UNIVERSIDAD DE QVIEDO

MASTER UNIVERSITARIO EN BIOLOGIA 'Y
TECNOLOGIA DE LA REPRODUCCION

“Seleccidon espermatica mediante separacion
magnética”

TRABAJO FIN DE MASTER POR

ESTHER PEREZ GONZALEZ

JUNIO 2013



:1 RECOLETOS

- GINECOLOGICA

Acero de Recoletos, 12 . 47004 Vollodolid
1,983 3094 7 F, 98¢ /6 08

inlcoracolelos.com

informacior

www._clinicarecoletos.com

LAURA PEINADO ADIEGO, embriologa de la Unidad de Reproduccion Asistida de la
Clinica Ginecologica Recoletos de Valladolid

CERTIFICA:

Que el trabajo presentado por DNA. ESTHER PEREZ GONZALEZ, titulado
“SELECCION ESPERMATICA MEDIANTE SEPARACION MAGNETICA”
realizado bajo la direccion de Laura Peinado Adiego, dentro del programa de Master en
“Biologia y Tecnologia de la Reproduccion”, retine a su juicio las condiciones

necesarias para ser admitido como Trabajo Fin de Master.

Y para que asi conste donde convenga, firma la presente certificacion

En VALLADOLID a 7 de junio de 2013

e

Fdo.: Laura Peinado Adiego

ECOLOGIA Y OBSTETRICIA EN LAS AREAS DE UNIDAD DE MAMA, UNIDAD
4 Y DENSITOMETRIA). Y UNIDAD DE REPRODUCCION ASISITIDA

PRESTACICON DE SERVICIOS SANITARIOS DE G
DE DIAGNOSTICO POR LA IMAGEN: (MAMC




LISTADO DE SIGLAS

ADN: 4cido desoxirribonucleico

ASEBIR: Asociacion para el estudio de la Biologéda Reproduccion
Ca'% catién calcio

COy,: dioxido de carbono

COLS: Colaboradores

D+2: dia 2 de desarrollo embrionario

D+3: dia 3 de desarrollo embrionario

FIV: fecundacionn vitro

BhCG: subunida@ de la gonadotropina corionica

IAC: inseminacion artificial conyuge

ICMART: Comité Internacional para la Supervision @écnicas de Reproducciéon
Asistida.

ICSI: Inyeccidn intracitoplasmatica de espermatoeoi
MACS: separacion celular por activacibn magnetica
OMS: Organizacién Mundial de la Salud

PS: fosfatidilserina

PVP: polivinilpirrolidona

ROS: especies reactivas del oxigeno

RPM: revoluciones por minuto

TE: transferencia embrionaria

TRA: técnicas de reproduccion asistida

VG: vesicula germinal



INDICE

1. INTRODUGCCION ..ottt sttt s s s st s s ssaesans 1
2. HIPOTESIS Y OBJIETIVOS ...ttt sas s snans 8
3. MATERIAL Y METODOS ..ottt sas s snne 9
a) Obtencion de las muestras SEMINALES...........cccvevevieeevierecee e 9
b) Procesamiento de las muestras SEMINAIES..........cccevveeeriieeeeereceeee e 9
¢) Inyeccion intracitoplasmastica de espermatoz@sI).............ccccvevveveevineeciereseeeenen, 10
d) Valoracion de la fertilizacion y de la calidadl@ionaria...........ccccooeveveeveieeceeveneennenen, 11
d) Transferencia emMbriONALIA.............ccccueriiieciericeeeeee e 12
e) Diagnostico del embarazo y €VOIUCION..........cccveviiieieieieeese e 12
) CAS0S CIINICOS......eiiieieececee et e e s b st e sae s beereensenae e 12
4. RESULTADOS.......ooeirieirieisie sttt sttt st sttt ettt saesessesestesessenesseseanessenessenensas 13
5. DISCUSION.......oouiieeiieeieieeee et ettt s s s s s sena e s ssssenas 23
6. CONCLUSIONES.......c.ooetteiietrietsie ettt ettt ettt ettt st be e te e saesaenessenens 26
7. PERSPECTIVAS FUTURAS . .....cooeeeese ettt ettt 27

8. BIBLIOGRAFIA ...ttt sttt sttt 28



1. INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el C@ninternacional para la
Supervision de Técnicas de Reproduccion Asisti€@MART) definen el término
infertilidad como una enfermedad del sistema repectat que conlleva la incapacidad
de lograr un embarazo clinico después de doce meses, de relaciones sexuales sin
proteccion regular (Zegers-Hochschild y cols., 20@ta condicion afecta alrededor
del 8%-12% de las parejas en edad reproductivaagueua menudo se percibe como un
trastorno femenino, se piensa que la infertilidadsenlina podria ser responsable
aproximadamente del 30%-35% de los casos (Tapi2; Brookings y cols., 2013;).

