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Resum

S’ha descrit una associació entre la fragmentació al DNA dels espermatozoides i la incidència de fracàs reproductiu.
Actualment, l’anàlisi rutinària del semen en els laboratoris de reproducció assistida inclou paràmetres com el
recompte, mobilitat o morfologia dels espermatozoides, però no l’anàlisi de la integritat del DNA. Un dels mètodes
per a l’anàlisi de la integritat del DNA és el TUNEL. L’objectiu del treball ha estat estandarditzar si existeixen
diferències entre el nombre d’espermatozoides positius per TUNEL en les següents condicions : a) avaluació per
microscopia òptica o per citometria de flux, b) forma de seleccionar per citometria de flux la població d’esperma-
tozoides, c) depenent del moment d’avaluació i forma de conservació de la mostra. Es va observar una correlació
positiva entre els valors d’espermatozoides TUNEL positiu en ser avaluats per microscòpia de fluorescència i per
citometria de flux. Quant a l’efecte sobre el percentatge d’espermatozoides TUNEL positiu desprès del procés de
refrigeració a 4° C i congelació a −20° C es va observar que ambdós processos augmentaren de forma important la
fragmentació del DNA. Els resultats d’aquest treball demostren la necessitat d’estandarditzar la tècnica TUNEL en
espermatozoides, tant per a recerca com per a l’anàlisi de rutina dins dels laboratoris de reproducció assistida.

Paraules clau TUNEL, espermatozoides, citometria de flux, fragmentació DNA, infertilitat.

Abstract

TUNEL assay standardization in spermatozoa. Analysis of factors that may result in variation in the results.
An association between DNA fragmentation in the spermatozoa and incidence of reproductive failure has been
described. At present the routine analysis of semen samples in assisted reproduction laboratories includes parameters
such as count, mobility and morphology, but not analysis of the integrity of DNA. One of the methods to analyze
DNA integrity id TUNEL. The objective of the present work is to standardize if there are differences in the number
of TUNEL positive spermatozoa depending on the following conditions: 1. evaluation by optical microscopy
or by citometry, 2. procedure to select the population of spermatozoa in the analysis by citometry, 3. timing of
determinations and procedure to preserve samples. A positive correlation has been detected in the TUNEL results
derived from citometry or microcopy. The percentage of TUNEL positive spermatozoa increases substantially upon
maintenance of the samples at 4° C or –20ºC. The results from this work indicate the importance to standardize
TUNEL assays either for research purposes or towards the routine analysis in assisted reproduction laboratories.
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INTRODUCCIÓ

En els últims anys han tingut lloc avenços molt im-
portants en les tècniques de reproducció assistida per
a ajudar les parelles amb problemes d’infertilitat. La
utilització de tècniques com la injecció intracitoplas-
màtica de l’espermatozoide (ICSI) han suposat un gran
avenç en aquest sentit. No obstant això, en aquesta tèc-
nica se selecciona l’espermatozoide d’acord amb la
seva morfologia i motilitat però sense conèixer la seva
qualitat biològica. És a dir, amb aquesta tècnica, s’e-
ludeixen molts dels processos naturals de selecció de
l’espermatozoide.

La selecció basada en morfologia i motilitat tampoc
no té en compte la composició proteica o la integritat
en el nucli de l’espermatozoide. L’espermatogènesi és
un procés en què tenen lloc grans canvis en la composi-
ció de la cromatina (Mezquita, 1985; Roca i Mezquita,
1989; Oliva i Dixon, 1991). Alteracions en els nivells
de protamina P2 s’han descrit en diversos pacients
infèrtils (Balhorn, 1988 ; de Yebra, 1993). Els meca-
nismes implicats en el manteniment de la integritat
en el genoma i la seva correlació amb els canvis de
composició dels espermatozoides humans tampoc no
són del tot coneguts.

A més s’ha observat que hi ha una associació entre
la fragmentació al DNA dels espermatozoides i una
major incidència de fracàs en la fertilització. També
s’especula que podria produir danys al fetus i càncer en
nounats (Fraga et al., 1996 ; Ji et al., 1997; Sorahan et
al., 1997). Per això es fa necessari el desenvolupament
de noves tècniques que consideren altres paràmetres
no avaluats en l’espermatograma convencional, com
és el dany al DNA.

Existeixen diferents metodologies per a avaluar el
danys al DNA. Una de les més àmpliament estudia-
des és la tècnica del TUNEL (terminal deoxynucleo-
tidyl transferase [TdT]-mediated dUTP [deoxyuridine
triphosphate] nick end labeling), que avalua la frag-
mentació del DNA, en ser capaços els dUTP marcats
d’unir-se als trencaments del fil de DNA gràcies a la
presència de l’enzim TdT. S’ha tractat de considerar
el test de TUNEL com una mesura de la qualitat del
semen en els laboratoris de reproducció assistida (Oos-
terhuis et al., 2000). Per això seria primer necessari
l’estandardització de la tècnica perquè els resultats
siguin comparables entre els diferents laboratoris.

