
correlación positiva entre la externalización de PS
(AnV) y los marcadores de apoptosis tardía. En la
población estudiada los niveles de externalización
de PS y TUNEL son significativamente superiores
en los casos con teratozoospermia severa (K ≤ 4%)
y edad > 45 años.

Palabras claves. Espermatozoide, apoptosis, morfo-
logía, edad.

Correlation between 
phosphatidylserine externalization
and sperm apoptosis in infertile
men

Summary

The aim of this paper was to correlate and compare
the levels of phosphatidylserine externalization-PS
(early apoptosis), cleaved caspasa-3 (C3A) and DNA
fragmentation (TUNEL) (late apoptotic events) in
seventy two patients with male infertility. To evalua-
te the impact of sperm morphology and age on these
markers, patients were grouped according to their
Kruger morphology index: K ≤ 4% (I), 5% ≤ K ≤
13% (II) and K ≥14% (III), and age:  ≤34 years
(A), between 35 - 45 years (B) and ≥ 46 years (C).
Sperm motile fraction was obtained after two-layer
gradient. Alive spermatozoa were incubated with
Annexin V (AnV) to assess the phosphatidylserine ex-
ternalization. The remaining pellet was fixed and
processed for immunocytochemistry (C3A) and TU-
NEL evaluation. Considering the overall popula-
tion, the levels of AnV, C3A and TUNEL were

Resumen

El presente trabajo pretende evaluar los niveles de
externalización de fosfatidilserina-PS (apoptosis
temprana) y los eventos de apoptosis tardíos (caspa-
sa-3 activa y fragmentación del ADN) en pacientes
con infertilidad masculina. Se evaluaron 72 pa-
cientes para cuantificar los niveles de PS, caspasa-
3 activa (C3A) y fragmentación del ADN (TU-
NEL). Los pacientes fueron agrupados según el cri-
terio de morfología de Kruger en: K ≤ 4% (I), 5%
≤ K ≤ 13% (II) y K ≥ 14% (III). Asi mismo, se
evaluó el impacto de la edad en la población consi-
derándose pacientes ≤ 34 años (A), entre 35-45
años (B) y aquellos ≥ 46 años (C). La fracción mó-
vil de espermatozoides fue obtenida luego de un
gradiente de dos capas. Una fracción del pellet fue
incubada con una alícuota de Anexina V (AnV)
para evaluar la externalización de PS. La fracción
restante fue fijada y procesada para la evaluación
de C3A por inmunocitoquímica y TUNEL. En la
población estudiada los niveles de AnV, C3A y TU-
NEL fueron 19.2%, 10.2% y 17.7%, respectiva-
mente. En los grupos I, II y III los valores promedio
de AnV fueron 24.8%, 17% y 13.3% respectiva-
mente (p<0.05). Los valores de AnV por grupo eta-
rio fueron 15.4% (A), 19% (B) y 29.3% (C)
(p<0.05). Los valores de TUNEL fueron significa-
tivamente superiores tanto en el grupo A (22.2%),
así como en el grupo III (20.3%) (p<0.05). Existe
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Reactivos y anticuerpos

Todos los reactivos fueron obtenidos de Sig-
ma Chemical Co (St Louis, EE.UU.). Por otro la-
do, el anticuerpo primario empleado fue: caspa-
sa-3 activa, un anticuerpo monoclonal específico
para la proteína caspasa-3 activa (anticuerpo mo-
noclonal anti-conejo, dil: 1:100, Cell Signaling
Technology Inc, Massachusetts, EE.UU.). El anti-
cuerpo secundario empleado fue: 594 Anti-cone-
jo (Molecular Probes - Life Technologies, Oregon,
EE.UU.).

Se utilizó el kit (Annexin V-FITC Apoptosis
Kit – Abcam plc, Oregon, EE.UU.) para la de-
tección de externalización de fosfatidilserina, y
el In situ cell death detection kit, fluorescein (Ro-
che Applied Science, Mannheim, Alemania) para
la detección de fragmentación del ADN (TU-
NEL). 
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tos de apoptosis tardíos (caspasa-3 activa y frag-
mentación del ADN) en pacientes con infertili-
dad masculina.

Materiales y métodos

Población

Se evaluaron 72 varones con esterilidad pri-
maria, con edades comprendidas entre 25 a 62
años. Todos los varones considerados para este es-
tudio realizan tratamientos de reproducción asis-
tida de alta complejidad. En la Tabla I se presen-
tan el número de pacientes agrupados según su
edad y el porcentaje de espermatozoides norma-
les (criterio estricto de Kruger). 

19.2%, 10.2% and 17.7% respectively. In groups I,
II and III the average AnV values were 24.8%,
17% and 13.3%, respectively (p <0.05). Concer-
ning to the age of the patients, AnV levels were
15.4% (A), 19% (B) and 29.3% (C) (p <0.05).
TUNEL levels were significantly higher in group A
(22.2%) and group III (20.3%) (p <0.05). There is
positive correlation between PS (AnV) and late
apoptosis markers. The levels of PS and TUNEL we-
re significantly higher in cases with severe teratozoos-
permia (K ≤ 4%) and age ≥ 46 years.

