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Resumen

Objetivo: La presencia de una elevada cantidad de
espermatozoides apoptéticos tiene un impacto ne-
gativo en los resultados de reproduccién asistida.
La exposicién de fosfatidilserina en los espermato-
zoides pre-apoptéticos es una propiedad que sirve
para poder detectarlos y separarlos de la poblacién
afectada. La deteccidn se logra por incubacién con
anexina V acoplada a pequenas esferas metdlicas
y la separacién se lleva a cabo a través del pasaje
por un campo magnético. El objetivo del presente
trabajo fue optimizar la integracién de este nuevo
método de “filtrado molecular” de espermatozoi-
des y probar su eficacia en la remocién de esper-
matozoides apoptéticos.

Disefio: Descriptivo/experimental.

Materiales y métodos: Se analizaron 18 muestras
de semen que previamente realizaron estudios de
fragmentacién de ADN espermatico por la técnica
de TUNEL y fueron agrupadas en 4 grupos: frag-
mentacién del ADN 220% con inmovilidad total
(Grupo I) o con grados variables de movilidad
(Grupo II), con fragmentacién del ADN 10-20%
(Grupo 1III) y con fragmentacién del ADN <10%
(Grupo IV). Se realizé Swim-up o Gradiente y pa-
saje de la suspensién de espermatozoides por las
columnas de anexina V segin especificaciones del
proveedor. Se estudiaron 3 poblaciones: la recupe-
rada luego del Swim-up o Gradiente (fraccion ini-
cial), la filtrada por la columna de anexina V (frac-
cién negativa) y la adherida a la matriz magnética
(fraccién positiva) evaluando la fragmentacién del

ADN (TUNEL), caspasa-3 activa (Inmunofluo-
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rescencia), movilidad y sobrevida. El anilisis fue
por microscopia de epifluoresencia y el estadistico
usado fue ANOVA.

Resultados: Promedio de niveles de fragmentacién
del ADN y caspasa-3 activa en las diferentes frac-
ciones y grupos.

FRACCION FRACCION FRACCION
INICIAL NEGATIVA POSITIVA
Grupos TUNEL CASPASA-3 | TUNEL | CASPASA-3 | TUNEL | CASPASA-3
Grupo | | 35,50% | 8,00%" | 17,00% | 3,50%" |82,50% | 31,50%"
Gr:‘lp" 2562% | 11,12% | 85% | 3,12% |51,62% | 14,12%
Grupo
15,33% | 13,67%' | 6,33% | 6,00%" |3533% | 18,00%"
|l
GO | 6500 | 7,50%' | 3,00% | 2,00%% |32,00% | 13,00%"
v 5 o s o ’ o 3 0 ) (] N ()

Dentro de cada grupo se compararon los valo-

res de TUNEL y caspasa-3 de cada una de las tres
fracciones estudiadas. Los valores de TUNEL en
todos los casos y caspasa-3 en el Grupo II son sig-
nificativamente diferentes (p< 0,03). Movilidad y
sobrevida no fueron diferentes en ninguna pobla-
cién. NS: no significativo.
Conclusion: el uso de columnas de anexinas V
no afecta la movilidad ni sobrevida y es muy
efectivo en la remocién de espermatozoides
apoptéticos. La fraccidén negativa muestra ni-
veles normales de fragmentacién del ADN y
caspasa-3 activa en todos los grupos. Los esper-
matozoides apoptdticos quedan retenidos en
la columna (fraccién positiva). Este novedoso
método demuestra la ventaja de la filtracion
molecular en la separacién de espermatozoides
apoptéticos, lo cual podria optimizar los resul-
tados de técnicas de reproduccioén asistida.

created with
nitro™" professional

download the free trial online at nitropdf.com/professional



Columnas de anexina V'y separacién de espermatozoides no apoptdticos

Vanesa Rawe y col

Introduccion

Las técnicas de Reproduccién Asistida se han
transformado en el tratamiento de eleccién en
casos de infertilidad femenina y masculina, pero
sin embargo, las tasas de embarazo permanecen
en niveles subéptimos en los casos de factor mas-
culino severos (ASRM, 2004). La calidad de los
espermatozoides es uno de los factores que de-
terminan el éxito de las técnicas de reproduccién
asistida (Ombelet y col, 2003). Desde el naci-
miento de la primera bebé por Fertilizacién in Vi-
tro (FIV), quedd establecido que la unién in vitro
de gametas humanas podia generar un embrién y
embarazo viable (Steptoe y Edwards, 1978). En
la década de los 80’ los pioneros estudios acerca
de la importancia de la morfologia espermdtica
en los resultados de FIV hablaban de la contri-
bucién paterna durante el desarrollo embrionario
(Kruger y col, 1988). En la década de los 90’ la
introduccién de la inyeccidn intracitopldsmica de
espermatozoides (ICSI) revolucioné la medicina
reproductiva (Palermo y col, 1995) y el estudio
del factor masculino parecié perder validez ya que
se tendfa a pensar que la inyeccién intracitoplds-
mica de casi cualquier espermatozoide generaba
embarazo. Un tiempo mids tarde, el estudio pro-
fundo del espermatozoide por técnicas de biolo-
gia celular y molecular mds sofisticadas permiti6
identificar los trastornos subyacentes en la gameta
masculina y el diagnéstico patolégico gané nuevo
reconocimiento. Nacié de esta manera el estudio
de la patologia de las gametas y cémo ésta impacta
en los resultados de reproduccién asistida (Che-
mes y Rawe 2003, 2006).

