
RESUMEN
EVALUACIÓN DEL DAÑO EN EL DNA ESPERMÁTICO

La esterilidad afecta a casi un 20% de las parejas en edad reproductiva y en la mitad de los casos el factor
masculino tiene un papel relevante. Entre los parámetros clásicos que determinan una buena calidad semi-
nal, tales como, la motilidad espermática, la morfología o el estado de los acrosomas y de las membranas, la
integridad de la molécula de DNA es crucial para llevar a cabo una fecundación con éxito. Sin embargo, el
estudio de este último parámetro no es sencillo, hecho que ha dificultado su incorporación rutinaria en la ela-
boración de los seminogramas. La presente revisión tiene dos objetivos: 1) presentar una visión actualizada de
aquellas tecnologías que se consideran más eficaces para el estudio de la fragmentación del DNA en el esper-
matozoide, teniendo en cuenta la posibilidad de su uso en los laboratorios de andrología y de acuerdo con la
complejidad intrínseca al proceso, el equipamiento y los recursos disponibles, y 2) analizar sus efectos e impli-
caciones sobre la fecundación, desarrollo embrionario y fertilidad.
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ABSTRACT
ASSESSING SPERM DNA DAMAGE

Infertility affects almost 20% of couples in reproductive age and the male factor being responsible of 50%
of this infertility. Among the classic parameters that determine a good seminal quality such as sperm moti-
lity, sperm morphology or the quality of the of acrosomes and/or sperm membranes, the integrity of the
DNA molecule is crucial to carry out a successful fertilization. Nevertheless, the study of this parameter has
not been straightforward approached. This fact has shunned its incorporation, as a routine technique, wit-
hin a standard seminogram. The aim of the present review is to summarize and update those technologies
that are considered more successful to study sperm DNA fragmentation with special emphasis to: 1) the
levels of technological complexity and the possibility of its use in laboratories of andrology, according with
the equipment and the resources available, and 2) the effects and possible implications of high level of
sperm DNA fragmentation for fecundation, embryo development and fertility.
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La esterilidad afecta a casi un 20% de las pare-
jas en edad reproductiva. Esta cifra está

aumentando de modo acelerado en los últimos
años, debido a un cambio radical en las pautas
sociales del ser humano. Parece ser que el fenó-
meno afecta a ambos sexos, de tal forma que el
factor masculino parece estar involucrado en la
mitad de los casos de infertilidad1.

El análisis de las características de muestras
seminales es esencial para evaluar si el factor
masculino tiene influencia en la infertilidad. Para
el estudio de la infertilidad masculina relaciona-
da con la calidad del semen, la Organización
Mundial de la Salud2, ha establecido una serie de
parámetros que se debieran analizar de forma
rutinaria en un laboratorio básico de andrología.
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Entre las características clásicas que se determi-
nan de modo habitual, destacan el volumen del
eyaculado, el pH, el número de espermatozoides
por unidad de volumen, la motilidad y la morfo-
logía de los espermatozoides. En general y para
cada parámetro analizado, se establecen valores
umbral, tanto para el estudio de caracteres cua-
litativos como cuantitativos. Sin embargo, aún
utilizando este tipo de valores, se estima que
aproximadamente un 15% de los varones estéri-
les presentan un espermiograma normal3. Por lo
tanto, es verosímil que estos parámetros no sean
del todo indicativos de la calidad de los esperma-
tozoides presentes en una muestra seminal.
Adicionalmente, al añadir otro tipo de paráme-
tros tales como la integridad del acrosoma, la
vitalidad, la evaluación de ciertas actividades
enzimáticas o la integridad funcional de la mem-
brana, la conclusión que se alcanza es que nin-
gún parámetro, per se, se puede considerar de
valor diagnóstico absoluto de la infertilidad mas-
culina. La situación es todavía más crítica cuan-
do se utilizan técnicas de reproducción asistida.
En este tipo de situaciones, donde se recurre a la
fertilización in vitro (FIV) o bien a la inyección del
espermatozoide en el citoplasma del ovocito
(ICSI), la calidad de los espermatozoides que se
utilizan, requiere un control mucho más delicado
que en el caso de la reproducción normal. Esto es
debido, por una parte, a las manipulaciones téc-
nicas que implican este tipo de procesos y por
otra, al simple hecho de que la necesidad de
recurrir a esta clase de técnicas lleva implícito
que puede existir algún problema que interfiere
con la concepción normal4.

