Efecto en los resultados reproductivos

con la “magnetic-actived cell sorting (MACS)”
para la eliminacidon de espermatozoides positivos
a anexina V en parejas con infertilidad inexplicable
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>>2> Durante muchas décadas se subestimé la infertilidad masculina hoy en dia esto esta
cambiando, cada vez son mayores los avances en el uso de nuevas técnicas y mayor tecnologia para
diagnosticar y tratar esta problematica que afecta a miles de hombres en todo el mundo. En el

siguiente trabajo se estudiara si con método de capacitacion espermatica swim-up complementado
con separacion magnética de células activadas; la “magnetic-actived cell sorting (MACS)” se puede
eliminar los espermatozoides positivos a marcadores tempranos de apoptosis y asi mejorar los
resultadosreproductivos en parejas con diagnoéstico de infertilidad inexplicable.
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RESUMEN

Objetivo: Determinar si la eliminacién de esperma-



tozoides positivos a marcadores tempranos de apoptosis
en parejas con infertilidad inexplicable incrementa la tasa
denacidosvivos.

Materiales y métodos: Ensayo piloto, con asignacidn al
azar, controlado y triple ciego y un estudio paralelo de dos
grupos. Se incluyeron parejas con diagndstico de
infertilidad inexplicable que se asignaron en una
proporcién 1:1 al grupo A (método de capacitacidén
espermatica swim-up) o grupo B (método de capacitacion
espermdtica swim-up complementado con separacidn
magnética de células activadas; magnetic- actived cell
sorting; MACS). Posteriormente, a todas las muestras se
les efectud una inyeccién intracitoplasmatica de
espermatozoides, como técnica de fertilizacién. Por
ultimo, todos los embriones obtenidos se analizaron hasta
la etapa de blastocisto y todas las transferencias se
llevaronacabo enlamismaetapa.

Resultados: Se incluyeron 40 parejas y no se encontraron
diferencias en la tasa de fertilizacién. Con la aplicacién de

MACS se obtiene mayor porcentaje de embriones de
buena calidad en dia 3 (90.3 vs 99.5%; p =0.03) yendias
(77.3 vs 90.1%; p =< 0.0001) disminuyd el porcentaje de
embriones arrestados (16.3 vs 7.9%; p = 0.01). Por ultimo,
las tasas de implantacion (42.1 vs 57.1%), embarazo clinico
(60 vs 80%) y nacidos vivos (55 vs 80%) aumentaron, sin
diferencias estadisticamente significativas.

Conclusiones: La separacién magnética de células
activadas (MACS) en parejas con infertilidad inexplicable
mejora el desarrollo embrionario. A pesar de no existir una
diferencia significativa se observa una tendencia al
incremento de embarazos clinicos y nacidos vivos.

palabras clave: Anexina V; infertilidad inexplicable;
Inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides; tasa
de natalidad; Implantaciéon de embriones; Desarrollo
embrionario
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La infertilidad se refiere a un prondstico basado
en una aproximacién de posibilidades de embarazo; esto
obliga al estudio completo de la pareja (hombre-mujer)
con la finalidad de evidenciar una causa. En ausencia de
factores, lainfertilidad esinexplicable.

Enlaactualidad, las herramientas diagndsticas no
consiguen explicar, aproximadamente, una cuarta parte
de los casos; sin embargo, este grupo de parejas ingresan
a una estrategia terapéutica especifica.(1) Las
recomendaciones de la American Society for Reproductive
Medicine (Estados Unidos) sugieren un enfoque
progresivo, que se inicia con la inseminacién intrauterina
hasta concluir con alguna técnica de reproduccidn asistida
de alta complejidad.(1,2) No obstante, las directrices del
National Institute for Health and Care Excellence (Reino
Unido) proponen un ciclo de fertilizacidn in vitro de forma
inmediata en parejas (menores de 40 afos) con
antecedente de tener relaciones sexuales sin proteccién
durante mas de dos afios(3)

Alo largo de muchas décadas se ha subestimado
al factor masculino; hoy en dia, la confiabilidad del analisis
del semen para predecir la fertilidad sigue siendo baja. (4)
Estd demostrado que los espermatozoides humanos
desempefian un papel extenso en la fisiologia
reproductiva.

