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Resumen
Los parámetros seminales analizados en un espermatograma  (concentración, motilidad, 
morfología) no discriminan claramente a pacientes con problemas de fertilidad. Por esto se 
hace necesaria la búsqueda de nuevos marcadores que nos permitan correlacionar la causa 
de la infertilidad de factor masculino con la probabilidad de lograr un embarazo a término. 
En los últimos años muchas investigaciones se han enfocado en el área molecular, evaluando 
la fragmentación del ADN y las aneuploidías cromosómicas del espermatozoide, lo cual ha 
llevado a denominarlas infertilidad de factor masculino genómico. Es así como actualmente 
se está aplicando metodologías que permiten seleccionar espermatozoides con un menor 
grado de estas patologías, para ser utilizados  en procedimientos de  reproducción asistida 
(RA).  Entre ellas tenemos la selección morfológica de espermatozoides por alta magnificación 
(IMSI), las columnas de anexina-V y la selección espermática por unión al ácido hialurónico. 
En esta revisión detallaremos la utilidad de las pruebas de fragmentación de ADN y FISH en 
espermatozoides, como las técnicas de selección espermática en técnicas de RA. 
Palabras clave: Reproducción asistida, fragmentación del ADN espermático, factor masculino 
genómico, selección espermática, inyección intracitoplasmática de espermatozoides 
seleccionados morfológicamente, selección de espermatozoides por su capacidad de unión a 
la zona pelúcida.
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AbstrAct

The seminal parameters analyzed in se-
men (concentration, motility, morphology) 
do not clearly discriminate patients with 
fertility problems. For this reason it is nec-
essary to search for new markers that will 
allow us to correlate the cause of male fac-
tor infertility with the likelihood of achiev-
ing a pregnancy reaching term. In recent 
years much research has focused on the 
molecular area, assessing DNA fragmen-
tation and sperm chromosome aneuploi-
dy, which has led to the term ‘genomic 
male factor infertility’. At present method-
ologies allow selection of sperm with less 

pathology for use in assisted reproduction 
procedures (ART) including morphological 
selection of spermatozoa by high magni-
fication (IMSI), columns of annexin-V, and 
sperm selection by hyaluronic acid bind-
ing. This review will detail the usefulness 
of testing both DNA fragmentation and 
FISH in sperm as sperm selection tech-
niques in assisted reproduction.

Key words: Assisted reproduction, sperm 
DNA fragmentation, genomic male factor, 
sperm selection, IMSI, intracytoplasmic 
morphologically selected sperm injection, 
sperm selection by ability to join the zona 
pellucida - PICSITM.

IntroduccIón

El espermatozoide, gameto mascu-
lino, es la célula encargada de llevar 
y transmitir la información genética 
del padre. Además, durante la fecun-
dación aporta al ovocito el centriolo 
necesario para la división celular y 
un factor activador, llamado oscilina 
(1). Ya que el espermatozoide aporta 
su genoma haploide, es importante 
la integridad de su ácido desoxirri-
bonucleico (ADN) para la descen-
dencia. Si bien espermatozoides 
con ADN dañado son capaces de 
fecundar un ovocito y lograr un 
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embarazo a término (2), estudios en 
ratones demostraron que las conse-
cuencias pueden ser observadas a 
largo plazo, tales como crecimiento 
anómalo, envejecimiento prematu-
ro, conducta anormal y tumores (3).

El análisis del semen es usado ru-
tinariamente para evaluar la capaci-
dad fértil del hombre. La Organiza-
ción Mundial de la Salud (OMS) ha 
establecido una serie de parámetros 
que relacionan la calidad del semen 
con la fertilidad. Entre las carac-
terísticas clásicas analizadas en el 
líquido seminal están: el volumen 
del eyaculado, el pH, el número de 
espermatozoides por unidad de vo-
lumen, la motilidad, la viabilidad y la 
morfología de los espermatozoides. 
Los últimos valores de referencia de 
las características del semen de la 
OMS son mostrados en la tabla 1 (4). 
Sin embargo, el resultado de un es-
permatograma con valores norma-
les no necesariamente correlaciona 
con el potencial de fertilidad. Prue-
ba de ello es que un gran número de 
mujeres no logra tener un embarazo 
a pesar de la aparente ausencia de 
un factor masculino de infertilidad. 
Es muy probable que en muchas de 
estas parejas pueda existir un fac-
tor genómico, el cual puede incluir 
daño en el ADN espermático o 
aneuploidías.

