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1.0 INTRODUCCIÓN 
 

1.1 Marco teórico 

1.1a Sistema Reproductor masculino. 
 
El sistema reproductor masculino se divide anatómicamente en genitales internos y 

externos. Los genitales internos incluyen (testículos, cordones espermáticos, 

glándulas accesorias) mientras que los genitales externos incluyen (pene y escroto). 

La función correcta del sistema asegura la producción de suficientes gametos 

masculinos, su transporte exitoso y la secreción adecuada de hormonas sexuales 

masculinas1. 

Testículos. 
 
Los testículos es un órgano ovalado de 3.7 a 5.1 cm de ancho y 3 a 5.2 cm de 

diámetro, formado por un sistema bicompartimental que consiste en túbulos 

seminíferos (90%) y un intersticio (10%). La pared tubular consiste en una 

membrana basal con células peritubulares contráctiles subyacentes, los túbulos 

están compuesto por el epitelio seminífero (células germinales y células de Sertoli) 

es el compartimiento generador de espermatozoides, el intersticio testicular contiene 

las células de Leydig (origen de la testosterona), fibroblastos, células inmunitarias y 

vasos sanguíneos. Las uniones intercelulares herméticas entre células de Sertoli 

crean una barrera de difusión que se denomina barrera hematotesticular la cual 

protege a las células germinales de antígenos, anticuerpos y toxinas ambientales1. 

Vías espermáticas. 
 

El epidídimo comienza postero lateralmente al testículo, separado de este 

lateralmente por el seno del epidídimo, su conducto tiene una longitud de 3-4 

metros, está rodeado por musculo lisos que producen contracciones rítmicas y está 

cubierto por la túnica vaginal. El epitelio ciliado de revestimiento absorbe el líquido 

testicular y ayuda a la transferencia y maduración de los espermatozoides (12 a 63 

días). 
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Los conductos deferentes miden de 30 a 35 cm de largo y diámetro de 2 a 3 mm, 

tiene una pared muscular gruesa de 3 capaz, transportan los espermatozoides a la 

uretra y sus células ejercen funciones como absorción o secreción. Inicia como una 

estructura tortuosa de 2 a 3 cm de longitud y luego sale de los vasos testiculares 

justo lateral a los vasos epigástricos inferiores, se une con el conducto de la 

vesícula seminal y terminar en el conducto eyaculador1. 

Glándulas sexuales anexas. 
 
Existen tres glándulas accesorias que ayudan a enriquecer el líquido seminal con 

nutrientes y factores importantes en orden decreciente de contribución: vesículas 

seminales (13 ml de volumen promedio) forma parte del 50% del eyaculado rico en 

fructuosa, la próstata 20% del volumen eyaculado rico en azucares y zinc y 

glándulas bulbouretrales y periuretrales (Cowper y Littre) secretoras de moco para 

lubricación1.  

Pene y uretra. 
 
El pene tiene una raíz adherida al periné y un eje cubierto de piel colgante libre, está 

anclado a la sínfisis del pubis por dos ligamentos suspensorios. Internamente, el eje 

consta de tres cuerpos eréctiles esponjosos (dos cuerpos cavernosos dorsalmente y 

un cuerpo esponjoso ventralmente), la uretra del pene y las estructuras 

neurovasculares que lo acompañan y la fascia. En la raíz, los dos cuerpos 

cavernosos están anclados a las ramas isquiopúbicas, como los pilares del pene 

mientras que el cuerpo esponjoso forma el bulbo2. 

 

1.1b Esteroidogenesis. 
 
Las dos hormonas gonadotrópicas hormona folículo estimulante (FSH) y hormona 

luteinizante (LH) son los actores centrales en el eje hipotálamo hipófisis gonadal. Su 

liberación de las gonadotropinas pituitarias está controlada por hormona liberadora 

de gonadotropinas (GnRH). El generador de pulsos GnRH en el hipotálamo se 

considera el interruptor de encendido/apagado del eje reproductivo. El generador de 
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pulsos GnRH controla todo el sistema reproductivo al afectar a ambas 

gonadotropinas. La regulación hormonal de GnRH controla dos bucles de 

retroalimentación regulatoria totalmente independientes que son responsables de la 

espermatogénesis (FSH-inhibina) o de la esteroideogénesis (LH-testosterona). La 

FSH actúa específicamente sobre las células de Sertoli que regulan la producción 

de espermatozoide del epitelio seminífero controlando la expansión de las células 

germinales pre meióticas. La inhibina B funciona como una señal endocrina para la 

integridad y la actividad del sistema de células madre, proporcionando una señal a 

la hipófisis sobre la capacidad de producción de esperma. La LH actúa sobre las 

células de Leydig estimulando la liberación de andrógenos que inducen o mantienen 

un fenotipo masculino, estimulan los órganos sexuales y las acciones controladas 

por andrógenos en la periferia. Al mismo tiempo, los andrógenos funcionan como 

hormona de retroalimentación a nivel hipotalámico. En este escenario, ambas 

gonadotropinas tienen funciones separadas y bucles de retroalimentación 

regulatoria independientes: el eje FSH y la inhibina que controla la producción de 

espermatozoides y el eje LH-testosterona la androgenización del organismo2.  