En el 2010, la Organizacién Mundial de la Salud
definié como “normal” una concentracidon espermatica
mds 0 menos mayor de 15 x 10°/mL con una movilidad total
mas o0 menos mayor de 40%y una morfologia mayor de 4%.°
Sin embrago, no existe un estudio de primer abordaje que
evalué la funcionalidad e integridad genética del esperma
amedianoylargo plazo.

La evidencia demuestra que los espermatozoides
eyaculados tienen procesos apdptosicos tempranos,
similares alos que ocurren en las células somaticas. (6,7,8)
Uno de los marcadores mas estudiados es la alteracidon de
la membrana plasmdtica del espermatozoide
(externalizacion de fosfatidilserina) que ocurre en las
primeras etapas del proceso apoptdtico. (9) Estos
cambios son detectables con técnicas moleculares (10) y
se identifican en espermatozoides con parametros
seminales normales. (7)
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En este contexto, la separacién de esperma-
tozoides positivos a anexina V, mediante separacidon
magnética de células activadas (MACS) es una excelente
opcidon para complementar los protocolos
convencionales de capacitacion espermatica. (10,11)

El objetivo de este estudio fue: demostrar que la
eliminacion de espermatozoides positivos a marcadores
tempranos de apoptosis mejora los resultados repro-
ductivos en parejas con diagndstico de infertilidad
inexplicable. Si esta hipdtesis se confirma podra
recomendarse el uso de magnetic-actived cell sorting
(MACS) no sélo en pacientes con alteraciones en los
parametros seminales, sino en todos en quienes estan
indicadas las técnicas de reproduccidn asistida mediante
fertilizacién con inyeccidn intracitoplasmatica de
espermatozoides.

> >> MATERIALESY METODOS

Ensayo piloto, conasignacidn al azar, controladoy
triple ciego; con un estudio paralelo de dos grupos. Se
efectud conlos casos atendidos entre junio de 2012 y mayo
de 2013 en un Unico centro de reproduccidn asistida de la
Ciudad de México. Todos los casos se evaluaron para
seleccidon. Posterior al reclutamiento, las parejas se
asignaron al azar en una proporcidn 1:1 al grupo A
(capacitacién espermatica swim-up) o grupo B
(capacitacion espermatica swim-up complementado con
magnetic-actived cell sorting (MACS)). La seleccidon del
tratamiento se colocé en un sobre sellado y opaco, el
embriélogo encargado del procedimiento abrié cada
sobre. La pareja, el médico y el estadistico biomédico
desconocianlaasignacion grupal delos participantes.

Criterios de inclusién: parejas con diagndstico de
infertilidad inexplicable, con indice de masa corporal
normal, no fumadores, ingesta de bebidas alcohdlicas no
significativa, sin toxicomanias; ademas, se descartd la
existencia de enfermedades de trasmision sexual, sobre
todo por Ctrachomatis, M hominisy U urealyticum.

Criterios de eliminacién: pacientes con intolerancia a
algun medicamento indicado como parte del estudio o
pobre respuesta ovarica o sindrome de hiperestimulacién
ovarica. También, las parejas que no obtuvieron al menos
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unblastocisto de buena calidad paraser transferido.

