizado sobre ella,
suspensiones de espermatozoide preparados con lavado o densidad de gradiente, se
colocan en la parte superior de estos puntos de HA y se incuban durante 15 min a 37°C.
Posteriormente, los espermatozoides que se encuentran libres en movimiento, son

eliminados mediante enjuagando suave. Finalmente, los espermatozoides adheridos se

pueden tomar (Picked) con una pipeta de ICSI (PICSI).

El medio con 4cido hialurénico, contiene una gotita de 5-ul de esperma preparado por
densidad de gradiente conectado a una punta de pipeta con una gotita de 5-ul de medio
para esperma arrastrando a la suspensién en contacto y se incuba durante 15 min a 37°C
bajo aceite. Los espermatozoides unidos a HA en la interfase de las dos gotas son

seleccionados con una pipeta para ICSI.

ANEXINA V
La Anexina V es una proteina 35kDa, que se une a la fosfatidil serina (PS) negativamente
cargada, que se acumula sobre la pared interna de la membrana plasmatica de las células
viables. Como una de las primeras sefiales de apoptosis, la PS se desplaza desde el interior
hacia la cara externa de la membrana plasmatica,” indicando que la célula espermatica es
inapropiada para la fertilizacién. Por otro lado, la PS también se transloca durante los
procesos de capacitacion y reaccion acrosomal,” su translocacion a la membrana externa
se correlaciona positivamente con dafio en el DNA nuclear, lo que reflejaria un fracaso

para la fertilizacion y reproduccién asistida.

SEPARACION MAGNETICA CELULAR
La técnica de aislamiento celular, a través de un iman activado, fue desarrollada

inicialmente por el grupo Glander en Leipzig, Alemania. Ofrece ventajas en cuanto a la
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simplicidad de la técnica, bajo costo, especificidad y sensibilidad proporcionada por el

uso de reactivos inmunoespecificos.

Se basa en el uso de MicroBeads (MB) que son particulas superparamagnéticas de
aproximadamente 50 nandémetros de didmetro, conjugadas con proteinas o anticuerpos.
No son visibles con microscopia de luz, son biodegradables y son benévolas con la célula.
La adicion de compuestos oxido de hierro (maghemita ferro magnética y-Fe,O; y
magnetita Fe;O,) a esferas de poliestireno monodispero, es la técnica tipica de
produccion de MB.* Los Dynabeads fueron las primeras particulas magnéticas usadas
clinicamente para separar células, particularmente médula ésea de gliomas previo a

transplante.

El uso de campos magnéticos de alto gradiente, son requeridos para separar fisicamente
las células en funcion de si estin o no marcadas, gracias a un intenso campo magnético
creado en la matriz de la columna, aproximadamente 1 tesla (10,000 gauss) y los
gradientes locales de hasta 1000 tesla por metro, suficiente para retener las células unidas

con una minima cantidad de MB. **

Las columnas MiniMACS por Miltenyi Biotec fueron especificamente disefadas para
generar este fuerte campo magnético (Figura 2)”, mientras se mantiene una funcion y
viabilidad celular 6ptima. Al bafiar la columna con un buffer, las células no marcadas son

bafiadas, sin dafiar a la fraccion marcada asi asegurando una éptima recuperacion.
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Figura 2. A) El soporte solido se compone de esferas sub-milimétricas hechas de una
aleacion de acero suave. Un campo magnético externo magnetiza el soporte solido, que
atrae a las células marcadas magnéticamente aplicadas a la columna. B) Una ldmina
delgada a través del soporte solido muestra espacios intersticiales disponibles para el flujo
de la mezcla de células. C) Las células sin marcar fluyen libremente a través de la
columna, mientras que las células marcadas magnéticamente se retienen dentro de la

columna.

