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Los indices elevados de fragmentacion
del ADN espermatico no se asocian
con escasa blastulacion o aumento

de aneuploidia embrionaria en
tratamientos de fertilizacion in vitro

Sperm DNA fragmentation indices are
not correlated with poor blastulation or
increased aneuploidy rates in patients
undergoing IVF with PGT-A.

Omar Gutiérrez-Vela,* Carlos Hernandez-Nieto,? Tamar Alkon-Meadows,? Martha
Luna-Rojas,? Benjamin Sandler?

Resumen

OBJETIVO: Analizar la relacién entre el indice de fragmentacion del ADN espermatico
y el desarrollo embrionario; ademas, las tasas de euploidia embrionaria en una pobla-
cion diversa de parejas infértiles en quienes se practicaron tratamientos complejos de
reproduccién asistida con ICSI y andlisis genético preimplantacional.

MATERIAL Y METODO: Andlisis de cohortes, retrospectivo, de pacientes atendidas
de 2016 a 2020 con ICSI y al menos un embrién con biopsia para analisis genético
preimplantacional en bisqueda de aneuploidia (PGT-a). Los grupos se dividieron en
dos cohortes: indice de fragmentacién del ADN (IFD) normal (< 30%) y pacientes con
indice de fragmentacién aumentado (mas de 30%). Pardmetros de estudio: caracteristi-
cas demogréficas de las poblaciones, parametros clinicos embriolégicos de laboratorio
y tasa de euploidia entre ambas cohortes.

RESULTADOS: Se estudiaron 261 ciclos de FIV-ICSI con al menos un embrién biopsiado
para bisqueda de aneuploidia. Grupo 1 (IFD <30%): 131 casos y Grupo 2 (IFD > 30%):
130 casos. No se encontraron diferencias en las tasas de fertilizacién y blastulacién
entre los grupos de estudio. La tasa de euploidia embrionaria fue comparable entre los
dos grupos: 46.2% (n = 249 de 538) vs 54.1% (n = 302 de 555), p = 0.058.

CONCLUSIONES: Nuestro estudio no mostré asociacion entre el indice de fragmen-
tacién del ADN elevado y menores tasas de fertilizacién, blastulacién embrionaria o
euploidra.

PALABRAS CLAVE: Fragmentacion de ADN espermatico; desarrollo embrionario;
ICSI; aneuploidia.

Abstract

OBJECTIVE: To analyze the relationship between the sperm DNA fragmentation index
and embryonic development; in addition, the rates of embryonic euploidy in a diverse
population of infertile couples in whom complex assisted reproduction treatments with
ICSI and preimplantation genetic analysis were practiced.

MATERIAL AND METHOD: Retrospective cohort analysis of patients treated from 2016
to 2020 with ICSI and at least one embryo biopsied for preimplantation genetic analysis
in search of aneuploidy (PGT-a). The groups were divided into two cohorts: normal
DNA fragmentation index (DFI) (< 30%) and patients with increased fragmentation index
(more than 30%). Study parameters: demographic characteristics of the populations,
clinical laboratory embryological parameters and euploidy rate between both cohorts.
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RESULTS: 261 cycles of IVF-ICSI were studied with at least one embryo biopsied for
aneuploidy. Group 1 (DFI <30%): 131 cases and Group 2 (DFIl > 30%): 130 cases. No
differences were found in the rates of fertilization and blastulation between the study
groups. The rate of embryonic euploidy was comparable between the two groups:

46.2% (n = 249 of 538) vs 54.1% (n = 302 of 555), p = 0.058.

CONCLUSIONS: Our study showed no association between high DNA fragmentation
rate and lower rates of fertilization, embryonic blastulation or euploidy.

KEYWORDS: Sperm DNA fragmentation; Embryonic development; ICSI; Aneuploidy.

ANTECEDENTES

De acuerdo con la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) en los paises industrializados el
factor masculino (exclusivamente) en infertilidad
representa 8% del total."? Existen otros estudios
que refieren que el factor masculino, por si mis-
mo, puede contribuir, incluso, con 40-50% a las
tasas de infertilidad.>”

Entre los componentes esenciales para la
evaluacion de la fertilidad masculina esta el es-
permograma.®'® Se dispone de otros examenes
o andlisis seminales mas especializados, pero
no avalados por todas las sociedades médicas
especializadas porque carecen de estandari-
zacién o evidencia suficiente que soporte su
practica rutinaria."’'* Entre ellos estan: las prue-
bas de aglutinacion,' el estudio bioquimico del
semen,' los cultivos microbiolégicos y otros
estudios moleculares o bioquimicos, como la
medicién de radicales libres en el semen'® y el
estudio funcional de medicion de gangliésido
GMT (Cap-Score™)."