Parece lógico asumir que la transferencia de la
molécula del DNA integra e intacta desde el
espermatozoide al óvulo, es crucial para conse-
guir una fecundación con ciertas perspectivas de
éxito. Sin embargo, resulta sorprendente que no
exista una tecnología rápida para analizar la cali-
dad del DNA en una célula tan crítica como el
espermatozoide y que se pudiera utilizar con la
misma facilidad con la que se procede para estu-
diar, por ejemplo, la motilidad de estas mismas
células. En este sentido, es bien conocido que la
presencia de defectos en el material genético,
tales como anomalías en la condensación de la
cromatina, en relación con el proceso de la

maduración del espermatozoide, la integridad de
la molécula de DNA asociada con la presencia de
roturas tanto de doble cadena como de cadena
sencilla del DNA, o la presencia de anomalías cro-
mosómicas, como pueden ser las aneuploidías o
las reordenaciones genómicas estructurales, se
asocian estrechamente con la infertilidad5. Sin
embargo, no existe una tecnología adecuada que
traspase el ámbito de la investigación y que se
pueda utilizar de forma sistemática en un servi-
cio básico de andrología. 

En lo que se refiere al origen del daño en el
DNA del espermatozoide, nos enfrentamos con
toda seguridad a un efecto de naturaleza multi-
factorial en el que interviene una casuística no
del todo delimitada. Se sabe que la generación de
radicales libres de oxígeno (ROS)6 o bien fallos en
el intercambio correcto de la fracción histónica de
la cromatina por las protaminas, pueden produ-
cir daño irreversible en el DNA del gameto. En
relación directa con este tipo de acontecimientos,
la presencia de apoptosis, como un suceso de
muerte celular programada, tiene lugar durante
el proceso de maduración espermática7,8. No obs-
tante, es interesante destacar que la incidencia
del fenómeno apoptótico en los espermatozoides
de un eyaculado que se manipula para un proce-
so de reproducción asistida, generaría una serie
de metabolitos que no serán retirados por tipos
celulares tales como los macrófagos, hecho que
ocurriría en cualquier muerte celular en el nivel
somático. Esta situación puede generar un acu-
mulo no deseable de metabolitos altamente reac-
tivos, tales como enzimas celulares, enzimas pro-
cedentes del acrosoma o bien nucleasas de remo-
delación de la cromatina tales como la topoiso-
merasa. Todo este tipo de acción enzimática
“fuera de control” puede contribuir e incluso ace-
lerar el proceso de degradación celular, afectando
de forma indirecta, a otros espermatozoides. En
este escenario, se ha sugerido que el daño provo-
cado en la molécula del DNA del espermatozoide
por razones de distinta naturaleza, puede afectar
la salud del embrión, la del feto e incluso la de la
descendencia global9,10. Además, se ha propues-
to que el efecto de este daño puede asociarse a
enfermedades que aparecen en la descendencia,
tales como la propia infertilidad11,12, la presencia
de cáncer en la niñez13 o bien puede relacionarse



con ciertas enfermedades de impronta genómica
anormal14. Adicionalmente, existen causas de
naturaleza exógena a la propia dinámica de for-
mación del gameto tras el proceso meiótico, que
resultan en un incremento notable en el daño
que se observa en el DNA de un espermatozoide.
De esta forma, el uso de ciertos fármacos, la con-
taminación atmosférica, el tabaquismo, los episo-
dios de fiebre alta, una temperatura testicular
elevada, anomalías anatómicas tales como el
varicocele, o una edad avanzada, contribuyen de
forma notable a incrementar las tasas de daño
registrado en el DNA del espermatozoide13,15-17.

El propósito de la presente revisión es presen-
tar una recopilación actualizada de aquellas tec-
nologías que consideramos más eficaces para el
estudio de la fragmentación del DNA en el esper-
matozoide, teniendo en cuenta sus niveles de
complejidad y la posibilidad de su uso en distin-
tos laboratorios de andrología, de acuerdo con el
equipamiento y recurso disponibles. De forma
paralela, esta revisión intenta resaltar los efectos
e implicaciones de la fragmentación del DNA en
los espermatozoides y en qué situaciones clínicas
una muestra de semen puede presentar unos
niveles elevados de daño en la molécula de DNA.

METODOLOGÍAS PARA LA DETECCIÓN
DEL DAÑO EN DNA DEL

ESPERMATOZOIDE
Existen dos estrategias diferentes para estudiar

la fragmentación del DNA espermático (Tabla 1).
La primera, incluye aquellas metodologías enca-
minadas a marcar las roturas, tanto de cadena
sencilla como de cadena doble, que se registran
de forma natural o fortuita en la molécula de
DNA. Dentro de este grupo, podríamos incluir el
uso de procesos enzimáticos para la incorpora-
ción in situ de nucleótidos marcados, tales como
la Terminal dUTP Nick-End Labeling (TUNEL)18 o
la In Situ Nick Translation (ISNT)19,20. Dado que
las roturas del DNA incrementan la susceptibili-
dad del DNA a la desnaturalización, al iniciarse
esta a partir de los extremos de la rotura, la segun-
da estrategia incluye aquellas tecnologías que
miden la distinta capacidad de la cromatina y en
particular del DNA, para desnaturalizarse frente a
determinados tratamientos. En este grupo se
incluyen técnicas tales como el Sperm Chromatin

