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ABREVIATURAS

A: Adenina

ABP: Androgen Binding Protein (Proteina fijadora de andrógenos)

ADN: Ácido Desoxiribonucléico 

Alt-NHEJ: Alternative non-homologous end joining (Unión de extremos no homólogos alternativa)

AMH: Hormona antimuleriana

ARN: Ácido Ribonucléico

ATM: Quinasa ataxia telangiectasia-mutada

ATR: Quinasa ataxia telangiectasia relacionada con Rad3

BSA: Bovine Serum Albumin

cAMP: Adenosín monfosfato cíclico

cADN: Cadena complementaria de ADN

CM: Célula mononucleada

c-NHEJ: Canonical/classical non-homologous end joining (Unión de extremos no homólogos clásica)

Cy3: Cyanina 3 (Cianina 3)

DAPI: 4́ ,6-Diamidine-2 -́phenylindole dihydrochloride

Dkc1: Disquerina

EDTA: Ácido etilenodiaminatetraacético

EPC: Edad Paterna de la Concepción

FIM: Factor Inhibidor de Müller

FISH: Flourescence In Situ Hybridation (Hibridacion in situ con fluorescencia)

FIV: Fecundación In Vitro

FSH: Hormona Foliculo Estimulante

G: Guanina

GAPGH: Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa

GnRH: Gonadotrophin-releasing hormone (hormona liberadora de gonadotropina)
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GPC: Glicerofosfocolina

HDR: Reparación dirigida por homología

HT-Q-FISH: High-Throughput Quantification by FISH (Hibridación in situ cuantitativa de alto rendimiento)

hTERT: Human Telomerase Recerse Transcriptase (Telomerasa transcriptasa inversa humana)

ICSI: Inyección intraplasmática

IDF: Index DNA fragmentation (Índice de fragmentación de DNA) 

iPSC: Células madre pluripotentes inducidas

Kb: Kilobase

LH: Hormona Luteneizante

LHRH: Luteinizing Hormone Releasing Hormone (hormona liberadora de hormona luteinizante)

LT: Longitud telomérica

LTE: Longitud telomérica de los espermatozoides

MicroTESE: Micro TEsticular Sperm Extraction (Micro biopsia testicular)

NZ: Normozoospermia

NP: No progresivos

OAZ: Oligoastenozoospermia

OncoTESE: Oncological Testicular Sperm Extraction (Biopsia testicular oncológica)

PARP1: PoliADP-ribosa polimerasa 1

PBS: Phosphate Bufferes Saline (Tampón fosfato salino)

PCR: Polymerase Chain Reaction (Reacción en Cadena de la Polimerasa)

PGC: Primordial Germ Cell (Células Germinales Primordiales)

PKA: Proteinkinasa A

POT1: Protection Of Telomeres 1 (Proteína 1 protectora de telómeros)

PR: Progresivos

ROS: Reactive Oxygen Species

RT-PCR: Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (Reacción en Cadena de la Polimerasa con 
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Transcriptasa Inversa)

SSC: Spermatogonial Stem Cells (Células madre espermatogónicas)

T: Tiamina

TERRA: Telomeric Repeat-containing RNA (ARN que contiene repeticiones teloméricas)

TERC: Componente RNA de Telomerasa

TERT: Telomerase Reverse Transcriptase (Telomerasa transcriptasa inversa)

TESE: TEsticular Sperm Extraction (Biopsia testicular)

TRF1: Telomere Repeat binding Factor 1 (Factor de union a repeticiones teloméricas 1)

TRF2: Telomere Repeat binding Factor 2 (Factor de union a repeticiones teloméricas 2)

TIN2: TRF1-Interacting Nuclear protein 2 (Proteína nuclear 2 que interactúa con TRF1)

TPP1: TIN2 (TRF1-interacting nuclear Protein)-Interacting Protein (Proteina 1 que interactúa con TIN2

RAP1: Repressor/Activator Protein 1 (Proteína 1 represora/activadora)

ZP: Zona Pelúcida
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La definición de salud reproductiva con sus características esenciales que diferencian ésta de los de-

más campos de la salud, fue consensuada en la Conferencia Internacional sobre la población y el Desa-

rrollo del Cairo en 1994 y lo hace en los siguientes términos en sus párrafos 7.2 y 7.3 (1) : 

“La salud reproductiva es un estado general de bienestar físico, mental y social, y no de mera ausencia 

de enfermedades o dolencias, en todos los aspectos relacionados con el sistema reproductivo y sus 

funciones y procesos.

En consecuencia, la salud reproductiva entraña la capacidad de disfrutar de una vida sexual satisfac-

toria y sin riesgos y de procrear, y la libertad para decidir hacerlo o no, cuándo y con qué frecuencia. 

Esta última condición lleva implícito el derecho del hombre y la mujer a obtener información sobre 

planificación familiar y su elección, así como a otros métodos para la regulación de la fecundidad que 

no estén legalmente prohibidos, y acceso a métodos seguros, eficaces, asequibles y aceptables, el de-

recho a recibir servicios adecuados de atención de la salud que permitan los embarazos y los partos 

sin riesgos y den a las parejas las máximas posibilidades de tener hijos sanos. En consonancia con esta 

definición de salud reproductiva, la atención de la salud reproductiva se define como el conjunto de 

métodos, técnicas y servicios que contribuyen a la salud y al bienestar reproductivos al evitar y resolver 

los problemas relacionados con la salud reproductiva. Incluye también la salud sexual, cuyo objetivo es 

el desarrollo de la vida y de las relaciones personales y no meramente el asesoramiento y la atención 

en materia de reproducción y de enfermedades de transmisión sexual”. “La salud reproductiva está 
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fuera del alcance de muchas personas de todo el mundo a causa de factores como: los conocimientos 

insuficientes sobre la sexualidad humana y la información y los servicios insuficientes o de mala cali-

dad en materia de salud reproductiva; la prevalencia de comportamientos sexuales de alto riesgo; las 

prácticas sociales discriminatorias; las actitudes negativas hacia las mujeres y las niñas; y el limitado 

poder de decisión que tienen muchas mujeres respecto de su vida sexual y reproductiva. En la mayoría 

de los países, los adolescentes son particularmente vulnerables a causa de su falta de información y de 

acceso a los servicios pertinentes. Las mujeres y los hombres de más edad tienen problemas especiales 

en materia de salud reproductiva, que no suelen encararse de manera adecuada”. 

La imposibilidad de tener en un hijo, en muchas ocasiones, plantea situaciones difíciles tanto a nivel 

personal como social. Las relaciones de pareja pueden verse afectadas por la imposibilidad de uno de 

los de los miembros para tener hijos, situación que puede provocar sensaciones de culpa o de defecto 

físico en la persona afecta o incluso éstas pueden ser esgrimidas como causa de repudio por el otro 

miembro de la pareja. Una pareja sin hijos en determinadas culturas se ve marginada de eventos religio-

sos o sociales lo que aumenta su aislamiento en la comunidad.

1.1. APARATO REPRODUCTOR MASCULINO

1.1.1. Embriología testicular

Los embriones tempranos poseen un sistema genital indiferenciado que está dotado de las estructuras 

necesarias para desarrollar su sexo. La diferenciación hacia un sexo u otro conlleva el predominio gra-

dual de un componente y la desaparición de otro (3).

El sexo genético o cromosómico se determina en el momento de la fecundación y es el que determina 

que la gónada indiferenciada se convierta en ovario en la mujer y testículo en el hombre. El desarrollo 

de los órganos genitales durante la etapa embrionaria se produce en dos etapas: 

Indiferenciada: idéntica para ambos sexos, se extiende desde la fecundación hasta la 7ª semana en 

embriones masculinos y hasta la 9ª a 10ª en embriones femeninos.

Diferenciada: distintas según el sexo cromosómico del embrión. El cromosoma Y a través del gen SRY 

situado en su brazo corto, es el inductor de la transformación de la gónada indiferenciada a testículo, su 

ausencia conlleva la formación del ovario.