La reproduccion asistida y el conjunto de técnassciadas a ella, ayudan a la
reproduccién humana en los casos con problematettilidad. Estos tratamientos dan
solucién a la mayoria de los casos de infertiliskgculina y femenina (Makker y cols.,
2008).

Sin lugar a dudas la inyeccién intracitoplasmatieaeespermatozoide (ICSI) fue la
aportacion mas revolucionaria en este campo, krzecemiento del primer nifio por esta
técnica en 1992 (Palermo y cols., 1992). La ICSladecha de hoy, el tratamiento
gracias al cual se solventan la mayoria de losscgsaves de infertilidad masculina, y
las indicaciones para este procedimiento se esipandiendo cada vez mas
(Grunewald y Paasch, 2013). Se ha demostrado que guee haya éxito en la
fecundacion, tras la aplicacion de esta técnicacgeiere el uso de un espermatozoide
que funcione de forma normal y que ademas presatggridad en su membrana
(Flesch y Gadella, 2000).

Sin embargo, y a pesar de los avances consegladasa de éxito de las técnicas
de reproduccién asistida (TRA) continta siendo s de lo esperado. ¢A qué se
debe?, ¢Se pueden mejorar estos resultados deadlgoma? Como ya hemos dicho
anteriormente, uno de los factores que determixitd en estas técnicas es la calidad
del esperma (Ombelet y cols., 2003), asi que dagdwmemento de la demanda de las

TRA, junto con su no tan 6ptimo resultado, ha priapio el desarrollo de una técnica



ideal para la preparacién del esperma, que pued®ltnentar estas aplicaciones
(Makker y cols., 2008).

En la eyaculacion, decenas de millones de espezoides son depositados por el
varon en la parte superior de la vagina, cerca adigicio cervical desde donde
comienzan su viaje, con una carrera competititea\as del tracto genital de la mujer
para tratar de alcanzar y fecundar el ovocito eemaolla de la trompa de Falopio. En
los humanos, con respecto al numero total de esgperwmides eyaculados, soélo
alrededor del 10% entrara en el cuello uterino,el?el utero y 0,1% en la trompa de
Falopio. Finalmente, de los 4@ 1G espermatozoides que alcanzaran el complejo
cumulo-ovocito, sélo un espermatozoide fecundatiuel/o. De lo cual se deduce que
hay un estricto proceso de seleccion de los espezoides, que es esencial para la

fecundacion, y que el tracto genital femenino estaélucrado (figural).

Por tanto, observando lo que ocurre de forma akltm el interior del tracto
femenino, se han desarrollado estrategias de séfpamdel esperma, que estan basadas

principalmente en procesos de motilidad, adhesifitrgcion (Henkel, 2012).
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La técnica ideal para la separacion de espermakezalebe ser rapida, facil y
rentable. Debe aislar tantos espermatozoides nsésilmo sea posible, no causar dafios
en el esperma, ni alteraciones fisioldgicas y adem@be eliminar los espermatozoides
muertos y otras células, incluyendo leucocitos gtdyégas. También debe eliminar
toxicos, sustancias incapacitantes o especiesvasaciel oxigeno (ROS), que causarian
un dafio oxidativo muy importante. Por ultimo, degiemitir el procesamiento de

grandes volumenes de eyaculados (Henkel y ScBii3R

Mientras que en los primeros afios el enfoque pRva §e basaba en la obtencion
de espermatozoides méviles, en los ultimos af@elzcion se centrd en el aislamiento
de los espermatozoides funcionales, un requisttadid por las observaciones de los
resultados de la fecundaci@m vitro (FIV). Por tanto, las técnicas convencionales de
separacion de espermatozoides muestran limitagiojeegjue éstas no seleccionan
espermatozoides basandose en la competencia fahci@n la calidad genética, como
se puede observar que ocurre en un proceso/o dentro del tracto genital femenino
(Henkel, 2012).

En la mayoria de los laboratorios de reproduccsistida las dos técnicas usadas
por excelencia para la separacion espermatica,es@wim upy los gradientes de
densidad.

La técnica deswim up originalmente descrita por Mahadevan y Bakerrérpe
un sedimento lavado, es la mas antigua, y es eldoéhas utilizado para la separacion
de espermatozoides. Se basa en la seleccion demespeoides por su movilidad
(Molina, 2012). Es la técnica estandar para losepé&s con normozoospermia y para
casos de infertilidad femenina. Cuando este mételoseleccion era usado para
preparar el esperma en una inseminacion, se cadasegexcelentes tasas de
fecundacion. Sin embargo, con la llegada de la EINdwim up ya no sélo se usaba
para dar solucién al factor tubérico, sino que t@émbse amplié a parejas con
infertilidad idiopética y, en ultima instancia,@slcasos con factor masculino, debido a

los cuales, el problema de fertilidad masculinhige evidente (Jameel, 2008).