Structure Assay (SCSA)21, el DNA Breakage
Detection-Fluorescence In Situ Hybridization
(DBD-FISH), una metodología que utiliza la hibri-
dación in situ de ácidos nucleicos22, el ensayo
cometa bajo condiciones desnaturalizantes23, o la
prueba Sperm Chromatin Dispersion (SCD)24.
Adicionalmente, existen otras pruebas para el
análisis del estado de la cromatina en el esper-
matozoide que comentaremos con menor detalle
debido a que no son tan utilizadas, o bien en
algunos casos, son controvertidas.

Ensayo TUNEL (Terminal dUTP Nick-End 
Labeling)
Esta prueba permite visualizar la incorpora-

ción de nucleótidos marcados en los extremos de
las roturas existentes en el DNA, bien sean de
cadena simple o doble. La reacción se cataliza, in
situ, mediante la acción de una transferasa ter-
minal. Esta enzima incorpora deoxiuridina modi-
ficada con biotina o digoxigenina, en el extremo
3’–OH de la cadena afectada. Posteriormente, los
nucleótidos modificados se detectan tras una
reacción con un anticuerpo conjugado con un
fluorocromo como molécula trazadora. El nucleó-
tido incorporado puede estar directamente mar-
cado con el fluorocromo. Teóricamente, la señal
de marcado obtenida por cada espermatozoide,
se incrementaría de acuerdo con el número de
roturas que presente la cadena de DNA18,25.

La técnica ha tenido una buena aceptación
dado que es versátil, esta comercializada en kit y
los resultados pueden ser interpretados median-
te microscopía de fluorescencia y citometría de
flujo. Según algún estudio de evaluación visual
directa, la variabilidad intraobservador es menor
del 8% y la interobservador es menor del 7%26.
De todos modos, existen niveles de marcado
intermedio de la molécula de DNA e irregulares,
o bien niveles de base variables, que pueden pre-
sentar cierta confusión. Su uso no se ha expan-
dido en la rutina clínica por tres razones: 

1) Requiere equipo sofisticado para su análisis.
2) Requiere personal especializado
3) El material que se utiliza viene precedido

por un proceso de fijación de la cromatina
que puede dificultar el acceso de las enzi-
mas y la propia actividad enzimática puede
ser irregular.
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Prueba de ISNT (In Situ Nick Translation)
La ISNT es básicamente una técnica de con-

cepción similar al TUNEL ya que permite cuanti-
ficar el grado de daño que se produce en el DNA
evaluando tras la incorporación de moléculas de
dUTP modificado con botina o digoxigenina, o
bien marcado directamente el DNA con un fluo-
rocromo conjugado con un nucleótido modifica-
do, tras utilizar la enzima DNA polimerasa I. La
mayor diferencia con el TUNEL radica en que, en
este caso, existe una actividad enzimática exonu-
cleasa y la incorporación de nucleótidos es mayor
por utilizar la cadena de DNA complementaria
como molde. Los resultados del análisis de ISNT
se han utilizado para el estudio de la presencia de
anomalías originadas durante la remodelación de

la cromatina del espermatozoide27. Desde el
punto de vista práctico, esta técnica tendría las
mismas prestaciones e inconvenientes que la de
TUNEL, pero no existe disponible de modo
comercial para su aplicación directa sobre esper-
matozoides.

DBD-FISH (DNA Breakage Detection-
Fluorescence In Situ Hybridization)
Se trata de una metodología relativamente

reciente y que se circunscribe al campo de la
investigación. Se fundamenta en la capacidad que
tienen ciertas soluciones alcalinas de producir una
desnaturalización del DNA a partir de los extremos
de roturas de doble cadena o de cadena sencilla, o
bien lugares sensibles al álcali. Después de la des-

Tabla 1
Resumen de las metodologías utilizadas para evaluar alteraciones en el DNA de espermatozoides, así como de algunas de
sus ventajas e inconvenientes en relación con la aplicación clínica de rutina

Metodologías que se basan en el marcaje de roturas del DNA

Método Instrumental Ventajas Desventajas Utilidad clínica

TUNEL Microscopio Fluorescencia Cumple con parámetros de control Equipo sofisticado y costoso Fertilidad masculina
Citometría  de flujo de calidad Reproducción asistida

Pérdidas fetales

ISNT Microscopio Fluorescencia Reacción de marcaje directo Equipo sofisticado y costoso Fertilidad masculina
Citometría  de flujo

Metodologías que se basan en la susceptibilidad del DNA para desnaturalizarse

SCSA Citometría  de flujo Punto de corte establecido (30%) Instrumentación costosa Recomendada en estudios
para diferenciar pacientes fértiles Capacitación técnica epidemiológicos de infertilidad
e infértiles

COMETA Microscopio Fluorescencia Bajo costo Lento de ejecución Fertilidad masculina
Electroforésis DNA Requiere observador con Reproducción asistida

experiencia Criopreservación de esperma

SCD Microscopio Fluorescencia Análisis simple de resultados Aún no determinada Aún no determinada
campo claro Bajo costo Varicocele?