1.1.1.1. Etapa indiferenciada

Las gónadas aparecen inicialmente como un par de eminencias longitudinales, los pliegues o crestas 

genitales o gonadales, que se forman por proliferación del epitelio superficial y la condensación del 

mesénquima subyacente. Las células germinativas primordiales solo aparecen en los pliegues genita-

les desde la sexta semana.
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Las células germinales primordiales se observan en una etapa temprana del desarrollo entre las células 

endodérmicas de la pared del saco vitelino cerca de la alantoides. Emigran por movimientos ameboi-

deos a lo largo del mesenterio dorsal del intestino posterior y llegan a las gónadas primitivas (indife-

renciadas) al comienzo de la quinta semana e invaden las crestas genitales en la sexta semana. Si no 

alcanzan a éstas, las gónadas no se desarrollan.

Por lo tanto, las células germinales primordiales tienen una influencia inductora sobre el desarrollo de 

la gónada en ovario o testículo. Poco antes y durante la llegada de las células germinales primordiales, 

el epitelio de la eminencia genital prolifera y las células epiteliales penetran en el mesénquima sub-

yacente, donde forman cordones de forma irregular, los cordones sexuales primitivos. En embriones 

masculinos y femeninos, los cordones están unidos al epitelio superficial, y en esta etapa es imposible 

diferenciar la gónada masculina y la femenina. En consecuencia, se la llama gónada indiferente.

1.1.1.2. Etapa diferenciada

Si el embrión es genéticamente masculino, las células germinales primordiales tienen una dotación 

de cromosomas sexuales XY. Por influencia del gen SRY localizado en el cromosoma Y, que codifica el 

factor determinante testicular, los cordones sexuales primitivos siguen proliferando y se introducen 

profundamente en la médula gonadal para formar los cordones testiculares o medulares (4,5). Hacia el 

hilio de la glándula, los cordones se disgregan en una red de filamentos celulares diminutos que ulte-

riormente darán origen a los túbulos de la red de Haller o rete testis. Durante el desarrollo ulterior, una 

capa compacta de tejido fibroso, la túnica albugínea, separa a los cordones del testículo de la superficie 

epitelial (6).

En el cuarto mes, los cordones testiculares toman una forma de herradura y sus extremos se continúan 

con los de la rete testis. Los cordones testiculares están compuestos en este momento por células 

germinales primordiales y células de sostén de Sertoli derivadas del epitelio superficial de la glándula, 

debido a la activación del gen SOX9 (7, 8) . Las células intersticiales de Leydig, descritas por primera vez 

en 1850 (9), se desarrollan a partir del mesénquima original de la cresta gonadal y se encuentran entre 

los cordones testiculares. Comienzan a desarrollarse poco después de iniciada la diferenciación de los 

cordones. En la octava semana de desarrollo, las células de Leydig empiezan a producir testosterona 

a partir del colesterol (10, 11), de esta forma, el testículo puede influir entonces en la diferenciación 

sexual de los conductos genitales y de los genitales externos. Los cordones testiculares se mantienen 

macizos hasta la pubertad, cuando se canalizan y dan origen a los túbulos seminíferos. Una vez que se 

ha producido su canalización, estos túbulos se unen a los de la rete testis, los cuales a su vez penetran 

en los conductillos eferentes. Los conductillos eferentes son las porciones remanentes de los túbulos 

excretores del sistema mesonéfrico y actúan como vínculo entre la rete testis y el conducto mesonéfri-

co o de Wolff, que recibe el nombre de conducto deferente (12).
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1.1.1.3. Descenso de los testículos

Para asegurar las mejores condiciones de espermatogénesis, los testículos de la mayoría de los mamí-

feros deben adoptar una posición extracorpórea, lo cual causa un descenso de temperatura de entre 

2 y 4ºC (13). De hecho, en humanos está suficientemente probado que las temperaturas altas en los 

testículos provocan patologías clínicas, incluso de infertilidad, asociada a defectos en la espermatogé-

nesis (14). Al final del segundo mes de vida intrauterina, el testículo y el mesonefros están unidos a la 

pared abdominal posterior por el mesenterio urogenital. Cuando tiene lugar la degeneración del meso-

nefros, la banda de inserción sirve como mesenterio a la gónada. Caudalmente se torna ligamentoso y 

se le denomina ligamento genital caudal. Desde el polo caudal del testículo se extiende también una 

condensación mesenquimatosa rica en matrices extracelulares, el gubernaculum testis. Antes de que 

el testículo descienda, esta banda de mesénquima termina en la región inguinal, entre los músculos 

abdominales oblicuos interno y externo en vías de diferenciación. Más adelante, cuando el testículo co-

mienza a descender al anillo inguinal, se forma la porción extraabdominal del gubernaculum, que crece 

desde la región inguinal hacia las eminencias escrotales (15). En el momento en que el testículo pasa por 

el conducto inguinal, esta porción extra abdominal toma contacto con el piso escrotal (el gubernaculum 

también se forma en la mujer, pero en casos normales mantiene su forma rudimentaria). No están acla-

rados por completo los factores que controlan el descenso del testículo. No obstante, una evaginación 

de la porción extraabdominal del gubernaculum parece producir su migración; el aumento de la presión 

intraabdominal como consecuencia del crecimiento del órgano determinaría su paso por el conducto 

inguinal, y la regresión de la porción extraabdominal del gubernaculum completaría el movimiento de 

los testículos hacia el escroto. El testículo alcanza la región inguinal a las doce semanas de gestación, 

migra a través del conducto inguinal alrededor de las 28 semanas y alcanza el escroto a las 33 semanas.

Este proceso esta mediado por hormonas como los andrógenos y el factor inhibidor de Müller u hor-

mona antimulleriana (FIM/AMH)(16). Durante el descenso, se mantiene la irrigación sanguínea desde la 

aorta y los vasos espermáticos se extienden desde el nivel lumbar de nacimiento hasta el testículo en 

el escroto. El testículo desciende por el anillo inguinal y sobe el borde del pubis hasta llegar al pliegue 

escrotal en el momento del nacimiento. Es cubierto luego por la reflexión de un pliegue del proceso 

vaginal. La capa de peritoneo que cubre el testículo se llama hoja visceral de la túnica vaginal; el resto 

del saco peritoneal forma la hoja parietal de la túnica vaginal (17) (Figura 1).

Figura 1: Descenso testicu-

lar prenatal. A: Pene; B: Cavi-

dad peritoneal; C: Testículo; 

D: Gubernaculum testis; E: 

Canal inguinal; F: Conducto 

deferente.
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1.1.2. Anatomía testicular

Los testículos son los órganos productores de las células germinales masculinas, los espermatozoides. 

Poseen además una función endocrina necesaria para mantener la espermatogénesis y otros procesos 

de la actividad sexual y metabólica.

En número de dos y situados en la bolsa escrotal, tienen forma ovoidea con el eje mayor vertical y su 

polo superior algo dirigido hacia delante. Sus dimensiones promedio son 4-5 cm de longitud, 2-4 cm de 

anchura y 3 cm anteroposterior y un peso que oscila entre 10,5 y 20 g (18,19).

La envoltura externa del testículo llamada túnica albugínea tiene una gran resistencia. En la zona pos-

terior el tejido conjuntivo se condensa y se invagina hacia el interior del testículo formando el medias-

tino testicular o cuerpo de Highmore (18).

Desde el mediastino y de forma radial, parten unos finos tabiques fibrosos o septos interlobulillares que 

contactan con la túnica albugínea en su extremo distal. Esta disposición de tabiques divide el parénquima 

testicular en unos 200 a 300 compartimentos piramidales que reciben el nombre de lobulillos testiculares.

Cada lobulillo contiene en su interior de uno a cuatro túbulos seminíferos que miden entre 150 y 200 

μm de diámetro y unos 30 a 70 cm de longitud. Su disposición es de plegamiento dentro del lobulillo. 

Constituyen la parte exocrina del testículo, conteniendo células de soporte y células germinales. El seg-

mento final de cada túbulo seminífero, situado en el vértice de los lobulillos, se hace menos tortuosos 

y va formando los tubos rectos que son ya la primera parte de la vía excretora (20).

Los tubos rectos se reúnen en la zona septal de la rete testis, estructura tubular revestida de epitelio. 

