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Resumen

Objetivo. Evaluar la relacion entre la fragmenta-
cion del ADN espermitico (TUNEL) y los resulta-
dos en ICSI. Disefio. Prospectivo de cohorte. In-
tervencion. Ninguna. Materiales y métodos. Se
estudiaron 72 ciclos de 1CSI en mujeres < 38 anos
utilizando eyaculado fresco procesado por gradientes.
Se realizé TUNEL, morfologia y madurez nuclear a
esta muestra. Se dividid la poblacion en TUNEL<
20% (n = 44) y TUNEL = 20% (n = 28) para
comparar pardmetros seminales y resultados de ICSI.
Se utilizaron: coeficiente de correlacion r o rho, test t
0 Mann Whitney, Chi-cuadrado y curvas ROC para
los andlisis estadisticos. Resultados. E/ TUNEL
mostré correlacion inversa con madurez nuclear,
volumen y total de espermatozoides moviles. El gru-
po TUNEL = 20% tuvo valores significativamente
menores de morfologia, madurez nuclear, volumen,
movilidad y total de espermatozoides méviles. No
hubo diferencias significativas entre TUNEL< 20%
y TUNEL > 20% en fertilizacion total y normal
(83% vs 86% y 74% vs 78%), embriones de buena
calidad (73% vs 64%, p = 0,056), embarazo cli-
nico (45% vs 33%) y embarazo clinico acumulado
en curso (40% vs 44%). No se encontré un valor
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de TUNEL que sea predictivo. Conclusiones. Los
valores de TUNEL elevados correspondieron a mues-
tras de menor calidad. No encontramos relacién en-

tre TUNEL y los resultados obtenidos en ICSI.

Palabras claves. TUNEL, ICSI, espermatozoides,

fertilizacion, embarazo clinico.

Asociation between spermatic DNA
fragmentation and results from icsi

Summary

Objective. To evaluate the relationship between
sperm DNA damage (TUNEL) and ICSI outco-
mes. Design. Prospective cobort study. Interven-
tion. None. Materials and methods. Seventy-two
ICSI cycles were studied. Women up to 38 years old
and fresh ejaculated sperm processed by density gra-
dients. TUNEL, morphology and nuclear maturity
were assessed. Patients were divided into two groups:
TUNEL < 20% (n = 44) and TUNEL > 20% (n
= 28). Seminal parameters and ICSI outcomes were
compared. R or rho correlation coefficients, t-test or
Mann Whitney, Chi-square test and ROC analy-
sis were used for statistical analysis. p < 0.05 was
considered significant. Results. TUNEL inversely
correlated with nuclear maturity, volume and total
motile sperm. The TUNEL > 20% group showed
statistically significant lower values of sperm morpho-
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logy, nuclear maturity, volume, sperm motility and
total number of motile sperm. No significant diffe-
rences were observed between TUNEL < 20% and
TUNEL > 20% in total and normal fertilization
rates (83% vs 86% and 74% vs 78%), good quality
embryos (73% vs 64%, p = 0.056), clinical pregnan-
¢y (45% vs 33%) and ongoing accumulated clinical
pregnancy (40% vs 44%). ROC analysis didn 't show
a different predictive TUNEL value. Conclusions.
High TUNEL values were associated with lower
quality semen samples. We didn't find a relationship
between TUNEL value and ICSI outcomes.

Key words. TUNEL, ICSI, spermatozoa, fertiliza-

tion, clinical pregnancy.

Introduccion

La infertilidad o subfertilidad por factor mas-
culino involucra a un 40% de las parejas que con-
sultan por tratamientos de reproduccién asistida.'
El éxito de las técnicas de reproduccién asistida
depende de numerosos factores, uno de ellos es
la integridad del material genético de las gametas.

Algunos autores consideran que el grado de
dano del ADN espermdtico es un biomarcador
util en el diagnéstico de la infertilidad masculina
y en la prediccién de resultados de reproduccién
asistida."” Numerosos trabajos han reportado que
cuando la fragmentacién del ADN espermdtico es
alta, las tasas de fertilizacidn, la calidad y desarro-
llo embrionario, y las tasas de embarazo obteni-
das mediante técnicas de reproduccién asistida se
ven afectadas de manera negativa." > Ademds,
algunos autores plantean que el dafio en el ADN
espermdtico impactarfa también en estadios pos-
teriores a la implantacién, contribuyendo con
mayores tasas de abortos espontdneos” ¢ y enfer-
medades en la descendencia.”-?