Los gradientes de densidad disgregan las partiemasincion de su densidad.
Los diferentes componentes se separan hasta alcanaaposicién en la que su
densidad sea igual a la de su entorno (situacidfotibilidad neutra), donde ya no se



desplazan mas. Los espermatozoides maduros sdascébmpactadas y alcanzan el
gradiente de mayor densidad. El plasma seminal gezoe flotando sobre el gradiente
de menor densidad. Las células, los espermatozmidesiuros y muertos se sitian en

la interfase entre los dos gradientes (Sanchet y2689).

A pesar de que estas dos técnicas son eficacassepdracion espermatica, y que
junto con los analisis convencionales se aportaiderable informacion acerca de las
caracteristicas de la muestra seminal, no consiglaninformacion acerca de la
presencia de eventos de muerte celular progranagubgptosis) que pueden ser en gran
medida, responsables de una baja tasa de fecundamlantacion y desarrollo
embrionario (Boe-Hansen y cols., 2006; Avendafolyg.c2008). Se ha demostrado que
esta apoptosis guarda relacion con la fragmentat@6ADN (Uriondo y cols., 2011) y
por tanto, la integridad del ADN es un factor pabeque cobra gran importancia
(Rawe y cols., 2010). Los espermatozoides con tefeenéticos (mayor incidencia en
fragmentacion de ADN) estan directamente asociadasla infertilidad. (Gil y cols.,
2013).

La apoptosis, 0 muerte celular programada, es acepo fisiologico de critica
importancia para el ser humano, implica el suicid® la célula sin provocar una
respuesta inflamatoria (Diricam y cols., 2008).dtsistema reproductor masculino, se
encarga de frenar la superproduccion de espermdészyg supone un apoyo para las
células de sertoli. El proceso de apoptosis sectmaizada por una serie de cambios
estereotipicos, que incluyen contraccion celulatura de la membrana plasmatica,
externalizacién de fosfatidilserina, condensaciéncibmatina y fragmentacion. La no
regulacion del proceso estd implicada en la paegjgrde la infertilidad masculina.
Todo esto puede conducir al fracaso de las TRA,esamp del continuo uso de
espermatozoides morfologicamente normales y comebuneotilidad (Makker y cols.,
2008). La no eliminacion de espermatozoides apicpgdurante la espermatogénesis
puede ser la razon de su presencia en el semath \(Sails., 2006a; Makker y cols.,
2008). En los espermatozoides eyaculados por elbtense pueden identificar
caracteristicas tipicas de apoptosis, como puede |se externalizacion de
fosfatidilserina, la activacion de la caspasa 8lisminucion del potencial de membrana
mitocondrial y la fragmentacion del ADN (Makker gls., 2008; De Vantéry y cols.,

2009). Habitualmente se utilizan numerosos tesh @aralizar la fragmentacion del



ADN espermatico, sin embargo surge una gran coetstv respecto a su uso en las
TRA, ya que éstos s6lo detectan marcadores apopgédtardios, y no permiten la
deteccion de marcadores tempranos, que aportarianinformacion mas completa

acerca del proceso apoptético (Gil y cols., 2013).

La membrana plasmatica es una de las estructumas eh los espermatozoides,
ya que puede presentar caracteristicas apopt@icéss hombres infértiles (Glander y
Schaller, 1999). Durante la apoptosis tempranaadifican las funciones normales de
la membrana, principalmente las asociadas conitaetrsa de los fosfolipidos y los
cambios en la composicion lipidica (Schiller y coR900). La fosfatidilserina (PS), que
es un fosfolipido presente normalmente en la ¢#mna de la membrana plasmatica,
de carga molecular negativa, se traslada a laedesna (Makker y cols., 2008). La
externalizacion de PS es actualmente aceptada nomuarcador para la deteccion de
apoptosis temprana (Said y cols., 2010). Los esgteznides maduros, muestran una
menor incidencia de la apoptosis. La asociaciéiadexternalizacion de PS con un
indice alto de tincion del ADN en muestras de semanano, indica que la apoptosis
temprana se asocia con el desarrollo inmaduro @wdea y con la cromatina anormal

(Diricam y cols., 2008), lo que podria compromedatesarrollo de las TRA.

Hay varios factores que pueden conducir a la indacde la apoptosis en los
espermatozoides humanos. Uno de ellos es la alteotracion de las ROS. Cuando las
concentraciones de los enzimas antioxidantes digraim y la concentracion de ROS se
ve incrementada, el efecto ROS abruma la célulgohduce a la apoptosis (Wang y
cols., 2003).

Teniendo en cuenta la importancia del estudio dédgmentacion del ADN
espermatico junto con los marcadores de apoptekifac, surge la pregunta acerca de
las opciones terapéuticas ante la presencia ddtarp@centaje de espermatozoides
afectados. Algunos autores consideran beneficibsscede antioxidantes 2 o 3 meses
antes previo al uso de los TRA (Greco y cols., 208btratamiento con antioxidantes
en pacientes con dafio en el ADN espermatico amtdasdTRA mejora el prondstico
reproductivo. Aunque hay contradicciones al respea que, otros autores afirman que

el uso de antioxidantes no mejora los resultadbgatamiento de TRA y que se deben



considerar las causas que originan la ruptura deN Aespermético (Martin-Du vy
Sakkas, 1998; Bolle y cols., 2002).