A pesar de que el andlisis convencional de una
muestra de espermatozoides brinda considerable
informacidn acerca de las caracteristicas de la mis-
ma, no es informativo acerca de la presencia de
eventos de muerte celular programada (apopto-
sis) que pueden ser en gran medida responsables
de una baja tasa de fecundacién e implantacién
(Boe-Hansen y col, 2006; Avendafio y col, 2008).
El papel de la apoptosis ha sido bien caracteriza-
do en una serie de enfermedades somdticas, pero
estd muy pobremente definido en la patogénesis
de la infertilidad masculina (Ochninger y col,
2003). Los espermatozoides del eyaculado mues-
tran caracteristicas que son tipicas de los eventos
de apoptosis como ser la traslocacién de fosfatidil-

serina de la membrana plasmadtica, la activacién de
caspasa-3 y la disminucién del potencial de mem-
brana mitocondrial (Glander y Schaller, 1999;
Weng y col, 2002; Paasch y col, 2003, 2004a).
Teniendo en cuenta la importancia del estu-
dio de la fragmentacién del ADN espermdtico
junto con marcadores de apoptosis celular, surge
la pregunta acerca de las opciones terapéuticas
ante la presencia de un alto porcentaje de esper-
matozoides afectados. En los tltimos anos han
surgido distintas alternativas para tratar de brin-
dar mejores resultados reproductivos a pacientes
con altos niveles de espermatozoides con ADN
fragmentado. Greco y col, 2005a y b, postularon
que el uso de antioxidantes orales en un periodo
de 2- 3 meses previo al tratamiento de ICSI no
mejora las tasas de fecundacién y clivaje embrio-
nario, pero si mejora las tasas de implantacién
(19,6% versus 2,2%) y embarazo (48,2% ver-
sus 6,9%) de manera significativa con respecto
al grupo de pacientes con dafo en el ADN es-
permdtico que no tomaron antioxidantes. Los
autores concluyen que el tratamiento con an-
tioxidantes en pacientes con dafo en el ADN
espermdtico antes del ICSI mejora el pronédstico
reproductivo. Por otro lado, otros autores afir-
man que el uso de antioxidantes no mejora los
resultados del tratamiento de ICSI de manera
significativa y que se deben considerar las causas
que originan la ruptura del ADN espermdtico
(Martin-Du y Sakkas, 1998; Bolle y col, 2002).
Otra posible opcién terapéutica a la presen-
cia de un elevado porcentaje de espermatozoides
apoptoticos en el eyaculado es la realizacién de una
biopsia de testiculo ya que se postula que la tasa
de fragmentacién del ADN espermdtico es mar-
cadamente menor en el testiculo si se la compara
con el eyaculado (Greco y col, 2005¢). Los autores
no hallaron diferencias en términos de tasa de fe-
cundacién o calidad embrionaria en casos de ICSI
en donde se usaron espermatozoides de eyaculado
versus espermatozoides de testiculo. Sin embar-
go, se lograron ocho embarazos clinicos (cuatro
simples y cuatro dobles) luego de ICSI con esper-
matozoides de testiculo (tasa de embarazo 44,4%
y tasa de implantacién 20,7%), mientras que
solo se obtuvo un embarazo luego de ICSI con
espermatozoides de eyaculado con altos niveles
de fragmentacién del ADN. Ese tnico embarazo
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termind en aborto temprano tiempo mds tarde.
Los autores concluyen que la biopsia de testiculo
en ICSI constituye un modo de omitir el pasaje
por el epididimo (lugar donde ocurre el mayor
dano en el nicleo del espermatozoide, Ramos y
col, 2004) y es la primera opcién en el tratamiento
del factor masculino con altos niveles de fragmen-
tacién del ADN espermdtico.