El diagndstico de infertilidad inexplicable se
efectud por exclusidn. Para el factor femenino se
confirmd la ausencia de patologia uterina intracavitaria o
anexial por histerosalpingografia. Se obtuvo un perfil
endocrinoldgico que incluyd las concentraciones séricas
basales de hormona antimuleriana, prolactina, FSH, LH,
estradiol y progesterona. Ademas, para determinar el
grosor endometrial un ultrasonido vaginal en el segundo
dia del ciclo menstrual, conteo folicular antral y la
quiescencia ovarica. El factor masculino se evalué por
espermatobioscopia directa efectuada en nuestro centro;
se corrobord que los pardmetros estuvieran dentro de la
normalidad. (5,12)

Seleccidn espermdtica: los pacientes recolec-
taron una muestra de semen en contenedores estériles
después de 3-5 dias de abstinencia sexual. La
concentracidon espermatica, movilidad y morfologia se
analizaron en la muestra original. Después de la
licuefaccién (15-20 minutos) se colocaron 5 pL de cada
muestra en una cdmara de Makler (Sefi Medical
Instruments, Haifa, Israel) que se leyeron en el
microscopio de luz para determinar la movilidad y
concentracién espermatica. Para la morfologia, la
muestra se extendid en un portaobjetos, 20 minutos
después se tifieron con Diff-Quick (Baxter Dade
Diagnostics, Dubingen, Switzerland) alrededor de 100
espermatozoides por extendido; éste se analizé con
microscopiadeluz, enobjetivo deinmersién1oo X.

Grupo A: después de la licuefaccion se lavé la muestra
espermatica con HTF-modificado (Irvine Scientific) al 10%
de suero sintético sustituible (Irvine Scientific) en
proporcién 1:1 durante 10 minutos a 1220 rpm; el
sobrenadante de la muestra se decantd. Se afiadieron 0.5
mL de medio de cultivo al pellet resultante; posterior-
mente, se colocé la muestra en la incubadora a 37°C
durante 60 minutos; en ese tiempo los espermatozoides
mdviles migraron desde el sedimento al medio de cultivo.
Se evaluaron nuevamente la concen-tracidon espermaticay
la movilidad. Por ULtimo, las muestras se conservaron a
37°C y 5% de CO,, hasta su utilizacion para la inyeccién
intracitoplasmatica de espermatozoides.

Grupo B: enseguida de la capacitacion espermatica con el
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método swim-up se hizo la seleccidn magnética. Los
espermatozoides se incubaron con microesferas de
anexina-V conjugada (MiltenyiBiotec, GmbH, Bergisch
Gladbach, Alemania) durante 20 minutos a temperatura
ambiente; por cada 10 millones de espermatozoides se
utilizaron 1000 mL de microesferas. Después de lavar la
muestra con un acelerador la suspensidon de
espermatozoides con microesferas de anexina-V se cargd
en la columna de separacidn. La fraccién retenida en ésta
contiene a los espermatozoides que han iniciado un
proceso de apoptosis (anexina-V positiva) vy, la fraccién
libre contiene a los espermatozoides con membranas
intactas (anexina-V negativa). La fraccién anexina-V
negativa se conservdé en medio HTF-modifica-do con
suero sintético sustituible, para posteriormente efectuar
lainyeccidnintracitoplasmatica de espermatozoides.

Protocolo de estimulacién ovdrica. Se definié
mediante la aplicacién de un protocolo de esti- mulacién
mixto, coninicio en el tercer dia del nuevo ciclo menstrual.
Con la aplicacién de una dosis diaria de 300 Ul de rFSH
(Gonal F; Merck) més 150 Ul de menotropinas urinarias
uhMG (Merapur’; Ferring), las dosis se modularon para
cada paciente. A partir del séptimo dia del ciclo se
administré una dosis diaria de 0.25 mg de antagonista de
GnRH (Cetrotide®; Merck) (todos los medicamentos
continuaron hasta el dia del disparo). Por tltimo, cuando
mas de 3 foliculos alcanzaron un didmetro mds o menos
mayor de 18 mm por ultrasonografia vaginal, se aplicé una
dosis unica de 250 mg de rhCG (Ovidrel’; Merck) para
desencadenar la ovulacién (36 horas antes de la
recuperacion de ovocitos).