Esta misma rete testis tiene otras dos porciones, la mediastínica donde pueden desembocar tanto los 

tubos rectos como directamente algunos túbulos seminíferos y la porción extratesticular, en su extremo 

opuesto, donde la estructura tubular forma de 8 a 15 conductos o conos eferentes que se anastomosan 

entre sí para dar lugar al conducto epididimario (21) (Figura 2).

Figura 2: Anatomía del testículo.
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En el seno del tejido conjuntivo de la cara interna de la túnica albugínea y de los espacios peritubulares 

hay vasos arteriales, venosos y linfáticos, así como un grupo de células que constituyen el tejido endo-

crino del testículo, las células de Leydig, que tienen como función la producción de testosterona (22).

La vascularización del testículo se hace principalmente por la arteria espermática o testicular, rama de 

la aorta y se ve complementada por la arteria funicular, rama de la epigástrica y la arteria deferencial, 

rama de la vesical. Las venas procedentes del testículo se agrupan formando un denso conglomerado 

llamado plexo pampiniforme que desemboca en la vena gonadal o espermática. Esta vena en su lado 

derecho desemboca en la vena cava inferior, mientras que en el lado izquierdo lo hace en la vena renal 

ipsilateral. El trayecto más largo y con una desembocadura en ángulo recto de esa vena gonadal, parece 

favorecer la presencia de los varicoceles fisiológicos o no sobre el teste izquierdo. 

El drenaje linfático se realiza hacia los ganglios lateroaórticos desde la bifurcación aórtica hasta el 

pedículo renal.

La inervación testicular tiene dos orígenes el plexo espermático, acompaña a la arteria del mismo nom-

bre y se dirige al testículo y parte del epidídimo y el plexo deferencial que acompaña a su arteria homó-

nima y que solo inerva el epidídimo (18,19).

1.1.3. Fisiología espermática

1.1.3.1 Espermatogénesis

La espermatogénesis es el proceso por el que las células germinales indiferenciadas diploides situadas 

sobre la basal de los túbulos seminíferos, y que reciben el nombre de espermatogonias, van a transfor-

marse en células haploides denominadas espermatozoides.

Se puede dividir en cuatro fases (23): a) la espermatogoniogénesis también denominada fase prolifera-

tiva o de multiplicación. En ésta se produce una proliferación y diferenciación de las células diploides 

del estrato germinal. Estos procesos mantienen el número de células madre maduras  y sobre otras cé-

lulas comienzan un proceso mitótico, en espera de su diferenciación a espermatocitos que son células 

tetraploides; b) la fase de maduración, también llamada de meiosis, que comprende la transformación 

de espermatocitos en células haploides a través de dos procesos de mitosis, uno reduccional o meiosis 

I y otro de mitosis ecuatorial o meiosis II; c) la espermiogénesis o fase posmeiótica en la que se diferen-

cian las espermátides en espermatozoides maduros, y d) la espermiación o vertido de los espermatozoi-

des que se encontraban adheridos a la pared del túbulo seminífero a la luz del mismo (23). 

Podemos encontrar casi veinte tipos celulares según el estadio de la espermatogénesis (24). Durante 

la fase de proliferativa diferenciamos las células madre germinales espermatogonias Ad que son las 

células madre de reserva con bajo índice mitótico, las espermatogonias Ad con sus cuatro subtipos de 

A1 a A4, también denominadas células madre renovadas, con mayor índice mitótico, al igual que las 
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espermatogonias intermedias y finalmente las espermatogonias B. La fase de maduración comienza 

con la aparición de los espermatocitos primarios diploides en cromosomas (2N) y tetraploides en ADN 

(4C), a continuación, se diferencian en secundarios, que ya son haploides (1N) con dos cromátidas her-

manas (2C). Finalmente se diferencian en espermátidas con un número haploide de cromosomas (1N) y 

haploide de ADN (1C). En la fase de espermiogénesis no se produce división de celular sólo una trans-

formación de células redondas en elongadas con desarrollo de acrosoma y flagelo. Según el estadio se 

las ha denominado Sa1, Sa2, Sb1, Sb2, Sc1, Sc2, Sd1 y Sd2 (25). Finalmente, el espermatozoide maduro 

se forma, se rompen las uniones que lo mantienen adherido a la célula de Sertoli y se expulsa a luz 

tubular (Figura 3).

Figura 3: Anatomía Esquema de la espermatogénesis. Ad: Espermatogonias oscuras, Ap: Espermatogonias pale, Sg I: Espermatogonia 

intermedia, Sg B: Espermatogonia B, SC1: Espermatocitos primarios, SC2: Espermatocitos secundarios, SR: Espermátides redondas, 

ES: espermátides alargadas, SPTZ: Espermatozoides. En el proceso total de la espermatogénesis se liberan a la luz tubular 16 esper-

mátides elongadas provenientes de cada espermatogonia tipo Ap a través de sucesivas divisiones mitóticas y meióticas.  (Elaboración 

propia Carlos Balmori).

El flujo celular en la pared de los túbulos seminíferos no es sincrónico. Cada segmento de túbulo en un 

momento dado y de manera espiral se encuentra en una fase del proceso de la espermatogénesis. Se 

han descrito seis estadios atendiendo a la agrupación celular que encontramos si realizamos un corte 

histológico de un túbulo seminífero. El paso de estadio I a VI se produce en unos 16 días. Para la diferen-

ciación total desde espermatogonia a espermatozoide se precisan 4,5 ciclos por lo que el tiempo total 

del proceso de la espermatogénesis se estima en 72-74 días para la especie humana (26).
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1.1.3.2. MADURACIÓN DEL ESPERMATOZOIDE EN EL EPIDÍDIMO

El espermatozoide permanece en el epidídimo entre los 2 y 11 días dependiendo de la actividad eyacu-

latoria del individuo (26). A pesar del que el epidídimo presenta una estructura de aspecto homogéneo 

y una formación tubular continua, su formación está codificada por diferentes genes que condicionan 

el desarrollo de zonas diferenciadas dentro del mismo (27,28).

A lo largo de la luz de los túbulos epididimarios encontramos células principales, estrechas, claras, 

basales, linfocitos (células halo), dendríticas en distintas proporciones y tamaños, así por ejemplo en-

contramos células principales, basales y claras en todo el epidídimo y estrechas sólo en la cabeza (29). 

Todo ello confiere diferentes funciones: en la cabeza y cuerpo se producen actividades de maduración 

espermática y la región de la cola es fundamentalmente un reservorio espermático (29).

Los cambios que se producen en los espermatozoides comprenden modificación de la composición de 

los fosfolípidos de membrana y la cantidad de colesterol en proporción a los fosfolípidos, incrementos 

de las uniones disulfuro y de la carga negativa de superficie, expresión de antígenos de superficie y la 

modificación, eliminación y adición de proteínas de superficie (29). Acompañando a los espermatozoi-

des durante su trayecto epididimario se encuentra el fluido seminal que depende de la resorción de 

agua por un mecanismo estrógeno dependiente y de la absorción de iones de Na+ y de la secreción 

de múltiples proteínas y compuestos como L-Carnitina, mioinositol y glicerofosfocolina (GPC). Éstas 

últimas moléculas parece que tienen una gran importancia en la fase de almacenamiento del esperma-

tozoide (30).  Por otra parte, en el epidídimo se produce una acidificación del pH y disminución de la 

concentración de bicarbonato que permite el estado necesario de latencia del espermatozoide durante 

su estancia epididimaria (30). La capacidad de motilidad del espermatozoide se consigue por la produc-

ción intracelular de ATP y cambios intracelulares de pH, Ca2+, adenosín monofosfato cíclico (cAMP) y de 

la actividad de la proteína fosfatasa PP1g2 sin embargo, el movimiento no es funcional hasta después 

de la eyaculación (31,32).

