
Efecto en los resultados reproductivos
con la “magnetic-actived cell sorting (MACS)” 
para la eliminación de espermatozoides positivos 
a anexina V en parejas con infertilidad inexplicable

8

 Durante muchas décadas se subestimó la infertilidad masculina hoy en día esto está 

cambiando, cada vez son mayores los avances en el uso de nuevas técnicas y mayor tecnología para 

diagnosticar y tratar esta problemática que afecta a miles de hombres en todo el mundo. En el 

siguiente trabajo se estudiara si con método de capacitación espermática swim-up complementado 

con separación magnética de células activadas; la “magnetic-actived cell sorting (MACS)” se puede 

eliminar los espermatozoides positivos a marcadores tempranos de apoptosis y asi mejorar los 

resultados reproductivos en parejas con diagnóstico de infertilidad inexplicable. 
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 RESUMEN

Objetivo: Determinar si la eliminación de esperma-
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tozoides positivos a marcadores tempranos de apoptosis 

en parejas con infertilidad inexplicable incrementa la tasa 

de nacidos vivos.

Materiales y métodos: Ensayo piloto, con asignación al 

azar, controlado y triple ciego y un estudio paralelo de dos 

grupos. Se incluyeron parejas con diagnóstico de 

infertilidad inexplicable que se asignaron en una 

proporción 1:1 al grupo A (método de capacitación 

espermática swim-up) o grupo B (método de capacitación 

espermática swim-up complementado con separación 

magnética de células activadas; magnetic- actived cell 

sorting; MACS). Posteriormente, a todas las muestras se 

les efectuó una inyección intracitoplasmática de 

espermatozoides, como técnica de fertilización. Por 

último, todos los embriones obtenidos se analizaron hasta 

la etapa de blastocisto y todas las transferencias se 

llevaron a cabo en la misma etapa.

Resultados: Se incluyeron 40 parejas y no se encontraron 

diferencias en la tasa de fertilización. Con la aplicación de 

MACS se obtiene mayor porcentaje de embriones de 

buena calidad en día 3 (90.3 vs 99.5%; p = 0.03) y en día 5 

(77.3 vs 90.1%; p =< 0.0001) disminuyó el porcentaje de 

embriones arrestados (16.3 vs 7.9%; p = 0.01). Por último, 

las tasas de implantación (42.1 vs 57.1%), embarazo clínico 

(60 vs 80%) y nacidos vivos (55 vs 80%) aumentaron, sin 

diferencias estadísticamente significativas.

Conclusiones: La separación magnética de células 

activadas (MACS) en parejas con infertilidad inexplicable 

mejora el desarrollo embrionario. A pesar de no existir una 

diferencia significativa se observa una tendencia al 

incremento de embarazos clínicos y nacidos vivos.

palabras clave: Anexina V; infertilidad inexplicable; 

Inyección intracitoplasmática de espermatozoides; tasa 

de natalidad; Implantación de embriones; Desarrollo 

embrionario
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La infertilidad se refiere a un pronóstico basado 

en una aproximación de posibilidades de embarazo; esto 

obliga al estudio completo de la pareja (hombre-mujer) 

con la finalidad de evidenciar una causa. En ausencia de 

factores, la infertilidad es inexplicable.

En la actualidad, las herramientas diagnósticas no 

consiguen explicar, aproximadamente, una cuarta parte 

de los casos; sin embargo, este grupo de parejas ingresan 
 a una estrategia  terapéut ica específica.(1) Las 

recomendaciones de la American Society for Reproductive 

Medicine (Estados Unidos) sugieren un enfoque 

progresivo, que se inicia con la inseminación intrauterina 

hasta concluir con alguna técnica de reproducción asistida 
 de alta complejidad.(1,2) No obstante, las directrices del 

National Institute for Health and Care Excellence (Reino 

Unido) proponen un ciclo de fertilización in vitro de forma 

inmediata en parejas (menores de 40 años) con 

antecedente de tener relaciones sexuales sin protección 

durante más de dos años(3)

A lo largo de muchas décadas se ha subestimado 

al factor masculino; hoy en día, la confiabilidad del análisis 
 del semen para predecir la fertilidad sigue siendo baja. (4)

Está demostrado que los espermatozoides humanos 

desempeñan un papel  extenso en la  fisiología 

reproductiva.