La morfología espermática, a dife-
rencia de los demás parámetros eva-
luados en una muestra seminal, ha 
sido ampliamente estudiada como 
un factor pronóstico del resultado 
en los ciclos de la inyección intra-
citoplasmática de espermatozoides 
(ICSI). Algunos autores sugieren 
que la morfología estricta de Kru-
ger debe ser reconsiderada como 
valor diagnóstico, ya que se puede 
obtener tasas altas de embarazo en 
los procedimientos de ICSI aún en 
pacientes con teratozoospermia se-
vera (5,6). Sin embargo, Tang y col. 
(7) demostraron que las anormali-
dades cromosómicas y la fragmen-
tación del ADN dependen del tipo 
de anormalidad morfológica en 
los espermatozoides del grupo de 
hombres teratozoospérmicos com-

parado al grupo de hombres férti-
les. Además, la tasa de aneuploidía 
cromosómica y fragmentación del 
ADN fue mayor en el grupo terato-
zoospérmico que en el grupo fértil 
(7). Por otro lado, se ha sugerido un 
efecto paterno sobre el desarro-
llo embrionario. El efecto paterno 
temprano estaría asociado con de-
fectos del centrómero espermático 
o deficiencias del factor activador 
del ovocito, manifestándose desde 
las fallas de fecundación hasta las 
alteraciones en la calidad del desa-
rrollo embrionario hasta el estadio 
de 4 células (8). El efecto paterno tar-
dío estaría relacionado con la frag-
mentación del ADN y aneuploidías 
cromosómicas del espermatozoide, 
manifestándose con el bloqueo del 
desarrollo embrionario después de 
la activación genómica del embrión, 
que ocurre en el paso de 4 a 8 célu-
las (9), o con pérdida de la viabilidad 
embrionaria, luego de la implanta-
ción,  en ciclos de ICSI (10). 

El propósito de esta revisión es dar 
a conocer los factores genómicos 
involucrados en la infertilidad de 
factor masculino no observados en 
la evaluación clásica del líquido se-
minal. Posteriormente, se detallará 
las nuevas técnicas de selección es-
permática utilizadas en las técnicas 
de reproducción asistida (TRA).

InfertIlIdAd de fActor 
mAsculIno genómIco

Actualmente, la concentración, 
movilidad y morfología espermáti-
ca no son características suficien-

tes para distinguir a los hombres 
fértiles de los infértiles. Por esto, 
son necesarios nuevos marcadores 
para diagnosticar el factor mascu-
lino y poder predecir el éxito del 
resultado de un tratamiento de 
RA. En este contexto, en los úl-
timos años se ha estudiado la in-
tegridad nuclear del ADN del es-
permatozoide (11) como causa de 
infertilidad masculina. Así mismo, 
se ha estudiado las anormalidades 
cromosómicas en el espermato-
zoide, aneuploidías, mostrando un 
rol importante en la etiología de la 
infertilidad (12).

AneuploIdíA espermátIcA

Las aneuploidías cromosómicas 
pueden surgir como un evento de 
novo o bien durante la meiosis (ma-
terna o paterna) o durante la mitosis 
poco después de la fecundación (13). 
Por ello, la transmisión de un com-
plemento cromosómico haploide 
del espermatozoide al ovocito es 
crucial, ya que la aneuploidía em-
brionaria es generalmente asociada 
con letalidad o anomalías en el feto 
(14). Diversos estudios han mostrado 
que los hombres infértiles podrían 
tener un alto riesgo de producir 
espermatozoides con aneuploidías 
(12,15), especialmente el grupo de pa-
cientes con oligoastenoteratozoos-
permia (OAT) (16). Este grupo de 
pacientes se beneficia con la inyec-
ción intracitoplasmática de esper-
matozoides (ICSI); por lo tanto, la 
transmisión de estas anomalías pue-
de ser facilitada a través de la ICSI 
(12,17).