Entre els aspectes a estandarditzar es troba deter-
minar si existeixen diferències entre el nombre d’es-
permatozoides positius per TUNEL en les següents
condicions : a) depenent si la mostra s’avalua per mi-
croscopia òptica o per citometria de flux, b) forma de
seleccionar per citometria de flux la població d’esper-
matozoides que serà avaluada, per exemple, per forma

(SSC) i mida (FSC) o per positivitat per iodur de pro-
pidi (IP), c) depenent del moment d’avaluació de la
mostra: immediata o conservació en la fase de perme-
abilització de la tècnica de TUNEL a 4° C i −20° C.
En aquest treball es presenten els resultats de l’ava-
luació de les mostres per TUNEL en les condicions
anteriorment presentades.

MATERIALS I MÈTODES

Recollida i preparació de les mostres

Un total de quinze mostres de semen van ser recolli-
des de l’Institut Clínic de Ginecologia, Obstetrícia i
Neonatologia de l’Hospital Clínic de Barcelona. Les
mostres de semen van ser recol.lectades desprès d’al-
menys una abstinència sexual de quaranta-vuit hores.
Desprès de trenta minuts de liqüefacció les mostres es
preparen per a poder ser avaluades per la tècnica de
TUNEL.

Assaig de TUNEL

Una quantitat de semen equivalent a 7,5×106 esperma-
tozoides van ser rentats per centrifugació dues vegades
a 800 g durant cinc minuts amb PBS/BSA 1 % per a
cadascuna de les condicions a avaluar. Un cop fets els
rentats, els espermatozoides van ser fixats en parafor-
maldehid al 4 % en PBS, pH 7,4 durant una hora en
agitació a temperatura ambient. Posteriorment es van
realitzar dos rentats per centrifugació amb PBS/BSA
1 % i van ser permeabilitzats amb una solució 0,1 %
Triton X-100 en 0,1 % de citrat de sodi durant dos mi-
nuts en gel. Les mostres van tornar a rentar-se i van
ser repartides en tres alíquotes : a) alíquota que es con-
tinua processant pel mètode del TUNEL, b) alíquota
resuspesa en 300 µl d’etanol al 70 % i conservada a 4°
C per la seva posterior anàlisi a la setmana vinent, c)
alíquota resuspesa en 300 µl d’etanol al 70 % i conser-
vada a −20° C per a la seva anàlisi posterior la setmana
vinent prèvia descongelació i rentada amb PBS/BSA
1 %.

Totes les mostres i el control positiu van ser incubats
durant una hora a 37° C i en obscuritat amb 50 µl de
solució de marcatge (es va realitzar un control negatiu
sense l’enzim TdT) seguint les instruccions del kit
comercial (In Situ Death Detection Kit AP (TUNEL
kit ; Roche Diagnostic Corp. Indianapolis, IN, EUA).
Desprès del marcatge es van realitzar dos rentats i els
espermatozoides van ser resuspesos en 500 µl de PBS
per a la seva anàlisi posterior per microscòpia òptica i
citometria de flux.
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Figura 1 Representació gràfica per citometria de flux del percentatge d’espermatozoides TUNEL positius : a) control
negatiu i b) control positiu.

Citometria de flux i microscòpia de fluorescència

La determinació del percentatge d’espermatozoides
TUNEL positius per microscòpia òptica va ser realit-
zada per dos observadors, i posteriorment es va fer la
mitjana. Es van comptar un mínim de dos-cents esper-
matozoides en contrast de fase i es va observar quin
percentatge presentaven fluorescència verda forta al
filtre wide interference blue (WIB).

Per a l’avaluació per citometria de flux es van acu-
mular un mínim de deu mil esdeveniments per a cada
mesura al citòmetre de flux (FACS Calibur; Becton
Dickinson) amb un flux d’aproximadament dos-cents
esdeveniments. Les dades van ser processades amb
el programari analític CELLQUEST (Becton Dickin-
son).