En el 2010, la Organización Mundial de la Salud 

definió como “normal” una concentración espermática 
6más o menos mayor de 15 × 10 /mL con una movilidad total 

5 más o menos mayor de 40% y una morfología mayor de 4%.

Sin embrago, no existe un estudio de primer abordaje que 

evalué la funcionalidad e integridad genética del esperma 

a mediano y largo plazo.

La evidencia demuestra que los espermatozoides 

eyaculados tienen procesos apóptosicos tempranos, 
 similares a los que ocurren en las células somáticas. (6,7,8)

Uno de los marcadores más estudiados es la alteración de 

l a  m e m b r a n a  p l a s m á t i c a  d e l  e s p e r m a t o z o i d e 

(externalización de fosfatidilserina) que ocurre en las 

primeras etapas del proceso apoptótico. (9) Estos 

cambios son detectables con técnicas moleculares (10) y 

se identifican en espermatozoides con parámetros 

seminales normales. (7)

 En este contexto, la separación de esperma-

tozoides positivos a anexina V, mediante separación 

magnética de células activadas (MACS) es una excelente 

opción para complementar los protocolos 

convencionales de capacitación espermática. (10,11)

El objetivo de este estudio fue: demostrar que la 

eliminación de espermatozoides positivos a marcadores 

tempranos de apoptosis mejora los resultados repro-

ductivos en parejas con diagnóstico de infertilidad 

inexplicable. Si esta hipótesis se confirma podrá 

recomendarse el uso de magnetic-actived cell sorting 

(MACS) no sólo en pacientes con alteraciones en los 

parámetros seminales, sino en todos en quienes están 

indicadas las técnicas de reproducción asistida mediante 

fertilización con inyección intracitoplasmática de 

espermatozoides.

MATERIALES Y MÉTODOS

Ensayo piloto, con asignación al azar, controlado y 

triple ciego; con un estudio paralelo de dos grupos. Se 

efectuó con los casos atendidos entre junio de 2012 y mayo 

de 2013 en un único centro de reproducción asistida de la 

Ciudad de México. Todos los casos se evaluaron para 

selección. Posterior al reclutamiento, las parejas se 

asignaron al azar en una proporción 1:1 al grupo A 

(capacitación espermática swim-up)  o grupo B 

(capacitación espermática swim-up complementado con 

magnetic-actived cell sorting (MACS)). La selección del 

tratamiento se colocó en un sobre sellado y opaco, el 

embriólogo encargado del procedimiento abrió cada 

sobre. La pareja, el médico y el estadístico biomédico 

desconocían la asignación grupal de los participantes.

Criterios de inclusión: parejas con diagnóstico de 

infertilidad inexplicable, con índice de masa corporal 

normal, no fumadores, ingesta de bebidas alcohólicas no 

significativa, sin toxicomanías; además, se descartó la 

existencia de enfermedades de trasmisión sexual, sobre 

todo por C trachomatis, M hominis y U urealyticum.

Criterios de eliminación: pacientes con intolerancia a 

algún medicamento indicado como parte del estudio o 

pobre respuesta ovárica o síndrome de hiperestimulación 

ovárica. También, las parejas que no obtuvieron al menos 
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un blastocisto de buena calidad para ser transferido.

El diagnóstico de infertilidad inexplicable se 

efectuó por exclusión. Para el factor femenino se 

confirmó la ausencia de patología uterina intracavitaria o 

anexial por histerosalpingografía. Se obtuvo un perfil 

endocrinológico que incluyó las concentraciones séricas 

basales de hormona antimuleriana, prolactina, FSH, LH, 

estradiol y progesterona. Además, para determinar el 

grosor endometrial un ultrasonido vaginal en el segundo 

día del ciclo menstrual, conteo folicular antral y la 

quiescencia ovárica. El factor masculino se evaluó por 

espermatobioscopia directa efectuada en nuestro centro; 

se corroboró que los parámetros estuvieran dentro de la 

normalidad. (5,12)

Selección espermática: los pacientes recolec-

taron una muestra de semen en contenedores estériles 

después de 3-5  días  de abst inencia sexual .  La 

concentración espermática, movilidad y morfología se 

analizaron en la muestra original. Después de la 

licuefacción (15-20 minutos) se colocaron 5 µL de cada 

muestra en una cámara de Makler (Sefi Medical 

Instruments, Haifa, Israel) que se leyeron en el 

microscopio de luz para determinar la movilidad y 

concentración espermática. Para la morfología, la 

muestra se extendió en un portaobjetos, 20 minutos 

después se tiñeron con Diff-Quick (Baxter Dade 

Diagnostics, Dubingen, Switzerland) alrededor de 100 

espermatozoides por extendido; éste se analizó con 

microscopia de luz, en objetivo de inmersión 100 X.