La anexina V es una proteina de unién a fosfolipidos que tiene una alta afinidad por la
fosfatidilserina, pero no cuenta con la habilidad de atravesar la membrana espermatica
intacta. Al conjugarla con microesferas paramagnéticas, se eliminan los espermatozoides
apoptoticos, al permitir su union a ellos seguido por su remocion subsiguiente por un
campo magnético externo. Los no apoptéticos (Anexina V-negativos) pasan a través de la
columna de seleccion. El procedimiento no solo elimina a los espermatozoides
apoptoticos de manera eficiente, ofrece un porcentaje significativamente mayor de
espermatozoides con morfologia normal, sin alteracién del potencial de la membrana

mitocondrial, y menos dafio en el DNA.*
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

{El uso de dos pruebas de capacitacion espermatica como son swim-up y la separacién
celular magnética por columnas de Anexina V mejoran el porcentaje de fertilizacion y los
parametros embrionarios en comparacion con el uso de una sola prueba de capacitacion
espermatica para la fertilizacion de ovocitos humanos con técnicas de reproduccion

asistida avanzada (IVF e ICSI) en parejas con infertilidad?

JUSTIFICACION

Nuevas técnicas de capacitacion espermatica deben ser desarrolladas para alcanzar una
muestra seminal 6ptima que mejore los porcentajes de fertilizacion y embarazo. Por lo
tanto, no solo las caracteristicas fisicas y morfologicas deben ser tomadas en cuenta sino
también las caracteristicas moleculares de los espermatozoides, lo que permita obtener
mejores resultados. De acuerdo con las ultimas publicaciones, parece que la mejor forma
de capacitar una muestra de semen es mediante la combinacion de dos pruebas de

capacitacion espermatica incluyendo la separacion celular magnética por columnas de

Anexina V.”

El uso de dos pruebas, ha demostrado un beneficio en las caracteristicas del semen del

%% sin embargo, ningtin estudio ha analizado el verdadero impacto de la

humano,
combinacién de ambas técnicas en la fertilizacion del ovocito humano y su desarrollo

embrionario posterior.

Sera de mucha utilidad conocer si el uso de ambas técnicas de capacitacién espermatica
mejorard el porcentaje de fertilizacion y los parametros de desarrollo embrionario
temprano para lograr mejores resultados en las técnicas de reproduccion asistida avanzada

de acuerdo a la morfologia espermatica.
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OBJETIVOS E HIPOTESIS

OBJETIVO GENERAL:

Comparar la tasa de fertilizacion y el desarrollo embrionario en técnicas de
reproduccion asistida avanzada, como son ICSI e IVF en dos preparaciones
seminales como swim-up y la separacion celular magnética por columnas de

Anexina V, de acuerdo a la morfologia espermdtica.

OBJETIVO ESPECIFICOS:

Evaluar el uso de dos preparaciones seminales en el porcentaje de fertilizacion y
los parametros embrionarios tempranos posterior a la fertilizacion de ovocitos
humanos mediante el uso fertilizacion in-vitro.

Evaluar el uso de dos preparaciones seminales en el porcentaje de fertilizacion y
los parametros embrionarios tempranos posterior a la fertilizacion de ovocitos
humanos mediante el uso de la inyeccion intracitoplasmatica de un
espermatozoide.

Comparar el uso de dos preparaciones seminales en el porcentaje de fertilizacion y
los parametros embrionarios tempranos, en relacion a la morfologia espermatica

de acuerdo a los criterios de Kruger.

HIPOTESIS

La combinacién de dos preparaciones seminales como son swim-up y la
separacion celular magnética por columnas de Anexina V y de acuerdo a la
morfologia espermadtica, se mejora el porcentaje de fertilizacion y los parametros
de desarrollo embrionario tempranos posterior a la fertilizacién de ovocitos
humanos con dichas muestras seminales en técnicas de reproduccion asistida

avanzada en parejas con infertilidad.

24



METODOLOGIA

4.1. LUGAR Y DURACION
CENTRO DE REPRODUCCION ARCOS S.C.

4.2. UNIVERSO, METODOS DE MUESTREQ, Y TAMANO DE LA MUESTRA.

4.2.1 Universo: Parejas infértiles sometidas a técnicas de reproduccion asistida

avanzada.