Otra posible opcidén terapéutica a la presencia mleelevado porcentaje de
espermatozoides apoptoéticos en el eyaculado, egalizacion de una biopsia de
testiculo, ya que se postula que la tasa de frageién del ADN espermético es
marcadamente menor en el testiculo si se la conguaral eyaculado (Greco y cols.,
2005). Los autores concluyen que la biopsia déctds para su uso en TRA constituye
un modo de omitir el paso por el epididimo (lugandke ocurre el mayor dafio en el
nuacleo del espermatozoide) (Ramos y cols., 200Bsyla primera opcién en el
tratamiento del factor masculino con altos nivelds fragmentacion del ADN

espermatico.

En busqueda de un método no invasivo que pernaitasolucion a los altos
niveles de apoptosis celular en espermatozoidetis grupos de trabajo describieron
el uso de anexina V acoplada a pequefas esferadicagt(~50 nm de didmetro)
recubiertas por un polimero biodegradable. Las @sspueden ser usadas para separar
espermatozoides muertos y apoptoéticos cuando sxpmsie a un campo magnético de
alto poder en una columna. Este procedimiento garaeion o filtrado molecular se
denomina Magnetic-ActivatedCell Sorting (MACS) o separacion magnética por
columnas de anexina V (Rawe y cols., 2009).

La anexina V es una proteina de unién a

ANEXINAV
fosfolipidos con un peso molecular de 35 kDa. ®' R
trata de un componente importante de la membran 3 ’®
los macréfagos y otros tipos de células fagocitic
Presenta una elevada afinidad por la PS en prese .@ Lmsmmem
de concentraciones fisioldgicas de*€g no puede '.

pasar a través de membranas de espermatoz(’ l':igura 2 Unién de Anexina V a PS
intactos (Figura 2). Por lo tanto, la unién de ia

anexina V a la membrana de un espermatozoide ingliea la integridad de su
membrana se ha visto comprometida. Las bolas magaéle Anexina V pueden ser
utilizadas para aislar células con externalizadénPS, es decir, para detectar células

con apoptosis temprana (Diricam y cols., 2008).



El uso de MACS permite separar las células con /
externalizada en su superficie de aquellas con bremas 3&3
mas intactas. Cuando pasamos ceélulas a través de -é/\&
columna con anexina V (figura 3) sometida a un @an oS ({
magnético, las células con externalizacién de P8uselan .@/\ \%
fijadas. Aquellas células no adheridas a la colurpoa ({
presentar mayor integridad de membrana, seranidgglas &d

para los TRA (Said y cols., 2005). k
Figura 3. Paso de los
Algunos autores sefialan el beneficio de combingr  espermatozoides

columnas de Anexina con la clasica técnica deragdigntes de por la columna

densidad. Esta nueva combinacion proporcionariasaespermatozoides una mejor
calidad en cuanto a términos de movilidad, viabdi¢y apoptosis (Said y cols., 2006b),
lo que resultaria importante para lograr unas tdsasoncepcion 6ptimas en las TRA

(Said y cols., 2005Fsung-Hsien y cols., 2010).



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Los espermatozoides que externalizan en su membidoafolipido PS, que es
un marcador de apoptosis temprana, estan asoagadosn desarrollo inmaduro de su
ndcleo y una cromatina anormal. Esto puede eslacioeado con una peor tasa de
fecundacion, con una peor calidad embrionaria y woraumento en el nimero de

abortos.

Para las TRA, es importante la seleccion de espernwides libres de esta
apoptosis temprana y ya no sélo proceder a lagélede espermatozoides basandose

en criterios morfolégicos y de vitalidad.

Es por ello, que el objetivo de este trabajo eshaoa revision bibliografica
sobre la eficacia de la separacién magnética derragpozoides mediante columnas de
anexina, método utilizado en los laboratorios geaduccidn asistida para la seleccién
espermatica libre de apoptosis temprana. Mediaagescclinicos intentaremos mostrar

su posible beneficio en cuanto a fecundacion, adlembrionaria y embarazo.



3. MATERIAL Y METODOS

Los casos clinicos utilizados para realizar eldistipertenecen a pacientes de la
Clinica Recoletos de Valladolid durante el 2012%0lLa edad de los cuales esta
comprendida entre 30 y 43 afos. Los pacientes e se aplicd la técnica de
columnas de anexina presentan alguna patologianabmibien sin presentarla, hay

problemas implantatorios o abortos de repeticion.

a) Obtencion de las muestras seminales

Las muestras seminales se obtienen por masturbac@m un periodo de
abstinencia previo de 3 a 5 dias. Se recogen erbate estéril, perfectamente
identificado. El tiempo de entrega en el laboratatebe realizarse durante los 60

minutos posteriores a la recogida.

b) Procesamiento de las muestras seminales

En el laboratorio se esperan entre 15-20 minutetalgue las muestras licuen. Si
esto no sucede de forma natural, se pasa la muastrgeringuillas con aguja de
insulina repetidas veces, hasta conseguir la Boegdn. Una vez licuadas, se mide el
volumen del eyaculado y se toman 5 pl para compiabaotilidad y concentracion de
la muestra espermatica inicial con una canaa#lery en caso de que fuese necesario,

se ajusta la concentracién hasta conseguir un mideecélulas totales entre®y01C.