DBD-FISH Microscopio Fluorescencia Revela modificaciones estructurales Procedimiento sofisticado Aún no determinada
de la cromatina. y costoso

Otros métodos

NA Microscopio Fluorescencia Bajo costo Subjetiva Diferencias significativas en
Citometría  de flujo Poco reproducible patologías andrológicas

AT Microscopio campo claro Método simple y Subjetiva Evaluación de anormalidades
de bajo costo Poco reproducible en la cromatina.

CMA Microscopio Fluorescencia Método simple y Subjetiva Evaluación de anormalidades
de bajo costo Poco reproducible en la cromatina.

TUNEL: Terminal dUTP Nick-End Labeling. ISNT = In situ Nick Translation. DBD-FISH: DNA Breakage Detection-Fluorescence  In Situ Hybridization. SCSA: Sperm
Chromatin Structure Assay. SCD: Sperm Chromatin Dispersion. NA: Naranja de Acridina. AT= Azul de Toluidina. CMA: Cromomicina A3.



naturalización y extracción de las proteínas utili-
zando una solución de lisis, el DNA generado de
cadena sencilla, puede hibridarse con una sonda
de DNA (Fig. 1). Cuantas más roturas existan en
dicha cadena, mayor será el nivel de marcado que
se obtenga en el núcleo 22. Al igual que las técni-
cas de TUNEL o ISNT, la técnica de DBD-FISH no
se puede considerar de aplicación rutinaria por
razones similares a las descritas previamente.
Desde el punto de vista de la investigación, tiene
mucho interés, ya que es la única técnica disponi-
ble que nos permite evaluar daño de célula a célu-
la, in situ, en secuencias específicas del DNA28.

Ensayo del cometa
En realidad este ensayo es una adaptación de

la electroforesis de DNA desnudo, comúnmente
utilizada en biología molecular, al campo de la
biología celular. La idea es que el DNA de un
núcleo desproteinizado que contenga roturas en
sus cadenas de DNA, estará mas libre para ser
movilizado hacia el polo positivo, cuando éste se
someta a un campo eléctrico5. La metodología
básica consiste en incluir una muestra de esper-
matozoides en un microgel de agarosa sobre un
portaobjetos y someterlo a una solución de lisis
que contenga un agente reductor de los grupos

sulfidrilo que se encuentran en la protaminas del
espermatozoide, como por ejemplo DTT (dithioth-
reitol). Tras la electroforesis, el microgel se tiñe
con sustancias fluorescentes del tipo DAPI (4,6
diamidino-2-phenylindole), IP (Ioduro de Propi-
dio) o SYBR-GREEN (Synergy Brand). De esta for-
ma, el DNA fragmentado se desplaza generando
una imagen similar a la de un cometa (Fig. 2).
Aquellos espermatozoides con su DNA integro no
generan o sólo producen imágenes de discretas
colas de cometa, mientras que aquellos núcleos
que tienen su DNA dañado muestran un claro
desplazamiento de los múltiples fragmentos de
DNA23 (Fig. 2). Al igual que las pruebas anterio-
res, esta técnica se aplica en investigación y se
puede adaptar de forma sencilla para el análisis
de muestras de semen de otras especies29,30. El
mayor inconveniente de este ensayo es que
requiere un material de uso no común en un
laboratorio de andrología, como son fuentes de
electroforesis para DNA, y para la interpretación
de los resultados se requiere un observador con
experiencia o bien un software específico para
que la prueba tenga cierta objetividad.

SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay)
La técnica desarrollada por Evenson et al.21 hace

ahora casi 25 años, se viene considerando como el
referente para el análisis de la fragmentación del
DNA en el espermatozoide. Su aplicación está
relativamente extendida en humanos y también
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FIGURA 1. Visualización de la integridad del DNA
mediante el método de SCD (Sperm Chromatin Dispersión)
combinado con DBD-FISH (DNA Breakage Detection-FISH).
1a. Los halos de dispersión de la cromatina muestran
espermatozoides con su DNA íntegro (núcleos 1,2,5,6),
mientras que los que no presentan halo o este es de tama-
ño reducido, contienen DNA fragmentado (núcleos 3,4).
Tinción DAPI. 1b. Representa el mismo campo que la figu-
ra 1a tras DBD-FISH. Tan sólo los espermatozoides eti-
quetados como 3 y 4 muestran una clara señal de hibri-
dación, es decir, con roturas del DNA.