Key words. Spermatozoa, apoptosis, morphology, age.

Introducción

El análisis de la fragmentación del ADN apor-
tó nuevas expectativas en la búsqueda de explica-
ción a las fallas repetidas de FIV-ICSI. Se ha des-
crito la importancia de la estabilidad del núcleo
espermático relacionado al éxito reproductivo en
humanos. Así, el incremento significativo de los
niveles de fragmentación del ADN estaría asocia-
do a bajas tasas de fertilización, implantación em-
brionaria e incremento de abortos.1-7

Tantos factores físicos como metabólicos pue-
den inducir al daño del ADN espermático. Éste
puede ocurrir en la espermatogénesis o durante el
tránsito por el epidídimo.8-11 De igual manera, se
han identificado factores de riesgo asociados al in-
cremento de la fragmentación del ADN, como:
varicocele, criptorquidia, edad avanzada, terato-
zoospermia severa, episodios de fiebre alta, radio y
quimio terapia.12-20 El daño en el ADN puede ser
de simple y/o de doble cadena, y éste ha podido
ser evaluado por diversos métodos, destacando
entre ellos la técnica de TUNEL (deoxynucleo-
tidyl-transferase-mediated-dUTP-nick-end-labe-
ling).7, 21-23

Se ha reportado que la fragmentación del
ADN puede estar asociada a eventos de apoptosis
espermática.16,24-28 Al respecto, se han detectado
marcadores de apoptosis en espermatozoides hu-
manos, como: externalización de fosfatidilserina,
caspasa-3 activa, fragmentación del ADN, etc.29-34

El presente trabajo tiene como objetivo eva-
luar los niveles de expresión y correlación de los
marcadores de apoptosis, externalización de fos-
fatidilserina-PS (apoptosis temprana) y los even-
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Tabla 1. Número de pacientes (N=72) agrupados
según su edad y morfología normal (según criterio de
Kruger).

Agrupados por edad

≤ 34 años (A)

entre 35-45 años (B)

≥ 46 años (C)

Agrupados por morfología normal (Kruger)

K ≤ 4% (I)

5% ≤ K ≤ 13% (II)

K ≥ 14% (III)

Número de pacientes (%)

25 (34.7%)

36 (50.0%)

11 (15.3%)

27 (34.5%)

35 (48.6%)

10 (16.9%)

N total = 72
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Evaluación de la fragmentación del ADN 
(TUNEL) y caspasa-3 activa (C3A)

La restante muestra se fijó en PBS-Formalde-
hído al 2%. Seguidamente fueron lavadas y per-
meabilizadas con metanol frío. Se bloquearon los
sitios inespecíficos con BSA 0,5% en PBS; se agre-
gó el anticuerpo primario anti-C3A. Luego se
agregó el anticuerpo secundario Alexa-Fluor-568
(1:200). Posteriormente, se incubó con la solu-
ción de TUNEL para finalmente lavar y montar
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Figura 2. Patrones observados: 
A) Normal, B) C3A+/TUNEL-, C) C3A+/TUNEL+,
y D) C3A-/TUNEL+.

Preparación de la muestra 

Las muestras fueron evaluadas y sometidas a
separación espermática por gradiente de dos ca-
pas (ISOLATE-Irvine Scientific) según los crite-
rios de la Organización Mundial de la Salud
(WHO, 1999). El pellet obtenido fue lavado con
buffer fosfato pH 7.4.

Evaluación de externalización de 
fosfatidilserina (EPS)  

En una alícuota del pellet obtenido se evaluó
la EPS mediante el Annexin V-FITC Apoptosis Kit.
Brevemente, se lavó la muestra con PBS y el pe-
llet se resuspendió en 500 uL del buffer de pega-
do, se agregó 5 uL de Annexin V-FITC y 5 uL de
Ioduro de propidio (IP) y se incubó por 5 minu-
tos. La detección fue realizada mediante micros-
copía de fluorescencia. Se consideró en el estudio
a los espermatozoides vivos y apoptóticos (IP-
/Anexina V+) más no las células muertas (IP+/A-
nexina V+) (Figura 1). Se contaron 500 esperma-
tozoides.   

con Vectashield H-1.000 (Vector Laboratories). Se
contaron 500 espermatozoides. Los patrones ob-
servados son representados en la Figura 2.

Figura 1. Patrones observados: A) IP-/Anexina V+
y B) IP+/Anexina V+.
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Análisis estadístico

El análisis estadístico se realizó con ANOVA
y correlación de Pearson. Se tomó en cuenta un
p≤0.05 para establecer diferencias significativas.
Se empleó el programa estadístico Statistix 9.0
(2008v).

Resultados

En la población estudiada los niveles de
AnV, C3A y TUNEL fueron 19.2%, 10.2% y
17.7% respectivamente (Figura 3). La correla-
ción entre AnV vs C3A y TUNEL fue de 0.47
y 0.60 (p<0.05).