En busqueda de un método no invasivo que
permita dar solucién a los altos niveles de apop-
tosis celular en espermatozoides, distintos grupos
de trabajo describieron el uso de anexina V aco-
plada a pequenas esferas metdlicas recubiertas por
polimero biodegradable (-50 nm en didmetro).
Las mismas pueden ser usadas para separar esper-
matozoides muertos y apoptdticos cuando se los
expone a un campo magnético de alto poder en
una columna. Este procedimiento de separacién o
filerado molecular se denomina Magnetic-Activa-
ted Cell Sorting - MACS o separacién magnética
por columnas de anexina V. El principio consiste
en que los espermatozoides con externalizacién de
fosfatidilserina y membranas plasmdticas deterio-
radas se unirdn a anexina V que, acopladas a las
microesferas, quedardn adheridas a la columna de
separacion. Por otro lado, los espermatozoides no
apoptéticos con membranas intactas no se unirdn
a anexina V y pasardn libremente a través de las
columnas (Miltenyi y col, 1990; Grunewald y col,
2001; Paasch y col, 2003, 2004b). De esta manera
se logra la seleccién de espermatozoides no apop-
téticos y se enriquece la muestra de espermatozoi-
des que podrian llegar a ser usados en técnicas de
reproduccién asistida de alta complejidad (ICSI).

El presente trabajo pretende dar respuestas a
las siguientes preguntas sobre la técnica de sepa-
racién de espermatozoides pre-apoptéticos por
columnas de anexina V:

1. ;Podemos mejorar los valores de apoptosis y frag-
mentacién del ADN espermdtico de las muestras
afectadas? Es decir, ;podemos mimetizar los valo-
res obtenidos por los grupos de trabajo internacio-
nales y de esta manera validar la técnica? ;Cudn
eficaz es la técnica en nuestras manos?

2. ;Cémo funcionan las columnas con distintas mues-
tras de semen? ;Son los resultados dependientes de
las caracteristicas basales de las muestras?

3. ;Se afecta la movilidad final luego del uso de las
columnas de anexina V? ;Se afecta la sobrevida de
la muestra?

Materiales y métodos

Con el propésito de llevar a cabo este proyecto
de investigacién, realizamos un andlisis de pacien-
tes varones que habian realizado estudios de frag-
mentacién de ADN espermdtico por la técnica de
TUNEL acoplado a fluorescencia. Las muestras
fueron sometidas a métodos se separacion (Swim-
up o Gradiente) y luego se realizé el pasaje de la
suspension de espermatozoides por las columnas
de anexina V (ver detalles de metodologia luego).
Se tomaron en cuenta 3 poblaciones de esper-
matozoides: 1) la recuperada luego del Swim-up
o Gradiente (fraccién inicial), 2) la filtrada luego
del pasaje por la columna de anexina V (fraccién
negativa) y 3) la adherida a la matriz magnética
(fraccién positiva). Sobre estas poblaciones se
evalué la fragmentacién del ADN (TUNEL),
presencia de caspasa-3 activa (Inmunofluorescen-
cia), movilidad y sobrevida. La visualizacién de
los resultados se realiz6 mediante microscopia de
epifluoresencia.

1.Poblacidn de estudio

Diez y ocho pacientes a los cuales se les habia
realizado previamente un espermograma bdsico y
un estudio de fragmentacién del ADN por la téc-
nica de TUNEL fueron agrupados de la siguiente
manera: Grupo I (con movilidad total 0% y con
valores de fragmentacién del ADN 2 20%), Gru-
po II (con variada movilidad espermdtica y con
valores de fragmentacién del ADN >20%), Grupo
III (con valores de fragmentacién del ADN entre
10-20%) y Grupo IV (con valores de fragmenta-
cién del ADN <10 %).

En el dia del ensayo de columnas de anexina
V las muestras de semen de cada paciente fueron
procesadas segtin los criterios de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS, 1999). La separacién
espermdtica se realizé por Gradiente o Swim-up.

La puesta a punto de la técnica (condiciones de
temperatura, tiempos, etc) nos permitio ajustar las
variables dptimas y considerar finalmente infor-
mativos a 15 de los 18 pacientes iniciales.

2. Seleccion de espermatozoides

a) Gradiente: se empled el gradiente ISOLATE
(Irvine Scientific, CA) siguiendo los métodos
convencionales de trabajo segiin proveedor. En
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el peller obtenido se evalué la concentracién y
movilidad de los espermatozoides y se procedié a
ajustar la cantidad a un valor méximo de 10 x 10°
espermatozoides /ml. Seguidamente, se lavé con
el buffer de pegado (Binding buffer 1X, Miltenyi
Biotec, Alemania) centrifugando por 5 minutos a
300g.

b) Swim-up: en un tubo cénico de centrifuga se
colocé 1ml de semen y sobre este ltimo 1ml de
H-HTF (Fluido Tubdrico Humano con HEPES)
suplementado con 15% SSS (Suero Substituto
Suplementado) ([rvine Scientific, CA), se dej6
incubar por lhora a 37°C en dngulo de 45°. Al
término de la incubacién se recuperaron 500 pl
de la fraccidn superior y se procedié a evaluar y
ajustar la concentracién de la misma manera que
el método anterior. Seguidamente se lavé 2 veces
con el buffer de pegado debido a que el Ca2+
debe ser retirado totalmente de la suspension.
Como tltimo paso, en ambos métodos se retiré el
sobrenadante del lavado final y el peller obtenido
fue empleado para el paso siguiente de las columnas
de anexina V (Miltenyi Biotec).

