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Resumen

Objetivo. Comparar los datos de los recién nacidos
(RN) de parejas que realizaron tratamientos de re-
produccion asistida (TRA) convencional vs TRA con
MACS (Magnetic Actived Cell Sorting). Materiales
y métodos. El presente estudio es un andlisis retros-
pectivo y comparativo. Se consideraron 100 ciclos
de pacientes que realizaron TRA (2009-2012) y
que tuvieron un RN luego de usar MACS (Grupo
1). Se consideraron sélo transferencias de embriones
en fresco y utilizacion de semen homdlogo fresco. La
indicacion del uso de MACS fue: fragmentacion
del ADN (TUNEL)>20% ylo Caspasa-3-activa
(C3A)>11%. Se evaluaron en ciclos con oocitos
propios y donados las siguientes variables: peso, sexo,
edad gestacional, malformaciones congénitas, morta-
lidad perinatal, N° fetos, complicaciones obstétricas
y fetales. Se consideraron grupos comparativos: RN
luego de ICSI con factor masculino leve (Grupo II)
y factor masculino severo con TUNEL ylo C3A nor-
mal (Grupo I1I), ambos grupos sin MACS. Resulta-
dos. Los RN con MACS, Grupo II y Grupo III en
ciclos con oocitos propios fueron 67 (47 sinicos y 20
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dobles), 37 (23 tinicos y 14 dobles) y 38 (23 dinicos
y 15 dobles), respectivamente. Los RN con MACS,
Grupo 11 y Grupo 11 en ciclos oocitos donados fue-
ron 50 (36 tinicos y 14 dobles), 59 (33 dinicos y 26
dobles), y 22 (14 vinicos y 8 dobles), respectivamente.
No se encontraron diferencias significativas en nin-
guna de las variables luego de ser comparadas con
los grupos II y III. Conclusiones. Los RN luego del
uso de MACS presentan similares caracteristicas a los

RN luego de ICSI convencional.

Palabras claves. Recién nacidos y columnas de anexina.

Summary
Objective. To compare newborn (NB) data of cou-

ples underwent conventional assisted reproductive te-
chnology (ART), vs. couples under ART with MACS
(Magnetic Actived Cell Sorting).

Material and methods. This is retrospective and
comparative study. A hundred patients who perfor-
med ART cycles (2009-2012) with a NB achieved
with MACS were considered (Group 1). It was in-
cluded cycles where fresh embryo transfer and fresh
homologous semen were performed. Indications for
MACS treatment were: sperm DNA fragmenta-
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tion (TUNEL) >20% andfor cleaved caspase 3
(C3A)>11%. It was included cycles with donated
and own oocytes. Variables such as: weight, sex, ges-
tational age, congenital malformations, N° fetus,
perinatal mortality and obstetrics and fetal compli-
cations were included. Two comparative groups were
considered: NB after ICSI with mild male factor
(Group II) and severe male factor with normal TU-
NEL and C3A (Group I11), both groups without MACS.
Results. NB with MACS, Group II and Il in cy-
cles using own oocytes, were 67 (47 single and 20
double), 37 (23 single and 14 double) and 38 (23
single and 15 double), respectively. NB with MACS,
Group II and III using donated oocytes were 50 (36
single and 14 double), 59 (33 single and 26 double)
and 22 (14 single and 8 double), respectively. No
significant differences were found between groups.

Conclusions. NB after MACS has similar characte-

ristics in comparison with conventional ICSI.

Key words. Newborn and Magnetic Actived Cell
Sorting.

Introduccién

En la actualidad se estima que mds de 100.000
nifos nacen anualmente en el mundo con la ayu-
da de cualquiera de las técnicas vigentes de repro-
duccién asistida.! El incremento de las técnicas y
de su efectividad ha ido asociado a la introduccién
de la criopreservacién embrionaria y a la inyec-
cién intracitopldsmica de espermatozoides (ICSI).
En EE.UU. (SART) se registraron un total de
154.412 tratamientos de reproduccién asistida
de alta complejidad en el afio 2011, el 99% de
los mismos correspondian a FIV-ICSI, siendo la
tasa promedio de recién nacido vivo de 36,0%.
En ovodonacidn se realizaron 9.332 transferencias
embrionarias en fresco, con una tasa de recién na-
cido vivo de 54,9%.