En la actualidad, el andlisis rutinario del se-
men incluye pardmetros seminales como: con-
centracién, movilidad y morfologia. Numerosos
estudios han evaluado la relacién entre estos pa-
rdmetros y el dafio en el ADN espermdtico, en-
contrando resultados contradictorios.'” " Algunos
autores proponen que serfa prudente incluir el es-
tudio de fragmentacién del ADN espermdtico de
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manera rutinaria en el espermograma, y en base al
resultado, guiar a los pacientes a un tratamiento
mds adecuado."?

Para estudiar la fragmentacién del ADN es-
permdtico se han descripto varias técnicas como:
SCSA (Sperm chromatin structure assay),"”” SCD
(Sperm  chromatin  dispersion  test),’ TUNEL
(deoxynucleotidyl-transferase-mediated-dUTP-
nick-end-labeling)," otros.

La técnica de TUNEL es una de las mds uti-
lizadas,” ya que es versdtil; estd comercializada en
kit y los resultados pueden ser interpretados me-
diante microscopia de fluorescencia y citometria
de flujo. No obstante, en la literatura permanece
en discusién el valor umbral de TUNEL a partir
del cual se podria predecir de manera significativa
un efecto negativo en la fertilidad natural y en los
resultados de tratamientos de reproduccién asisti-
da de baja' '® y alta complejidad.” "

En este trabajo nos propusimos: evaluar si exis-
te relacion entre la fragmentacién del ADN esper-
mético (medida mediante la técnica de TUNEL) y
los resultados obtenidos luego de ICSI (inyeccién
intracitopldsmica del espermatozoide) y determi-
nar para nuestro laboratorio, el valor umbral de
TUNEL a partir del cual podria afectar de manera
significativa los resultados de ICSI.

Materiales y métodos

Poblacién de estudio: el estudio se llevé a cabo
en parejas que realizaron ciclos de ICSI durante
los afos 2014 y 2015, quienes accedieron a par-
ticipar a través de un consentimiento informado.
Los criterios de inclusién fueron: mujeres < de 38
afos, ausencia de endometriosis y poliquistosis
ovérica (PCO), ciclos en los que se hubieran ob-
tenido al menos 4 ovocitos maduros (MII), con
semen propio eyaculado en fresco, no criptozoos-
permias y en los que no se hubiera realizado co-
lumnas de anexina.

Estimulacién ovdrica: la estimulacién ovdrica
se realizé con esquema flexible de antagonista de
GnRH. Se realizaron controles periédicos ecogra-
ficos y de estradiol sérico. Se aplicé el antagonista
(Cetrorelix) con foliculos > a 14 mm. Cuando se
alcanzé el desarrollo folicular de tres foliculos de
18 mm o mi4s, se administré 10.000 UI de HCG.

Procedimiento de laboratorio: el dfa de la as-
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piracién folicular, se analizé la muestra de semen
en el laboratorio de biologfa. La abstinencia fue de
1 a 5 dfas. Luego de esperar la licuefaccién de la
misma, se evalué: volumen, concentracién y mo-
vilidad. Las muestras fueron procesadas mediante
gradientes de densidad ([solate, Irvine Sc.) y los es-
permatozoides méviles recuperados fueron resus-
pendidos en m-HTF+SSS (Zrvine Sc.). Se dividié
la muestra procesada en dos alicuotas, una para
ICSI y otra para determinar TUNEL, morfologia
espermdtica (CE) y madurez nuclear. Dichos va-
lores fueron obtenidos en paralelo al momento del
ICSI (5-6 hs postaspiracién). En todos los casos,
los pardmetros seminales se analizaron segin nor-
mas OMS 2010."

Para la determinacién del valor de TUNEL, se
utilizé el kit In Situ Cell Death Detection Kit Roche.
La técnica de TUNEL utiliza procesos enzimdticos
para la incorporacién in situ de nucleétidos marca-
dos, tales como la Terminal AUTP Nick-End La-
beling (TUNEL)" Se consider$ como valor de re-
ferencia un porcentaje de fragmentacién < 20%.%

Luego de la aspiracién folicular, los ovocitos
maduros recuperados se cultivaron en medio G-
IVF plus (Vizrolife). Previo a la inyeccién de los
mismos, se realizé la bisqueda de los espermato-
zoides por un tiempo variable (segtin la calidad de
la muestra, 15 minutos a 2 horas), hasta elegir los
mejores disponibles segtin su morfologia y movi-
lidad. Los ovocitos inyectados fueron ubicados en
gotas individuales, en medio G-1 plus (Virrolife).
Luego de 17 + 1 hs de la inyeccidn, se evalué la
sobrevida y fertilizacién de los ovocitos. Los em-
briones fueron cultivados y evaluados durante 3 a
6 dfas en medios G-1 plus y G-2 plus (Vitrolife)
hasta la transferencia y/o vitrificacién de los mis-
mos. Se consideraron embriones de buena calidad
en dia 3 aquellos que presentaron: 6 células o mds,
ausencia de multinucleacién en dia 2 y hasta 20%
de fragmentos.