RESULTATS

A la figura 1 es poden observar els resultats dels con-
trols positiu i negatiu per a la tècnica de TUNEL per
citometria de flux seleccionant la població a avaluar
per forma i mida (SSC/FSC). El control positiu (figura
1b) va ser tractat amb DNAsa I. La figura 2 presenta els
resultats de dues mostres de semen ; una amb baixa po-

sitivitat de espermatozoides TUNEL positiu (figura 2a)
i l’altra amb un percentatge elevat (figura 2b). A més,
es mostren els resultats d’espermatozoides TUNEL
positiu quan en la població a estudiar se seleccionen
segons forma i mida o per espermatozoides marcats
amb iodur de propidi posterior a la permeabilització
(figura 2a : 11,5 % vs. 9,03 % i figura 2b : 39,92 % vs.
32,42 %).

Quant a l’efecte sobre el percentatge d’espermato-
zoides TUNEL positiu, després del procés de refri-
geració a 4° C i congelació a −20° C posterior a la
permeabilització amb etanol al 70 % es va observar
que ambdós processos augmentaren de forma impor-
tant la fragmentació del DNA, com es pot observar a
la figura 3, en relació amb la mostra avaluada el mateix
dia (figura 2b).

Es va observar una correlació positiva entre els va-
lors d’espermatozoides TUNEL positiu en ser avaluats
per microscòpia de fluorescència i per citometria de
flux (no mostrat). No obstant això, utilitzant micros-
còpia de fluorescència en tots els casos el percentatge
d’espermatozoides TUNEL positiu va ser inferior en
comparació amb l’observat per citometria de flux.
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Figura 2 a) Mostra de semen amb un percentatge baix de fragmentació del DNA. b) Mostra de semen amb un percentatge
elevat de fragmentació del DNA.

DISCUSSIÓ

Resultats previs demostren que els espermatozoides
amb dany al DNA seleccionats per a ICSI podrien
impedir el procés normal de descondensació, i dona-
rien lloc a una fertilització errònia. Lopes et al. (1998)
van observar que els varons amb una població esper-
màtica amb trencaments al DNA > 25 % tenien una
taxa de fertilització < 20 % desprès de la ICSI. A més,
aquests tenen un percentatge més petit d’embrions que

evolucionen a blastòcits quan són comparats amb els
pacients que seguien un tractament per FIV. (Shoukir
et al., 1998). Alguns autors han proposat que la tècnica
TUNEL podria ser un assaig per a mesurar la quali-
tat biològica del semen (Oosterhuis et al., 2000) Per
aquests motius, queda clara la importància de desen-
volupar un mètode estandarditzat per a mesurar els
trencaments en el DNA dels espermatozoides dels pa-
cients com a tècnica de rutina en qualsevol clínica de
reproducció assistida.
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Figura 3 a) Espermatozoides TUNEL positiu posteriors a la conservació de la mostra a 4° C. b) Espermatozoides
TUNEL positiu posteriors a la conservació de la mostra a −20° C.

D’altra banda, s’ha demostrat que les tècniques de
selecció espermàtica per gradent contribueixen a dis-
minuir el nombre d’espermatozoides amb DNA frag-
mentat (Ramos i Wetzels, 2001; Donnelly et al., 2000;
Weng et al., 2002), i això indica que a més hauria
d’estandarditzar-se sobre quina població espermàtica
seria convenient realitzar l’estudi.

Es va observar que existeix una correlació positiva
entre la determinació d’espermatozoides TUNEL po-
sitiu per microscòpia de fluorescència i citometria de
flux, similar al que s’ha descrit (Muratori et al., 2000).
No obstant això, en aquesta última tècnica els valors
de positivitat són majors que els de la primera, cosa
que podria dificultar la comparació de resultats entre
laboratoris que utilitzen un dels dos mètodes com a
tècnica d’elecció.

Pel que fa a la utilització de la citometria de flux, la
selecció de la població espermàtica, per forma i mida o
per incorporació de IP un cop permeabilitzats, podria
provocar variacions en els resultats entre laboratoris,
factor que hauria d’estudiar-se en major profunditat
per a arribar a resultats concloents.

Una forma de facilitar la feina d’aquells laboratoris
que utilitzin TUNEL seria poder reunir les mostres
dels pacients i guardar-les en fred o congelades per a
poder analitzar-les posteriorment d’un cop. En canvi,

els nostres resultats demostren que tant la conservació
a 4° C com a −20° C en etanol al 70 % provoquen
augments considerables en la fragmentació del DNA
de les mostres. Seria convenient repetir aquest mateix
estudi amb un nombre major de mostres per a poder
confirmar aquest resultat i provar també aquest mateix
efecte en mostres congelades en nitrogen líquid (Duru
et al., 2001)

Els resultats d’aquest treball demostren la necessitat
d’estandarditzar la tècnica TUNEL en espermatozoi-
des si en un futur es volgués implementar com a part
de les anàlisis de rutina dins dels laboratoris de repro-
ducció assistida.
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