Las TRA se han transformado en el tratamien-
to de eleccién en casos de infertilidad femenina
y masculina, sin embargo, las tasas de embarazo
permanecen en niveles subptimos en los casos de
factor masculino severos. A pesar de que el andlisis
convencional de una muestra de espermatozoides
brinda considerable informacién acerca de las ca-
racteristicas de la misma, no es informativo acerca

Reproduccién - Vol 29 / Ne 1 / Marzo 2014

de la presencia de eventos de dafio en el ADN o de
muerte celular programada (apoptosis) que pueden
ser en gran medida responsables de una baja tasa
de fecundacién e implantacién.* La integridad del
ADN del espermatozoide ha demostrado que influ-
ye tanto en las tasas de fertilizacién,’ en la implan-
tacién y desarrollo del embarazo.®

Con el propésito de seleccionar mejores po-
blaciones espermaticas, se han desarrollado nuevas
terapéuticas no invasivas para reducir los niveles
de apoptosis espermdtica a través de la seleccién
por microesferas magnéticas o columnas de anexina
(MACS, Magnetic Actived Cell Sorting).”® Esta es
una técnica de seleccién espermdtica que utiliza el
agregado de esferas supramagnéticas biodegradables
conjugadas con anexina V para separar poblaciones
espermdticas apoptéticas que presentan la externa-
lizacién de fosfatidilserina en su membrana con alta
afinidad a la anexina V. Esta técnica permite sepa-
rar la poblacién afectada de las no apoptéticas al ser
aplicadas sobre una columna expuesta a un campo
magnético.” De esta manera se logra la seleccion de
espermatozoides no apoptéticos y se enriquece la
muestra con espermatozoides que podrian llegar a
ser usados en TRA.

A pesar de la aplicaciéon extensa de estos pro-
cedimientos, el prondstico de los nifios ha tenido
menor relevancia que el éxito de las técnicas, tan-
to en porcentaje de gestaciones conseguidas como
en tasa de recién nacidos vivos. La primera con-
secuencia de las TRA ha sido el incremento de la
gestacién multiple; en la actualidad se estima que
mids del 70% de los embarazos gemelares y el 99%
de las gestaciones de mayor orden son resultado
de los tratamientos de infertilidad. Los principales
riesgos que afectan al feto y a los recién nacidos
producto de embarazos mdltiples son la prematu-
ridad y la cigosidad.

Hasta la fecha sélo se han reportado dos traba-
jos de embarazo evolutivo tras realizar TRA con se-
paracién espermdtica con columnas de anexina.'®!!
Esta técnica se realiza mayoritariamente en Latino-
américa, y en menor proporcién en Espana, Tur-
quia, Francia, Canadd, China, etc. Desde el inicio
la utilizacién de MACS en TRA se han reportado
trabajos en cuanto a su efectividad clinica; hasta la
fecha no existe ningtin reporte de los datos sobre los
recién nacidos. Nuestra institucién cuenta con una
importante casuistica de tratamientos y recién naci-
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dos con MACS, por lo que creemos importante la
ejecucion de este primer reporte.

Finalmente, el objetivo de nuestro estudio es:
comparar los datos de los recién nacidos de pare-
jas que realizaron TRA convencional (con factor
masculino leve y severo) vs TRA con MACS.

Materiales y métodos

El disefio del presente estudio es de tipo re-
trospectivo y comparativo. Para lo cual se anali-
zaron 100 ciclos parejas que realizaron TRA en
CEGYR (Medicina Reproductiva, Buenos Aires,
Argentina) desde enero 2009 hasta marzo 2012,
que tuvieron un recién nacido luego de realizar
ICSI con MACS (Grupo I). Sélo se consideraron
ciclos donde la transferencia embrionaria se reali-
z6 en fresco y se empleé semen homélogo fresco.

La indicacién del uso de MACS fue por presentar
niveles alterados de fragmentacién de ADN (TUNEL
mayor a 20% y/o Caspasa 3 Activa mayor a 11%) en
estudio previo de semen (no mayor a 6 meses).

En los recién nacidos se procedié a evaluar las
siguientes variables:

1- Edad gestacional al nacimiento. Se calculé
a partir de la fecha de la dltima menstruacién.
Se clasific6 en: Prematuro (cuando el parto
tiene lugar antes de 37 semanas de gestacién),
A término (de 37 a 42 semanas de gestacion
y Pos maduro (nacido después de 42 semanas
de gestaci6n)."?