4.2.2 Métodos de muestreo: De forma aleatoria, se eligieron a parejas infértiles
sometidas a una doble preparacion seminal (grupo de estudio) y a aquellas que
seran sometidas a solo un tipo de preparacion seminal (grupo control). En el
grupo de estudio, posterior a la entrega de la muestra seminal, ésta fue sometida a
swim-up y a la separacion celular magnética por columnas de Anexina V. En el
grupo control, la muestra seminal fue solamente sometida a swim-up. En cada
grupo la morfologia espermatica se evalud segiin los criterios estrictos de Kruger
(Tabla 2) Posteriormente, independientemente de la forma de preparacion de la
muestra seminal, los ovocitos de la pareja fueron fertilizados en un 50% mediante
fertilizacion in-vitro y 50% mediante el uso de ICSI. (Figura 3) Al dia siguiente,
18-24 horas posterior a la inseminacion, se verificd el porcentaje de fertilizacion y
eventualmente, al segundo y tercer dia, se valoraron los marcadores tempranos de
desarrollo embrionario: i) division embrionaria (nimero de células), ii) porcentaje
de fragmentacion vy iii) multinucleacion. Finalmente, la muestra espermatica se
clasifico6 en 3 grupos de acuerdo a la morfologia espermdtica, basada en los
criterios estrictos de Kruger: a) 1 - 4%, b) 5 - 10% y ¢) 11 - 16% de normalidad.
En cada grupo, se evaluo la tasa de fertilizacion, division embrionaria, calidad
embrionaria, fragmentacion y embriones multinucleados. Los embriones con
mejor calidad se transfirieron en el dia 3 de desarrollo embrionario

independientemente de la preparacion seminal que se utilizo.
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Parejas Infértiles en estudio

Grupo de Control Grupo de Estudio

’—1
Swim-up + MACS

Morfologia Morfologia
Espermatica Espermadtica

oo

Fertilizacién

| 8 — 24 Horc l

% Fertilizacion

Divisién Celular

Transferencia

Figura 3. Disefio general del estudio que muestra las diferentes etapas llevadas a cabo en nuestro estudio.

4.2.3 Tamano de la Muestra: Al ser un estudio piloto. Se evaluaron todas las
parejas infértiles que acudieron durante el periodo ya establecido (julio 2012 -
diciembre 2012) a protocolos de reproduccion asistida avanzada. Incluyéndose un
total de 32 parejas que cumplieron los criterios de inclusién, con una muestra

final de 387 ovocitos en metafase II.
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4.3. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION.

INCLUSION

» Parejas con infertilidad sometidas a técnicas de reproduccion asistida avanzada en
el Centro de Reproduccion Arcos de julio del 2012 a diciembre del 2012.

» Espermocultivo negativo.

»  Muestra seminal con cuenta leucocitaria menor a 1x 10° /ml.

= Pacientes con menos de 2 dias y mas de 5 dias de abstinencia sexual.

» Pacientes con una concentracion espermatica mayor a 10 millones/ml.

» Cultivos vaginales negativos para Chlamydia, Mycloplasma y Ureoplasma.

= PAP: negativo para células neoplasicas.

=  Transferencia sin alteraciones.

EXCLUSION
» Pacientes con baja reserva ovarica.
» Pacientes sometidas a protocolos de donacion de évulos.
» Pacientes con endometriosis severa.
» Pacientes que no acepten participar en el estudio.
» Pacientes que padezcan enfermedades cronico-degenerativas o sistémicas.

= Pacientes con captura ovocitaria menor a 5 ovocitos por ciclo
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VARIABLES DEL ESTUDIO

INDEPENDIENTE

Preparacién seminal a base de swim-up y separacion celular magnética por

columnas de Anexina V.

Definicion operacional: Se realizara una seleccién del espermatozoide de mejor
calidad a través del uso de swim-up con el uso posterior de columnas magnéticas
de Anexina V. Con ello, se eliminardn los espermatozoides en apoptosis y

aquellos con baja movilidad ademas de detritos celulares.

DEPENDIENTE

Porcentaje de fertilizacion.

Definicién operacional: Se corroboré la fertilizacion de los ovocitos mediante su
observacién a través del microscopio 18 - 24 horas posteriores a la FIV o ICSI.
Reconociendo la presencia de un segundo cuerpo polar y la presencia de dos
prontcleos.

Marcadores tempranos del desarrollo embrionario.