FIGURA 2. Visualización de la integridad del DNA media-
nte el ensayo de cometas. Los espermatozoides que pre-
sentan DNA fragmentado (parte inferior de la figura)
muestran un claro desplazamiento de los fragmentos de
DNA al ser sometidos a la acción de un campo eléctrico.
Este no se aprecia en los núcleos que mantienen el DNA
íntegro (parte superior de la figura).



ofrece buenos resultados en animales utilizados
para explotación ganadera, tales como ganado por-
cino y bovino. El principio en el que se sustenta la
técnica es que la cromatina que presenta DNA frag-
mentado tiene mayor susceptibilidad para ser des-
naturalizada in situ tras aplicar un tratamiento con
calor o una solución ácida. La segunda parte de la
metodología se fundamenta en las características
metacromáticas de la naranja de acridina. Este
fluorocromo tiene la capacidad de intercalarse
entre las dos cadenas de DNA como un monómero,
que al ser excitado emite color verde, pero que pre-
senta emisión en color rojo-anaranjado si se incor-
pora al DNA de cadena sencilla. Las células así
teñidas se someten a citometría de flujo para dis-
criminar entre ambos tipos de color31. Esta técnica
es la más aceptada para establecer correlaciones
entre fragmentación de DNA y fertilidad de un indi-
viduo. El grupo del Dr. Evenson ha establecido que
individuos con un porcentaje de fragmentación en
su DNA de alrededor de un 30% o superior, pre-
sentaría problemas de fertilidad32. El inconvenien-
te que tiene esta tecnología es que no es accesible
a la mayoría de los laboratorios, ya que al funda-
mentarse en la utilización de la citometría de flujo,
restringe su uso por las razones comentadas ante-
riormente para otras tecnologías. 

Test SCD (Sperm Chromatin Dispersion)
Desde que Calvin y Bedford en 197133 relata-

ron el papel que juegan los puentes disulfuro en
la compactación de la cromatina de los esperma-
tozoides y las diferencias que existen con respec-
to a la línea somática34,35, el análisis de la estruc-
tura de la cromatina espermática experimentó un
enorme avance. El DNA del espermatozoide se
encuentra unas seis veces mas compactado que
el del cromosoma mitótico. Este DNA se encuen-
tra organizado en bucles de menor tamaño que
los de las células somáticas, anclados a la matriz
nuclear. Dichos bucles se compactan por la
acción de las protaminas intercaladas, las cuales
estabilizan rígidamente la estructura a través de
la formación de puentes disulfuro entre ellas. Si
se rompen los enlaces disulfuro y se usa una
solución específica de lisis para extraer proteí-
nas, los bucles de DNA se relajan constituyendo
halos alrededor de la estructura nuclear central
residual. Se ha comprobado que, tras un trata-
miento ácido previo, aquellos espermatozoides
con DNA fragmentado no sueltan o ven impedida
en gran medida la liberación de los bucles de
DNA, mostrando halos muy reducidos o ausencia
de los mismos, al contrario que los espermatozoi-
des sin fragmentación de DNA24. Simplemente
valorando el tamaño de los halos de dispersión de
la cromatina, mediante microscopia tanto de
campo claro como de fluorescencia, es posible
reconocer la presencia de fragmentación de DNA
en los espermatozoides humanos36 (Fig. 3). Esta
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FIGURA 3. Visualización de la integridad del DNA mediante el test SCD (Sperm Chromatin Dispersion) y visualización en
microscopía de campo claro (a-e; tinción: colorante de Wright) y microscopía de fluorescencia (a´-e´: tinción SYBR-Green).
Mientras que los espermatozoides etiquetados como a y b, tienen su DNA integro, el resto presentan DNA fragmentado
(ver DBD-FISH).



valoración puede ser automatizada, empleando
programas informáticos asociados a sistemas
tipo CASA (Computer Assisted Sperm Analyzer).
La técnica, al igual que ocurre en el caso del
ensayo cometa, requiere que los espermatozoides
se incluyan en microgeles de agarosa, pero sin
electroforesis, con lo cual el método se simplifica
notablemente. La principal ventaja de esta técni-
ca es que la interpretación de los resultados no
requiere la determinación de color, ni de intensi-
dad de fluorescencia y no necesita de un equipo
complejo, ni personal especializado.

