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Indeed, it is [the spermatozoa] the only cell that has to leave the body to 

undertake its function of fertilizing an oocyte within the female 

(Vallet-Buisan M, 2023) 
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RESUMEN 

Hasta ahora, el uso de espermatozoides extraídos del testículo se limitaba a 

varones con azoospermia como único método para obtener descendencia biológica. Sin 

embargo, se ha propuesto su utilización como estrategia clínica para mejorar los 

resultados reproductivos en parejas con una elevada fragmentación del ADN en el 

eyaculado, con infertilidad masculina severa e incluso, cuando presentan ciclos previos 

de ICSI fallidos.  

Diferentes estudios demuestran que la utilización de espermatozoides testiculares 

aumenta de forma significativa las tasas de embarazo y de nacidos vivos, al mismo tiempo 

que reduce la probabilidad de aborto. Una de las razones podría deberse al menor daño 

genómico de los espermatozoides testiculares en comparación con los del eyaculado que 

se ha demostrado tanto en modelos animales como en humanos. No obstante, se ha 

observado una mayor tasa de aneuploidías en los espermatozoides del testículo, sobre 

todo cuando existe mala calidad seminal.  

Por el momento, ningún estudio publicado ha evaluado la ploidía de los embriones 

obtenidos en estas parejas, lo cual hace necesario explorar esta cuestión para asegurar la 

inocuidad de esta estrategia antes de su aplicación. Nosotros hipotetizamos que la mejora 

en los resultados reproductivos de los pacientes con elevada fragmentación del ADN y 

oligozoospermia severa viene de la mano de una mejora en la calidad de los embriones 

generados y un aumento en la proporción de embriones euploides, lo que se traduce en 

un mayor número de embriones disponibles para la pareja. 

El presente trabajo de tesis doctoral trata de demostrar un aumento significativo del 

número de embriones cromosómicamente normales disponibles para transferir gracias al 

uso de espermatozoides testiculares en varones con una fragmentación del ADN en el 

eyaculado superior al 30%, con oligoozospermia severa y/o fallos de ICSI.

Para ello, se ha abordado esta cuestión a través de los siguientes objetivos secundarios: 

a) demostrar diferencias en el índice de fragmentación del ADN de los espermatozoides 

procedentes del eyaculado y los testiculares; b) demostrar diferencias en los parámetros 

de calidad embrionaria entre los embriones procedentes de espermatozoides del 

eyaculado y los de biopsia testicular; c) evaluar la tasa de aneuploidías de los 

espermatozoides de eyaculado y los espermatozoides testiculares; y d) demostrar 
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diferencias en las distintas medidas de éxito reproductivo por transferencia embrionaria, 

con el uso de espermatozoides de eyaculado y de espermatozoides de biopsia testicular.  

Gracias a la consecución de estos objetivos se ha demostrado que el cambio a 

espermatozoides testiculares con un grado de fragmentación del ADN menor para la ICSI 

resulta en una mayor proporción de blastocistos de buena calidad, aunque la tasa de 

euploidía embrionaria no difiere significativamente entre ambos tipos de 

espermatozoides. No obstante, ambos factores son cruciales para mejorar el éxito 

reproductivo de estas parejas.  
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ADN Ácido desoxirribonucleico 

AH Ácido hialurónico 

ARN Ácido ribonucleico 

ASEBIR Asociación para el Estudio de la Biología de la Reproducción 

AUC Área bajo la curva, del inglés Area under the curve 

β-hCG Hormona gonadotropina coriónica humana (subunidad beta) 

CASA Análisis de semen asistido por ordenador, del inglés Computer-

Assited Sperm Analysis 

CEIC Comité Ético de Investigación Clínica  

Chd5 Proteína de unión a ADN de la helicasa de cromodominio 5 

CMA3 Cromomicina A3 

COC Complejos cúmulo-ovocito  

DET Transferencia de dos embriones 

DM Diferencia de medias estandarizada 

DTT Ditiotreitol 

EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 

E2 Estradiol 

EO Estrés oxidativo 

ERO Especies reactivas de oxígeno 

ESHRE Congreso Europeo de Embriología Humana, del inglés European 

Society of Human Reproduction and Embryology 

 

FAE Fragmentación ADN espermático 

FISH Fluorescence in situ Hybridization  

FIV Fecundación In Vitro 

FSH Hormona folículoestimulante 

GD Gradientes de densidad  

GnRH Hormona Liberadora de Gonadotropinas 

HAM Hormona Antimulleriana 

HMG Gonadotropina menopaúsica humana 

H-NMR Resonancia magnética nuclear de protones 

HOS Prueba hipoosmótica, del inglés Hypo-osmotic Swelling 
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IA Inseminación Artificial 

IC Intervalo de confianza 

ICSI Inyección intracitoplasmática de espermatozoides 

IMC Índice de masa corporal 

IMSI  Inyección Intracitoplasmática de Espermatozoides Seleccionados 

Morfológicamente, del inglés Intracytoplasmic Morphologically 

Selected Sperm Injection 

 

LC-MS/MS  Cromatografía líquida-espectometría de masas en tándem 

LH Hormona luteinizante 

MACS Separación celular mediante campos magnéticos, del inglés Magnetic 

Activated Cell Sorting 

MALDI-TOF 

MS 

Espectrometría de masas de Desorción/Ionización Láser Asistida por 

Matriz 

 

MCI  Masa celular interna  

MEA Modelo de Efectos Aleatorios 

MI Metafase I 

MII Metafase II 

NGS Secuenciación de nueva generación, del inglés Nex Generation 

Sequencing 

 

OMS Organización Mundial de la Salud 

OR Odds ratio 

P4 Progesterona 

PBS Tampón fosfato salino 

PCR Reacción en cadena de la polimerasa 

PGT Diagnóstico Genético Preimplantación 

PICSI ICSI fisiológico, del inglés Phisiological ICSI 

PLCz Fosfolipasa C zeta 

PRM1 Protamina 1  

PRM2 Protamina 2 

PVP  Polivinilpirrolidona 

qPCR Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real 
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RCT Estudio controlado aleatorizado, del inglés Ranzomized Controlled 

Trial  

 

RFA Recuendo de Folículos Antrales 

ROC Característica Operativa del Receptor, del inglés Receiver Operating 

Characteristic 

 

RR Riesgo Relativo 

RT-PCR Reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa 

SCIT Ensayo de la integridad de la cromatina espermática 

SCD Ensayo de dispersión de la cromatina espermática, del inglés Sperm 

Chromatine Dispersion 

SCSA Análisis de la estructura de la cromatina espermática, del inglés 

Sperm Chromatine Structure Assay 

SET Transferencia de un único embrión  

SWOT Análisis de Fortalezas, Debilidades, Oportunidades y Amenazas, del 

inglés Strengths, Weaknesses, Opportunities, and Threats 

 

T4 Tiempo cinético en 4 células 

T8 Tiempo cinético en 8 células 

TE Trofoectodermo 

TESA Aspiración de espermatozoides testiculares, del ingles Testicular 

Sperm Aspiration 

TESE 
Extracción de espermatozoides testiculares, del ingles Testicular 

Sperm Extraction 

TP1 Proteína de Transición 1 

TP2 Proteína de Transición 2 

TRA Técnicas de Reproducción Asistida 

TUNEL Técnica Marcado final de corte de dUTP de Terminal 

deoxinucleotidil transferasa, del inglés Terminal deoxynucleotidyl 

transferase-mediated fluorescein-dUTP 7ick end labelling 

UI Unidades Internacionales 

VS versus 
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La infertilidad 

La infertilidad según la Organización Mundial de la Salud (OMS) se define como una 

enfermedad del sistema reproductivo femenino y/o masculino que consiste en la 

imposibilidad de conseguir un embarazo después de 12 meses de relaciones sexuales 

habituales sin protección. La infertilidad puede ser primaria, cuando no se consigue 

concebir un embarazo, o secundaria, si después de una gestación previa no se logra gestar  

(World Health Organization, 2023).   

Actualmente, se calcula que alrededor de 48 millones de parejas en el mundo tienen 

problemas de fertilidad, y se considera que esta prevalencia tiene una tendencia al alza 

(Adamson GD et al., 2023). Entre un 25-30% de los casos, la infertilidad es ocasionada 

por factores femeninos, un 20-30% de las veces se debe a factores masculinos, y entre un 

25-40% por problemas en ambos miembros de la pareja. Además, entre un 10-20% de las 

veces queda designada como de origen desconocido o idiopática. Las causas de la 

infertilidad son variadas, tal y como queda recogido en la siguiente Tabla 1 (Mélodie & 

Christine, 2018). 

Tabla 1. Origen de la infertilidad según causas y sexo (Modificado de Mélodie & 

Christine, 2018). 

 

Para hacer frente a los problemas de fertilidad en los últimos años se han desarrollado 

diferentes técnicas de diagnóstico y tratamientos. Desde el nacimiento del primer recién 

En ambos sexos

-        Hipogonadismo hipogonadotrófico

-        Hiperprolactinemia

-        Alteraciones en la función ciliar

-        Fibrosis quística

-        Infecciones

-        Enfermedades sistémicas: diabetes, enfermedades autoinmunes, hipotiroidismo, etc.

-        Estilo de vida: dieta, actividad física, estrés, obesidad, tabaquismo, alcohol, etc.

Factores femeninos

-        Insuficiencia ovárica primaria

-        Síndrome de ovario poliquístico (SOP)

-        Endometriosis

-        Fibromas uterinos 

-        Pólipos endometriales

Factores masculinos

-        Deficiencias testiculares: enfermedades genéticas, criptorquidia, varicocele

-        Deficiencias/alteraciones post-testiculares: disfunciones eyaculatorias
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nacido por fecundación in vitro (FIV) en 1978, y posteriormente con la aparición de la 

Inyección intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI) en 1992 (G. Palermo et al., 

1992), cada año se registran más de 3 millones de ciclos de tratamientos de reproducción 

asistida (TRA) en todo el mundo (Adamson GD et al., 2023), obteniéndose alrededor de 

un millón de bebés nacidos por año. 

Las TRA que se han desarrollado son la inseminación artificial (IA), la FIV, y la ICSI, 

siendo, respectivamente, procedimientos de menor a mayor complejidad técnica e 

invasividad. De manera resumida, la IA consiste en depositar mediante una cánula el 

semen procesado capacitado en el tracto reproductor femenino, generalmente en el útero. 

Esta puede ser con el semen de la pareja (IA Homóloga) o con semen de un donante (IA 

Donante). La técnica FIV consiste en obtener un número elevado de ovocitos tras la 

estimulación ovárica controlada y que tras la punción folicular se depositan en gotas de 

medio con espermatozoides previamente capacitados, simulando el proceso de 

fecundación. Posteriormente, los cigotos obtenidos se dejan en cultivo hasta obtener 

embriones aptos para su transferencia al útero. Por último, la ICSI consiste en 

microinyectar un espermatozoide previamente seleccionado por su motilidad y 

morfología en el citoplasma de un ovocito maduro mediante un microscopio 

micromanipulador. Tras la microinyección, el ovocito se deja en cultivo para continuar 

su desarrollo hasta el estadio embrionario apto para su transferencia al útero. En estas dos 

últimas técnicas, se pueden utilizar tanto gametos propios como donados en el caso de 

que uno o ambos miembros de la pareja no puedan hacer uso de sus propios gametos. 

Actualmente, la técnica más utilizada a nivel mundial es la ICSI (The European IVF 

Monitoring Consortium (EIM) et al., 2022).  

Ante la creciente demanda, en los últimos 30 años el continuo desarrollo y el 

perfeccionamiento tecnológico de las TRA ha permitido que los casos más severos de 

infertilidad tanto masculina como femenina puedan conseguir descendencia. Fue 

especialmente destacable la invención de la ICSI para los casos más graves de infertilidad 

por factor masculino, ya que solo se requiere de un espermatozoide por ovocito para llevar 

a cabo la técnica y dar lugar a un embrión. Gracias a ella, varones diagnosticados con 

oligozoospermia severa, oligoastenoteratozoospermia, e incluso con azoospermia, 

pueden obtener descendencia biológica.  
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El espermatozoide y la infertilidad masculina 

De manera general, los problemas de fertilidad se asocian más a factores femeninos que 

a factores masculinos, ya que la edad biológica de la mujer juega un papel determinante 

en las probabilidades de concepción natural que tiene la pareja. Sin embargo, no se debe 

olvidar el papel fundamental que presenta el espermatozoide en la concepción (Vallet-

Buisan et al., 2023), ya que, como se ha comentado previamente, la infertilidad masculina 

afecta a un 20-30% de las parejas en edad reproductiva. 

El espermatozoide es una célula que, pese a su pequeño tamaño, está altamente 

especializada y cumple muchas funciones esenciales más allá de ser el mero transportador 

del material genético paterno. Esta célula tiene que abandonar su ambiente fisiológico 

para adentrarse en el aparato reproductor femenino y viajar por él hasta encontrarse con 

el óvulo a través de un ambiente hostil. Una vez alcanza al ovocito en las trompas de 

Falopio, el espermatozoide tiene que haber sufrido el proceso de capacitación y reacción 

acrosómica para ser capaz de atravesar las células de la granulosa que protegen al óvulo 

y poder penetrar su membrana citoplasmática.  

La capacitación es un proceso fisiológico que solo ocurre en los mamíferos mediante la 

cual el espermatozoide sufre cambios en su membrana y en sus componentes 

intracelulares haciéndolo hábil para nadar y adentrarse en el ovocito (Molina et al., 2018). 

De esta manera, solo el espermatozoide capacitado es capaz de fecundar un ovocito. En 

este proceso intervienen diversas moléculas, generalmente proteínas de membrana que a 

través de cascadas de señalización activan procesos celulares cruciales para iniciar la 

fecundación del ovocito y el posterior desarrollo embrionario. Entre estas moléculas 

encontramos IZUMO1, presente en la membrana ecuatorial del espermatozoide 

(Hirohashi & Yanagimachi, 2018; Inoue N et al., 2005), y que participa en la unión del 

espermatozoide a la membrana del ovocito mediante el receptor llamado JUNO (Bianchi 

et al., 2014). Una vez que se produce esta unión las membranas de ambos gametos son 

capaces de fusionarse y el espermatozoide se engulle por el citoplasma ovocitario. Otras 

moléculas que también podrían estar implicadas en la fecundación del ovocito portadas 

por el espermatozoide son la Galactina-3, CD151, TMEM95 y HE4, entre otras (Vallet-

Buisan et al., 2023).  

Pero no solo a través de la unión del espermatozoide a los receptores ovocitarios se 

produce la fecundación. Es necesaria además la activación del ovocito, y para ello se ha 

demostrado que es esencial la presencia de oleadas de calcio intracelular periódicas, que 
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activarían la maquinaria celular para la consecución de la segunda meiosis ovocitaria y la 

fusión de los gametos en uno solo núcleo o singamia. En este proceso también estaría 

implicada una molécula espermática que funcionaría como un factor de activación 

ovocitaria: la fosfolipasa C zeta (PLCz). Diversos estudios han demostrado que la 

ausencia parcial o total de esta molécula se asocia con una activación deficiente de los 

ovocitos (Kashir et al., 2011, 2018) y fallos de fecundación tras ICSI (Hachem et al., 

2017; Nozawa et al., 2018).  

Otra de las aportaciones cruciales del espermatozoide al desarrollo embrionario son los 

centriolos, orgánulos requeridos para las divisiones celulares, la formación y organización 

del citoesqueleto celular, y la formación y movimiento de cilios y flagelos. El 

espermatozoide humano contiene dos centríolos localizados en la zona del cuello: el 

centriolo proximal y el centriolo distal (Vallet-Buisan et al., 2023), al contrario que el 

ovocito, cuyos centriolos son eliminados durante la ovogénesis (Simerly et al., 2018). Por 

ello, es imprescindible que el espermatozoide aporte este orgánulo para dirigir las 

siguientes divisiones celulares que darán lugar a un embrión. Las alteraciones en esta 

estructura están relacionadas con bloqueo en el desarrollo embrionario y en una baja tasa 

de fecundación (Jaiswal et al., 2022). 

Por otro lado, se encuentra la contribución de elementos moleculares como los transcritos 

de ácidos ribonucleicos (ARN) (codificantes y no codificantes), proteínas y 

modificaciones epigenéticas del genoma paterno que ayudan a la correcta expresión 

genética paterna y el desarrollo del embrión (de Castro et al., 2023). Aún se desconoce 

muchas de las funciones de los ARN, pero gracias al avance en la secuenciación de ácidos 

nucleicos se ha permitido detectar la presencia de estas moléculas en el espermatozoide 

y su función, no solo en durante la espermatogénesis y la protaminación del núcleo 

espermático, sino también en la fecundación y en el desarrollo embrionario temprano 

antes de la activación del genoma propio del embrión. Además, se han detectado 

diferentes proteínas espermáticas gracias a la espectrometría de masas, y aunque su papel 

queda aún por elucidar debido a la complejidad de su medición, se han relacionado con 

la fecundación y en el desarrollo embrionario pre-implantacional (Amaral et al., 2014; 

Castillo et al., 2018).  

Asimismo, el núcleo paterno presenta una conformación especial denominada toroide que 

lo hace único. La cromatina espermática se encuentra en su mayoría altamente 

condensada por la presencia de unas nucleoproteínas especiales denominadas protaminas 
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en vez de las histonas que se encuentran en el resto de las células somáticas y en el 

ovocito, dejando un porcentaje pequeño de histonas con sus respectivas modificaciones 

epigenéticas que regulan la expresión génica (Gold et al., 2018). Esta conformación en 

forma de hipercompactación genera un menor acceso al ácido desoxiribonucleico (ADN) 

espermático y a su vez regula la expresión del genoma paterno durante la fecundación. 

Por ello, antes de su activación, se debe producir una reprogramación del núcleo que 

implica la descondensación de la cromatina y la sustitución de las protaminas por 

histonas, haciendo de nuevo accesible la cromatina paterna a la transcripción. Errores en 

alguno de los procesos de activación/desactivación de la cromatina paterna se relacionan 

con alteraciones en el desarrollo embrionario, baja calidad embrionaria, abortos, e incluso 

la aparición de enfermedades congénitas relacionadas con el imprinting (Vallet-Buisan et 

al., 2023). Por último, tampoco se puede olvidar el papel del plasma seminal que 

acompaña a los espermatozoides ya que tiene diversas propiedades para permitir la 

supervivencia y capacitación de los espermatozoides a lo largo de su recorrido. Contiene 

sustancias que ayudarían a preparar el endometrio y mejorar la anidación del embrión 

cuando este llegue al útero (Bromfield et al., 2014; Ibrahim et al., 2019).  

Así pues, es muy importante la calidad del espermatozoide implicado en el proceso de 

fecundación porque está directamente relacionada con la viabilidad del embrión 

concebido y, por ende, el éxito del tratamiento. Actualmente, la evaluación de la calidad 

de la muestra seminal se realiza a través de parámetros cualitativos y cuantitativos 

siguiendo los criterios establecidos por la OMS (World Health Organization, 2021). 

Mediante los parámetros cualitativos (o macroscópicos) se evalúa el aspecto, color, 

consistencia y pH de la muestra de semen en fresco; con los parámetros cuantitativos (o 

microcópicos) se determina la concentración de espermatozoides, el número de 

espermatozoides móviles y su morfología y la vitalidad. Dependiendo de estos valores, 

se establecen categorías que indican la calidad de la muestra seminal (Tabla 2).  

Sin embargo, el análisis básico del semen tiene una precisión limitada para determinar si 

el varón es fértil o infértil y un escaso valor predictivo del éxito reproductivo (Patel et al., 

2018), ya que este análisis no es capaz de evaluar defectos intrínsecos del espermatozoide 

que pudieran dificultar su función. Los valores de referencia establecidos para cada 

parámetro seminal han evolucionado a lo largo de los años, pero estos han sido criticados 

por la variación biológica entre individuos y los diferentes grupos étnicos existentes y no 

tener en cuenta el factor femenino. De hecho, los parámetros de normalidad establecidos 
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en el último manual (World Health Organization, 2021) se considerarían anormales hace 

20 años (Agarwal et al., 2021).  

Tabla 2. Parámetros seminales establecidos en el último manual de la OMS 2021 (World 

Health Organization, 2021). 

 

Curiosamente, alrededor del 15% de los hombres tienen parámetros seminales dentro del 

intervalo de referencia normal y se diagnostican como infértiles (S. C. Esteves et al., 

2014; Hamada et al., 2012). En consecuencia, diversos estudios han tratado de 

correlacionar la calidad de las muestras seminales con los resultados clínicos y el 

pronóstico reproductivo, pero todos han fallado en encontrar el parámetro que mejor 

prediga la probabilidad de embarazo. Un antiguo estudio (Ombelet et al., 1997) demostró 

la falta de predicción de los parámetros seminales, tanto únicos y como combinados entre 

ellos, para diferenciar hombres fértiles de los subfértiles mediante las curvas ROC 

(Característica Operativa del Receptor). La morfología fue el parámetro que obtuvo la 

puntuación predictiva más alta (78%) con un valor de corte del 10%, pero resaltaron que 

es importante utilizar una combinación de parámetros espermáticos para predecir más 

adecuadamente el estado de fertilidad de un hombre. 

Además, el análisis del semen convencional es un método altamente subjetivo y carece 

de estandarización por ser manual y operador-dependiente (Filimberti et al., 2013; 

Mallidis et al., 2012), junto con la gran variabilidad que presentan las muestras seminales 

de un mismo sujeto en el tiempo como para poder establecer un diagnóstico definitivo. 

Debido a ello, en los últimos años se han desarrollado pruebas analíticas complementarias 

al análisis básico del semen que permitan obtener más información sobre la calidad de la 

muestra seminal y la funcionalidad del espermatozoide para un diagnóstico más acertado 

del origen de la infertilidad masculina.  

- Análisis CASA 

Parámetro Límite de referencia Nomenclatura

Volumen ≥1,4 ml Hipospermia

Concentración ≥ 16 mill/ml Oligozoospermia / Criptozoospermia / Azoospermia

Movilidad progresiva ≥ 30% Astenozoospermia

Movilidad total ≥ 42% Astenozoospermia

Morfología ≥ 4% Teratozoospermia

Vitalidad > 58 vivos Necrozoospermia

Leucocitos <1 mill Leucospermia
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El análisis CASA (el acrónimo de Computer-Assited Sperm Analysis o Análisis de semen 

asistido por ordenador) es una evaluación más específica y profunda de la célula 

espermática mediante un sistema computacional. Este sistema informático se basa en la 

captura de imágenes mediante un microscopio óptico en forma de fotogramas, que son 

digitalizados y posteriormente analizados mediante algoritmos específicos. Fueron 

introducidos en el laboratorio hace más de 30 años con el objetivo de reducir la 

subjetividad presente en el análisis básico del semen y la variabilidad intra- e inter-

observador (Mortimer, 2000). 

Actualmente, los sistemas CASA son semiautomáticos o están totalmente automatizados 

con diferentes algoritmos. De forma general, estos sistemas son capaces de evaluar la 

cinemática y motilidad espermática, la concentración, la cantidad de espermatozoides 

móviles progresivos, la vitalidad, e incluso la fragmentación del ADN espermático 

(Dearing et al., 2021). La alta precisión y el análisis detallado de los parámetros 

cinemáticos (velocidad de movimiento, relaciones de velocidad y bateo) de los 

espermatozoides son las dos principales ventajas de CASA sobre los métodos manuales, 

que permite una categorización más detallada de la muestra seminal sin los sesgos de la 

observación inter-personal (Baskaran et al., 2021). 

Los sistemas CASA presentan como ventaja que son métodos automáticos de medición 

de un gran número de muestras, incrementa la reproducibilidad del análisis, disminuye la 

subjetividad del intra- e inter-operador, y permite la valoración de características 

morfológicas y cinéticas que un ojo humano mediante un microscopio óptico no puede 

detectar (Dearing et al., 2021). Sin embargo, también presenta desventajas y limitaciones 

como la necesidad de un equipamiento caro y personal entrenado, su precisión de análisis 

disminuye cuando la concentración de la muestra no está dentro del rango óptimo del 

equipo (entre 2-50 millones/ml de espermatozoides) y que características inherentes de 

las muestras seminales pueden entorpecer el análisis automático, como una 

hiperviscosidad, presencia de células redondas, debris celular y aglutinación espermática. 

Además, los resultados de los distintos instrumentos no son comparables debido a la falta 

de normalización de los sistemas CASA. 

- Test de vitalidad 

Las pruebas de vitalidad tienen el objetivo de diferenciar los espermatozoides vivos de 

los espermatozoides muertos inmóviles en muestras que presentan una baja motilidad 

progresiva (recomendado en muestras con menos del 40% de motilidad). Se basan en la 
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permeabilidad de las membranas celulares a diferentes compuestos según la integridad 

que presenten. Existen dos métodos para evaluar la vitalidad espermática.  

 

Uno de ellos es la tinción eosina-nigrosina, que se basa en el principio de que las 

membranas plasmáticas dañadas, como ocurre en toda célula muerta, permiten la entrada 

de tinciones impermeables al interior celular, mientras que los espermatozoides vitales 

excluyen la tinción y permanecen sin colorear.  Para realizarla, una muestra espermática 

se mezcla con un mismo volumen de solución eosina-nigrosina y se visualiza en un 

portaobjetos a un aumento de 1000X. Los espermatozoides muertos aparecen con un color 

rosa claro-oscuro mientras que los espermatozoides vivos aparecen blancos, sin colorear, 

sobre un fondo coloreado. Para calcular el porcentaje de espermatozoides vivos se 

cuentan sobre 200 células el número de espermatozoides teñidos (muertos) y no teñidos 

(vivos).  

La otra prueba que se utiliza para evaluar la viabilidad espermática es el test hipo-

osmótico (HOS, Hypo-osmotic Swelling). Se fundamenta en que solo las células viables 

con la membrana plasmática intacta y funcionales a la permeabilidad pueden hincharse 

en condiciones hipoosmóticas. De esta manera, se diferencian los espermatozoides vivos 

de los muertos en base a la hinchazón del flagelo cuando estos son incubados en 

soluciones hipoosmóticas (Baskaran et al., 2021).  

La solución utilizada para ello es una mezcla de citrato de sodio dihidratado con D-

fructosa en agua pura. Una alícuota de muestra seminal se mezcla con la solución 

hipoosmótica durante 30 minutos (en el caso de una prueba diagnóstica) o 5 minutos (si 

los espermatozoides van a ser procesados para la técnica de reproducción asistida) a 37°C, 

y posteriormente se visualiza al microscopio óptico a 200X o 400X. Se evalúan un total 

de 200 espermatozoides para calcular el porcentaje de espermatozoides vivos, que se 

identifican por el enrollamiento de su flagelo y su engrosamiento (Baskaran et al., 2021).  

 

- Ciencias ómicas.  

Las ciencias ómicas son una parte de la biología molecular encargada de estudiar el 

conjunto e interacciones de miles de moléculas dentro de una célula u organismo. En 

referencia al espermatozoide, son cada vez más los estudios dedicados a encontrar estas 

moléculas, como proteínas (proteómica), ARN (transcriptómica) y metabolitos 
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(metabolómica), que ayuden a identificar y diagnosticar las causas de la infertilidad 

masculina, y que, además, sirvan como biomarcadores.  

Cada vez está siendo más estudiada la transcriptómica del espermatozoide debido a que 

esta célula es transportadora de ARNs esenciales para el posterior desarrollo embrionario 

(Garrido et al., 2008, 2013). El estudio de los ARN (codificantes y no codificantes) revela 

la expresión génica de las células espermáticas, con la posibilidad de crear diferentes 

perfiles de expresión según la condición de fertilidad/infertilidad del varón (Egea et al., 

2014). Por ello, gracias a técnicas como los microarrays y la reacción en cadena de la 

polimerasa en tiempo real (qPCR) y/o reversa (RT-PCR) se han identificado diferentes 

transcritos expresados de manera diferencial entre donantes fértiles y varones infértiles y 

entre pacientes que consiguen embarazo y aquellos que no tras la aplicación de las TRA 

(García-Herrero et al., 2011). Estudios moleculares más recientes han definido la 

presencia de ciertos microRNAs como biomarcadores de infertilidad idiopática como 

predictores del éxito de la ICSI (Llavanera et al., 2022).  

En el caso de la metabolómica, se estudian metabolitos asociados a estados fisiológicos 

o patológicos (Egea et al., 2014). Para ello, se evalúa tanto substratos del plasma seminal 

como de las células espermáticas mediante técnicas quimioluminiscentes o más 

complejas y específicas como MALDI-TOF MS (espectrometría de masas (MS) de 

Desorción/Ionización Láser Asistida por Matriz) y H-NMR (resonancia magnética 

nuclear de protones) (Llavanera et al., 2022; Rivera-Egea et al., 2018ª).  Entre los 

compuestos examinados se encuentran todos aquellos relacionados con el estrés oxidativo 

y procesos inflamatorios (varicocele, prostatitis), o moléculas lipídicas relacionadas con 

la probabilidad de embarazo tras ICSI  (Rivera-Egea et al., 2018b) o como diagnósticas 

de la condición de infertilidad (Tang et al., 2017).  

En cambio, la proteómica evalúa el conjunto de proteínas presentes en un momento dado 

como resultado de la expresión génica. Existen numerosas técnicas complejas y sensibles 

capaces de realizar un análisis de proteínas espermáticas (como el ensayo 

inmunoenzimático, LC-MS/MS (cromatografía líquida-espectometría de masas en 

tándem), Western blot y citometría de flujo). Diferentes estudios han señalado proteínas 

que podrían ser utilizadas como biomarcadores de calidad espermática, funcionalidad y 

capacidad fecundante, presentes tanto en el plasma seminal como en la misma célula 

espermática (Llavanera et al., 2022; Martinez-Soto et al., 2018). 
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- Fragmentación del ADN espermático 

La fragmentación del ADN del espermatozoide, en adelante FAE, consiste en la presencia 

de roturas en la cadena de ADN, pudiendo ser en una o en ambas hebras. El origen de 

estas roturas puede ocurrir tanto a nivel testicular como a nivel post-testicular, es decir, a 

lo largo del recorrido que realizan los espermatozoides tras su salida del testículo.  

La causa de la FAE depende de numerosos factores; algunos de ellos son extrínsecos 

(tabaquismo, consumo de sustancias tóxicas, quimioterapéuticos, exposición al calor, 

contaminación) y otros intrínsecos (relacionados con procesos madurativos incompletos, 

apoptosis abortiva, estrés oxidativo (EO), infecciones y enfermedades). De todos ellos, el 

que más impacto tiene sobre la aparición de FAE es el estrés oxidativo por la presencia 

de especies reactivas de oxígeno (ERO) (O2, H2O2, OH, etc.) en el ambiente espermático 

(Agarwal et al., 2014; Panner Selvam et al., 2020). De forma natural, ciertos niveles de 

estas sustancias son vitales para procesos fisiológicos como la apoptosis y la capacitación 

espermáticas para lograr la fecundación, pero una sobreproducción conlleva un efecto 

deletéreo sobre la homeostasis espermática pudiendo perjudicar la integridad del ADN. 

Existen diferentes pruebas capaces de cuantificar el número de espermatozoides que 

presentan fragmentación de la cromatina en relación con el total de espermatozoides de 

la muestra analizados. Las principales pruebas analíticas clínicas para medirla son las 

siguientes: SCSA (Sperm Chromatine Structure Assay), ensayo Cometa alcalino, SCD 

(Sperm Chromatine Dispersion) y TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-

mediated fluorescein-dUTP nick end labelling) (Dutta et al., 2020; S. C. Esteves et al., 

2020).Sin embargo, pese a la gran variedad de ensayos para su medición, existe una falta 

de estandarización de los protocolos y un valor de referencia o punto de corte a partir del 

cual establecer un bajo potencial fértil masculino.  

FRAGMENTACIÓN DEL ADN ESPERMÁTICO 

Como se ha expuesto anteriormente, la FAE se define como rupturas en una o en ambas 

hebras del ADN del espermatozoide que puede ocurrir en mayor o en menor magnitud a 

lo largo de toda la cadena, y que pueden afectar a la funcionalidad del espermatozoide. 

Es un tema ampliamente estudiado debido a su posible implicación reproductiva.  
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Mecanismo de generación 

Tanto factores extrínsecos como intrínsecos pueden favorecer las rupturas en la cadena 

del ADN del espermatozoide. Entre los factores extrínsecos encontramos sustancias 

contaminantes (tabaco), radiaciones, una mala alimentación, diferentes tipos de 

medicamentos, infecciones testiculares o sistémicas, largos periodos de abstinencia y la 

presencia de varicocele. Como factores intrínsecos se encuentran relacionados una 

maduración de las células germinales defectuosa, la apoptosis fallida o abortiva y el estrés 

oxidativo (Agarwal, Majzoub, et al., 2020).  