Uno de los exdmenes con mayor relevancia y
repercusion en la actualidad es la medicion de la
fragmentacion del ADN espermético.'®'” Existen
distintas técnicas para efectuar esa medicion.

El ensayo de la estructura cromatinica del es-
permatozoide (SCSA)**2 es una técnica que se
fundamenta en la desnaturalizacion del ADN y
tincién con naranja de acridina.?* Otro tipo de
pruebas, presumiblemente mas sensibles y espe-
cificas, son el ensayo COMETA o electroforesis
en gel de células individuales. Consiste en lisar
las células mediante un agente reductor que
permite que el ADN fragmentado pueda migrar
en un proceso de electroforesis.?#? El ensayo de
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase
dUTP nick end labeling) permite visualizar la
incorporacién de nucleétidos marcados en los
extremos del ADN que quedan libres, debido a
sus rupturas. La sefial es mayor cuanto mayor es
el grado de fragmentacion del ADN.242627 Por
altimo, la dispersién de la cromatina espermética
(SCD)?® consiste en producir una descondensa-
cién de la cromatina en los espermatozoides con
ADN fragmentado.?*

Durante el proceso de espermatogénesis y frag-
mentacién del ADN espermatico las histonas
son reemplazadas por las protaminas, que tienen
como funcién empaquetar el genoma paterno
dentro del nicleo espermatico, ademas de ser
necesarias para la condensacion adecuada de
la cromatina. Los defectos en la sintesis de las
protaminas aumentan la vulnerabilidad de la
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integridad nuclear espermatica: fragmentan el
ADN. Este Gltimo es un fendmeno multifactorial
del que hasta ahora no se conoce del todo su
fisiopatologfa.2*?°

Se ha propuesto que el ADN espermatico
alterado se correlaciona con escaso desa-
rrollo embrionario,”*° bajo potencial de
implantacion®' y menor tasa de fertilizacién***
e incremento de las tasas de pérdida gestacional
recurrente,* anomalias meidticas espermaticas
y aneuploidia embrionaria.!"3*

En la actualidad, la American Society for Re-
productive Medicine (ASRM) no recomienda la
medicién de la fragmentacién del ADN como
una rutina de la practica clinica porque no
existe la suficiente evidencia para asociarla con
desenlaces perinatales adversos luego de algtn
procedimiento de reproduccién asistida.*

El objetivo de este estudio consisti6 en: analizar
la relacion entre el indice de fragmentacion del
ADN espermatico y el desarrollo embrionario;
ademas, las tasas de euploidia embrionaria en
una poblacion diversa de parejas infértiles en
quienes se practicaron tratamientos complejos
de reproduccién asistida con ICSI y analisis
genético preimplantacional.

MATERIAL Y METODO

Anélisis de cohortes, retrospectivo, de pacientes
atendidas entre 2016 y 2020, con ICSl 'y al menos
un embrién con biopsia para analisis genético
preimplantacional en bisqueda de aneuploidia
(PGT-a). Se incluyeron todos los casos en los que
se analiz6 el indice de fragmentacién del ADN
espermatico. Este se calculé con la técnica de
dispersién de la cromatina espermatica (SCD).
Los pacientes se dividieron en dos grupos, segin
el porcentaje calculado de fragmentacion de
ADN espermaético: IFD normal (menos de 30%)
y pacientes con IFD aumentado (mds de 30%).3

Se excluyeron los casos de pacientes en quienes
se obtuvo el semen por extraccion quirirgica del
testiculo (TESE, TESA o biopsia testicular) o de
muestras esperméticas criopreservadas; ademas,
todos los casos de donantes de 6vulos o esper-
mas. En todos los casos se aplicé ICSI como
protocolo de inseminacién. Se compararon las
caracteristicas demograficas de las poblaciones,
parametros clinicos embriolégicos de laborato-
rio y la tasa de euploidia entre ambas cohortes.
Todos los andlisis genéticos previos a la implan-
tacion se practicaron mediante Next Generation
Sequencing (NGS) en biopsias de trofectodermo.
Las técnicas de estimulacién ovarica controla-
da, cultivo extendido embrionario, biopsia de
trofectodermo y andlisis genético utilizados por
nuestro grupo se han descrito previamente.>”