2- Peso: expresado en gramos.
3- Sexo: femenino o masculino.

4- Numero de fetos: embarazo dnico o mul
tiple, determinado por ecografia obstétrica rea
lizada el primer trimestre de embarazo.

5- Malformaciones congénitas. Fue definida
como el defecto estructural primario de un
érgano, parte de él o zonas mds extensas del or-
ganismo, que resulta de una alteracién inhe-
rente en el desarrollo y que se hace evidente

al examen fisico del recién nacido, o posterior
al nacimiento, cuando se hace patente el de
fecto funcional de un érgano interno afectado

anatémicamente. Por su magnitud se distin-
guen en mayores y menores. Las primeras re-
lativas a los defectos que tienen un compro-
miso funcional importante para la vida del in-
dividuo, por lo que tienen consecuencias mé-
dicas o estéticas, requieren de atencién tem-
prana, algunas veces de urgencia y, por tanto,
tienen también repercusién psicosocial.'®!

6- Complicaciones obstétricas. Las complica
ciones obstétricas se refieren a disrupciones y
trastornos sufridos durante el embarazo, el
parto y el trabajo de parto, asi como en el pe-
riodo neonatal inicial. Entre los ejemplos de
dichas complicaciones se incluyen la exposi
cién prenatal a drogas, una alimentacién ma-
terna inadecuada, anomalias fisicas menores y
complicaciones en el nacimiento. Las compli
caciones obstétricas pueden tener efectos de
largo plazo en un nifo, incluyendo la acentua-
cién de conductas problemadticas.

7- Complicaciones fetales.

8- Mortalidad perinatal: se consideran todas
las muertes ocurridas entre la vigesimaoctava
semana de gestacién y el séptimo dia de naci
miento.

Con fines de realizar el andlisis comparativo se
consideraron los siguientes grupos:

Grupo I: pacientes que realizaron MACS.

Grupo II: pacientes que realizaron TRA por
factor masculino leve (concentracién espermdtica
mayor a 5 millones/ml, indice estricto de morfo-
logia mayor de 4%).

Grupo III: pacientes que realizaron TRA por
factor masculino severo con niveles de TUNEL
y/o Caspasa 3 Activa normal (concentracién es-
permdtica menor a 5 millones/ml, indice estricto
de morfologia menor de 4%).

Los Grupos II y III tuvieron caracteristicas si-
milares. Asi, en ciclos de TRA con oocitos propios
la causa de la infertilidad solamente fue de tipo
masculina y las edades maternas fueron iguales o
menores de 38 afios con una respuesta folicular
mayor a 10 foliculos al estimulo durante el trata-
miento. En los ciclos de TRA con oocitos donados
la causa fue tanto femenina (edad reproductiva
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avanzada o falla ovdrica prematura) como mascu-
lina.

En todos los casos se utilizé semen en fresco y
homélogo y las trasferencias embrionarias fueron en
fresco. En ningtin caso realizaron MACS. Fueron
analizados 124 ciclos de parejas que realizaron TRA
durante el mismo periodo en nuestra institucién.

El nimero de RN de cada grupo se encuentra
detallado en la Tabla 1. El andlisis estadistico fue
realizado mediante las pruebas de ANOVA y chi-
cuadrado segin corresponda mediante el uso del

programa estadistico MedCalc (v12.4).

Resultados

Las edades de las pacientes del Grupo I con
oocitos propios estaban comprendidas entre 26 a
43 afos y con oocitos donados entre 31-47 afios.

Las edades de las pacientes del Grupo 1II se en-
contraban entre 26-38 afios (oocitos propios) y
29-50 afos (oocitos donados). En el Grupo III
las edades con oocitos propios se encontraban en-
tre 27-38 afios y con oocitos donados entre 36-46
anos. No se observaron diferencias significativas
en relacién a la variabilidad del rango de edad.