Parámetro Valor mínimo de referencia
Volumen de semen 1,5 mL
pH 7,2
Nº  total de espermatozoides/eyaculado 39 millones
Nº  de espermatozoides/mL 15 millones
Motilidad total (progresiva + no progresiva) 40%
Motilidad progresiva 32%
Vitalidad 58%
Morfología espermática* 4%

Tabla 1. Valores de referencia estándares para las características del semen, según 
manual de la OMS 2010.

*criterio de Kruger
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La hibridación fluorescente in situ 
(FISH) es una técnica indirecta que 
ha demostrado ser un buen méto-
do para determinar el contenido 
cromosómico del gameto mascu-
lino. La FISH es simple y permite 
analizar un gran número de células 
a la vez.  Sin embargo, la técnica tie-
ne algunas desventajas, ya que solo 
brinda datos de los cromosomas 
investigados y la detección de abe-
rraciones estructurales es limitada. 
El análisis de FISH en espermato-
zoides podría ser útil en hombres 
con: (a) anomalías cromosómicas 
sexuales numéricas; (b) anomalías 
estructurales cromosómicas; (c) oli-
gozoospermia severa o con OAT. 
Y en parejas con historia de abor-
tos recurrentes o fallas repetidas en 
TRA.  Se recomienda por lo tanto, 
dar consejería genética a las parejas 
con factor masculino que podrían 
estar en riesgo de tener una descen-
dencia aneuploide, antes de proce-
der con la ICSI (12,16) o, de llevarla a 
cabo, acompañar el procedimiento 
con un diagnóstico genético preim-
plantacional (12,13,18).

frAgmentAcIón del Adn 
espermátIco

El daño del ADN en el espermato-
zoide tiene un efecto negativo tanto 
en el resultado reproductivo in vivo 
como in vitro (11). Sin embargo, este 
efecto será dependiente del grado 
del daño del ADN espermático, así 
como de la capacidad del ovocito de 
reparar dicho daño. Además, el me-
canismo de reparación del ADN del 
ovocito es limitado, obedeciendo a 
la calidad citoplasmática y genómi-
ca, que a su vez dependen de la edad 
materna. El daño del ADN en el es-
permatozoide puede darse a nivel 
mitocondrial y nuclear, a través de 
diversos mecanismos: (1) apoptosis 
durante la espermatogénesis; (2) ro-
tura de las cadenas de ADN durante 
el remodelamiento de la cromatina 
espermática durante el proceso de 
espermiogénesis; (3) fragmentación 
del ADN post-testicular, inducido 
por especies reactivas de oxígeno 
durante el transporte de los esper-
matozoides a través de los túbulos 

seminíferos y el epidídimo; (4) daño 
del ADN inducido por radioterapia 
y quimioterapia; (5) daño del ADN 
inducido por tóxicos ambientales. 
De todos ellos, el daño post-testicu-
lar (en el epidídimo) es la principal 
causa de  fragmentación del ADN 
espermático. Un estudio reciente ha 
confirmado esta hipótesis, demos-
trando que los espermatozoides 
eyaculados tienen significativamen-
te mayor daño en el ADN que los 
espermatozoides testiculares colec-
tados ambos el mismo día en pa-
cientes que fallaron a un tratamien-
to previo con antioxidantes orales 
(19).

Existen diversas metodologías para 
el análisis de la fragmentación del 
ADN en el espermatozoide. Sin 
embargo, un aspecto importante 
que debe ser considerado cuando 
se evalúa el grado de fragmenta-
ción del ADN, es el tipo de rotura  
de la hebra de ADN (hebra simple 
o doble) y si se requiere un paso 
previo de desnaturalización de la 
hebra de ADN en un pH ácido o 
alcalino. Entre las pruebas tenemos: 
TUNEL (terminal deoxynucleotidyl 
transferase dUTP nick end labeling), 
ISNT (in-situ nick translation), come-
ta, DBD-FISH (DNA break detection 
FISH), prueba de dispersión de la 
cromatina espermática (SCD), ensa-
yo de la estructura de la cromatina 
espermática (SCSA) (20) (figura 1). 