En cada grupo de edad de pacientes se calculé
la tasa de aneuploidia embrionaria, lo mismo
que por grupo de estudio segln la cantidad
de embriones aneuploides y la cantidad de
biopsias de embrién por ciclo. La blastulacién
se definié como la coexistencia de blastocis-
tos expandidos en dia 5, 6 o 7 en cultivo. La
clasificacion morfolégica embrionaria ya se
describid.?” Se calcularon intervalos de confian-
za de 95% de Clopper-Pearson, se compararon
las variables categéricas mediante y?; las varia-
bles continuas se analizaron con las pruebas t
de Student o Kruskal-Wallis y se consideraron
significativamente estadisticos los valores de p
< 0.05. Se efectud un andlisis de regresion logis-
tica multivariable que incluyé un modelo lineal
con ecuaciones de estimacién generalizadas
(GEE) para ajustar los potenciales confusores.
La razén de momios se calcul6 con IC95% para
alcanzar 80% de poder en la deteccién de una
diferencia en las tasas de euploidia de al menos
20% con un error alfa de 0.05. Se calculé un
tamano de muestra por grupo de 93 embriones
analizados. Para el analisis estadistico se utilizé
SAS-STAT versién 9.4 (2017, SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA).
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RESULTADOS

Se estudiaron 1093 embriones a los que se tom6
biopsia, obtenidos de 261 casos de ICSI con, al
menos, la biopsia de un embrién para bisqueda
de aneuploidia. Grupo 1 (IFD <30%): 131 casos
(n = 538 embriones) y grupo 2 (IFD > 30%):
130 casos (n = 555 embriones). La informacién
descriptiva y demografica de ambos grupos se
muestra en el Cuadro 1. En el andlisis compa-
rativo se encontraron diferencias significativas
en la edad de los pacientes (37.8 + 5.2 vs 39.7
+6.2; p =0.006) y las pacientes (34.8 £ 4.9 vs
36.1 + 4.3, p = 0.01) y los casos con andlisis
espermdtico morfolégico normal (52 vs 36%,
p = 0.007) entre cohortes. No se encontraron
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diferencias significativas en las tasas de fertili-
zacion, blastulaciéon y cigotos que alcanzaron
la etapa de clivaje entre los grupos de estudio
(Cuadro 2). La tasa de euploidia embrionaria fue
comparable entre las dos poblaciones (46.2% [n
=249 de 538] vs 54.4% [n = 302 de 555]; p =
0.058). Se practicé un subanalisis de las tasas de
euploidia embrionaria por grupos de edad repro-
ductiva de la Society for Assisted Reproductive
Technology (SART) en la que no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos comparados (Figura 1). En un analisis
multivariable, ajustando para edad de los y las
pacientes: IMC, concentraciones de hormona
antimiilleriana, analisis de semen normal y can-
tidad de embriones biopsiados, no se encontré

Cuadro 1. Andlisis comparativo entre variables demogréficas, pardmetros clinicos y de laboratorio de embriologia entre grupos

IFD normal

(< 30%)
n =131

IFD anormal
=30%)
n=130

I ™S IS TS N I

IFD% 13.4
Edad del padre 37.82
Edad de la madre 34.81
indice de masa corporal 22.49
Aspiraciones previas de ovocitos 1.07
Estradiol al momento del disparo 2559.31
Valor de FSH 5.36
Hormona antimiilleriana 2.95
Cuenta de foliculos antrales 12.86
Ovaocitos aspirados 16.95
Ovocitos inyectados en metafase Il 12.71
Ovaocitos fertilizados 9.79
Embriones en etapa de clivaje 9.34
Cuenta de blastocistos 6.68
Blastocistos biopsiados 4.24
Media de embriones euploides 1.96
Nam.
Casos de andlisis normal de semen 69/131

6.14 35.2 14.22 < 0.0001
5.22 39.77 6.22 0.006
4.9 36.17 4.33 0.01
3.75 23.25 3.41 0.09
1.51 0.85 1.06 0.18
1185.74 2367.85 1126 0.19
2.99 5.63 3.3 0.56
2.02 3.35 3.01 0.26
5.86 13.35 6.31 0.57
8.42 15.71 8.98 0.25
6.74 12.33 7.23 0.66
5.65 9.16 5.76 0.37
5.4 8.78 5.46 0.4
4.61 6.22 3.97 0.38
3.17 4.4 3.29 0.67
2.02 2.4 2.51 0.12
% Nam. %
52.67 47/130 36.15 0.007