Definicion Operacional: Los marcadores tempranos del desarrollo embrionario
fueron evaluados bajo el microscopio en 2 diferentes etapas del desarrollo: i) etapa
pronuclear (16-18 horas posteriores a la FIV o ICSI), ii) dia 2 y 3 del desarrollo

embrionario (etapa de division celular)

» Etapa Pronuclear: valoracién microscopica 18 horas posterior a la FIV o
ICSI:
— Numero de Pronucleos: cantidad de pronucleos dentro del ovocito
fertilizado. Se reportara como 6vulo fertilizado aquel que tenga mas de 2
prontcleos en su interior.

— La presencia de 2 cuerpos polares es otro dato de fertilizacion.
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» Etapa de division celular dias 2 y 3 del desarrollo embrionario:

— Numero de células: El nimero de células visualizadas refleja el ritmo de
division de los embriones y es un indicador de la capacidad de desarrollo e
implantacion.

— Equicorporalidad y numero de blastémeras: numero de células o
blastémeras de igual o diferente tamafio.

— Fragmentacion: presencia de fragmentacion en el embrion y su porcentaje
en relacion al volumen total del embrion.

— Clasificacion de Veek: (Figura 3)

Valora el namero de células, simetria y la fragmentacion. El grado 1
presenta blastomeras de igual tamafio sin fragmentacién citopldsmica,
tiene el mejor puntuacién. El grado 2 tiene blastomeros simétricas con
poca fragmentacién citopldsmica, < 10% de la superficie. El grado 3 al 5
muestran progresiéon en la fragmentacion citopldsmica con simetria

variable celular.

Figura 3. Esquema de la clasificacion de embrion en division.

*  Morfologia espermdtica.

= Definicion Operacional: Se evaluaron las muestras espermaticas bajo
microscopio de acuerdo a los criterios morfoldgicos estrictos de Kruger
(Tabla 2) posterior a la capacitacion de la muestra seminal por swim-up y

swim-up + MACS.
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Cabeza

Forma Oval, con bordes suaves
Acrosoma 40 - 70% de la superficie
Tamafo 3 - 5 pm de largo
2 - 3 pm de ancho
Vacuolas Hasta 4
Cuello
Forma Delgado, recta, regular
Arqueado axialmente
Tamaio < lpum ancho

Gotas citoplasmicas

Cola
Apariencia
Ancho
Largo

Largo de 1.5x cabeza
<1/2 del 4area de la cabeza

Uniforme, desenrollada
Mas delgada que el cuello
10x cabeza

Tabla 2. Criterios estrictos de Kruger.
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

FECHA DE INICIO: JULIO DEL 2012.
FECHA DE TERMINACION: DICIEMBRE DEL 2012.

Ne.|ACTIVIDAD

IMES CALENDARIO PROGRAMADO|

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

11

12

DISENO Y DESARROLLO
TECNICO

X

RECOLECCION DE
DATOS

PROCESAMIENTO DE
DATOS

ANALISIS DE LA
INFORMACION

REDACCION DEL
INFORME FINAL

ELABORACION DE
ARTICULO
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ASPECTOS ETICOS

I. Investigacion sin riesgo. X

II. Investigacion con riesgo minimo.

[I1. Investigaciéon con riesgo mayor al minimo.

(A continuacion se presenta un ejemplo).
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PRESENTACION DE RESULTADOS

5.1 ANALISIS ESTADISTICO

Los analisis estadisticos se realizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis para probar
que los datos provienen de la misma poblacion y se utilizd el andlisis de varianza para
comparar distintos pardmetros entre las cuatro alicuotas experimentales mediante la
prueba exacta de Fisher o X’. Todas las pruebas fueron de dos variables y son

significativas cuando la p < 0.05.

5.2 RESULTADOS

El resumen de los resultados se muestran en la Tabla 3. Se observa especificamente, tasas
de fertilizacion, evaluacion de marcadores tempranos del ler trimestre y embriones

transferidos por grupo.