Se ha establecido que las ERO contribuyen en gran medida a la infertilidad masculina 

(Agarwal et al., 2006), y aunque son necesarias para diferentes procesos fisiológicos que 

debe sufrir el espermatozoide para cumplir su función, como la capacitación y la 

apoptosis, tienen un efecto deletéreo cuando se presentan en niveles elevados o existe un 

desbalance con los niveles de antioxidantes (J. A. Lee et al., 2019; Sharma et al., 2015), 

con consecuencias perjudiciales para el gameto masculino. Los tipos de daños que el 

ADN puede sufrir incluyen el emparejamiento erróneo de bases, la pérdida de bases (sitio 

abásico), las modificaciones de bases, los aductos y enlaces cruzados del ADN, los 

dímeros de pirimidina y las roturas de cadena simple y doble (Agarwal, Majzoub, et al., 

2020) (Figura 1).  

Figura 1. Tipos de daño que pueden ocurrir en el ADN (Imagen modificada de Agarwal 

et al 2020). 

ERO: especies reactivas de oxígeno; UV: ultravioleta.  
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La sensibilidad que presenta el espermatozoide a las ERO es debido a la conformación 

especial de su cromatina, diferente al resto de las células somáticas. En todas las células 

del cuerpo humano, la cromatina se une a unas proteínas especiales denominadas 

histonas, que se conforman de manera especial formando los nucleosomas. Estos 

nucleosomas están formados por algo menos de dos vueltas de ADN alrededor de un 

conjunto de ocho histonas (Xu & Zhu, 2010). Estas histonas pueden sufrir modificaciones 

postraduccionales (acetilación, metilación, fosforilación, etc.) como mecanismo de 

control de la expresión génica y el acceso a la transcripción de los genes (Bartosovic et 

al., 2021). Sin embargo, durante la espermiogénesis la mayoría de estas histonas son 

sustituidas por otro tipo de proteínas nucleares denominadas protaminas, por lo que cada 

nucleosoma inicial se tiene que desensamblar para que las protaminas se unan a la hebra 

de ADN, conformando una estructura en bucle especializada muy compacta denominada 

toroide (Derouchey et al., 2013; Steven Ward et al., 1991). Esta estructura toroidal es 

fundamental en la formación del espermatozoide (W. Li et al., 2014).  

Los pasos clave de la remodelación de la cromatina comienzan con la sustitución de las 

histonas por variantes histónicas, seguida de la hiperacetilación, la rotura y reparación de 

las cadenas transitorias de ADN, la sustitución por proteínas de transición y, por último, 

la sustitución por protaminas (Hao et al., 2019). La sustitución de las histonas por sus 

variantes de histonas se activa por la acetilación, una modificación epigenética que 

desemboca en la relajación y distensión de la estructura de la cromatina. De todas ellas, 

la variante de la proteína histona 2B es la más común en espermatozoides maduros y se 

caracteriza por su localización en los telómeros de los cromosomas espermáticos y la falta 

de poliadenilación en el terminal 3'. Por otro lado, se piensa que las modificaciones 

postraduccionales de los residuos de histonas, en particular la hiperacetilación de la 

histona H4, facilitan la acción de la topoisomerasa que conduce a la eliminación de las 

histonas mediante la apertura de la cromatina (Moretti et al., 2017). La topoisomerasa II 

induce específicamente las roturas de la cadena de ADN que permiten la sustitución de 

las histonas por proteínas de transición (Güneş & Kulaç, 2013). Estas roturas transitorias 

de la cadena de ADN son necesarias tras la retirada de las histonas con el fin de eliminar 

los superenrollamientos de ADN libres para permitir el empaquetamiento del ADN 

protamínico en el espermatozoide maduro (Hao et al., 2019). Una vez finalizada la 

actividad de la topoisomerasa II, la proteína de transición 1 (TP1) y la proteína de 

transición 2 (TP2) proceden a reemplazar las variantes de histonas. La TP1 podría 
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funcionar como una proteína de fusión del ADN que interviene en la eliminación de 

histonas, mientras que la TP2 desempeñaría su papel en la condensación de la cromatina 

con la adición de las protaminas. Las protaminas 1 y 2 (PRM1 y PRM2) son las que se 

encuentran en humanos, y proporcionan estabilidad a la cromatina espermática con su 

ensamblaje en el surco menor además de estimular la formación toroidal en el 

empaquetamiento de la cromatina (Hao et al., 2019). Todas estas proteínas que actúan 

desde el nivel de histonas hasta las protaminas vienen reguladas a su vez por una proteína 

reguladora denominada proteína de unión a ADN de la helicasa de cromodominio 5 

(Chd5) (W. Li et al., 2014; Zhuang et al., 2014).  

Todos estos pasos necesitan ser realizados de manera coordinada y en los tiempos 

adecuados para que la doble hebra de ADN quede bien protegida dentro del núcleo del 

espermatozoide.  En el momento en que uno de los pasos anteriores se altere o se realice 

de forma deficiente, la cadena de ADN queda expuesta y se predispone daños en forma 

de roturas y mutaciones. Más específicamente, en el caso de la maduración defectuosa, 

las roturas de ADN que se producen durante la sustitución de las histonas para aliviar la 

tensión torsional no son reparadas de nuevo por la topoisomerasa II tras su acción, 

quedando las hebras abiertas al exterior (Tamburrino et al., 2012) y originando 

espermatozoides con el ADN fragmentado en el eyaculado.  

En el caso de la FAE producida por una apoptosis fallida durante la espermatogénesis, se 

encuentran espermatozoides con marcadores apoptóticos en el semen eyaculado debido a 

que estas células escapan de la apoptosis iniciada por un defecto intrínseco propio y no 

son eliminadas (Agarwal, Majzoub, et al., 2020; Kuchakulla et al., 2021; Shukla et al., 

2012). La apoptosis garantiza que ninguna célula germinal defectuosa se diferencie en 

espermatozoides; sin embargo, el fracaso de este proceso puede dar lugar a la 

acumulación de espermatozoides que expresan la ruta Fas-FasL activa y las caspasas 8 o 

10, lo que da lugar a una mala calidad espermática (Muratori et al., 2015; Sharma et al., 

2015). La apoptosis abortiva durante la meiosis I es uno de los principales mecanismos 

relacionados con la presencia de daños en el ADN espermático, ya que son células que 

estaban destinadas a su eliminación y la integridad de su material genético puede estar 

comprometida.  

En el caso del ataque directo por ERO, las bases del ADN sufren modificaciones y 

transformaciones; la más común es la formación del aducto 8-hidroxi-20-

desoxiguanosina (8-OHdG) en áreas donde la hebra no está bien unida a las protaminas 
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(Gawecka et al., 2015). De hecho, se ha encontrado una alta correlación entre el nivel de 

8-OHdG (principal marcador del estrés oxidativo del ADN) y la FAE (Tamburrino et al., 

2012). Además, se ha descubierto que el radical hidroxilo (HO⋅), la especie más reactiva, 

induce potencialmente daños en el ADN de doble cadena en el espermatozoide a través 

de la activación de caspasas y endonucleasas espermáticas (González-Marín et al., 2012; 

Kuchakulla et al., 2018). Además, la FAE puede ser inducida indirectamente por los 

subproductos de la peroxidación lipídica (como el malondialdehído (MDA) y el 4-

hidroxinonenal (4HNE)), que pueden introducir aductos en algunas bases, como la 8-

OHdG, la 1,N6-etenoadenosina y la 1,N6-etenoguanosina, dando lugar a daños en el 

ADN (Aitken et al., 2013; Moazamian et al., 2015).  

Determinación del grado de FAE 

Existen dos aproximaciones para evaluar el grado de daño en la cromatina paterna; una 

de ellas mide directamente el nivel de fragmentación del ADN mediante el uso de sondas 

y tintes, mientras que la otra mide la susceptibilidad del ADN a la desnaturalización, que 

es más común en el ADN fragmentado (Majzoub et al., 2016; Shamsi et al., 2011). En la 

actualidad, se han desarrollado hasta ocho ensayos diferentes para medir la FAE, siendo 

los más comunes en clínica el ensayo TUNEL, el test SCD y el test SCSA. Estos son los 

siguientes:  

❖ Ensayos que miden mediante el uso de sondas/tintes.  

- Ensayo TUNEL 

Este ensayo detecta los “huecos” en el ADN que dejan las roturas utilizando nucleótidos 

fluorescentes (dUTP). Para ello, se cuantifica la incorporación de los nucleótidos en los 

extremos 3’-OH libres localizados en las roturas, tanto en las de cadena simple como en 

las dobles, mediante una reacción enzimática. Esto crea una señal fluorescente que 

aumenta en función del número de roturas que presente el ADN  (Sakkas & Alvarez, 

2010) y se detecta mediante citometría de flujo o microscopio de fluorescencia. Es un 

ensayo directo, rápido y robusto que cuantifica conjuntamente las roturas únicas y de 

cadena doble de las hebras de ADN, sin diferenciarlas, en un conjunto de 10.000 

espermatozoides (Sharma et al., 2020). Recientemente, para mejorar la medición de la 

técnica, se usa de ditiotreitol (DTT) antes de la fijación de la muestra, con el objetivo de 

permitir el acceso a todos los nicks por la sonda (Mitchell et al., 2011; Shamsi et al., 

2011).  
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Aunque muchos consideran que el TUNEL es la técnica gold standard para el análisis de 

FAE (Sakkas & Alvarez, 2010), actualmente sigue faltando un protocolo común 

estandarizado y la elección de un valor de referencia, lo que dificulta la comparación entre 

laboratorios (Feijó & Esteves, 2014). Además, requiere la utilización de un citómetro o 

microscopio de fluorescencia, un equipamiento costoso que impide su uso generalizado.  

- Ensayo naranja de acridina 

El naranja de acridina es un colorante fluorescente catiónico selectivo de ácidos nucleicos 

que interactúa con el ADN de doble cadena  o de cadena simple por intercalación o 

atracción electrostática, respectivamente. Cuando se une al ADN de doble cadena, tiene 

un máximo de excitación a 502 nm y un máximo de emisión a 525 nm (verde). Sin 

embargo, cuando se asocia con ADN de cadena simple, el máximo de excitación se 

desplaza a 460 nm (azul) y el máximo de emisión se desplaza a 650 nm (rojo). Este 

cambio en el espectro de emisión permite determinar el grado de daño en la cromatina de 

los espermatozoides. Tras la desnaturalización del ADN espermático con ácido suave, el 

naranja de acridina se une o al ADN de doble cadena (es decir, no desnaturalizado) 

produciendo fluorescencia verde o al ADN de cadena simple (es decir, desnaturalizado) 

produciendo fluorescencia roja. El número de células rojas que se cuantifiquen es el 

número de espermatozoides con daños en el ADN de la muestra (Agarwal, Majzoub, et 

al., 2016).  

Esta técnica es rápida, sencilla y barata. Sin embargo, la presencia de tinciones 

heterogéneas en el portaobjetos con múltiples colores intermedios, variaciones en la 

técnica entre laboratorios y la falta de reproducibilidad de la prueba hacen que este ensayo 

sea una prueba poco fiable de la FAE (Chohan et al., 2006; Shamsi et al., 2011).   

- Tinción con azul de anilina 

El azul de anilina es un colorante ácido que tiene una gran afinidad por las histonas ricas 

en lisina del núcleo de los espermatozoides inmaduros, lo que provoca que se tiñan de 

azul. En cambio, los núcleos ricos en protaminas de los espermatozoides maduros tienen 

abundante arginina y cisteína y reaccionan negativamente,  permaneciendo sin teñir. El 

aumento de la tinción de color azul de los espermatozoides sobre el portaobjetos indica 

un empaquetamiento débil de la cromatina y más expuesto a daños en el ADN (AUGERet 

al., 1990). Se trata de una técnica sencilla y barata que requiere de un microscopio de 



30 

 

campo claro para su análisis, pero la tinción heterogénea de los portaobjetos sigue siendo 

una desventaja de esta técnica (Agarwal, Majzoub, et al., 2016). 

- Tinción azul de toluidina  

El azul de toluidina es un colorante básico tiazínico metacromático con gran afinidad por 

los residuos de fosfato del ADN espermático. Para ello utiliza la fijación de la muestra 

con acetona y etanol (1:1) sobre un portaobjetos, seguido de una hidrólisis con ácido 

clorhídrico. La tinción de azul de toluina se incuba sobre el portaobjetos para acabar 

lavándolo con agua destilada, butanol y xileno. Se observa directamente al microscopio 

óptico, pudiendo diferenciarse las cabezas de espermatozoides con una integridad del 

ADN normal de color azul claro, mientras que las cabezas de espermatozoides con ADN 

dañado se tiñen de violeta. Es una técnica rápida, barata y sencilla de ejecutar, aunque 

presenta una alta variabilidad inter-observador (Dutta et al., 2020). 

 

- Tinción con cromomicina A3 (CMA3) 

CMA3 es un glucósido de antraquinona producido por una cepa específica de la bacteria 

Streptomyces griseus que en presencia de Mg2 se une al ADN, donde compite 

específicamente por los sitios de unión de la protamina a través del surco menor del ADN 

(tiene afinidad por los residuos guanina-citosina), indicando así la deficiencia de 

protamina. Por lo tanto, cuando la prueba es altamente positiva, refleja indirectamente un 

estado de baja protaminación del ADN asociado a una cromatina espermática mal 

empaquetada (Manicardi et al., 1995). Para realizar este ensayo es necesaria la presencia 

de un microscopio de fluorescencia, y lo que se observa es aquellos espermatozoides 

deficientes en protamina aparecen de color amarillo brillante mientras que los 

espermatozoides con una protaminación normal aparecen de color verde amarillento. La 

principal limitación de este ensayo reside en la subjetividad entre observadores y en el 

hecho de que sólo puede evaluarse un número relativamente pequeño de espermatozoides 

(Dutta et al., 2020).  

- Ensayo Cometa 

El ensayo cometa aplica principios básicos de permeabilidad y movimiento 

electroforético del ADN fragmentado. El nombre del ensayo procede del dibujo que deja 

el espermatozoide con el ADN fragmentado, como una estela que sale de la cabeza del 

espermatozoide semejando una cola de "cometa", por lo que es posible cuantificar la 
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cantidad de ADN dañado por espermatozoide. La intensidad de la tinción y la longitud de 

la cola de cometa representan la cantidad de ADN migrado, lo que indica diferentes 

grados de fragmentación (Singh et al., 1988), mientras que el espermatozoide con el ADN 

intacto permanece en la cabeza del cometa (Dutta et al., 2020). 

Mediante este ensayo es posible detectar ambos tipos de roturas, de cadena simple y de 

cadena doble en una sola célula a través de una electroforesis neutra o alcalina, 

respectivamente. Además, es capaz de identificar bases alteradas. Sin embargo, este 

método no es adecuado para el diagnóstico rápido y requiere personal altamente 

especializado para analizar los resultados. Una gran ventaja que presenta es que puede 

utilizarse en pacientes con oligozoospermia grave, ya que sólo se necesitan unos 5.000 

espermatozoides por análisis para obtener un resultado fiable (Agarwal, Majzoub, et al., 

2016; Lewis et al., 2013). 

❖ Ensayos que miden la susceptibilidad a la desnaturalización: 

- Ensayo SCD (Sperm Cromatin Dispersion) 

El test SCD o de la dispersión de la cromatina espermática, también conocida como 

prueba del halo (Fernández et al., 2003), se basa en que tras la desnaturalización ácida y 

la eliminación de las proteínas nucleolares del espermatozoide se produce un halo de 

dispersión del ADN alrededor de la cabeza de los espermatozoides sin cromatina 

fragmentada, mientras que aquellas células con el ADN fragmentado no producen este 

halo característico, presentando la cabeza intacta. La eliminación de los componentes 

protectores de la cromatina espermática expone las zonas enteras y fragmentadas del 

ADN, permitiendo que el genoma entero forme loops o halos alrededor del núcleo del 

gameto (Dutta et al., 2020).  

Los halos pueden observarse al microscopio óptico de campo claro si la muestra se 

procesa con una solución de Wright o si se utilizan fluorocromos dirigidos al ADN (como 

el EDTA (Ácido etilendiaminotetraacético)), se puede observar al microscopio de 

fluorescencia. La técnica es sencilla de realizar, rápida y no requiere de instrumentación 

compleja. No obstante, carece de cierta objetividad entre observadores a la hora de definir 

y categorizar los halos.  

- Test SCSA 
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El SCSA (del inglés Sperm Chromatin Structure Assay) o ensayo de la estructura de la 

cromatina del espermatozoide mide la susceptibilidad del ADN espermático a la 

desnaturalización cuando se expone al calor o a los ácidos. Este ensayo utiliza citometría 

de flujo para evaluar grandes cantidades de células (10.000 espermatozoides) de forma 

rápida y robusta (Lewis et al., 2013). El grado de desnaturalización del ADN se determina 

midiendo el cambio de la fluorescencia verde cuando el ADN se encuentra íntegro a la 

fluorescencia roja que representa un ADN con roturas (Bungum et al., 2012).   

Aunque es un ensayo con un protocolo estandarizado para todos los usuarios, lo que 

minimiza la variación entre laboratorios, requiere del uso de un citómetro de flujo y de 

personal cualificado para realizarlo (Dutta et al., 2020).  

En la práctica clínica, las pruebas más utilizadas son el SCD, el ensayo TUNEL y el 

SCSA, por su facilidad de ejecución y coste a la hora de realizar numerosas medidas de 

FAE. Cada uno de estos ensayos tiene sus ventajas y desventajas en cuanto a practicidad 

en la medición, coste y tiempo requerido para ejecutarlo (Tabla 2). Pero, pese a ser una 

prueba común en los laboratorios de infertilidad masculina, su gran limitación es la falta 

de estandarización en los protocolos utilizados y la falta de criterio para establecer un 

punto de corte que defina un valor de daño perjudicial que comprometa la fertilidad 

masculina.  

 

Tabla 2. Ventajas y desventajas de los principales ensayos para medir la FAE en la 

práctica clínica (modificada de Dutta et al., 2020). 

SCD: Sperm chromatin dispersion test; TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated fluorescein-dUTP 

nick end labelling assay; SCSA: Sperm chromatin structure assay. 

Ventajas Desventajas

Ensayo 

TUNEL

Sensible, fiable y con una 

variabilidad inter-observador 

mínima. Puede realizarse con 

pocos espermatozoides

Requiere estandarización del 

protocolo entre laboratorios

SCSA
Estimación fiable del porcentaje de 

espermatozoides con ADN dañado

Requiere un observador 

experimentado. Variabilidad 

inter-observador

Ensayo

SCD Simple de realizar Alta variación inter-observador
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Indicaciones clínicas para medir la FAE 

Actualmente, existen diferentes escenarios clínicos según la Sociedad de Medicina 

Traslacional (Agarwal et al., 2017; Agarwal, Majzoub, et al., 2020) en los que se 

recomienda medir la FAE de los varones que acuden a un centro de reproducción asistida 

a realizarse un tratamiento: 

- Diagnóstico de varicocele.  

- Abortos recurrentes.  

- Infertilidad de origen desconocido.  

- Pacientes expuestos a tóxicos, contaminantes, procesos inflamatorios locales o 

sistémicos, o malos hábitos de vida. 

Problemática actual en la determinación de la FAE 

Pese a disponer de una gran variedad de ensayos para evaluar la integridad del ADN del 

espermatozoide, la falta de estandarización de los protocolos y guías es una de las 

principales limitaciones actuales (S. C. Esteves, Agarwal, et al., 2017), causa de que no 

exista un acuerdo internacional sobre cual técnica es la más idónea y/o preferible. Esto 

desemboca en una alta variabilidad en las mediciones entre laboratorios y entre el 

personal que realiza la técnica, lo que restringe la comparación de los resultados 

obtenidos. Además, otro punto que debe considerarse que impide la comparación entre 

los diferentes ensayos es el modo en la que la integridad del ADN se mide para determinar 

el porcentaje de roturas, ya que algunos métodos cuantifican directamente las roturas, 

como el TUNEL o el ensayo cometa, mientras que otros lo miden indirectamente a través 

del grado de desnaturalización de la cromatina (como el SCD o SCSA). Debido a estas 

diferencias, es difícil correlacionar los resultados clínicas con los diferentes ensayos (S. 

C. Esteves et al., 2014).   

Por otro lado, tampoco existe un acuerdo internacional sobre el valor de referencia a partir 

del cual establecer una reducción del potencial fértil del espermatozoide y en 

consecuencia malos resultados reproductivos. Evenson y Wilxon (Evenson & Wixon, 

2006) sugieren que la capacidad de fecundar del espermatozoide empieza a disminuir 

cuando la FAE es superior al 15%, en cambio otros sugieren que las probabilidades 

disminuyen a casi cero cuando la FAE >30% (Spanò et al., 2000). Sin embargo, es 

conocido que un espermatozoide con la cromatina dañada es asimismo capaz de fecundar 
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correctamente a un ovocito como un espermatozoide con el ADN intacto. Además, el 

ovocito presenta la maquinaria de reparación del ADN de la que el espermatozoide carece 

para reparar las roturas que presente (Meseguer et al., 2011). El grado en que estas roturas 

son reparadas es desconocido, aunque depende principalmente de la edad y calidad del 

ovocito y del grado de expansión de dichas roturas (Horta et al., 2020; Setti et al., 2021a). 

Por ello, el impacto que el ADN paterno pueda tener sobre el desarrollo in vivo o in vitro 

del embrión y en el futuro descendiente sigue siendo un tema controvertido y difícil de 

cuantificar.  

Aun así, diversos estudios hasta la fecha han tratado de identificar y consensuar un valor 

umbral patológico de FAE, tanto para la predicción de embarazo concebido de manera 

natural o tras la aplicación de las TRA, como para discriminar entre varones fértiles e 

infértiles. Ciertamente, se han descrito diferentes valores de FAE para la concepción 

natural (20,5% mediante SCD con un área bajo la curva (AUC) de 0.90) (Ribas-Maynou 

et al., 2012), para las técnicas de FIV (11,3% mediante SCSA y AUC=0,75 (Z. Zhang et 

al., 2016); 20% mediante SCD (Sun et al., 2018), para las de ICSI (15% mediante TUNEL 

y un AUC=0,53 (Esbert et al., 2018); 17,6% mediante TUNEL y un AUC=0,70 

(Avendaño et al., 2010); 30% mediante SCD (Borges et al., 2019); 30,3% mediante SCSA 

y AUC=0,57 (Z. Zhang et al., 2016)) o ambas técnicas (15% mediante TUNEL (Hervás 

et al., 2022; Hervas et al., 2022); 27% mediante SCSA (Larson-Cook 2003)). También se 

ha diferenciado en función de si el análisis se hace en la muestra en fresco o procesado 

mediante swim up o gradientes de densidad, así como si se utilizan ovocitos propios o 

donados (Meseguer et al., 2011).  

Un metaanálisis realizado en 2016, tras el análisis de 30 estudios que evaluaban el efecto 

de la fragmentación de la cromatina paterna sobre las TRA, concluyó que los diferentes 

ensayos utilizados actualmente para la determinación clínica de la FAE (TUNEL, SCSA, 

Cometa y SCD) tienen una capacidad limitada de predecir el embarazo clínico tras la FIV 

o la ICSI (Cissen et al., 2016). Si bien, un metaanálisis publicado en 2018 sugiere que un 

valor de corte del 20% puede diferenciar potencialmente entre hombres fértiles e infértiles 

(Santi et al., 2018). Seleccionaron 28 estudios que incluían un total de 2.883 varones 

infértiles (con una edad media de 35.2 años) y 1.294 pacientes fértiles (34.2 años) con 

diferentes grados de alteración en los parámetros seminales y con un examen de FAE en 

el eyaculado. Los controles fértiles mostraron una concentración y motilidad 

significativamente mayor comparado con el grupo de infértiles; la FAE fue 
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significativamente mayor en los varones infértiles. Esta diferencia se mantuvo igual 

independientemente del método utilizado para medir la FAE (SCSA, TUNEL, SCS y 

Cometa) y cuando se evaluaron específicamente 8 estudios que compararon hombres con 

fertilidad probada con aquellos con infertilidad idiopática en la pareja. El análisis de la 

curva ROC para todo el conjunto de datos y los 4 métodos para determinar la FAE fue de 

0.84, identificando el valor del 20% de FAE el punto en el que la prueba tiene más 

sensibilidad (79%) y especificidad (86%) (p<0,001). De entre todos los ensayos para 

medir el daño en la cromatina paterna, el AUC para el método TUNEL (15 estudios) 

demostró un valor de 0,83 (p=0,002). 

Impacto de la FAE en los resultados clínicos 

Desde su conocimiento, han sido numerosos los estudios clínicos que se han realizado 

para averiguar la implicación de la FAE en los resultados reproductivos, tanto en las 

probabilidades de concepción natural como mediante las TRA.  

En la concepción natural, es muy importante la integridad de la cromatina paterna para 

que el espermatozoide sea capaz de llegar hasta el ovocito y poder fecundarlo. Un estudio 

del 2000, reportó una relación inversa entre el nivel de FAE y la probabilidad de embarazo 

natural por ciclo de concepción (Spanò et al., 2000), y el metaanálisis de Zini  (Zini, 2011) 

que incluyó 3 estudios y 616 parejas con alta FAE determinada por el ensayo SCSA 

señaló una baja probabilidad de concepción natural con un OR=7,01 (3,68-13,36). 

También existe un efecto negativo de una elevada FAE en la probabilidad de obtener 

embarazo en los ciclos de IA. Existe un metaanálisis (Chen et al., 2019), que incluyó 10 

artículos con un total de 2839 ciclos de IA que demostró que unos niveles elevados de 

FAE en el semen eyaculado superiores al 27% (medido por SCSA y SCD), estaban 

asociados negativamente con menores probabilidades de embarazo (RR=0,34 (0,22-

0,52), p<0,001) y tasas de recién nacido vivo (RR=0,14 (0,04–0,56), p<0,001). Otro 

metaanálisis más reciente (Sugihara et al., 2020) que incluyó 9 estudios y 940 ciclos de 

IA, obtuvo un resultado similar; las parejas con menor grado de FAE tienen tres veces 

más probabilidades de concebir tras la IA (RR=3,3 (1,16-9,39)). Realizaron además un 

análisis de sensibilidad (94% (0,88-0,97) y especificidad (19% (0,14-0,26) de la prueba, 

con un valor predictivo positivo de 17% (0,11-0,26) y un valor negativo predictivo de 

95% (0,90-0,98), por lo que es más probable relacionar un alto porcentaje de 

espermatozoides con la cromatina dañada con una menor probabilidad de embarazo.  
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Respecto a las técnicas FIV e ICSI, existen multitud de estudios de diversa naturaleza que 

han tratado de probar si la FAE tiene un efecto negativo en las probabilidades de obtener 

un recién nacido en casa. Sin embargo, dada la gran heterogeneidad presente en este tema, 

debido principalmente a diferentes poblaciones de estudio, el empleo de diversas técnicas 

para cuantificar la FAE y los valores de corte establecidos para determinar una FAE 

patológica o no, las conclusiones siguen siendo muy variadas. También existen resultados 

contradictorios en cuanto a si afecta de manera diferente a los resultados de la FIV que 

de la ICSI. 

Por una parte, algunos autores han encontrado que una elevada FAE está asociada con 

menores tasas de fecundación y peor desarrollo embrionario. El espermatozoide juega un 

papel importante en el correcto desarrollo embrionario desde el momento de la 

fecundación (Amdani et al., 2015) y en las divisiones celulares posteriores, pudiendo 

afectar a la competencia embrionaria (Castillo et al., 2018). De hecho, el efecto del 

espermatozoide se hace evidente después de la activación embrionaria del genoma 

paterno en día 3 de desarrollo, conocido como efecto paterno tardío (de Castro et al., 

2023; Tesarik et al., 2004). Por ello, se ha correlacionado la FAE con una tasa de llegada 

a blastocisto más baja (Casanovas et al., 2019; Sedó et al., 2017; Seli et al., 2004) junto 

con embriones de peor calidad (Avendaño et al., 2010; Borges et al., 2019) en ciclos de 

FIV e ICSI. De hecho, un grupo ha evidenciado que sería la FAE de doble cadena la que 

afectaría en mayor medida al desarrollo de los embriones tras la ICSI que el daño en 

cadena simple (Casanovas et al., 2019). Un metaanálisis (Z. Li et al., 2006) mostró que 

la probabilidad de fecundación era más baja tras los ciclos FIV cuando existe una FAE 

elevada (4 estudios, medida por ensayo TUNEL) (RR=0,79 (0.54-1.16, p=0,23), pero no 

cuando se trataban de ciclos de ICSI (RR=1,03 (0,89-1,18); p=0,70). También, otro 

estudio retrospectivo con 1.633 ciclos evaluó las tasas de fecundación y de blastocisto de 

buena calidad entre diferentes grupos de parejas según su nivel de FAE (medida por 

SCSA) diferenciando entre ciclos de ICSI (n=516) o FIV convencional (n=1117) 

(Oleszczuk et al., 2016). Encontraron una asociación negativa significativa entre la FAE 

y la tasa de fecundación en los ciclos de FIV, pero no en los de ICSI, donde los resultados 

fueron comparables. La misma tendencia existía cuando evaluaron la tasa de blasto de 

buena calidad, donde el efecto era más evidente en los grupos con una FAE >30% en los 

ciclos de FIV. De hecho, la odds ratio (OR) de obtener al menos un embrión de buena 
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calidad por ciclo de punción realizado fue significativamente menor en el grupo de FIV 

cuando la FAE>20% mientras que este efecto no se observó en los ciclos de ICSI.  

Por otra parte, gracias a la tecnología time-lapse en incubadores, es posible monitorizar 

todo el desarrollo embrionario y conocer los tiempos de división clave que ayuden a 

seleccionar los mejores embriones y aumentar las probabilidades de éxito (Del Gallego 

et al., 2019). Desde su incorporación, se han desarrollado también estudios que evalúan 

cómo afecta la FAE a la morfocinética embrionaria. En un primer estudio retrospectivo 

con 971 embriones de 135 ciclos de ICSI (56 ciclos con ovocitos propios y 79 con 

ovocitos donados), encontraron que cuando la FAE era superior al 20,15% (medida por 

TUNEL) los embriones procedentes de ovocitos donados tenían un patrón de división 

mucho más lento que en las demás parejas con menor FAE (Esbert et al., 2018). Un 

siguiente estudio prospectivo observacional y doble ciego (Casanovas et al., 2019), pudo 

evaluar el efecto diferencial que tiene la fragmentación de doble cadena frente a la de 

cadena simple en el desarrollo embrionario. Mediante el ensayo Cometa pudo distribuir 

a la población de estudio en función de si tenían una FAE de cadena simple o doble, y si 

era alta o baja. Al comparar los embriones obtenidos a partir de muestras de semen con 

FAE de doble cadena baja y alta, se observó un retraso estadísticamente significativo en 

las tasas de extrusión del segundo cuerpo polar, en el tiempo de 4 blastómeras (T4), y en 

el de ocho (T8), mórula y blastocisto inicial. En cambio, ningún parámetro cinético se vio 

afectado en los casos con alta y baja FAE pero de cadena simple. El mayor efecto de la 

FAE lo observaron en los tiempos de extrusión del segundo corpúsculo polar y en los 

tiempos de mórula, lo que coincide con los puntos de control de daño en el ADN del 

genoma paterno y embrionario (Casanovas et al., 2019).  