3. Columnas de anexina V

El protocolo empleado para separacién de es-
permatozoides apoptéticos fue adaptado a partir
de las sugerencias del proveedor (Death Cell Re-
moval Kit, Miltenyi Biotec, Alemania). Brevemen-
te, los pasos seguidos se ilustran en la Figura 1. El
material empleado durante el protocolo es estéril
y el trabajo es realizado bajo flujo laminar (Figura
1A). Seguidamente, el peller de espermatozoides
obtenido (ver “Seleccién de espermatozoides”)
es resuspendido en 100 pl de microbeads (anexi-
nas adheridas a esferas de metal recubiertas por
polimero biodegradable) (Figura 1B), y luego la
suspension es colocada en un pocillo de 0,6 cm de
didmetro (Figura 1C) donde es incubada por 20
minutos a 25°C con agitacién constante (Figura
1D). Minutos antes de concluir el tiempo de in-
cubacidn se coloca la columna separadora estéril
dentro del magneto que se encuentra asociado a
un soporte metdlico. Se procede a hidratar la co-
lumna con 500 pl de buffer de pegado 1X. Inme-
diatamente se coloca la suspensién de espermato-

zoides asociadas con las esferas de metal (beads) y
se adicionan 500 pl del bujffer de pegado (Figura
1E). El eluido o fraccidn negativa es colectado en
un tubo de 2mL que contiene 500 pl de H-HTF
suplementado con 15% SSS (Figura 1F). La frac-
cién positiva o espermatozoides apoptéticos uni-
dos a las beads es colectada retirando la columna
del magneto para luego agregar 500 pl del buffer
de pegado y con la ayuda de un émbolo se procede
a obtener la fraccién deseada.

Figura 1. Detalle experimental del uso de las columnas

de anexina V.

Figura 1-A. La representacion esquemdtica de lo ante-

riormente explicado es la siguiente:

AnexinaV
- - Acoplado a beads

Espermatozoide pre apoptético
con fosfatidilserina en membrana

2 e ~
“o

+ ~~

Magnetode altopoder

Eluido final que se recoge en tubo cdnico
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4. Fijacion del material

De cada fraccién obtenida se procede a ajus-
tar la concentracién hasta un médximo de 5 x
10¢ espermatozoides/ml, seguidamente se lavan
las muestras con PBS 1X (/rving Scientific, CA)
centrifugando por 5 minutos a 300 g. El peller
es resuspendido en PBS-Formaldehido al 2%
(Sigma F-1635) y fijado al menos por 45 minu-
tos a temperatura ambiente.

5.- Evaluacion de la fragmentacion del ADN
y caspasa-3 activa

Luego de la fijacién se lava cada fraccién con
PBS 1X para retirar el exceso de fijador y de
cada una se colocan 25pl sobre un slide “mul-
tipozo” (Cell Point Scientific, Inc.), que se deja
reposar a temperatura ambiente por 45 minu-
tos. Luego se retira el exceso de PBS 1X y se
procede a permeabilizar la muestra agregando
metanol frio (Merck 1.06009.1011) por 2-3
minutos, seguidamente se lava cuidadosamen-
te con PBS 1X procurando retirar muy bien el
exceso de metanol. Sobre cada pozo se colocan
25 pl de una solucién del anticuerpo primario
anti-caspasa-3 activa (Cell Signaling Technolo-
2y) en buffer de bloqueo (BSA 0,3%, SFB 1%,
gentamicina 0,5%, azida sédica 2mM en PBS
1X) y se deja a 4°C por toda la noche. Al dia
siguiente se lava 3 veces por 5 minutos en PBS
1X y se agregan 25 pl de la solucién del anti-
cuerpo secundario Alexa Fluor 568 anti-conejo
(Molecular Probes). La incubacidn se realiza por
1 hora a 37°C en cdmara hiimeda. Posterior-
mente se lava con PBS 1X y se procede a incu-
bar con 25 pl de la solucién de TUNEL (Roche)
(22,5 pl de solucién #2 - label + 2,5 pl de la
solucién #1 - enzima) por 1 hora a 37°C en
cdmara hiimeda. Al finalizar este tiempo, se lava
3 veces con PBS 1X y se monta con Vectashield
H-1000 (Vector Laboratories Inc., CA) para ser
evaluado por microscopia de epifluorescencia.
Se observan aproximadamente 500 espermato-
zoides de cada fraccién. Los patrones observa-
dos son los representados en la Figura 2. Los
paneles A-D son representaciones esquemadticas

de los diferentes patrones estudiados y mostra-

dos en A’-D” (Figura 2) A-A’ espermatozoide
negativo, B-B” espermatozoide TUNEL posi-
tivo, C-C” espermatozoide TUNEL positivo y
caspasa-3 activa positivo y D-D” espermatozoi-
de caspasa-3 activa positivo.