5.2.1 EVALUACION DE FERTILIZACION

En la Gréfica 1, podemos observar que la tasa de fertilizacién en pacientes sometidas a la
misma técnica de reproduccion asistida (FIV ¢ ICSI) fue similar (ICSI SU: 84.46% vs
ICSI MACS+SU 87.25%, p= 0.6892; FIV SU: 63.04% vs FIV MACS+SU 70.0%,
p=0.3488) independientemente de la forma en que la muestra seminal fue preparada
(grupo de estudio: MACS + swim-up vs grupo control: swim-up). Sin embargo, la tasa de
fertilizacion fue significativamente mejor cuando comparamos FIV vs ICSI (ICSI SU:

84.46% vs FIV SU: 63.04%, p<0.05; ICSI MACS+SU 87.25% vs FIV MACS+SU 70.0%,

p<0.05), sin importar el método de preparacion seminal.

Al analizar la tasa de fertilizacion de acuerdo a la morfologia espermdtica segin los
criterios estrictos de Kruger (grupo a: 0-4%, grupo b: 5-10% y grupo c: >10%), no
encontramos ninguna diferencia entre los grupos de estudio y control (Tabla 4). Sin
embargo, en el grupo con teratozoospermia (morfologia de Kruger <4%), aunque la

diferencia no es significativa, se observa un claro aumento en las tasas de fertilizacion en
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ambas técnicas de reproducciéon asistida (FIV e ICSI) cuando se utilizaron dos
preparaciones seminales (ICSI SU: 78.57% vs ICSI MACS+SU 85.71%, p>0.5; FIV SU:
36.36% vs FIV MACS+SU 53.84%, p>0.5) .

Tasa de Fertilizacion

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

Porcentaje

A B C D
Grupos 84.96 87.25 63.04 70

Grafica 1. Tasa de Fertilizacion a las 18 horas de los dos grupos de estudio: B y D (ICSI/ MACS+SU;
FIV/MACS+SU, respectivamente) y los dos grupos control: A y C (ICSI/SU; FIV/SU, respectivamente).

5.2.2 MARCADORES TEMPRANOS DE DESARROLLO EMBRIONARIO

En el dia 2 de desarrollo embrionario, el promedio de division celular en los grupos A, B,
C y D fue de 3.5, 3.51, 2.8 y 3.08 blastomeras, respectivamente. Para el tercer dia de
desarrollo embrionario, el promedio de células presentes fue de 6.41, 6.36, 5.69 y 6.08,
respectivamente. La calidad de los embriones se realiz6 basandose en los criterios de
Veek, tomando en cuenta el porcentaje de fragmentacion siendo éste de 6.91%, 7.17%,
8.18% y 8.95% en el dia 2y 9.25%, 10.38%, 8.31% y 7.84% para el dia 3, respecto a los
grupos A, B, C y D. El porcentaje de embriones con blastémeras multinucleadas fue
mayor en el dia 2 encontrandose de 12.64%, 8.98%, 17.30% y 17.46%, en los grupos A,
B, Cy D, disminuyendo al dia 3 en 1.14%, 0%, 8.62% y 1.58%, respectivamente. (Tabla
3, Grafica 2, 3).
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GRUPO D

GRUPO C

GRUPO B

GRUPO A

Marcadores tempranos de
desarrollo embrionario

# DE BLASTOMERAS & % DE FRAGMENTACION & # DE EMB CON BLAST MULTINUCLEADAS

17.46

17.3

Grafica 2. Marcadores tempranos de desarrollo embrionario en dia 2. EMB: embriones; BLAST:
blastomeras. Grupo A: Swim-up con ICSI, Grupo B: MACS + Swim-up con ICSI, Grupo C: Swim-up con

FIV y Grupo D: MACS + Swim-up con FIV.