Aunque estos estudios demuestran un efecto deletéreo de la FAE sobre el desarrollo de 

los embriones, el impacto sobre los resultados clínicos en cuanto a las probabilidades de 

embarazo o si incrementa el riesgo de aborto sigue siendo controvertido. Algunos autores 

observaron que una elevada FAE paterna implica unas menores tasas de implantación y 

de embarazo tras FIV e ICSI (Avendaño et al., 2010; Borges et al., 2019; Meseguer et al., 

2011; Muriel et al., 2006; Ribas-Maynou et al., 2012; Sedó et al., 2017; Setti et al., 2021b; 

Simon et al., 2011, 2013) junto con mayor probabilidad de pérdida gestacional. Por 

ejemplo, el riesgo de no obtener embarazo aumentaba cuando la FAE superaba el umbral 

del 42% (OR: 24,18 (2,89-522,34); RR: 2,16) en los ciclos de FIV y medido por la prueba 

Cometa alcalino (Simon et al., 2011). En otro estudio prospectivo con ovocitos donados, 
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obtuvieron una menor tasa de blastulación y embarazo por transferencia cuando la FAE 

era superior al 15% (medida por TUNEL), aunque desde el inicio la tasa de fecundación 

no se vio afectada. También observaron que los casos con mayores niveles de FAE se 

asociaban con mayor presencia de fragmentación en los embriones, lo que implica menor 

calidad embrionaria (Sedó et al., 2017). Y cuando se comparó de manera prospectiva los 

resultados clínicos de 475 ciclos de ICSI realizados con una FAE superior o inferior al 

30% (medida por SCD) se encontró que las parejas con FAE>30% tras un desarrollo de 

los embriones alterado y una menor proporción de blastocistos de buena calidad, la tasa 

de implantación fue significativamente más baja (33,24% vs 46,4%) a pesar de una tasa 

de gestación similar (30.40% vs 32.40%). En cambio, la tasa de aborto fue 2,5 veces más 

alta en parejas con elevada FAE, 42,8% frente a 16,8% (Borges et al., 2019). En relación 

con la tasa de aborto, un grupo indicó una significativa mayor proporción de roturas de 

doble cadena en parejas con aborto recurrente de causa desconocida que en donantes 

fértiles (Ribas-Maynou et al., 2012), lo que podría ser causa de sus numerosas pérdidas 

gestacionales. También, se encontró una probabilidad el doble de alta, aunque en este 

caso no significativa, en las parejas con una elevada FAE tras la FIV (OR=1,99 (0,49-

8,0) cuando la FAE=30-40%, y OR=2,32 (0,14-38,2) en el grupo FAE>40%), pero en 

cambio, este efecto solo se observó en los ciclos de ICSI cuando la FAE >40% (OR=3,08 

(0,72-13,1); p=0,12) (Oleszczuk et al., 2016).   

Como la FAE afecta reduciendo las probabilidades de gestación e incrementando el riesgo 

de aborto, los autores también han encontrado una menor tasa de recién nacido vivo, 

aunque este efecto podría ser más evidente en los ciclos de FIV, pero no en los de ICSI. 

La probabilidad de obtener un niño en casa fue significativamente más baja en las parejas 

con una FAE>20% (medida por SCSA) (OR=0,61 (0,38-0,97), p=0,04) que cuando fue 

FAE >10-20% (OR=0,95 (0,70-1,29) (0,76). Por el contrario, observaron la misma OR 

en los ciclos de ICSI para los mismos grupos (OR=1,29 (0,70-2,37) (p=0,42) y OR=1,28 

(0,69-2,36) (p=0,43), respectivamente) (Oleszczuk et al., 2016). Asimismo, Simon en su 

estudio prospectivo (Simon et al., 2013) halló que en las parejas que realizaron FIV 

(n=203), aquellas con una FAE <25% (medido por el ensayo Cometa alcalino) tuvieron 

una tasa de nacidos vivos del 33%; por el contrario, las parejas con fragmentación más 

alta al 50% tuvieron una tasa de nacidos vivos mucho más baja, del 13% (p=0,007). En 

cambio, cuando analizaron los ciclos de ICSI (n=136 parejas), no se encontraron 

diferencias significativas entre ningún grupo de pacientes.  
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Sin embargo, también se encuentran pruebas contradictorias de estudios tanto 

prospectivos como retrospectivos que indican que el daño en el ADN espermático no está 

directamente relacionado con peores resultados de embarazo tras FIV y la ICSI 

(Antonouli et al., 2019; Esbert et al., 2011; Green et al., 2020; Hervás et al., 2022; Hervas 

et al., 2022; Ten et al., 2021). Un estudio prospectivo de 178 parejas con FAE en el 

eyaculado que se realizaron 68 ciclos de FIV y 116 de ICSI (77 con ovocitos propios y 

101 con ovocitos donados), no encontró correlación entre la FAE medida por TUNEL y 

los resultados clínicos en ambos tipos de tratamiento. Cuando evaluaron a las pacientes 

en función de si habían obtenido o no embarazo tras la FIV ante el mismo número medio 

de embriones transferidos, el grado de FAE fue comparable entre ambos grupos, tanto en 

ciclos con ovocitos propios (21,2% y 18,2%) como con ovocitos donados (18,7% y 

19,9%). Tampoco hubo diferencias estadísticamente significativas en la tasa de 

embarazo, cuando diferenciando entre pacientes y receptoras, se establecieron dos grupos 

en función de la FAE menor o mayor al 36%. En los ciclos de pacientes con ovocitos 

propios, la tasa de embarazo fue 48,1% versus (vs) 36,4%, mientras que, en las pacientes 

con ovocitos donados, 61,7% vs 46,7%, respectivamente. Aunque la tasa de aborto 

siempre fue mayor en las parejas con FAE >36%, estas diferencias no fueron 

estadísticamente significativas (Esbert et al., 2011). En otro estudio prospectivo con 150 

parejas del programa de ovodonación (Antonouli et al., 2019), el nivel de FAE no se 

correlacionó significativamente con la tasa de fecundación de ovocitos (r= -0,10), el 

número total de blastocistos (r= -0,07), la obtención de blastocistos de buena calidad (r= 

-0,27) o la gestación clínica (r= -0,05). Por último, cuando se dividió a la población de 

estudio en función del umbral 25% de FAE medida por SCD, no se encontraron 

diferencias significativas en la tasa de gestación: 68,2% en las parejas con FAE<25% y 

56,1% en las parejas con FAE>25%.  

El mismo resultado se encontró posteriormente en otro estudio prospectivo con 246 

parejas que se sometieron a un ciclo de ICSI y diagnóstico genético preimplantación para 

aneuploidías (PGT-A) (Green et al., 2020), en el cual la población de estudio se dividió 

en dos grupos en base a tener un nivel FAE medido por SCSA el día de la inseminación 

mayor o menor al 15%. No hubo diferencias en las tasas de fecundación (86,3% vs 84,2%, 

OR ajustado= 0,86 (0,63-1,18)), de blastulación (49,5% vs 48,8%, OR ajustado= 1,02 

(0,75-1,36)), ni en la tasa de euploidía (55,7% frente a 52,1%, OR ajustado= 0,96 (0,7-

1,31)) entre los grupos de FAE baja y alta, respectivamente. Los resultados clínicos 
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fueron similares entre ambos grupos, siendo la tasa de implantación (68,8% vs 79,8%), 

la tasa de gestación evolutiva (65,9% vs 72,6%) y la tasa de aborto (4,2% vs 8,8%), 

respectivamente. Tampoco encontraron peores resultados reproductivos por FAE elevada 

en un estudio prospectivo doble ciego, independientemente de la calidad del semen y del 

origen de los ovocitos (Ten et al., 2021). La población de estudio se dividió en tres grupos 

diferentes, 68 parejas con factor masculino severo y respuesta ovárica normal que se 

realizaron un ICSI; 113 parejas se realizaron FIV con ovocitos donados por fallo ovárico; 

y 150 parejas con baja respuesta ovárica y se realizaron tanto FIV como ICSI. Para cada 

uno de los grupos, no se encontró una correlación entre el grado de FAE medido siempre 

por TUNEL y los resultados reproductivos tasa de embarazo clínico, gestación clínica y 

aborto en el primer trimestre.  

En dos consecutivos estudios retrospectivos (Hervás et al., 2022; Hervas et al., 2022), 

tampoco encontraron diferencias en los resultados clínicos de las parejas con una FAE 

mayor al 15% (medida por TUNEL) que se sometieron a FIV o ICSI, tanto cuando 

utilizaron ovocitos propios (n=1.339 parejas y 2.759 IVF/ICSI) como cuando utilizaron 

ovocitos donados (n=864 parejas y 1903 ciclos de ICSI). En este caso, se evaluó la 

probabilidad de tener un recién nacido a lo largo del tiempo mediante las tasas 

acumuladas de recién nacido vivo (TARNV), análisis que ningún otro estudio previo ha 

realizado. De esta manera, se puede evaluar cuánto le cuesta a una pareja obtener un 

recién nacido en casa en el caso de tener una FAE elevada según el número de ovocitos 

utilizados, embriones transferidos y transferencias realizadas. Los resultados demostraron 

que no existe un efecto deletéreo de una alta FAE sobre dicha probabilidad en ninguna de 

las tres aproximaciones realizadas para ambos tipos de ovocitos utilizados, propios y 

donados. De hecho, la evaluación del éxito reproductivo mediante las TARNV por 

ovocito utilizado permite hacer una estimación más precisa del impacto que tiene el 

espermatozoide desde el inicio del ciclo, evitando los sesgos de selección embrionaria 

que ocurren cuando se evalúan los resultados clínicos por transferencia, ya que siempre 

se transfieren los embriones de mejor calidad. De este modo, si los pacientes necesitan 

inseminar un mayor número de ovocitos para obtener un recién nacido vivo, es mayor el 

efecto negativo del espermatozoide con FAE sobre el ciclo. En este caso, tanto con 

ovocitos donados como con ovocitos propios, las parejas con una elevada FAE en el 

eyaculado no tuvieron que recurrir a más ovocitos para obtener un niño.   
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La gran heterogeneidad entre los artículos publicados también se refleja en la gran 

cantidad de metaanálisis realizados con conclusiones también controvertidas. Por una 

parte, están aquellos que señalan un efecto negativo de la presencia de espermatozoides 

con FAE en parejas que buscan concebir. Una revisión sistemática y metaanálisis en 2008 

(Collins et al., 2008) de 2.162 ciclos de TRA que evaluaban el efecto de la fragmentación 

de la cromatina paterna sobre los resultados reproductivos demostró un efecto deletéreo 

sobre las probabilidades de embarazo, con una OR de 1,44 (1,03-2,03), siendo el mismo 

efecto para la FIV como para la ICSI. En ese mismo año, un estudio similar con 1.549 

ciclos de FIV/ICSI concluyó que la FAE también predice la pérdida de embarazo (OR 

combinada=2,48 (1,52-4,04); p>0,0001), y el subanálisis realizado solamente con los 

ciclos de ICSI obtuvo la misma conclusión (OR combinado=2,73 (1,43-5,20); p<0,01) 

(Zini et al., 2008). En 2014, otra revisión sistemática y metaanálisis que incluyó un total 

de 3.106 parejas encontró un resultado similar; la probabilidad de aborto era más alta en 

las parejas con niveles más elevados de FAE tras la ICSI (OR=2,68 (1,40-5,14), p=0,003) 

(Zhao et al., 2014). Otro estudio (Simon et al., 2017), que incluyó un total de 56 estudios 

y 8.068 ciclos, obtuvo resultados que indicaban que la FAE tiene un efecto negativo 

significativo tanto sobre las probabilidades de obtener gestación clínica por FIV (16 

estudios, 9363 ciclos, OR=1,15 (1,05-1,27), p=0,003), como por ICSI (6.260 ciclos, OR= 

0,89 (0,80-0,99), p=0,002).   

Varios estudios pudieron reportar una asociación significativa entre la FAE y la 

disminución de la probabilidad de embarazo en los ciclos de FIV, pero no en los ciclos 

de ICSI (Z. Li et al., 2006; Osman et al., 2015; Z. Zhang et al., 2015; Zini, 2011). El 

metaanálisis de Osman (Osman et al., 2015) que incluyó 6 estudios previos, reportó una 

tasa de recién nacido significativamente más alta en los varones con baja FAE en 

comparación con los que la tenían elevada en los ciclos de FIV (RR=1,27 (1,1- 1,5); 

p=0,01), pero esta relación no se encontró en los ciclos de ICSI (RR=1,11 (1-,23); 

p=0,04). Unos resultados similares también encontraron Zhang y colaboradores (Z. 

Zhang et al., 2015) en su estudio en el que incluyó los resultados de 20 estudios (3671 

parejas), y que para su análisis se dividieron en tres grupos según el valor de la FAE (>27 

%, 15-27 %, ≤15 %);  para cada grupo, se realizó un análisis de subgrupos según el tipo 

de inseminación (FIV o ICSI) y los métodos de análisis de la FAE. Los OR agrupados 

demostraron que las parejas con una FAE<27% tenían más probabilidades de alcanzar 

una gestación clínica (OR=1.44 (1.186–1.742), p=0,000). Si se tiene en cuenta el tipo de 
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inseminación, la OR en los casos de FIV fue similar (RR=1,74 (1,38-2,2), p= 0,000), pero 

el resultado no fue estadísticamente significativo en los ciclos de ICSI (OR=0.90 (0.63–

1.27), p=0.537). En cambio, el efecto de la FAE se diluyó cuando se consideró a su vez 

la técnica utilizada para medirla; si se medía por TUNEL, existía una mayor probabilidad 

de gestación si la FAE<27% (OR=1,87 (1,36-2,58), p=0,000), mientras que la FAE por 

SCSA no encontró esa asociación (OR=1,24 (0,98-1,58), p=0,076).  

En otro estudio a gran escala publicado recientemente (Ribas-Maynou et al., 2021) que 

comprendía 12.380 ciclos de FIV/ICSI con un análisis de FAE, el metaanálisis reveló que 

considerando conjuntamente los resultados de ambos tipos de tratamiento, la tasa de 

implantación (RR=0,74 (0,61-0,91) y la tasa de embarazo (RR=0,83 (0,73-0,94) están 

influidas negativamente por el daño en el ADN espermático, aunque tras el ajuste por 

sesgo de publicación la relación para la tasa de embarazo dejó de ser significativa. La tasa 

de recién nacido vivo mostró una reducción ante la FAE, pero de manera no significativa 

(RR=0,78 (0,58-1,06). En el momento en que se separaron ambos tipos de ciclos, los 

resultados de la FIV se ven influidos negativamente y de manera significativa por los 

daños en la cromatina paterna en las tasas de implantación (RR=0,68 (0,52-0,89) y de 

embarazo (RR=0,72 (0,55-0,95), pero no en la tasa de recién nacido vivo (RR=0,48 (0,22-

1,02). En el caso de la ICSI, se observaron una tendencia, pero no significativa en las 

tasas de implantación (RR= 0,79 (0,60-1,04) y de embarazo (RR=0,89 (0,78-1,02), y en 

la tasa de nacidos vivos (RR=0,92 (0,67-1,27). 

En cambio, otros autores no han sido capaces de encontrar dicha asociación. Por ejemplo, 

el metaanálisis de Deng et al. (2019) (10 estudios, 1.785 parejas) mostró que la 

probabilidad de conseguir un recién nacido no era estadísticamente diferente entre el 

grupo de FAE baja y alta (RR=0,87 (0,8-1,1); p=0,2), aunque las parejas con una 

fragmentación más alta tenían un mayor riesgo de aborto espontáneo, menor tasa de 

embriones de buena calidad y menor tasa de embarazo clínico. 

Pueden ser varios los motivos de la enorme discrepancia existente en la literatura, 

empezando por los diferentes criterios de inclusión en los estudios (distintas poblaciones 

con diferentes problemas de fertilidad), la técnica de medición de la FAE, la técnica de 

inseminación utilizada (FIV o ICSI), hasta los métodos estadísticos utilizados para 

analizar los datos. La evidencia hasta ahora muestra que el tamaño del efecto de la FAE 

sobre los resultados reproductivos depende de la técnica utilizada, siendo mayor en los 

ciclos de FIV que en los de ICSI. Según los autores, el motivo puede estar relacionado 
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con el hecho de que para la FIV, la competencia del gameto masculino desempeña un 

papel más relevante en la fecundación, ya que tiene que ser capaz de nadar y penetrar las 

capas de células que rodean el ovocito, barreras que con la ICSI se saltan. En cambio, 

otros autores han encontrado recientemente que los espermatozoides seleccionados para 

la ICSI presentan un menor grado de FAE de cadena simple, pero no doble (Lara-Cerrillo 

et al., 2021). No obstante, también tiene un papel importante en los resultados clínicos el 

factor femenino que pudiera existir en la población objeto de estudio, ya que el éxito 

reproductivo de la pareja depende también en gran medida de la edad del ovocito. 

Ovocitos de mujeres jóvenes tienen un citoplasma más competente y la maquinaria 

necesaria para reparar o reducir el porcentaje de roturas del ADN paterno que un ovocito 

de mujer más añosa, sin que tenga consecuencias negativas sobre el potencial 

reproductivo (Horta et al., 2020; Meseguer et al., 2011).  

Estrategias para disminuir el impacto de la FAE en los resultados 

reproductivos 

Ante una FAE elevada diversos autores han sugerido diferentes estrategias para disminuir 

el porcentaje de espermatozoides con la cromatina dañada, tanto in vivo, con el uso de 

antioxidantes orales y/o un estilo de vida saludable, o periodos de abstinencia más cortos; 

como in vitro, aplicando técnicas de selección espermática o intervenciones que ayuden 

a reducir el número de espermatozoides con FAE disponibles para la inseminación, con 

el objetivo de mejorar el pronóstico reproductivo de la pareja.  

Entre los procedimientos in vivo disponibles, el uso de antioxidantes orales es una de las 

primeras estrategias aplicadas por los clínicos para reducir el número de espermatozoides 

con la cromatina fragmentada en el eyaculado. Una de las causas principales de FAE es 

el desbalance entre los agentes antioxidantes y las ERO, que pueden atacar directamente 

a las bases nitrogenadas del ADN cambiando su configuración o aductos, o 

indirectamente mediante la peroxidación lipídica o activando rutas de señalización 

relacionadas con la apoptosis (Agarwal et al., 2014).  

Diversos estudios han evaluado si la toma de antioxidantes orales ayudaría a reestablecer 

el equilibrio oxido-reductor y disminuir la cantidad de agentes oxidantes del ambiente 

testicular que puedan atacar al ADN espermático. Entre los compuestos más comunes 

encontramos la Coenzima Q10, L-Carnitina, Zinc, Vitamina D, Vitamina E y N-

Acetilcisteína (Romano et al., 2023). El uso de estas moléculas se ha relacionado con una 
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mejora en los parámetros seminales, sobre todo referido a la motilidad y vitalidad 

espermática (Romano et al., 2023), y algunos autores han encontrado una mejora de los 

resultados clínicos en las parejas donde el varón tomó antioxidantes durante un periodo 

de tiempo tras la disminución de los niveles de FAE en el eyaculado (Alahmar et al., 

2021; Greco, Romano, et al., 2005). Sin embargo, otros autores han fallado en encontrar 

una mejora de los resultados clínicos tras la suplementación con antioxidantes y vitaminas 

antes del tratamiento de infertilidad mediante ICSI. Un ensayo controlado aleatorizado 

sobre 171 varones infértiles (Steiner et al., 2020) con una FAE en el eyaculado superior 

al 25% se sometieron entre 3-6 meses de terapia con antioxidantes o placebo. Tras 3 

meses, no obtuvieron ninguna diferencia en la FAE entre el grupo de tratados y no 

tratados, obteniendo ambos grupos tasas similares de gestación clínica, aborto y recién 

nacido. Otro estudio de mismo diseño con 2.370 parejas (Schisterman et al., 2020), tras 6 

meses de terapia con diferentes compuestos antioxidantes (zinc y ácido fólico), 

obtuvieron parámetros seminales y una tasa de recién nacido vivo similar al grupo 

placebo. De hecho, el nivel de FAE del grupo con toma de antioxidantes fue un 2,4% 

superior al grupo placebo. En realidad, algunos autores han señalado que el uso excesivo 

de antioxidantes puede provocar un efecto reverso y originar un desbalance reductor en 

vez de oxidante, originando niveles más altos de FAE (Henkel et al., 2019).   

En el caso de elevada FAE por hábitos de vida poco sanos, como el tabaquismo, obesidad, 

o el contacto con sustancias nocivas y radiactivas, la estrategia a seguir es reducir los 

factores de riesgo y cambiar el estilo de vida (Agarwal, Majzoub, et al., 2020; Romano et 

al., 2023). En cambio, la presencia de espermatozoides con elevada FAE por varicocele, 

la estrategia clínica a seguir sería la varicocelectomía, es decir, la reparación de la 

circulación testicular mediante una intervención. En una revisión sistemática de 21 

estudios que evaluaron el efecto de la varicocelectomía sobre los niveles de FAE, 

obtuvieron una reducción significativa de aproximadamente un 8% en los niveles de 

fragmentación (Roque & Esteves, 2018). También, la reparación del varicocele parece 

mejorar los resultados reproductivos, mejorando las probabilidades de embarazo tanto 

por concepción natural como por TRA (Smit et al., 2013). Por último, una de las últimas 

estrategias propuestas para disminuir la fragmentación de los espermatozoides es reducir 

el tiempo de abstinencia entre eyaculaciones, sobre todo en las TRA. Un estudio de 7 

varones demostró una reducción significativa de la FAE medida por TUNEL tras 1-2 días 

de abstinencia (9-10%) en comparación con periodos de abstinencia de más de 9 días (15-
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21%) (p<0,001) (Agarwal, Gupta, et al., 2016). Esta estrategia también se ha probado 

clínicamente con la mejora de los resultados reproductivos; se obtuvo un incremento en 

la tasa de embarazo clínico tras la IA cuando se utilizaron muestras con un periodo de 

abstinencia de dos días o menos en comparación con tres o más días (11,3% frente a 6-

7,3%; P<0,05) (Marshburn et al., 2010) y tasas de embarazo significativamente mejores 

tras la ICSI, cuando la eyaculación recurrente se realizó en los últimos cuatro días antes 

del procedimiento y se utilizó un periodo de abstinencia final de 12 horas (Sánchez-

Martín et al., 2013).  

En el caso de que se mantenga un nivel elevado de fragmentación en el semen eyaculado 

o no se disponga de tiempo suficiente para probar a reducirla es posible aplicar técnicas 

de selección espermática antes de las TRA. Para algunos autores, el simple proceso de 

capacitación realizado en el laboratorio sobre la muestra seminal antes de la inseminación 

(gradientes de densidad y swim up) disminuiría los niveles de FAE (Jayaraman et al., 

2012; Muratori et al., 2019; Oguz et al., 2018; Zini et al., 2000).  

Sin embargo, en los últimos años se han desarrollado dispositivos que ayudarían a 

seleccionar espermatozoides de mejor calidad por sus características intrínsecas y un 

menor grado de fragmentación de la cromatina. Un ejemplo de ello es el PICSI 

(Phisiological ICSI) o ICSI fisiológico, que se basa en la capacidad que tiene el 

espermatozoide maduro de unirse al ácido hialurónico (AH)  mediante los receptores 

presentes en su cabeza, mimetizando la unión de este a las células de la granulosa del 

ovocito que ricas en este polisacárido (Avalos-Durán et al., 2018; Martin-Deleon, 2011). 

Diversos estudios han mostrado que los espermatozoides móviles unidos a las gotas de 

AH del dispositivo presentan un menor grado de FAE, aparte de una mayor madurez 

citoplasmática y nuclear, y, por tanto, mayor calidad para dar lugar a un desarrollo 

embrionario óptimo (Muratori et al., 2019; Parmegiani et al., 2010; Yagci et al., 

2010).  En este último estudio (Yagci et al., 2010), hallaron que el 99% de los 

espermatozoides unidos al AH presentaban el ADN íntegro, mientras que sólo un 55% lo 

hacían en la muestra de semen.  

También sería posible seleccionar espermatozoides con menor FAE mediante la 

aplicación del MACS (Magnetic-activated cell sorting), método de selección negativa 

que separa los espermatozoides apoptóticos, aquellos que externalizan la fosfatidil-serina 

en su membrana, de los que no apoptóticos disponibles para su uso (Gil Juliá et al., 2022). 

Un estudio evaluó de manera retrospectiva los resultados de la ICSI en varones con una 
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FAE>20% (medida por TUNEL) a los que o bien la muestra seminal se preparó mediante 

gradiente de densidad y MACS (n=366) u otros varones (n=358) a los que solo se les 

aplicó gradiente de densidad. En este caso, los resultados fueron significativamente 

mejores en la tasa de embarazo clínico (60,7% vs 51,5%; p=0,014) y tasa de recién nacido 

vivo (47,4% vs 31,2%; p=0,001) en el grupo en el que se aplicó el MACS (Pacheco et al., 

2020). En cambio, otro estudio retrospectivo con varones con elevada FAE (305 parejas), 

no halló diferencias en los resultados clínicos entre las parejas en las que se solamente se 

les realizó el gradiente de densidad y aquellas a las que se les aplicó gradiente de densidad 

y MACS, tanto si la FAE era moderada (30-50%) o elevada (>50%), como en ciclos con 

ovocitos propios (n=216) y con ovocitos donados (n=89) (Sánchez-Martín et al., 2017). 

No obstante, cuando se compararon ambas técnicas de selección espermática, PICSI vs 

MACS, mediante un ensayo aleatorizado controlado en 413 ciclos de ICSI con varones 

con una FAE>20,3% (medida por TUNEL), no se encontraron diferencias significativas 

entre ambos en la tasa de implantación, gestación clínica y gestación evolutiva. Sin 

embargo, cuando los resultados se estratificaron por la edad de la mujer, los resultados 

clínicos en mujeres menores a 30 años se vieron mejorados con el MACS mientras que 

con el PICSI se ven mejorados los resultados en mujeres más mayores (30-35 años) 

(Hasanen et al., 2020).  

También, la selección morfológica de espermatozoides para la ICSI, denominado IMSI, 

podría utilizarse para escoger aquellos con menos FAE (Hammoud et al., 2013). En un 

ensayo que incluyó a 80 varones infértiles, la FAE medida mediante TUNEL fue 

significativamente inferior en el grupo de IMSI en comparación con el grupo de ICSI 

(P<0,0001) (Mangoli et al., 2020). Un metaanálisis que incluyó estudios que comparaban 

los resultados de la IMSI y la ICSI en parejas con fallos previos de ICSI o factor 

masculino, encontró una mejora significativa de las tasas de implantación (OR=1,56; 

p=0,01) y de embarazo (OR=1,61; p=0,004) con la IMSI, en comparación con el 

tratamiento estándar, pero no hubo diferencias en las tasas de aborto espontáneo (Setti et 

al., 2014). Sin embargo, el último metaanálisis realizado por Cochrane, que incluyó 13 

estudios aleatorizados controlados (Ranzomized Controlled Trial, RCT ) con 2775 

parejas comparando IMSI (n=1256) vs ICSI (n=1519), no recomienda el uso rutinario del 

IMSI, ya que no sostiene el incremento de la probabilidad de embarazo utilizando esta 

técnica debido a la heterogeneidad de los estudios realizados y la baja cualidad de los 

mismos (Teixeira et al., 2020).   
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En los últimos años, se han desarrollado los dispositivos de microfluídica, que se basan 

en la capacidad que tienen los espermatozoides de nadar atravesando membranas y 

canales, asemejando el recorrido de estos por el aparato reproductor femenino hasta llegar 

al óvulo simulando un entorno in vivo (Pardiñas et al., 2022). Estos dispositivos 

seleccionan espermatozoides en función de diferentes condiciones espermáticas, como la 

motilidad/migración progresiva o las interacciones espermáticas. El mecanismo que se 

emplea para la selección puede ser activo (flujo laminar, gradientes químicos o 

electroforesis) o pasivo (filtración de los espermatozoides a través de membranas 

porosas) (Nosrati et al., 2017). Se ha determinado que cualquiera de estos sistemas es 

capaz de seleccionar espermatozoides con una mayor integridad del ADN espermático. 

Un estudio piloto reciente demostró que el porcentaje de espermatozoides en varones con 

alta fragmentación de doble cadena (>60%) medido por el ensayo Cometa, disminuye 

significativamente tras su paso por un sistema de microfluídica, 34,9%, comparado con 

la muestra procesada mediante swim up (65%) (Pujol et al., 2022). Otro estudio similar 

(Quinn et al., 2018), realizó una comparativa entre los niveles de FAE de una misma 

muestra de semen sin procesar y procesada por gradiente de densidad y por microfluídica. 

La mediana de FAE de la muestra sin procesar fue del 21%, mientras que el grado de 

FAE para las muestras procesadas mediante microfluídica fue cercada a 0% (p<0,0001) 

y las muestras centrifugadas por gradiente de densidad un 6% (p=0,0029).  

Diversos autores han confirmado la mejora de los resultados clínicos tras la ICSI de 

espermatozoides seleccionados mediante microfluídica  (Kocur et al., 2023; Lara-Cerrillo 

et al., 2023; Quinn et al., 2018). El estudio prospectivo de Kokur sobre 57 parejas (71 

ciclos de ICSI con PGT-A y con alta tasa de aneuploidía embrionaria) que tenían una 

FAE media de 26,2% y una fragmentación de doble cadena media de 3,6%, encontró una 

disminución significativa en la proporción de espermatozoides con la cromatina 

fragmentada cuando se procesó la muestra por microfluídica (1,9% y 0,3% de doble 

cadena) que cuando se procesó anteriormente por gradiente de densidad (18% y 3,1% de 

doble cadena) (p<0,001). La tasa de euploidía mejoró considerablemente en el ciclo de 

ICSI cuando utilizaron la selección por microfluídica (42,9%) que en su anterior ciclo 

con selección por gradiente de densidad (25,3%) (Kocur et al., 2023). Mientras, otros 

autores no han obtenido dicha mejora, sino que los resultados reproductivos son muy 

similares entre los grupos que utilizaron microfluídica y los que procesaron el semen de 

manera convencional (Ferreira Aderaldo et al., 2023; Yalcinkaya Kalyan et al., 2019). 
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Específicamente, el metaanálisis realizado por Ferreira (Ferreira Aderaldo et al., 2023) 

reveló una ligera mejora en los resultados de embarazo clínico y de aborto cuando se usa 

la microfluídica frente a las técnicas convencionales de preparación seminal swim up y 

gradiente de densidad, aunque sin significancia estadística.  

Otros autores, sin embargo, sugieren el uso de espermatozoides testiculares en pacientes 

con elevada FAE para mejorar sus resultados reproductivos. Se basan en la evidencia de 

que los espermatozoides obtenidos directamente del testículo presentan un menor grado 

de fragmentación del ADN que los ya eyaculados (S. C. Esteves et al., 2023; Greco, 

Scarselli, et al., 2005). De hecho, un estudio evaluó el nivel de FAE de los 

espermatozoides obtenidos a distintos niveles del aparato reproductor masculino, 

obteniendo diferencias estadísticamente significativas en el porcentaje de roturas entre 

los espermatozoides del eyaculado, del conducto deferente, del epidídimo y del testículo 

(Xie et al., 2020). A pesar de recurrir a una técnica invasiva para obtener estos 

espermatozoides, son varios los grupos que han encontrado un aumento significativo de 

la probabilidad de embarazo y de tener un recién nacido en las parejas que cambian el 

origen del espermatozoide del eyaculado a testicular (Alharbi et al., 2020; Arafa et al., 

2018; S. C. Esteves et al., 2015; Herrero et al., 2019).  

En la literatura publicada se encuentran estudios que comparan los distintos métodos de 

selección espermática en pacientes con una elevada FAE en el eyaculado. Bradley 

(Bradley et al., 2016) realizó un extenso estudio retrospectivo con los resultados clínicos 

de 1.942 varones infértiles con elevada FAE en sus espermatozoides del eyaculado sin 

ningún fallo previo de TRA, a los que se dividió en dos grupos en función de si habían 

realizado uno de los métodos de selección espermática (PICSI, IMSI, TESE (Extracción 

de espermatozoides del testículo)/ TESA (Aspiración de espermatozoides del testículo), 

o eyaculación frecuente) o no, previo a la inseminación por ICSI. Los varones fueron 

divididos en dos grupos según si el nivel de FAE era mayor o menor al 29% en el 

eyaculado medido por el ensayo de la integridad de la cromatina espermática. Cuando no 

se aplicó ninguna intervención sobre la muestra seminal antes de la ICSI, los varones con 

elevada FAE tuvieron peores tasas de fecundación, de gestación y de recién nacido vivo 

que aquellos varones con baja FAE. Pero cuando se aplicó cualquiera de los métodos de 

mejora espermática, los varones con elevada FAE obtuvieron una mejora de los resultados 

reproductivos, de hecho, obtuvieron más blastocistos de mejor calidad que después de la 

transferencia dieron lugar a una mayor tasa de recién nacido que cuando no se realizó 
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ninguna intervención (43,8% y 24,9%, respectivamente). Si se separan los resultados 

clínicos en función de la intervención realizada en parejas con FAE >29%, las parejas que 

utilizaron espermatozoides testiculares obtuvieron una mayor tasa de gestación clínica 

tras la transferencia de un único embrión (56%) que los que realizaron IMSI (28,7%) y 

PICSI (44,5%), siempre mejor que los ciclos de ICSI sin ninguna intervención aplicada 

(26,8%) (p<0,01). También la tasa de recién nacido vivo fue significativamente mayor en 

los ciclos TESE/TESA (49,8%) que en los ciclos sin intervención (24,2%), pacientes con 

PICSI (38,3%) y pacientes con IMSI (28,7%) (p<0,05).  