En la Tabla 2 se representa el ndmero total de
embarazos en los Grupo I, II y III, en donde se
detalla el nimero de fetos (inico o multiple) en
cada uno de los grupos. Se obtuvo un promedio
de embarazo tnico en el Grupo I de 82,5% con
oocitos propios y 84% con oocitos donados. Todos
los embarazos multiples fueron dobles en este gru-
po. En el Grupo II el promedio de embarazo tnico
fue de 77% (oocitos propios) y 72% (oocitos do-
nados), de igual manera todos los embarazos mul-

tiples fueron dobles. En el Grupo III el promedio

Tabla 1. Toral de recién nacidos tinicos y miiltiples en cada grupo.

RECIEN GRUPOI  GRUPOI GRUPOIl  GRUPOII  GRUPOII GRUPO Il
NACIDOS ~ 00CITOS  00CITOS ~ 00CITOS ~ 0O0CITOS  00CITOS 00CITOS
PROPIOS  DONADOS  PROPIOS ~ DONADOS  PROPIOS DONADOS
RN UNICO 47 36 23 33 23 14
RN
MULTIPLE 20 14 14 26 15 8
RN TOTAL 67 50 37 59 38 22
Tabla 2. Niimero de embarazos vinicos y mitltiples en cada grupo.
GRUPOI  GRUPO I GRUPOIl  GRUPOIl  GRUPO I GRUPO Il
EMBARAZOS  00CITOS ~ 00CITOS ~ 0OCITOS  0OCITOS  0OCITOS 00CITOS
PROPIOS  DONADOS  PROPIOS ~ DONADOS  PROPIOS DONADOS
EMB UNICOS 47 36 23 33 23 14
EMB
MULTIPLES 0 ! ! 13 ! 4
EMB TOTALES 57 43 30 46 30 18
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de embarazo tnico fue de 77% (oocitos propios) y
78% (oocitos donados), en este grupo uno de los
embarazos multiples fue triple (oocitos propios).
En la Tabla 3 podemos observar la distribu-
cién de los pesos expresado en gramos de los re-
cién nacidos. El Grupo I con oocitos propios tuvo
un promedio de 72% de recién nacido con peso
normal (entre 2500 y 3999 gramos), el 23% de
recién nacido con bajo peso (entre 1.000 y 2.499

gramos) y un 5% de recién nacido con alto peso
superior a 4.000 gramos. En el mismo grupo con
oocitos donados se obtuvo un promedio de 78%
de recién nacido con peso normal (entre 2.500 y
3.999 gramos), el 18% de recién nacido con bajo
peso (entre 1.000 y 2.499 gramos) y un 4% de
recién nacido con alto peso superior a 4.000 gra-
mos. En las Tablas 4 y 5, al comparar el Grupo I

tanto con oocitos propios como con oocitos do-

Tabla 3. Pesos de los recién nacidos expresados en gramos.

GRUPOI  GRUPO I GRUPOIl  GRUPOIl  GRUPO I GRUPO Il
PESO () 00CITOS  00CITOS 00CITOS  00CITOS ~ 00CITOS 00CITOS

PROPIOS  DONADOS  PROPIOS  DONADOS  PROPIOS DONADOS
1.000-1.249 3 0 0 0 0 0
1.250-2.499 13 9 12 19 10 8
2.500-2.999 24 17 6 17 7 4
3.000-3.999 24 22 19 23 21 10
>4.000 3 2 0 0 0 0

Tabla 4. No se encontraron diferencias significativas al
comparar los pesos de los recién nacidos entre el Grupo 1

y el Grupo II

Tabla 5. No se encontraron diferencias significativas al
comparar los pesos de los recién nacidos entre el Grupo I

y el Grupo I11.

PESO AL NACER GRUPOI  GRUPOII P PESO AL NACER GRUPOI  GRUPOIN P
00CITOS PROPIOS 00CITOS PROPIOS

BAJO PESO 16 12 NS BAJO PESO 16 10 NS
(1.000-2.499) (1.000-2.499)

PESO NORMAL PESO NORMAL

(2.500-3.999) 48 2 NS (2.500-3.999) 48 28 NS
ALTO PESO ALTO PESO

(+4.000) 3 0 NS (+4.000) 3 0 NS
PESO AL NACER GRUPOI  GRUPOI P PESO AL NACER GRUPOI  GRUPOIN P
00CITOS DONADOS 00CITOS DONADOS v v

BAJO PESO 9 19 NS BAJO PESO 9 8 NS
(1.000-2.499) (1.000-2.499)

PESO NORMAL PESO NORMAL

(2.500-3.999) 39 40 NS (2.500-3.999) 39 14 NS
ALTO PESO ALTO PESO

Reproduccién - Vol 29 / N° 1 / Marzo 2014

15



Recién nacidos por técnicas de reproduccién asistida con columnas de anexina

Marfa Florencia Ugozzoli Llugdar y col

nados versus los Grupo II y Grupo III no se en-
contraron diferencias significativas con respecto al
peso de los recién nacidos.