Andlisis de datos y estadistica: el disefio de este
trabajo fue de cohorte, comparativo. No se realizé
ninguna intervencion.

Se dividié a la poblacién en dos grupos, segin
un valor de corte de TUNEL < 20% tomado de la
bibliografia:** TUNEL < 20% y TUNEL > 20%.

Las variables evaluadas en ambos grupos fue-
ron: afios de esterilidad de la pareja, edad de la
mujer y del varén, FSH basal, cantidad de ovo-
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citos maduros recuperados e inyectados. Se com-
pararon los pardmetros seminales de la muestra
de semen original: volumen, concentracién, por-
centaje de movilidad y cantidad total de esperma-
tozoides mdviles. De la muestra ya procesada, se
comparé el valor de TUNEL, morfologia esper-
mdtica (CE) y madurez nuclear.

Ademds, se evalud la correlacién entre los va-
lores de TUNEL y dichos pardmetros seminales.

Por dltimo, se compararon entre los grupos
los resultados de ICSI: fertilizacién total y ferti-
lizacién normal / ovocitos inyectados; embriones
clivados en dfa 2 / ovocitos fertilizados normal-
mente; embriones no multinucleados en dfa 2 /
embriones clivados; embriones de buena calidad
en dfa 3 / ovocitos fertilizados normales; porcen-
taje de embarazo bioquimico y clinico en fresco
(pacientes con dos determinaciones de subunidad
beta seriadas y crecientes, y ecografia con saco
gestacional / pacientes transferidas); porcentaje de
embarazo clinico acumulado (pacientes con emba-
razo clinico / pacientes transferidas en fresco y/o
desvitrificados) y porcentaje de embarazo clinico
acumulado en curso (embarazo clinico en curso /
pacientes transferidas en fresco y/o desvitrificados).

Los andlisis se realizaron utilizando el paquete
estadistico Med Calc (10.2.0.0). Un valor p < 0,05
se considerd estadisticamente significativo. Se uti-
liz6 el zest de D’ Agostino-Pearson para evaluar la
normalidad de la distribucién de las variables, y el
test t de Student o el test de Mann Whitney (segtin
la normalidad o no de los datos) para comparar los
promedios y desvios entre los grupos. Se utilizé el
test Chi-cuadrado para comparar los porcentajes
entre los grupos. Las correlaciones se realizaron
mediante cdlculo de coeficiente de correlacién r
de Pearson o rho de Spearman (segin la norma-
lidad o no de las variables). Por dltimo, se usaron
curvas ROC para determinar un valor de corte de

TUNEL que pudiera predecir resultados de ICSI.

Resultados

Se analizaron los ciclos realizados por 72 pa-
rejas: 44 pacientes (61%) tuvieron un TUNEL <
20% (10,4 + 4,6) y 28 pacientes (39%) presenta-
ron un TUNEL > 20% (28,3 + 6,7).

Los grupos fueron comparables en cuanto a
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afos de esterilidad, edad de ambos, FSH basal, nd-
mero de ovocitos maduros recuperados e inyecta-
dos (Tabla 1).

Al comparar entre los grupos los pardémetros se-
minales, excepto la concentracién, todos resultaron
significativamente mejores en el grupo TUNEL <
20% (Tabla 2).

De las correlaciones entre TUNEL y demds
pardmetros seminales, resultaron estadisticamente
significativas e inversas: TUNEL y madurez nu-
clear (rho = -0,393; p = 0,001, 95% IC: -0,573
a -0,178), TUNEL y volumen (rtho = -0,271; p =
0,022, 95% IC: -0,473 a -0,042) y TUNEL y to-
tal de espermatozoides méviles (tho = -0,359; p =
0,003, 95% IC: -0,546 a -0,139). En cambio, no
hubo correlacién entre TUNEL y concentracién
espermdtica (tho = -0,169; p = 0,155, 95% IC:
-0,385 a 0,066), TUNEL y movilidad (r = -0,341;

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes en estudio.

2 =0,003, 95% IC: -0,531 a 0,119, ns) y TUNEL
y morfologfa espermdtica (CE) (r = -0,225; p =
0,058, 95% IC: -0,433 a 0,008).