Sin embargo, otro estudio más reciente (Hozyen et al., 2020), realizó un ensayo 

controlado aleatorizado con 320 parejas con elevada FAE en el eyaculado (medida 

mediante TUNEL) a las que se asignó un método de selección espermática (PICSI (n=78), 

MACS (n=79) o utilización de espermatozoides testiculares (n=73) comparado con el 

método de preparación habitual mediante gradientes de densidad como grupo control del 

estudio. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos en la edad femenina 

y masculina y el nivel de FAE. Cuando evaluaron la tasa de embriones en día 3 y de 

llegada a blastocisto, el grupo testicular fue el que presentó de manera significativa 

menores tasas. Los grupos gradiente de densidad y MACS presentaron una tasa 

significativamente mayor de blastocistos de buena cualidad respecto al grupo PICSI y 

Testicular (p=0,014). La mayor tasa de embarazo la obtuvo el grupo PICSI (69,6%), 

mientras que la menor la obtuvo el grupo con el procesamiento mediante gradiente de 

densidad (51,4%) (p=0,025), siendo 67,1% para el grupo MACS y 56,2% en el grupo con 

espermatozoides testiculares. Los grupos PICSI (62,8%) y MACS (62%) fueron los que 

obtuvieron mayores tasas de embarazo evolutivo, siendo el grupo con gradiente de 

densidad la más baja (45,8%). No obstante, no se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas entre los cuatro grupos en la tasa de aborto ni evaluaron la 

tasa de recién nacido vivo.  

USO DE ESPERMATOZOIDES TESTICULARES EN VARONES NO 

AZOOSPÉRMICOS 

El uso de espermatozoides procedentes del testículo se ha propuesto como estrategia 

clínica para mejorar los resultados reproductivos en casos de varones con suficientes 

espermatozoides en el eyaculado pero que presentan una elevada FAE (Alharbi et al., 

2019; Arafa et al., 2018; S. C. Esteves et al., 2015; Greco, Scarselli, et al., 2005; Herrero 
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et al., 2019; Mehta et al., 2015; Pabuccu et al., 2017) y/o un cuadro de infertilidad 

masculina grave (Abhyankar et al., 2016; Al-Malki et al., 2017; Ben-Ami et al., 2013; 

Kendall Rauchfuss et al., 2021; Negri et al., 2014). En algunos casos, también se ha 

planteado el cambio a esta estrategia cuando la pareja presenta varios fallos previos de 

ICSI, entendidos como la ausencia de fecundación, el bloqueo embrionario o la no 

consecución de embarazo tras la transferencia de todos los embriones generados 

(Weissman et al., 2008). 

Históricamente, el uso de espermatozoides extraídos del testículo estaba reservado a los 

varones diagnosticados con azoospermia obstructiva o secretora (S. C. Esteves et al., 

2011), ya que es el único procedimiento que disponen para utilizar sus gametos y obtener 

descendencia biológica. Sin embargo, hasta la fecha diferentes estudios realizados han 

demostrado la mejora en los resultados clínicos y un aumento de las probabilidades de 

embarazo usando espermatozoides testiculares en varones con esperma en el eyaculado 

(Abhyankar et al., 2016; Alharbi et al., 2019; S. C. Esteves et al., 2015; Greco, Scarselli, 

et al., 2005; Herrero et al., 2019; Mehta et al., 2015; Weissman et al., 2008).  

De acuerdo con la fisiología reproductiva masculina, los espermatozoides presentes en el 

eyaculado presentan un estado madurativo óptimo y un potencial de fecundación mayor 

debido a los cambios experimentados por su paso por los diferentes conductos 

reproductivos (Vallet-Buisan et al., 2023). No obstante, se ha confirmado que los 

espermatozoides obtenidos del testículo también son capaces de fecundar con éxito y dar 

lugar a un correcto desarrollo embrionario y recién nacido vivo sano (Nagy et al., 1995). 

De hecho, los primeros estudios hallaron resultados clínicos similares entre los ciclos de 

ICSI utilizando espermatozoides testiculares y los ciclos con espermatozoides del 

eyaculado (Hourvitz et al., 1998), y cuando se usaron espermatozoides del epidídimo 

(Silber et al., 1995). En un estudio comparativo de los resultados de la ICSI, el uso de 

espermatozoides testiculares de varones con azoospermia no obstructiva comparado con 

varones con oligoastenozoospermia severa y varones normozoospérmicos, se asoció a 

tasas de fecundación y calidad embrionaria inferiores, pero las tasas clínicas no se vieron 

afectadas posteriormente, encontrando resultados de embarazo y neonatales comparables 

entre los tres grupos (Oron et al., 2014). De hecho, un estudio reciente (S. H. Lee et al., 

2018) comparó los resultados de 141 ciclos de ICSI usando esperma eyaculado (135 

parejas) y 37 ciclos usando espermatozoides testiculares (35 parejas con diagnóstico de 

azoospermia obstructiva y no obstructiva). La valoración cualitativa de los embriones a 
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lo largo del desarrollo embrionario reveló que no había diferencias significativas en la 

tasa de llegada a blastocisto ni en la calidad de estos (46,1% vs. 47,5%, y 5,7% vs 5,8%, 

respectivamente). Tras la transferencia de embriones en día 5 en todos los ciclos, ambos 

grupos, eyaculado y testicular, obtuvieron una tasa de embarazo clínico (44,7 vs. 43,2%; 

p=0,87), de aborto (21,7% vs. 33,3%; p=0,33), y de parto (76,5 vs. 66,7%; p=0,53) 

comparable. 

Uso de espermatozoides testiculares en varones con elevada FAE en el 

eyaculado 

Aunque el espermatozoide del eyaculado muestre signos de mayor calidad que los 

espermatozoides aún residentes en el testículo, uno de los argumentos a favor del uso de 

estos es su bajo grado de fragmentación del ADN.  La exposición a diferentes factores y 

agentes oxidantes tras la salida del testículo provoca una mayor probabilidad de daño en 

la cromatina espermática. De hecho, un primer estudio realizado en 2005 con un modelo 

animal murino demostró cómo el daño de la cromatina espermática es significativamente 

menor en el testículo que en el eyaculado (Suganuma et al., 2005). Esto fue corroborado 

posteriormente en los diferentes estudios clínicos realizados en humanos, en los que se 

manifestó que el grado de FAE en los espermatozoides eyaculados es significativamente 

mayor que en los residentes en el testículo (S. Esteves et al., 2018; S. C. Esteves et al., 

2015; Greco, Scarselli, et al., 2005). Como ejemplo, un pequeño estudio de 12 varones 

con alta FAE (medida por TUNEL) incluso después de tres meses de terapia antioxidante 

oral, encontró una reducción significativa del nivel de fragmentación entre los 

espermatozoides del eyaculado y los obtenidos por TESE en el mismo día (39,7% ±14,8 

vs 13,3% ±7,3; p<0,01) para la ICSI (Moskovtsev et al., 2010). Asimismo, un estudio 

realizado en 2020 con muestras de espermatozoides obtenidas a diferentes niveles del 

tracto reproductor masculino demostró como la FAE va aumentando a medida que los 

espermatozoides recorren los diferentes conductos tras su salida del testículo: 11,4% ±6% 

en el testículo, 15,8% ±8% en el epidídimo, 20,4% ±10% en los vasos deferentes, y un 

32,9% ±20% en el eyaculado de los controles (Xie et al., 2020).  

La primera vez que se demostró la eficiencia de los espermatozoides testiculares en los 

ciclos de ICSI con elevada FAE en el eyaculado fue en 2005 (Greco, Scarselli, et al., 

2005). En este estudio compararon los resultados clínicos de 18 parejas con elevada FAE 

en el eyaculado (medido por TUNEL) y dos fallos previos de ICSI que optaron por utilizar 
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espermatozoides testiculares en su siguiente ciclo. En estos varones, el grado de FAE en 

el testículo fue de 4,8% frente a 23,6% en los espermatozoides del eyaculado; tras el 

cambio en el origen del espermatozoide obtuvieron, respectivamente, una mejora en la 

tasa de fecundación (74,9% vs 70,8% (p>0,05), de implantación (20,7% vs 1,8% 

(p<0,01)) y de embarazo (44,4% vs 5,6% (p>0,05). Posteriormente, un estudio de casos 

(Weissman 2008) presentó los resultados clínicos de 4 parejas con varios ciclos previos 

de ICSI sin éxito, fallos recurrentes de implantación y ninguna otra causa evidente de 

infertilidad, que tras el cambio en el origen de espermatozoide (de eyaculado a testicular) 

mejoraron sus resultados reproductivos, obteniendo todas ellas un embarazo clínico con 

recién nacido vivo. A partir de entonces se han realizado tanto estudios retrospectivos 

como prospectivos con el ánimo de comprobar si dicha teoría se confirma.  

Un primer estudio retrospectivo (Mehta et al., 2015) de 24 parejas con al menos un fallo 

previo de TRA y una FAE en el eyaculado mayor al 7% medida por TUNEL, tras cambiar 

el origen del espermatozoide para realizarse un nuevo tratamiento, la mitad de las parejas 

obtuvo un embarazo evolutivo que finalizó con el nacimiento de un niño sano. El nivel 

de FAE de los espermatozoides testiculares fue significativamente menor (5%) que los 

procedentes del eyaculado (24%) (p=0,0013). A su vez, un estudio de cohortes 

prospectivo comparó los resultados clínicos de 147 parejas que presentaban 

oligozoospermia y una FAE>30% en el semen eyaculado (medida mediante SCD) que se 

realizaron un ICSI con espermatozoides del eyaculado o con espermatozoidesextraído del 

testículo (S. C. Esteves et al., 2015); de ellas, 81 parejas utilizaron espermatozoides 

testiculares (T-ICSI) y 91 parejas espermatozoides del eyaculado (E-ICSI). Tras la 

medición de la fragmentación, se encontró una diferencia significativa entre la FAE de 

los espermatozoides del testículo frente a los del eyaculado: 8,3% vs 40,7%, 

respectivamente. Aunque realizaran las transferencias en día 3 de desarrollo, hallaron una 

mejora importante de los resultados clínicos a pesar de una menor tasa de fecundación 

del grupo T-ICSI (56,1%) en comparación con el grupo E-ICSI (69,4%) (p=0,0001): la 

tasa de embarazo clínico fue 51,9% vs 40,2% (p=0,13) y de recién nacido vivo 46,7% vs 

26,4% (p=0,007), respectivamente, un 20% mayor en el grupo testicular. La tasa de aborto 

también fue significativamente menor en este grupo, 10.0% vs 34.3% (p=0,012).  

Posteriormente, el estudio prospectivo de Pabuccu (Pabuccu et al., 2017) reclutó a 85 

parejas con dos fallos previos de ICSI y una FAE en el eyaculado >30% medida por 

TUNEL y las dividió en dos grupos: 31 parejas se realizaron un ciclo con espermatozoides 
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extraídos del testículo (T-ICSI) y 44 parejas con espermatozoides del eyaculado (E-ICSI). 

Reportó una mejora significativa en las tasas de gestación clínica (41,9% vs 20%, 

(p=0,045)) y de gestación evolutiva (38,7% vs 15%, (p=0,023)) por ciclo iniciado, y un 

descenso en la tasa de aborto (3,2% vs 17,5%) en el grupo testicular frente al eyaculado. 

Sin embargo, no reportaron la tasa de nacidos vivos. En un estudio de casos cruzados 

(Arafa et al., 2018) de 36 varones con una FAE media elevada (56,4% por SCD), se 

realizaron un segundo ciclo de ICSI usando espermatozoides obtenidos por TESA tras 

los malos resultados del primero usando semen eyaculado. El cambio del origen del 

espermatozoide mejoró significativamente la tasa de gestación clínica en un 20% (38,9% 

cuando usaron espermatozoides testiculares y un 13,5% con espermatozoides 

eyaculados), registrando un total de 17 nacimientos en los segundos ciclos (38,9%) 

mientras que en los primeros solo tres (8%) (p<0,001).  Respecto al aborto, no se registró 

ninguno en los ciclos con espermatozoides testiculares y dos en los ciclos con 

espermatozoides del eyaculado.  

La mejora de los resultados clínicos tras el cambio en el origen del espermatozoide fue 

también confirmada en una revisión sistemática y metaanálisis (S. C. Esteves, Roque, et 

al., 2017) en el que se incluyó un total de 4 estudios (507 ciclos de ICSI) de parejas 

normo- u oligozoospérmicas que tenían un alto valor de FAE en el eyaculado. El análisis 

determinó que, aunque la tasa de fecundación no es mayor, se incrementa la tasa de 

gestación clínica junto con una disminución de la probabilidad de aborto, lo que se traduce 

en una tasa de recién nacido vivo 20% mayor en las parejas que usaron espermatozoides 

testiculares frente a las que usaron espermatozoides eyaculados: 46,9% vs 21,3%; 

OR=2,58 (1,54-4,35) (p=0,0003). Sin embargo, una revisión sistemática posterior que 

incluyó 4 estudios de diversa naturaleza (prospectivos y retrospectivos) y poblaciones 

(varones con mala calidad seminal con o sin diagnóstico de FAE) concluyó que la 

evidencia científica era insuficiente y de baja calidad como para recomendar de manera 

rutinaria la utilización de espermatozoides testiculares en pacientes con malos parámetros 

seminales en el eyaculado (Awaga et al., 2018).  

En un siguiente estudio retrospectivo del 2019 (Herrero et al., 2019) hallaron una mejora 

significativa en aquellas parejas que cambiaron a espermatozoides testiculares cuando 

presentaban una FAE elevada y dos tratamientos previos de ICSI sin recién nacido vivo 

usando espermatozoides del eyaculado. En este caso, 77 parejas se sometieron a un ICSI 

con espermatozoides testiculares (T-ICSI) y 68 continuaron usando el semen eyaculado 
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(E-ICSI) como grupo control, estableciendo diferentes grupos de estudio en función del 

nivel de FAE. En primer lugar, cuando compararon simplemente el efecto del origen del 

gameto masculino, el grupo T-ICSI presentó una tasa de embarazo clínico tras la 

transferencia embrionaria en fresco significativamente superior al otro grupo (27,9% vs 

10%), obteniendo este grupo una tasa acumulada de recién nacido vivo un 12% superior 

al tratamiento habitual, 23,4% (15/64) y 11,4% (7/61). Por otra parte, cuando compararon 

el nivel de FAE entre ambos tipos de espermatozoides mediante dos técnicas diferentes, 

TUNEL y la SCSA, encontraron siempre un nivel de fragmentación mayor en los 

espermatozoides testiculares, aunque la diferencia no fue estadísticamente significativa. 

Sin embargo, cuando se subdividió a la población de estudio en función de si tenían la 

FAE ≥36% medido por TUNEL, el grupo de estudio T-ICSI obtuvo tasas acumuladas de 

gestación y de nacidos vivos significativamente mejores que la E-ICSI (T-ICSI: 20% 

frente a E-ICSI: 0%; p<0,025). Igualmente, los varones con elevada FAE por SCSA 

(≥25%) obtuvieron mejores resultados reproductivos usando espermatozoides 

testiculares: T-ICSI: 21,7% vs. E-ICSI: 9,1% (p<0,01). Cuando la población se subdividió 

en función de los parámetros seminales entre aquellos con parámetros alterados y 

normales según la OMS, los varones con oligoastenoteratozoospermia se beneficiaron del 

cambio a espermatozoides testiculares, ya que la tasa acumulada de recién nacido fue 

significativamente mejor (28%) que los que repitieron el tratamiento con esperma 

eyaculado (6,7%) (p<0,01); en cambio, esta mejora no se observó entre el grupo T-ICSI 

y E-ICSI de varones normozoospérmicos.  

También en 2019, Alharbi y colaboradores (Alharbi et al., 2019) realizaron un estudio 

retrospectivo comparativo de 52 parejas con FAE (establecida como moderada (>15%) o 

elevada (>30%) medida mediante el ensayo SCSA) que se sometieron a un ICSI con 

espermatozoides testiculares tras al menos un fallo de ICSI usando esperma eyaculado 

(T-ICSI) con dos tipos de controles: 87 parejas con un primer ciclo de ICSI fallido con 

semen eyaculado que realizaron un segundo intento de nuevo (E-ICSI), y 48 parejas con 

FAE (moderada o alta) que se realizaron otro ciclo de ICSI con semen eyaculado tras al 

menos un fallo de ICSI previo (E-ICSI-alta FAE). En este caso, no encontraron una 

mejora significativa de los resultados clínicos en las parejas que usaron espermatozoides 

testiculares frente a los dos grupos control. La tasa de gestación clínica entre los T-ICSI 

y E-ICSI con una FAE>15% fue 48,6% vs 48,2% (p=1,0), con una tasa de aborto 

semejante (11,1% vs 11,1%; p=1,0), respectivamente; en cambio, la tasa de gestación 
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clínica fue superior pero no estadísticamente significativa cuando se comparó con el 

grupo E-ICSI-alta FAE: 48,6% vs 38,7% (p=0,41), siendo el aborto superior en este 

último grupo, 11,1% vs 16,7% (p=0,66). Cuando compararon las parejas con una 

FAE>30%, la tasa de gestación clínica por transferencia fue superior en el grupo T-ICSI 

(48%) que en el E-ICSI-alta FAE (25%) (p=0,25), alcanzando una tasa de recién nacido 

vivo similar (29,2% vs 25%; p=0,82) tras dos abortos en el grupo T-ICSI. En cambio, 

cuando se compararon las tasas de gestación clínica, aborto y recién nacido vivo entre las 

parejas que tenían una FAE<30%, el grupo T-ICSI presentó mejores resultados que el E-

ICSI-alta FAE, aunque no de manera estadísticamente significativa.  

Paralelamente, el estudio prospectivo de Zhang et al., 2019 reclutó 102 parejas con 

FAE>30% en el eyaculado (por SCSA) que se sometieron a su primer ICSI con 

espermatozoides extraídos del testículo (n=61) o con espermatozoides del eyaculado 

(n=41). Aunque la tasa de fecundación fue similar para ambos, el grupo que utilizó 

espermatozoides testiculares obtuvo una mayor tasa de embarazo y de parto con recién 

nacido superior que aquellos que utilizaron semen eyaculado: 36% vs 14% de embarazo 

(p>0,05), y 38,5% vs 9,8% de parto con niño (p=0,001), respectivamente.  

Tras la publicación de los diferentes estudios, dos grupos decidieron llevar a cabo una 

revisión sistemática tipo SWOT (del inglés strengths, weaknesses, opportunities, and 

threats), un ensayo que resume las principales ventajas y desventajas basadas en las 

evidencias científicas alcanzadas tras la aplicación esta estrategia clínica en varones no 

azospérmicos con elevada FAE en los espermatozoides del eyaculado.  En ambas (Ambar 

et al., 2020; S. Esteves et al., 2018) se concluye que existe un menor grado de 

fragmentación en la cromatina de los espermatozoides testiculares que en los ya 

eyaculados, y que su uso parece mejorar los resultados reproductivos de las parejas que 

presentan alta FAE en el eyaculado incrementando las probabilidades de obtener un 

recién nacido. Sin embargo, admiten que la evidencia actual es de baja calidad debido a 

la falta de estudios randomizados controlados aleatorizados que confronten ambos tipos 

de tratamientos, y que los estudios publicados hasta la fecha presentan poblaciones 

heterogéneas además de pequeñas. También se debe considerar que la obtención de los 

espermatozoides testiculares es un proceso invasivo en el que se requiere cirugía, y que 

esta estrategia debería ser ofrecida como última opción tras el fracaso de otros métodos 

como reducir la FAE mediante cambios en los hábitos de vida o la toma de antioxidantes, 

o la aplicación de técnicas de selección espermática que reduzcan la FAE antes del 
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tratamiento. No obstante, hubo una presentación en el Congreso Europeo de Embriología 

Humana (ESHRE) donde se expusieron los resultados de un estudio controlado 

aleatorizado con 111 parejas que presentaban una FAE>20% medida por TUNEL y 

mujeres menores de 35 años, que fueron aleatoriamente asignadas a realizarse un T-ICSI 

(n=53) o E-ICSI (n=58) (Hozain M. et al., 2018). Con un nivel de FAE similar en ambos 

tipos de espermatozoides, 26,7% en los testiculares y  23,8%  en los eyaculados (p=0,7), 

la tasa de fecundación muy alta, aunque no estadísticamente significativa, en el grupo E-

ICSI (77,2% frente a 62,9% en T-ICSI (p=0,1). La tasa de llegada a blasto fue 

significativamente más alta en el grupo E-ICSI (65,2% vs 38,0%; p=0,004) pero porque 

hubo más transferencias en día 3 en el grupo T-ICSI, lo que limita esta información. Sin 

embargo, apenas hubieron diferencias en los resultados clínicos, siendo la tasa de 

embarazo 50% y 51,0% en T-ICSI y E-ICSI (p=0,9), de gestación evolutiva 48% y 42,8% 

(p=0,5) y la tasa de aborto espontáneo 7,4% y 16%, respectivamente (p=0,16).  

Por último, un reciente metaanálisis y revisión sistemática (Yu et al., 2021) incluyó 4 

estudios de cohortes y 2 estudios de casos realizados entre 2005 y 2020 que evaluaron el 

efecto del uso de espermatozoides testiculares y del eyaculado en la ICSI en parejas con 

al menos un fallo de ICSI previo, con o sin prueba de FAE en el eyaculado. De esta 

manera se establecieron dos grupos diferentes. Tras el análisis de los resultados, aquellas 

parejas que presentaban una FAE elevada en el esperma eyaculado (247 parejas y 2712 

ovocitos inseminados), lograron tasas de embarazo clínico más altas con el 

espermatozoides testiculares que cuando se usaron espermatozoides eyaculados (43,4% 

vs 20,8%; con una OR agrupada de 2,87 (1,44-5,71) (p=0,003)), lo que se asoció a una 

mayor tasa de recién nacido en casa (38% vs 16% respectivamente), con una OR=3,24 

(1,2-8,76) (p=0,02). En cambio, en las parejas que, o no se conocía el grado de FAE en 

el eyaculado o no fue un criterio para decidir cambiar el origen del espermatozoide, esta 

mejora no fue tan evidente.  

Uso de espermatozoides testiculares en varones con infertilidad masculina 

severa 

Igualmente, en las parejas que presentan infertilidad masculina severa, el cambio a 

espermatozoides testiculares en vez de utilizar el semen eyaculado podría mejorar los 

resultados clínicos de la TRA. Son numerosos los estudios que han evaluado el cambio 

de la fuente de espermatozoides para la ICSI cuando las parejas presentan malos 
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resultados reproductivos en sus tratamientos previos por una calidad seminal 

comprometida, sobre todo en el caso de varones con criptozoospermia, aunque los 

resultados son controvertidos (Abhyankar et al., 2016; Alharbi et al., 2020; Al-Malki et 

al., 2017; Ben-Ami et al., 2013; Kendall Rauchfuss et al., 2021; Negri et al., 2014).   

En un primer pequeño estudio, 17 varones diagnosticados con criptozoospermia (recuento 

de espermatozoides menor a 100.000 por mililitro) se beneficiaron del cambio a 

espermatozoides de biopsia testicular tras el previo fracaso de su ciclo de ICSI con 

espermatozoides testiculares (Ben-Ami et al., 2013). Se realizaron un total de 116 ciclos, 

68 con espermatozoides procedentes del eyaculado y 46 con espermatozoides obtenidos 

del testículo por TESE. Aunque no encontraron diferencias en la tasa de fecundación, se 

encontró una tasa de implantación y embarazo por transferencia significativamente mayor 

en los ciclos de ICSI con espermatozoides testiculares de los mismos pacientes: 20,7% 

vs. 5,7% (p=0,003) y 42,5% vs. 15,1% (p=0,004), respectivamente. La tasa de recién 

nacido vivo por transferencia fue significativamente mayor en los ciclos con 

espermatozoides testiculares, 27.5%, frente al 9.4% en los ICSI con esperma eyaculado 

(p=0,028). Cuando evaluaron la calidad de los embriones (en días 2 y 3 del desarrollo 

embrionario) no se observaron diferencias estadísticamente significativas entre los dos 

grupos. El análisis de regresión logística multivariante que realizaron reveló tres 

parámetros que influyen directamente sobre la probabilidad de embarazo en estas parejas: 

el origen testicular del esperma (OR: 5.1 (1,8–14,8), el uso de espermatozoides móviles 

(OR: 12,9 (2,1–79,1)), y la edad de la mujer (OR: 0,83 (0,7–0,9)). 

En otro estudio consecutivo, (Negri et al., 2014) se evaluó un total de 231 parejas con 

infertilidad masculina por necrozoospermia (determinada como una vitalidad espermática 

entre el 5-45%) que se realizaron un total de 342 ciclos con esperma eyaculado y 182 

ciclos de ICSI con espermatozoides obtenidos por TESE (65% de ellas se habían realizado 

un tratamiento previo con semen eyaculado). Los autores hallaron resultados 

significativamente superiores por ciclo en las parejas que utilizaron espermatozoides 

testiculares comparado con aquellas que continuaron utilizando esperma del eyaculado 

en términos de tasa de implantación (36,8% vs 19,9%, p=0.0001), en la tasa de embarazo 

23,7% vs 12,7% (p=0,0001), alcanzando una tasa de recién nacido vivo por ciclo de 

28,6% y 13,7% (p=0,0001), respectivamente. La tasa acumulada de partos por pareja fue 

del 28,3% en los ciclos de ICSI con eyaculado frente al 44,7% en los ciclos de TESE-

ICSI (p=0,005).  
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Sin embargo, se encuentran resultados controvertidos entre los metaanálisis publicados. 

En el metaanálisis de Abhyankar y colaboradores, en el que incluyeron 5 estudios de 

cohortes con un total de 272 ciclos de ICSI y 4.596 ovocitos inseminados (Abhyankar et 

al., 2016), no encontraron diferencias en la tasa de fecundación (Riesgo relativo [RR]: 

0,91(0,78-1,06)) ni en la tasa de embarazo tras la ICSI con espermatozoides testiculares 

frente a los ciclos en los que usaron espermatozoides del eyaculado en varones con 

criptozoospermia (RR: 0,53 (0,19-1,42)).  En cambio, Kang (Kang et al., 2018) que 

incluyó 6 estudios y un mayor número de ciclos (761 ciclos de 578 pacientes) encontró 

que el uso de espermatozoides testiculares frescos para la ICSI favorece la tasa de 

blastocistos de buena calidad (RR=1,17 (1,05-1,30); p=0,005), la tasa de implantación 

(RR=1,52 (1,02-2,26); p=0,04) y la tasa de embarazo (RR=1,74 (1,20-2,52), p=0,004) en 

varones con criptozoospermia. En otro metaanálisis de 2018 (331 pacientes, 479 ciclos 

de ICSI), Ku y colaboradores (Ku et al., 2018) no hallaron una mejora significativa de los 

resultados clínicos de pacientes con criptozoospermia tras el ICSI con espermatozoides 

del testículo en vez de con eyaculados. Encontraron una mayor tasa de recién nacido por 

transferencia (RR=1,72 (1,21-2,44), p=0,002), y por ciclo de ICSI (RR=1,77 (1,28-2,44), 

sobre todo si la pareja es joven (RR= 1,93 (1,11-3,34; p=0,02), mientras que la tasa de 

aborto se mantuvo similar entre ambos tipos de tratamientos (RR= 1,06 (0,48-2,35), 

p=0,88). La falta de concordancia entre estudios de tipo revisiones y/o metaanálisis puede 

radicar en los diferentes criterios de inclusión establecidos por poblaciones heterogéneas 

no comparables.  

Posteriormente, en un estudio retrospectivo (Alharbi et al., 2020) compararon los 

resultados clínicos de 88 varones con diferentes grados de oligozoospermia severa y 

criptozoospermia (con concentraciones espermáticas menores a 5 millones/mililitro) que 

se sometieron a TESA para realizar la ICSI. En general, obtuvieron una tasa de embarazo 

por transferencia embrionaria del 46% (26/57), pero cuando se dividió a la población de 

estudio en función de la concentración espermática, hallaron que los varones con 

criptozoospermia (11 en total) obtenían los peores resultados reproductivos, una peor tasa 

de recuperación espermática por TESA y ninguno obtuvo embarazo, al contrario que los 

demás varones que obtuvieron resultados clínicos aceptables. En cambio, los resultados 

clínicos de varones con diagnóstico de oligozoospermia tras el cambio a espermatozoides 

testiculares no mejoraron (Kendall Rauchfuss et al., 2021). En este estudio compararon 

32 parejas que utilizaron espermatozoides eyaculados y 19 que utilizaron 
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espermatozoides testiculares tras TESE para la ICSI. La tasa de fecundación fue un 20% 

menor en el grupo que usó espermatozoides testiculares (60% vs 80%, p=0,017), 

obteniendo un número medio de blastocistos inferior (2 vs 4, p=0,012). Tras la 

transferencia, el grupo  eyaculado obtuvo una mayor tasa de embarazo y recién nacido 

vivo, y una menor tasa de aborto, aunque estas no fueron estadísticamente significativas. 

Tras el ajuste a potenciales confundidores, la probabilidad de recién nacido fue tres veces 

superior con el uso de espermatozoides eyaculados (OR=3,2 (0,79-12,94)). Sin embargo, 

cabe descatar que el criterio de inclusión fue tener un recuento total de espermatozoides 

móviles menor a 25 millones, y no presentaban ningún fallo previo de FIV ni tampoco se 

evaluó la FAE como para justificar esta intervención.  

Desventajas de la extracción quirúrgica de espermatozoides testiculares  

Aunque la extracción quirúrgica de espermatozoides del testículo es una técnica de rutina 

clínica desde hace años y se ha demostrado su seguridad y beneficios, no se puede dejar 

de lado que es una técnica invasiva no exenta de riesgos para el paciente. Este 

procedimiento puede estar asociado a complicaciones durante o después de la 

intervención, como dolor, inflamación, hematomas e infecciones (Zini et al., 2017), y que 

si no se resuelven de forma correcta pueden afectar a la homeostasis testicular y derivar 

en un deterioro de la función testicular o en hipogonadismo (Eliveld et al., 2018). Si bien 

la tasa de recuperación espermática tras la biopsia testicular en el caso de varones no 

azoospérmicos es altamente efectiva porque su testículo produce células de manera más 

o menos constante (S. C. Esteves et al., 2023), se debe informar al paciente de los riesgos 

asociados a la intervención, lo que podría condicionar la decisión de realizar un 

tratamiento con espermatozoides testiculares si tiene en el eyaculado.  

Igualmente, el uso de espermatozoides testiculares se ha asociado con un riesgo 

incrementado de aneuploidías espermáticas que puede agravarse en casos de infertilidad 

masculina severa (Bernardini et al., 2000; Gianaroli et al., 2005; Rodrigo et al., 2019). 

Sin embargo, la mayor parte de los estudios han evaluado la tasa de aneuploidías 

espermáticas en varones con azoospermia. Por ejemplo, un estudio realizado en 2001 por 

(Levron et al., 2001) con 28 varones infértiles mostró mayores tasas de aneuploidía en 

espermatozoides testiculares de pacientes azoospérmicos no obstructivos (19,6%) que en 

sus homólogos obstructivos (8,2%) y en espermatozoides eyaculados de sujetos con 

oligozoospermia (13,0%). En otro estudio pequeño con 12 pacientes (G. D. Palermo et 
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al., 2002) encontraron tasas de aneuploidía del 11,4% y el 1,8% (p=0,0001) en 

espermatozoides testiculares de pacientes azoospérmicos no obstructivos y obstructivos, 

respectivamente. Vozdova et al., 2012 que evaluaron 17 varones con azoospermia no 

obstructiva y 10 controles fértiles, mostraron que la frecuencia global de disomía y 

diploidía en los cromosomas 13, 15, 16, 18, 21, 22, X e Y era del 2,86% en los 

espermatozoides testiculares de los pacientes con azoospermia y del 0,92% (p<0,05) en 

el eyaculado de controles fértiles. 

Posteriormente, se evaluaron por primera vez las tasas de aneuploidía espermática 

(mediante FISH – Fluorescence in situ Hybridization) en varones no azoospérmicos con 

elevada FAE en el eyaculado (Moskovtsev et al., 2012). Aunque la muestra fue pequeña 

(el estudio se realizó en 8 varones), la tasas de aneuploidía fueron mayores en los 

espermatozoides testiculares que en los procedentes del eyaculado (12,4 ±3,7% frente a 

5, 7±1,2%; p<0,05). Sin embargo, también constataron que el daño del ADN espermático 

(evaluado mediante el ensayo TUNEL) era tres veces menor en los espermatozoides 

testiculares que en los eyaculados (13,3% ±7,3 frente a 39,7% ±14,8). En cambio, en un 

estudio más reciente se obtuvieron resultados contrarios (Cheung S. et al., 2019) cuando 

compararon las tasas de aneuploidías entre los espermatozoides testiculares y eyaculados 

mediante la técnica FISH (nueve cromosomas) y secuenciación de genoma completo en 

una población de 93 sujetos (azoospérmicos, controles fértiles y con elevada FAE en el 

eyaculado). Los autores revelaron tasas globales de aneuploidía por FISH del 3,6% en 

muestras eyaculadas, del 1,2% en muestras epididimarias y del 1,1% en muestras 

testiculares. La secuenciación del exoma completo mostró tasas de aneuploidía más altas 

en los espermatozoides eyaculados (11,1%) que en los epididimarios (1,8%) y los 

testiculares (1,5%) (p<0,0001). Asimismo, cuando evaluaron las muestras de semen 

eyaculado con los espermatozoides testiculares del mismo sujeto con elevada FAE 

descubrieron que la tasa de aneuploidía era inferior en los testiculares que en los del 

eyaculado, 1,3% frente a 8,4% (p=0,02). 