Cuando el espermatozoide se fu-
siona con el ovocito y el material 

genético es incorporado, este des-
compactará en un ambiente con pH 
neutro. Si hay daño del ADN en el 
espermatozoide, el de cadena sim-
ple es de mejor pronóstico y más fá-
cil de reparar por el ovocito que un 
daño del ADN de doble cadena. En 
este sentido, la prueba de TUNEL 
es la más indicada, por ser un mé-
todo directo que mide el daño del 
ADN al no requerir un paso pre-
vio de desnaturalización y evaluar 
el daño del ADN, tanto en cadena 
simple como en cadena doble.

Los pacientes indicados para reali-
zar el estudio de la fragmentación 
espermática son: (a) infertilidad 
idiopática; (b) fallos repetidos en 
TRA; (c) mala calidad embrionaria 
en ciclos previos de FIV/ICSI; (d) 
pacientes con abortos de repetición; 
(e) hombres con edades mayores de 
40 años.

seleccIón espermátIcA en 
trA

La evaluación de la fragmentación 
del ADN y el análisis de la aneu-
ploidía cromosómica en los esper-
matozoides no pueden ser aplicadas 
en tiempo real cuando uno debe 
escoger los espermatozoides libres 
de estas patologías en los procedi-
mientos de ICSI. Por lo tanto, existe 
la necesidad de técnicas que permi-
tan seleccionar espermatozoides 
‘normales genómicamente’, las que 
están siendo aplicadas actualmente 
con resultados aún controversiales.

Figura 1. Fragmentación de ADN.  a) prueba de dispersión de la cromatina espermática (SCD).  
b) SCD modificado para fluorescencia.  Obsérvese espermatozoides dañados (flechas amari-
llas) y espermatozoides sanos descompactados (flechas verdes).
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Aspecto morfológIco: AltA 
mAgnIfIcAcIón
La introducción de un nuevo con-
cepto llamado “evaluación de la 
morfología de organelas del esper-
matozoide móvil” (MSOME) per-
mite examinar espermatozoides en 
tiempo real. Este método es desa-
rrollado  en un microscopio de luz 
invertido equipado con un sistema 
óptico de Nomarski (contraste de 
interferencia diferencial, DIC) y 
un sistema digital para obtener una 
magnificación final de aproximada-
mente 6300x (21). Seis estructuras 
subcelulares del espermatozoide 
pueden ser analizadas con este sis-
tema (acrosoma, lámina post-acro-
somal, cuello, mitocondrias, cola y 
núcleo). Así, Bartoov y col (21) de-
finieron un espermatozoide nor-
mal cuando la cabeza es de forma 
oval, lisa y simétrica con 4,75±0,28 
μm de largo y 3,28±0,20 μm, sin 
alteraciones nucleares regionales y 
no más de una vacuola que ocupe 
menos del 4% del área nuclear. El 
cuello o pieza intermedia debe ser 
axial y no debe contener gota cito-
plasmática. 

La combinación del MSOME y el 
ICSI es llamada “inyección intra-
citoplasmática de espermatozoides 
seleccionados morfológicamente” 
(IMSI). El proceso de selección 
espermática con la IMSI tiene un 
rango promedio de duración entre 
1,5 a 5 horas, a diferencia de la ICSI 
convencional, donde el tiempo de 
selección espermática es menor a 
5 minutos a una magnificación de 
hasta 400x (figura 2).