En cuanto a los resultados obtenidos luego de
ICSI, no se encontraron diferencias significativas
entre los grupos para ningdin pardmetro evaluado
(Tabla 3).

El porcentaje de embriones de buena calidad en
dia 3 fue mayor en el grupo de TUNEL < 20%, sin
embargo, esta asociacién no fue estadisticamente
significativa (= -0,22; p = 0,056, 95% IC: -0,435 a
0,0006). Las tasas de embarazo en fresco y de emba-
razo acumulado no resultaron diferentes.

No pudimos encontrar mediante curvas
ROC un valor umbral de TUNEL que pudiera
predecir, para nuestro laboratorio, fertilizacién,
porcentaje de embriones de buena calidad en dia
3 o tasas de embarazo.

TUNEL < 20% TUNEL > 20% p

N 44 28

Esterilidad (afios) 42+28 4,6+3,4 p=0,911
Edad mujer 33,5+3,2 34129 p=0,38
Edad varén 34,8+3,7 35,8+3,8 p=0,245
FSH basal 8+3,4 7114 p=0277
Ovocitos MIl recuperados 10,8+5,7 10,3+3,8 p=095
Ovocitos MIl inyectados 8,5+3,7 8,2+3,1 p=0,819

Tabla 2. Pardmetros seminales de la muestra usada para ICSI, en los grupos comparados en estudio.

TUNEL < 20% TUNEL > 20% p

N 44 28

Morfologia (%) 10.5,4 73+5,0 p=0,0164
Madurez nuclear (%) 79,3171 69,3 + 16,7 p =0,0004
Volumen (ml) 32+16 23+1,6 p =0,0062
Concentracion (x10%/ml) 8+3,4 66,3 + 72,2 p=0,4775
Movilidad (%) 67,3 + 55,6 51,2+20,2 p =0,0082
Total méviles (x10°) 63+16,4 68,7 + 76,5 p=0,0134
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Tabla 3. Resultados obtenidos luego de ICSI en las pacientes de los grupos estudiados.
PacienTes 44 28 p
Ovocitos inyectados 335 197
Fertilizacion total 261 (83%) 158 (86%) p = 0,448
Fertilizacion normal 235 (74%) 144 (78%) p=0416
Clivados / 2pn 229 (97%) 140 (97%) p = 0,843
Embriones no multinucleados en dia 2 / clivados 194 (85%) 116 (83%) p=0,744
Embriones de buena calidad en dia 3 / 2pn 172 (73%) 92 (64%) p = 0,056
Transferencias en fresco
Pacientes transferidas 33 21
Embriones transferidos (x + sd) 1.7+04 1.8+056 p=0,716
Embarazo quimico 18 (55%) 8 (38%) p=0,368
Embarazo clinico 15 (45%) 7 (33%) p=0,549
Resultados acumulados
Pacientes transferidas (fresco+desvitrificados) 42 27
Emb. clinico acumulado 19 (45%) 13 (48%) p =0,991
Emb. clinico acumulado en curso 17 (40%) 12 (44%) p =0,939

Discusion

En la poblacién estudiada, el dafio en el ADN
espermdtico medido a través de la técnica de TU-
NEL correlacioné de manera significativa e inversa
con algunos parimetros seminales (madurez nu-
clear, volumen y total de méviles). No hubo una
correlacién entre el TUNEL y la concentracién,
movilidad y morfologfa. Sin embargo, al comparar
los valores de cada pardmetro entre los grupos, las
muestras de menor calidad fueron las que tuvieron
valores de TUNEL mds elevados (Tabla 2).

Los trabajos que estudiaron estas asociaciones
presentan resultados muy variados, lo que refuerza
la necesidad de seguir profundizando estos estu-
dios. En lo que respecta a concentracién y movili-
dad, las asociaciones encontradas por otros autores
son diversas.'> 2! Con respecto a la morfologa,

numerosos autores han confirmado una correla-
cién inversa y significativa con el dafio del ADN
espermdtico.”> ' > No obstante, al igual que lo
observado en este estudio, la mayorfa de los tra-
bajos coinciden en que las muestras de menor ca-
lidad son las que presentan un mayor dafio en el
ADN espermdtico.'"*'7* Es bien conocido que la
presencia de defectos en el material genético del
espermatozoide (tales como anomalfas en la con-
densacién de la cromatina y en la integridad de la
molécula del ADN o anomalfas cromosémicas), se
asocian estrechamente con la infertilidad.*