Este procedimiento cuenta con los siguien-
tes controles: a) positivo en donde se incuba
la muestra por 20 minutos a temperatura am-
biente con DNasa I (Sigra DN25) 1U/ml; y b)
negativo en el cual hay ausencia del anticuerpo

primario anticapasa-3 activa y de la solucién #1
del TUNEL.

Figura 2. Patrones observados de TUNEL y Caspasa-3

activa

6.- Concentracién, movilidad y sobrevida

De cada fraccién obtenida se registran los va-
lores correspondientes a: a) concentracién y mo-
vilidad evaluada en cdmara Makler (Seft Medical
Instruments), y b) sobrevida observada empleando

el test de eosina (OMS, 1999).

Resultados

Pasaremos a revisar en detalle los resultados
obtenidos con esta novedosa técnica.

La Tabla 1 representa los resultados gene-
rales de los pardmetros evaluados (porcenta-
je de fragmentacién del ADN y porcentaje de
caspasa-3 activa, movilidad y sobrevida) en las
diferentes fracciones estudiadas dentro de cada
ensayo de columnas por paciente, es decir, la
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que corresponde a la fraccién inicial (Swim-up
o Gradiente), seguidamente la que correspon-
de a la fraccién negativa (eluido o filtrado de la
columna) y finalmente la fraccién positiva (ad-
herida a la columna). La puesta a punto de las
distintas condiciones de trabajo (temperatura,
tiempos, etc) nos arrojé valores informativos en
15 de las 18 muestras que inicialmente inicia-
ron el estudio. De manera satisfactoria todas las
muestras estudiadas vieron reducidos sus niveles
de fragmentacién del ADN y caspasa-3 clivada
de manera significativa. Incluso las muestras
normales inicialmente (Grupo IV) redujeron los
indices de fragmentacién del ADN de los esper-
matozoides. En todos los casos la movilidad y
sobrevida no varié significativamente.

En la Tabla 2 se representan los resultados
de fragmentacién del ADN de cada fraccién
dentro de los diferentes grupos estudiados. Asi,
por ejemplo, en el Grupo I (considerado el mds
patolégico), cuya caracteristica es presentar in-
movilidad total ligado a un indice de fragmen-
tacion 220%, la fragmentacion del ADN inicial
(35,5%) disminuy® significativamente a un va-
lor promedio en la fraccién negativa del 17%,
siendo este valor considerado dentro de los va-
lores normales (Sergerie y col, 2005). Como era
de esperar, la fraccién positiva presentd altos
niveles de fragmentacién del ADN (82,5%). La
significancia estadistica entre las tres fracciones
de este grupo fue p=0,03. En el Grupo II, por su
parte, cuya caracteristica es presentar niveles de
fragmentacién >20% y con distintos niveles de
movilidad, se pudo evidenciar una disminucién
de la fragmentacién de ADN desde un 25,6% en
la fraccién inicial hasta un 8,50% en la fraccién
negativa. El promedio de niveles de fragmenta-
cién en la fraccién positiva fue de 51,63%. La
significancia estadistica entre las tres fracciones
de este grupo fue de p=0,001. En el Grupo III,
que se caracteriza por presentar niveles de frag-
mentacién del ADN <20% y una movilidad
normal, se pudo apreciar un similar comporta-
miento como en los grupos anteriores, en donde
el promedio de la fragmentacién inicial (13,6%)

disminuyé hasta un 6,33%, la fraccién positi-
va present$ niveles de fragmentacién de ADN
altos (35,33%), siendo estas diferencias estadis-
ticamente significativas (p= 0,026). Finalmen-
te, en el Grupo IV, en donde el promedio de
indice de fragmentacién de ADN estd dentro
de valores minimos (6,50%), éstos pudieron
ser disminuidos atin a niveles mds bajos en la
fraccién negativa (3%), mientras que la fraccién
positiva present6 niveles de fragmentacién del
32%, siendo estas diferencias estadisticamente
significativas (p=0,003).

Respecto a los niveles de caspasa-3 acti-
va podemos decir que en todos los grupos
evaluados se logré disminuir los niveles de
la misma activa, pero sélo en el Grupo II se
alcanzaron niveles de significancia estadistica
(p=0,009). Al respecto, ver Tabla 3.