Los resultados preliminares de esta prueba,
muestran una correlación con otras metodologí-
as, tales como el SCSA o el TUNEL25,36. Además
existe una versión comercial del producto que
facilita su uso en laboratorios básicos. La prueba
SCD se ha ensayado con éxito para la determina-
ción de la fragmentación del DNA en otras espe-
cies, tales como ratón y ganado porcino37,38.
Dada su sencillez y no requerimiento de ningún
equipo no convencional, se ha propuesto que la
técnica SCD puede ser potencialmente utilizada
como prueba de rutina en el estudio de fragmen-
tación de DNA espermático en los laboratorios
básicos de andrología.

METODOLOGÍAS ALTERNATIVAS 
Prueba de naranja de acridina
Utilizando las propiedades metacromáticas de

la naranja de acridina, algunos investigadores
han aplicado el mismo principio que el utilizado
en el SCSA para visualizar los espermatozoides
con DNA fragmentado empleando microscopía de
fluorescencia39-41. El mayor problema de esta téc-
nica es el componente de la subjetividad del
observador en el momento de discriminar entre la
emisión del color verde y el naranja de este fluo-
rocromo, dado que existe toda una serie de colo-
res intermedios que probablemente se relacionan
con una sensibilidad diferencial a la desnaturali-
zación de los distintos espermatozoides. Además
los resultados no parecen muy reproducibles, ya
que parecen variar con el tiempo, y no distingue
entre pacientes infértiles y donantes25 .

Azul de Toluidina
El azul de Toluidina es un colorante nuclear

básico que genera reacciones metacromáticas

cuando interacciona con la cromatina. Cuando
este colorante se incorpora en cromatina rica en
histonas, con abundancia de lisina, presenta una
coloración violeta-azulada intensa, mientras que
cuando lo hace a cromatina rica en protaminas
presenta una coloración azul-pálida42. Se trata-
ría, en realidad, de una prueba de maduración-
condensación nuclear, y los espermatozoides con
cromatina inmadura tendrían más habitualmen-
te roturas del DNA. La técnica es simple y de un
bajo coste y tiene la ventaja de proporcionar pre-
paraciones permanentes para su uso en un
microscopio ordinario, aunque las tinciones
intermedias son de difícil valoración. El análisis
de los resultados también puede realizarse en
citometría de flujo43, con los inconvenientes ya
mencionados. Desafortunadamente, los resulta-
dos son poco reproducibles26.

Cromomicina A3 (CMA3)
La Cromomicina A3 es un fluorocromo

ampliamente utilizado en citogenética debido a
que produce una buena diferenciación longitudi-
nal de los cromosomas, ya que se ancla específi-
camente a regiones ricas en guanina-citosina y
compite por los mismos lugares en el DNA, que
las protaminas. Por lo tanto, cuando los esper-
matozoides presentan una tinción intensa tras
ser teñidos con CMA3, se interpreta que esta
población celular muestra unos niveles bajos de
protaminación. Es decir, esta técnica revela
espermatozoides que tienen un nivel deficiente de
empaquetamiento en su cromatina20, siendo
también una prueba de maduración-condensa-
ción nuclear. De nuevo, una de las limitaciones
más importantes de esta técnica es la subjetivi-
dad del observador a la hora de establecer los
grupos de clasificación. No obstante, algunos
estudios la muestran como una prueba de elec-
ción frente a la naranja de acridina, o derivados
de la toluidina, para el análisis de la maduración
nuclear del espermatozoide44 .

SIGNIFICADO CLÍNICO DEL DAÑO EN
EL DNA DEL ESPERMATOZOIDE

La calidad de la cromatina en el espermato-
zoide está siendo considerada como un nuevo
parámetro de calidad seminal, con posible rela-
ción con la fertilidad del individuo. Existen evi-
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dencias que indican que la integridad del DNA
espermático se relaciona con la fertilidad de una
pareja y ayuda a predecir las oportunidades de
embarazo y de éxito de éstos5. En concepción
natural, diversos estudios indican un impacto
significativo del daño del DNA espermático en la
fertilización. De esta forma, tanto los datos obte-
nidos con la técnica de TUNEL como con el SCSA,
ofrecen diferencias significativas en los niveles
del daño en el DNA del esperma entre varones
que se consideran fértiles y aquellos que se con-
sideran estériles45-47. El nivel de corte para los
valores de fragmentación del DNA propuesto por
Evenson, establece que la probabilidad de la fer-
tilización in vivo es cercana a cero si la propor-
ción de espermatozoides con daño excede el
30%32,48. Aunque el establecimiento de unas
cifras umbral para predecir la fertilidad es discu-
tido por otros autores, existe la convicción de que
la calidad seminal, la capacidad de fertilización,
la calidad del embrión y el desarrollo hasta blas-
tocisto, se ven influenciados por la frecuencia de
espermatozoides con DNA fragmentado presentes
en la muestra49.

