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Influencia de la fragmentacion del ADN espermatico en la calidad de los
embriones en ciclos de ICSI

Influence of Sperm DNA fragmentation to the embryo’s quality in ICSI cycles.
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Resumen

El objetivo de este estudio es comprobar si la fragmentacion del ADN espermdtico afecta a la calidad
embrionaria. En el estudio se han incluido los resultados de 42 ciclos de ICSI que dividimos segiin la
fragmentacion del ADN en 23 fragmentados 'y 19 no fragmentados. Paraello se realiza el test SCD
(Sperm Chromatin Dispersion) que mide el grado de fragmentacion en el ADN espermdtico. Tras el
estudio podemos determinar que realmente la fragmentacion si afecta a la calidad embrionaria, obte-
niendo un 36,8% de embriones de buena calidad en el grupo de no fragmentados frente a un 8,69% de
embriones de buena calidad en el grupo de los que si presentan fragmentacion del ADN espermadtico.
Por tanto podemos concluir que la calidad de los embriones procedentes de pacientes con fragmenta-
cion patolégica es considerablemente de peor calidad que los embriones procedentes de pacientes
con una fragmentacion dentro de los pardmetros normales. Asi también podemos decir que la frag-
mentacion es un valor predictivo de la calidad embrionaria.

Palabras clave: Fragmentacién del ADN espermdtico. Calidad embrionaria. Dispersion de
la cromatina espermatica.

Summary

The aim of this study is to prove the effects of sperm DNA fragmentation on embryo’s quality. This
study includes the results of 42 ICSI cycles, that were divided attending to sperm DNA fragmentation,
23 with fragmentation and 19 without fragmentation. SCD Tests (Sperm Chromatin Dispersion) that
measurethe grade of sperm DNA fragmentation were developed. After the study we can determine
that sperm DNA fragmentation affects the embryo’s quality, obtaining 36,8% good embryo’s quality in
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the group without sperm DNA fragmentation and 8,69% good embryo’s quality in group with sperm
DNA fragmentation. Therefor we conclude that the embryo’s quality is poor in patients with patholo-
gic sperm DNA fragmentation in comparison with patients with DNA fragmentation within the nor-
mal range. Also we conclude that Fragmentation is a predictive value of embryo’s quality.

Key words: Sperm DNA fragmentation. Embryo’s quality. Sperm chromatin dispersion.

INTRODUCCION

La infertilidad afecta a un 20% de las parejas en
edad reproductiva. El factor masculino participa en la
etiologia de la esterilidad cony ugal en la mitad de los
casos (1). Principalmente el estudio del varén suele
constar de un andlisis de semen estdndar (seminogra-
ma). Este andlisis incluye recuento, motilidad, morfo-
logia, integridad de las membranas y el acrosoma, sin
profundizar en el ADN de esos espermatozoides. Sin
embargo audn utilizando este tipo de valores para el
diagnostico de la fertilidad del vardn, se estima que
aproximadamente un 15% de varones infértiles pre-
sentan un seminograma normal (2). Ultimamente di-
ferentes estudios nos dicen que los pardmetros medi-
dos en un seminograma bésico no son suficientes. Se
ha observado una importancia creciente en el dafio a
nivel de ADN que presentan los espermatozoides (3).
Para ello se realizan diferentes test entre los que se
encuentra el SCD (Sperm Chromatin Dispersién) que
mide el grado de fragmentacién en el ADN esperm &-
tico (4). La fragmentacién puede estar relacionada,
tanto con la fecundacidn en si, como con la calidad
de los embriones que obtengamos en ciclos de
Microinyeccién espermidtica (ICSI) (5). Si el ADN
del espermatozoide se encuentra dafiado puede dar
lugar a un desarrollo embrionario anémalo, un fallo
de implantacién o incluso abortos en fases mas tardi-
as (6). Segiin diversos autores llegando incluso a
afectar a la salud del embrién, del feto o del nifio na-
cido en la descencia. Pudiendo provocar desde la pro-
pia infertilidad de este nuevo individuo a estar rela-
cionado con cédnceres infantiles o enfermedades de
impronta genética (1). Todo ello nos obliga a intentar
utilizar espermatozoides con el ADN integro. La inte-
gridad de esta molécula estd asociada con la presen-
cia de roturas, tanto en la doble cadena, como en ca-
dena sencilla. Dicha integridad de la molécula se ve
comprometida por diversos factores, tanto intrinse-
cos, como extrinsecos al propio organismo. La gene-
racién de radicales libres de oxigeno, fallos en el in-
tercambio correcto de la fraccidén histénica de la
cromatina por las protaminas, ciertos acontecimientos
relacionados con la apoptosis que no funcione bien,
asi como factores externos tales como el uso de cier-

tos farmacos, el tabaquismo, la contaminacién am-
biental, una temperatura de testiculos elevada provo-
cada por anomalias anatémicas tales como varicocele,
los episodios de fiebre alta o la edad avanzada del va-
ron, pueden afectar a la integridad del ADN esperm 4-
tico (6).