En las Tablas 4 y 5 se representan los pro-
medios en relacién a las diferencias entre la
movilidad y sobrevida alcanzada entre los
grupos estudiados. En el Grupo I, las mues-
tras estudiadas poseian inmovilidad total y al-
tos niveles de muerte celular. Mientras que la
movilidad se mantuvo en los niveles iniciales
pre y post-pasaje por columnas de anexina V,
la sobrevida se logré incrementar de un 22%
a un 37%, logrando asi enriquecer muestras
muy patolégicas con espermatozoides vivos
y no apoptéticos. En el Grupo II la movili-
dad disminuy6 de un 66,88% a un 44,13%,
valor que es aceptable para la realizacién de
ICSI. Aunque los promedios de sobrevida no
mostraron ser estadisticamente significativos
en este grupo, se aument6 de un 68,50% has-
ta un 77,13%, enriqueciendo asi la muestra
en mayor cantidad de espermatozoides vivos.
En el Grupo III la movilidad disminuyé de
un 49% a un 31,6% y la sobrevida aumenté
ligeramente de un 82,5% hasta un 87,5%,
siendo estas diferencias no significativas. De
igual manera se manifestaron los resultados
en el Grupo IV en donde la movilidad dismi-
nuy6 de un 50% a un 22,5% y la sobrevida
de un 89% a un 85%.
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Tabla 1. Resultados generales de pacientes que realizaron el ensayo de columnas de anexina 'V

Pac. FRACCION INICIAL FRACCION NEGATIVA FRACCION POSITIVA GRUPOS
CONC. | MOVIL. | VIAB. | TUNEL | CASPASA | CONC. | MOVIL. | VIAB. | TUNEL | CASPASA | CONC. | MOVIL. | TUNEL | CASPASA
1 8 0% | 6% | 50% | 12% 2 0% | 40% | 22% 5% 3 0% 90% 50% GRUPO |
2 3 0% | 38% | 21% 4% 12 | 0% | 34% | 12% 2% 0,35 0% 75% 13% GRUPO |
3 | 2 99% | 97% | 30% 6% 13 | 55% | 95% | 0,8% | 2,1% 1 0% 29% 25% GRUPO Il
4 | 40 | 98% | 98% | 25% 9% 20 | 40% | 89% | 4,2% 4% 1 0% 30% 18% GRUPO I
5 | 10 | 82% |72% | 28% | 24% 1,7 | 100% | 100% | 12% 7% 0,3 0% 42% 26% GRUPO Il
6 | 20 | 90% | 86% | 25% 2% 5 |[100% | 100% | 5% 1% 0,2 0% 29% 5% GRUPO I
7 1 70% [ 74% | 22% | 10% | 0,15 | 30% | 90% | 7% 2% 0,2 0% 54% 9% GRUPO Il
8 8 70% | 70% | 24% 5% 55 | 10% | 76% | 12% 2% 0,2 0% 80% 10% GRUPO I
9 | 10 | 10% |28% | 30% | 10% 28 | 15% | 32% | 15% 2% 0,5 0% 7% 10% GRUPO Il
10 | 0,7 8% | 23% | 21% | 23% 03 | 3% | 35% | 12% 5% 0,5 0% 72% 10% GRUPO I
1 5 2% | 75% | 17% | 14% 35 | 15% | 85% | 10% 1% 0,3 0% 4% 12% GRUPO Il
12| 20 | 80% | 77% | 14% | 14% 2,3 | 60% | 90% | 8% 6% 0,3 0% 40% 22% GRUPO I
13| 19 | 65% | 95% | 15% | 13% 58 | 20% | 85% | 1% | 0,80% | 0,5 0% 25% 20% GRUPO Il
14| 2 21% | 83% | 9% 12% 15 | 25% | 90% | 5% 4% 0,15 0% 32% 18% GRUPO IV
15| 15 | 79% | 95% | 4% 3% 11 | 20% | 80% |0,60% | 0,30% 1 0% 32% 8% GRUPO IV

La concentracion de define por 106/ml. La viabilidad se define a partir de los valores del test de eosina. La palabra “TUNEL” define el porcentaje
de espermatozoides con fragmentacion del ADN en cada muestra medidos por esa técnica acoplada a fluorescencia. La palabra “CASPASA”
define el porcentaje de espermatozoides con presencia de la proteina caspasa-3 en su forma activa (clivada) en cada muestra medida por
inmunocitoquimica y fluorescencia.

Tabla 2. Niveles de fragmentacién de ADN en las diferentes fracciones separadas por las columnas de anexina V

110

Fragmentacion del ADN - Columnas de

jary .