A continuacion se deposita en un tdalwonde fondo cénico y se afabafferen
proporcion 1:1. Centrifugacion a 3000rpm duranteibutos y decantar dejando 0,2 ml.
Anadir 100 pl deReagent mezclar y dejar 15 minutos. Cuando hayan pasd&do 1
minutos, comenzar a montar las columnas de Anetirel soporte magnético y realizar
el lavado de las mismas con 500 pbdéfer (figura 4). Filtrar por la columna ya lavada
la mezcla compuesta por la muestra de semieaagenty recoger el producto filtrado

en un tubdalcon



Anadir 500 pl déouffery centrifugar a 1800rpm durante 4 minutos. Decacia
una pipeta dejando un volumen de 0,2-0,3 ml. Dejareposo a temperatura ambiente

durante 20 minutos.

Figura 4. Columnas de Anexina

Por ultimo se realiza la valoracion final de coricasion y motilidad seminal
usando la camarmakler Se utilizan parametros estandar de la OMS (WHedlth
Organization, 2010). Con la camarakler se calcula la concentracién y la motilidad
progresiva de la muestra seminal, que son la senasdgrados A (progresion rapida) y

B (progresion lenta) de motilidad.

La muestra ya esta preparada para usarse en las TRA

c) Inyeccion intracitoplasmastica de espermatozoid@CSl)

Pasadas 4 horas después de la puncion foliculdizada de forma transvaginal,
guiada por ecografia, y de la busqueda y decundulade los ovocitos, se realiza la
ICSI.

La captura de los espermatozoides se realiza $9%Fe 0 G-MOPS" PLUS
(Vitrolife) dependiendo de la movilidad de la muasbbtenida. La seleccion de los
espermatozoides a inyectar en los ovocitos, se levcabo mediante parametros

morfologicos y matiles.
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Después de la microinyeccion, estos se depositannanplaca de cultivo con
medio G-T" (Vitrolife) y se introducen en el incubador a 37 el 6% de CQy con

una tasa de humedad del 98%.

La paciente comienza con un tratamiento para @rtope la fase Iutea.

d) Valoracion de la fertilizacion y de la calidad enbrionaria
Pasadas 18 horas tras la ICSI, se procede a leagio de la fecundacion en el
microscopio invertido. Para que la fecundacion éptima, se deben visualizar 2

pronucleos y 2 corpusculos polares.

El desarrollo y la calidad embrionaria se valorard@a +2 (D+2) y dia +3 (D+3),
segun criterios morfoldgicos indicados por ASEBIBMo son: el numero de células,
nucleacion y simetria de las blastomeras, la cotap@n celular, el ritmo de divisién,
el porcentaje y tipo de fragmentacién, la presedeiaacuolas, de moteado y el tipo de
ZP. Se sigue un sistema de clasificacion en categér, B, C y D. El grado A se asigna
al embrién con 6ptima calidad y méaxima capacidaglamtatoria (figura 5) y el D al

que menos.

Los embriones se cambian de medio en D+3 &'G(¥itrolife).

Figura 5. Embrion tipo A, D+3 ASEBIR.
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d) Transferencia embrionaria
Las transferencias se realizan en D+2 o D+3, déprdo del nUmero y de la
calidad de los embriones por paciente. En lo gspesa al nUmero de embriones que

son transferidos, la ley vigente 14/2006 permitdan maximo de 3.

Después de la transferencia se continda con elnranto para el soporte de la

fase lutea.

e) Diagnostico del embarazo y evolucion

A los 15 dias de la transferencia embrionaria, eterchina el diagnostico del
embarazo bioquimico, midiendo la concentraciora@dCG en sangre. Posteriormente
y mediante ecografia se corroborard la presencg&acte embrionario y mas adelante la

presencia de latido fetal.