Marcadores tempranos de
desarrollo embrionario

# DE BLASTOMERAS % DE FRAGMENTACION & # DE EMB CON BLAST MULTINUCLEADAS

6.08
GRUPO D 7.84
1.58
5.69
GRUPO C 8.31
8.62
6.36
GRUPO B 10.38
6.41
GRUPO A 9.25
1.14

Grafica 3. Marcadores tempranos de desarrollo embrionario en dia 3. EMB: embriones; BLAST:
blastomeras. Grupo A: Swim-up con ICSI, Grupo B: MACS + Swim-up con ICSI, Grupo C: Swim-up con

FIV y Grupo D: MACS + Swim-up con FIV.
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A B C D

GRUPOS
ICSI-SU ICSI-MACS FIV-SU FIV-MACS
# DE OVULOS M2 103 102 92 90
DIA
1 TASA DE 87/103 89/102 58/92 63/90
FERTILIZACION 84.46% 87.25% 63.04% 70.00%
# DE CELULAS 3.5 3.51 2.8 3.08
CALIDAD 2.79 2.73 2.71 2.62
DIA % DE
2 ) 6.91 7.17 8.18 8.95
FRAGMENTACION
# DE EMBRIONES
) 11/87 8/89 9/52 11/6
CON BLATOMERAS
12.64% 8.98% 17.30% 17.46%
MULTINUCLEADAS
# DE CELULAS 6.41 6.36 5.69 6.08
CALIDAD 2.9 2.85 2.9 2.89
DIA % DE
) 9.25 10.38 8.31 7.84
3 FRAGMENTACION
# DE EMBRIONES CON
) 1/87 0/89 5/58 1/63
BLASTOMERAS
1.14% 0% 8.62% 1.58%
MULTINUCLEADAS
# DE EMBRIONES
24 32 21 13
TRANSFERIDOS
% DE EMBRIONES 24/87 32/89= 21/58 13/63
TRANSFERIDOS 27.58% 5.95% 36.20% 20.63%
TX
PROMEDIO DE
EMBRIONES 2.81
TRANSFERIDOS
% DE EMBARAZO 18/32=56.25%

Tabla 3. Resultados de fertilizacion y marcadores tempranos de desarrollo embrionario generales en el
grupo de estudio y control.

5.2.3. MORFOLOGIA ESPERMATICA

De acuerdo al porcentaje de normalidad utilizando los criterios estrictos de Kruger, las
muestras espermdticas se dividieron en 3 subgrupos, como se muestra en la Tabla 4.
Adicionalmente, se muestran los marcadores de desarrollo embrionario en el dia 3 de

acuerdo a cada uno de los subgrupos. La tasa de fertilizacién en pacientes con
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teratozoospermia (morfologia <4%, de acuerdo a criterios estrictos de Kruger), fue de
78.57%, 85.71%, 36.36% y 53.84% para los grupos A, B, C y D, respectivamente. que
fue estadisticamente significativa p> 0,05. Como se mencioné anteriormente, aunque la
diferencia no es significativa, se observa un claro aumento en las tasas de fertilizacién en
ambas técnicas de reproducciéon asistida (FIV e ICSI) cuando se utilizaron dos
preparaciones seminales (ICSI SU: 78.57% vs ICSI MACS+SU 85.71%, p>0.5; FIV SU:
36.36% vs FIV MACS+SU 53.84%, p>0.5) .

PORCENTAJE 1 - 4% MORFOLOGIA 5 - 10% MORFOLOGIA 11 - 16% MORFOLOGIA

# DE OVULOS MII
# DE PACIENTES
CALIDAD
# DE EMBRIONES
MULTINUCLEADOS
% DE EMBRIONES 6/11 7/12 13/53 15/50 13/37 6/37 5/23 10/27 7/20 6/21
TRANSFERIDOS 54.54% 58.33% 4.28% 24.52% 35.13% 16.21% 21.73% 37.03% 28.57%
11/16 5/10
% DE EMBARAZO
33.33% 68.75% 50%

Tabla 4. Resultados de Fertilizacion y Marcadores Tempranos de Desarrollo Embrionario de acuerdo a la
Morfologia Espermitica.
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DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

Las ultimas 2 décadas se han distinguido por un aumento constante en el uso de técnicas
de reproduccién asistida para el tratamiento de la infertilidad masculina y femenina. A
pesar de los avances, las tasas de éxito atin pueden mejorarse. La identificacion y seleccion
de los espermatozoides con el potencial suficiente de fertilizacion es una estrategia que

podria ser utilizada para mejorar las tasas de éxito.