Recientemente, Souza Setti y col (22) 
publicaron el primer metaanálisis 
que compara los resultados repro-
ductivos entre la ICSI convencional 
y la IMSI. La tasa de fecundación 
no fue diferente entre los 2 grupos 
estudiados. Sin embargo, la tasa de 
implantación (OR 2,72; IC95% 1,50 
a 4,95) y la tasa de embarazo (OR 
3,12; IC95% 1,55 a 6,26) fueron 
significativamente mejoradas en los 
ciclos de IMSI. Además, la tasa de 
aborto disminuyó significativamen-
te (OR 0,42; IC95% 0,23 a 0,78) en 
los ciclos de IMSI comparado con 
los ciclos de ICSI.

Una de las características más resal-
tantes observadas en magnificación 
alta es la presencia de vacuolas en 
el área nuclear del espermatozoide. 
Varios investigadores trataron de 
establecer una clasificación MSO-
ME estandarizada con respecto al 
porcentaje límite que estas vacuolas 

deben ocupar en la cabeza del es-
permatozoide, para que sean con-
sideradas dentro de lo normal (21-25). 
Las vacuolas nucleares del esper-
matozoide han demostrado tener 
un gran impacto negativo sobre el 
desarrollo embrionario hasta el es-
tadio de blastocisto (23,24). El origen 
de estas vacuolas espermáticas no 
es claro. Estas han sido asociadas 
a la fragmentación del ADN (26,27), 
acrosoma intacto no reaccionado 
(28), alteración de la condensación de 
la cromatina (25) y aneuploidías (25).

La IMSI es recomendada de acuer-
do a una indicación específica, tal 
como diferentes grados de terato-
zospermia, fallas previas de implan-
tación, ausencia de formación de 
blastocistos en ciclos previos, pa-
cientes con porcentajes elevados de 
fragmentación de ADN espermáti-
co. Sin embargo, en casos de tera-
tozoospermia y oligozoospermia 

Figura 2. Selección morfológica de esperma-
tozoides en alta magnificación. IMSI. Obsér-
vese la presencia de vacuolas en la cabeza 
de los espermatozoides (flechas).

Figura 3. Mecanismo de acción de las columnas de anexina V. Al ocurrir la apoptosis, las 
células exponen en su membrana un fosfolípido denominado fosfatidilserina, el cual tiene 
afinidad por anexina V. Se hace pasar los espermatozoides por columnas de anexina V unida a 
esferas de metal. Así, los espermatozoides dañados quedan atrapados en su viaje y se recoge 
los intactos.

fosfatidilserina anexina V imánmicroesfera metálica
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severa el uso de IMSI será limitado, 
ya que la probabilidad de selección 
por MSOME no será posible. Ade-
más, el efecto de la IMSI seleccio-
nando los mejores espermatozoides 
se manifestará cuando sea desarro-
llado conjuntamente con el cultivo 
embrionario hasta el día 5 (23,24).

Aspecto moleculAr: 
columnAs de AnexInA-V

La separación magnética por co-
lumnas de anexina-V (MACS – 
magnetic-activated cell sorting), ‘filtrado 
molecular’, es una técnica que per-
mite aislar espermatozoides libres 
de marcadores apoptóticos (29,30). 
Consiste en unas microesferas metá-

licas conjugadas con anexina-V con 
alta afinidad por la fosfatidilserina 
(PS). Este fosfolípido se encuentra 
normalmente en la cara interna de 
la membrana plasmática y es exter-
nalizado o expuesto en la cara ex-
terna de la membrana plasmática, a 
causa de un evento apoptótico, por 
lo cual es considerado un marcador 
temprano de apoptosis (figura 3).

La técnica se fundamenta en que 
el magneto retiene aquellos es-
permatozoides con PS expuesta 
y que están unidos a la anexina-V 
(fracción positiva), mientras que 
aquellos no unidos a la anexina-V 
pasarán libremente a través de la 
columna (fracción negativa) (29,30). 

Consecuentemente, podemos obte-
ner una población espermática co-
rrespondiente a la fracción negativa 
(no apoptóticos) con niveles bajos 
de fragmentación de ADN que pue-
den ser utilizados exitosamente en 
TRA (31-33).