La Tabla 6 representa la distribucién de los
recién nacidos de los diferentes grupos y la edad
gestacional al nacer. En nuestro grupo de estudio

se encontré un promedio de 19% de prematuros,
de los cuales el 12% correspondian a embarazos
dobles. El Grupo I con oocitos propios tuvo un
promedio de edad gestacional de 37,2 + 2,2 sema-
nas, dentro de este grupo hubo 14 recién nacidos
prematuros con un promedio de prematurez de

Tabla 6. Niimero de recién nacidos prematuros, a término y postérmino en cada

uno de los grupos.

EDAD GRUPO | GRUPO | GRUPO Il GRUPO Il GRUPO Il GRUPO I
GESTACIONAL 00CITOS  00CITOS 00CITOS  00CITOS 00CITOS 00CITOS
PROPIOS  DONADOS  PROPIOS ~ DONADOS  PROPIOS DONADOS
PREMATURO 14* 5 T 12= 8 6
TERMINO 43 38 23 34 22 12
POSTERMINO 0 0 0 0 0

* De los 19 prematuros 12 corresponden a EMB dobles.
** De los 19 prematuros 14 corresponden a EMB dobles.
*** De los 16 prematuros 9 corresponden a EMB multiples.

Tabla 7. No se encontraron diferencias significativas al
comparar la edad gestacional de los recién nacidos entre

el Grupo 1y el Grupo I1I.

Tabla 8. No se encontraron diferencias significativas al
comparar la edad gestacional de los recién nacidos entre

el Grupo 1 y el Grupo I11.

EDAD GESTACIONAL  gRuPo1  GRUPO Il p EDAD GESTACIONAL  gRuPO1  GRUPO Il p
00CITOS PROPIOS 00CITOS PROPIOS

PREMATURO 14 7 NS PREMATURO 14 8 NS
(<37 sem) (<37 sem)

TERMINO TERMINO

(37-42 sem) 43 23 NS (37-42 sem) 43 22 NS
POSTERMINO POSTERMINO

(>42 sem) 0 0 NS (>42 sem) 0 0 NS
EDAD GESTACIONAL  Grupol  GRUPO Il p EDAD GESTACIONAL  Grupo!  GRUPO I p
00CITOS DONADOS 00CITOS DONADOS

PREMATURO 5 12 NS PREMATURO 5 6 NS
(<37 sem) (<37 sem)

TERMINO TERMINO

(37-42 sem) 38 34 NS (37-42 sem) 38 12 NS
POSTERMINO POSTERMINO

(>42 sem) 0 0 NS (>42 sem) 0 0 NS
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34,0 + 2,2 semanas. El Grupo I con oocitos dona-
dos tuvo un promedio de edad gestacional de 38,0
+ 1,2 semanas, dentro de este grupo hubo 5 recién
nacidos prematuros con un promedio de prema-
turez de 35,4 + 1,2 semanas. De igual manera, en
el Grupo II con oocitos propios tuvo un promedio
de edad gestacional de 37,5 + 2,0 semanas, dentro
de este grupo hubo 7 recién nacidos prematuros
con un promedio de prematurez de 34,3 + 2,0 se-
manas. En el mismo grupo con oocitos donados
tuvo un promedio de edad gestacional de 38 + 2
semanas, dentro de este grupo hubo 12 recién na-
cidos prematuros con un promedio de prematurez
de 35,6 + 2 semanas. En el Grupo III con oocitos
propios tuvo un promedio de edad gestacional de
37,6 + 2,0 semanas, dentro de este grupo hubo 8
recién nacidos prematuros con un promedio de
prematurez de 35,0 + 2 semanas. En el mismo
grupo con oocitos donados tuvo un promedio de
edad gestacional de 37,3 + 2 semanas, dentro de
este grupo hubo 6 recién nacidos prematuros con
un promedio de prematurez de 35,5 + 2 semanas.