1.1c Espermatogénesis. 
La espermatogénesis es un proceso estrictamente organizado que produce 

espermatozoides, el proceso consta de tres fases: mitótica o proliferativa, meiótica y 

espermiogénesis. 

 

-Mitótica o proliferativa las espermatogonias reponen el conjunto de células madre o 

continua la diferenciación hacia la producción de espermatozoides maduros (tipo A y 

B). 

 

-Meiótica los espermatozoides haploides, las espermátidas son el producto. 

 

-Espermiogénesis tiene lugar la maduración de las espermátidas en 

espermatozoides seguida de la espermiación durante la cual los espermatozoides 

se liberan en los lúmenes de los túbulos seminíferos) 

 

Todo este proceso tarda entre 60 a 70 días en completarse por lo que los efectos de 

agresiones externas se notan meses después del daño2.  
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1.1 d Espermatozoide. 
 
Los espermatozoides fueron descubiertos por Antonie van Leeuwenhoek en 

16773.Un espermatozoide maduro es una célula única altamente diferenciada que 

comprende las regiones de la cabeza, la parte media y la cola todo limitado por una 

sola membrana plasmática continua, la cabeza del esperma tiene entre 4,0 y 5,0 μm 

de longitud y de 2,0 a 3,0 μm de ancho, el acrosoma cubre entre el 40-60 % de su 

región anterior. La pieza central no tiene más de 1,5 veces la longitud de una 

cabeza típica y tiene aproximadamente 1 μm de grosor. La cola tiene de 45 a 50 μm 

de largo sin curvas ni torceduras afiladas. La morfología de los espermatozoides es 

un elemento clave del análisis clínico del semen4.  

1.1 e Regulación hormonal. 
 
Las variaciones en la frecuencia del pulso y la amplitud de la GnRH pueden modular 

la respuesta de las células gonadotrópicas permitiendo la liberación preferencial 

(Diagrama 1). Los dos ejes gonadotrópicos están completamente separados, lo que 

proporciona un control de retroalimentación independiente para la 

espermatogénesis (eje FSH-inhibina) y la esteroidogénesis (eje LH-testosterona) ya 

sea FSH o LH. El eje LH-testosterona funciona como un circuito de 

retroalimentación negativa. La LH actúa sobre las células de Leydig promoviendo la 

liberación de andrógenos después de la activación de varias cascadas de 

señalización intracelular. Los niveles séricos de andrógenos están controlados por la 

acción estimulante equilibrada de la LH en las células de Leydig frente a las 

acciones inhibidoras de los andrógenos en partes del cerebro que reducen la 

liberación de LH de los gonadotropas. En el varón, la testosterona es la hormona 

esteroide dominante que comunica a todos los órganos periféricos que la 

diferenciación sexual se ha dirigido hacia la diferenciación gonadal masculina5.  
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Diagrama 1 Control hormonal de la función testicular, retroalimentación 
independiente para espermaogenesis  (FSH-inhibina) y esteroidogenesis (L-

testosterona) 5 

 

1.1 f Infertilidad masculina. 
 
La postergación de la fertilidad es algo común en países desarrollados, se ha 

reportado  desde 1980 que las tasas de natalidad han aumentado hasta un 40 % 

para los hombres de 35 a 49 años y han disminuido hasta un 20 % para los 

hombres menores de 30 años6 ;en México para el 2019 el INEGI reporta una 

reducción en la edad del primer hijo presentando un pico pasados los 30 años7, el 

factor masculino está implicado en el 50% de los casos de infertilidad y de estos un 

30 al 40% son idiopáticos por lo que la edad y sus efectos en la calidad seminal 

juegan un papel importante en los tratamientos de reproducción asistida. 

 

La edad paterna se ha asociado con parámetros seminales disminuidos, anomalías 

cromosómicas y disminución de la fertilidad asociado al daño en el ADN debido al 

aumento del estrés oxidativo del tracto reproductivo y apoptosis de las células 

germinales testiculares. El proceso anormal de condensación nuclear espermática 

implica una secuencia compleja de eventos que incluyen reordenamientos, 

transición de proteínas de unión al ADN, alteraciones transcripcionales, pérdida de 

la estructura nucleosómica y condensación anormal de la cromatina, lo que resulta 
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en alteraciones en la organización del material genómico en los núcleos 

espermáticos y disminución de la capacidad funcional de los espermatozoides 

disminuyendo  la fertilización normal, afectando el desarrollo embrionario temprano 

e interfiriendo con la función principal del ADN espermático  que es la transmisión 

de información genética paterna6. 