Seleccion de dvulos para inyeccion intracito-
plasmdtica de espermatozoides. Posterior a la
recuperacion de los dévulos éstos se denudaron con
hialuronidasa (In Vitro Care) y caracterizaron en sus
diferentes estadios. Dos horas después de la denudacién
los évulos en metafase Il se fertilizaron mediante la
técnica de inyeccidn intracitoplasmatica de esperma-
tozoides, con un microscopio invertido 1X81 (Olympus
Corporation Shibuya-ku, Tokio, Japdn). Los dvulos
inyectados se colocaron en medio IVC-ONE (In Vitro Care)
y secuenciaron con medios IVC-TWO (In Vitro Care) y IVC-
THREE (In Vitro Care) hasta el dia 5-6 de desarrollo. Los
Ovulos fertilizados se evaluaron morfoldgicamente



después de 16-18, 42, 72,92, 116 y 140 horas posfertili-
zacion.

Transferencia embrionaria. Se efectud con guia
ultrasonografica abdominal con un catéter de Sydney
(Cook”) en un volumen de medio de 20 pL. Las pacientes
transferidas tuvieron un ciclo de sustitucién hormonal
durante la ventana de implantacion estandar (dia 5 de
suplementaciéon con progesterona: P+5/120 horas),
comenzando el dia después de la recuperacién de
ovocitos. Se trasfirieron uno o dos embriones en la etapa
de blastocisto, dependiendo de la cantidad y calidad de los
ovocitos fertilizados y del desarrollo embrionario. Los
embriones supernumerarios solo se criopreservaron
cuando alcanzaron la etapa de blastocisto con suficiente
calidad para el embarazo. Después de capturar los datos
se analizé la informacidn con el programa GraphPad
Prism, versién 7 (GraphPad Software, Inc. San Diego, CA,
EUA). Con la prueba de Kolmogorov-Smirnov se analizd la
normalidad de los datos; las variables cualitativas se

MicroScan

Microbiologia Automatizac

expresaron en proporciones como medidas de frecuencia
absoluta y relativa. Para las cuantitativas se utilizaron
medidas de tendencia central y dispersidn de datos,
expresados como media y desviacion estandar o mediana
y rangos intercuartiles. Para las variables cuantitativas se
utilizéd t de Student o U de Mann Whitney y para las
cualitativas: "o prueba exacta de Fisher. El riesgo relativo
se calculd para los resultados binomiales con 1C95%. El
erroralfaseajusté amenosde 5% (p=<0.05)ados colas.

RESULTADOS

Se asignaron al azar 40 parejas: 20 al grupo
control y 20 al grupo de intervencién (Figura 1). Con
respecto a las caracteristicas demograficas y clinicas no se
encontraron diferencias significativas entre grupos.
Cuadros 1y 2 tampoco hubo diferencias en la tasa de
fertilizacion (86.6 vs 91.8%); sin embargo, con el magnetic-
actived cell sorting (MACS) se obtiene mayor porcentaje
de embriones de buena calidad en dia 3 (90.3 vs 99.5%; p =

Identificacidn y Sensibilidad

Microscan responde a las necesidades de atencion eficaz de los pacientes mediante resultados automatizados rapidos de ID/AST sin reduci la exactitud.

Welilwig #EPLE
Al 35 s

COMgl #18 con M

A

BIODIAGNOSTICO

fy. Ing. Huergo 1437 P.B. *1" Crio7APB - Buenos Alres  Argentina  Tel/Fax: +5411 g4300-9050

info@biodiagnostico.com.ar

www.biodiagnostico.com.ar




0.03) y dia 5 (77.3 vs 90.1%; p = < 0.0001). Ademds, hubo
disminucién en el porcentaje de embriones arrestados
(16.3 vs 7.9%; p=0.01) (Cuadro 3). Por ultimo, las tasas de
implantacion (42.1vs 57.1%), embarazo clinico (60 vs 80%) y
nacidos vivos (55 vs 80%) aumentaron con la eliminacidn
de espermatozoides positivos a anexina-V sin embargo,
no se reportaron diferencias estadisticamente
significativas. Cuadro 4

>>> DISCUSION

Hoy dia se dispone de nuevas tecnologias que
ayudan al diagndstico, preparacién y seleccidn de
espermatozoides. Hasta la fecha, el avance es frustrante y
estos métodos han proporcionado ventajas variables en
los resultados después de las técnicas de reproduccion
asistida.