2 AnexinaV

=}

E 90

E 80

< 70

L 60

ig 50

= 40

(%)

g 30 *

g 20 -

E 10 =

© 0

= i . _ .

. TUNEL Inicial TUNEL-Fraccion TUNEL Fraccwon

g Negativa Positiva
HGRUPOI (a) 35,50 17,00 82,50
H GRUPOIl  (h) 25,63 8,50 51,63
MGRUPOII (c) 15,33 6,33 35,33
M GRUPOIV (d) 6,50 3,00 32,00

(a) p=0,03; (b) p=0,001; (c) p=0,026; (d) p=0,003. NS: no significativo
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Tabla 3. Niveles de caspasa-3 activa en las diferentes fracciones separadas por las columnas de anexina V

Porcentaje de Caspasa-3 activa-Columnas de Anexina V
35
g 30
S
& 25
m
c 20
%]
s
g T
> 10
©
- 5 =
0 b o
. Caspasa-Fraccién Caspasa-Fraccion
Caspasa-Inicial . .
Negativa Positiva
H GRUPOI (a) 8,00 3,50 31,50
H GRUPOI (b) 11,13 3,13 14,13
k GRUPO I (c) 13,67 6,00 18,00
H GRUPOIV  (d) 7,50 2,00 13,00

(a)(c)(d) p=NS; (b) p=0,009. NS: no significativo

Tabla 4. Niveles de movilidad en las diferentes fracciones separadas por las columnas de anexina V

Movilidad - Columnas de Anexina V
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< 00
]
T 50
E 40
o 30
©
X 20
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0
Inicial Fraccion Negativa
M GRUPOI (%) 0,50 0,00
EGRUPQII () 65,88 44,13
K GRUPOIII (*) 49,00 31,67
H GRUPOIV (*) 50,00 22,50

(*) p = NS. NS: no significativo

created with

nitro™" professional

download the free trial online at nitropdf.com/professional



112

Reproduccién - Vol 24 / N° 3 / Septiembre 2009

Tabla 5. Niveles de sobrevida en las diferentes fracciones separadas por las columnas de anexina V

100

Sobrevida - Columnas de Anexina V

90

80
70
60
50
40
30
20
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0]

% de Sobrevida

Inicial

Fraccion Negativa

M GRUPOI (%) 22,00

37,00

EGRUPOI (%) 68,50

77,13

M GRUPOII (*) 82,33

87,50

H GRUPO IV (*) 89,00

85,00

(*) p= NS. NS: no significativo DISCUSION

Discusién

El planteo original del presente trabajo se basé
en poder dar respuesta a tres preguntas y mostrar
que el uso de una novedosa técnica como la de
columnas de anexina V podia servir como método
de remocién de espermatozoides apoptéticos de
una muestra afectada. Planteadas las preguntas, se
exponen a continuacién las respuestas obtenidas y
su validacién con hallazgos publicados por otros
autores.

1. ;Podemos mejorar los valores de apoptosis y
fragmentacion del ADN espermadtico de las mues-
tras afectadas? Es decir, ;podemos mimetizar los
valores obtenidos por los grupos de trabajo inter-
nacionales y de esta manera validar la técnica?

Nuestros resultados preliminares indican que
la técnica es eficaz en la reduccién del nimero de
espermatozoides pre-apoptéticos y fragmentados.
Desde hace unos afios atrds, Grunewald y col,
2001; Glander y col, 2002; Paasch y col, 2003,
postularon que el método de columnas de anexi-
na V es realizable y seguro y que puede ser usado
para proveer fracciones de espermatozoides de alta
calidad. Said y col (2005) estudiaron 15 muestras

de semen de hombres normales y compararon di-
ferentes métodos de separacién de espermatozoi-
des no apoptdticos. Se usaron gradientes y lavados
acoplados a columnas de anexina V' y se midieron
los niveles de externalizacién de fosfatidilserina,
potencial de membrana plasmdtica y niveles de
caspasa-3 activa en las distintas poblaciones estu-
diadas (fraccién inicial, fraccién negativa y frac-
cién positiva). Los autores mostraron mejorias en
los niveles de movilidad, sobrevida, potencial de
membrana mitocondrial y niveles de caspasa-3
activa luego del uso de columnas de anexina V'y
gradientes. Basdndose en esa experiencia prelimi-
nar, el mismo grupo de trabajo (Said y col, 2006)
utiliz6 35 muestras de donantes normales, y luego
del pasaje de las muestras por columnas de anexi-
na V lograron disminuir los niveles de caspasa 3
activa a aproximadamente la mitad de los iniciales
y el potencial de membrana mitocondrial aumen-
t6 un 10% en promedio. En el mismo estudio la
fragmentacién del ADN medido por la técnica de
TUNEL pasa de un promedio + desvio estindar
de 14,4+13,2% 2 9,7+10,6% en la fraccién anexi-
na V negativa (eluido). Los autores plantean que
se necesitan experimentos con pacientes infértiles
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y con modelos animales que evalden la viabilidad
y genética de los embriones antes de que la técnica
se pueda usar en la clinica.