Sin embargo, ninguno de los estudios que han investigado el uso de espermatozoides 

testiculares en varones con elevada FAE e infertilidad masculina severa han estimado el 

impacto que pudieran tener sobre la euploidía de los embriones resultantes. A raíz de la 

información disponible, su uso podría aumentar las probabilidades de obtener embriones 

aneuploides y un detrimento de las probabilidades de embarazo y de recién nacido sano. 

Solo se encuentra una comunicación presentada en el Congreso ESHRE, en el que el 
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equipo analizó un total de 940 biopsias de trofoectodermo (TE) de 362 parejas que 

presentaban una FAE>30%, de las cuales 280 se realizaron un tratamiento con semen 

eyaculado propio (764 embriones) y 82 parejas con espermatozoides testiculares (176 

embriones). Hallaron una tasa de euploidía por ovocito metafase II utilizado comparable 

entre ambos grupos, 18,7% vs 18,3%, respectivamente (Figueira R CJ et al., 2019). Sin 

embargo, el análisis ajustado posterior reveló que el factor más determinante de la 

euploidía del blastocisto era la edad de la mujer y no la edad del varón o su nivel de FAE. 

Es notable la falta de evidencia científica que afirme que el uso de espermatozoides 

testiculares en estos varones no supone un mayor riesgo de tener descendencia con 

anomalías cromosómicas y por tanto, se asegure asegure la inocuidad de esta estrategia. 

Se requieren realizar más estudios prospectivos y controlados que puedan confirmar esta 

primera evidencia para poder aconsejar esta estrategia clínica a estas parejas que deseen 

lograr un embarazo y un bebé sano en casa.  
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HIPÓTESIS 

Nuestra hipótesis para esta tesis es que, en los varones con elevada FAE en el 

semen eyaculado, cuyos tratamientos previos de FIV mediante ICSI han sido fallidos o 

presentan oligozoospermia severa logran una mejora en los resultados clínicos cuando se 

utilizan espermatozoides testiculares en lugar de los presentes en el eyaculado, lo que 

permite obtener unas mayores tasas de recién nacido vivo por tratamiento. Dicha mejora 

en los resultados clínicos surgiría del aumento en la proporción de embriones de buena 

calidad y euploides disponibles para transferir en estas parejas.  

Esto justificaría clínicamente la recomendación de realizar una biopsia testicular en 

varones no azoospérmicos con el objetivo de obtener espermatozoides que presentan una 

menor fragmentación del ADN y aneuploidías cromosómicas, lo cual se reflejaría en un 

mayor número de embriones disponibles por pareja por tratamiento en comparación con 

los embriones procedentes de ciclos con espermatozoides del eyaculado.  
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Objetivo principal  

El objetivo principal de esta tesis es demostrar un aumento del 15% de embriones 

cromosómicamente normales disponibles para los tratamientos de reproducción asistida 

gracias al uso de espermatozoides testiculares en comparación con espermatozoides 

disponibles en el eyaculado, en varones con elevada FAE y oligozoospermia severa o 

fallo previo de ICSI. 

Objetivos secundarios 

- Demostrar diferencias en el índice de FAE entre los espermatozoides procedentes 

del eyaculado y de los espermatozoides de la biopsia testicular.  

- Demostrar diferencias en los parámetros clásicos de calidad embrionaria, medidos 

en los distintos días de desarrollo embrionario (día 3, día 5 y día 6), entre los 

embriones procedentes de espermatozoides del eyaculado y los de biopsia 

testicular.   

- Demostrar diferencias en la tasa de aneuploidías presente entre los 

espermatozoides de eyaculado y los espermatozoides de biopsia testicular.  

- Demostrar diferencias en las distintas medidas de éxito reproductivo 

(fecundación, gestación, aborto y parto con recién nacido vivo por transferencia 

embrionaria) con el uso de espermatozoides de eyaculado y de espermatozoides 

de biopsia testicular.  
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Para poder alcanzar los objetivos de este estudio se llevaron a cabo tres 

subestudios de diferente diseño: un análisis retrospectivo con los datos clínicos existentes, 

un análisis prospectivo aleatorizado controlado con sujetos pacientes, y por último un 

metaanálisis con los resultados de estudios ya publicados. Los resultados obtenidos se 

presentan de manera independiente entre sí. 

Estudio retrospectivo  

Diseño de estudio 

Se realizó un análisis retrospectivo de los datos clínicos de 27 parejas que tras un ciclo 

fallido de ICSI (entendido como el fracaso en la obtención de un recién nacido tras la 

transferencia de todos los embriones obtenidos), realizado con ovocitos propios y 

espermatozoides del eyaculado (E-ICSI), se realizaron un segundo ciclo de ICSI con 

ovocitos propios y espermatozoides procedentes del testículo (T-ICSI). En ambos ciclos 

se realizó un análisis PGT-A a los embriones generados por factor masculino y/o fallos 

de implantación previos, y/o abortos.  

El periodo de estudio comprendió desde enero del 2000 a noviembre 2020. Se tuvieron 

en cuenta para el análisis los dos ciclos de ICSI más cercanos en el tiempo para 

estandarizar y controlar las características de los pacientes.  

Este estudio fue aprobado por el Comité Ético para la Investigación del Hospital 

Universitario y Politécnico la Fe con el código 2011-FIVI-096-NG. 

Población de estudio 

Se seleccionaron parejas con al menos un fallo de ICSI realizado con espermatozoides 

del eyaculado y ovocitos propios (E-ICSI) y que se realizaron posteriormente un ciclo de 

ICSI con espermatozoides procedentes del testículo obtenidos mediante TESE (T-ICSI).  

Criterios de inclusión y exclusión 

Como criterios de inclusión para participar en el estudio:  

● Parejas con un ciclo de ICSI previo fallido (aquel en el que no obtuvieron 

embriones, no gestaron o no consiguieron un recién nacido) utilizando 

espermatozoides del eyaculado y ovocitos propios.  

● Parejas que se realizaron un ciclo de ICSI con espermatozoides testiculares 

obtenidos mediante TESE y ovocitos propios.  

● En ambos ciclos de ICSI, se tuvo que realizar PGT-A a los embriones obtenidos. 
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Quedaron excluidas del estudio parejas con:  

● Varones con azoospermia (obstructiva y no obstructiva). 

● Si la pareja cambia a ovocitos donados en su siguiente tratamiento.  

● Ciclos de PGT para enfermedades monogénicas o alteraciones cromosómicas 

estructurales.  

● Ciclos de ICSI con ovocitos donados.  

● Ciclos mixtos, FIV-ICSI. 

 

Resultados clínicos evaluados 

La variable principal del estudio fue la tasa de aneuploidía embrionaria, calculada como 

la proporción de embriones analizados mediante PGT-A con diagnóstico aneuploide en 

función del número total de ovocitos inseminados. También se calculó en función del 

número de ovocitos correctamente fecundados o cigotos (2PN) y por el número total de 

blastocistos biopsiados.  

Otras variables analizadas fueron la tasa de llegada a blastocisto calculada como el 

número de embriones que alcanzaron el estadio de blastocisto en día 5 de desarrollo 

dividido por el número total de ovocitos inseminados y por el número de cigotos 2PN. La 

calidad embrionaria se evaluó en día 5/6 de desarrollo embrionario según los criterios 

morfológicos establecidos por  la Asociación para el Estudio de la Biología de la 

Reproducción (ASEBIR) (Asebir, 2015). Estos fueron: i) el grado de expansión del 

blastocisto (cavitado, expandido, eclosionando o eclosionado); ii) calidad del 

trofectodermo (definida como A, B, C o D) y calidad de la masa celular interna (MCI) 

(definida como A, B, C o D) (Figura suplementaria 3). Para calcular la tasa de blastocistos 

de buena calidad fue la proporción de blastocistos de calidad A+B por el número total de 

ovocitos inseminados, por el número de ovocitos número de ovocitos 2PN y por el 

número total de total de embriones en estadio de blastocisto.  

Los resultados clínicos fueron tasa de implantación, tasa de gestación bioquímica 

(resultado de niveles séricos de la hormona gonadotropina coriónica humana (β-hCG) 

superiores a 10 UI/litro diez días después de la transferenci a), tasa de gestación clínica 

(detección de saco en la cavidad uterina y latido cardiaco a las 7 semanas de gestación), 

tasa de gestación evolutiva (confirmación de un embarazo en progreso superior a las 12 
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semanas de gestación), tasa de aborto (pérdida o detención de la gestación tras confirmar 

la presencia de saco) y la tasa de recién nacido. Estos resultados reproductivos están 

calculados por ciclo de T-ICSI. 

Análisis estadístico  

Todos los datos clínicos relacionados con las características de los pacientes y sus 

tratamientos se exportaron de la base de datos electrónica del grupo IVIRMA España.  

De las variables exportadas, las de tipo continuo se presentaron como media e intervalo 

de confianza del 95% (IC 95%). Las variables categóricas se describieron como 

proporción de casos (%) con su correspondiente IC del 95%. Las diferencias entre dos 

grupos se compararon mediante la prueba t de Student de dos colas para datos con 

distribución normal y la prueba Chi-cuadrado de Pearson para datos categóricos. Los 

datos se analizaron con el programa informático R (versión 4.02). R Core Team (2020). 

Fundación R para la Computación Estadística, Viena, Austria). A Un valor P<0,05 se 

consideró estadísticamente significativo. 

Estudio prospectivo 

Diseño del estudio  

Se trata de un estudio prospectivo de cohortes randomizado. La randomización es dada 

porque los ovocitos de la paciente fueron asignados de manera aleatoria a uno de los dos 

grupos de estudio para ser microinyectados o por un espermatozoide procedente del 

eyaculado o por uno de origen testicular. De esta manera, se establecieron dos grupos de 

estudio intra-paciente: ovocitos inseminados por espermatozoides eyaculados (E-ICSI) y 

ovocitos inseminados por espermatozoides testiculares (T-ICSI). 

Las parejas que cumplieron en primera instancia los criterios de inclusión referidos a la 

calidad del semen (con diagnóstico de oligoozospermia severa) o por tratamientos previos 

de ICSI fallidos, y cuyo nuevo tratamiento se realiza con gametos propios se les ofreció 

participar. Posteriormente, se procedió a la evaluación del nivel de FAE de la muestra de 

semen eyaculado en fresco para determinar el grado de rotura de la cromatina mediante 

la técnica SCD. Solo aquellos varones que presentaron una tasa de espermatozoides con 

la cromatina dañada en el semen eyaculado superior al 30% se incluyeron definitivamente 

en el estudio.  



69 

 

Ambas partes de la pareja firmaron los consentimientos informados del estudio y se 

estableció su tratamiento de reproducción asistida mediante la técnica ICSI-PGT-A: la 

programación de la biopsia testicular para la obtención de estos espermatozoides y el 

inicio de la estimulación ovárica de la mujer.   

El mismo día de la realización de la biopsia testicular, el varón depositó previamente a la 

intervención quirúrgica una muestra de semen eyaculado que fue crioconservada. Ambas 

muestras, la de semen eyaculado y la de espermatozoides testiculares, estuvieron 

crioconservadas hasta el día de la inseminación de los ovocitos mediante la ICSI (Figura 

supplementaria 4).  

Población de estudio 

La población de referencia de estudio son las parejas que acuden al Instituto Valenciano 

de Infertilidad localizado en Murcia para realizarse un tratamiento de reproducción 

asistida con gametos propios mediante la técnica ICSI. Todas las parejas participantes en 

el estudio expresaron su voluntad de participar mediante la firma de los consentimientos 

informados. 

Este estudio fue revisado y aprobado por el Comité Ético de Investigación Clínica (CEIC) 

del Instituto Valenciano de Infertilidad de Valencia con el código 1802-FIVI-015-NG. 

Este estudió se registró en Clinical Trials con el código NCT04795440.  

Criterios de inclusión y exclusión 

Como criterios de inclusión para participar en el estudio:  

● Varones con oligozoospermia severa (<5 millones de espermatozoides) en el 

eyaculado en fresco;  

● O varones sin diagnóstico de oligozoospermia, pero que presentan un fallo previo 

de ICSI con su pareja, entendido como, tras la inseminación de al menos seis 

ovocitos, no se obtienen cigotos por un fallo de fecundación, no se obtienen 

embriones para transferir por bloqueo en el desarrollo embrionario o no se obtiene 

embarazo después de la transferencia de todos los embriones obtenidos.  

● Mujeres con una reserva ovárica adecuada, con niveles séricos de la hormona anti-

mulleriana (AMH) >2 ng/ml o un recuento de folículos antrales (RFA) > 6.  

● Varones con elevada fragmentación del ADN espermático (FAE >30%) en el 

eyaculado en fresco.  
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Quedaron excluidas del estudio parejas con:  

● Cariotipo del paciente anormal.  

● Presencia de microdeleciones en el cromosoma Y conocidas.  

● Portadores conocidos de mutaciones en el gen de la fibrosis quística.  

● Presencia de varicocele.  

● Edad de la mujer >38 años.  

● Presencia de patología uterina que pudiera condicionar los resultados 

reproductivos (miomas, malformaciones uterinas que condicionen la gestación).  

Prueba de fragmentación del ADN espermático 

El análisis de la integridad del ADN se realizó mediante SCD con el kit de diagnóstico 

Halosperm® G2 de Halotech DNA© (Madrid, España). La determinación del nivel de la 

FAE se realizó inmediatamente después de la obtención de la muestra seminal, con los 

espermatozoides intactos sin fijar (obtenidos de muestras seminales frescas y  de las 

muestras congeladas). 

Para la determinación de la FAE, en primer lugar, se preparó el gel de agarosa sobre el 

cual se realiza la determinación. Para ello, se introdujo el tubo con agarosa  disponible en 

el kit en un baño maría a 95-100ºC de temperatura para su licuefacción. Con la agarosa 

fundida se alícuota 100 µL de agarosa en 10 tubos Eppendorf, siempre trabajando con 

ellos a 37ºC. Mientras, las soluciones 1 (Denaturant Agent, agente desnaturalizante) y 2 

(Lysis Solution, solución lisante) se mantienen a temperatura ambiente.  

Las muestras de semen deben tener una máxima concentración de 20 millones de 

espermatozoides por mililitro. En el caso de que tuvieran una concentración mayor, se 

diluyeron en PBS (tampón fosfato salino). Inmediatamente después, se transfirieron 50 

µl de la muestra de esperma al tubo Eppendorf con agarosa y se mezcló suavemente, 

evitando la formación de burbujas. A continuación, se colocó una gota de 8 μl de la 

suspensión celular en cada uno de los dos pocillos de los portaobjetos específicos del kit 

y se cubrieron con un portaobjetos. Los portaobjetos con las muestras se colocaron sobre 

una superficie fría y se mantuvieron a 4ºC en el frigorífico durante 5 minutos para su 

solidificación. 

Posteriormente, se retiraron los cubreobjetos y se trabaja con las muestras a temperatura 

ambiente (22ºC). Con el portaobjetos en horizontal se aplicó la solución 1, 

desnaturalizante, solamente en uno de los dos pocillos, ya que el otro ejerce como control 
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del test. La solución se incubó durante 7 minutos cubriendo todo el pocillo. Pasado ese 

tiempo, se retiró el exceso de reactivo inclinando el portaobjetos hasta su completo 

secado. A continuación, se aplicó la solución 2, lisante, sobre el pocillo de la muestra 

asegurando su completa sumersión. Se incubó durante 20 minutos y, pasado el tiempo se 

retiró el exceso de reactivo inclinando y dejando que se deslice.  

El portaobjetos se lavó durante 5 minutos con abundante agua destilada, dejándolo 

inclinado hasta su completo secado. Después, se aplicó etanol al 70% durante 2 minutos, 

se escurrió y se volvió a lavar con etanol al 100% durante otros 2 minutos. Pasado ese 

tiempo, se escurrió y se secó el portaobjetos. Seguidamente, se aplicó la solución 3, 

solución tinción de eosina, en ambos pocillos quedando totalmente sumergidos durante 7 

minutos. De nuevo, se retiró la tinción hasta completar su secado, y se añadió la última 

solución 4, solución tinción de tiazina, sobre los dos pocillos dejándolos 7 minutos. A 

continuación, se retiró el tinte inclinándolo y se dejó secar a temperatura ambiente. 

 

Figura 2. Prueba de dispersión de la cromatina espermática (SCD) para evaluar la FAE 

en los espermatozoides (Halosperm® G2 de Halotech DNA, España). 

Los espermatozoides con la cromatina intacta presentan un halo de dispersión alrededor de la cabeza (a, b, c). En 

cambio, los espermatozoides con la cromatina fragmentada no presentan dicho halo (d y e).  

 

Los espermatozoides con la cromatina dañada se visualizan sin halo o con el halo muy 

pequeño (su anchura es similar o inferior a 1⁄3 del diámetro del núcleo) respecto a los que 

presentan el ADN intacto, en los que se percibe un halo cuya la anchura es similar o 

superior al diámetro del núcleo (Figura 2). Para calcular el porcentaje de fragmentación 

de ADN se contó el número de espermatozoides (con halo grande, mediano, o pequeño, 

sin halo y degradado) sobre un total de 300 espermatozoides por portaobjetos. Los 
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espermatozoides sin halo corresponderían a aquellos con la cromatina dañada. En el caso 

de no encontrarse esa cantidad, se cuantificó los que hubiera en la totalidad del 

portaobjetos.  

Biopsia de testículo 

La extracción de espermatozoides testiculares se realizó mediante TESE. En primer lugar, 

los pacientes se sometieron a sedación para la intervención y para ello se bloqueó el 

cordón espermático con 2% de mepivacaina. Después, se procedió a abrir la piel escrotal 

y la túnica vaginalis del testísulo, y se realizó una pequeña incisión en una zona de la 

túnica albugínea para extruir el tejido testicular hacia fuera. Esta pieza de tejido que 

contiene túbulos seminíferos se extirpa y se coloca en una placa petri con medio Fert 

(Origio, CooperSurgical, Ballerup, Dinamarca) para su evaluación en el laboratorio 

adjunto. El tejido fue lascerado mecánicamente con portaobjetos estériles para exponer el 

contenido de los túbulos seminíferos al exterior y localizar los espermatozoides.  

La presencia de células espermáticas fue examinada bajo microscopio invertido a un 

aumento de 400X. Si se encontraba un número adecuado de espermatozoides móviles, la 

intervención se finaliza. De no ser así, se obtiene otra pieza de tejido de otra área testicular 

siguiendo el mismo procedimiento. La confirmación de la existencia de espermatozoides 

móviles se realizó con la adición de pentoxifilina tras centrifugado. Tras encontrar un 

número adecuado de espermatozoides, se procedió inmediatamente a la congelación de 

la muestra.  

Recogida de muestras de semen eyaculado y su análisis 

Para este estudio se requirió el análisis de muestras de semen eyaculado en fresco, tanto 

para la medición de la FAE como para su evaluación mediante el espermiograma 

siguiendo los criterios del Manual del Análisis del Semen de la OMS de la 5ª Edición 

(World Health Organization, 2010).  

Para obtener la muestra, el paciente depositó una muestra de semen eyaculado obtenida 

por masturbación tras un periodo de abstinencia de dos a cinco días en un recipiente 

estéril, previo lavado aséptico de manos y genitales. Estas muestras se obtuvieron en una 

sala habilitada para ello y a continuación se trasladaron al laboratorio de andrología para 

su análisis en los siguientes 60 minutos.  

Los recipientes con la muestra seminal se dejaron durante un periodo de 10-15 minutos 

en un incubador a 37ºC y 6% de CO2 hasta su total licuefacción. Una vez alcanzada la 
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licuefacción, se valoraron las características macroscópicas y microscópicas de las 

mismas.  

El análisis macroscópico consiste en la valoración del aspecto, color, grumosidad y 

viscosidad, el pH y el volumen total.  

Para el análisis microscópico se utilizó una gota de 10 µL de muestra seminal en una 

cámara de recuento Makler (Sefi Medical Instruments, Haifa, Israel) y un microscopio 

óptico de contraste de fases a un aumento de 200X. Se evaluó la concentración 

espermática, la motilidad, la morfología, así como la presencia de otros elementos 

celulares (leucocitos y/o células germinales inmaduras) y detritos, anticuerpos 

antiespermatozoides (aglutinación), y vitalidad. 

La determinación de la concentración de espermatozoides por millones/ml se efectúa 

contando el número de espermatozoides que hay en cada fila de 10 cuadrados, realizando 

un contaje de hasta 200 espermatozoides y dividiendo por el número de filas contadas. 

Este recuento se efectúa dos veces y se hace la media. El ensayo de la motilidad se lleva 

a cabo mediante el contaje y evaluación del tipo de movilidad de 200 espermatozoides 

móviles e inmóviles observados al azar. Según la clasificación de la OMS (World Health 

Organization, 2010), las células espermáticas se clasifican en función de su motilidad en: 

espermatozoides progresivos, aquellos con un movimiento activo de forma rectilínea o 

curvilínea amplia sin tener en cuenta la velocidad; los espermatozoides no progresivos, 

espermatozoides con patrones de movimiento que no tienen progresión; y los 

espermatozoides inmóviles, aquellos que no presentan ningún tipo de movimiento. 

La morfología de los espermatozoides se realiza mediante la tinción de Papanicolau 

modificada, tal y como recomienda la OMS. Esta técnica permite distinguir en la cabeza 

la región acrosomal y postacrosomal, la pieza media y la cola. Para ello, se deposita una 

gota en un portaobjetos y se extiende a lo largo de su superficie mediante arrastre. Tras 

su secado, se introduce en alcohol al 70% y se deja secar al aire para su fijación. 

Posteriormente, se introduce el portaobjetos con la extensión en eosina (1 minuto) y 

después en hematoxilina (1 minuto). La extensión se evaluó al microscopio óptico a un 

aumento de 100X. Se contaron las alteraciones de cabeza, cuello y cola y se estableció el 

grado de normalidad siguiendo los criterios de Kruger.  

Parte de la muestra seminal (mínimo 0,5 ml) se utilizó para el análisis de la FAE mediante 

la prueba SCD.  
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Criopreservación de las muestras  

El mismo día en el que se programó la biopsia testicular, el paciente dejó previamente 

una muestra de semen eyaculado. Esta muestra se analizó para conocer los parámetros 

seminales de partida.   

Para el procedimiento de congelación, una vez conocido el volumen de muestra seminal 

dada, se le añadió medio de congelación (SpermFreeze; FertiPro, Beernem, Bélgica) en 

proporción 1:0,7 y se dejó incubar 15 minutos. Posteriormente, las muestras procesadas 

se congelaron en pequeñas pastillas o píldoras utilizando una superficie de hielo seco 

durante aproximadamente 1 minuto y luego se transfirieron a criotubos etiquetados que 

se enfriaron con vapores de nitrógeno hasta su completa congelación.  

Las muestras de tejido testicular con espermatozoides obtenidas tras la biopsia testicular 

también se criopreservaron utilizando el mismo medio y protocolo de congelación. Una 

vez las muestras estuvieran congeladas, se depositaron en tanques de nitrógeno hasta su 

utilización el día del tratamiento.  

Estimulación y punción ovárica 

A las pacientes se les programó la estimulación ovárica controlada para conseguir un buen 

número de folículos antrales desarrollados. Todas ellas iniciaron la estimulación en la 

fase folicular del ciclo, entre el primer y tercer día.  

Se utilizó el protocolo con antagonistas de la GnRH, en el cual se administra desde el 

inicio una dosis subcutánea de 112-225 UI/día de FSH recombinante (Bemfola 225 ®; 

Gedeon Richter Plc, Budapest, Hungría; Bemfola 150®; Gedeon Richter Plc, Budapest, 

Hungría) y 50-75 UI/día de HMG subcutánea (Menopur 75 ®; Ferring GmbH, Kiel, 

Alemania; Menopur 600®; Ferring GmbH, Kiel, Alemania). Cuando hay folículos con 

un tamaño de 14 mm se administra una dosis subcutánea diaria de 0.25 de GnRH-a 

(Orgalutran 0.25®; Organon, Dublín, Irlanda) durante 3-4 días, para lograr que al menos 

3 o más folículos alcanzan un tamaño de ≥18 mm. La maduración final de los ovocitos se 

logra con la administración subcutánea de hCG (Ovitrelle ®; Merk, Londres, Reino 

Unido) o mediante un bolo de agonistas o doble trigger con GnRH-a (Orgalutran 0.25®; 

Organon, Dublín, Irlanda). A las 36 horas de la administración de la hCG y/o del bolo se 

realizó la punción folicular bajo sedación y ecografía guiada. Los folículos aspirados y su 

contenido se vertieron a los tubos atemperados manteniéndolos siempre a 37ºC mediante 

bloques térmicos calefactados.  
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En el laboratorio, el líquido folicular se vertió en placas petri precalentadas para buscar 

los complejos cúmulo-ovocito (COC) a la lupa (8-10X), conformados por las células de 

la granulosa que rodean al ovocito. Una vez recolectados, se depositaron en placas con 

medio de lavado (Origio, CooperSurgical, Ballerup, Dinamarca) a la espera de que la 

aspiración folicular finalice. Si los COC eran grandes, estos se recortaron mediante el uso 

de dos agujas de inyección. Finalmente, todos los ovocitos recolectados se cultivan en 

una placa con medio atemperado (Origio, CooperSurgical, Ballerup, Dinamarca) en un 

incubador a 5,5% CO2 y 37°C hasta su posterior decumulación. 

La decumulación (o denudación) de los ovocitos se realiza mediante acción química-

mecánica con ayuda de la enzima hialuronidasa (Hyaluronidase in FertiCult (™) Flushing 

medium; FertiPro, Beernem, Bélgica). Consiste en la eliminación de las células de la 

granulosa que rodean al ovocito con el objetivo de conocer su grado de maduración y si 

es apto para su inseminación. Para ello, en una gota de  50µL medio Fertilization (Origio, 

CooperSurgical, Ballerup, Dinamarca) se añade hialuronidasa a una concentración del 

50% y posteriormente los COC; con movimientos de pipeteado se disgregan las células 

de la granulosa. A continuación, se pasaron los complejos ovocitarios a otras gotas de 

50µL cultivo sin enzima y por acción mecánica al pipetear con capilares de calibre más 

pequeño se disgregan las últimas células que rodean al ovocito. En este momento se puede 

observar el estado de maduración del ovocito: vesícula germinal, ovocito en metafase I 

(MI) u ovocito en metafase II (MII), que se caracterizan por la presencia de un corpúsculo 

polar y un citoplasma liso. Solo estos últimos son los idóneos para la inseminación 

mediante la técnica ICSI.  

Capacitación muestras seminales  

Las muestras seminales utilizadas para este estudio, tanto las de eyaculado como las 

testiculares, se procesaron mediante lavado seminal tras su descongelación debido a las 

características límites en los parámetros seminales. Para cada inseminación se 

descongelaron entre 8-9 píldoras (de un volumen de 30-40 µL aproximadamente) de cada 

tipo de muestra. Mediante la técnica de lavado, se elimina el plasma seminal y el medio 

de congelación utilizado añadiendo medio de lavado (Sperm Wash ORIGIO; 

CooperSurgical, Ballerup, Dinamarca), separando así los espermatozoides aptos para la 

inseminación de los ovocitos. 
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Inyección intracitoplásmica de espermatozoides (ICSI) 

La inseminación de los ovocitos se realizó mediante la técnica ICSI. Todos los ovocitos 

de las pacientes de este estudio se microinyectaron en fresco a las 4 horas de su obtención 

utilizando un microscopio a un aumento de 400X. Los ovocitos fueron aleatoriamente 

inseminados por los dos tipos de espermatozoides gracias a una tabla de randomización 

que solo conocía la persona que realizaba la ICSI. De esta manera, se asignó al azar qué 

tipo de espermatozoide insemina a cada ovocito hasta completar toda la cohorte ovocitaria 

(Figura suplementaria 4).  

Para ello, en una placa con gotas de 10 µL de medio (ORIGIO Handling;  CooperSurgical, 

Ballerup, Dinamarca) cubiertas con aceite mineral de alta densidad se colocan los 

ovocitos, y en una gota central se ponen sin diluir en medio 10 µL de Polivinilpirrolidona 

(PVP) (FertiPro, Berrnem, Bélgica) sobre la cual se añade una gota de 10 µL de la muestra 

de semen capacitada con los espermatozoides para su selección en base a su motilidad y 

morfología. En el caso de que la muestra de espermatozoides no presentase motilidad, se 

añadió pentoxifilina (5 µL) a la gota de medio (ORIGIO Handling; CooperSurgical, 

Ballerup, Dinamarca) para obtener motilidad en los espermatozoides vivos y poder 

seleccionarlos para su microinyección.  

Inmediatamente después de la inseminación, los ovocitos inyectados se dispusieron en 

placas de cultivo de incubador tipo time-lapse (GERI (™); Merck KGaA, Darmstadt, 

Alemania) en medio de cultivo Gems (Geri Medium; Merck KGaA, Darmstadt, 

Alemania) bajo aceite mineral en una atmósfera altamente controlada (37ºC, 6% de CO2 

y 5% de O2). 

Desarrollo y evaluación de los embriones 

Los embriones siempre se incubaron en un ambiente altamente controlado a 37°C, 6,0% 

de CO2 y 5,0% de O2, siendo continuamente monitorizados gracias a la tecnología time-

lapse. A las 17-19 horas post-fecundación se observaron los ovocitos para comprobar si 

fueron correctamente fecundados con la visualización de los dos corpúsculos polares en 

el espacio perivitelino y los dos pronúcleos en el citoplasma. Los cigotos se mantuvieron 

en cultivo embrionario hasta día 3 (72 horas post-ICSI) para su evaluación morfocinética, 

momento en el cual también se renovó el medio de cultivo (Gems; Geri Medium, Merck 

KGaA, Darmstadt, Alemania) y se realizó un agujero en la zona pelúcida del embrión 

(Hatching asistido o eclosión asistida) para facilitar la salida del embrión para la 

realización de la biopsia de TE. Los embriones en cultivo se mantuvieron hasta día 5 o 
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día 6 de desarrollo embrionario, correspondiente al estadio de blastocisto, los cuales 

fueron nuevamente evaluados.  

La evaluación de la calidad embrionaria se realizó siguiendo los criterios establecidos por 

ASEBIR. Mediante estos criterios, los embriones quedan clasificados en 4 categorías (A, 

B, C o D) según el potencial implantatorio esperado, siendo de mayor a menor 

probabilidad respectivamente (Asebir, 2015). En día 3 de desarrollo, se evaluaron los 

siguientes parámetros morfológicos: número de células, simetría celular, tipo y porcentaje 

de fragmentación, presencia o ausencia de multinucleación y el grado de compactación 

(Figura suplementaria 1 y 2). En el estadio de blastocisto (día 5 o 6 de desarrollo), se 

evaluó el tamaño de la cavidad blastocística, y el aspecto e integridad de la masa celular 

interna (MCI) y el TE (Figura suplementaria 3). En base a la calidad de este último, queda 

definida la calidad final del embrión. Aquellos embriones de buena calidad, es decir, los 

clasificados como A-C, fueron sometidos a la biopsia embrionaria para su análisis 

genético.  

Biopsia embrionaria para PGT-A 

La biopsia embrionaria consiste en obtener un pequeño número de células del TE  (10-15 

células) para su posterior procesado y análisis. En este caso, el análisis genético consistió 

en analizar los 23 pares de cromosomas del embrión para comprobar la existencia de 

anomalías numéricas que denoten euploidía o aneuploidía embrionaria.  

Las células obtenidas fueron aquellas que salieron por el agujero de la zona pelúcida 

hecho previamente en día 3, siempre lo más alejado de la MCI del embrión. La biopsia 

embrionaria se realizó en un microscopio con láser asociado a un aumento de 400X. El 

grupo de células del TE obtenido se lavó en un medio especial para biopsia embrionaria 

proporcionado por la empresa que realizó los análisis genéticos. Para este estudio, los 

realizó la empresa JUNO Genetics©, que realizó el análisis genético mediante la técnica 

NGS (Nex Generation Sequencing). 