Grupo A: después de la licuefacción se lavó la muestra 

espermática con HTF-modificado (Irvine Scientific) al 10% 

de suero sintético sustituible (Irvine Scientific) en 

proporción 1:1 durante 10 minutos a 1220 rpm; el 

sobrenadante de la muestra se decantó. Se añadieron 0.5 

mL de medio de cultivo al pellet resultante; posterior-

mente, se colocó la muestra en la incubadora a 37°C 

durante 60 minutos; en ese tiempo los espermatozoides 

móviles migraron desde el sedimento al medio de cultivo. 

Se evaluaron nuevamente la concen-tración espermática y 

la movilidad. Por ÚLtimo, las muestras se conservaron a 

37°C y 5% de CO , hasta su utilización para la inyección 2

intracitoplasmática de espermatozoides.

Grupo B: enseguida de la capacitación espermática con el 

método swim-up se hizo la selección magnética. Los 

espermatozoides se incubaron con microesferas de 

anexina-V conjugada (MiltenyiBiotec, GmbH, Bergisch 

Gladbach, Alemania) durante 20 minutos a temperatura 

ambiente; por cada 10 millones de espermatozoides se 

utilizaron 1000 mL de microesferas. Después de lavar la 

m u e s t r a  c o n  u n  a c e l e r a d o r  l a  s u s p e n s i ó n  d e 

espermatozoides con microesferas de anexina-V se cargó 

en la columna de separación. La fracción retenida en ésta 

contiene a los espermatozoides que han iniciado un 

proceso de apoptosis (anexina-V positiva) y, la fracción 

libre contiene a los espermatozoides con membranas 

intactas (anexina-V negativa). La fracción anexina-V 

negativa se conservó en medio HTF-modifica-do con 

suero sintético sustituible, para posteriormente efectuar 

la inyección intracitoplasmática de espermatozoides.

Protocolo de estimulación ovárica. Se definió 

mediante la aplicación de un protocolo de esti- mulación 

mixto, con inicio en el tercer día del nuevo ciclo menstrual. 

Con la aplicación de una dosis diaria de 300 UI de rFSH 
®(Gonal F ; Merck) más 150 UI de menotropinas urinarias 

®uhMG (Merapur ; Ferring), las dosis se modularon para 

cada paciente. A partir del séptimo día del ciclo se 

administró una dosis diaria de 0.25 mg de antagonista de 
®GnRH (Cetrotide ; Merck) (todos los medicamentos 

continuaron hasta el día del disparo). Por último, cuando 

más de 3 folículos alcanzaron un diámetro más o menos 

mayor de 18 mm por ultrasonografía vaginal, se aplicó una 
®dosis única de 250 mg de rhCG (Ovidrel ; Merck) para 

desencadenar la ovulación (36 horas antes de la 

recuperación de ovocitos).

Selección de óvulos para inyección intracito-

plasmática de espermatozoides.  Posterior a la 

recuperación de los óvulos éstos se denudaron con 

hialuronidasa (In Vitro Care) y caracterizaron en sus 

diferentes estadios. Dos horas después de la denudación 

los óvulos en metafase II se fertilizaron mediante la 

técnica de inyección intracitoplasmática de esperma-

tozoides, con un microscopio invertido IX81 (Olympus 

Corporation Shibuya-ku, Tokio, Japón). Los óvulos 

inyectados se colocaron en medio IVC-ONE (In Vitro Care) 

y secuenciaron con medios IVC-TWO (In Vitro Care) y IVC-

THREE (In Vitro Care) hasta el día 5-6 de desarrollo. Los 

óvulos fertilizados se evaluaron morfológicamente 

12 Revista Bioanálisis I Setiembre 2019 l 15 años juntos



13

>>>

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

zación.