En resumen, los datos mostrados en la litera-
tura concuerdan con los obtenidos en nuestra ex-
periencia y nos indican que la técnica es repetible
con eficacia en nuestras manos.

2. ;Cémo funcionan las columnas de anexinas
V con distintas muestras de semen?

Se plantea esta pregunta para dilucidar si las
muestras de hombres normales se comportan de
igual manera que las muestras de pacientes inférti-
les con distintos pardmetros del semen alterado. En
nuestra experiencia los distintos pardmetros semi-
nales no parecen afectar la eficacia del ensayo.

Recientemente, Grunewald y col, 2008 utili-
zaron 21 donantes infértiles y realizaron el ensayo
de columnas de anexinas V utilizando la metodo-
logia usada por Said y col, 2006. En este estudio la
movilidad decrece en aproximadamente un 20%,
los valores de caspasa-3 activa decrecen a aproxi-
madamente la mitad (promedio + desvio estdndar
inicial: 43,5+ 13,8% y fraccién anexina V nega-
tiva: 26,8+ 12,3%) y el potencial de membrana
mitocondrial se incrementa de manera significati-
va en la fraccién anexina V negativa. Los autores
senalan que los beneficios de usar columnas de
anexinas V en pacientes con altos niveles de apop-
tosis (infértiles) son evidentes. Esto da soporte a la
idea del impacto negativo que tiene la apoptosis
en el potencial de fecundacién.

Said y col, 2006, intentan por primera vez el
uso de los espermatozoides de la fraccién anexi-
na V negativa para la inyeccién intracitoplds-
mica de oocitos de hdmster (ICSI) y se testea
el grado de descondensacién de la cromatina.
Los autores encuentran un aumento de aproxi-
madamente un 10% en el ndmero de oocitos
que muestran cromatina del espermatozoide
descondensada, pero esta diferencia no es signi-
ficativa con respecto a controles. Las muestras
de pacientes infértiles contienen altos niimeros
de espermatozoides apoptéticos que correlacio-
nan con bajos niveles de descondensacién de la
cromatina luego de ICSI en hdmsters. Conse-
cuentemente, la inclusién de la separacién de
espermatozoides usando columnas de anexina

V podria mejorar los resultados de ICSI.

En resumen, en nuestra experiencia hasta es
posible “mejorar” muestras normales y de esta
manera “enriquecer’ las muestras testeadas con
espermatozoides no apoptéticos. Las muestras
de pacientes infértiles deben ser consideradas en
el contexto de la clinica que cada paciente pre-
senta. En cada caso es importante diagnosticar la
patologia espermidtica subyacente incluyendo los
estudios de fragmentacién del ADN y marcadores
de apoptosis, junto con los trastornos androlégi-
cos presentes que afecten la calidad espermdtica
(varicocele, criptorquidia, infecciones, etc) para
de esa manera poder tomar medidas terapéuticas
adecuadas.

3. ;Se afecta la movilidad final? ;Se afecta la

sobrevida de la muestra?

En nuestro estudio la movilidad decrece
aproximadamente un 20% luego el pasaje por co-
lumnas de anexinas V (Tabla 4). En la mayoria de
las muestras estudiadas la movilidad es afectada
mayormente en su naturaleza, es decir, hay menor
nimero de espermatozoides progresivos rdpidos
para pasar a tener mayor cantidad de progresivos
lentos. En un futuro el uso de estos espermatozoi-
des para técnicas de reproduccién asistida debiera
ser considerado en el marco de un ICSI.

Aunque no de manera estadisticamente signi-
ficativa (Tabla 5), la sobrevida se incrementa (ma-
yor niimero de espermatozoides vivos finales) lue-
go del pasaje por columnas de anexina V. Como
ha sido mencionado anteriormente, estos datos
coinciden con los reportados en la literatura.

El uso de columnas de anexina V es muy efectivo
en la remocién de espermatozoides apoptéticos. La
poblacién recuperada muestra niveles normales de
fragmentacién del ADN y caspasa-3 activa, mien-
tras que la movilidad y sobrevida no son afectadas
de manera significativa en todos los grupos estu-
diados. Este novedoso método claramente muestra
la ventaja de integrar la filtracién molecular en la
separacién de espermatozoides apoptdticos. El uso
de una poblacién de espermatozoides no apoptd-
ticos y con membranas intactas podria optimizar
los resultados de técnicas de reproduccion asistida
y ser una alternativa terapéutica efectiva para aque-
llos casos que asi lo requieran.
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