Transferencia embrionaria 

Tras conocer los resultados genéticos de los embriones analizados se programó la 

transferencia de aquellos embriones que resultaron ser cromosómicamente normales, es 

decir, con resultado de euploidía. El ciclo de transferencia se programó de acuerdo con el 

ginecólogo y la paciente. El ciclo de transferencia embrionaria pudo ser natural (siguiendo 

el ciclo menstrual de la paciente) o estimulado mediante terapia hormonal sustitutiva 
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(Estradiol + Progesterona) como preparación endometrial previa siguiendo los protocolos 

habituales.  

Los embriones para transferir se eligieron en base a su calidad sin conocer a qué grupo 

de estudio (T-ICSI o E-ICSI) pertenecían en todo momento. La transferencia se realizó 

cuando la paciente tuvo el grosor endometrial adecuado y mediante eco-guiado. A los 14 

días post-transferencia, se realizó un análisis de sangre para conocer si existía un 

embarazo con un resultado de β-hCG >10 UI/L.  

FISH de espermatozoides 

Se realizó un análisis genético de los espermatozoides, tanto de origen testicular como de 

eyaculado, de los pacientes participantes del estudio. Para ello, se realizó la técnica FISH 

sobre cinco cromosomas en concreto, el 13, 18, 21, X e Y, con el objetivo de conocer la 

normalidad de las muestras en base a la proporción de haploidía, aneuploidía (nulisomína 

y disomía), y diploidía presente en los espermatozoides.  

Una parte de las muestras de espermatozoides descongeladas y capacitadas utilizadas para 

la inseminación de los ovocitos se guardó en un tubo eppendorf sellado y mantenido frío 

para su envío y posterior análisis. Este análisis fue realizado por la empresa Sistemas 

Genómicos (Ascires) (Paterna, Valencia, España), que determinaron la proporción de 

espermatozoides que presentaron un número de cromosomas anormal mediante un FISH 

automatizado (García-Mengual et al., 2019). Se analizaron hasta un total de 10.000 

espermatozoides/ muestra, contabilizados con un microscopio especializado que permite 

el estudio simultáneo de hasta 3 cromosomas en el mismo núcleo. 

Análisis estadístico 

Antes de proceder con el análisis estadístico de los datos obtenidos mediante contrastes 

de hipótesis y/o construcción de modelos estadísticos, se realizó un análisis descriptivo 

(numérico y gráfico) previo, con el objetivo de estudiar el comportamiento y la 

distribución de las variables que intervienen en el estudio, evaluar la calidad de los datos 

y detectar anomalías (cantidad de datos faltantes y valores atípicos que pudieran estar 

presentes). 

Para las variables cuantitativas, se utilizaron medidas de localización como el máximo, 

mínimo y cuartiles, y medidas de dispersión como la media y la desviación típica. 

Además, se calculó los intervalos de confianza al 95% para el valor de la media, y los 
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coeficientes de asimetría de Pearson y el coeficiente de curtosis. Para las variables 

categóricas, se calcularon tablas de frecuencia y proporciones junto a IC al 95%.  

Para dar respuesta al objetivo principal, con la intención de valorar si existen diferencias 

entre los dos grupos, se utilizó la prueba de Chi cuadrado para proporciones de embriones 

normales transferibles. Para los secundarios, con la intención de valorar si existen 

diferencias entre ellos, se utilizó la prueba t de Student o Chi cuadrado en medias y 

proporciones respectivamente. Además, las medidas de éxito reproductivo (gestación 

clínica, gestación evolutiva, aborto y recién nacido vivo) se calcularon por transferencia 

embrionaria realizada como por pareja.  

Metaanálisis 

Búsqueda bibliográfica 

Se realizó una búsqueda sistemática en las plataformas Pubmed, Web of Science (WoS), 

Medline, y el registro de ensayos clínicos (clinicaltrials.gov) para encontrar estudios y 

comunicaciones en congresos relacionados hasta noviembre del 2023. Los términos clave 

utilizados para la búsqueda fueron “sperm DNA fragmentation”, “ejaculated sperm”, 

“testicular sperm” e “ICSI”.  

Criterios de elegibilidad y selección de estudios 

Se incluyeron todos los estudios clínicos realizados en humanos que no fueran revisiones 

sistemáticas o metaanálisis previos. Se incluyeron todos los estudios en los que: i) se 

comparan ciclos de ICSI realizados con espermatozoides del eyaculado con ciclos de ICSI 

con espermatozoides de origen testicular; ii) los varones incluidos en el estudio tuvieran 

un análisis de FAE en el semen eyaculado, y/o en los espermatozoides del testículo; y iii) 

varones con fallos previos de ICSI con semen eyaculado y/o infertilidad severa 

(oligozoospermia). Quedaron excluidos de la selección estudios en los que se incluyeran 

varones con azoospermia, varones sin análisis de los niveles de FAE, y que utilizaran 

métodos de selección espermática (PICSI, MACS, etc.).  

Extracción de datos 

Para cada estudio se examinaron los siguientes datos: i) grado de FAE en el semen 

eyaculado y en los espermatozoides del testículo; ii) técnica utilizada para medir la FAE; 

iii) población de estudio (historia de fallo previo de ICSI y/u oligozoospermia severa); iv) 

análisis de los parámetros seminales (varones con normozoospermia, oligozoospermia, 
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criptozoospermia; v) técnica de extracción quirúrgica de espermatozoides; vi) diseño de 

estudio (retrospectivo, prospectivo, casos y controles, casos cruzados).  

Resultados clínicos evaluados 

Se estableció como resultado principal la diferencia en los niveles de FAE entre los 

espermatozoides del eyaculado y los testiculares. Otros resultados evaluados 

(secundarios) fueron la tasa de fecundación, la tasa de embarazo clínico, la tasa de aborto 

y la tasa de recién nacido vivo.  

Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó con el programa Review Manager 5.4.1 software 

(Cochrane Collaboration). Se consideró significativo un p valor <0,05.  

Para las variables dicotómicas se calcularon la OR y el IC del 95%, mientras que para las 

variables continuas se utilizó la diferencia de medias estandarizada (DM) y el IC del 95%. 

Se utilizó la prueba I2 para cuantificar la heterogeneidad entre los diferentes ensayos. Se 

obtuvieron los gráficos tipo Funel (embudo) para representar la heterogeneidad de los 

ensayos incluidos y gráficos estilo árbol o forest plot para exponer todos los artículos 

incluidos para cada resultado reproductivo. Se aplicó la prueba de efectos aleatorios con 

la intención de controlar la heterogeneidad de los resultados obtenidos.  
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Análisis retrospectivo 

La etiología de la infertilidad femenina fue edad materna avanzada (21,4%), anexectomía 

(14,3%), síndrome poliquístico ovárico (14,3%), baja respuesta (7,1%) y factores uterinos 

(7,1%). Las demás (35,7%) se diagnosticaron como idiopáticas o sin factor femenino de 

infertilidad. El diagnóstico de infertilidad masculina fue oligozoospermia grave (4,8%), 

oligoastenoteratozoospermia (23,8%), astenozoospermia (23,8%), criptozoospermia 

(23,8%) y oligoastenozoospermia (23,8%). 

Tabla 4. Características demográficas y de la estimulación ovárica de la población en 

función del grupo de estudio E-ICSI o T-ICSI. 

Los valores son medias o proporciones junto con su intervalo de confianza (IC 95%). Los valores p se calcularon con 

la prueba t-student para las medias y la prueba Chi-cuadrado para las proporciones. IMC: índice de masa corporal; 

HAM: hormona antimulleriana; FSH: hormona foliculoestimulante; LH: hormona luteínica; E2: estradiol; P4: 

progesterona; hCG: gonadotropina coriónica humana. 

 

Variables E-ICSI (n=27) T-ICSI (n=27) P-valor

Edad mujer (años) 36,2 (34,4-37,9) 37,0 (35,5-38,5) 0,3

IMC mujer (kg/m
2
) 24,0 (22,6-25,4) 23,8 (22,5-25,2) 0,9

Edad varón (años) 40,2 (37,9-42,4) 41,2 (39,1-43,3) 0,4

IMC varón (kg/m
2
) 27,0 (25,1-29,0) 27 (25,1-29,0) 0,7

Recuento de folículos antrales (RFA) 13,2 (10,5-16,0) 11,7 (5,7-17,8) 0,6

Niveles HAM 2,5 (5,4-8,8) 2,5 (1,0-4,1) 1

N.º días de estimulación 11,8 (9,6-14,1) 11 (10,4-11,7) 0,3

Dosis de FSH total (UI) 1.951,1 (1.673,2-2.229,0) 1.821,3 (1.560,8-2.081,8) 0,3

Dosis de LH total (UI) - 925 (203,2-1646,8) 0,9

Dosis de HMG total (UI) 1.051,3 (812,5-1.290,0) 998,2 (715,7-1.280,7) 0,5

Niveles E2 en el día de hCG (pg/ml) 2.195,4 (1.736,4-2.654,3) 2.150,7 (1.732,7-2.568,6) 0,8

Niveles de P4 en el día de hCG (pg/ml) 1,0 (0,8-1,1) 1,0 (0,8-1,2) 1

N.º días preparación endometrial 17,6 (14,7-20,6) 17,0 (16,0-18,0) 0,5

Último grosor endometrial (mm) 9,8 (9,2-10,5) 9,3 (8,4-10,2) 0,2

Último nivel de E2 (pg/ml) 2.174,5 (1.641,1-2.707,9) 2.107,9 (1.423,2-1.550,1) 0,8

Último nivel de P4 (pg/ml) 1,0 (0,8-1,2) 1,0 (0,7-1,2) 0,5

N.º de ovocitos aspirados 12,3 (10,0-14,5) 12,6 (9,8-15,3) 0,9

N.º ovocitos MII 11,6 (9,3-14,0) 11,0 (8,4-13,6) 0,7

N.º ovocitos MI 0,7 (0,3-1,0) 0,7 (0,4-1,1) 1

Estado del ovocito (%) - - 0,5

Fresco 77,8 (57,7-91,4) 66,7 (46,0-83,5) -

Vitrificado 7,4 (0,9-24,3) 28,5 (6,3-38,1) -

Mixto 14,8 (4,2-33,7) 14,8 (4,2-33,7) -

N.º ovocitos inseminados 10,9 (8,8-13,1) 10,9 (8,3-13,4) 0,9

N.º de ovocitos correctamente fecundados 7,1 (5,4-8,8) 6,9 (5,1-8,6) 0,9

N.º embriones obtenidos 6,6 (5,0-8,3) 7,4 (5,9-8,9) 0,6

N.º embriones biopsiados 3,7 (2,8-4,6) 4,0 (3,2-4,8) 0,3

N.º embriones analizados 3,7 (2,8-4,6) 4,0 (3,2-4,8) 0,3

N.º embriones informativos 3,6 (2,8-4,5) 4,0 (3,2-4,8) 0,2

N.º embriones aneuploides 2,7 (2,0-3,5) 3,0 (2,4-3,7) 0,2
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Las características demográficas y relacionadas con el ciclo de estimulación están 

recogidas en la Tabla 4. El tiempo medio transcurrido entre ambos tratamientos fue de 

509 días (41-1.471) (17 meses). No se encontraron diferencias significativas entre ambos 

tipos de ciclos. Las características del semen de los ciclos de E-ICSI figuran en la Tabla 

5.  

Tabla 5. Parámetros seminales de las muestras eyaculadas en fresco y tras la capacitación 

de los ciclos E-ICSI (n=27). 

         

        IC: intervalo de confianza 

 

El número total de embriones evaluados fue de 375, de los cuales 214 (57%) fueron 

biopsiados. No se encontraron diferencias estadísticamente significativas en la tasa de 

fecundación ni en los parámetros de calidad embrionaria en día 5 de desarrollo entre los 

embriones de los E-ICSI y los del grupo T-ICSI. La calidad embrionaria se establece 

según las características cualitativas del TE; por lo cual, se halló un mayor número de 

embriones de mejor calidad en el grupo T-ICSI que en los ciclos de E-ICSI, aunque de 

manera no significativa (p=0,7): TE calidad A (6,5% vs 5,0%); calidad B (46,8% vs 

40,0%), calidad C (45,2% vs 50,0%) y calidad D (1,8% vs 5,0%) (Figura 3).   

 

 

Parámetros seminales Media IC 95%

Muestra fresca 

Volumen (ml) 2,5 1,8-3,2

Concentración (millones/ml) 10,0 2,0-18,0

Motilidad progresiva (%) 4,4 0,1-8,6

Motilidad no progresiva (%) 11,4 ̶ 3,3-26

Inmóviles (%) 87,1 70,6-99,6

Recuento total de espermatozoides (millones) 6,6 ̶ 1,1-14,4

Muestra capacitada

Volumen (ml) 0,4 0,1-0,6

Concentración (millones/ml) 0,9 0,4-1,5

Motilidad progresiva (%) 12,3 1,2-23,3

Motilidad no progresiva (%) 15,3 ̶ 1,5-32,1

Inmóviles (%) 73,8 54,5-93,0

Recuento total de espermatozoides (millones) 0,1 0,0-0,3
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Figura 3. Representación de la proporción de embriones según su calidad para cada grupo 

de estudio: T-ICSI y E-ICSI. 

 

Los resultados de ambos ciclos se muestran en la Tabla 6. Se observó una proporción 

significativamente mayor de blastocistos de buena calidad por ovocito 2PN en los ciclos 

T-ICSI: 33,6% (30,4-36,9) vs 24,2% (20,3-28,0) en el ciclo previo E-ICSI (p<0,001). La 

tasa de aneuploidía fue comparable en ambos ciclos, aunque los embriones procedentes 

de los ciclos de ICSI con semen eyaculado fue más baja pero no estadísticamente 

significativa.  

Tabla 6. Resultados clínicos de los ciclos de ICSI con espermatozoides eyaculados (E-

ICSI) versus ICSI con espermatozoides testiculares (T-ICSI).  

Los valores son medias o proporciones junto con su intervalo de confianza (IC 95%). Los p-valores se calcularon con 

la prueba t-student* o con la prueba t-student pareada
 ⴕ. IC: intervalo de confianza; D5: día 5; D6: día 6. 

E-ICSI (n=27) T-ICSI (n=27) P-valor

Tasa de fecundación (%) 65,8 (56,4-75,3) 66,7 (59,2-74,2) 0,7 
ⴕ

Tasa de llegada a blastocisto (%)

Por ovocito inseminado 50,7 (40,4-61,0) 50,6 (43,8-57,4) 1,0 *

Por ovocito correctamente fecundado 66,5 (56,5-76,5) 66,4 (56,9-71,9) 0,7*

Tasa de blastocisto de buena calidad (%)

Por ovocito inseminado 18,6 (7,3-29,9) 19,8 (11,1-28,5) 0,9 *

Por ovocito correctamente fecundado 24,2 (20,3-28,0) 33,6 (30,4-36,9) <0,001 *

Por número total de blastocistos 35,0 (20,4-49,6) 45,8 (34,0-57,5) 0,2 *

Tasa de aneuploidía (%)

Por ovocito inseminado 26,8 (18,1-35,5) 30,7 (23,4-38,0) 0,3
 ⴕ

Por ovocito correctamente fecundado 41,7 (28,2-55,2) 46,6 (37,0-56,2) 0,4
 ⴕ

Por número total de blastocistos 72,1 (59,1-85,2) 76,2 (66,2-86,2) 0,6 
ⴕ

N.º total de embriones transferidos 22/177 (7,6-17,3) 18/197 (5,1-13,2) -

Día de la transferencia embrionaria (%)

D5 fresco 40,9 (20.7-63.7) 33,3 (13,3-59,0) -

D5 congelado 40,9 (20.7-63.7) 55,6 (30,8-78,5) -

D6 fresco 18,2 (5.2-40.3) 11,1 (1,4-34,7) -
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Todas las transferencias fueron de un único embrión, transfiriéndose un total de 40 

blastocistos euploides, tanto en día 5 como en día 6 de desarrollo embrionario. Del total 

de las 27 parejas incluidas, 16 tuvieron una transferencia embrionaria con implantación, 

de las cuales 11 fueron embarazos bioquímicos (68,8% (41,3-89,0)), 10 confirmaron el 

embarazo clínico (62,5% (35,4-84,8)) y un 50% (24,7-75,3) (8 mujeres) confirmaron un 

embarazo evolutivo; todas ellas obtuvieron un un recién nacido (50% (24,7-75,4)). Tres 

pacientes abortaron en total (27,3% (6,0-61,0)).  

Estudio prospectivo 

Análisis descriptivo de la población de estudio 

Se reclutaron un total de 13 parejas, de las cuales 6 cumplieron finalmente los criterios 

de inclusión y completaron el estudio. De las parejas incluidas, 4 varones tenían 

diagnóstico de oligozoospermia severa, mientras que los otros dos pacientes presentaron 

normozoospermia pero fallos de ICSI previos. Se obtuvo un total de 119 ovocitos, siendo 

87 maduros (estadio MII) y que se asignaron aleatoriamente a uno de los dos grupos de 

estudio: 42 ovocitos se inseminaron con espermatozoides de la muestra eyaculada 

descongelada (E-ICSI) y 45 ovocitos con los espermatozoides procedentes de testículo 

descongelados (T-ICSI).  

 

Tabla 7. Análisis descriptivo de la población de estudio (n=6).  

Variable Media o proporción (DS) IC 95%

Edad mujer 31,8 (2,9) 28,8-34,9

IMC mujer (kg/m2) 22,8 (2,5) 18,7-26,8

Edad varón 37,7 (7,3) 30,0-45,4

FAE (%) 44,8 (16,6) 27,5-62,2

Días estimulación 9,8 (1,3) 8,4-11,2

Dosis FSH total (UI) 1.605,7 (595,5) 980,7-2.230,6

Dosis HMG total (UI) 608,3 (146,3) 454,8-761,9

Nivel E2 inducción (UI) 2.008,3 (473,8) 1.511,1-2.505,5

Nivel P4 inducción (UI) 0,8 (0,5) 0,2-1,4

N.º ovocitos aspirados 19,8 (7,8) 11,6-28,1

N.º ovocitos maduros (MII) 14,5 (5,8) 8,4-20,6

N.º ovocitos inseminados 14,5 (5,8) 8,4-20,6

N.º ovocitos correctamente fecundados (2PN) 8,3 (4,0) 4,1-12,6

N.º de embriones obtenidos 3,5 0,2-6,8

N.º de embriones biopsiados 3,5 0,2-6,8

N.º de embriones euploides 2,7 ̶ 0,4-4,7
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DS: desviación estándar, IC: intervalo de confianza, IMC: índice de masa corporal, FAE: fragmentación ADN 

espermático, FSH: hormona folículo estimulante, HMG: gonadotrofina menopáusica humana, E2: estradiol, P4: 

progesterona; MII: metafase II; 2PN: ovocito con 2 pronúcleos o cigoto. 

En la Tabla 7 se muestran las características basales de la población de estudio y las 

variables asociadas a la estimulación ovárica controlada. El número medio de ovocitos 

obtenidos en la punción fue 19,8 (11,6-28,1), siendo 14,5 (8,4-20,6) el número medio de 

ovocitos en estadio MII que estaban disponibles para su microinyección. El número 

medio de ovocitos 2PN o cigotos por paciente fue de 8,33 (4,1-12,6).  

En la Tabla 8 se exponen los parámetros seminales correspondientes a las muestras de 

semen eyaculado y las procedentes del testículo en fresco. La FAE media de la primera 

muestra seminal del eyaculado de los varones del estudio fue de 44,8% (27,5-45,4). En 

cambio, el análisis de las muestras obtenidas el día de la biopsia testicular y 

posteriormente utilizadas en la ICSI, demostró que la FAE de los espermatozoides del 

testículo fue un 13% inferior que la FAE de los espermatozoides de la muestra del 

eyaculado obtenida en el mismo día, aunque esta diferencia no fue estadísticamente 

significativa (p=0,18): 44,7% (31,3-58,3) vs 58,5% (37,6-79,4), respectivamente.  

 

Tabla 8.  Parámetros seminales correspondientes a las muestras de espermatozoides del 

eyaculado y procedentes del testículo utilizadas para la ICSI. 

DS: desviación estándar, IC: intervalo de confianza 

 

Variable Media o proporción (DS) IC 95%

Muestra eyaculada

Volumen (ml) 1,5 (2,2) ̶ 0,79-3,83

Concentración (millones/ml) 5,5 (12,02) ̶ 7,08-18,15

Total espermatozoides (millones) 4,4 (9,62) ̶ 5,71-14,5

Móviles progresivos (%) 2,67 (2,42) 0,12-5,21

Móviles no progresivos (%) 1,33 (1,51) ̶ 0,25-2,91

Inmóviles (%) 96 (3,85) 91,96-100,04

Móviles progresivos totales (millones) 0,25 (0,58) ̶ 0,37-0,86

Muestra testicular

Volumen (ml) 0,63 (0,22) 0,41-0,86

Concentración (millones/ml) 0,09 (0,2) ̶ 0,12-0,3

Total espermatozoides (millones) 0,05 (0,1) ̶ 0,06-5,71

Móviles progresivos (%) 0,83 (0,75) 0,04-1,62

Móviles no progresivos (%) 0,5 (1,51) ̶ 0,07-1,07

Inmóviles (%) 98,67 (1,21) 97,4-99,94

Móviles progresivos totales (millones) 0 0
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Parámetros de calidad embrionaria 

La tasa media de fecundación de la población fue de 42,5% (25,9-59,0). No hubo 

diferencias significativas en la tasa de fecundación entre el grupo T-ICSI y el grupo E-

ICSI (Tabla 9). 

Tabla 9. Resultados de laboratorio de los ciclos de ICSI con espermatozoides testiculares 

(T-ICSI) o con espermatozoides del eyaculado (E-ICSI).  

IC: intervalo de confianza; 2PN: ovocito con 2 pronúcleos o cigoto. 

 

El número total de embriones que alcanzaron el estadio de blastocisto y fueron evaluados 

fue 21. No hubo diferencias en las características cualitativas en los embriones en día 3 

de desarrollo, siendo para los grupos T-ICSI y E-ICSI, respectivamente: número de 

células: 7,05 (5,9-8,2) vs 7,0 (5,9-8,5) (p=0,85); porcentaje de fragmentación: 14,8 (10,2-

19,3) vs 8,3 (4,2-12,3) (p=0,03); grado de simetría: 1,8 (1,6-2,0) vs 2,2 (1,9-2,4) (p=0,04); 

y grado de compactación, 0,4 (0,2-0,6) vs 0,3 (0,1-0,5) (p=0,52). 

La tasa de llegada a blasto según el número de ovocitos inseminados y según el número 

de ovocitos 2PN fue comparable entre el grupo T-ICSI y E-ICSI (Tabla 9). Sin embargo, 

el número de embriones de buena calidad (considerados como aquellos de calidad A+B) 

fue superior en el grupo T-ICSI en todos los cómputos realizados, llegando a tener un 

10% más de blastocistos A+B que en los embriones procedentes de ovocitos E-ICSI.  En 

la Figura 4 se representa la proporción de embriones según la calidad de estos para cada 

grupo.  

En relación con la tasa de euploidía, un total de 21 blastocistos fueron biopsiados, siendo 

13 los embriones euploides (61,9% (38,7-81,1) disponibles para transferir. La tasa media 

de euploidia por paciente fue 52,78% (5,3-100,3).  

 

Parámetro T-ICSI (95% IC) E-ICSI (95% IC) P-valor

Tasa fecundación (%) 53,3 (24/45) (38,1-68,1) 61,9 (26/42) (61,9-76,0) 0,55

Tasa llegada a blastocisto /ovocitos 

inseminados (%)
22,2 (10/45) (11,7-37,5) 26,2 (11/42) (14,4-42,3) 0,86

Tasa llegada a blastocisto /ovocitos 2PN 

(%)
41,7 (10/24) (22,8-63,1) 42,3 (11/26) (24,0-62,8) 1

Tasa de blastocisto de buena calidad 

(A+B) / ovocitos inseminados (%)
15,6 (7/45) (7,0-30,1) 11,9 (5/42) (4,5-26,4) 0,86

Tasa de blastocisto de buena calidad 

(A+B) / ovocitos 2PN (%)
29,2 (7/24) (13,4-51,6) 19,2 (5/26) (7,3-40,0) 0,62

Tasa de blastocisto de buena calidad 

(A+B) / total de blastocistos (%)
70 (7/10) (35,4-91,9) 45,5 (5/11) (18,1-75,4) 0,45
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Figura 4. Representación de la proporción de embriones según su calidad para cada grupo 

de estudio: T-ICSI (n=10) y E-ICSI (n=11).  

 

Para cada grupo de estudio, los embriones del grupo T-ICSI presentaron una tasa de 

euploidía similar a los del grupo E-ICSI: 60,0% (27,4-86,3) vs 63,6% (31,6-87,6) (p=1,0). 

En cambio, hubo una mayor proporción de embriones aneuploides en el grupo E-ICSI 

(27,3% (0,5-42,9) que en T-ICSI (10% (0,52-45,9)), aunque no fue estadísticamente 

significativa (p=0,65). Hubo una mayor cantidad de embriones con mosaicismo en el 

grupo de espermatozoides testiculares que en el grupo del eyaculado, 20% (3,5-55,8) vs 

9,1% (0,5-42,9) (p=0,93), respectivamente (Figura 5).  

Figura 5. Representación de la proporción de embriones euploides, aneuploides y 

mosaico cada grupo de estudio: T-ICSI (n=10) y E-ICSI (n=11). 

 

Análisis de aneuploidía espermática mediante FISH 

Se realizó un análisis FISH para los cromosomas 13, 18, 21, X e Y, en los 

espermatozoides procedentes del eyaculado y del testículo de las muestras utilizadas para 

la ICSI (Tabla 10). En las muestras de espermatozoides procedentes del eyaculado, la 
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proporción de un resultado normal:alterado fue de 1:5, es decir, solo uno de los seis 

varones tuvo un resultado de FISH normal. En los demás, se encontró un desajuste en la 

proporción correcta en los cinco cromosomas evaluados, siendo más frecuentes las 

nulisomías para los cromosomas 13, 21, X e Y. En todos ellos, la proporción de los 

cromosomas sexuales en espermatozoides haploides estaba en la norma 1:1.  

En las muestras de espermatozoides testiculares, solo dos análisis resultaron ser 

informativos, teniendo ambos un diagnóstico alterado. Las otras 4 muestras debido al bajo 

recuento de células no pudieron realizarse de manera adecuada (resultado incompleto). 

En este caso, se encontró un desajuste en la proporción de los cinco cromosomas 

evaluados, siendo todas las alteraciones encontradas nulisomías.  

Tabla 10. Relación de los resultados del FISH de las muestras de espermatozoides del 

eyaculado y del testículo para cada varón incluido en el estudio.  

 

Resultados clínicos 

Cuatro de seis parejas tuvieron embriones euploides disponibles para transferir, mientras 

que dos no debido a que una de ellas no tuvo embriones biopsiables y la otra todos los 

embriones fueron aneuploides tras el PGT. Las transferencias embrionarias siempre se 

realizaron en base a criterios morfológicos, escogiendo aquellos de mejor calidad sin 

conocimiento del grupo de estudio al que pertenecía el embrión. 

Se transfirieron un total 7 blastocistos euploides en 6 transferencias (5 transferencias de 

un único embrión (SET) y una transferencia de dos embriones (DET)), realizadas tanto 

en D5 como en D6 de desarrollo embrionario. Del total, cuatro transferencias 

embrionarias dieron lugar a una gestación bioquímica (66,7% (24,1-94,0)), de las cuales 

tres continuaron con el embarazo (tasa de gestación evolutiva 50% (18,8-81,2)); 

finalmente, dos pacientes tuvieron un parto con un recién nacido vivo (33,3% (6,0-75,9) 

en el momento del análisis de datos. Ninguna paciente tuvo pérdida gestacional. Los 

FISH eyaculado FISH testículo

Varón 1 alterado incompleto

Varón 2 normal alterado

Varón 3 alterado incompleto

Varón 4 alterado incompleto

Varón 5 alterado alterado

Varón 6 alterado incompleto
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resultados clínicos en base al número de transferencias realizadas por cada grupo de 

estudio se presentan en la Tabla 11.  

Tabla 11. Resultados clínicos calculados por transferencia embrionaria según grupo de 

estudio al que pertenece el embrión (T-ICSI o E-ICSI). Se realizó un total de 3 

transferencias embrionarias por cada grupo. 

     IC:intervalo de confianza 

 

Metaanálisis 

Descripción de los estudios incluidos 

La búsqueda sistemática de artículos y publicaciones resultó en 133 resultados. Tras la 

revisión de cada uno de ellos, 99 fueron artículos científicos y comunicaciones en 

congresos, de todos ellos, 12 cumplieron los criterios de inclusión establecidos para poder 

incluirlos en el metaanálisis; los demás fueron descartados por tener un diseño tipo 

revisión sistemática y metaanálisis, artículo tipo revisión, no cumplir los criterios de 

inclusión y exclusión, o la imposibilidad de extraer los datos.  

De total de estudios incluidos, 5 son de diseño retrospectivo, 3 de diseño prospectivo, 2 

de tipo casos cruzados, un ensayo controlado aleatorizado, y un estudio de serie de casos.  

Fragmentación del ADN espermático 

Seis estudios más el nuestro previo compararon los niveles de FAE entre los 

espermatozoides del testículo y los del eyaculado, en los cuales un total de 457 varones 

fueron evaluados (S. C. Esteves et al., 2015; Greco, Scarselli, et al., 2005; Herrero et al., 

2019; Mehta et al., 2015; Moskovtsev et al., 2010, 2012; Xie et al., 2020).  

La media global de FAE en los casos incluidos fue 14,63% ±12,80 en T-ICSI y 37,14% 

±5,80 en E-ICSI (p=0,000069). El gráfico Funnel Plot (Figura 6) muestra los estudios 

incluidos y su distribución en el área según su valor y peso. Se observa una distribución 

no homogénea relacionada con el sesgo de publicación.  

El resultado del metaanálisis indica que la tasa de fragmentación del ADN es 

significativamente menor en los espermatozoides del testículo que en los del eyaculado, 

con una DM de -23,32 [-29,60-(-17,30)], con un I2= 90% (p=0,00001) (Figura 7). Dada 

Parámetro T-ICSI (95% IC) E-ICSI (95% IC) P-valor

Tasa gestación bioquímica 100 (3/3) (31,0-100) 33,3 (1/3) (1,8-87,5) 0,39

Tasa gestación evolutiva 66,7 (2/3) (12,5-98,2) 33,3 (1/3) (1,8-87,5) 1 ,0

Tasa recién nacido vivo 33,3 (1/3) (1,8-87,5) 33,3 (1/3) (1,8-87,5) 1



91 

 

la elevada heterogeneidad del análisis, se aplicó la prueba de Modelo de Efectos 

Aleatorios (MEA), y se realizó un subanálisis en base a la técnica utilizada para medir la 

FAE. 

 

Figura 6. Funnel plot para escrutar la existencia de sesgo de publicación para el análisis 

del grado de FAE entre los espermatozoides testiculares y espermatozoides del eyaculado. 

SCD: Sperm chromatin dispersion test; TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated fluorescein-dUTP 

nick end labelling assay. 

 

Cinco estudios utilizaron el ensayo TUNEL para evaluar la FAE en sus pacientes (n=283). 

El efecto fue una DM= -20,20 [-22,43-(-17,97)], con un I2=0% (p<0,00001), lo que indica 

una FAE significativamente menor en los espermatozoides del testículo. Un resultado 

similar obtuvimos cuando se analizaron los 2 estudios que utilizaron la prueba SCD (en 

un total de 174 varones), la MD fue -25.56 [-43,14-(-7,97)], con un I2 menor (73%) 

(p=0,004). No hubo ningún estudio que utilizó la técnica SCSA que pudiera ser incluido 

siguiendo nuestros criterios de inclusión.  
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Figura 7.  Gráfico en árbol o forest plot que representa la diferencia media (DM) para las 

tasas de FAE en los espermatozoides procedentes del testículo y los del eyaculado en 

varones con elevada FAE en el eyaculado que se realizaron un ciclo de ICSI. Se incluye 

un subanálisis en función de la técnica utiliza para medir la FAE. 

 

ICSI: inyección intracitoplasmática de espermatozoides; FAE: fragmentación ADN espermático; IC: interval de 

confianza; IV: varianza inversa; SCD: Sperm chromatin dispersion test; TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl 

transferase-mediated fluorescein-dUTP nick end labelling assay. 
 

Resultados clínicos 

Se evaluó el efecto del cambio del origen del espermatozoide en la tasa de fecundación, 

tasa de embarazo clínico, tasa de recién nacido vivo y en la tasa de aborto.  