1.1.3.3. CAPACITACIÓN DEL ESPERMATOZOIDE

Los espermatozoides ascienden desde la vagina al útero a través del cuello uterino. Las concentracio-

nes de bicarbonato aumentan a medida que los espermatozoides se acercan a las trompas de Falopio y 

más en el momento de la ovulación. Esto cambia el medio ácido en el que se encontraba el espermato-

zoide como describimos en la maduración epididimaria.  La enzima adenilciclasa soluble interviene en 

la producción de cAMP, que a su vez activa la proetinkinasa A (PKA). La membrana plasmática se deses-

tabiliza cada vez más debido a la codificación de fosfolípidos mediada por la actividad PKA y permite 

la migración del colesterol a la región apical de la cabeza espermática. El proceso conocido como flujo 

de colesterol genera una salida de éste, modulando los niveles intracelulares de calcio y bicarbonato, 

además de producir la formación de unas balsas lipídicas que contendrán las proteínas necesarias para 

la unión a la zona pelúcida (ZP) y promover la reacción acrosómica (33). Un evento posterior de acción 
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de PKA  en la capacitación es el aumento en la fosforilación de proteínas con residuos de tirosina, lo que 

lleva a una modificación de las proteínas asociadas con la fertilización. La hiperactivación es un evento 

dependiente de calcio, a través de unos canales específicos conocidos como CatSper, que estimulan la 

motilidad propulsora requerida para la unión a la ZP (34). Al entrar en contacto con la zona, los esper-

matozoides se someten a la reacción acrosómica, otro proceso dependiente del calcio que permite la 

liberación del contenido acrosómico, compuesto por enzimas hidrolíticas como la acrosina y la hialuro-

nidasa que degradan la capa de glucoproteína de la ZP (35). Esta etapa final conduce al contacto entre 

el espermatozoide y el oolemma, y así se logra la fertilización (36).

1.1.3.4. REGULACIÓN NEUROENDOCRINA

El eje hipotálamo-hipofisario-testicular es el encargado de regular la función reproductora de los ma-

míferos, en una doble vertiente, la de asegurar la potencia sexual y la fertilidad. Constituye un complejo 

mecanismo de autorregulación (bio-feedback) cuyos objetivos principales son: producir el desarrollo 

sexual, mantener la función sexual en el adulto y regular la función espermática.

El hipotálamo, estructura cerebral integradora entre el sistema nervioso y endocrino, segrega polipép-

tidos que, cada uno de ellos, estimulan la producción de una sola hormona hipofisaria, excepto el po-

lipéptido conocido como hormona liberadora de gonadotropinas, también denominado GnRH o LHRH, 

que induce la producción de dos hormonas en la hipófisis, las gonadotropinas FSH y LH. La producción 

de las gonadotropinas en la adenohipófisis responde a los pulsos de GnRH (37). Los niveles elevados y 

continuos de FSH y LH producirán una retroalimentación negativa sobre su liberación. La acción de las 

gonadotropinas se desarrolla en el testículo al que llegan por el torrente sanguíneo (38).

La secreción de LH comienza después de la pubertad, en un principio con elevaciones nocturnas más 

notables, que se van equilibrando a lo largo del día conforme se avanza en edad. La acción de la LH se 

produce a través de los receptores situados en las células de Leydig sintetizando testosterona. Por su 

parte la FSH también actuará en las células de Sertoli estimulando la producción de otras hormonas 

como la inhibina, estrógenos, activina y folistatina (39,40). La acción conjunta de testosterona y FSH 

promueve la espermatogénesis, entre otras acciones necesarias como son la producción de proteína 

fijadora de andrógenos (ABP). Los mecanismos de retroalimentación negativa permiten un autocontrol 

por parte de las sustancias secretadas por el testículo sobre los niveles de gonadotropinas. Así, la tes-

tosterona y en menor grado los estrógenos en el varón inhiben a dos niveles el eje gonadal, por una 

parte, frenando la secreción hipofisaria de gonadotropinas y por otra, disminuyendo los pulsos de GnRH 

en el hipotálamo. La propia espermatogénesis, a través de la inhibina, frena la producción de FSH (23) 

(Figura 4). 
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Figura 4: Eje hipotálamo-hipofisario-testicular: La secreción de GnRH por las células nerviosas hipotalámicas llegan a la adeno-

hipófisis a través del sistema portal para estimular la producción de LH y FSH. La LH actúa sobre las células de Leydig testiculares 

activando la producción de testosterona. La FSH sobre las células de Sertoli de la pared tubular estimula la actividad nuclear necesa-

ria para la espermatogénesis por medio de la dihidrotestosterona, metabolito activo producido por la acción de la 5 alfa reductasa 

sobre la testosterona. En las mismas células de Sertoli se produce la inhibina en relación directa con la concentración espermática. 

La inhibina frena el estímulo de la FSH hipofisaria para autorregular la producción espermática. (elaboración propia Carlos Balmori).
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1.2. INFERTILIDAD

1.2.1. DEFINICIÓN DE INFERTILIDAD

Los términos infertilidad, esterilidad e infecundidad, a menudo, se usan indistintamente, sin tener en 

cuenta la definición precisa. Además, las definiciones de estos términos pueden diferir sustancialmente 

entre el uso demográfico, médico y entre los idiomas. En 2006, el Comité Internacional para la Monitori-

zación de las Tecnologías de Reproducción Asistisa (ICMART por sus siglas en inglés International Com-

mitte for Monitoring Assisted Reproductive Technologies) publicó un primer glosario de 53 términos y 

definiciones sobre fertilidad e infertilidad (41). En 2009, ICMART junto con la Organización Mundial de 

la Salud (OMS) publicaron una versión revisada ampliada a 87 términos, que definía la infertilidad como 

una enfermedad del sistema reproductivo y una mayor estandarización de la terminología del trata-

miento de fertilidad (42). Fue traducida a varios idiomas, entre ellos el español (43). Finalmente en 2015, 

ICMART en colaboración con las siguientes asociaciones: American Society for Reproductive Medicine 

(ASRM), European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE), International Federation 

of Fertility Societies (IFFS), March of Dimes (MOD), African Fertility Society (AFS), Groupe Inter-africain 

d’Etude de Recherche et d’Application sur la Fertilité (GIERAF), Asian Pacific Initiative on Reproduction 

(ASPIRE), Middle East Fertility Society (MEFS), Red Latinoamericana de Reproducción Asistida (REDLA-

RA) y la International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO), realizan una revisión de la termi-

nología, consensuando 283 términos (44).

La definición de infertilidad según el este glosario de términos y admitido por la Organización Mundial 

de la Salud (OMS) es la siguiente: “Una enfermedad caracterizada por la imposibilidad de establecer un 

embarazo clínico después de 12 meses de relaciones sexuales regulares sin protección o debido a un 

deterioro de la capacidad de una persona para reproducirse como individuo o con su pareja. Las inter-

venciones de fertilidad pueden iniciarse en menos de 1 año según los antecedentes médicos, sexuales 

y reproductivos, la edad, los hallazgos físicos y las pruebas de diagnóstico. La infertilidad es una enfer-

medad, que genera discapacidad como un deterioro de la función” (44).

1.2.2. INFERTILIDAD MASCULINA

1.2.2.1 Concepto

Realmente no hay una definición de lo que se considera infertilidad masculina. 

Hoy en día se considera que un varón es infértil si el estudio de la pareja es rigurosamente normal y la 

calidad del seminograma no se ajusta a lo que estadísticamente se considera como normal según la OMS 

(45). No obstante, se están buscando otros parámetros, como puede ser la fragmentación del DNA de 

espermatozoides, que puedan explicar cómo el factor masculino está causando infertilidad (46) (Tabla1). 
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Tabla 1. Criterios de interpretación del seminograma según WHO y la denominación de los hallazgos pato-

lógicos.

PARÁMETRO VALORES DENOMINACIÓN

Concentración (M/ml)
≥20
≥15****

Normal Normozoospermia

Alto Polizoospermia

Bajo Oligozoospermia

Ausencia Azoospermia

Ausencia en fresco y 
presencia en sedimento Criptozoospermia

Recuento total (M/eyaculado)
≥40
≥39

Bajo Oligozoospermia

Motilidad A+B (%)
PR (%)
PR+NP (%)

≥50
≥32****
≥40****

Baja Astenozoospermia

Morfología (% normales)

≥50*
≥30**
≥14***
≥4*****

Baja Teratozoospermia

Aglutinación (%) ≤10

Leucocitos(M/ml) <1 Elevado Leucos, Leucocito o 
Piospermia

(* OMS 1987; ** OMS 1992, *** Kruger (Tygerberg) Criterios estrictos OMS 1999, **** OMS 2010)

1.2.2.2. Prevalencia

La infertilidad afecta a casi una de cada cinco parejas en edad reproductiva, supone entre un 8 y 12% 

de éstas (47). En 2002 más de 186 millones de mujeres en edad reproductiva (de 15 a 49 años) en los 

países en desarrollo (excluyendo China) presentaba infertilidad primaria o secundaria (48). En España 

se hacía una estimación para el año 2020 de una probabilidad de problemas de infertilidad entre un 18 

y 25% de las parejas en edad fértil, lo que supone 18.500 nuevos casos/año (49). No hay datos oficiales 

publicados sobre cual ha sido realmente el porcentaje, pero encuestas en diversos centros de reproduc-

ción estiman que en 2020 ha sido de 1 de cada 4 parejas.