IFD: indice de fragmentacién del ADN; DE: desviacién estandar.

https://doi.org/10.24245/rmmr.v11id.3993
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Analisis comparativo entre tasas de fertilizacion, blastulacién y euploidia embrionaria entre grupos

IFD normal (< 30%) IFD anormal > 30%) valor
=131 =130 P

Tasa de fertilizacion (%) 1282/1667 76.9 1191/1585 75.14 0.56
Tasa de blastulacion (%) 875/1282 68.25 808/1191 67.84 0.9
Embriones biopsiados (%) 538/875 61.49 555/808 68.69 0.06
Embriones euploides (%) 249/538 46.28 302/555 54.41 0.058
Embriones aneuploides (%) 258/538 47.96 225/555 40.54 0.06
Resultado indeterminado (%) 31/538 5.76 28/555 5.05 0.61

IFD: indice de fragmentacién del ADN.

p=0.07

/_A_\
7 p=0.17

63.74% —_n
60

52.62%
50
p=0.52
/_A_\

40

36.47%
%

30.43%
30

—r—
20
11.76%
o p =N/A
10 7
0.00%
0
A (< 35) B (35-37) C (38-40) D (41-42) (>42)
Edad (anos)
[l IFD elevado [l IFD normal

Figura 1. Tasas de ploidia divididas por grupos de edad materna.
IFD: indice de fragmentacion del ADN.
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asociacién entre el indice de fragmentacion
elevado y la disminucién en las posibilidades
de euploidia embrionaria (OR = 1.10, I1C95%:
0.7-1.6; p = 0.63).

DISCUSION

A partir de la validacién del espermograma como
método diagndstico y prondstico para factor
masculino, hasta la fecha, ningln otro tipo de
estudio ha logrado ser de utilidad indispensable
para el estudio de las parejas infértiles.?® De ahi
surgi6 la necesidad de estudios de validacion
experimental y clinica acerca de la verdadera
utilidad de la medicién de la fragmentacion del
ADN espermatico, entre otros. Nuestro estudio
sugiere que no existe una relacién significativa
entre el indice de fragmentacion elevado vy las
alteraciones en las tasas de euploidia o blastu-
lacion en pacientes con ICSI. Estos hallazgos
son comparables con los de estudios previos en
los que se demostré que no existe una relacion
significativa entre las tasas de euploidia y el in-
dice de fragmentacién del ADN espermdtico."*
El andlisis cromosémico practicado en esos
estudios se hizo con microrreordenaciones de
hibridacién genética comparativa (array-CGH o
aCGH) y FISH (hibridacioén fluorescente in situ).
FISH y aCGH son técnicas en desventaja si se
comparan con el andlisis de secuenciacién de
nueva generacion o NGS.*® Aln mas, en nues-
tro estudio, al llevar a cabo un subanalisis para
comparar grupos de edad de la Society for As-
sisted Reproductive Technology y las respectivas
tasas de euploidia embrionaria en pacientes con
indice de fragmentacion elevado versus indice
de fragmentacion normal, no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos com-
parados (Figura 1). Al efectuar el subanalisis y
dividir una poblacién en miltiples subgrupos
pudo limitarse la validez externa de los hallazgos
debido a que se afectd la cantidad de muestra,
sobre todo en grupos de edad mayor en los que
es mas complejo obtener una cantidad suficiente

2020; 11

de embriones euploides para alcanzar poder
estadistico suficiente para detectar diferencias
pequenas.

Ademas de las tasas de euploidia, en nuestro
estudio no se observé una diferencia significati-
va en las tasas de blastulacion entre los grupos
comparados. Estos desenlaces coinciden con los
obtenidos por Bounartzi y su grupo*' quienes
encontraron una relacion significativa entre los
indices de fragmentacion elevados y el desa-
rrollo embrionario. En contraste con nuestros
hallazgos se publicaron dos estudios en donde
si se observé correlacién negativa entre el indice
de fragmentacién y las tasas de blastulacion,**+2
aunque en esos estudios el tamano de [a muestra
fue muy bajo en comparacién con nuestro es-
tudio, ademds de que analizaron una cantidad
de muestra limitada para detectar diferencias en
la calidad embrionaria y no se especifica en la
metodologia cudl fue la estrategia de seleccién
embrionaria utilizada.*