La seleccion de los espermatozoides humanos en las técnicas de reproduccion asistida, se
basa actualmente en criterios como viabilidad, movilidad y morfologia; estos criterios
excluyen claramente anormalidades espermaticas a nivel molecular, lo que puede afectar
la fertilizacién. Anormalidades tales como la fragmentacion del DNA vy la sefializacion de
apoptosis, han estado directamente vinculados a alteraciones en la fertilizacién, por lo
que detectar y separar espermatozoides con este tipo de alteraciones puede favorecer la

tasa de fertilizacion y la calidad del desarrollo embrionario.

Recientemente, una nueva técnica de capacitacion espermatica ha sido estandarizada. En
este modelo, se combinan dos técnicas de preparacion espermatica: i) el uso de anexina V
asociado a MACS vy ii) la ya conocida técnica de swim-up. Por tanto, los espermatozoides
no solo se separan en base a sus caracteristicas fisicas sino también respecto a sus
caracteristicas moleculares, teniendo como objetivo los espermatozoides con membranas

alteradas que externalizan fosfatidilserina, como manifestacion de apoptosis.

Este es el primer estudio prospectivo, clinicamente aleatorizado realizado en humanos,
que evalua las tasas de fertilidad y marcadores de desarrollo embrionario tempranos,
utilizando muestras seminales con preparacion por anexina V asociada a MACS que
compara resultados en técnicas de reproduccién asistida: IVF e ICSI, tomando en cuenta
la morfologia de Kruger. Estudios previamente realizados con muestras de semen de
donantes sanos mostraron que la anexina V asociada a MACS permite la seleccion de
espermatozoides no apoptdticos con resultados dptimos mediante la combinacion con

doble centrifugacién por densidad de gradientes.
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En 2005, Said y colaboradores® realizaron un estudio en 15 donadores, sometiendo las
muestras seminales a doble centrifugacién por densidad de gradientes como control y a
MACS en el grupo de estudio. Posteriormente, se valoré por citometria de flujo, caspasa
3 activada, integridad de la membrana mitocondrial y externalizacion de fostatidilserina,
asi como la morfologia de Kruger. No hubo diferencias significativas en ambos grupos
respecto a la morfologia espermatica evaluada segin los criterios de Kruger (grupo
control: 8.14 + 3.23% vy el de estudio 8.38 + 3.48%). La caspasa 3 activada, la integridad
de la membrana mitocondrial y el porcentaje de externalizacién de fostatidilserina en el
grupo control fueron de 20.75 + 10.46, 73.63 + 16.33, 4.56 + 3.30, respectivamente; y en
el grupo de estudio de 6.79 + 4.87, 83.54 + 11.50 y 4.56 + 3.92, respectivamente. Al
comparar estas variables, se demostré una significativamente menor cantidad de
marcadores apoptdticos en el grupo de estudio con una p= 0.003, asi como un mayor

porcentaje de integridad mitocondrial con una p=0.05.

En este estudio, se intentd evaluar el efecto de la integracion de MACS en los protocolos
de preparacion espermdtica valorando el desarrollo embrionario y la tasa de fertilidad, sin
embargo, no se observaron diferencias significativas en la tasa de fertilizacién entre los
grupos de estudio y control, independientemente de la técnica de reproduccion asistida
utilizada durante la fertilizacion. En cuanto a la evaluacion de los marcadores de
desarrollo embrionario tempranos en el dia 3, no se encontré una diferencia significativa
en dos de las tres variables estudiadas: i) en la division celular en los grupos A vs B ( 6.41
vs 6.36 ) 6 C vs D (5.69 vs 6.08), ii) en la fragmentacion en los grupos A vs B (9.25% vs
10.38%) 6 C vs D (8.31% vs 7.84%). Sin embargo, se encontré diferencia en el numero
de embriones con blastébmeras multinucleadas en los grupos C vs D (8.62% vs 1.58%)

que utilizaron la FIV como método de fertilizacion.