Los casos en que no haya desarrollo de saco eralinpee produzca ausencia de
latido fetal cardiaco o interrupcién del desarrdléal, serian considerados como

gestaciones no evolutivas o abortos.

f) Casos clinicos

Para mostrar la eficacia del uso de columnas deramen clinica, como método
para la selecciébn de espermatozoides, estudiareliieascasos de pacientes que se
sometieron a dicha técnica, haciendo referencisasa tde fecundacion, calidad

embrionaria, implantacién y embarazo y evolucidimaismo.
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4. RESULTADOS

Hemos estudiado un total de 10 pacientes, en laksise observan fallos de
implantacion, factores masculinos y abortos deti@pa. En uno de los pacientes la
aplicacion de las columnas de anexina fue llevadabm durante el primer ciclo, en
otros dos pacientes en un segundo ciclo, en cpati@ntes en tercer ciclo y en otros
cuatro pacientes en cuarto ciclo. Tan sélo unmsg@éacientes fue tratado con columnas

de anexina durante su tercer y cuarto ciclo corisesu

PACIENTE N° 1. 34 afos. Las columnas de anexina se aplicaram &R ciclo,
tras realizar tres anteriores y haber fallos delantpcion. La tasa de fecundacién al
aplicar las columnas es del 80% frente al 100%renegp y segundo ciclo y frente al
67% en tercer ciclo. No se observa una mejoria itapte en cuanto a la calidad
embrionaria, hay mejoria con respecto al primarger ciclo, pero empeoramiento con

respecto al segundo ciclo. Hay implantacién de micadembrién, aunque termina en

aborto.

FALLO DE IMPLANTACION/NORMOZOOSPERMIA
4 8 6 5
4 8 4 4
BBCC ABBCCCDD BBCD ACCD
BB D+3 AB D+3 BB D+2 AC D+3
NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO
ABORTO
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PACIENTE N° 2. 40 afios. La aplicacion de las columnas se reatzel primer
ciclo de ICSI, tras haber tenido dos fallos prewiedAC. La tasa de fecundacion es del
100%. Se observa una muy buena calidad embriorsgriepnsigue implantacién de un

anico embrion y se logra que el embarazo sea évolut

ABORTOS DE REPETICION/2FALLO

IAC/NORMOZOOSPERMIA

AA D+2

POSITIVO

EVOLUTIVO
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PACIENTE N°3. 32 afios. Se aplican las columnas en un tercler, tias haber
tenido dos fallos de implantacion. La tasa de fdagion al aplicar las columnas fue del
60% frente al 67% en primer ciclo y al 80% en selguciclo. Se observa una mejoria
en cuanto a calidad embrionaria, hay implantac&ni Gnico embrién, y el embarazo

es evolutivo.

FALLO DE IMPLANTACION
3 5 5
2 4 3
BC CCDD AAB
NO CC D+3 AA D+2
NEGATIVO POSITIVO
EVOLUTIVO
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PACIENTE N°4. 30 afios. Se aplican las columnas de anexina eregundo
ciclo, tras haber un aborto diferido durante eingri ciclo y haber diagnosticado una
patologia seminal, oligoastenozoospermia (muestrainal con bajo recuento de
espermatozoides y baja motilidad). La tasa de f&cidn al aplicar las columnas es del
80% frente al 67% obtenida en el primer ciclo. $seova mejoria en cuanto a la
calidad embrionaria, hay implantacion embrionagaud Unico embridn, y el embarazo

es evolutivo.

FACTOR MASCULINO/OLIGOASTENOZOOSPERMIA
4 6 5
4 4
ACCDD ABCD
AC D+3 AB D+3
POSITIVO POSITIVO
ABORTO EVOLUTIVO
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PACIENTE N° 5. 43 afios. Las columnas de anexina se aplican eeraer
ciclo, tras realizar dos ciclos previos en los bubo fallos de implantacion. Al aplicar
las columnas, la tasa de fecundacion fue del 6@#idral 67% obtenido en primer ciclo
y al 75% en segundo ciclo. No hay mejoria de laladlembrionaria, hay implantacion

de un Unico embridn aunque termina en aborto.

FALLO IMPLANTACION/NORMOZOOSPERMIA
5 3 8 6
2 6 4
AD ABCCCD CCDD
AD D+2 AB D+3 CC D+3
NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO
ABORTO
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PACIENTE N°6. 37 afos. Se aplican las columnas en un cuarim, tias haber
realizado 3 previos con un fallo de implantaciérdog cancelaciones de TE por mala
calidad embrionaria. Hay una patologia seminal iada¢ criptozoospermia (bajo
namero de espermatozoides en el eyaculado). Lad@a$acundacién conseguida con
las columnas es del 50% frente al 67% obtenidorenep ciclo, al 40% en segundo
ciclo y al 100% en tercer ciclo. No se observa mi@jen cuanto a calidad embrionaria,
pero si se consiguid realizar la transferencia,ohiplantacion embrionaria de un

Unico embrion y el embarazo fue evolutivo.

FACTOR MASCULINO/CRIPTOZOOSPERMIA
6 9 10 4 10
6 4 4 5
CDDDDD DDDD | DDDD CDDDD
CD D+3 NO NO CD D+3
NEGATIVO POSITIVO
EVOLUTIVO
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PACIENTE N°7. 32 afios. Se aplican las columnas de anexina ¢ercer ciclo
tras sufrir dos abortos diferidos en dos ciclosvioe Existe una patologia seminal
asociada, oligozoospermia (bajo recuento esperméticla muestra seminal). La tasa
de fecundacion es del 71% frente al 36% obtenidoriemer ciclo y al 71% obtenido en
el segundo ciclo. Se observa mejoria en cuanttidadesembrionaria, hay implantacion
embrionaria de un Unico embrion y el embarazo fuduivo.