 

Las células germinales pueden reaccionar activamente al daño del ADN de dos 

maneras: apoptosis o reparación del ADN. Se han descrito cinco mecanismos para 

la reparación del DNA espermático: reparación de escisión de nucleótidos (NER), 

reparación de escisión de base (BER), reparación de desajuste de ADN (MMR), 

reparación posterior a la replicación (PRR) y reparación de roturas de doble cadena 

(DSB). El mecanismo de reparación de roturas de doble cadena en los 

espermatozoides difiere de cualquier otra célula debido al grado de compactación 

de la cromatina de los espermatozoides maduros los cuales requieren proteínas de 

reparación de ADN específicas explicando la disminución de la capacidad de 

reparar el daño del ADN en las últimas etapas de la espermatogénesis, durante las 

cuales el daño genómico puede acumularse y transmitirse al embrión un ejemplo 

son los espermatozoides maduros los cuales son capaces de iniciar el proceso de 

reparación BER por la 8-oxoguanina DNA glicosilada1 pero carecen de los 

componentes posteriores de esta vía, por lo que la reparación posterior del ADN es 

estrictamente dependiente de los ovocitos8. 

1.1 g Evaluación del varón infértil. 
 
La evaluación básica en infertilidad masculina es un historial médico completo, un 

examen físico y al menos 2 análisis de semen son la piedra angular de cualquier 

evaluación del hombre infértil.  Estos proporcionan información que puede guiar el 

tratamiento y la evaluación posteriormente9. 

1.1 h Análisis seminal. 
 

El análisis seminal se basa en volumen de semen, concentración, motilidad y 

morfología de los espermatozoides sin embargo no evalúa la función testicular y 

calidad del esperma por lo que las nuevas pruebas para predecir la posibilidad de 
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embarazo en técnicas de reproducción asistida son importantes por lo que se ha 

propuesto la fragmentación del ADN espermático como una prueba para valorar la 

capacidad reproductiva masculina10. 

1.1 i Técnicas especializadas de evaluación seminal. 
 
Los métodos de análisis de esperma de laboratorio actuales son un indicador 

deficiente del resultado reproductivo, y durante muchos años ha sido claro que se 

requieren pruebas más nuevas y mejores. Aunque se han propuesto muchas 

pruebas de este tipo, solo se siguen considerando aquellas que determinan la 

calidad del ADN del esperma. De estos, varias pruebas de fragmentación del ADN 

del esperma están disponibles, aunque actualmente no hay consenso sobre la 

prueba más apropiada, la mejor muestra de prueba (esperma fresco o lavado) o qué 

nivel de fragmentación es de interés clínico11. 

1.1 j ADN.  
 
El ácido desoxirribonucleico (ADN) es el modelo genético para la gran mayoría de 

las formas de vida en la tierra. Es una macromolécula compuesta de nucleótidos 

que llevan uno de los cuatro tipos diferentes de núcleo bases, adenina (A), timina 

(T), citosina (C) o guanina (G); una desoxirribosa; y un grupo fosfato.	 El 

emparejamiento de bases determina las interacciones entre las bases de ADN, 

donde A se empareja con T y C se empareja con G a través del enlace de 

hidrógeno12. 

 

Los espermatozoides son diferentes de las células somáticas en la estructura de la 

cromatina, en el espermatozoide humano el 85% del ADN está compuesto por 

protaminas en una estructura laminar, mientras que el 15% restante en histonas13. 
 
La integridad del genoma es primordial para mantener el equilibrio de la vida tanto 

en las células somáticas como en las germinales. Las células humanas dependen 

de un sistema de vigilancia intrínseco y altamente regulado que escanea 

minuciosamente el genoma en busca de problemas que podrían comprometer la 

integridad del ADN. Los insultos ambientales y endógenos al ADN surgen de 

fuentes como radicales libres de oxígeno, subproductos metabólicos reactivos y 
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otras reacciones bioquímicas en la célula. Si bien múltiples vías de reparación de 

ADN se esfuerzan por corregir el daño, a veces estos sistemas de reparación no 

pueden realizar su función lo que lleva a la acumulación de mutaciones o roturas de 

doble cadena de ADN que representan una amenaza ya que estas lesiones 

conducen a la muerte celular si no se reparan14. La importancia de la integridad del 

ADN espermatozoide es un factor importante que afecta a la competencia funcional 

del espermatozoide para cualquier método de reproducción asistida15. 

Fragmentación de ADN. 

La fragmentación del ADN es la característica principal de la apoptosis por lo que se 

utiliza como marcador. El ADN de doble cadena se divide por el factor de 

fragmentación del ADN (DFF). El factor de fragmentación es un heterodímero que 

consiste en una subunidad catalítica de 40 kDa (DFF40) y una subunidad 

reguladora de 45 kDa (DFF45). DFF 40 tiene actividad de endonucleasa a pH neutro 

en presencia de Mg2+ y corta específicamente el ADN de doble cadena con 

preferencia por la región rica en adenina -timina16.  

Técnicas de estudio de la fragmentación de ADN. 
 

Hay ocho pruebas diferentes de fragmentación del ADN de los espermatozoides 

disponibles para uso clínico, estas pruebas se dividen en dos categorías principales: 

aquellas que miden directamente las partes rotas del ADN del espermatozoide 

mediante la fijación de una sonda o etiqueta a la parte dañada o mediante la 

visualización de la dispersión del ADN: 

 

-Ensayo de etiquetado de extermo de muesca (TUNEL) cuantifica la incorporación 

enzimatica de desoxinucleotidil transferesa terminal desoxiuridina trifosfato (dUTP) 

en las roturas de ADN.Se puede hacer usando microscopia optica,microscopia de 

fluorecencia y citometria de flujo la ventaja es que es un metodo sensible, fiable 

conuna minima variabilidad entre observadores. 

