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La apoptosis en espermatozoides de eyaculado
estd caracterizada por eventos tempranos y tar-
dios. Dentro de los tempranos se pueden mencio-
nar a la externalizacién de la fosfatidilserina de la
membrana plasmdtica, mientras que la activacién
de la caspasa 3 y la fragmentacién del ADN (me-
dida, por ejemplo, con la técnica de TUNEL) son
considerados eventos tardios de muerte celular.

A pesar de que el andlisis convencional de una
muestra de espermatozoides brinda considerable
informacién acerca de las caracteristicas de la
misma, no es informativo acerca de la presencia
de apoptosis que puede ser en gran medida res-
ponsable de una baja tasa de fecundacién e im-
plantacién (Boe-Hansen y col, 2006; Avendafno
y col, 2009). Hoy en dia el estudio de apoptosis
en muestras de semen es recomendado en hom-
bres con algtn trastorno androlégico como ser:
varicocele, testiculos en ascensor, edad avanzada
(>45 afios), teratozoospermia severa (indice de
Kruger <4%), leucocitospermia, fumadores seve-
ros, con tratamiento de quimio o radioterapia,
con intentos previos de reproduccién asistida con
fallas de fertilizacién o embriones de mala cali-
dad, y casos de pérdidas gestacionales tempranas.

Alternativas terapéuticas ante elevados niveles
de fragmentacién del ADN espermdtico

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 otras palabras, ;cé6mo
tratamos al hombre con altos niveles de frag-
mentacién espermdtica? En los tltimos afios han
surgido distintas alternativas a las tradicionales
(como la toma de antioxidantes o la obtencién
de espermatozoides testiculares), entre las cuales
se encuentra un método no invasivo llamado
columnas de Anexina V acoplada a pequenas

esferas metdlicas (~-50 nm en didmetro) recu-
biertas por un polimero biodegradable (Said y
col, 2005, 2006a y b, 2008). Las mismas pueden
ser usadas para separar espermatozoides apoptd-
ticos cuando se los expone a un campo magnéti-
co de alto poder en una columna. Este procedi-
miento de separacién o filtrado molecular se
denomina Magnetic-Activated Cell Sorting-
MACS- o Separacién Magnética por Columnas
de Anexina V.

En el dltimo congreso de SAMER organizado
en marzo de 2009 reportamos los resultados de
seguridad y eficacia de esta técnica y ese trabajo
fue merecedor del Premio Accésit y a su vez fue
publicado en el nimero pasado de esta misma
revista. Posteriormente nuestro trabajo fue selec-
cionado a premio en la reunién de la REDLARA
en Cancin, México, (abril de 2009) y alli se
expusieron resultados clinicos con el uso de
MACS (Libro de resimenes 9° Taller General,
RT28, pdginas 63-66). El tiempo pasé y hoy en
dfa con mds de 130 casos realizados en pacientes
afectados, estamos orgullosos de anunciar nues-
tros primeros nacimientos a partir de esta técnica

acoplada al ICSI.

Paciente 1

El hombre: 40 afios, con antecedente de neu-
rocirugia por malformacién arteriovenosa.
Epilepsia en la adultez medicado desde 1994 con
carbamazepina, actualmente sin episodios con-
vulsivos. Dos afios de esterilidad primaria por
factor masculino. Espermogramas previos a la
consulta con indices de Kruger entre 0 y 4%
medicado con tamoxifeno y antioxidantes sin
mejorfa sustancial. Se solicita nuevo espermogra-
ma que informa: 40 x 10° espermatozoides/ml,
movilidad a+b: 47%, morfologia espermdtica por
indice de Kruger: 7% (con 74% de anomalias

cefdlicas). Se realizan estudios de apoptosis en
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muestra de semen y los mismos muestran 20% de
fragmentacién espermdtica (VN<20%) y Caspasa
3 activa de 27% (VN<11%). Se realizan estudios
ultraestructurales (microscopia electrénica) en la
muestra espermdtica y los mismos muestran nor-
males niveles de compactacién de la cromatina.