FACTOR MASCULINO/OLIGOZOOSPERMIA
11 7 7
4 5 5
BBCD BBCCD ABCCD
BB D+3 BB D+3 AB D+2
POSITIVO | POSITIVO POSITIVO
ABORTO ABORTO EVOLUTIVO
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PACIENTE N°8. 35 afios. Se aplican las columnas de anexina esegundo
ciclo, tras terminar el primero con un aborto difer Patologia seminal asociada,
oligozoospermia. La tasa se fecundaciéon con lasmowhs es del 100% frente al 50%
conseguido en primer ciclo. No mejora la calidad beomaria. Se consigue

implantacion embrionaria de un Unico embrion y eeidn del embarazo.

FACTOR MASCULINO/OLIGOZOOSPERMIA
8 i i
4 6
AABC ABBBCC
AA D+3 AB D+2
POSITIVO POSITIVO
ABORTO EVOLUTIVO
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PACIENTE N°9. 38 afios. Las columnas de anexina se realizan &reer ciclo,
tras dos fallos de implantacion, y presencia de olpgta masculina,
oligoastenozoospermia. La tasa de fecundacionleg3éte frente al 18% conseguido en
primer ciclo y al 14% obtenido durante el segurtdobo mejoria en cuanto a calidad
embrionaria, se consiguié implantacion embrionaeaun Unico embridn, aunque el

embarazo no fue evolutivo.

FALLO IMPLANTACION/FACTOR
MASCULINO/OLIGOASTENOZOOSPERMIA
9 11 7 8
2 1 5
AC B ABDDD
AC D+2 B D+2 AB D+2
NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO
ABORTO
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PACIENTE N° 10. 38 afos. Se aplican columnas de anexina durasteidlos
consecutivos. En el tercer ciclo, primero con colam de anexina, la tasa de
fecundacion es del 64% frente al 50% obtenido emeurciclo y en cuarto ciclo
también con uso de columnas de anexina y frer@8%l obtenido en segundo ciclo. La

aplicacion de las columnas no mejora la calidadreméria, y aunque se consigue

implantacion de un anico embridn, aunque el emloanazfue evolutivo.

FACTOR MASCULINO/CRIPTOZOOSPERMIA
2 12 11 10
1 4 7 5
B ABDD ABDDDDD BBCDD
B D+2 AB D+2 AB D+2 BBC D+3
NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO POSITIVO
ABORTO ABORTO
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5. DISCUSION

Uno de los factores mas importantes para el éxittag TRA es la calidad del
esperma. Dada la importancia que esta cobrandapel paterno en la reproduccion, y
dado el resultado no tan éptimo de las TRA, sendsti&cando constantemente nuevas

alternativas para seleccionar el mejor espermatezo

En la mayoria de los laboratorios de reproducciéistida la seleccion de
espermatozoides Unicamente se realiza bajo csterarfoldégicos y matiles. Esto no es
plenamente fiable, ya que estos criterios no aparnfmrmacion acerca de los eventos
de muerte celular programada, apoptosis, los cudéEtan de manera considerable a
las tasas de fecundacion, a las tasas de embaedztegarrollo del mismo en el tiempo.
(Boe-Hansen y cols., 2006; Avendafio y cols., 2008).apoptosis puede deberse a
numerosos factores, pero uno de los que cobrampmtiancia son las ROS. Al realizar
la técnica clasica de separacion espermaticangtisinlo celular eyaculado se almacena
en la parte inferior como un pellet, lo que supguoe leucocitos y espermatozoides
anormales estén en contacto con los espermatozo@dsros. Se ha demostrado que la
presencia de leucocitos y espermatozoides anormpaldscen un aumento de las ROS,
lo que dafaria de forma considerable a los espermides maduros (Diricam y cols.,
2008).

En busca de una nueva técnica para dar solucéstoa problemas, surgen las
columnas de anexina, que realizan una selecciéarragtica mediante separacion
magneética. Es un método que reduce los espermdészoon fragmentacion del ADN
(De Vantéry y cols., 2009) y separa eficazmenteegpermatozoides apoptoticos de los
no apoptéticos (Buzzi y cols., 2010). El uso deusoias de anexina es perfecto para
parejas con fallos anteriores en TRA (Gil y co®013). La combinacion de las
columnas de anexina con la clasica técnica derbdientes de densidad incrementa el

namero de embarazos clinicos y las tasas de inggiént (Diricam y cols., 2008).