 

-Ensayo de dispersión de cromatina espermátoca (SCD) o Halo evalua la dispersión 

de los fragmentos de ADN despues de la desnaturalización, utiliza microscopia 

optica y fluorescencia. 
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-Ensayo de cometa evaluacion electroforetica de fragmentos de ADN lisado, utiliza 

microscopia de fluorescenia.  

 

-Ensayo de cometas y ensayo de estructura de cromatina esperática (SCSA) mide 

la suceptibilidad del ADN espermatozoide a la desnaturalización. La prueba es la 

versión citometrica de flujo de la prueba AO, utiliza citometria de flujo 

 

-Prueba de naranja acridina (AO)  evalúa el cambio metacromatico en la 

fluorescencia de AO cuando se une al ADN de una sola cadena (SS) ,utiliza 

microscopia de fluorescencia. 

 

-Manchas de cromomicina (CMA3) se evalúa la unión competitivamente al ADN 

visualizando indirectamente el ADN con una deficiencia de protamina, utiliza 

microscopia de fluorescencia. 

 

-Tinción de toluidina (TB) mide el aumento de la afinidad de la toluidina con los 

residuos de fosfato de ADN de los espermatozoides, utiliza microscopia óptica. 

 

-Azul de anilina (AB) evalúa el aumento de la afinidad del tinte AB para perder la 

cromatina del núcleo en el espermatozoide utilizando microscopia optica17.  

 

 

 No está claro si se deben realizar mediciones en el esperma en el semen no 

procesado (es decir, representativo de la salida del testículo y los sitios de 

almacenamiento post-epiddídica) o en el espermatozoide después de 

la centrifugación del gradiente de densidad (es decir, representativo de aquellos que 

podrían usarse en la reproducción asistida)18. 
 

 
 



14 
 

2.0 ANTECEDENTES 
 

2.1 Mecanismos moleculares de fragmentación espermática. 

La replicación activa de las células germinales en la primera fase de la 

espermatogénesis puede dar lugar a errores de transcripción que podrían dañar la 

integridad del genoma heredado del organismo. Se sabe que las roturas de doble 

cadena (DSB) se inducen fisiológicamente en los espermatocitos durante la profase 

I de la meiosis para permitir la recombinación del ADN entre cromosomas 

homólogos19, estas alteraciones durante la  meiosis pueden ser potencialmente 

peligrosos ya que pueden causar fragmentación cromosómica, pérdida de dominios 

cromosómicos, translocaciones y otras anomalías genéticas20. Los medicamentos 

gonadotóxicos y la radiación ionizante, pueden conducir directamente a la rotura de 

la hebra de ADN incluidas las DSB. 

 Durante las últimas fases de la espermatogénesis es decir  la espermiogénesis, la 

cromatina espermática sufre condensación del ADN, donde casi todas las histonas 

originales son reemplazadas por protaminas, lo que garantiza un alto nivel de 

compacidad en el núcleo espermático21. La condensación defectuosa de la 

cromatina durante la espermatogénesis, que resulta en una protaminación 

inapropiada y un empaquetado insuficiente de la cromatina, podría generar daño en 

el ADN del esperma22. 

Las roturas de una sola cadena (SSB) son causados por la actividad de la ligasa de 

ADN adyacente a la lesión o por la topoisomerasa. La topoisomerasa es una enzima 

que se dobla o desenrolla las cadenas de ADN. Durante el proceso de 

compactación de la cromatina en la espermiogénesis, la topoisomerasa II facilita la 

creación de roturas en el ADN para reducir el estrés torsional para el desmontaje de 

histonas y el envasado de cromatina. Si estas roturas no se modifican, el 

consiguiente deterioro del empaque de cromatina resulta en un aumento de 

fragmentación espermática del ADN. Las especies reactivas de oxígeno (ROS) 

como los radicales libres y el peróxido de hidrógeno se consideran una de las 

principales causas de las roturas de una sola cadena causando modificaciones de la 
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base del ADN que conducen a la formación de 8-hidroxi-2'-desoxinosina (8-OHdG) y 

peroxidación lipídica. La estructura del ADN se desestabiliza por esos aductos de 

base oxidada, lo que resulta en roturas del ADN8.  