Sharlip (2002), estimó que la infertilidad masculina, como única causa de los problemas de fertilidad 

de una pareja, está entorno al 20-30% (50). Entre un 20-70% de las parejas infértiles tienen un factor 

combinado como causa (51). Sin embargo, la estimación corregida según la distribución geográfica varía 

entre el 2,5-12%.  Las tasas de infertilidad son más altas en África y Europa central y oriental. Además, 
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según una variedad de fuentes, las tasas de infertilidad masculina en América del Norte, Australia y 

Europa central y oriental variaron entre 4́ 5- 6%, 9% y 8-12%, respectivamente (51).

El estudio de la prevalencia de la infertilidad masculina está, probablemente, subestimado. Ello puede 

ser debido a que los estudios se hacen generalmente sobre varones de parejas que acuden a una clínica 

de reproducción. Dependiendo de las características demográficas, económicas e incluso de la disponibi-

lidad de un especialista en fertilidad masculina, los hombres estarán en condiciones de realizarse, o no, 

un estudio de su capacidad fértil lo que conllevará un gran número de varones no diagnosticados (52).

1.2.2.3. Etiología

Sigue siendo muy complicado obtener datos sobre infertilidad masculina ya que no existen unas bases 

de datos que reúnan el consenso de toda la comunidad científica. Tampoco son tan extensas las pu-

blicaciones sobre el factor masculino en fertilidad comparado con el femenino (53). Por eso, la única 

referencia cuantitativa sobre las etiologías de la infertilidad masculina, la encontramos en las Guías de 

la Asociación Europea de Urología (54). 

Las causas de infertilidad masculina conocida, como son los casos de hipogonadismos primarios, altera-

ciones genéticas (XXY, XX), cirugías hipofisarias o testiculares, etc se sitúan en un 27,4%. Las de origen 

probable como las debidas a varicocele, criptorquidia, anticuerpos antiespermatozoides suponen el 

42,6%. Por último, las idiopáticas o de causa desconocida se estiman en un 30% (54).

En estas infertilidades idiopáticas, los estudios básicos del varón infértil, como la historia clínica, la 

exploración física o el seminograma no son suficientes para llegar a un diagnóstico etiológico del pro-

blema (55). Con el fin de encontrar los orígenes de este tipo de infertilidades se han abierto múltiples 

campos de investigación en lo que se han denominado “ómicas”. La genómica, epigenómica, trans-

criptómica y proteómica de la espermatogénesis puede aportar datos susceptibles de ser usados para 

el diagnóstico, pronóstico y tratamiento de la infertilidad masculina (56). Otras causas de infertilidad 

pueden estar basadas en los trastornos moleculares como la longitud telomérica.

1.2.3. EFECTOS EN LA REPRODUCCIÓN ASISTIDA

Hasta los últimos años, la mayoría de los tratamientos de infertilidad por un factor masculino, esta-

blecidos en las clínicas de fertilidad no van encaminados a lograr una mejoría sustancial de la calidad 

seminal que permitiera la fecundación de una forma natural, sino a establecer cuál de las tres técnicas  

básicas de la reproducción asistida, que son la inseminación, la fecundación in vitro (FIV) y la inyección 

intracitoplasmática (ICSI), es la más adecuada para el defecto de la calidad seminal (57). En el caso de 

que exista una disminución de la movilidad y una concentración espermática de entre 0,8 a 5 x 106, si 

fallan entre 3 a 6 intentos de una inseminación artificial, se puede intentar una FIV. Si la concentración, 

motilidad o calidad espermática es extremadamente deficiente, se hace necesario utilizar un ICSI (58).
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La necesidad de seguir mejorando los resultados de las técnicas de reproducción asistida ha llevado 

a un estudio más exhaustivo del factor masculino. Múltiples estudios están relacionando la fertilidad 

masculina con enfermedades autoinmunes, oncológicas, cardiovasculares y otras patologías crónicas. 

No se conocen con certeza los mecanismos fisiopatológicos comunes a estas patologías y la fertilidad, 

pero se barajan factores genéticos, de desarrollo y de estilos de vida (59).

Se postulan una batería de abordajes para tratar los problemas de la infertilidad masculina como son los 

cambios en el estilo de vida, el tratamiento quirúrgico del varicocele, el uso de antioxidantes, la correc-

ción o modificación de medicaciones que tome el paciente y que puedan interferir en la calidad seminal o 

la recuperación espermática mediante biopsia testicular (TESE) o micro biopsia testicular (MicroTESE) (60). 

1.2.4. PRESERVACIÓN DE LA FERTILIDAD

En los casos en que la viabilidad futura de los espermatozoides de un varón esté en riesgo debido al 

padecimiento de una enfermedad o los tratamientos a los que deba someterse, es necesario utilizar 

procedimientos que nos permitan conservar la capacidad reproductiva. El ejemplo más claro lo tene-

mos en los pacientes que sufren cáncer testicular en los que la extirpación del propio órgano puede 

mermar sus posibilidades genésicas e incluso todavía pueden verse más mermadas por la utilización de 

quimio o radioterapia.

A continuación, se enumeran las distintas posibilidades que hoy en día se utilizan, tan sólo la criopreser-

vación espermática es una posibilidad real y efectiva, siendo el resto objeto de estudio y controversia:

Criopreservación espermática: Es la técnica más sencilla y ampliamente utilizada en paciente adoles-

centes y adultos. Sólo un 24% de los pacientes tiene semen criopreservado antes de su tratamiento 

oncológico, bien por no haber sido informado o por ausencia de espermatozoides en el eyaculado. En 

algunos de los pacientes azoospérmicos la realización de una biopsia testicular permite obtener esper-

matozoides para la criopreservación (61).

Un caso particular es el de la recuperación espermática mediante biopsia de un testículo afectado 

por tumor. Se denomina OncoTESE (Oncological testicular Sperm Extraction) y consiste en realizar una 

búsqueda de espermatozoides en el tejido que circunda al tumor, bien en casos de tumorectomía o en 

casos de orquiectomía total (62). 

Criopreservación de tejido testicular humano: Debido a que los niños prepúberes no pueden generar 

esperma, un enfoque alternativo potencial para preservar su fertilidad implica la criopreservación de 

su tejido testicular. Este enfoque también es apropiado para pacientes adolescentes y adultos que ya 

son azoospérmicos en el momento del diagnóstico de cáncer o después de la quimio o radioterapia. Las 

células testiculares se pueden criopreservar como suspensión celular o en forma de tejido. El método 

óptimo de almacenamiento aún no está claro (63). Sin embargo, la criopreservación de tejido testicu-

lar brinda la opción futura de usarlo tanto para tejido (como injerto testicular o cultivo de órganos) 
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como para terapia celular (como trasplante de células germinales y maduración in vitro), mientras que 

la criopreservación de suspensión de células testiculares puede ser utilizado en el futuro solo para te-

rapia celular. Además, la criopreservación del tejido testicular mantendrá el nicho de microambiente de 

las células madre de las espermatogonias (SSC), principalmente las células somáticas, Sertoli, Leydig y 

las células peritubulares, lo que puede aumentar la viabilidad y funcionalidad de las SSC después de la 

descongelación del tejido en comparación con las células criopreservadas descongeladas (64).