Habría que señalar que la fragmentación del
DNA no parece tener una correlación plena con
ninguno de los parámetros clásicos de calidad
seminal que se analizan para estimar la capaci-
dad fertilizante de un individuo. Por lo tanto, se
aconseja su estudio con el fin de tener una visión
más completa de la calidad seminal. El índice de
fragmentación del DNA, evaluado mediante la
técnica SCSA, presenta una débil o moderada
correlación con los criterios clásicos de calidad
espermática50,51. Sin embargo, mediante la prueba
TUNEL y ensayo cometa se ha demostrado una
correlación inversa entre el porcentaje de esper-
matozoides con DNA fragmentado, la motilidad, la
concentración y los parámetros morfológicos rela-
cionados con formas anormales52. El daño en el
DNA, evaluado mediante SCD, muestra un incre-
mento significativo de este parámetro en pacientes
con oligoastenoteratozoospermia (47,1%±17,3) y
en pacientes normozoopérmicos (27,3%±11,7),
frente a individuos fértiles (16,3%±6,0)36. Sin
embargo, el establecimiento de una correlación
entre un alto grado de fragmentación en el DNA
espermático y ausencia de embarazo, no se ha
llegado a establecer de forma absoluta, siendo

discutida por diversos autores53. Obviamente, la
capacidad que presenta el oocito para reparar el
DNA dañado, también debe ser considerada.
Posiblemente este problema subyazca con cierta
frecuencia en las infertilidades mixtas. Dado el
nivel actual de conocimiento, lo más sensato es
tratar la fragmentación del DNA en el contexto
global del seminograma, como un parámetro adi-
cional que complementaría el estudio del semen,
para obtener una visión mucho más completa de
la situación particular de cada individuo.

LA FRAGMENTACIÓN DEL DNA
EN LA CLÍNICA DIARIA

Las prácticas de reproducción asistida (inse-
minación intrauterina, fertilización in vitro o
inyección espermática intracitoplasmática en el
oocito), requieren una selección artificial previa
de las muestras de semen, lo que podría provocar
cierto daño en el DNA de los espermatozoides,
incluso aquellos que se evalúan como normales
por su apariencia morfológica, podrían tener un
daño no detectable. Esta situación es particular-
mente crítica en pacientes sometidos a una selec-
ción de espermatozoides rigurosa para ser inclui-
dos en programas de ICSI. La centrifugación de
muestras de semen con gran proporción de
espermatozoides inmaduros, que producen altos
niveles de ROS, puede resultar en incremento del
daño al resto de espermatozoides54,55. Los proce-
sos de congelación-descongelación no parece que
afecten al nivel de fragmentación en los indivi-
duos fértiles. Sin embargo, esto puede no ser así
con los espermatozoides de los individuos inférti-
les56. En general, las tasas de éxito tras ICSI se
mantienen en un rango superior a un 65%57,
pero, quizás, si se consiguiesen espermatozoides
y por supuesto oocitos de mayor calidad, estos
rangos de eficacia podrían verse mejorados.

Diversos estudios parecen indicar que la valo-
ración de la fragmentación del DNA de los esper-
matozoides es más predictiva de consecución de
embarazo al aplicar técnicas de FIV que en el
ICSI58-60. En la inseminación intrauterina, utili-
zando la técnica de TUNEL para la valoración de
la fragmentación del DNA, se ha comprobado
que, en muestras de semen que contienen más
del 12% de espermatozoides con DNA fragmenta-
do, las posibilidades de lograr un embarazo dis-
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minuyen de manera drástica61. Asímismo, se ha
comprobado que la probabilidad de conseguir un
embarazo tras ICSI, también es mucho más pro-
blemática si la proporción de espermatozoides
con daño en el DNA excede el 30%62,63.