A pesar de las diferencias significativas entre los
grupos para los pardmetros seminales, los resulta-
dos obtenidos luego de ICSI fueron comparables.
Esto concuerda con lo encontrado por algunos au-
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tores,” % incluso en estudios como el de Shir Dar
y col (2013) con valores elevados de ADN frag-
mentado (> 50%)." A su vez, resulta opuesto a lo
planteado por otros autores, quienes encontraron
una correlacién inversa entre la fragmentacion del
ADN espermdtico y la tasa de fertilizacién, calidad
embrionaria y tasa de implantacién.’** Zhao y col
(2014) no encontraron correlacién con la tasa de
embarazo, pero s con mayores tasas de aborto en
ciclos de ICSI.* Otros autores han encontrado di-
ferentes valores umbrales de TUNEL para predecir
embarazo.” ¥ En nuestro caso, no pudimos en-
contrar mediante curvas ROC, un valor de TU-
NEL que fuera predictivo de los resultados.

Las razones posibles para explicar la falta de aso-
ciacién encontrada entre el dano espermdtico y los
resultados de ICSI pueden ser varias. Por un lado,
la poblacién estudiada estd integrada por mujeres
jovenes, de buen prondstico reproductivo. En estas
pacientes, los ovocitos tienen mayor capacidad de
reparar los dafios en el ADN espermdtico,'”* lo
cual podria atenuar el impacto de dicha alteracién
en los resultados.

La ausencia de correlacién entre el TUNEL y
los resultados de embarazo podria estar asociada,
ademds, a la posibilidad tener un buen nimero de
embriones para elegir y transferir.

Al realizar ICSI se eligen los espermatozoides
de acuerdo a morfologfa y movilidad. Se ha de-
mostrado que el dafio en el ADN espermdtico se
asocia, entre otras cosas, a morfologfas descarta-
das durante la seleccién (tales como presencia de
vacuolas, anormalidades en la cabeza, residuos
citopldsmicos, etc.) y a la movilidad anormal de
los espermatozoides. De este modo, los mejores
espermatozoides disponibles y seleccionados, no
necesariamente son representativos de la poblacién
de espermatozoides en la que se mide el dano del
ADN espermdtico. 23132343738

Por otra parte, este estudio abarca estadios
tempranos del desarrollo embrionario, desde fer-
tilizacién a dia 2 y 3. Se ha propuesto que los es-
permatozoides con ADN alterado pueden conser-
var el potencial de fertilizar al ovocito, producir
embriones viables y lograr un embarazo.”” © No
obstante, la influencia del dafio del ADN esper-
mdtico podria influenciar de manera significativa
estadios posteriores al dfa 3, cuando aumenta la
transcripcién del ADN del nuevo embrién.* Esto
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podria conducir a una disminucién en la llegada
a blastocisto, mayores tasas de aborto e incluso en
enfermedades en la descendencia, a rafz de un efec-
to paterno tardfo.® 2> 334

Teniendo en cuenta las limitaciones del presen-
te trabajo, para confirmar nuestros resultados de-
berfamos realizar futuras investigaciones, aumen-
tando el ndmero de casos y ampliando los criterios
de inclusién de la poblacién en estudio, sobre todo
en lo que respecta a la edad de ambos y a pacien-
tes con baja respuesta. Ademds, serfa valioso poder
analizar el desarrollo a blastocisto, las tasas de abor-
to y realizar un seguimiento de los nacidos a partir
de muestras con TUNEL elevado, para evaluar po-
sibles problemas en la descendencia.

Por tltimo, debemos destacar que es dificil
comparar resultados entre laboratorios, debido a
la variedad de técnicas usadas para medir el dano
en el ADN vy a la falta de estandarizacién de los
protocolos y de los valores umbrales. Se ha re-
portado que pequenas diferencias en los pasos de
la técnica de TUNEL afectan la medicién.?>* A
raiz de la variedad de estudios, técnicas, umbra-
les y resultados, se hace necesario que cada labo-
ratorio analice la incidencia del dafio del ADN
espermdtico en su poblacién y su relacién con los
resultados obtenidos.

Conclusion

Los valores de TUNEL mds elevados corres-
pondieron a muestras de menor calidad en cuan-
to a otros pardmetros seminales. No encontramos
relacién entre TUNEL y los resultados obtenidos
en ICSI. Esto podria explicarse por dos factores.
Por un lado, dado que las mujeres evaluadas eran
buen prondstico, los ovocitos jévenes podrian te-
ner la capacidad de reparar el dafio del ADN es-
permdtico. Este factor, sumado a la seleccién de los
mejores espermatozoides durante el ICSI, podrian
explicar la falta de asociacién en los resultados.
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