La aplicacion de esta técnica en sujetos masculinos con teratozoospermia (morfologia
<4%, segun criterios estrictos de Kruger) en combinacién con el método swim-up,
demostré un incremento en la tasa de fertilizacién con ambas técnicas de reproduccion
asistida avanzada (FIV ¢ ICSI) en comparacién con el uso del método swim-up de forma
aislada. Sin embargo, este incremento no fue significativo, ya que se requiere de un

tamafio de muestra mds grande para demostrar una verdadera mejoria en el proceso de
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fertilizacion, enfociandose en este grupo de pacientes que acuden por infertilidad, en los

que MACS podria ofrecer un mejor panorama.
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CONCLUSIONES

La infertilidad masculina relacionada a procesos de apoptosis ha sido asociada no sélo
con un proceso de fertilizacién andémala, sino también con un desarrollo pobre del
embrion, anomalias cromosdmicas, y embriones pre-implantados no competentes. Por lo
tanto, las lineas de investigacion se han enfocado en la preparacién seminal de mayor
calidad, con el proposito de mejorar la calidad embrionaria. Este es el primer estudio
prospectivo y clinicamente aleatorizado, que se basa en la utilizacion de anexina V
asociado a MACS para seleccionar una muestra de semen sin espermatozoides en proceso
de apoptosis temprana, buscando mejorar la tasa de fertilizacion y calidad embrionaria y
tomando en cuenta la morfologia espermadtica de acuerdo a los criterios de Kruger. El
utilizar dos técnicas de preparacién espermdtica no demostrd ser una mejor opcién en
parejas con infertilidad sometidas a técnicas de reproduccion asistida avanzada, sin
embargo, en ciertos casos en los que el factor masculino influye en la fertilidad (pacientes
con teratozoospermia) el uso de ambas técnicas parece tener un beneficio. Es importante
continuar con nuevos protocolos de investigacién que ayuden a demostrar el beneficio
real de nuevas técnicas de seleccion espermadtica, basadas en criterios moleculares de
apoptosis y enfocindose en parejas con infertilidad en las que el factor masculino sea

determinante.
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ANEXO B

CONSENTIMIENTO INFORMADO
YO

(Nombre Completo de la Paciente o de su representante legal)

Y YO

(Nombre Completo de la Pareja)
declaramos libremente que estamos de acuerdo en participar (en que participe mi representado
cuyo nombre aparece abajo) en esta investigacion cuyo objetivo, procedimientos, beneficios, y
riesgos se especifican en el Apartado A de este documento.

Es de nuestro conocimiento que los investigadores nos han ofrecido aclarar cualquier duda o
contestar cualquier pregunta que, al momento de firmar la presente, no hubiese expresado o
que surja durante el desarrollo de la investigacion.

Se nos ha manifestado que podemos retirar nuestro consentimiento de participar en cualquier
momento sin que ello signifique que la atencion médica que se nos proporcione, se vea afectada
por este hecho.

Se nos ha informado que el participar en este estudio no repercutira en el costo de la atencion
médica que se nos deba brindar y que toda la informaciéon que se otorgue sobre nuestra
identidad y participacién sera confidencial, excepto cuando nosotros lo autoricemos.

Para los fines que se estime conveniente, firmamos la presente junto al investigador que nos
informé y dos testigos, conservando una copia de a) Consentimiento informado y b)
Informacion proporcionada para obtener nuestra autorizacion.

Apartado A: El objetivo del estudio es evaluar el manejo de pruebas de capacitacion espermadtica
que permita mejorar el porcentaje de fertilizacion de los ovocitos asi como mejorar la calidad del
desarrollo embrionario. El estudio se basa en la combinacion de dos técnicas de capacitacion
espermatica para lograr mejores resultados en las técnicas de reproduccion asistida avanzada. Los
probables beneficios del estudio son mejorar el porcentaje de fertilizacién de los ovocitos
obtenidos durante la captura ovocitaria y obtener mejores parametros de desarrollo embrionario
que permitan aumentar las tasas de implantacion y embarazo. No existe ningin riesgo
relacionado al uso de la combinacién de dos pruebas de capacitacion seminal como son swim-up
y la separacion celular magnética por columnas de Anexina V.

México D.F. a de de 2012.

NOMBRE FIRMA
PARTICIPANTE A
PARTICIPANTE B
REPRESENTANTE
INVESTIGADOR
TESTIGO
TESTIGO
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