Ciertos trabajos empleando el SCSA, sugieren
que la oportunidad de embarazo después de FIV
o ICSI es significativamente mayor cuando el
índice de fragmentación es menor al 27%60,64. En
el caso de la utilización de ISCI y utilizando prue-
bas de ISNT, TUNEL y ensayo de cometas, se han
encontrado correlaciones negativas entre el daño
del DNA espermático y la fertilización del oocito,
la calidad del embrión7 y el desarrollo hasta blas-
tocisto64,65, así como con la implantación del
embrión66. Recientemente, la determinación de la
fragmentación del DNA mediante la técnica SCD
ha demostrado una correlación con todos estos
parámetros67. Ciertos resultados parecen indicar
que la incidencia de la fragmentación del DNA
espermático puede tener especial relevancia en
las pérdidas embrionarias. Cuando ocurre la fer-
tilización con un espermatozoide que presenta
daño en su DNA, la habilidad del oocito para
repararlo depende de la severidad de dicho
daño68. Por lo tanto, el desarrollo embrionario
puede fallar en cualquier etapa o llegar a término
con ciertas anomalías. Se ha demostrado que la
proporción de espermatozoides con DNA frag-
mentado, detectado mediante TUNEL, es signifi-
cativamente más alta en varones de parejas con
abortos recurrentes (38,0±4,2%), comparado con
la de la población general (22,0±2,0%) o con la de
donantes fértiles (11,9±1,0%)69. Además, se ha
señalado que un índice de fragmentación de DNA
de espermatozoides mayor del 30% (evaluado
mediante SCSA) se asocia no sólo con índices
bajos de embarazo, si no también con pérdidas
fetales4. A pesar de estos trabajos, los datos
sobre la posible relación entre la fragmentación
del DNA de los espermatozoides y el desarrollo de
abortos espontáneos, tanto aislados como de repe-
tición, son escasos y por lo tanto no se pueden con-
siderar que sean concluyentes4,63,70,71. Sin embar-
go, este puede ser unos de los campos donde la
fragmentación del DNA puede tener una relación
muy clara y directa con un efecto determinado.

Un tipo diferente de contexto clínico es el que
afecta a pacientes con cáncer. En estas situacio-

nes, donde con frecuencia se tiene que recurrir a
tratamientos de quimio o radioterapia, la proba-
bilidad que estos pacientes dejen descendencia,
es muy baja cuando están sometidos a trata-
miento. Una de las razones que podría explicar
este hecho, se relaciona con un mayor nivel de
fragmentación del DNA espermático que experi-
mentan este tipo de pacientes, al ser comparados
con grupos control72. En estos pacientes, surge la
necesidad de criopreservar espermatozoides, con
bajos niveles de daño del DNA, para su posible
uso en programas de reproducción asistida26.

La técnica de SCD ha demostrado reciente-
mente que los individuos con varicocele, si bien
pueden tener un nivel de fragmentación más alto
que los fértiles, éste no tiene porqué ser diferente
del resto de los infértiles. Sin embargo, el perfil de
distribución de las categorías de daño es pecu-
liar. De cada 4 espermatozoides con DNA frag-
mentado, uno es de tipo degradado. Es decir, con
el nivel más alto de daño en el DNA. Sin embar-
go, en el resto de grupos, fértiles e infértiles, la
proporción es de un espermatozoide degradado
por cada 8-9 fragmentados17. Quizás esta situa-
ción podría ser un marcador que ayudase al clí-
nico a sospechar la presencia de varicocele, aun-
que no deben descartarse otras posibles patologí-
as crónicas.

Las patologías infecciosas también pueden
tener repercusión a este nivel. Algunos estudios
recientes sugieren que las infecciones por ciertas
cepas de microorganismos podrían afectar a la
integridad del DNA. La incubación de muestras de
semen con Escherichia coli o con Staphylococcus
aureus parece inducir una mayor frecuencia de
espermatozoides con localización de fosfatidilseri-
na en la cara externa de la membrana plasmática.
Situación que se suele asociar con la apoptosis. La
técnica de TUNEL ha demostrado un incremento
de los niveles de fragmentación, tras co-incubar
espermatozoides con cuerpos elementales de
Chlamydia trachomatis73. Finalmente, la incuba-
ción con DNA de los papilomavirus tipo 16 y 31,
también incrementó los niveles de fragmentación
del DNA, medidos tras un ensayo de cometas74.

CONCLUSIONES
La evidencia en la literatura demuestra que el

daño del DNA en los espermatozoides afecta el
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resultado de la fertilidad de tal forma que, un
semen que presente una frecuencia alta de esper-
matozoides con DNA fragmentado tendría mayor
dificultad para producir un embarazo, que un
semen con bajo nivel de fragmentación. Debido a
que la presencia de DNA fragmentado en el esper-
matozoide puede tener un origen multifactorial,
una de las líneas prioritarias de investigación se
debiera centrar en llegar a comprender cuáles
son lo mecanismos reales implicados en el dispa-
ro de este proceso y por otra, llegar a establecer
con nitidez bajo qué circunstancias este factor
afecta a la fertilidad de los individuos.

Por último, resaltar que no existe un consen-
so claro sobre la técnica que se debe utilizar para
medir el daño en el DNA de los espermatozoides
de pacientes considerados como sub-fértiles.
Actualmente, dada su antigüedad, el SCSA es
quizás la técnica que ha sido más empleada75.
Sin embargo, es un método cuyo equipamiento
limita su aplicación en un laboratorio básico de
andrología. Otras alternativas como el SCD se
muestran como de mayor proyección y fácil apli-
cación en la clínica rutinaria. 
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