= > Figura 1.Diagrama de flujo del progreso a través
delas fases del ensayo clinico aleatorizado paralelo de dos
grupos (reclutamiento, asignacion de la intervencion,
seguimientoy analisis).

Evaluados para la seleccion (n=252)

Excluidos (n=212)
+ No cumplen los criterios de seleccion (n=212)
—> pEn oS e
+ Renuncian a participar (n=0)
« Otras razones (n=0)

Aleatorizados (n=40)

v

N N

Asignados al grupo B (n=20)

+ Recibieron la intervencion asignada (n=20)

+No recibieron la intervencion asignada
(dar motivos) (n=0)

Asignados al grupo A (n=20)

+ Recibieron la intervencion asignada (n=20)

«No recibieron la intervencion asignada
(dar motivos) (n=0)

= > Tabla 1.Caracteristicas demogréficas del factor
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femenino y resultados del ciclo de estimulacién ovdrica

Variables

Edad (afios)** 37(30-38) 37(32-39) NS
Conteo folicular antral en dia 3 (n)** 7 (6-8) 7 (6-8) NS
HAM (ng/mL) ** 2.8(1.2-3.5) 3.8(1.2-5.4) NS
Prolactina (ng/mL) * 14+1.2 13+0.7 NS
FSH (mIU/mL) ** 4.7 (4-6.4) 5.2(0.3-7.7) NS
LH (mIU/mL) * 49+17 46+15 NS
Estradiol dia 3 (pg/mL) ** 23(18-34) 38.5(29-69) NS
Progesterona dia 3 (ng/mL) ** 0.7 (0.6-1.3) 0.2 (0.2-0.3) 0.001

Foliculos > 18 mm (en el dia 8(6-10) 9 (6-15) NS
de la aplicacion de hCG-r)**

Estradiol en el dia de la 955+ 12.2 761+19 NS
aplicacion de hCG-r (pg/mL)*

Progesterona el dia de la 16(06-16 0.5(0.2-1.1 0.02
aplicacion de hCG-r (ng/mL)** ¢ ) ( )

Duracién de la estimulacion 11(10-11) 12(11-12) 0.005
(dias)**

Ovulos capturados (n)** 17 (9-23) 14 (12-20) NS
Ovulos en MII (n)** 12(7-16) 13 (9-16) NS

Los valores estdn representados en media y desviacién estandar* o mediana y rango
intercuartil**.

> > Tabla 2.Caracteristicas demograficas del factor
masculino y resumen de las muestras de semen utilizadas
enlaparte clinicadel estudio.

Variables
I T T

Edad (afos)* 33+42 35+32
Densidad (mill/mL) ** 1204 (92.2-145.5 144.3(119.1-169.4) NS

indice de movilidad (%) ** 60.7 (51.9-69.4) 61.6 (53.5-69.6) NS
Movilidad total (%) ** 77.5 (69.5-85.6) 79.2(70.9-87.4) NS
Movilidad tipo A (%) ** 15(0-2) 0(0-0) 0.0004
Movilidad tipo B (%) * 607 +12.7 62.8+14.9 NS
Movilidad tipo C (%) ** 16.8 (12.9-20.7) 17.6 (13.8-21.3) NS
Movilidad tipo D (%) ** 22.4(144-30.5) 20.8(12.5-29) NS
Morfologia normal (%) ** 8(7-9) 7 (6-9) NS
Formas anormales dependientes 77.6£8.1 76389 NS
de la cabeza (%)*

ZZITS;;T(;S?FS dependientes 95 (@-11) 9(7-10) NS
Formas anormales dependientes 6.4 (4.6-8.2) 7.2 (5-9.4) NS

de la cola (%)**

indice de recuperacién** 16.1(9.8-25.4) 19.4(11.2-30.3) NS
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= > Tabla3. Parametros de calidad embrionaria en el

grupo experimental.