Trasplante de células germinales: Esta tecnología fue desarrollada por Brinster y sus colaboradores 

en 1994. Incluye la inyección (trasplante) de células germinales testiculares aisladas de ratones trans-

génicos lacZ en los túbulos seminíferos de ratones infértiles. Después de unos meses, se desarrolló la 

espermatogénesis y los ratones se volvieron fértiles (65). La principal limitación de esta tecnología en 

humanos es la posible contaminación de las células testiculares con células cancerosas que pueden 

reintroducir la malignidad en el paciente después de la recuperación. Hoy en día, no existe un método 

preciso y seguro que aísle SSC puros de los testículos de los pacientes, además de la muy pequeña can-

tidad de biopsia testicular que podría usarse, contiene un número muy pequeño de estas células (66).

Autoinjerto ó xenoinjerto de tejido testicular: El uso de tejido testicular para inducir a las espermato-

gonias del donante a completar la espermatogénesis in vivo o in vitro (cultivo de órganos) se basa en la 

disponibilidad de las células somáticas para permitir el desarrollo adecuado de la SSC. El xenoinjerto 

de tejido testicular se realizó con éxito en ratones inmunodeficientes utilizando tejido testicular de 

diferentes especies, que se injertó debajo de la piel, produciendo una espermatogénesis completa (67). 

Cabe señalar que los xenoinjertos testiculares en ratones pueden conducir a la transmisión de virus a la 

línea germinal humana. Además, los autoinjertos testiculares en pacientes humanos con cáncer tienen 

la limitación de producir, posiblemente, un resembrando de células malignas, promoviendo la recurren-

cia del cáncer. Sin embargo, esta tecnología podría considerarse en pacientes sin cáncer (68).

Xenoinjerto de células testiculares: En comparación con el xenoinjerto de tejido testicular, esta técni-

ca puede permitir una mayor exposición de las células testiculares al nuevo entorno. El xenotrasplante 

de células testiculares (una combinación de células somáticas y germinales en diferentes porcentajes) 

de lechones (debajo de la piel de ratones desnudos) condujo al desarrollo de espermatogénesis com-

pleta (después de 30 semanas), incluida la generación de espermatozoides (en el 10% de los túbulos 

seminíferos formados) (69).

Cultivo de órganos: El desarrollo de la espermatogénesis utilizando cultivo de órganos para pasar a las 

etapas meióticas se realizó en el pasado sin éxito. Sin embargo, Sato y colaboradores, en 2011, logró 

inducir el desarrollo de espermatozoides fértiles utilizando un cultivo in vitro de pequeños fragmentos 

(alrededor de 3 mm) de tejido testicular de ratones inmaduros (70). La aplicación exitosa de este siste-

ma utilizando tejido testicular humano podría evitar el autotrasplante testicular para generar esperma-

tozoides y la posibilidad de reintroducir células cancerosas en pacientes curados. Sin embargo, no hay 

información del uso de esta técnica en humanos.
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Cultivo in vitro de SSC: Varias técnicas se han descrito: Sitemas de cultivo bi y tridemensionales, es-

tructuras de bioimpresoras en 3D, “organoides” testiculares, sistema de microfluidos y tecnología Or-

gan-on-Chip (68).

Inducción de células madre pluripotentes: El desarrollo de células madre pluripotentes inducidas 

(iPSC) a partir de células somáticas es posible mediante su transfección con una combinación de fac-

tores de transcripción (71). Uno de los enfoques para la preservación de la fertilidad masculina incluye 

el desarrollo de iPSC generadas a partir de células somáticas, como fibroblastos dérmicos, células san-

guíneas o queratinocitos, desde pacientes infértiles hasta células germinales primordiales (PGC) (72).

1.3. TELÓMEROS

1.3.1. ESTRUCTURA Y FUNCIÓN

Hacia finales de los años 30 y principios de los 40, Herman Muller que trabajaba con la mosca (Droso-

phila melanogaster) y Bárbara McClintock con el maíz (Zea mays) llegaron a la misma conclusión: existían 

unas estructuras en los extremos de los cromosomas que les conferían estabilidad, impedían la fusión 

entre sí,  y ayudaban a la célula a distinguir entre las rupturas de doble cadena de DNA, que necesitan 

ser fusionadas para mantener la estabilidad genómica y los extremos de los cromosomas, que no deben 

unirse a nada (73). Dichas estructuras recibieron el nombre de telómeros, cuyo origen etimológico 

proviene del griego “telos” final y “meros” parte.

Los telómeros son estructuras nucleoprotecas localizadas en los extremos de los cromosomas. Su pri-

mera secuencia fue descrita en Tetrahymena por Blackburn y Gall en 1978. La secuencia de los telóme-

ros humanos, descrita por Moyzis (1988) consiste en repeticiones de ADN ricos en bases de Guanina(G) 

aunque también combinadas con otras bases nitrogenadas, Tiamina (T) y Adenina (A) de la siguiente 

forma TTAGGG y una longitud de entre 5 y 15 Kb (74).

El extremo final del telómero es una cadena de ADN simple rica en G, denominada Cola-G (G tail) que 

con una longitud de 75-500 bp es capaz de invadir la zona de doble cadena de ADN formando un lazo el 

lazo D (del inglés “displacement loop”, que genera un lazo más grande llamado el lazo T (telomere loop) 

(75). El ADN telomérico está protegido gracias a la unión de un complejo de proteínas de seis unidades 

llamado Shelterina. De las seis subunidades proteicas, tres se unen directamente al ADN, TRF1 y TRF2, 

se unen a la hebra doble, y POT1 se une a la hebra de cadena sencilla, TIN2 y TPP1 están interconectan-

do las proteínas que se unen al ADN y Rap1 está unida a TRF2 (76) (Figura 5).

Los telómeros, a su vez tienen un efecto estabilizador del genoma ante agresiones genéticas. Influyen 

en los procesos de reparación de ADN que son esenciales para la integridad genómica (77).
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Figura 5: Esquema de telómero y su complejo protector, shelterina (Elaboración propia Carlos Balmori)

1.3.2. SHELTERINA

La shelterina “esconde” los telómeros de la maquinaria celular de reparación del daño al ADN (DDR) 

y de las rutas de reparación de las rupturas de doble cadena del ADN. Los mecanismos por los que la 

shelterina bloquea estas  vías siguen en estudio, aunque se empiezan a conocer algunos de estos me-

canismos. Lo conocido hasta ahora es que, la shelterina:

a. Evita la activación de tres enzimas de respuesta al daño de ADN: la quinasa ataxia telangiecta-

sia-mutada (ATM), la quinasa ataxia telangiectasia relacionada con Rad3 (ATR) y la poliADP-ribosa 

polimerasa 1 (PARP1).

b. Bloquea las tres vías de reparación de daño de doble cadena: la recombinación homólogos clá-

sica (c-NHEJ), la recombinación no homólogos alternativa (alt)-NHEJ y reparación dirigida por 

homología (HDR).

c. Previene la hiperresección de los telómeros.

Se ha avanzado en el conocimiento del papel que juega la shelterina en el mantenimiento del extremo 

3´ de cadena sencilla, sobre la forma y protección del lazo T, que es importante para la integridad de 

los cromosomas y sobre la replicación segura a través de los telómeros, evitando que se formen frag-

mentos de ADN frágiles que son propensos a romperse. Cada subunidad individual de la shelterina  se 
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dedica a funciones específicas de protección del extremo final (78).

Entre las shelterinas, cabe destacar que TRF1 (telomeric Repeat Binding Factor 1) que es de 50.2 KDa 

en humanos (79)y se une de manera específica a la hebra de ADN de doble cadena formando un homo-

dímero (80). TRF1 está implicado en la protección telomérica para que no haya fusiones entre cromo-

somas (81) y en facilitar la replicación de los telómeros, ya que cuando TRF1 se elimina en las células, 

la horquilla de replicación de los telómeros permanece bloqueada (81) y se generan sitios frágiles en 

la cromatina (82). Desde el punto de vista del organismo, TRF1 es esencial para la formación del orga-

nismo. De hecho, la deleción de este gen conduce a la apoptosis en el estadio de blastocisto (83). La 

deleción condicional del gen que codifica TRF1 en tejidos epiteliales demuestras su implicación en la 

regeneración de los tejidos (82) y en la función de las células madre adultas (84). Los niveles de la pro-

teína TRF1 decrecen con la edad, la terapia génica con TRF1 en ratones mejoraba su manera de enveje-

cer (85). Hay que tener en cuenta que debido a distintos polimorformismos del gen para TRF1 estos se 

pueden asociar o no a telómeros más cortos (86).