Las Tablas 7 y 8 demuestran que al comparar
el grupo de estudio con los Grupos II y III no se
encontraron diferencias significativas (p > 0.05)
con respecto a la edad gestacional al nacer de los
recién nacidos en estudio. Las Tablas 9 y 10 mues-
tran la distribucién de los eventos relacionados al

Tabla 10. No hubo diferencias significativas al com-
parar internacion neonatal, mortalidad perinatal, mal-
Jformaciones congénitas y el sexo de los recién nacidos en

los diferentes grupos.

GRUPOI  GRUPOII  GRUPOIII
INTERNACION NEO 1 15* 4
MORTALIDAD . .
PERINATAL 0 0 0
MALFORMACIONES 1 1" "
MASCULINO 60 37* 30
FEMENINO 57 49* 28"

*P- NS

ndmero de internaciones neonatales, nimero de
malformaciones, nimero de muertes neonata-
les y los sexos de los recién nacidos, tanto en el
grupo de estudio como en los dos grupos. No se
encontraron diferencias significativas al compa-
rarlos. En el Grupo I hubo un recién nacido con
sindrome de Down en una mujer de 37 afios que
realizé TRA con oocitos propios. En el Grupo I1
hubo un recién nacido con hipoplasia pulmonar
izquierda en una mujer que realiz6 TRA con oo-

Tabla 9. Nimero de recién nacidos que necesitaron internacion en neonatologia, que
tuvieron malformaciones congénitas y muertes perinatales. También se evalud el niime-
70 de recién nacidos de sexo femenino y masculino en cada grupo.

GRUPOI  GRUPO| GRUPOII  GRUPONl  GRUPONI  GRUPOII
00CITOS ~ 00CITOS ~ 0O0CITOS  00CITOS  0OCITOS 00CITOS
PROPIOS  DONADOS  PROPIOS ~ DONADOS  PROPIOS DONADOS
INTERNACION NEO 10 1* 6 9 o o
MORTALIDAD
PERINATAL 0 0 0 0 0 0
MALFORMACIONES 1 0 0 1 0 1
MASCULINO 34 26 19 28 23 9
FEMENINO 33 24 18 31 15 13

* De las 11 internaciones 7 corresponden a EMB dobles.
** De las 15 internaciones 10 corresponden a EMB dobles.
*** De las 4 internaciones 3 corresponden a EMB multiples.
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citos donados y en el Grupo III hubo un recién
nacido con hipoplasia craneal en una mujer que
realizé6 TRA con oocitos donados. No hubo nin-
guna muerte neonatal en ninguno de los grupos.
El 90% de las complicaciones neonatales fue por
sindrome de dificultad respiratoria, el resto fue
por hiperbilirrubinemia y dificultad en la succidn.

Discusion

Desde el afio 1992, en que Palermo y cols pu-
blicaron los primeros embarazos obtenidos tras
ICSI, este procedimiento se ha convertido en una
técnica de rutina en los laboratorios de fecunda-
cién in vitro (FIV) de todo el mundo. Si en un
principio la préctica del ICSI se limit6 a casos
de infertilidad masculina severa, con el paso del
tiempo las indicaciones se ampliaron a muchas
otras como parejas con fallas reiteradas de FIV
convencional, fallas de inseminacién artificial,
baja respuesta ovdrica y mala calidad ovocitaria.
Como mencionamos al inicio, en la actualidad se
estima que mds de 100.000 nifios nacen anual-
mente en el mundo con la ayuda de cualquiera de
las técnicas vigentes de TRA.!

En el presente trabajo hacemos hincapié
en una técnica nueva de seleccién espermdtica
“MACS?, la cual se aplicé con éxito en un grupo
de pacientes con altos niveles de fragmentacién
del ADN en las muestras de semen previa al ICSI.
Por lo reportado hasta el dia de la fecha es el pri-
mer reporte que compara los resultados reproduc-
tivos de la misma y los datos de los recién naci-
dos con respecto a las técnicas convencionales de
reproduccién asistida de alta complejidad (ICSI).