Variables

Numero de embriones en dia 3 (n)* 7 (4-16) 10.2 (7-14)

Eé’u'.fﬁ%‘?ﬁ glea en?b)rlones de buena 90.3 (85-92) 99.5 (87-100) 0.03

Promedio de fragmentaciénendia3 (n)* 9.2 (6.4-12) 7.7 (5.2-10.2) NS

Namero de embriones en dia 5 (n) * 5 (4-6) 10 (6-11) 0.02
77.3(73-79 _

Ic?glrlaearétgj:g; gr{]ﬂ/lg;’lones de buena ( ) 90.1 (88-92) <0.0001

Porcentaje de embriones arrestados (%) **  16.3 (15-17) 7.9 (6-9) 0.01

Valoresrepresentados enmedianayrangosintercuartiles.

** Proporciones e [c95%. En el dia 3 los embriones de buena calidad se definieron como
los que tuvieron entre 6-8 células, menos de 15% de fragmentacidn, simetria alta o
moderada y sin multinucleacién; y en el dia 5 se definieron como los blastocistos con
masa celular interna y células del trofoectodermo bien definidas, con zona pelticida
adelgazadayadecuadaexpansion.

= > Tabla 4. Repercusiones en lareproduccion

Grupo
n/N (%) | n/N (%) 1C95%

Variables

Tasa de fertilizacién (%) *  86.6 91.8 0.9(0.8,1.03)

Tasa de implantacion (%) *  42.1 57.1 0.7 (0.3,0.7) NS
Tasa de embarazo clinico (%) * 60 80 0.7 (04,1.1) NS
Tasa de nacidos vivos (%) * 55 80 0.6 (0.4,1) NS

La eliminacién de espermatozoides con fosfa-
tidilserina en la capa externa de la membrana es benéfica
si se combina con métodos convencionales de
capacitacién espermdtica; se eliminan los esper-
matozoides de baja calidad.(11) Los marcadores
tempranos de apoptosis se encuentran en hombres
infértiles con pardmetros seminales normales (6.1%) y en
quienes tienen antecedente de paternidad (5.9%).(7)
Nuestros hallazgos confirman la hipdtesis de que Ila
expresion de marcadores apoptdsicos en los
espermatozoides no necesariamente se correlaciona con
alteraciones en los parametros seminales evaluados con
técnicas convencionales.

Hoy dia, la inyeccidn intracitoplasmatica de
espermatozoides es la técnica de reproduccién asistida
que mas se utiliza, representa 70-80% de los ciclos
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realizados. Sin embargo, durante afios ha sido
cuestionada la seguridad del procedimiento (14) por
permitir que la fertilizacién tenga lugar a pesar de tener
pardmetros seminales anormales y ADN severamente
dafiado. Aitken y Krausz sefialan que el dafio al ADN del
espermatozoide es promutagénico y puede dar lugar a
mutaciones después de la fertilizacion porque el ovocito
intenta reparar el dafio del ADN antes del inicio de la
primera escisidon. Las mutaciones que ocurren en este
punto se fijardn en la linea germinal y pueden ser
responsables delainduccién de diversas patologias. (15)

Varios informes establecen el vinculo entre la falla
en el proceso de fertilizacién con marcadores apoptdsicos
en los espermatozoides(9,13,16,17) Para evaluar el valor
clinico de la aplicacién de "magnetic-actived cell sorting
(MACS)” Dirican y colaboradores llevaron a cabo un
estudio clinico en el que compararon la técnica de
capacitacion espermatica mediante centrifugacion de
gradientes de densidad versus la centrifugacién de
gradientes de densidad complementada con MACS en
parejas con alteraciones espermadticas en quienes se
efectud una inyeccidn intracitoplasmatica de esperma-
tozoides.(18) En ese estudio se reporté que no existia
diferencia en la tasa de fertilizacion. Los resultados de ese
estudio sonsimilares alos nuestros, aunque no pueden ser
comparables por tratarse de poblaciones con
caracteristicas diferentes. A pesar de ello puede sugerirse
que los espermatozoides con defectos en la integridad de
la membrana plasmdtica no necesariamente afectan el
proceso de fertilizacion. (18,19) Estos resultados pueden
explicarse mediante la capacidad del ovocito de reparar
los dafios minimos en el ADN espermatico implicados en
dicho proceso.(20,21)