2.2 Factores de riesgo para fragmentación DNA 
espermático. 
 
El espermatozoide se produce en los túbulos seminíferos y luego se almacena en el 

epidídimo para su posterior liberación, para que madure debe pasar a través del 

epidídimo donde sufre una serie de cambios fisiológicos y bioquímicos el tiempo de 

tránsito epidídimal es entre 2 y 11 días. La variación está influenciada por la 

frecuencia eyaculatoria, la  Organización Mundial de la Salud (OMS) recomienda un 

período de abstinencia de 2 a 7 días antes de la obtención de muestra  para la 

evaluación estándar del semen, sin embargo estudios recientes han sugerido que la 

abstinencia más corta es mejor para las técnicas de reproducción asistida (TAR) ya 

que el aumento de abstinencia disminuye la vitalidad de los espermatozoides, la 

motilidad progresiva, positividad de CMA3 y aumento en la fragmentación de DNA  

por lo que el período de abstinencia es importante para garantizar tanto la cantidad 

como la calidad de los espermatozoides23 . 

El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio en la homeostasis entre la 

producción de especies reactivas de oxígeno y la capacidad antioxidante total en el 

semen, también puede originarse en fuentes exógenas como los tóxicos, el 

tabaquismo, el alcohol, la dieta y la radiación o fuentes endógenas como el 

varicocele, aumento de la temperatura escrotal , envejecimiento atribuyéndose a la 

exposición acumulada de especies reactivas de oxígeno y a la apoptosis 

desordenada así como a una disminución de la capacidad antioxidante y a un mayor 

número acumulado de ciclos espermatogénicos en un contexto en el que las 

actividades de reparación del ADN pueden disminuir y se pueden adquirir más 

mutaciones. Las infecciones genitourinarias y la inflamación del tracto genital 

masculino también pueden aumentar la producción de ROS a través de la activación 

de los glóbulos blancos. Finalmente, la exposición a ROS durante la transferencia 

de espermatozoides del testículo al epidídimo después de la espermatogénesis 

también puede conducir a (SDF) fragmentación DNA espermático por lo que se 
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intuye que una abstinencia más larga podría aumentar las SDF ya que el ADN de 

los espermatozoides puede ser dañado mientras que los espermatozoides se 

almacenan. 

2.3 Relación de la fragmentación espermática e infertilidad 
masculina 
 
Los factores femeninos son importantes para determinar el éxito de la fertilización in 

vitro (FIV). Sin embargo, muchos informes han demostrado que los factores 

masculinos también afectan el éxito o el fracaso de la FIV lo que indica que el 

examen masculino es importante para evaluar la fertilidad en las parejas. 

 

La espermatobioscopia directa o análisis seminal es un estudio para evaluar la 

calidad del espermatozoide y diagnosticar infertilidad masculina proporcionando 

datos indirectos sobre la producción de espermatozoides por testículos, 

espermiogénesis o maduración del espermatozoide, sin embargo no puede predecir 

el nivel de fertilidad. Durante las últimas décadas se ha estudiado la integridad del 

ADN nuclear espermático para evaluar calidad espermática y posible asociación con 

potencial fertilizante, desarrollo embrionario y resultados reproductivos24,25   

 
El impacto de la edad en la integridad del ADN espermático fue descrito por 

Kaarouch et al 2018 demostrando que los hombres mayores a 40 años tenían un 

porcentaje mayor de DFI que los hombres más jóvenes26. Vagnini et al 2007 

observaron diferencias significativas en el porcentaje de espermatozoides con el 

ADN espermático fragmentado en pacientes menores de 35 años comparado con 

36-39 años y mayores a 40 años27. 

 
Winkle et al 2009 concluyeron que en hombres mayores de 40 años los valores 

seminales alterados estaban relacionados con un porcentaje mayor de DFI 

comparado con los hombres de 36 a 39 años 28 Rosiak et al 2019 demostró una 

asociación entre la edad paterna avanzada y la integridad de la cromatina 

espermática en el grupo mayor a 40 años independientemente de los valores de la 

espermatobioscopia demostrado que la evaluación de la calidad del ADN 

espermático nuclear tiene mayor utilidad clínica que el análisis de semen estándar y 



17 
 

discrimina mejor a los hombres con un potencial de fertilidad normal de los hombres 

con un potencial de fertilidad reducido29,30. 

 
La causa más común de fragmentación del ADN del espermatozoide es la presencia 

de especies reactivas de oxígeno (ROS) como radicales hidroxilo, anión superóxido, 

peróxido de hidrogeno y estrés oxidativo, se requieren bajos niveles de ROS para la 

capacitación de espermatozoides, la hiperactivación, la reacción acrosómica y la 

fusión espermatozoide- ovocito por lo que la alta concentración de ROS es dañina  y 

altera los parámetros del semen produciendo mutaciones y polimorfismos puntuales 

lo que resulta en disminución en la calidad seminal31.  
 

Le et al. Informaron en su estudio que aproximadamente el 8 % de los hombres 

infértiles tienen altos valores de índice de fragmentación espermática (DFI) (≥ 30 %). 

Un DFI alto a menudo resulta en un bajo rendimiento de la FIV. Aunque no hubo 

una diferencia significativa en la tasa de fertilización normal de ICSI, la tasa de 

desarrollo de blastocitos fue significativamente más baja en el grupo de DFI alto, 

esto es porque el genoma embrionario se activa en la etapa de 4 células y la 

influencia de los genes parentales se refleja en la etapa de 8 células. Por lo tanto, la 

mayoría de los investigadores creen que el daño en el ADN del esperma no afecta 

la fertilización del ovocito o el desarrollo embrionario antes de la etapa de 4 

células32. Agrawal et al. 2019 también informaron que los factores asociados con el 

daño del ADN espermático se ven afectados por lípidos espermáticos anormales, 

hormonas reproductivas y mitocondrias33, estos factores están involucrados en el 

estrés oxidativo y la apoptosis debido a la disminución de la fecundidad masculina 

dependiente de la edad. 