Respecto a la tasa de fecundación, se incluyó un total de 7 estudios (Alharbi et al., 2019; 

Arafa et al., 2018; Bradley et al., 2016; S. C. Esteves et al., 2015; Greco, Scarselli, et al., 

2005; Herrero et al., 2019; Pabuccu et al., 2017), en los que se evaluó un total de 6.157 

ovocitos inseminados tanto con espermatozoides testiculares (n=3.424) como con 

espermatozoides del eyaculado (n=2.733) (Figura 8A). La tasa de fecundación media fue 

58,18% (56,35-59,65) y 64,87% (63,21-66,79) para cada grupo, respectivamente 

(p<0,001). El cálculo de la tasa de fecundación conjunta mostró un OR similar entre 

ambos grupos (OR=0,85 [0,67-1,09], con un índice I2=77%), siendo esta diferencia no 

significativa (p=0,20).  

Con la intención de disminuir la heterogeneidad en el análisis, se aplicó el MEA teniendo 

en cuenta la calidad del semen del varón y la historia previa de ciclos de ICSI fallidos, 

estableciendo dos subgrupos de análisis. En dos de los estudios, la población masculina 

presentaba oligozoospermia y no tenían fallos previos de ICSI. En este caso, la tasa de 
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fecundación está favorecida por los espermatozoides del eyaculado, OR=0,61 [0,52-

0,71], con un I2=0% (p<0,00001). En cambio, cuando la población seleccionada presenta 

normozoospermia y al menos un fallo previo de ICSI, no existen prácticamente 

diferencias en la tasa de fecundación entre ambos tipos de espermatozoides, OR= 0,99 

[0,74-1,33], con un I2=67% (p=0,96) (Figura 9A).  

 

Figura 8. Funnel plot de los estudios incluidos para el cálculo de la tasa de fecundación 

(A), tasa de gestación clínica (B), tasa de recién nacido vivo (C) y tasa de aborto (D). 

 

Para la tasa de gestación clínica, se incluyeron 6 estudios estudios (Alharbi et al., 2019; 

Arafa et al., 2018; Bradley et al., 2016; S. C. Esteves et al., 2015; Greco, Scarselli, et al., 

2005; Herrero et al., 2019) (Figura 8B) con 501 transferencias embrionarias en total de 

varones con elevada FAE en el eyaculado, siendo 269 transferencias correspondientes al 

grupo T-ICSI y 232 transferencias del grupo E-ICSI. La tasa de gestación clínica fue 

superior en los ciclos con espermatozoides testiculares que en aquellos con esperma 

eyaculado, 45,35% (39,05-50,95) vs 28,02% (22,24-33,80) (p<0,001), con una OR total 

de 2,29 [1,52-3,45], I2=3% (p<0,0001). Tras la aplicación del MEA, el efecto del cambio 

del origen del espermatozoide es superior en las probabilidades de embarazo en el grupo 
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de varones con normozoospermia y fallos previos de ICSI (OR=2,74 [1,40-5,36], I2=2%; 

p<0,003), que en el grupo con oligozoospermia y sin fallos previos de ICSI (OR= 

2,13[1,10-4,11], I2=39%; p=0,02 (Figura 9B).  

Respecto a la tasa de recién nacido vivo, solo 4 estudios (Alharbi et al., 2019; Arafa et 

al., 2018; Bradley et al., 2016; S. C. Esteves et al., 2015) reportaron dicho resultado tras 

407 transferencias embrionarias (Figura 8C), 212 del grupo T-ICSI y 195 del grupo E-

ICSI. En este caso, la tasa de recién nacido vivo media fue significativamente superior 

para el grupo T-ICSI (45,28% (38,50-52,0)) que en el grupo que usó espermatozoides del 

eyaculado (23,08% (17,18-29,02)) (p<0,001), con un OR de 2,77 [1,49-5,16], con una 

heterogeneidad I2=44% (p<0,001). Cuando tenemos en cuenta el subgrupo poblacional, 

en los varones con oligozoospermia y sin fallos de ICSI la tasa de recién nacido fue 

significativamente superior cuando se utilizó espermatozoides de testículo, OR=2,58 

[1,53-4,34], I2=0% (p=0004). En cambio, aunque se observa un mayor efecto en los 

varones con normozoospermia y fallos de ICSI (OR=3,46 [0,48-24,69], en este caso la 

diferencia no fue estadísticamente significativa, mostrando además una alta 

heterogeneidad (I2=81%) (Figura 9C).  

Por último, 7 estudios (Alharbi et al., 2019; Arafa et al., 2018; Bradley et al., 2016; S. C. 

Esteves et al., 2015; Greco, Scarselli, et al., 2005; Herrero et al., 2019; Pabuccu et al., 

2017) informaron sobre la tasa de aborto respecto a las gestaciones en varones con 

elevada FAE en el eyaculado (Figura 8D). Un total de 32 abortos, 12 del grupo de 

espermatozoides testiculares y 20 del grupo de espermatozoides procedentes del 

eyaculado. Los resultados indican una disminución significativa de la probabilidad de 

aborto en el grupo T-ICSI (8,76% (4,03-13,49) comparado con E-ICSI (27,40% (10,18-

16,82) (p<0,001), siendo la OR total igual a 0,29 [0,12-0,67], I2=0% (p=0,004). Aunque 

no existe heterogeneidad en el resultado, aplicamos la prueba de efectos aleatorios para 

evaluar el efecto del cambio del origen del espermatozoide en cada uno de los subgrupos. 

En el caso de varones con oligozoospermia y sin fallos previos de ICSI, la OR con el uso 

de espermatozoides testiculares fue OR=0,40 [0,07-2,15], I2=45%, siendo no 

significativo (p=0,29). En el grupo de varones normozoospérmicos con fallos de ICSI, la 

OR es similar a la global, (OR= 0,25 [0,07-0,91], I2= 0% (p=0,04), aunque en este caso 

la heterogeneidad es nula (Figura 9D). 
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Figura 9. Gráfico en árbol o forest plot que representa el odds ratio para la tasa de 

fecundación (A), tasa de gestación clínica (B), tasa de recién nacido vivo (C) y tasa de 

aborto (D) de los ciclos de ICSI en los que utilizaron espermatozoides procedentes del 

testículo o espermatozoides del eyaculado en varones con elevada FAE en el eyaculado 

con oligozoospermia o con fallos de ICSI previos.  

 

A: Tasa de fecundación 

 

B: Tasa de gestación clínica 
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C: Tasa de recién nacido vivo 

 

D: Tasa de aborto 

ICSI: inyección intracitoplasmática de espermatozoides; FAE: fragmentación ADN espermático; IC: intervalo de 

confianza. 
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La infertilidad masculina puede constituir en un 30% de las veces el problema de 

la pareja para concebir de manera natural, y en algunas ocasiones, estos problemas pueden 

presentarse en conjunto con factores femeninos (Mélodie & Christine, 2018). Hoy en día, 

la herramienta clínica más comúnmente utilizada para evaluar el estatus de fertilidad del 

varón es el análisis básico del semen o espermiograma. Este análisis consiste en una 

valoración tanto cualitativa como cuantitativa de la muestra seminal y su contenido 

siguiendo las directrices marcadas por la OMS (World Health Organization, 2010).  En 

base a parámetros seminales como la concentración de espermatozoides, su motilidad, y 

el aspecto morfológico de estos, es posible realizar una primera evaluación de la calidad 

del semen. Sin embargo, parámetros seminales dentro de los valores de referencia 

normales no garantiza la fertilidad del varón, al igual que los valores por debajo de la 

normalidad no implica esterilidad o patología. Con esta prueba no es posible determinar 

el potencial fértil del varón, ya que cualquiera de los parámetros seminales por si solos o 

en conjunto no son capaces de predecir la probabilidad de embarazo o de éxito 

reproductivo (Ombelet et al., 1997; Patel et al., 2018). Además, con el análisis básico del 

semen no se pueden valorar otras disfunciones intrínsecas del espermatozoide. 

Esta problemática ha llevado a numerosos clínicos a desarrollar otras pruebas 

complementarias al espermiograma que aporten más información sobre la funcionalidad 

de la célula espermática y el potencial fértil masculino. Entre estas se encuentra la 

determinación de la fragmentación del ADN paterno, que se ha establecido en los últimos 

años como un análisis frecuente más en el diagnóstico de la fertilidad del varón (Agarwal, 

Barbăroșie, et al., 2020; Agarwal & Allamaneni, 2005; S. C. Esteves et al., 2020). El daño 

en la cromatina paterna puede originarse a nivel testicular o tras la salida del 

espermatozoide del testículo (daño post-testicular), siendo la causa principal la presencia 

de estrés oxidativo elevado (Agarwal, Majzoub, et al., 2016). Según el tipo de daño 

ocasionado, se habla de roturas en una única cadena de ADN (simple) o en ambas (doble), 

y en función de su amplitud, la secuela que pueda tener sobre la funcionalidad del 

espermatozoide y del embrión resultante es variada. Además, la FAE se puede presentar 

tanto en varones con parámetros seminales dentro de la normalidad como en varones con 

alteraciones seminales importantes (Feijó & Esteves, 2014; Saleh et al., 2002), pudiendo 

condicionar aún más el éxito reproductivo.   

Son muchos los estudios realizados que han tratado de dilucidar el efecto que tiene la 

FAE sobre los resultados reproductivos pero siempre con conclusiones controvertidas. 
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Por una parte están aquellos autores que hallan un efecto negativo de la FAE sobre las 

probabilidades de embarazo en la concepción natural (Zini, 2011) y tras las TRA. 

Específicamente en estas últimas, que son las que nos atañen, los resultados son muy 

dispares; algunos encontraron una peor calidad embrionaria (Avendaño et al., 2010; 

Casanovas et al., 2019; Sedó et al., 2017), que se refleja en unas bajas tasas de 

implantación y de embarazo (Borges et al., 2019; Ribas-Maynou et al., 2012; Sedó et al., 

2017), junto con un aumento en las probabilidades de aborto (Robinson et al., 2012; 

Simon et al., 2011) tras la FIV e ICSI. En cambio, otros autores no encontraron dicho 

efecto deletéreo, hallando resultados clínicos similares en las tasas de fecundación, 

embarazo y aborto (Antonouli et al., 2019; Esbert et al., 2011; Green et al., 2020; Hervas 

et al., 2022; Hervás et al., 2022; Ten et al., 2021) entre las parejas con una alta y baja 

FAE. Además, algunos autores señalan que el efecto que pueda tener la FAE sobre los 

resultados de las TRA depende de la técnica utilizada, de esta manera, han encontrado 

que el impacto del daño en la cromatina paterna sería más evidente en los ciclos de FIV 

que en los de ICSI (Z. Li et al., 2006; Oleszczuk et al., 2016; Z. Zhang et al., 2015).  

Pese a la discusión actual, uno de los objetivos actuales en clínica es disminuir el efecto 

que la cromatina paterna dañada pudiera tener en los resultados reproductivos en el caso 

de pacientes con elevada FAE en los espermatozoides del eyaculado. Se han desarrollado 

diferentes estrategias clínicas cuya finalidad es disminuir la probabilidad de utilizar un 

espermatozoide con la cromatina fragmentada, ya sea bien reduciendo la fuente del origen 

de la FAE o mediante técnicas de laboratorio que ayuden a seleccionar y utilizar 

espermatozoides con menor daño genómico y por tanto, de mejor calidad. Entre las 

estrategias clínicas disponibles se encuentra el PICSI (Yagci et al., 2010), la microfluídica 

(Kocur et al., 2023), el MACS (Sánchez-Martín et al., 2017), el IMSI (Mangoli et al., 

2020), tiempos más cortos de abstinencia (Agarwal, Gupta, et al., 2016) e incluso la 

utilización de espermatozoides testiculares.  

Croncretamente, el uso de espermatozoides testiculares es obligatorio cuando el varón es 

diagnosticado con azoospermia. Sin embargo, su empleo también se ha propuesto 

recientemente como estrategia clínica en casos de varones con suficientes 

espermatozoides en el eyaculado pero que presentan valores elevados de FAE en los 

espermatozoides eyaculados (Alharbi et al., 2019; Arafa et al., 2018; S. C. Esteves et al., 

2015; Greco, Scarselli, et al., 2005; Herrero et al., 2019; Pabuccu et al., 2017; J. Zhang et 

al., 2019), pero también en casos de infertilidad masculina grave, e incluso en parejas con 
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tratamientos de ICSI previos fallidos con semen eyaculado (Abhyankar et al., 2016; Al-

Malki et al., 2017; Ben-Ami et al., 2013; Weissman et al., 2008), con el objetivo de 

mejorar los resultados clínicos y aumentar las probabilidades de embarazo. Los 

espermatozoides presentes en el eyaculado adquieren en su tránsito por el tracto 

reproductor masculino un mayor estado de madurez y potencial de fecundación (Vallet-

Buisan et al., 2023). No obstante, los espermatozoides localizados en el testículo también 

son capaces de fecundar con éxito y dar lugar a un correcto desarrollo embrionario si han 

completado todas las etapas madurativas (Hourvitz et al., 1998; S. H. Lee et al., 2018; 

Oron et al., 2014).  

Existen estudios previos en el que el cambio en la fuente de espermatozoides en parejas 

con fallos recurrentes de implantación, varios ciclos previos de FIV/ICSI sin éxito 

(Weissman et al., 2008), y con elevada FAE en eyaculado (Greco, Scarselli, et al., 2005) 

mejoró significativamente los resultados clínicos en cuanto a la tasa de gestación y 

reducción en la tasa de aborto con el uso de espermatozoides testiculares. Desde entonces, 

se han llevado a cabos diferentes estudios retrospectivos y prospectivos para evaluar el 

potencial de esta estrategia clínica (Alharbi et al., 2019; Al-Malki et al., 2017; Ben-Ami 

et al., 2013; Bradley et al., 2016; Herrero et al., 2019; Pabuccu et al., 2017; Weissman et 

al., 2008; J. Zhang et al., 2019). 

Hasta la fecha, tal y como se ha expuesto previamente, se ha encontrado una mejora en 

los resultados reproductivos en cuanto a mayores tasas de gestación por transferencia 

embrionaria al mismo tiempo que se disminuye la probabilidad de aborto en las parejas 

con elevada FAE en el eyaculado cuando utilizan espermatozoides obtenidos mediante 

TESE para realizar un ciclo de ICSI. Esta estrategia clínica se ha estudiado principalmente 

en varones con elevada FAE y con ciclos previos de ICSI fallidos y/o con infertilidad 

masculina severa. El principio en el que se basa esta mejora de los resultados es el menor 

grado de FAE que tienen los espermatozoides del testículo en comparación con los del 

eyaculado, tal y como se ha demostrado empíricamente en modelos animales y en 

humanos (S. C. Esteves et al., 2015; Greco, Scarselli, et al., 2005; Moskovtsev et al., 

2010; Suganuma et al., 2005; Xie et al., 2020). Tras su salida del testículo, aunque el 

tránsito epididimal favorezca la maduración final del los espermatozoides, estos quedan 

expuestos a sustancias nocivas y ERO que pueden afectar a la integridad de su genoma, 

originando las roturas y dando lugar a espermatozoides menos competentes para realizar 

su función (S. C. Esteves et al., 2020).  
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No obstante, se desconoce si esta mejora en los resultados clínicos proviene de factores 

citoplasmáticos o genéticos en los embriones obtenidos en consonancia con las 

características moleculares del espermatozoide utilizado. Hasta ahora, el uso de 

espermatozoides testiculares se ha asociado a un mayor riesgo de alteraciones 

cromosómicas en el embrión debido a una mayor tasa de aneuploidías presente en estos 

espermatozoides (Bernardini et al., 2000; Gianaroli et al., 2005; Rodrigo et al., 2011, 

2019). La mayoría de los estudios que lo evaluaron fueron realizados en pacientes 

diagnosticados con azoospermia obstructiva y no obstructiva y comparados con los 

espermatozoides del eyaculado (Levron et al., 2001; Rodrigo et al., 2011; Vozdova et al., 

2012). Son muy pocos autores han comparado la tasa de aneuploidías entre los 

espermatozoides del eyaculado y los extraídos del testículo de varones sin azoospermia, 

con conclusiones contrarias (Cheung S. et al., 2019; Moskovtsev et al., 2012). Esta laguna 

de conocimiento debería examinarse antes de recomendar esta práctica clínica a parejas 

con elevada FAE y con malos resultados reproductivos utilizando semen eyaculado. 

Por ello, el objetivo de esta tesis es demostrar si la mejora de los resultados clínicos tras 

el uso de espermatozoides testiculares en parejas con elevada FAE en el eyaculado (y que 

además presentan oligozoospermia severa y/o fallos previos de ICSI) procede de un 

aumento en la cantidad de embriones euploides disponibles. Como los espermatozoides 

testiculares presentarían una fragmentación del ADN significativamente menor que los 

del eyaculado, también se relacionaría con un aumento en la proporción de embriones de 

buena calidad utilizables que cuando se utilizan espermatozoides del eyaculado, 

aumentando las probabilidades de éxito del ciclo.  

Para abordar los objetivos planteados, se llevaron a cabo tres sub-estudios de diferente 

tipología, en primer lugar un análisis retrospectivo de datos clínicos disponibles en el 

registro de las clínicas IVIRMA de España, y posteriormente un análisis prospectivo de 

tipo aleatorizado controlado en ovocitos de la misma cohorte de parejas sometidas a un 

tratamiento de infertilidad a las que se les realizó esta intervención. Por último, se realizó 

un metaanálisis con toda la evidencia clínica disponible hasta el momento para estimar el 

efecto de esta estrategia clínica sobre las tasas clínicas de los pacientes.  

En primera instancia, se evaluó retrospectivamente 54 ciclos de ICSI en los que también 

se realizó un PGT-A de 27 parejas, que tras el fracaso de al menos un ciclo con 

espermatozoides del eyaculado (E-ICSI) decieron cambiar el origen del espermatozoide 

y someterse a un tratamiento ICSI con espermatozoides obtenidos del testículo (T-ICSI). 
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Los parámetros seminales de los varones incluidos en este estudio estaban por debajo de 

la normalidad, muchos de ellos diagnosticados con oligoastenoteratozoospermia y 

criptozoospermia. El análisis de los resultados reveló que en los ciclos con 

espermatozoides recuperados de los testículos el número de embriones que alcanzaron el 

estadio de blastocisto fue similar al de los ciclos de ICSI previos con semen eyaculado. 

Sin embargo, cuando se evaluó la calidad de estos se observó una mejora significativa en 

un 10% en la proporción de embriones de buena calidad en los ciclos T-ICSI según el 

número de ovocitos correctamente fecundado y el número total de blastocistos obtenidos. 

Cuando se evaluó la ploidía embrionaria, encontramos una tasa de aneuploidía 

comparable entre ambos ciclos en todos los enfoques calculados, por lo que podemos 

determinar que el uso de espermatozoides testiculares no aumentó la proporción de 

embriones aneuploides pero tampoco la disminuyó.  

En este caso, un mayor número de embriones utilizables se manifestó en una mejora del 

pronóstico reproductivo de estas parejas, que habiendo fracasado en sus ciclos de ICSI 

previos con espermatozoides del eyaculado, 10 mujeres lograron una gestación clínica, y 

8 dieron a luz al menos a un recién nacido sano. Estos resultados clínicos hallados en los 

ciclos de T-ICSI no se pudieron comparar con el ciclo E-ICSI realizado previamente 

debido al fracaso en todos ellos. Aunque al comparar un ciclo con malos resultados 

reproductivos con los obtenidos ahora puede constituir un sesgo, gracias a este diseño de 

estudio se nos permite controlar los factores de confusión típicos, ya que las pacientes 

sirvieron de su propio control. Dado que la edad de la mujer es uno de los factores más 

importantes a la hora de evaluar la aneuploidía embrionaria, en este caso no se observaron 

diferencias significativas entre la edad en los ciclos E-ICSI y T-ICSI, con sólo 0,8 años 

de diferencia entre ellos. La elección de analizar dos ciclos de ICSI más cercanos en el 

tiempo ayuda a minimizar el envejecimiento de los ovocitos de la paciente. Sin embargo, 

no podemos olvidar que la edad de la mujer en parejas mayores puede estar enmascarando 

este hallazgo a pesar del rendimiento del PGT-A, pero en ambos ciclos de ICSI.  

Estudios previos también avalan una mejora en las oportunidades de obtener un recién 

nacido vivo cuando existe una infertilidad masculina severa, como una criptozoospermia 

o necrozoospermia tras el cambio a espermatozoides testiculares. Por ejemplo, los 

varones criptozoospérmicos se beneficiaron del cambio al esperma recuperado de los 

testículos porque, aunque no hubo diferencias en la tasa de fecundación, se observó una 

tasa de implantación y embarazo significativamente mayor que en sus ciclos de ICSI 
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previos con esperma eyaculado (Ben-Ami et al., 2013). Asimismo evaluaron la calidad 

de los embriones (sólo en los días 2 y 3 del desarrollo embrionario), pero no se observaron 

diferencias estadísticamente significativas entre los dos grupos. El metaanálisis de Kang 

et al., (2018) con 578 varones con criptozoospermia encontró un superior de gestación 

cuando usan espermatozoides testiculares comparados con los del eyaculado.  

En otro estudio, pero en este caso la población de estudio presentaba necrozoospermia 

(Negri et al., 2014), los autores hallaron resultados significativamente superiores por ciclo 

en las parejas que utilizaron espermatozoides testiculares comparado con aquellas que 

continuaron utilizando esperma del eyaculado en la tasa de implantación, gestación y de 

recién nacido vivo. Pero no se informó sobre la calidad de los embriones obtenidos y 

transferidos, aunque suponemos que la calidad de los embriones en el grupo T-ICSI es 

mejor debido a la superioridad de los resultados clínicos. Al mismo tiempo, también 

realizaron un sub-análisis teniendo en cuenta la edad de la mujer, encontrando que los 

resultados de gestación son significativamente más altos en mujeres jóvenes (menores a 

35 años) que cuando son más mayores, aunque siempre fue una tasa superior en el grupo 

de espermatozoides testiculares. En nuestro caso, la edad de la mujer se encuentra por 

encima de los 35 años en ambos ciclos, lo cual también podría afectar a los resultados 

clínicos hallados.  

Sin embargo, esta mejora no fue respaldada por el metaanálisis de Abhyankar de 5 

estudios de cohortes (Abhyankar et al., 2016) en el que no se encontraron diferencias en 

las tasas de embarazo tras ICSI entre los grupos de espermatozoides testiculares y 

eyaculados de varones criozoospérmicos. Posteriormente, otro estudio retrospectivo 

(Alharbi et al., 2020) realizado con 88 varones con diferentes grados de oligozoospermia 

severa y criptozoospermia que se someterieron a TESE para realizar la ICSI, hallaron que 

los varones con criptozoospermia (11 en total) son los que peores resultados 

reproductivos tenían y ninguno de ellos logró un embarazo, al contrario que el resto de 

parejas. Este resultado concuerda con otro estudio retrospectivo más reciente (Kendall 

Rauchfuss et al., 2021) con 32 parejas con oligozoospermia que utilizaron 

espermatozoides del eyaculado y 19 que utilizaron los testiculares para la ICSI. La tasa 

de fecundación fue significativamente más baja en estos últimos, obteniendo un número 

medio de blastocistos significativamente inferior. En este caso, tras el ajuste a potenciales 

variables de confunsión, la probabilidad de recién nacido fue tres veces superior con el 

uso de espermatozoides eyaculados.  
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Para este análisis retrospectivo no fue posible conocer el grado de FAE de los varones 

incluidos en el estudio debido a la ausencia de esta información, por lo que no podemos 

establecer que la mejora de los resultados reproductivos en cuanto a la calidad de los 

embriones generados, y en consecución las gestaciones, esté relacionado directamente 

con este fenómeno. No obstante, ante una infertilidad masculina severa por baja 

concentración y motilidad espermática, el uso de espermatozoides obtenidos del testículo 

podría optimizar el pronóstico reproductivo aunque se necesitan estudios controlados y 

aleatorizados que comprueben si es cierto. 

En segundo lugar, llevamos a cabo un estudio prospectivo aleatorizado controlado con 

pacientes con una FAE en el eyaculado superior al 30% y que presentaban infertilidad 

masculina severa (oligozoospermia) y/o tratamientos de ICSI previos fallidos. Hasta 

ahora no se ha publicado ningún estudio aleatorizado controlado en este tipo de pacientes 

que investigue si el uso de espermatozoides testiculares mejora los resultados clínicos. 

Además, los estudios que han abordado esta cuestión tampoco han tratado de dislucidar 

si el uso de espermatozoides testiculares aumenta la proporción de embriones 

cromosómicamente anormales, ya que se ha asociado una mayor tasa de aneuploidías en 

los espermatozoides del testículo (Bernardini et al., 2000; Rodrigo et al., 2011).  

Para dar respuesta a esta cuestión, se han incluido seis parejas que iban a realizarse a un 

tratamiento mediante la técnica ICSI con ovocitos propios y semen propio eyaculado por 

factor masculino. Los varones con elevada FAE fueron sometidos a una TESE con el 

objetivo de utilizar los espermatozoides testiculares en la microinyección junto con los 

del eyaculado ante el supuesto de que los espermatozoides testiculares presentan menor 

grado de daño en su cromatina. En este punto, los ovocitos maduros obtenidos en la 

punción folicular fueron microinyectados de manera aleatoria o por un espermatozoide 

del eyaculado o por uno del testículo, lo que permite comparar los resultados de 

laboratorio de manera intra-paciente y nos da la oportunidad de evitar los sesgos que 

pudieran haber entre las parejas incluidas.  

En primer lugar, medimos la fragmentación del ADN de ambas muestras seminales el 

mismo día de la ICSI tras su descongelación para comprobar si el nivel de FAE de los 

espermatozoides testiculares es menor a los del eyaculado. A pesar de que no fue 

estadísticamente significativa, la FAE de los espermatozoides del testículo fue un 13% 

menor a los del eyaculado, lo que está de acuerdo con los estudios anteriormente 

realizados (Alharbi et al., 2019; S. C. Esteves et al., 2015; Greco, Scarselli, et al., 2005; 
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Herrero et al., 2019; Pabuccu et al., 2017; Xie et al., 2020). No obstante, se debe 

mencionar que el proceso de congelación/descongelación puede acarrear un incremento 

en el porcentaje de fragmentación en los espermatozoides (Di Santo et al., 2012; Gouhier 

et al., 2023). En nuestro caso, los varones presentaron una FAE de los espermatozoides 

del eyaculado media para entrar al estudio de un 44%, mientras que la FAE media de los 

espermatozoides del eyaculado descongelados para la ICSI ascendió hasta un 58%. Este 

aumento puede venir dado por el proceso de congelación o también estar influenciado por 

las oscilaciones en la calidad seminal que presentan los varones de manera natural. No 

obstante, como el proceso de congelación/descongelación se realiza en los dos tipos de 

muestras utilizadas en la ICSI, el efecto dañino sería por igual en ambos grupos. También 

cabe reseñar que en esta población de estudio el valor medio de la FAE de los 

espermatozoides testiculares es alto si lo comparamos con el punto de corte que nosotros 

establecimos en los criterios de inclusión, aunque siempre fue menor que en los 

procedentes del eyaculado, lo cual confirma uno de nuestros objetivos. A pesar de que en 

ambos grupos se utilizaron potencialmente espermatozoides con ADN fragmentado, los 

espermatozoides del testículo tendrían que tener un mejor rendimiento al tener más 

integra su cromatina según nuestra hipótesis.   

Tras la microinyección de los ovocitos, la tasa de fecundación fue más alta para el grupo 

E-ICSI aunque esta diferencia no fue estadísticamente significativa. Tras la evaluación 

de los embriones durante el desarrollo embrionario, la calidad en día 3 no se vio afectada 

por el origen del espermatozoide, llegando a estadio de blastocisto un número muy similar 

de embriones en cada grupo, 10 en el grupo T-ICSI y 11 en E-ICSI. Pero, cuando se 

evaluó la calidad de los blastocistos, encontramos un mayor número de embriones de 

buena calidad (A+B) en el grupo de espermatozoides testiculares, lo que está de acuerdo 

con nuestro hallazgo en el estudio previo, aunque en este caso debido al bajo número de 

embriones la diferencia no fue estadísticamente significativa.  

En este punto conviene destacar que esta tasa la calculamos desde tres enfoques diferentes 

para valorar la función del espermatozoide desde el momento de la microinyección. 

Aunque en este caso el espermatozoide del testículo tenga un poder de fecundación un 

poco más bajo, el desarrollo posterior de los cigotos no se ve afectado al llegar 

prácticamente el mismo número de embriones a estadio de blastocisto en ambos grupos. 

Además, con la activación del genoma embrionario en el tercer día de desarrollo, los 

posibles defectos paternos salen a la luz pudiendo bloquear el desarrollo embrionario 
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(Tesarik et al., 2004). En este caso no se observa esta consecuencia por factor masculino, 

sino al contrario, se obtienen más blastocistos de buena calidad en el grupo T-ICSI. Esto 

nos indica un mayor rendimiento del espermatozoide testicular en comparación con los 

del eyaculado en este tipo de pacientes, ya que se obtiene número superior de embriones 

utilizables.  

Solamente el estudio de Gilman et al., (2018) demostró una mejora significativa de la 

calidad embrionaria en día 5 en los ciclos de ICSI con espermatozoides testiculares 

aunque los espermatozoides recuperados del testículo no mejoraron las tasas de 

embarazo, aborto y de nacidos vivos de pacientes con un fracaso previo de TRA y sin 

conocimiento de su grado de FAE, si bien en estas parejas las mujeres presentaban una 

respuesta ovárica deficiente lo que puede afectar al resultado reproductivo. En nuestro 

estudio, la edad de la mujer fue menor a 35 años y todas presentaban buena reserva 

ovárica, siendo más limitante en este caso los parámetros seminales de los varones. Otros 

estudios, como el de S. C. Esteves et al., (2015) solo comparó la calidad de los embriones 

en día 3 de desarrollo embrionario, momento en el cual realizaron las transferencias 

embrionarias, pero si que encontraron una pequeña diferencia en la tasa de buena calidad 

a favor del grupo T-ICSI, al igual que su momento Greco, Scarselli, et al. (2005). Otros 

estudios, simplemente no informan sobre la calidad embrionaria de los embriones 

transferidos ni el día en el que se realizó (Alharbi et al., 2019; Herrero et al., 2019; Mehta 

et al., 2015; Pabuccu et al., 2017), lo que condiciona poder comparar nuestros hallazgos.  

Por otra parte, considerando el mayor riesgo de portar aneuploidías cromosómicas que 

tendrían los espermatozoides testiculares, se realizó un PGT-A a los embriones aptos para 

ello y al mismo tiempo, se analizó cromosómicamente mediante FISH a los 

espermatozoides de ambas muestras utilizadas en la ICSI, eyaculado y testicular para 

comparar la tasa de aneuploidías espermáticas. Como hasta la fecha ningún otro estudio 

publicado ha examinado esta cuestión, esta información es muy útil de cara a recomendar 

esta práctica clínica a los pacientes en un futuro.   

En lo que respecta a la ploidía embrionaria, esta población obtuvo una tasa de euploidía 

media de 61,9% (13/21), y concretamente para cada grupo, la diferencia fue tan solo de 

un 3% entre el grupo T-ICSI (60%) y E-ICSI (63%). De hecho, a pesar de esta pequeña 

diferencia a favor del grupo E-ICSI, el grupo T-ICSI presentó menos embriones 

aneuploides y una proporción más alta de embriones mosaico que el otro, aunque estas 

diferencias no fueron en ningún momento estadísticamente significativas. La similitud en 
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las tasas de euploidía entre ambos tipos de ciclos concuerda con nuestros resultados 

previos del estudio retrospectivo y con los resultados publicados en la ESHRE en 2019 

con un tamaño muestral mucho mayor (Figueira R CJ et al., 2019), en el que tras el 

análisis de 940 muestras de TE de 362 parejas con elevada FAE en el eyaculado (280 de 

ellas se realizaron un ICSI con esperma eyaculado propio y 82 parejas un ICSI con 

espermatozoides testiculares) hallaron una tasa de euploidía por ovocito metafase II 

comparable entre ambos grupos, 18,7% vs 18,3%, respectivamente.  

Aunque con estos datos no podemos confirmar el objetivo principal de esta tesis (un 

aumento del 15% de embriones euploides disponibles para transferir en el grupo T-ICSI), 

podemos afirmar en primera instancia que el uso de espermatozoides testiculares no 

incrementa la proporción de embriones aneuploides en la pareja. Es posible que la 

dificultad de encontrar una mayor diferencia entre ambos grupos pudiera ser el pequeño 

tamaño muestral que disponemos, ya que esta comparación se realizó sobre 21 

blastocistos.  

No obstante, asimismo debemos considerar en este punto el impacto que tiene la edad de 

la mujer sobre la aneuploidías embrionarias (Pellestor et al., 2006), ya que podría estar 

influyendo en los resultados obtenidos. En este caso, las mujeres participantes del estudio 

son jóvenes, con una edad media de 32 años, por lo que el riesgo de aneuploidías por edad 

materna avanzada es reducido (Mikwar et al., 2020).  