Cuando los pacientes fueron agrupados se-
gún su edad: ≤ 34 años (A), entre 35-45 años
(B) y ≥ 46 años (C), los valores obtenidos para
AnV, C3A y TUNEL fueron: 14.9 ± 8.8 (A),
18.9 ± 8.8 (B) y 29.5 ± 14.9 (C); 9.3 ± 6.1 (A),
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4.9 (II) y 7.4 ± 5.4 (III); 24.9 ± 11.9 (I), 14.4 ±
7.4 (II) y 9.8 ± 5.5 (III), respectivamente (Figu-
ra 5). Para el grupo I, la correlación entre AnV
vs C3A fue de 0.67 y TUNEL de 0.75. De igual
manera, para el grupo II, la correlación entre
AnV vs C3A fue de 0,63 y TUNEL de 0.73. Fi-
nalmente, para el grupo III, la correlación entre
AnV vs C3A fue de 0.62 y TUNEL de 0.69. To-
das las correlaciones presentaron un p<0.05.
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9.6 ± 5.3 (B) y 14.3 ± 5.8 (C); 13.4 ± 7.1 (A),
18.0 ± 10.2 (B) y 26.5 ± 15.1 (C), respectiva-
mente (Figura 4). Para el grupo A, la correlación
entre AnV vs C3A fue de 0.64 y TUNEL de
0.74. De igual manera, para el grupo B, la co-
rrelación entre AnV vs C3A fue de 0.67 y TU-
NEL de 0.72. Finalmente, para el grupo C, la
correlación entre AnV vs C3A fue de 0.76 y
TUNEL de 0.85, todas las correlaciones presen-
taron un p<0.05.

Cuando los pacientes fueron agrupados se-
gún la morfología normal por el criterio estricto
de Kruger: K ≤ 4% (I), 5% ≤ K ≤ 13% (II) y K
≥ 14% (III), los valores obtenidos para AnV,
C3A y TUNEL fueron: 25.5 ± 11.3 (I), 15.9 ±
9.0 (II) y 13.3 ± 7.6 (III); 12.6 ± 5.5 (I), 9.2 ±

Figura 5. Niveles de AnV, C3A y TUNEL en pacien-
tes agrupados según la morfología espermática por cri-
terio estricto de Kruger (*p<0.05 anexina: I vs II y
III, y **p<0.05 TUNEL: I vs II y III).

Figura 3. Niveles de AnV, C3A y TUNEL en la
población estudiada.

Figura 4. Niveles de AnV, C3A y TUNEL en pacien-
tes agrupados según su edad (*p<0.05 anexina: A vs
B y C, y **p<0.05 TUNEL: A vs B y C).

Discusión

Como se comentó al inicio, varios estudios
han demostrado que los hombres con edad avan-
zada parecen producir más espermatozoides con
daño en el ADN, por ejemplo, fragmentación del
ADN, apoptosis, trastornos en la compactación
de la cromatina, mutaciones genéticas y/o aneu-
ploidías.

Un aumento en la fragmentación del ADN
(demostrado por análisis de TUNEL) ha sido
también vinculado a los pacientes astenoterato-
zoospérmicos (OAT) y con edad avanzada.13,27,35-37

Sin embargo, ninguno de estos estudios encontró
alguna evidencia de un umbral de edad.

Nuestro grupo de trabajo ha venido realizan-
do estudios de investigación a nivel de la apopto-
sis espermática y la fragmentación del ADN en
un gran número de pacientes que realizan trata-
mientos de reproducción asistida de alta comple-
jidad (TRA). En reportes publicados anterior-
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varicocele. Fertil Steril 2009;91(3):831-837.

19. Moskovtsev SI, Willis J, White J, y col. Sperm DNA da-
mage: correlation to severity of semen abnormalities.
Urology 2009;74(4):789-793.

20. Mehdi M, Khantouche L, Ajina M, y col. Detection of
DNA fragmentation in human spermatozoa: correla-
tion with semen parameters. Andrologia 2009;41(6):
383-386.
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22. Boe-Hansen GB, Fedder J, Ersbøll AK, y col. The
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1576-1582.
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mente, se destaca que pacientes con trastornos en
la morfología espermática y con edad avanzada
presentaban mayores niveles de fragmentación
del ADN.38-39

En el presente trabajo se evidenció de manera
prospectiva que la edad (≥ 46 años) y los niveles
de alteración severa en la morfología espermática
(Kruger ≤ 4%) pueden estar asociados a mayores
niveles de fragmentación del ADN, y al mismo
tiempo presentar una correlación positiva con los
niveles de marcadores de apoptosis (externaliza-
ción de la fosfatidilserina y la caspasa-3 activa).

Creemos que la implementación y ejecución
de estas técnicas en relación a este tema podría
significar el surgimiento de una herramienta de
diagnóstico muy eficaz para la evaluación de las
patologías subyacentes. Sin embargo, somos
conscientes de que se necesitan estudios a gran es-
cala en diferentes situaciones clínicas para deter-
minar los efectos del daño en el ADN espermáti-
co en los resultados de los TRA.
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