2.4 Implementación en la práctica clínica: Directrices de 
las sociedades profesionales y la sexta edición de la OMS 

Actualmente, las directrices de la Sociedad Americana de Medicina Reproductiva 

(ASRM) no recomiendan la prueba de rutina de fragmentación DNA espermática  en 

la evaluación de la infertilidad masculina debido a la falta de información34. Por otro 

lado, las directrices de la Sociedad Europea de Reproducción Humana y 

Embriología (ESHRE) establecen que las pruebas de SDF podrían considerarse con 
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fines explicativos en parejas con perdida gestacional recurrente35. Del mismo modo, 

las directrices de la Asociación Europea de Urología (EAU) en 2020 también 

recomiendan la prueba fragmentación en parejas con perdida gestacional recurrente 

después de un embarazo natural y parejas masculinas con infertilidad inexplicable 
36. 

La sexta edición del manual del laboratorio de la OMS para el examen y 

procesamiento del semen reconoce que existen limitaciones para evaluar la 

funcionalidad de los espermatozoides con una espermatobioscopia por lo que 

retoma la importancia de realizar las pruebas de función de los espermatozoides 

introduciendo la fragmentación del DNA espermático como un examen extendido 

convirtiéndose en uno de los biomarcadores más discutidos y prometedores en 

andrología37.	
 

3.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Los criterios de evaluación de espermatozoides basados únicamente en métodos 

convencionales de análisis de semen pueden no ser un estudio principal para 

determinar el potencial de fertilidad en un paciente. Actualmente se ha propuesto la 

evaluación de la fragmentación ADN espermatico como una prueba extendida que 

puede ayudarnos a evaluar la capacidad reproductiva del espermatozoide. 

4.0 PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 
 

¿Cuáles son las alteraciones en el análisis seminal relacionados con la edad y la 

fragmentación espermática en pacientes infértiles?  

 

5.0 JUSTIFICACIÓN 

Generalmente la fertilidad masculina se evalúa mediante análisis de semen por 

espermatobioscopia directa el cual depende de la subjetividad del observador por lo 

que  la sensibilidad diagnóstica del análisis de la motilidad del semen para evaluar el 

potencial de fertilidad es baja así como los datos de alteraciones morfológicas 
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también es subjetiva ya que se basa únicamente en una evaluación aproximada de 

los espermatozoides vistos a través de un microscopio. Existe evidencia que el DFI  

aumenta con la edad en los hombres. Le et al. 2019 informó en su estudio que 

aproximadamente el 8% de los hombres infértiles tienen valores altos de DFI (≥30%) 
38 .  

Los modelos de FIV  e ICSI que utilizan ovocitos de donantes con fertilidad 

demostrada también se han utilizado para estudiar el impacto de las fragmentacion 

del espermatozoide en la fertilidad comprobando su implicacion en los resultados 

reproductivos,  Gosálvez et al  2013 realizó un estudio de ICSI que utilizó ovocitos 

de donantes de fertilidad probada demostrando que las tasas de fragmentacion de 

espermatozoides de parejas no embarazadas (34,9 %) eran más altas que las de 

las parejas embarazadas (25,3 %; p < 0,001) concluyendo que un valor umbral de 

fragmentacion espermática del 24,8 % tiene una sensibilidad del 75 % y una 

especificidad del 69 % para la predicción del embarazo. Una DFI alta da como 

resultado un mal descenlace reproductitvo en paciente en algun tratamiento de 

reproducción afectando el desarrollo de blastocistos39. Es por esto que decidimos 

analizar retrospectivamente la relación  de la edad con el resultado de la 

espermatobioscopia y el indice de fragmentación espermática y poder comprobar 

como el factor edad es importante en la calidad seminal presentando parámetros 

alterados y mayor fragmentación del ADN en el espermatozoide y poder observar la 

importancia de estos dos estudios como parte del abordaje de infertilidad masculina 

para poder ofrecer un  tratamiento individualizado que mejore los resultados en los 

tratamiento de alta complejidad. 

6.0 OBJETIVOS 

6.1 Objetivo General  
 

Evaluar las alteraciones en la calidad seminal y fragmentación de ADN relacionados 

con la edad en pacientes infértiles. 
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6.2 Objetivos Específicos  
 

• Evaluar la calidad seminal de pacientes infértiles. 

 

• Determinar el porcentaje de DFI y su relación con los diferentes diagnósticos 

por análisis seminal.  

 

• Verificar si existe correlación entre la edad con la calidad seminal y el DFI en 

pacientes infértiles. 

7.0 HIPOTESIS 
 

Por el carácter descriptivo del protocolo no se necesita hipótesis. 