En cambio, la información disponible del análisis cromosómico de los espermatozoides 

mediante FISH es más limitada debido a la falta de diagnóstico en cuatro varones en sus 

muestras de TESE. Debido a que en las muestras de biopsia testicular no se obtiene un 

número elevado de espermatozoides y presentan mucho debris celular, la capacidad de 

realizar un FISH se reduce. No obstante, el resultado de FISH de las muestras de esperma 

eyaculado fue en su mayoría alterado para los cinco cromosomas evaluados, e igualmente 

para las dos muestras de espermatozoides testiculares. Comunmente, se ha encontrado 

una mayor incidencia de aneuploidías en los espermatozoides del testículo de varones con 

azoospermia cuando se comparaban con los espermatozoides del eyaculado de controles 

fértiles (G. D. Palermo et al., 2002; Vozdova et al., 2012), aunque también se ha 

encontrado mayor número de alteraciones cromosómicas cuando existe baja 

concentración espermática y con infertilidad masculina severa, siendo más evidente 

cuanto más oligozoospérmico es el varón (Gianaroli et al., 2005; Rodrigo et al., 2019).  
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Nuestros resultados se corresponderían con  este hallazgo, ya que los varones incluidos 

en este estudio presentan oligozoospermia severa y baja calidad seminal. Además, 

Moskovtsev et al., (2012), a pesar de observar una FAE significativamente inferior en los 

espermatozoides testiculares, también encontró una mayor tasa de aneuploidías en los 

espermatozoides del testículo cuando la comparó con la frecuencia de aneuploidías en el 

esperma eyaculado en ocho varones con alta FAE. En cambio, Cheung S. et al., (2019) 

en su estudio más reciente encontró que la tasa de aneuploidías espermáticas es más baja 

en los testiculares que en los del eyaculado en los mismos varones (aunque este análisis 

lo realizó solamente sobre 3 sujetos). En este caso, realizó el examen mediante FISH de 

9 cromosomas y NGS, una prueba con mucha más capacidad diagnóstica que el FISH. Es 

posible que nuestros resultados estén limitados con la realización de un FISH de solo 5 

cromosomas, pero es una técnica habitual aconsejada para evaluar la tasa de aneuploidías 

en los espermatozoides cuando existe un espermiograma alterado y malos resultados 

reproductivos previos (Rodrigo et al., 2019).  Por otra parte, otros autores han hallado una 

correlación positiva entre los niveles de FAE y las aneuploidías espermáticas, aunque el 

mecanismo mediante el cual están vinculados debería ser estudiado más en profundidad, 

pudiendo ser que las alteraciones cromosómicas desencadenen las roturas en el ADN 

(Muriel et al., 2007; Vendrell et al., 2014). 

Sin embargo, también existen otras técnicas de selección espermática que disminuirían la 

proporción de espermatozoides portadores de aneuploidías para varones con un resultado 

de FISH alterado. La técnica MACS parece reducir la tasa de aneuploidías en la muestra 

elucidada (Esbert et al., 2017), al igual que reduciría el porcentaje de FAE en estos 

espermatozoides (Pacheco et al., 2020; Vendrell et al., 2014). También la última técnica 

desarrollada, la microfluídica, permitiría obtener una muestra de espermatozoides 

procesada con menor daño genómico que tras la aplicación del gradiente de densidad para 

preparar la muestra o que en el eyaculado fresco, tal y como se presentó en un estudio 

reciente (Kocur et al., 2023). En este caso, la población de estudio también encontró una 

mejora en la proporción de embriones euploides en el nuevo ciclo de ICSI con 

microfluídica al compararlo con su ciclo anterior con el procesamiento de semen habitual, 

aunque los autores no comprobaron explícitamente la tasa de aneuploidías espermáticas 

de la muestra recogida. No obstante, estas técnicas de selección espermática solo pueden 

ser aplicadas sobre muestras de semen eyaculadas con una concentración de 
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espermatozoides adecuada, no pudiendo realizarse sobre muestras seminales muy pobres 

en concentración como son las que nos atañen en este trabajo.   

También se evaluaron los resultados clínicos tras las transferencias de los embriones que 

resultaron euploides. Se realizaron seis transferencias embrionarias en total, cuatro de 

ellas dieron lugar a una gestación (la tasa media fue 66,7%). En el momento del análisis 

de datos, dos de las gestaciones finalizaron con el nacimiento de un recién nacido sano, 

pero actualmente desconocemos el resultado de las otras dos aunque ninguna paciente 

había abortado hasta el momento.  

Si consideramos a qué grupo pertenecía cada embrión transferido, se realizaron tres 

transferencias por cada grupo de estudio. Solo una de las transferencias realizadas con 

embriones del grupo E-ICSI dio lugar a un embarazo (30%), que resultó en un recién 

nacido. En cambio, las tres transferencias del grupo T-ICSI dieron lugar gestaciones 

(100%), por lo que los embriones procedentes de espermatozoides del testículo 

implantaron mejor que los del otro grupo y dieron lugar a embarazos evolutivos. Y aunque 

tengamos la misma tasa de recién nacido vivo en ambos grupos, solo conocemos el 

resultado de una de las gestaciones del grupo T-ICSI, ya que en el momento de analizar 

los datos las otras dos gestaciones eran evolutivas y esperamos que hayan finalizado de 

la manera adecuada. La falta de estos datos delimita las conclusiones finales que podamos 

establecer sobre la probabilidad de tener recién nacido vivo con el uso de espermatozoides 

testiculares, si bien podríamos concluir que existe un mejor pronóstico de embarazo con 

el cambio a espermatozoides testiculares, y que esta mejora puede derivar del menor nivel 

de FAE que presentan.   

Los resultados que hemos encontrado en pro del uso de espermatozoides testiculares en 

parejas con elevada FAE concuerdan con los resultados de estudios previos. En un primer 

estudio retrospectivo (Mehta et al., 2015), doce de las veinticuatro parejas con FAE, 

oligozoospermia y con ciclo de ICSI previo fallido, obtuvieron un embarazo que finalizó 

con el nacimiento de un niño sano tras el cambio a espermatozoides testiculares en el 

siguiente ciclo de ICSI. No obstante, este autor incluyó a varones con una FAE>7%, valor 

que actualmente no se consideraría elevado, pero aún así hallaron una mejora en los 

resultados reproductivos. Igualmente, S. C. Esteves et al., (2015) realizaron un estudio de 

cohortes prospectivo con 147 parejas que realizaban su primer ICSI por factor masculino, 

por oligozoospermia y una FAE>30% en el eyaculado, que son los mismos criterios que 

nuestra población de estudio. En este caso, el nivel de FAE también fue 
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significativamente inferior en los espermatozoides del testículo respecto a los del 

eyaculado. Cuando compararon los resultados clínicos, las parejas que utilizaron 

espermatozoides del testículo (n=81) obtuvieron una mejora significativa en la tasa de 

gestación clínica y en la de recién nacido vivo por transferencia embrionaria, 

disminuyendo significativamente la proporción de abortos, en comparación con las 

parejas que realizaron su tratamiento con espermatozoides del eyaculado (n=91). 

También, dos estudios prospectivos posteriores (Arafa et al., 2018; Pabuccu et al., 2017) 

en los que participaron parejas con FAE>30% en el eyaculado y con al menos un ciclo de 

ICSI previo sin éxito, el cambio del origen del espermatozoide causó una mejora 

significativa en la gestación clínica y evolutiva por ciclo, y un descenso en la tasa de 

aborto. Aunque en el caso de Arafa et al., (2018) no midieron la FAE en los 

espermatozoides recuperados del testículo, por lo que no pudieron confirmar que esta 

mejora viniera dada por una reducción en la FAE de los espermatozoides de los ciclos T-

ICSI. 

También se ratifican con el interesante estudio retrospectivo de Herrero et al., (2019), en 

el que incluyeron 145 parejas con elevada FAE en el eyaculado con dos ciclos previos de 

ICSI sin recién nacido con esperma eyaculado. Del total de parejas, 77 parejas cambiaron 

a espermatozoides testiculares con menor grado de FAE y 68 continuaron con el semen 

eyaculado como grupo control, obteniendo las primeras una tasa de embarazo clínico por 

transferencia significativamente superior al otro grupo, y una tasa acumulada de recién 

nacido vivo un 12% superior al tratamiento habitual. De hecho, cuando subdividieron a 

la población de estudio en función de si tenían FAE alta o baja (según ≥36% por TUNEL 

o ≥25% por SCSA), obtuvieron mejores resultados reproductivos las parejas que 

realizaron T-ICSI. Igualmente, cuando realizaron un subanálisis en base a los parámetros 

seminales, de entre los varones con oligoastenoteratozoospermia, los que cambiaron a T-

ICSI obtuvieron mejores resultados clínicos (la tasa acumulada de recién nacido fue 

significativamente mejor (28%) que los que repitieron el tratamiento con espermatozoides 

del eyaculado (6.7%) (p<0,01)). Mientras, entre los varones normozoospérmicos, el 

grupo T-ICSI obtuvo una ligera mejora de las tasas clínicas aunque de manera no 

significativa respecto al tratamiento E-ICSI.  

En la misma línea, otros dos estudios realizados en 2019 también encontraron una mejora 

en la proporción de gestaciones en las parejas con elevada FAE (siempre superior al 30%) 

que decidieron realizarse un ICSI con espermatozoides testiculares en comparación con 
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las que optaron por el tratamiento estándar con los del eyaculado (Alharbi et al., 2019; J. 

Zhang et al., 2019). En el primero (Alharbi et al., 2019), cuando compararon las parejas 

con una FAE>30%, la tasa de gestación clínica por transferencia fue superior, aunque no 

significativa, en el grupo T-ICSI que en el grupo E-ICSI, pero esta diferencia no fue tan 

evidente cuando los varones tenían un nivel de FAE menor. Igualmente, el estudio 

prospectivo de Zhang et al., (2019), con el mismo diseño que el anterior de S. C. Esteves 

et al., 2015, reclutó 102 parejas con FAE>30% en el eyaculado que se sometieron a su 

primer ICSI o bien con espermatozoides extraídos del testículo o con espermatozoides 

del eyaculado. A pesar de que la tasa de fecundación fue similar para ambos, el grupo que 

utilizó espermatozoides testiculares fue el que obtuvo una mayor tasa de embarazo y de 

parto con recién nacido vivo que aquellos que utilizaron semen eyaculado. Este grupo 

tampoco midió el grado de FAE en los espermatozoides testiculares, por lo que no se 

puede confirmar que los hallazgos estén justificados por una menor FAE.  

En cambio, en los resultados de un ensayo aleatorizado y controlado presentado como 

comunicación en la ESHRE (Hozain M. et al., 2018) no encontraron una mejora 

significativa de los resultados reproductivos con el uso de espermatozoides testiculares. 

Aunque un número elevado de parejas con FAE>20% fueron asignadas aleatoriamente al 

grupo T-ICSI (n=53) o E-ICSI (n=58), el nivel de FAE en ambos tipos de 

espermatozoides fue similar, 26,7% en los testiculares y  23,8% en los eyaculados 

(p=0.7); la  tasa de fecundación y de llegada a blastocisto fue más alta en el grupo E-ICSI, 

pero estos resultados están sesgados porque se hicieron más transferencias en día 3 en el 

grupo T-ICSI que en el E-ICSI, por lo que se desconoce el resultado de estos embriones. 

Pese a ello, las tasas de gestación, gestación evolutiva y aborto fueron comparables entre 

ambos grupos, no encontrándose ninguna diferencia significativa, por lo que los 

embriones del grupo T-ICSI presentaron el mismo potencial evolutivo e implantatorio.  

Estos resultados revalidan que esta estrategia clínica supone un beneficio principalmente 

para los varones con elevada FAE en el eyaculado y malos parámetros seminales más que 

en los pacientes con una calidad seminal normal y/o baja FAE. Podemos decir que la 

causa de esta premisa se sustenta en que los espermatozoides testiculares tienen la 

cromatina menos dañada que los procedentes del eyaculado, lo que favorecería la 

obtención de embriones de mejor calidad y por tanto, con más probabilidades de dar lugar 

a un recién nacido vivo.  
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Cabe destacar que todos los estudios realizados hasta la fecha, a pesar de los resultados 

relevantes, son de tipo observacional, y se realizaron o bien en dos grupos de pacientes 

no aleatorizados (S. C. Esteves et al., 2015; Herrero et al., 2019; Pabuccu et al., 2017; J. 

Zhang et al., 2019), lo que podría dar lugar a un sesgo de selección que podría influir en 

los resultados encontrados, ya que en ningún estudio hicieron un análisis ajustado a 

posibles variables de confusión; o bien son de tipo casos-cruzados (Alharbi et al., 2019; 

Arafa et al., 2018; Greco, Scarselli, et al., 2005; Mehta et al., 2015), siendo el ciclo con 

esperma eyaculado el precedente del ciclo con espermatozoides del testículo (ya que el 

fallo de ICSI previo era criterio de inclusión en algunos de ellos). Con este método los 

pacientes sirven como su propio control, reduciendo los posibles factores de confusión 

aunque el paso del tiempo entre un ciclo y otro puede afectar a la calidad ovocitaria. Por 

el contrario, para este estudio realizamos una asignación aleatoria de los ovocitos de una 

misma paciente para ser inseminados por cada tipo de espermatozoide, generando dos 

grupos de estudio para cada paciente, controlando así todos los posibles sesgos que 

existan entre diferentes parejas. Este diseño experimental no se ha realizado nunca hasta 

ahora, y de este modo podemos evaluar el efecto del origen del espermatozoide 

estandarizando el resto de variables clínicas que pudieran influenciar en los resultados 

clínicos. Además, la evaluación de los embriones en cultivo embrionario y la selección 

de los mejores para la transferencia se realizó en ciego, ya que el personal de laboratorio, 

menos una persona, desconocían a qué grupo pertenecía cada embrión.  

Por último, una forma de confirmar los hallazgos clínicos encontrados en la comunidad 

científica es mediante un metaanálisis. Para ello, realizamos una búsqueda por diferentes 

plataformas para encontrar todos los estudios que hayan evaluado esta estrategia clínica. 

Aquellos estudios que cumplieron con nuestros criterios de inclusión y que se realizaron 

en una población similar a la nuestra fueron incluidos. Hasta la fecha existen dos 

revisiones sistemáticas y metaanálisis que resumen la evidencia actualmente disponible 

sobre la T-ICSI en hombres con alta FAE en semen eyaculado (S. C. Esteves et al., 2015; 

Yu et al., 2021). Nosotros hemos tomado como punto de referencia para incluir estudios 

con los mismos criterios de inclusión la realizada por S. C. Esteves, Roque, et al., (2017) 

y hemos aumentado el número de estudios que incluyeron desde que se realizó para 

incrementar la potencia estadística y consolidar los resultados hallados. El metaanálisis 

realizado por Yu et al., (2021) difiere un poco en los estudios incluidos y por tanto en las 

poblaciones evaluadas; incluyeron estudios en los que la población de estudio había 



113 

 

tenido al menos un fallo de ICSI previo, estableciendo un subgrupo con elevada FAE en 

el eyaculado  y otro subgrupo de varones no seleccionados, es decir, estudios en los que 

el cambio a T-ICSI no fue basado en tener una elevada FAE y los varones podrían tener 

parámetros seminales normales o anormales.  

La población objeto de nuestro estudio son varones con elevada FAE en el eyaculado que 

se someten a un T-ICSI con la premisa de que el espermatozoides testiculares presenta 

menor grado de daño en su genoma y por tanto, su uso supondrá una mejora en sus 

resultados clínicos. Por ello, en primer lugar comprobamos la diferencia en el nivel de 

fragmentación del ADN entre los espermatozoides del testículo y los del eyaculado en 

547 muestras de espermatozoides de estos varones. Hemos encontrado un tasa 

significativamente menor de FAE a nivel testicular que en los espermatozoides del 

eyaculado. Sin embargo, el análisis global denota una alta heterogeneidad entre los 

estudios incluidos, que puede derivar de las diferentes técnicas utilizadas para medir la 

FAE y la diversidad en las poblaciones estudiada. Por ello, se realizó un sub-análisis en 

función de las técnias empleadas. En este caso, el tamaño del efecto es similar entre las 

técnicas TUNEL y SCD, pero en ambos subgrupos encontramos una FAE 

significativamente menor en los espermatozoides testiculares, pero cabe destacar que 

continúa existiendo una alta heterogeneidad en las mediciones realizadas con SCD.  

Además, el análisis funnel plot revela cierto sesgo de publicación al no haber incluido 

estudios más pequeños en el análisis, ya que casi todos se concentran en la misma área. 

No obstante, la disparidad en los resultados puede deberse a que el ensayo TUNEL mide 

las roturas en el ADN de manera directa, mientras que la SCD lo hace indirectamente 

mediante la desnaturalización del ADN, por lo que los resultados medidos mediante 

diferentes pruebas no deberían ser comparables. También puede estar influyendo la 

inclusión de los pacientes para cada estudio, ya que existe mucha controversia sobre el 

umbral que debe adoptarse clínicamente para indicar una FAE elevada, ya que entre los 

estudios incluidos encontramos valores desde el 7% (Mehta et al., 2015), 15% (Greco, 

Scarselli, et al., 2005),  y 30% (S. C. Esteves et al., 2015; Moskovtsev et al., 2012, y en 

el nuestro) como FAE alta.  

Por otra parte, analizamos el efecto del cambio de espermatozoide sobre las tasas clínicas 

de fecundación, gestación clínica, aborto y recién nacido vivo. En este caso, también 

realizamos un análisis del efecto global y para reducir la heterogeneidad presente, 

establecimos dos subgrupos en base a dos características principales de la población de 



114 

 

los estudios incluidos: parámetros seminales alterados (oligozoospermia) pero sin fallos 

previos de ICSI, o parámetros seminales normales (normozoospermia) y fallos previos de 

ICSI, pero todos ellos con FAE elevada.  

El análisis muestra una tendencia a tasas de fecundación más bajas con la T-ICSI, aunque 

esta diferencia no fue estadísticamente significativa (al igual que S. C. Esteves, Roque, et 

al., 2017). Tras el análisis por subgrupos, la heterogeneidad se disminiye a cero en el 

grupo oligozoospermia y no fallos de ICSI, lo cual indica que la división en estos grupos 

es un buen acercamiento estadístico para interpretar los resultados obtenidos. En este 

caso, en el primer grupo el cambio a espermatozoides testiculares no favorece la tasa de 

fecundación; en cambio, en el grupo normozoospérmico con fallos de ICSI no existe esta 

asociación, encontrando resultados más dispares entre los estudios incluidos, y sin 

diferencias significativas en la tasa de fecundación. Tampoco encontraron una relación 

significativa en Yu et al., (2021) en la tasa de fecundación de los dos subgrupos con una 

heterogeneidad nula. 

En cambio, hallamos una mejora significativa en la tasa de gestación clínica con el uso 

de espermatozoides testiculares, tanto en la población en general como cuando lo 

analizamos por subgrupos, siendo el efecto más pronunciado en los varones con fallos de 

ICSI que en los oligozoospérmicos (lo que está de acuerdo con el hallazgo de S. C. 

Esteves et al., 2015). En concordancia, también se encontró una probabilidad de gestación 

mayor con el uso de espermatozoides testiculares en Yu et al., (2021), siendo este efecto 

más evidente en la población que tiene alta FAE y fallos de ICSI. En cambio, esta 

asociación no fue significativa en varones no seleccionados. En nuestro caso, la 

heterogeneidad es baja en el análisis global y en el análisis del subgrupo de varones 

normozoospérmicos y con fallos de ICSI, no siendo así en el grupo de oligozoospérmicos, 

aunque este valor I2 no es muy alto. Esta consecuencia podría derivar de la falta de 

diversidad en los estudios incluidos tal y como se observa en el gráfico funnel, ya que en 

este caso son solo dos y pueden existir más sesgos clínicos, frente a los del otro subgrupo 

que son cinco.  

El uso de espermatozoides testiculares también se asoció con una menor riesgo de aborto 

en parejas con elevada FAE, encontrandose una diferencia estadísticamente significativa, 

además con una heterogeneidad igual a cero, lo que fortaleze el resultado hallado. En este 

caso, el tamaño del efecto es similar para ambos subgrupos, pero de nuevo es el subgrupo 
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de varones con oligozoospermia el que presenta heterogeneidad, que puede derivar de 

sesgos internos en los dos estudios incluidos en esta sección.  

Finalmente, de acuerdo con los resultados hallados anteriormente, el uso de 

espermatozoides testiculares también favorece significativamente la tasa de recién nacido 

vivo en esta población. En este caso, en el subgrupo de varones con oligozoospermia la 

heterogeneidad que presenta es nula y el uso de espermatozoides testiculares aumenta 

significativamente las probabilidades de recién nacido. Por el contrario, en el subgrupo 

de varones normozoospérmicos y fallos repetidos de ICSI el efecto es aún mayor pero de 

manera no significativa, lo que puede estar relacionado con la heterogeneidad que 

presenta esta comparación. Del mismo modo, en Yu et al., (2021) encontraron que la tasa 

de recién nacido vivo incrementa significativamente con el uso de espermatozoides 

testiculares, pero en particular este efecto se evidenció en el subgrupo de varones con alta 

FAE y no en varones no seleccionados, aunque este análisis presentó alta heterogeneidad 

seguramente debida a algún sesgo en los estudios de este subgrupo.  

Estos resultados aportan pruebas directas de que la utilización de espermatozoides 

extraídos del testículo en casos de FAE elevada con semen eyaculado puede aumentar la 

probabilidad de seleccionar espermatozoides con menor daño en el ADN para la ICSI, 

siendo el efecto más notorio en varones con fallos previos de ICSI que con 

oligozoospermia. Dado que la fecundación de un ovocito por un espermatozoide testicular 

con la cromatina menos dañada puede mejorar las posibilidades de obtener un embrión 

con el genoma intacto, también puede aumentar la probabilidad de embarazo y de nacidos 

vivos. 

Consideraciones finales  

Existen numerosos estudios que comparan los resultados reproductivos de ciclos con 

espermatozoides testiculares frente al eyaculado para la ICSI en varones sin azoospermia, 

bien sea por una elevada fragmentación del ADN de los espermatozoides del eyaculado 

o por infertilidad masculina severa, factores relacionados con peores tasas clínicas, y por 

tanto, peor pronóstico reproductivo.  

La evidencia actual sostiene que la tasa de embarazo incrementa y se reduce la tasa de 

aborto, aumentando la probabilidad de recién nacido vivo, con el uso de espermatozoides 

testiculares. En principio, los datos podrían considerarse suficientes para justificar su uso 
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en estos pacientes para lograr mejores resultados de ICSI. Sin embargo, es importante 

considerar qué tipo de pacientes son los más beneficiados de esta estrategia ya que implica 

una intervención quirúrgica como es una biopsia testicular.  

La biopsia testicular, como la TESE/TESA, conlleva una intervención quirúrgica que 

puede tener complicaciones. Se han descrito complicaciones durante o después de la 

intervención como dolor, inflamación, hematomas o infecciones (Zini et al., 2017) que 

pueden derivar en una alteración de la función testicular momentánea o duradera, y 

pudiendo desencadenar deterioro de la función testicular o hipogonadismo (Eliveld et al., 

2018). Aunque se trate de varones con función espermática normal y la tasa de 

recuperación espermática tras la biopsia sea alta, los pacientes deben tener conocimiento 

de los riesgos asociados al optar por una intervención testicular teniendo espermatozoides 

en el eyaculado. 

Además, existen datos controvertidos sobre el aumento en la tasa de aneuploidía en los 

espermatozoides procedentes del testículo y en casos de infertilidad masculina severa. 

También se ha documentado una correlación entre la FAE y la presencia de aneuploidías 

cromosómicas, aunque pudiera ser que errores en la meiosis de los espermatozoides 

relacionados con las aneuploidías cromosómicas serían las causantes de las roturas en el 

ADN (Muriel et al., 2007; Vendrell et al., 2014). De todas formas, si bien nosotros 

hayamos observado de manera retrospectiva y prospectiva la misma proporción de 

embriones euploides en los ciclos de ICSI con esperma eyaculado como con 

espermatozoides testiculares, la evidencia es aún insuficiente y se debería explorar este 

hecho con estudios bien diseñados y de mayor tamaño muestral, ya que nuestros 

resultados están obtenidos en pequeños grupos de pacientes. Mientras tanto, las parejas 

que opten por este tratamiento deben ser asesoradas adecuadamente por sus clínicos, 

siendo altamente recomendable realizar un PGT-A a los embriones generados con el 

objetivo de aumentar la seguridad del tratamiento al transferir embriones 

cromosómicamente normales. Este procedimiento incrementaría el coste total del 

tratamiento, por lo tanto, los pacientes deberían ser aconsejados convenientemente 

valorando el coste-beneficio de ello con el fin de obtener un bebé sano en casa. 

Por lo cual, es muy importante identificar la población diana a la que ofrecer esta 

estrategia clínica. Los estudios realizados hasta ahora son en su mayoría observacionales, 

y algunos de ellos tienen diseño de casos-cruzados, en los que el paciente actúa como su 

propio control, lo que limita la validez de los resultados obtenidos. En base a los 
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metaanálisis realizados, estudios de máxima evidencia científica, los pacientes que más 

ventajas obtendrían del cambio a espermatozoides testiculares serían aquellos que tengan 

una FAE en el esperma eyaculado elevada e intentos previos de ICSI fallidos, aunque 

aquellos con oligozoospermia y elevada FAE también mejorarían sus resultados clínicos.   

No obstante, cabe resaltar que la dificultad para encontrar resultados concluyentes 

proviene de la heterogeneidad en estos estudios en general, ya que presentan diferentes 

diseños, poblaciones de estudio diversas respecto a su grado de infertilidad masculina, 

número de ciclos de ICSI previos fallidos, edad de la mujer, los protocolos utilizados para 

la estimulación ovárica, y el método para medir la FAE empleado. Existen numerosas 

pruebas para medir la FAE, y la metodología que emplean y la forma de medir las roturas 

difiere entre ellas. Además, no existe un acuerdo entre los clínicos para establecer un 

valor umbral de FAE patológico correlacionado con malos resultados reproductivos, por 

lo tanto, es muy diferente el punto de corte establecido como FAE alta en los sujetos de 

cada estudio publicado, aunque la mayoría la reconozca a partir del 30%. En nuestro caso, 

la mejora en los resultados clínicos se ha evaluado en varones con una FAE superior al 

30% por SCD, pero no podemos asegurar que se encontrará el mismo resultado clínico si 

la FAE fuese más baja, o si hubiese sido medida mediante otro método.  

Además, para este estudio no fue determinante el factor causante de la fragmentación en 

los pacientes para su inclusión, ya que la limitación era simplemente tener una FAE>30%. 

Entre los diferentes factores desencadenantes de FAE, algunos de ellos, sobre todo los 

post-testiculares, pueden ser modificables en un intento de reducir sus niveles, tal y como 

es el tabaquismo, el varicocele, o la presencia de infecciones que aumentan los niveles de 

EO. Ante el diagnóstico de elevada FAE y su posible etiología, existen diferentes 

mecanismos de actuación con el objetivo de disminuir el porcentaje de espermatozoides 

con la cromatina dañada en el eyaculado antes de optar por una intervención quirúrgica 

como es una biopsia testicular (Agarwal, Cho, et al., 2016; Agarwal et al., 2014; Majzoub 

et al., 2017; Romano et al., 2023; Roque & Esteves, 2018). Sin embargo, el tiempo 

requerido para ello puede ser largo o que el resultado de la terapia no sea el adecuado, 

utilizando espermatozoides con elevada FAE para el tratamiento. Aunque para obtener 

espermatozoides testiculares sea necesario una intervención, ante la evidencia 

encontrada, sabemos que estos espermatozoides presentan menor daño cromosómico que 

los del eyaculado, lo que mejora el pronóstico reproductivo de estos pacientes.  
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También es importante conocer el efecto del tiempo de abstinencia en los niveles de FAE 

a la hora de obtener la muestra para la TRA. Periodos más cortos parecen estar 

relacionados con menor FAE y diversos estudios han hallado una mejora de los resultados 

clínicos (Agarwal, Gupta, et al., 2016; Marshburn et al., 2010; Sánchez-Martín et al., 

2013) En nuestro caso, recomendamos a nuestros pacientes realizar la recogida de la 

muestra con un periodo de abstinencia de entre 2-5 días, siguiendo el procotolo clínico. 

Tal vez, la recomendación de dejar uno o dos días de abstinencia a la hora de recoger la 

muestra hubiera resultado en niveles de FAE más bajos en el eyaculado, no siendo tan 

notoria la diferencia en la FAE entre ambos tipos de espermatozoides. Sería conveniente 

considerarlo en el futuro.  

Tampoco podemos olvidar el papel determinante del ovocito en el éxito reproductivo, ya 

que se ha observado que la capacidad reparadora de las roturas en el ADN depende en 

gran medida de la edad ovocitaria y su calidad (Horta et al., 2020; Meseguer et al., 2011), 

por lo tanto, el efecto que pueda tener el espermatozoide con la cromatina dañada en el 

desarrollo embrionario posterior también va a variar en función de la competencia 

ovocitaria. También juega un papel determinante la edad de la mujer en la ploidía 

embrionaria (Mikwar et al., 2020; Pellestor et al., 2006), por lo que los beneficios 

encontrados de esta estrategia podrían verse menoscabados en poblaciones femeninas 

más añosas, ya que en este estudio se han incluido mujeres jóvenes con buena respuesta 

ovárica. En la decisión de cambiar a espermatozoides testiculares se debería considerar 

el número de ovocitos a recuperar, ya que la combinación de un número bajo de ovocitos 

por edad avanzada y/o mala calidad ovocitaria podría reducir las tasas de fecundación y 

poner en peligro la posibilidades de disponer de embriones para la transferencia. 
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Tras el análisis de los resultados obtenidos en esta tesis podemos concluir que en varones 

con una FAE en el eyaculado mayor al 30%, oligozoospermia y/o fallos de ICSI previos: 

o La tasa de euploidía embrionaria no aumenta por el uso de espermatozoides 

testiculares, sino que es comparable a la tasa obtenida con espermatozoides del 

eyaculado. Sin embargo, son necesarios más estudios con tamaños muestrales 

mayores que confirmen este hallazgo. 

 

o El nivel de fragmentación del ADN de los espermatozoides testiculares es menor 

que en los espermatozoides procedentes del eyaculado.  

 

o Aunque los espermatozoides testiculares tengan una tasa de fecundación 

ligeramente más baja, esto no afecta al desarrollo de los embriones en cultivo, 

obteniendo tasas de llegada a blastocisto similares a los embriones de esperma 

eyaculado. No obstante, se obtuvo una proporción de blastocistos de buena 

calidad mayor con el uso de espermatozoides testiculares.  

 

o La tasa de gestación parece ser superior con el uso de espermatozoides testiculares 

tras la transferencia de un blastocisto euploide, aunque se requiere de ampliar el 

tamaño muestral para confirmar una diferencia estadísticamente significativa.  

 

o Específicamente, el cambio a espermatozoides testiculares para la ICSI en sujetos 

con elevada FAE en el eyaculado y fallos previos de ICSI favorece 

significativamente las probabilidades de tener un embarazo evolutivo y un bebé 

en casa, al tiempo que reduce las probabilidades de aborto.  
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ANEXO 

Figura suplementaria 1. Esquema para la evaluación embriones in vitro según los 

criterios establecidos por la Asociación para el Estudio de la Biología de la Reproducción 

(ASEBIR) en el segundo y tercer día del desarrollo embrionario. 
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Figura suplementaria 2. Esquema para la evaluación de embriones in vitro según los 

criterios establecidos por la asociación para el Estudio de la Biología de la Reproducción 

(ASEBIR) en el cuarto día del desarrollo embrionario.   
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Figura suplementaria 3. Esquema para la evaluación de embriones in vitro según los 

criterios establecidos por la Asociación para el Estudio de la Biología de la Reproducción 

(ASEBIR) en el quinto día del desarrollo embrionario.  
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Figura suplementaria 4. Esquema del procedimiento de reclutamiento y planificación 

del ciclo de ICSI en el cual se microinyectaron los ovocitos de manera aleatorizada con 

espermatozoides testiculares (T-ICSI) y con espermatozoides del eyaculado (E-ICSI). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: ADN: ácido desoxirribonucleico: ICSI: inyección intracitoplasmática de espermatozoides, FISH: Fluorescence 

in situ Hybridization; FAE: fragmentación del ADN espermático; SCD: sperm chromatin dispersion test; PGT-A: 

diagnóstico genético preimplantación de aneuploidías.  
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