El objeto de este trabajo es determinar si dicha
fragmentacién del ADN espermiético influye en la ca-
lidad embrionaria y por tanto en el posterior éxito de
las técnicas de rep roduccién in Vitro.

MATERIAL Y METODOS

Se ha realizado un estudio pospectivo observacio-
nal que incluye 42 parejas sometidas a ciclos de ICSI
con una edad media de 35,2 (29-43) en el grupo que
no presentaba fragmentacion y 34,6 (24-49) en el que
si pesentaba fragmentacidn.

De las 42 nuestras de semen analizadas en fresco,
23 de ellas tienen una fragmentacién superior al 30%
y 19 con una fragmentacién inferior a dicho punto de
cotte (4).

Consideramos buena calidad embrionaria cuando
en un ciclo tenemos al menos 3 embriones que en dia
+3 tengan § células, simetrfa en las blastomeras y me-
nos de un 15% de fiagmentacion.

Las indicaciones para la realizacién del test de
fragmentacién del ADN espermdtico son sémenes
de mala calidad, sobre todo Oligo Asteno Terato se-
vera (OTA), un fallo previo de FIV, la presencia de
factores tales como varicoceles, edad del varén por
encima de los 45 afios, abortos de repeticién o episo-
dios de fiebres altas en los tres dltimos meses.

La fragmentacién del ADN espermatico se realiz6
mediante es test de dispersion de la cromatina (SCD)
en muestras de sémenes en fresco sin congelar.

El test se basa en la integridad de los puentes di-
sulfuros que se forman en la compactacién de la cro-
matina de los espermatozoides y las diferencias que
existen con respecto a la linea somdtica. E1 ADN del
espermatozoide se encuentra unas seis veces mas
compactado que el del cromosoma mitético. Este
ADN se encuentra organizado en bucles de menor ta-
mafio que los de las células somaticas, anclados a la
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matriz nuclear (4). Dichos bucles se compactan por
accion de las protaminas intercaladas, las cuales esta-
bilizan rigidamente la estructura a través de la forma-
cién de puentes disulfuro entre ellas. Si se rompen los
enlaces disulfuros y se usa una solucién especifica de
lisis para extraer proteinas, los bucles de DNA se re-
lajan constituyendo halos alrededor de la estructura
nuclear central residual. Se ha comprobado que, tras
un tratamiento dcido previo, aquellos espermatozoi-
des con DNA fragmentado no suelen o ven impedida
en gran medida la liberacién de los bucles de DNA,
mostrando halos muy reducidos o ausencia de los
mismos, al contrario que los espermatozoides sin
fragmentacién de DNA (7). Tras una tincidén que se
observa en el microscopio de campo claro, hacemos
un recuento de los espermatozoides con y sin halos y
valoramos el porcentaje de fragmentacién del ADN
del paciente. El punto de corte que utilizamos es el
propuesto por Evenson, es cual establece que la pro-
babilidd de fertilizacién es cercana a cero cuando el
dafio presente en el ADN es superior a 30% (4).
Aunque existe controversia en cuanto al punto de cor-
te que se cita para las diferentes técnicas y autores, lo
que si estd claroes que la fragmentacidn infl u ye tanto
en la capacidad de fertilizacién como en la calidad y
desarrollo del embridn (8).

P rotocolo de estimulacion

Los ciclos de ICSI seleccionados se ha realizado
en protocolo largo tras un mes de reposo ovarico con
anticoncep tivos. Para supresion se han utilizado ana-
logos de la GnRH (aGnRH) (Synarel®) comenzando
en el Dia 11° del ciclo menstrual previa dosis de
800mg al dia y reduciendo a 400mg al inicio de la es-
timulacién. Segtn los niveles séricos de FSH, LH y
estradiol y en funcién de la edad de la paciente se fija
las dosis de estimulacién ovérica en protocolo combo
con hormonas foliculo estimulantes (FSH) (Gonal-
F®) y Menotropina (HMG Lépori®). La administra-
cién de estos se individualiza de acuerdo al control
ecogrifico del ciclo. El criterio para la administracién
de la hormona gonodotréfca humana (1000 UI HCG)
(HCG Lepori®) es la presencia de al menos dos foli-
culos de 18 mm. de didmetro. La administracién de
aGnRH , FSH y HMG se suspende el dia de la admi-
nistracion de la HCG.