Un fenédmeno decisivo en el desarrollo embrio-
nario es laimpronta gendmica, proceso en el que los genes
se regulan epigenéticamente y se expresan de acuerdo
con el origen parental. Los sindromes relacionados
pueden dar como resultado una patologfa significativa y,
aunque es poco comun en la poblacién general, (22) se
cree que estas afecciones ocurren con mayor frecuencia
en los descendientes de progenitores infértiles. (23) En
este contexto existe poca evidencia del efecto de la
aplicaciéon de MACS. Nuestros resultados sugieren que los
dvulos fertilizados con espermatozoides negativos a



anexina-V pueden mejorar el proceso de transicidon de
cigoto ablastocisto, aumentar el niimero de embriones de
buena calidad y disminuir el porcentaje de embriones
arrestados. Resultados altamente relacionados con el
factor masculino, derivados de los procesos generados a
partir del tercer dia del desarrollo embrionario en donde el
espermatozoide adquiere mas relevancia. A pesar de ello
se necesita recurrir a la aplicacién de nuevas tecnologias,
como el diagndstico genético preimplantacional para
analizar la ventaja real de la aplicacién de esta técnica
molecular. Hasta ahora los estudios de seguimiento de
nifios nacidos después de la inyeccidn intracitoplasmatica
de espermatozoides en comparacién con nifios nacidos
después de fertilizacién in vitro convencional no han sido
concluyentes con los riesgos de tener problemas de salud
engeneral.

Por ultimo un metanalisis efectuado en 2013 por
Gil y colaboradores mostré que en parejas que reciben
técnicas de reproduccién asistida mediante magnetic-
actived cell sorting (MACS) se incrementa la tasa de
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embarazo, sobre todo cuando se complementa con
técnicas de seleccidn espermdtica convencionales swim-
up o centrifugaciéon de gradientes de densidad.(18,19).
Nuestros hallazgos coinciden con los resultados de estos
estudios incluidos en el metanilisis; ademas, se observé
un incremento en el nimero de nacidos vivos, resultado
no evaluado en esos estudios.

> > > CONCLUSIONES

Si bien nuestros resultados son alentadores debe
tenerse en cuenta que el nimero de parejas evaluadas fue
limitado. Al parecer, el método de seleccidn de células
activadas magnéticamente mejora los resultados
reproductivos a partir de la activacion gendmica,
momento en el que el espermatozoide adquiere un papel
madsimportante en el desarrollo embrionario.

> >> AGRADECIMIENTO

A todas las parejas que aceptaron participar en el

4 Trinity Biotech

Yo Reactions

Peripheral Mere o

Hu Reactions

Cermbellum

Myertenc Plaws

100

52kD

Myertenc Phaaus

Ri Reactions

Carabellum

55kD

35-50kD

Mayenteric Plexus




estudio clinico y al personal del Instituto de Salud
Reproductiva e Infertilidad, NASCERE por suayuda.

> REFERENCIAS

1. Practice Committee of the American Society for
Reproductive Medicine. Effectiveness and treatment for
unexplained in- fertility. https://doi.org/10.1016/
j.-fertnstert.2006.07.1475.

2. Kably A, Salazar C, Serviere C, Veldzquez G, y col.
Consenso Nacional Mexicano de Reproduccién Asistida.
Ginecol Obstet Mex 2012; 80(9):581-624.

3. NICE - National Institute for Health and Clinical
Excellence. National Collaborating Centre for Women's and
Children's Health. Fertility: assessment and treatment for
people with fertility problems. London, UK, 2013 February, 63
p. (Clinical guideline; No.156).