Transferencia embrionaria. Se efectuó con guía 

ultrasonográfica abdominal con un catéter de Sydney 
®(Cook ) en un volumen de medio de 20 µL. Las pacientes 

transferidas tuvieron un ciclo de sustitución hormonal 

durante la ventana de implantación estándar (día 5 de 

suplementación con progesterona: P+5/120 horas), 

comenzando el día después de la recuperación de 

ovocitos. Se trasfirieron uno o dos embriones en la etapa 

de blastocisto, dependiendo de la cantidad y calidad de los 

ovocitos fertilizados y del desarrollo embrionario. Los 

embriones supernumerarios solo se criopreservaron 

cuando alcanzaron la etapa de blastocisto con suficiente 

calidad para el embarazo. Después de capturar los datos 

se analizó la información con el programa GraphPad 

Prism, versión 7 (GraphPad Software, Inc. San Diego, CA, 

EUA). Con la prueba de Kolmogorov-Smirnov se analizó la 

normalidad de los datos; las variables cualitativas se 

expresaron en proporciones como medidas de frecuencia 

absoluta y relativa. Para las cuantitativas se utilizaron 

medidas de tendencia central y dispersión de datos, 

expresados como media y desviación estándar o mediana 

y rangos intercuartiles. Para las variables cuantitativas se 

utilizó t de Student o U de Mann Whitney y para las 
2 cualitativas: χ o prueba exacta de Fisher. El riesgo relativo 

se calculó para los resultados binomiales con IC95%. El 

error alfa se ajustó a menos de 5% (p = < 0.05) a dos colas.

RESULTADOS

Se asignaron al azar 40 parejas: 20 al grupo 

control y 20 al grupo de intervención (Figura 1). Con 

respecto a las características demográficas y clínicas no se 

encontraron diferencias significativas entre grupos. 

Cuadros 1 y 2 tampoco hubo diferencias en la tasa de 

fertilización (86.6 vs 91.8%); sin embargo, con el magnetic-

actived cell sorting (MACS) se obtiene mayor porcentaje 

de embriones de buena calidad en día 3 (90.3 vs 99.5%; p = 
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0.03) y día 5 (77.3 vs 90.1%; p = < 0.0001). Además, hubo 

disminución en el porcentaje de embriones arrestados 

(16.3 vs 7.9%; p=0.01) (Cuadro 3). Por último, las tasas de 

implantación (42.1 vs 57.1%), embarazo clínico (60 vs 80%) y 

nacidos vivos (55 vs 80%) aumentaron con la eliminación 

de espermatozoides positivos a anexina-V sin embargo, 

no se reportaron diferencias estadíst icamente 

significativas. Cuadro 4

DISCUSIÓN

Hoy día se dispone de nuevas tecnologías que 

ayudan al diagnóstico, preparación y selección de 

espermatozoides. Hasta la fecha, el avance es frustrante y 

estos métodos han proporcionado ventajas variables en 

los resultados después de las técnicas de reproducción 

asistida.

Figura 1.Diagrama de flujo del progreso a través 

de las fases del ensayo clínico aleatorizado paralelo de dos 

grupos (reclutamiento, asignación de la intervención, 

seguimiento y análisis).

 

 Tabla 1.Características demográficas del factor 

femenino y resultados del ciclo de estimulación ovárica

Los valores están representados en media y desviación estándar* o mediana y rango 

intercuartil**.

 Tabla 2.Características demográficas del factor 

masculino y resumen de las muestras de semen utilizadas 

en la parte clínica del estudio.
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Tabla3. Parámetros de calidad embrionaria en el 

grupo experimental.

 

Valores representados en mediana y rangos intercuartiles.

** Proporciones e Ic95%. En el día 3 los embriones de buena calidad se definieron como 

los que tuvieron entre 6-8 células, menos de 15% de fragmentación, simetría alta o 

moderada y sin multinucleación; y en el día 5 se definieron como los blastocistos con 

masa celular interna y células del trofoectodermo bien definidas, con zona pelúcida 

adelgazada y adecuada expansión.

 Tabla 4. Repercusiones en la reproducción

 La eliminación de espermatozoides con fosfa-

tidilserina en la capa externa de la membrana es benéfica 

si  se combina con métodos convencionales de 

capacitación espermática; se eliminan los esper-
 matozoides de baja calidad.(11) Los marcadores 

tempranos de apoptosis se encuentran en hombres 

infértiles con parámetros seminales normales (6.1%) y en 
 quienes tienen antecedente de paternidad (5.9%).(7)

Nuestros hallazgos confirman la hipótesis de que la 

e x p r e s i ó n  d e  m a r c a d o r e s  a p o p t ó s i c o s  e n  l o s 

espermatozoides no necesariamente se correlaciona con 

alteraciones en los parámetros seminales evaluados con 

técnicas convencionales.