Teniendo en cuenta la importancia del estudio
de la fragmentacién del ADN espermdtico jun-
to con marcadores de apoptosis celular, surge la
pregunta acerca de las opciones terapéuticas ante
la presencia de un alto porcentaje de espermato-
zoides afectados. En los dltimos afios han surgi-
do distintas alternativas para tratar de brindar
mejores resultados reproductivos a pacientes con
altos niveles de espermatozoides con ADN frag-
mentado. Greco y cols postularon que el uso de
antioxidantes orales en un perfodo de 2-3 meses
previo al tratamiento de ICSI no mejora las ta-
sas de fecundacién y clivaje embrionario, pero s
mejora las tasas de implantacién (19,6% versus
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2,2%) y embarazo (48,2% versus 6,9%) de mane-
ra significativa con respecto al grupo de pacientes
con dafio en el ADN espermdtico que no toma-
ron antioxidantes.” Los autores concluyen que el
tratamiento con antioxidantes en pacientes con
dafio en el ADN espermdtico antes del ICSI po-
drfa mejorar el prondstico reproductivo. Sin em-
bargo, otros autores afirman que el uso de antio-
xidantes no mejora los resultados del tratamiento
de ICSI de manera significativa y que se deben
considerar las causas que originan la ruptura del
ADN espermitico.'®

Otra posible opcién terapéutica a la presen-
cia de un elevado porcentaje de espermatozoides
apoptdticos en el eyaculado es la realizacién de
una biopsia de testiculo ya que se postula que la
tasa de fragmentacién del ADN espermdtico es
marcadamente menor en el testiculo si se la com-
para con el eyaculado.” Los autores no hallaron
diferencias en términos de tasa de fecundacién o
calidad embrionaria en casos de ICSI en donde
se usaron espermatozoides de eyaculado versus
espermatozoides de testiculo. Sin embargo, se lo-
graron ocho embarazos clinicos (cuatro simples y
cuatro dobles) luego de ICSI con espermatozoides
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 terminé en aborto
temprano tiempo mds tarde. Los autores conclu-
yen que la biopsia de testiculo en ICSI constituye
un modo de omitir el pasaje por el epididimo (lu-
gar donde ocurre el mayor dafio en el ndcleo del
espermatozoide),” y podria ser una opcién en el
tratamiento del factor masculino con altos niveles
de fragmentacién del ADN espermatico.

Por otro lado, en bisqueda de un método
no invasivo que permita dar solucién a los altos
niveles de apoptosis celular en espermatozoides,
distintos grupos de trabajo describieron el uso de
anexina V acoplada a pequefias esferas metdlicas
recubiertas por polimeros biodegradable (-50 nm
en didmetro). Las mismas pueden ser usadas para
separar espermatozoides muertos y apoptdticos
cuando se los expone a un campo magnético de
alto poder en una columna. Este procedimiento

de separacion o filtrado molecular se denomina
Magnetic Activated Cell Sorting- MACS o sepa-
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racién magnética por columnas de anexina V. El
principio consiste en que los espermatozoides con
externalizacién de fosfatidilserina en la membra-
na plasmdtica deteriorada se unirdn a anexina V
que, acopladas a las microesferas, quedardn adhe-
ridas a la columna de separacién. Por otro lado,
los espermatozoides no apoptéticos con membra-
nas intactas no se unirdn a anexina V y pasardn
libremente a través de las columnas.”®*° De esta
manera se logra la seleccién de espermatozoides
no apoptdticos y se enriquece la muestra de es-
permatozoides que podrian llegar a ser usados en
técnicas de reproduccién asistida de alta comple-
jidad (ICSI).

Algunas de las preocupaciones sobre la seguri-
dad de esta nueva técnica han surgido, sobre todo
si los espermatozoides seleccionados se van a utili-
zar para la ICSI. Usando microscopia electrénica
de transmisién, Paasch y cols evidenciaron en la
fraccién de anexina V negativa que ésta no tenia
microesferas unidas a la membrana plasmitica
de manera inespecifica’ Ademds, en nuestra ex-
periencia se ha realizado microscopia electrénica
de barrido con los mismos resultados (datos no
mostrados). Por lo que estas observaciones preli-
minares parecen indicar que los espermatozoides
eluidos no muestran signos de la unién no especi-
fica a la superficie de los espermatozoides.