 

8.0 METODOLOGÍA 
 

Estudio observacional, transversal, retrolectivo Se realizó una recolección de datos 

en el expediente clínico del laboratorio de andrología de la clínica de reproducción 

asistida HISPAREP en el Hospital Español de México de enero del 2018 a diciembre 

del 2022. 
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8.1 Diseño del estudio 
 

8.1a Clasificación del Estudio: 
 

Cuantitativo 

 

8.1b Tipo de Investigación: 
 

Observacional, transversal, retrolectivo 

   

8.1c Características del Estudio: 
 

8.1d Área de Investigación.            Clínica 

8.1e Línea de Investigación   Reproducción asistida    

 

8.2 Lugar donde se realizará el estudio 
 

Laboratorio de Andrología de la Clínica Hisparep Clínica de Reproducción Asistida 

del Hospital Español. 

 

8.3 Universo, muestra y tamaño de la muestra 
Universo.  A conveniencia de todos los hombres que acudieron a Hisparep para un 

tratamiento de reproducción asistida y se les realizó un estudio seminal y 

fragmentación espermática. Tamaño de la muestra de pacientes con diagnóstico de 

infertilidad. 

 

8.4 Método de Selección de los Participantes 
 
Muestreo no probabilístico de casos consecutivos. 
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Pacientes masculinos que serán incluidos dentro del protocolo que hayan acudido a 

la Clínica de reproducción asistida Hisparep para un tratamiento de reproducción 

asistida, ya sea con infertilidad primaria o secundaria.  

 

8.5 Criterios de inclusión, exclusión y suspensión de los 
participantes 
 

a. Criterios de Inclusión 

● Pacientes con infertilidad primaria o secundaria 

● Masculinos con espermatobioscopia y fragmentación DNA espermático 

 

b. Criterios de Exclusión 

 

• Pacientes con azoospermia 

• Expedientes o datos incompletos 

 

8.6 Variables del Estudio 
 

 

Variables 
  

Indicadores 
  

Definición 
operacional 

  

Definición 
universal 

Tipo de 
variable 

  

Edad Expediente años Tiempo que ha 
vivido una persona 

u otro ser vivo 
contando desde su 

nacimiento. 

Numérica 
Continua 

Etiología Laboratorio Normozoospermi
a 

Teratozoospermi
a 

Oligoastenoterat
onecrozoospermi

a 

Alteraciones en la 
movilidad, 
morfología, 
volumen. 

Categórica 
Nominal 
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Astenoteratonecr
ozoospermia 

Astenoteratozoo
spermia 

Oligoastenoterat
ozoospermia 

Oligoteratozoosp
ermia 

Oligoteratonecro
zoospermia 

Otras etiologias 

Índice de 
fragmentación 
DFI  

Laboratorio Integridad de 
material genético 
de una muestra 

de semen 

Analiza las roturas 
o lesiones en las 
cadenas de ADN 

espermático 

Numérica 
Continua 

Índice de 
teratozoospermi
a 

Laboratorio Porcentaje de 
alteraciones 
morfológicas 

Número de zonas 
afectadas en cada 
espermatozoide 

anómalo. 

Numérica 
Continua 

Espermas 
vacuolados 

Laboratorio Número de 
vacuolas 

Detecta algún 
defecto o anomalía 
en el proceso de 

espermatogénesis 
o maduración 
espermática 

Numérica 
Discreta 

Residuos 
citoplasmáticos 

Laboratorio Número de 
residuos 

citoplasmáticos 

Presencia de gran 
cantidad de 

citoplasma teñido e 
irregular 

Numérica 
discreta 

 

8.7 Procedimientos 
 

Se revisarán los expedientes de todos los pacientes masculinos que hayan acudido 

a la clínica Hisparep en el periodo de enero 2018 a diciembre 2022 y se 

seleccionarán aquellos expedientes que cumplan con los criterios de inclusión. 

Posteriormente se recolectarán los datos de los expedientes en una hoja de 

recolección de datos para después transcribirse a una base de datos en un 

documento de Excel y finalmente realizar el análisis estadístico. 
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8.8 Técnicas de Análisis Estadístico 
 

Se realizará un análisis con estadística descriptiva e inferencial. Para el análisis 

descriptivo se utilizarán frecuencias y proporciones para las variables categóricas y 

medidas de tendencia central y de dispersión para las variables numéricas. 

Dependiendo de la normalidad y homocedasticidad se utilizarán pruebas 

paramétricas o no paramétricas.  

 

9.0 RESULTADOS 
 

Se realizó un estudio retrospectivo en pacientes con diagnóstico de infertilidad entre 

2018 a 2022.Se incluyeron un total 206 pacientes masculinos infértiles a los cuales 

se les realizó una espermatobioscopia y prueba de fragmentación espermática para 

evaluar la información sobre el diagnóstico y tratamiento de infertilidad en la clínica 

de HISPAREP. 
 