Esta técnica es un método no inva-
sivo para separar espermatozoides 
que contengan el ADN fragmenta-
do como consecuencia de un pro-
ceso apoptótico. Por lo cual, es útil 
en pacientes que presenten un alto 
porcentaje de espermatozoides con 
fragmentación de ADN, en parejas 
con mala calidad embrionaria en ci-
clos previos de FIV o en casos de 
infertilidad inexplicada.

Aspecto fIsIológIco: zonA 
pelúcIdA ArtIfIcIAl

El ovocito humano está rodeado 
por la zona pelúcida (ZP), cuyo 
principal componente es el ácido 
hialurónico (AH). Los espermato-
zoides maduros son aquellos que 
han completado la madurez nuclear, 
extrusión citoplasmática, remodela-
miento de su membrana plasmática 
(34) y poseen sitios de unión al ácido 
hialurónico, lo que les permite atra-
vesar el complejo cúmulo-corona y 
unirse a la ZP, hecho comprobado 
también in vitro (34). El sistema de 
la ZP artificial consiste en una pla-
ca Petri que posee 3 sitios de unión, 
cada una con una película de AH, 
las cuales deben ser previamente 
hidratadas antes de colocar los es-
permatozoides. Solo aquellos es-
permatozoides maduros se unirán 
por la cabeza a la base de AH y gi-
rarán sobre su propio eje batiendo 
intensamente la cola. Este sistema 
es conocido comercialmente como 
PICSI® (figura 4).

Esta técnica es una buena alterna-
tiva para seleccionar espermatozoi-
des fisiológicamente maduros para 
ser utilizados posteriormente en la 
ICSI. Diferentes estudios han re-
portado que los espermatozoides 
seleccionados por unión al AH pre-
sentan una menor fragmentación 
del ADN (35-37), menor frecuencia 

hialuronato

pvp

Figura 4. Selección de espermatozoides por PICSI®. Cápsula con hialuronato, donde se adhie-
ren los espermatozoides (flechas), que luego serán seleccionados para realizar la inyección 
intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI).
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de aneuploidías cromosómicas (38) y 
buena morfología nuclear (35-37). Al 
comparar los resultados reproduc-
tivos en los ciclos de ICSI a través 
de la selección espermática conven-
cional (PVP) con la selección por 
unión al AH, se encontró una mejor 
tasa de fecundación (35), mejor cali-
dad embrionaria (37, 39) y mejor tasa 
de implantación (37), en el grupo se-
leccionado por AH. Sin embargo, 
ningún estudio encontró diferencias 
en cuanto a tasa de embarazo y tasa 
de aborto (35-37,39). 
El uso del AH como método de se-
lección espermática durante la ICSI 
sería de interés en pacientes con 
niveles altos de fragmentación del 
ADN, tasas bajas o nulas de fecun-
dación en ciclos previos y parejas 
con mala calidad embrionaria.

conclusIones

El estudio de la fragmentación de 
ADN para evaluar la integridad de 
la cromatina nuclear y la prueba de 
FISH para evaluar las aneuploidías 
cromosómicas en espermatozoides 
son nuevos marcadores en la evalua-
ción del factor masculino genómi-
co. Diferentes técnicas de selección 
espermática aplicadas junto con el 
FIV/ICSI han sido utilizadas en los 
últimos años, en las cuales se bus-
ca escoger espermatozoides libres 
o al menos con el menor grado de 
fragmentación de ADN y con una 
constitución cromosómica haploi-
de. Entre las técnicas tenemos la se-
lección de espermatozoides en alta 
magnificación (IMSI), adherencia al 
AH (PICSI) y columnas de anexina-
V (MACS) El uso de estas técnicas 
consume tiempo de trabajo en el 
laboratorio, por lo cual son aplica-
das en pacientes seleccionados con 
pronóstico pobre debido a factores 
paternos y caracterizados por fallas 
repetidas en ciclos de FIV/ICSI.  
Dependiendo del caso, se puede ha-
cer una combinación de las diferen-
tes técnicas. A la fecha, son pocos 
los datos reportados aplicando estas 
técnicas de selección espermática, 
por lo que son necesarios estudios 
prospectivos al azar, para confirmar 
la eficacia de estos métodos.
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