Hoy día, la inyección intracitoplasmática de 

espermatozoides es la técnica de reproducción asistida 

que más se utiliza, representa 70-80% de los ciclos 

real izados. Sin embargo, durante años ha sido 

cuestionada la seguridad del procedimiento (14) por 

permitir que la fertilización tenga lugar a pesar de tener 

parámetros seminales anormales y ADN severamente 

dañado. Aitken y Krausz señalan que el daño al ADN del 

espermatozoide es promutagénico y puede dar lugar a 

mutaciones después de la fertilización porque el ovocito 

intenta reparar el daño del ADN antes del inicio de la 

primera escisión. Las mutaciones que ocurren en este 

punto se fijarán en la línea germinal y pueden ser 

responsables de la inducción de diversas patologías. (15)

Varios informes establecen el vínculo entre la falla 

en el proceso de fertilización con marcadores apoptósicos 
 en los espermatozoides(9,13,16,17) Para evaluar el valor 

clínico de la aplicación de "magnetic-actived cell sorting 

(MACS)” Dirican y colaboradores llevaron a cabo un 

estudio clínico en el que compararon la técnica de 

capacitación espermática mediante centrifugación de 

gradientes de densidad versus la centrifugación de 

gradientes de densidad complementada con MACS en 

parejas con alteraciones espermáticas en quienes se 

efectuó una inyección intracitoplasmática de esperma-
 tozoides.(18) En ese estudio se reportó que no existía 

diferencia en la tasa de fertilización. Los resultados de ese 

estudio son similares a los nuestros, aunque no pueden ser 

comparables  por  tratarse de poblac iones con 

características diferentes. A pesar de ello puede sugerirse 

que los espermatozoides con defectos en la integridad de 

la membrana plasmática no necesariamente afectan el 
 proceso de fertilización. (18,19) Estos resultados pueden 

explicarse mediante la capacidad del ovocito de reparar 

los daños mínimos en el ADN espermático implicados en 

dicho proceso. (20,21)

Un fenómeno decisivo en el desarrollo embrio-

nario es la impronta genómica, proceso en el que los genes 

se regulan epigenéticamente y se expresan de acuerdo 

con el origen parental. Los síndromes relacionados 

pueden dar como resultado una patología significativa y, 

aunque es poco común en la población general, (22) se 

cree que estas afecciones ocurren con mayor frecuencia 

en los descendientes de progenitores infértiles. (23) En 

este contexto existe poca evidencia del efecto de la 

aplicación de MACS. Nuestros resultados sugieren que los 

óvulos fertilizados con espermatozoides negativos a 
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anexina-V pueden mejorar el proceso de transición de 

cigoto a blastocisto, aumentar el número de embriones de 

buena calidad y disminuir el porcentaje de embriones 

arrestados. Resultados altamente relacionados con el 

factor masculino, derivados de los procesos generados a 

partir del tercer día del desarrollo embrionario en donde el 

espermatozoide adquiere más relevancia. A pesar de ello 

se necesita recurrir a la aplicación de nuevas tecnologías, 

como el diagnóstico genético preimplantacional para 

analizar la ventaja real de la aplicación de esta técnica 

molecular. Hasta ahora los estudios de seguimiento de 

niños nacidos después de la inyección intracitoplasmática 

de espermatozoides en comparación con niños nacidos 

después de fertilización in vitro convencional no han sido 

concluyentes con los riesgos de tener problemas de salud 

en general.

Por ultimo un metanálisis efectuado en 2013 por 

Gil y colaboradores mostró que en parejas que reciben 

técnicas de reproducción asistida mediante magnetic-

actived cell sorting (MACS) se incrementa la tasa de 

embarazo, sobre todo cuando se complementa con 

técnicas de selección espermática convencionales swim-

up o centrifugación de gradientes de densidad.(18,19). 

Nuestros hallazgos coinciden con los resultados de estos 

estudios incluidos en el metanálisis; además, se observó 

un incremento en el número de nacidos vivos, resultado 

no evaluado en esos estudios.

CONCLUSIONES

Si bien nuestros resultados son alentadores debe 

tenerse en cuenta que el número de parejas evaluadas fue 

limitado. Al parecer, el método de selección de células 

activadas magnéticamente mejora los resultados 

reproductivos a partir de la activación genómica, 

momento en el que el espermatozoide adquiere un papel 

más importante en el desarrollo embrionario.
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