Otras variables observadas en nuestro estudio fue-
ron: la edad media de los pacientes y su relacion
con el indice de fragmentacién espermatica. En el
grupo de pacientes con indice de fragmentacion
elevado se observé un promedio de edad mayor
versus el grupo control. Ademas, se observo
asociacion entre pacientes con espermograma
anormal e indice de fragmentacién elevado. Estos
hallazgos son similares a los que se demostraron
en el metandlisis de Johnson y su grupo.*

Otra mas de las variables analizadas fue la tasa
de fertilizacion, que en el grupo de pacientes con
indice de fragmentacién normal fue de 76.9%,
que fue estadisticamente comparable con la
del indice de fragmentacién elevado de 75.1%
(p = 0.56). Lo que encontramos es compatible
con lo publicado por Borges y colaboradores*
en donde sus desenlaces fueron de una tasa de
fertilizacion similar entre sus dos grupos com-
parados.

https://doi.org/10.24245/rmmr.v11id.3993
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Entre las fortaleza del estudio estd el tamafio de
las cohortes mds grande analizado a la fecha
en un mismo centro. La cantidad de embriones
analizados cumple con el cédlculo de muestra
especificado previamente para detectar dife-
rencias significativas. Otro punto a destacar es
el andlisis multivariable, ajustado para los po-
tenciales confusores, en el que no se encontré
asociacion entre el indice de fragmentacion del
ADN elevado y las tasas anormales de ploidia.
También cuenta que para el andlisis genético
previo a la implantacién solo se utilizé secuen-
ciacién de nueva generacion (NGS), que es uno
de los analisis para composiciéon cromosémica
embrionaria mas sensibles y validados a la fe-
cha.” Este factor elimina los potenciales riesgos
de desenlaces falsos negativos o positivos que se
registran con otras plataformas: aCGH o FISH.
Otra fortaleza mds es el haber recurrido a un
método de medicién para el indice de fragmen-
tacion del ADN (SCD) que genera homogeneidad
en el andlisis de los resultados. Hasta ahora no se
dispone de una plataforma validada o aceptada
como patron de referencia para la medicion de la
fragmentacién del ADN espermadtico. En el ana-
lisis publicado por Ribas-Maynou y su grupo se
compararon los distintos métodos de medicién
de indices de fragmentacién del ADN esperma-
tico y concluyeron que cualquiera de las cuatro
plataformas de medicion utilizadas en nuestro
estudio son relativamente comparables entre si.*

Entre las limitaciones de este estudio estan: el
disefio retrospectivo que por si mismo impli-
ca un sesgo en la seleccién de los grupos de
pacientes y no permite establecer la verdadera
relacion causa-efecto. Ademds, la heterogenei-
dad de diagnésticos de infertilidad femenina o
masculina, aunque se excluyeron los casos de
factor masculino severo o las muestras de semen
criopreservadas, factores que se ha demostrado
pueden afectar las tasas de blastulacién embrio-
naria y de fragmentacion del ADN espermético.*
En este estudio solo se analizaron la asociacion

entre los indices elevados de fragmentacién
del ADN espermético y las tasas de ploidia y
blastulaciéon embrionaria y no se consideraron
otras variables: tasas de implantacién, embarazo
clinico, pérdida gestacional y otros desenlaces
perinatales, porque no estuvieron comprendidos
en los objetivos.

Es necesario llevar a cabo estudios prospectivos
con asignacion al azar, con una muestra repre-
sentativa de pacientes, con una plataforma Gnica
y validada de medicién del indice de fragmen-
tacion del ADN, que incluya los desenlaces
reproductivos y el seguimiento a largo plazo de
los embarazos logrados. Asi, podra evaluarse
adecuadamente la verdadera repercusion de la
fragmentacion del ADN espermadtico en las tasas
de éxito de los tratamientos de reproduccién
asistida, y su potencial influencia, a largo plazo,
en los desenlaces perinatales.

CONCLUSION

No se encontré asociacién entre la elevacion
del indice de fragmentacién del ADN vy las tasas
de fertilizacién, blastulacién o tasas de ploidia
embrionaria en tratamientos de ICSI con PGT-a.
Este estudio aporta a la evidencia cientifica que
demuestra que no existe asociacion significa-
tiva entre el indice de fragmentacién del ADN
elevado con las alteraciones en el desarrollo
y la estructura cromosémica embrionaria en
tratamientos de reproduccion asistida. Esta
conclusion desafia la utilidad clinica de este
tipo de andlisis espermaticos durante la toma de
decisiones y tratamientos clinicos en pacientes
infértiles a quienes se practican tratamientos de
reproduccion asistida.
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