Es por todo ello que llevamos a cabo un analisiBdgacientes con fallos previos
en TRA, a los que se les aplica finalmente el tn&ato con columnas de anexina.
Cinco de los casos presentan una patologia serriesltienen fallos de implantacion,

uno de ellos presenta ambos problemas, y el Uliensomete al tratamiento por dos
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fallos repetidos en IAC. Se analizan los resultadbgenidos en cuanto a tasas de
fecundacion, calidad embrionaria, embarazo y ewatudel mismo.

En cuanto a las tasas de fecundacion hay bastamitieogersia en nuestros
resultados. En 3 de los casos (4, 8, 9), se observaumento de esta tasa tras la
aplicacién de las columnas de anexina a la musstrenal. En otros 6 casos (1, 3, 5, 6,
7, 10), o bien se mantiene la tasa con respedtios @anteriores, aumenta ligeramente o
empeora. En 1 de los casos no se pueden estabteoparaciones con ciclos previos
(2). En la literatura ocurre lo mismo, algunos aegoremarcan que las columnas de
anexina mejoran la tasa de fecundacion (Rawe vy, @fl40; Polak de Fried y Denaday,
2010). En el estudio realizado por el grupo de Réavtasa de fecundacion con un ciclo
ICSI sin columnas de anexina fue del 45%. Trascapllas columnas, la tasa de
fecundacion subio hasta el 60%. En el realizadoRwdak de fried y Denaday se pasa
de una tasa de fecundaciéon del 0% a otra del 6&8ddraplicacién de las columnas de
anexina. En cambio, otro estudios sefialan que oweetran diferencias en las tasas de

fecundacion tras la aplicacion de las columnasé&ina (Diricam y cols., 2008).

Algunos autores afirman que el hecho de utilizanejor espermatozoide en las
TRA garantiza que la calidad embrionaria mejorei¢@m y cols., 2008). Sin embargo,
y tras analizar nuestros resultados, vuelve a halr@roversia al respecto. En 4 de los
casos (3, 4, 7, 9) se observa una mejor calidacetraso de las columnas. En cambio en
3 de los casos (5, 8, 10) se ve un empeoramientotrs 3 (1, 6, 10) la calidad mejora
o empora dependiendo de los ciclos que comparesl &s0 (2) no se pudo establecer

comparacion previa.

Donde nuestros datos tienen absoluta consonan@a ksreferido al embarazo.
En todos los casos tras la aplicacion de las cahgimias pacientes consiguieron tener
un resultado positivo implantatorio, de un Unicdedn y por tanto hubo gestacion. Lo
mismo puede observarse en el estudio de Rawe paraldores en 2010, donde tras un
ciclo fallido de ICSI, se aplicaron las columnasadexina, se transfirieron 2 embriones
y se consiguioé implantacion de un embrion y emlzar&n un meta analisis llevado a
cabo por Gil y colaboradores en el 2013, los radok de cuatro ensayos indicaron una

tasa de embarazo significativamente mayor en legepi@s que se sometieron a la
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seleccion de espermatozoides mediante columnaseadéna en comparacion con los

gue recibieron el tratamiento sin columnas.

A pesar de que hubo implantacion en todos los casssel uso de las columnas
de anexina, el embarazo tan solo en 6 fue evolytise consiguio el nacimiento de un
nifio sano. En los otros 4 hubo abortos diferidasn@ bien sefialan algunos estudios,
las tasas de abortos, no varian cuando se usawllasnas de anexina o cuando se
utilizan los métodos convencionales (Gil y col912).
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6. CONCLUSIONES

De presente trabajo se han extraido las siguiemeslusiones, asociadas a un
grupo muy concreto y pequefio de pacientes conquasd seminales y fallos de

implantacion:

1. Las tasas de fecundacion no se ven incrementad&sdos los casos tras la
aplicacion de las columnas de anexina. Por lo queademos establecer que este

tratamiento mejore las tasas de fecundacion.

2. La calidad embrionaria no mejora de manera aménpor lo que no podemos

asegurar el beneficio de las columnas de aneximicbn aspecto.

3. La implantacion embrionaria de un Unico embsaoede en todos los casos,
por lo que todas las pacientes quedan gestante$ataplicacion de las columnas de
anexina, incluso habiendo transferido un embriémdéa calidad. Esto parece indicar
que las columnas de anexina mejoran la implantagmbrionaria. Aunque como bien
hago referencia al principio, el estudio es solmegwpo de pacientes pequefio y

concreto, por lo que para reafirmar esta conclusabria que realizar nuevos estudios.

4. En 6 de los casos, el embarazo es evolutivajalargar al nacimiento de un

niio sano.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Aunque todo parece indicar que la aplicacion decldamnas de anexina en
clinica aportaria beneficios a pacientes con pgiato seminales y problemas de
implantacion, aun hay demasiada controversia esrrd@tados aspectos, por o que hay

gue seguir investigando.

Para mejorar los resultados, y hacer evidentebdaogficios de las columnas de
anexina en las TRA, los nuevos estudios deben aderasiel factor femenino, utilizar un

namero elevado de pacientes y trabajar bajo camtksi estandar (Gil y cols., 2013).
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