1.3.3. LÍMITE DE HAYFLICK

La división celular es el mecanismo por el que los seres pluricelulares crecen desarrollando y mantenien-

do sus tejidos. Sin embargo, el denominado límite de Hayflick determina que esas divisiones son limitadas 

y eso conlleva la muerte celular (87). El denominado “problema de la replicación de los extremos de ADN” 

descrito por Olovnikov explica el fenómeno del límite de Hayflick, ya que los cromosomas lineales de los 

organismos eucariotes son incapaces de replicar sus extremos (88). Esto va a provocar un acortamiento 

progresivo de las cadenas de ADN teloméricas en cada división celular. Por tanto, la edad y otros factores 

como la acción de las nucleasas o la de la exposición a especies libres de oxígeno (ROS) producirán un 

acortamiento de los telómeros, que, por debajo de una longitud crítica, elimina la capacidad protectora 

de los telómeros, produciéndose fusiónes entre los extremos de los cromosomas, la detención del ciclo 

celular, desestabilización celular y finalmente, deterioro de los tejidos y apoptosis celular (89). 

1.3.4. TELOMERASA. ESTRUCTURA Y FUNCIÓN

El problema de la replicación terminal se resuelve con la enzima telomerasa. La telomerasa es una ADN 

polimerasa dependiente del ARN, es decir, puede producir ADN usando ARN como molde (90,91). La te-

lomerasa se compone de una subunidad catalítica con actividad transcriptasa inversa (Tert), un compo-

nente de ARN (Terc) que actúa como molde para la síntesis de ADN y varias proteínas accesorias, entre 

ellas la proteína disquerina (Dkc1), que se une y estabiliza el Terc (92). La telomerasa se activa durante 

la embriogénesis, en la transición de mórula a blastocisto (93), encontrándose los telómeros más largos 

en la masa celular interna del blastocisto (94,95). En este punto se establece la longitud telomérica de 

cada individuo (93). La mayoría de las células del cuerpo tienen silenciada la actividad telomerasa (96). 

En los tejidos adultos humanos de alto potencial regenerativo como la médula ósea, la piel y el tracto 
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intestinal, igual forma que los linfocitos activados (97,98) se sigue expresando actividad telomerasa en 

las células madre adultas. Esta actividad telomerasa es suficiente como para mantener los telómeros de 

las células madre más largos que los de las células somáticas, pero aun así, los telómeros de las células 

madre adultas también se acortan con el tiempo (99). Esto que en principiopodría parecer una desven-

taja para el organismo, es una protección frente al cáncer (100), dado que más del 85% de lsa células 

tumorales reactivan la telomerasa. Además de las células cancerosas, las células madre embrionarias y 

las células de la línea germinal tienen actividad telomerasa (100–102).

1.4. DISFUNCIÓN DE LOS TELÓMEROS

1.4.1. TELÓMEROS ENVEJECIMIENTO Y ENFERMEDAD

Con la edad se produce un acortamiento en la longitud telomérica (LT), que se puede detectar en diver-

sas células somáticas, por eso la longitud telomérica es considerada como un buen biomarcador de edad 

(100). De hecho, el acortamiento telomérico con la edad está relacionado con enfermedades asociadas al 

envejecimiento como arteriosclerosis, hipertensión, diabetes, enfermedad de Parkinson o de Alzheimer 

(103). La longitud telomérica y la tasa de acortamiento telomérico está genéticamente establecida gené-

ticamente en cada especie. En humanos los telómeros de acortan a un ritmo de 70 pares de bases al año 

(104). Hay mucha variabilidad entre individuos. Las personas que tienen una longitud telomérica inferior 

a la media tienen más posibilidades de sufrir enfermedades asociadas al envejecimiento. De hecho, 

cuando hay mutaciones en genes relacionados con la telomerasa aparece un acortamiento acelerado de 

los telómeros, con dificultades para mantener la homeostasis de los tejidos y esto da lugar a enfermeda-

des severas como la disqueratosis congénita, la anemia aplástica y fibrosis pulmonar (105,106). 

Sin embargo, en otro tipo de enfermedades como el cáncer se produce un fenómeno diferente, la telome-

rasa se activa manteniendo una mínima longitud telomérica que permite a las células dividirse indefini-

damente,, por tanto, se produce la inmortalización de las células (100). Algunas células tumorales alargan 

sus telómeros sin activar la telomerasa, mediante la vía ALT (alargamiento alternativo de los telómeros) 

que implica recombinación o intercambio de cromátidas hermanas (107). Las rutas implicadas en la re-

gulación y el mantenimiento de los telómeros son críticos para prevenir enfermedades, incluyendo el 

cáncer y para evitar el deterioro celular (108,109). Este mantenimiento telomérico es más efectivo en las 

células que expresan telomerasa, como en las células germinales (110,111). La búsqueda de inhibidores 

de la telomerasa o de inhibidores  de las shelterinas para evitar el desarrollo tumoral, pero que a la vez 

no produzcan un deterioro de las células sanas, será uno de los grandes avances contra el cáncer (100).

También se han relacionado altos niveles de estrés psicosocial con un acortamiento de los telómeros 

y trastornos inmunológicos. como el estudio llevado a cabo por Demajanovic y colaboradores (2007) 

sobre familiares que cuidan durante largo tiempo de pacientes con enfermedad de Alzheimer (112). 



El complejo telomérico en células germinales y no germinales y su relación con la infertilidad masculina

| 36 |

La depresión y el dolor pueden ser otros factores determinantes del acortamiento teloméro (113,114).

Por otra parte, es posible reducir la erosión de los telómeros con el ejercicio físico y esto tiene efectos 

beneficiosos retrasando ciertos síntomas del envejecimiento, como es la densidad mineral ósea (115). 

Otro factor protector sobre la integridad de los telómeros es la dieta mediterránea (116).

1.4.2. TELÓMEROS E INFERTILIDAD MASCULINA

1.4.2.1. TELÓMEROS Y ESPERMATOZOIDES

Las células de las series germinales, entre ellas los espermatozoides, presentan unos telómeros más 

largos (10 a 20Kb) (117) y no parecen sufrir el acortamiento que tiene lugar en las células somáticas 

con la edad (118), Las células madre germinales presentan actividad telomerasa, pero al dividirse y 

diferenciarse, se pierde la actividad telomerasa, de modo que los espermatozoides ya no presentan 

dicha actividad (110,111). Esta actividad podría ser mayor en los testículos de hombres con más edad y 

explicaría por qué los telómeros son más largos que los de individuos jóvenes, lo cual descartaría que 

hubiera una modificación en la regulación de la longitud telomérica durante la espermatogénesis (119). 

Hay autores que niegan ese teórico “rejuvenecimiento” de los testículos del hombre de más edad y 

además muestran que el alargamiento telomérico en esperma de dichos varones se debe a la vía ALT, en 

lugar de a un aumento de telomerasa (120). Otros abogan por una erosión transgeneracional progresiva 

de los telómeros en las series germinales que podría incluso producirse por una influencia de la serie 

germinal femenina (121–123). Lo cierto es que aún hacen falta más estudios para entender el porqué 

de este alargamiento telomérico de los espermatozoides con la edad y sus consecuencias para la des-

cendencia, que también suscitan mucha controversia entre los investigadores.

1.4.2.2. LONGITUD TELOMÉRICA Y HERENCIA

Teniendo en cuenta que la descendencia recibe la mitad de su carga cromosómica del espermatozoide, 

parecería lógico pensar que la longitud de los telómeros paternos tendría influencia en la LT de las 

células del nuevo individuo. Esta hipótesis se ha visto en numerosos estudios donde se observa que la 

longitud mayor de los telómeros de los espermatozoides de padres de más edad repercute en que la 

descendencia posea células con mayor LT (124,125). Sin embargo, no parece que la LT materna tenga in-

fluencia en la LT de la descendencia (126) dado que los ovocitos permanecen estancados en meiosis du-

rante décadas, y expuestos a diversos factores que acortan los telómeros, como las especies reactivas 

de oxígeno (127). La edad paterna de la concepción (EPC) tiene por tanto una importancia fundamental 

en la LT de su descendencia, siendo más evidente en algunas especies animales como los primates, 

aunque también podría influir la mayor tasa de producción espermática (128,129). Comparando la LT de 

los ovocitos y espermatozoides progenitores con los cigotos y embriones de dos células generados, se 

evidencia una dependencia clara de los espermatozoides, independientemente de los niveles de telo-

merasa (130). La mayoría de los estudios confirman que, si existe una relación positiva entre LT y sexo 
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femenino, los telómeros son más largos en promedio que el de los hombres, sin embargo, se barajan 

teorías como la exposición a estrógenos o una menor exposición a los radicales libres como explicación 

a este hecho (131).