Las punciones se realizaron a las 36 horas de la
administracién de ha HCG por via vaginal ecogidda.

Las muestras de semen usadas para ICSI se prepa-
ran por gradientes de densidad en capas de 0,3 a 1
mL de 40% y de 0,3 a 1 mL de 80% de Sperm Grad
(Vitrolife®) y Ham F-10 (Gibco) con gentamicina. La

centrifugacion se lleva a cabo a 1100 rpm seguida de
dos lavados de cinco minutos d G-sperm(Vitwolife®)
y Gametet(Vitrolife®) (amos suplementados con al-
bimina) a 1500 rpm, posteriormente se realiza un
swim-up hasta la hora de la microinyeccién con un
sobrenadante de 25 a 200 pl de G-Fert. En muestras
con escaso nimero de espermatozoides se somete a
una concentracion y resuspensién a 1500 rpm con to-
do el volumen de la muestra y la misma cantidad de
G-Fert u se resuspende en un volumen de 25 ul de G-
Fert.

La microinyeccién se realiz6 entre las 3 y 6 horas
de la captacidn ovocitaria descrita con detalle por
Svalander et al (3). Previamente el cimulo fue elimi-
nado con HYASE 10 en G-Mops en microgotas de 25
ul, ahi se dejaban unos segundos y finalmente pasan-
dolos por micropipetas de distinto didmetro en G-
Mop. La fecundacion se evalué entre las 16 y 20 ho-
ras. A los tres dias de la puncidn se realizé la
transferencia con un maximo de tres embriones de los
de mejor calidad. El tratamiento con progesterona se
mantiene igual hasta el dia de la prueba de 3-HCG
(dos semanas) y si esta es positiva se mantiene hasta
el tercer mes de embarazo.

RESULTADOS

De los 23 ciclos con ADN fragmentado sélo 2
presentan al menos tres embriones de buena calidad,
lo que se corresponde con un 8,69%.

De los 19 sin fragmentacién, 7 presentan buena
calidad embrionaria lo que se corresponde con un
36,8%. (Tabla 1).

Analisis estadistico

Hacemos un estudio estadistico aplicando el test
ONE ANOVA vy el resultado es que realmente la dife-
rencia es significativa con un p=0,029. Por lo tanto
podemos decir segtn este estudio que la fragmenta-
cién si afecta a la calidad embrionaria, pero no a la
tasa de fecundacion.

DISCUSION

La importancia de la fragmentacién del ADN es-
permdtico se magnifica cuando hablamos de técnicas
de reproduccidn asistida. La fragmentacién puede
afectar a la tasa de fecundacién (9). Al utilizar estas
técnicas se eliminan las barreras de seleccidn natural
y en técnicas como la ICSI un espermatozoide con
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Tabla 1
Resultados de la calidad embrionaria en ciclos de ICSI en
relacion con la fragmentacion del ADN espermdtico

Fragmentados No
fragmentados

Edad 343 35 N.S
Buena calidad 8,69% 36,8% p=0,29
embrionaria
Fecundaciones
por ciclo 6,65 5,6 N.S
Tasa de fecundacién 64,28% 64,84% N.S.

fragmentacidon o anomalias genéticas puede producir
fecundacién y por tanto dar lugar a un posible em-
brién anémalo. Nos tenemos que asegurar de selec-
cionar muy bien los espermatozoides que vamos a
utilizar, aunque también el ovocito tiene cierta capa-
cidad para reparar algin dafio en el ADN espemadtico
(5). De ahf la importancia creciente en analizar el ma-
terial genético de los espermatozoides. En este estu-
dio hemos podido comprobar como un alto grado de
fragmentacién nos da lugar a embriones de mala cali-
dad, lo que nos da una informacién acerca del éxito
que tendrd en la implantacién y del resultado global
de ciclo de ICSI (10). Por todo esto, realizando un
test de fragmentacién obtenemos una informacién
adicional de la calidad seminal que es de gran valor
predictivo del ciclo y que también nos da informacién
acerca de la calida embrionaria que podemos obtener
en ese ciclo.

CONCLUSIONES

Los pardmetros seminales normales no son sufi-
cientes en las técnicas de reproduccion asistida dada
la importancia creciente en el dafio del ADN esper-
madtico, un valor del estado de este, nos permite pre-
decir con més fiabilidad los resultados del ciclo. As{
mismo el nivel de fragmentacién nos da una eviden-
cia acerca de algo que ocurre en el organismo. Por
tanto el siguiente paso podria ser estudiar porque se
estd produciendo ese dafio, si se puede hacer algo pa-
ra paliarlo y mejorar la calidad seminal, para acabar
consiguiendo el tan deseado embarazo.
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