4. Wang C, Swerdloff R. Limitations of semen analysis as a
test of male fertility and anticipated needs from newer tests.
https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2014.10.021.

5. Organizacién Mundial de la Salud. Manual de laboratorio
de la OMS para el examen y procesamiento del ser humano,
5"ed. Ginebra: Prensadela OMS, 2010.

6. Said TM, et al. Advantage of combining magnetic cell
separation with sperm preparation techniques. https://doi.
0rg/10.1016/51472-6483 (10)61118-2.

7. Barroso G, et al. Mitochondrial membrane potential
integrity and plasma membrane translocation of
phosphatidylserine as early apoptotic markers: a comparison
of two different sperm subpopulations. Https:
[/doi.org[10.1016/j. fertnstert.2005.06.046.

8. De Vantéry A, et al. Removal of spermatozoa with
externalized phosphatidylserine from sperm preparation in
human assisted medical procreation: effects on viability,
motility and mitochondrial membrane potential. https://
doi.org/[10.1186/1477-7827-7-1.

9. Gandinil, etal. Study of apoptotic DNA fragmentation in
human spermatozoa. https://doi.org/10.1093/
humrep/15.4.830.

10. Said TM, et al. ANDROLOGY LAB CORNER. Utility of
magnetic cell separation as a molecular sperm preparation
technique. https://doi.org/10.2164/jan-drol.107.003632.

11. Tavalaee M, et al. Density gradient centrifugation before
or after magnetic-activated cell sorting: which technique is
more useful for clinical sperm selection? https://doi.
0rg/10.1007/s10815-011-9686-6.

12. Kruger TF, et al. Predictive value of abnormal sperm

Revista Bioanalisis | Setiembre 2019 | 15 afos juntos

morphology in vitro fertilization. https://doi.org/10.1016/
S0015-0282(16)59660-5.

13. Duran EH, et al. Sperm DNA quality predicts intrauterine
insemination outcome: a prospective cohort study. https://
doi.org/10.1093/humrep/17.12.3122.

14. Schultz RM, Williams CJ. The science of ART. DOI:10.1126/
science.1071741.

15. Aitken RJ and Krausz C. Oxidative stress, DNA damage
andtheY chromosome. Reproduction.2001;122: 497-506.

16. Henkel R, et al. Influence of deoxyribonucleic acid
damage on fertilization and pregnancy. Https://doi.org
/10.1016/]. fertnstert.2003.09.044.

17. Huang CC, et al. Sperm DNA fragmentation negatively
correlates with velocity and fertilization rates but might not
affect pregnancy rates. https://doi.org/10.1016/j.
fertnstert.2004.08.042

18. Dirican E, et al. Clinical outcome of magnetic activated cell
sorting of non-apoptotic spermatozoa before density
gradient centrifugation for assisted reproduction. https://
doi.org/10.1007/s10815-008-9250-1.

19. Gil M, Sar-Shalom V, Melendez S, Checa M, et al. Sperm
selection using magnetic activated cell sorting (MACS) in
assisted reproduction: a systematic review and meta-
analysis. J Assist Reprod Genet. 2013;30:479-85.

20.Romany L, et al. Removal of annexin V-positive sperm
cells for intracytoplasmic sperm injection in ovum donation
cycles does not improve reproductive outcome: a controlled
and randomized trial in unselected males. https://doi.
org/10.1016/j.fertnstert.2014.09.001.

21. Meseguer M, et al. Effect of sperm DNA fragmentation on
pregnancy outcome depends on oocyte quality. https://
doi.org/10.1016/j.fertnstert.2010.05.055.

22. 0dom L, Segars J. Imprinting disorders and assisted
reproductive technology.

23. Gosden R, et al. Rare congenital disorders, imprinted
genes, and assisted reproductive technology. https://doi.
0rg/10.1016/S0140-6736 (03)13592-1.