El primer resultado clinico de tipo prospectivo
randomizado de una serie de pacientes que utili-
zaron MACS frente DGC (Density Gradient Cen-
trifugation) fue reportado por Dirican y cols.”
En este informe hay dos grupos [MACS = 122
parejas; DGC (control) = 74 parejas], en donde se
evidencia un incremento en la tasa de embarazo
en el grupo que realizaron MACS. Otros trabajos
publicados en el afio 2009 presentan embarazos
evolutivos de pacientes que realizaron TRA mds
MACS, en el cual el varén presenté espermatozoi-
des con altos niveles de fragmentacién del ADN.
En los reportes no se manifestaron complicacio-
nes fetales hasta ese momento de la gestacién.'®"!

Estos avances crearon cierta inquietud sobre
los resultados de los nifios nacidos con estos nove-
dosos tratamientos.

Dos trabajos publicados en el afio 2009 anali-
zan parte de la problemdtica asociada a los nifos
nacidos por TRA.

Sebastiani y cols, comparé los resultados obs-

tétricos y neonatales de las TRA (ICSI'y FIV) con
gestaciones espontdneas y concluyé en su traba-
jo que las TRA se asocian mds a prematuridad
(definida como gestacién inferior a 37 semanas),
bajo peso al nacer (definida como peso inferior
al percentil 10 para su edad y sexo) y aumento de
las enfermedades obstétricas, como hipertensién
arterial, diabetes gestacional, amenaza de aborto,
enfermedades placentarias y hemorragias.*

Sanchis y cols, realizé un estudio prospecti-
vo de 7.008 recién nacidos (113 tras FIV y 6.895
Fecundacién Natural) y concluyd que la tasa de
gemelaridad con FIV fue significativamente ma-
yor con respecto a la fecundacién natural (56,6%
y 2,4% respectivamente) y que la tasa de defec-
tos congénitos en los recién nacidos con FIV fue
5,3% vs 1,1% en recién nacidos tras fecundacién
espontdnea (P < 0,002).”

En nuestro trabajo no se encontraron diferen-
cias significativas con respecto al nimero de em-
barazos (embarazo tnico: 82,5% oocitos propios-
84% con oocitos donados), peso fetal (entre 1.000
y 2.499 gramos: 23% con oocitos propios y 18%
con oocitos donados; entre 2.500 y 3.999 gramos:
72% con oocitos propios y 78% con oocitos dona-
dos), edad gestacional, complicaciones obstétricas
ni fetales al comparar con los grupos controles.

En un reporte de la OMS publicado en mayo
2012 se informa que cada afio unos 15 millones
de bebés en el mundo, mas de uno en 10 naci-
mientos, nacen demasiado pronto, segun el re-
cientemente lanzado informe Nacido Demasiado
Pronto: Informe de Accion Global sobre Nacimien-
tos Prematuros. Mds de un millén de estos bebés
mueren poco después del nacimiento; muchos
otros sufren algin tipo de discapacidad fisica,
neuroldgica o educativa, a menudo a un gran cos-
to para las familias y la sociedad.

Nuestro trabajo, aunque no pretende compa-
rar los resultados reproductivos y la presencia de
malformaciones congénitas de las TRA con res-
pecto a los embarazos concebidos naturalmente,
muestra que hay mucho debate acerca de este
tema.”*? Algunos trabajos evidencian que existe
un aumento significativo en los recién nacidos de
defectos congénitos.?*-3?

En nuestro trabajo al comparar el Grupo I tan-
to con oocitos propios como donados con respec-
to a la variable “malformaciones congénitas” no se
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encontré diferencias significativas con respecto a
los grupos controles. El nimero de malformacio-
nes congénitas en nuestro estudio concuerda con
el esperado en la poblacién general. Se evidencié
un recién nacido con sindrome de Down en el
grupo MACS con oocitos propios y en los grupos
controles hubo un recién nacido con hipoplasia
pulmonar y otro con hipoplasia craneal, los dos
en TRA con ovodonacién uno de cada grupo. No
hubo muertes neonatales reportadas en nuestro
trabajo.

Conclusién

En resumen, este trabajo ilustra la implemen-
tacion satisfactoria y prometedora de la técnica
MACS en casos de TRA en pacientes con altos
niveles de fragmentacién ADN espermdtico y los
resultados reproductivos satisfactorios al igual que
las TRA convencionales.

No se encontraron diferencias significativas
al comparar los datos de los recién nacidos con
MACS vs TRA convencional (factor masculino
leve) y TRA convencional (factor masculino seve-
ro con TUNEL y/o Caspasa normal).
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