La mujer: 33 afios, sin antecedentes relevantes.
TSH 2,28 ATPO neg FSH 6,1 LH 1,7 PRL 13,9
E2 29. Histerosalpingografia normal. No se obser-
van anomalfas en ningdn estudio prequirdrgico.

La pareja realiza tres inseminaciones intraute-
rinas y un ICSI sin embarazo. Las muestras de
semen fueron preparadas por gradientes con recu-
peracién entre 5 y 10 millones de espermatozoi-
des/ml con una movilidad grado III del 50%.

Tras dos afios de bdsqueda de embarazo y
luego del diagnéstico de altos niveles de fragmen-
tacién espermdtica y Caspasa 3 activa durante el
estudio de diagndstico, la pareja realiza
MACS+ICSI luego de aprobacién por nuestro
Comité de Etica y firma de consentimiento infor-
mado.

Se la estimula con 225 UI de rFSH y agonis-
tas desde fase lttea previa. Se obtienen 11 ovoci-
tos (SMII, 5MIy 1GV), se inyectan 10 MII y fer-
tilizan normalmente 7. Se trasfieren dos embrio-
nes clase 3 que resultan en embarazo tnico y
nacimiento de un varén sano el dia 5 de noviem-
bre de 2009 con 37 semanas (pretérmino). Parto
por cesdrea por placenta previa suboclusiva e ini-
cio de trabajo de parto. El nifio no necesité tera-
pia neonatal. Peso 3.000 g, adecuado para la edad
gestacional y 48 cm. Evaluacién neonatal normal.

Alros niveles de fragmentacion esper-
mdtica (niicleo verde) y Caspasa 3
activa (pieza media rojo) en la mues-
tra de espermatozoides del dia del
diagndstico.

Paciente 2

El hombre: 38 afios, 4 anos de esterilidad pri-
maria por factor masculino con varicocele bilate-
ral tratado quirdrgicamente. Espermograma post-
quirtrgico: 30 x 10° espermatozoides/ml, movili-
dad a+b: 38%, morfologia con indice de Kruger:
9%. Niveles de fragmentacién espermdtica: 31%
(VN<20%) y Caspasa 3 activa: 7% (VN<11%).
Cariotipo normal.

La mujer: 37 afios, FSH, LH y estradiol nor-
mal. No se observan anomalias en ningtin estudio
bésico en la mujer. Cariotipo normal.

Luego de la toma de antioxidantes por tres
meses, la pareja realiza 6 inseminaciones intraute-
rinas y un ICSI en otro centro del exterior sin em-
barazo (baja tasa de fecundacién y regular calidad
embrionaria).

Luego de aprobacién por nuestro Comité de
Etica, la pareja realiza MACS+ICSI. A partir de una
estimulacién de la ovulacién con dosis convencio-
nales de FSH recombinante, se obtienen un total de
7 ovocitos (SMII), de los cuales fecundan tres y en
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dia 3 se transfieren dos embriones de buena calidad

que resultan en embarazo tnico y nacimiento de un
varén sano luego de 39 semanas y 4 dias (ver fotos)

el dfa 26 de noviembre del 2009. El nifio nacié con  te

2.750 g, 48cm, y un puntaje de APGAR 9-9-9 al

Pardmetros seminales, fragmentacién del

ADN vy caspasa 3 activa de la muestra del dfa del
procedimiento MACS+ICSI. Notar la importan-

reduccién en los niveles de Fragmentacién

espermdtica en la fraccién utilizada para ICSI

nacer. Evaluacién neonatal normal.

Anexina V (-).

Gradiente/pre- MACS’ Anexina V {(-) Anexina V (+)
Concentracion 1 x 10%/ml 600.000/ml 400.000/ml
% Viabilidad 49 64 0
% Movilidad (a+b+c) 30 43 0
% Fragmentacién del ADN 25 10 70
% Caspasa-3 activa 8 7 20
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