Las muestras se recolectaron después de 3 a 5 días de abstinencia sexual, se 

obtenían los eyaculados por masturbación en recipiente estériles. Se analizaron 

entre los 30 a 60 minutos a 36ºC, posteriormente se realizó el análisis de semen de 

acuerdo con los criterios del manual de laboratorio de la OMS 2020.  Se determinó 

la concentración, movilidad, vitalidad y morfología con los criterios estrictos de 

Kruger.  Una vez realizado el análisis se tomó una alícuota de 200 µl para la 

determinación de la Fragmentación de ADN espermático.  Para ello se toman 25 µl 

de la muestra y se colocaron en gel de agarosa de bajo punto de fusión. La agarosa 

se colocó en un portaobjetos tratado y se colocó un cubreobjetos para formar una 

capa solida la cual fue fijada a temperatura fría.  Posteriormente se retiró el 

cubreobjetos y el portaobjetos fue colocado en solución desnaturalizante, 

posteriormente solución lisis, se lavó en agua destilada, se deshidrato en alcoholes 

al 75 y 90% respectivamente; se dejó secar y se procedió a realizar la tinción 

(tinción Dif quick).  Se evaluaron los halos de acuerdo al inserto del Kit Halosperm 

(Halosperm, España).  Se leyó la laminilla con microscopio de fases, objetivo de 

inmersión (100X). Se contaron 500 espermatozoides por duplicado.  El resultado se 
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expresó en % y se determinó el potencial fertilizante (DFI) con los valores de 

referencia. 

 
En la (tabla 1) se muestran las características generales de los pacientes, los 

resultados de la población mostraron una mediana de edad 39.8 ± 6.6, volumen 

seminal 2.5±1.1 ml, concentración 49.4 ±27.8 mill/ml, vitalidad 74.7 ±14.8 %, 

motilidad progresiva 45.3 ±17.1 %, morfologías normales 2.2±1.1 %, DFI 27.9± 9.3 

%. 
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Los pacientes se dividieron por 4 rangos de edad (Tabla 2) : < de 30 años, 31 a 35 

años, 36 a 40 años y > a 41 años, Se observó que < de 30 años el DFI 26.1 ± 5.8 %, 

31 a 35 años DFI 26.9 ± 12.9%, 36 a 40 años DFI 27.5  ± 9.4 %, > a 41 años DFI 

27.9  ± 7.4%. Se realizó una correlación del diagnóstico por espermatobioscopia y el 

nivel de DFI observando el aumento de la presencia de espermatozoides 

vacuolados, espermatozoides con residuos citoplasmáticos e índice de 

teratozoospermia con respecto a los 4 rangos de edad (Tabla 3). 
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La presencia de un DFI alto está acompañada de un deterioro significativo de la 

morfología de los espermatozoides que va aumentando conforme la edad avanza 

siendo más evidente a partir de los 36 años, < 30 años morfología normal 2.6 ± 1.3, 

31 a 35 años 2.7 ±1.3, 36 a 40 años 2.3 ± 1.1, > 41 años 2.0 ± 0.9 (Tabla 4). 
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10.0 DISCUSIÓN 
 

Nuestra población de estudio tiene una edad media de  39.8 ± 6.6 con un  DFI 27.9 

% ± 7.4 lo cual nos hace ver que la postergación de la fertilidad en México 

concuerda con lo reportado en el INEGI, se pudo observar que a partir de los 36 

años hay un aumento en el DFI siendo más marcado a partir de los 41 años lo cual 

coincide con los datos reportados por Donald P et al 2020  , los pacientes 

normozoospermicos presentaron niveles más bajos en DFI en comparación con 

todos los grupos que presentaban alguna alteración en el diagnóstico de 

espermatobioscopia por lo que las presencia de alteraciones en el análisis seminal 

aumentan con la edad  siendo la más evidente la disminución de formas normales 

de espermatozoides  lo cual se ve reflejado  en el DFI . 

 

11.0 CONCLUSIÓN 
 

En la población que estudiamos observamos como el factor edad es importante en 

la calidad seminal presentando parámetros alterados y mayor fragmentación del 

ADN en el espermatozoide, evaluar mediante análisis seminal por 

espermatobioscopia y fragmentación de ADN en pacientes con diagnóstico de 

infertilidad masculina nos permite ser objetivos para el tratamiento que se les puede 

ofrecer para mejorar los resultados en los tratamientos de alta complejidad. 

 

12.0 ASPECTOS ÉTICOS 
 

10.1 Clasificación de la Investigación: Investigación sin riesgo 

 

10.2 Riesgos Previsibles y Probables 

 

Sin riesgo 

 

10.3 Medidas de Protección Frente al Riesgo Físico y/o Emocional 
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No Aplica 

 

10.4 Carta de Consentimiento Informado 

 

Aviso de Privacidad Hisparep 

 

10.5 Archivo Confidencial de la Investigación 

 

Nuestra base de datos será resguardada en una computadora protegida con 

contraseña. Sólo tendrán acceso a los datos los investigadores del estudio. Así 

mismo, asumo la responsabilidad de salvaguardar los datos personales de las 

pacientes que se incluyan en este estudio.  

 

Los autores declaran no tener conflicto de interés en el estudio. 
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