1.4.2.1. IMPLICACIONES SOBRE LA FERTILIDAD MASCULINA 

Se han realizado numerosos estudios sobre las relaciones entre los telómeros y la fertilidad masculina. 

Así, el efecto estabilizador del genoma se puede ver afectado por diversos agentes genotóxicos como 

pueden ser los quimioterápicos, éstos reducen la LT de las líneas de células germinales masculinas 

que posteriormente se traduciría en alteraciones testiculares y de los parámetros del seminograma 

incluyendo integridad del ADN espermático y problemas con la descendencia (132). En poblaciones 

de pacientes infértiles se encuentran espermatozoides con LT más corta que en los fértiles, pero dicho 

acortamiento no se correlaciona ni con la concentración, movilidad o morfología espermática ni con los 

índices de fragmentación de DNA de los espermatozoides (IFD) (133). El acortamiento de los telómeros 

en los pacientes infértiles sí tiene relación con el ARN que contiene repeticiones teloméricas (TERRA) y 

con los niveles, medidos a través de la subunidad catalítica transcriptasa inversa (TERT), de la telome-

rasa, aunque las relaciones entre TERRA y TERT no varían (134). Estos datos y otros parecen indicar que 

tanto la LT como los niveles de telomerasa pueden ser unos biomarcadores sobre la fertilidad masculi-

na, estando relacionados con la concentración y movilidad espermática, así como con los IFD (135–137).

La calidad de los embriones y embriones transferibles tienen una relación con la LT de los espermatozoi-

des (LTE), pero las tasas de embarazo no se ven afectadas (138). El deterioro de la capacidad reproductiva 

del hombre de edad avanzada viene de terminado por múltiples factores como son el declive hormonal, 

el estrés oxidativo, las enfermedades inflamatorias e inmunitarias, las disfunciones sexuales, la inestabi-

lidad del genoma, las alteraciones dietéticas, del estilo de vida y el acortamiento de los telómeros (139).

Hemos visto que una presencia de LTE mayor puede tener efectos beneficiosos en la fertilidad, por tanto, 

la utilización de espermatozoides con una LT mayor en una técnica de reproducción asistida (TRA) podría 

ser una manera de solventar algunos casos de infertilidad. Las técnicas de swim up y de gradiente de 

densidad obtienen espermatozoides con mayor LT y menor IFD sin diferencias significativas entre ambas 

lo que teóricamente permitiría seleccionar espermatozoides de mejor calidad para una TRA (140).





2HIPÓTESIS Y 
OBJETIVOS DE 

TRABAJO





HIPÓTESIS Y OBJETIVOS DE TRABAJO

| 41 |

Desafortunadamente, nos encontramos con casi un tercio de las infertilidades de origen masculino sin 

origen conocido. Es necesario, por tanto, realizar estudios en este campo de manera que nos permitan 

llegar a conocer la etiología de la infertilidad y así valorar sus posibilidades de resolución o la capaci-

dad reproductiva de ese individuo. 

Actualmente se están realizando estudios dentro de los campos de la genómica, proteómica, metabo-

lómica y transcriptómica con el fin de delimitar qué varones pueden o no tener problemas de fertilidad, 

incluso con seminogramas aparentemente en rangos de normalidad.

En estos estudios, se hace referencia a unas estructuras de los cromosomas eucarióticos denominadas 

telómeros, cuya longitud se ha relacionado con el envejecimiento celular. 

En las células somáticas existe un acortamiento de la longitud de los telómeros (LT) a lo largo de la vida 

del individuo, sin embargo, en las células germinales masculinas, los espermatozoides alargan la LT con 

la edad. No existen estudios que determinen si existen relaciones entre ambas longitudes y si en los 

casos de infertilidad los parámetros teloméricos están alterados.

Poder determinar con un marcador biológico, en este caso, cualquiera de los múltiples elementos del 

complejo telomérico como longitud de telómeros, componentes del complejo de shelterinas, telome-

rasa, etc., el potencial reproductivo de un individuo, podría ser un método sencillo que lleve a tomar 

decisiones razonadas a la hora de aplicar tratamientos dentro de las técnicas de reproducción asistida 

o incluso desaconsejar la utilización de los propios gametos de ese progenitor.

El objetivo principal del proyecto es estudiar la implicación de la ruta telomérica en la infertilidad 

masculina para encontrar biomarcadores no invasivos de infertilidad. Para ello se llevarán a cabo los 

siguientes objetivos específicos:

1. Realizar un análisis de la LT en sangre y espermatozoides en varones que presenten normozoos-

permia (N) y los que muestren un seminograma con oligoastenozoospermia (OAZ).

2. Evaluar la acumulación de Telómeros Cortos (TC) en los grupos citados anteriormente.

3. Realizar un estudio de la protección de los telómeros en los grupos citados anteriormente, anali-

zando la cantidad de Shelterinas presentes en las muestras de estas personas.

4. Estudiar los parámetros de fertilidad de las parejas mayores de 40 años que participen en ovodo-

nación, para evitar el factor femenino y poder analizar únicamente el factor masculino.

5. Estudiar la correlación entre la longitud telomérica de la sangre y del esperma y los parámetros 

de fertilidad para entender cómo afecta el farctor masculino en la fertilidad y el desarrollo em-

brionario temprano.
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Diseño y Población:

Estudio prospectivo de casos-control. Para realizarlo se seleccionaron varones de dos grupos de eda-

des, por un lado, menores o iguales a 25 años y, por otro lado, mayores o iguales a 40 años. En estos 

grupos de edad se puede estudiar el efecto de la edad en los parámetros teloméricos y cómo éstos 

influyen en la fertilidad. Se tomó como controles a las personas jóvenes normozoospérmicas.

Criterios de inclusión/exclusión:

Criterios de inclusión:

Varones de edad menor o igual a 25 años que acudan a IVI Madrid bien como donantes de semen o en 

el contexto del estudio por infertilidad de una pareja y que presenten seminogramas con normozoos-

permia, oligozoospermia u oligostenozoospermia.

Varones de edad mayor o igual a 40 años que acudan a IVI Madrid o bien para conservación de semen 

previo a una vasectomía o en el contexto del estudio por infertilidad de una pareja y que presenten 

seminogramas con normozoospermia, oligozoospermia u oligoastenozoospermia.

Criterios de exclusión:

Varones que hubieran sufrido cualquier enfermedad aguda en los tres meses anteriores a su inclusión 

en el estudio. 
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Varones que presenten cualquier enfermedad crónica o alteración genética conocida.

Tamaño muestral:

Para este estudio se reclutó una cohorte de 80 varones distribuidos en los siguientes grupos: 

• 20 pacientes con edad menor o igual a 25 años con normozoospermia (NZ).

• 20 pacientes con edad menor o igual a 25 años con oligozoospermia u oligoastenozoospermia 

(OAZ). 

• 20 pacientes con edad mayor o igual a 40 años NZ. 

• 20 pacientes con edad mayor o igual a 40 años OAZ.

Los pacientes fueron reclutados en IVI Madrid. A todos ellos se les realizó una historia clínica y explo-

ración física para determinar posibles orígenes de una infertilidad, siendo motivo de rechazo en la 

inclusión para el estudio la presencia de una causa objetivable. 

Todos los participantes fueron informados del estudio y éste no comenzó hasta que fue aprobado por 

un comité ético de investigación Médica.

Diseño y descripción de intervenciones:

Para realizar este estudio sólo se realizaron dos intervenciones: extracción de sangre y de esperma. 

Además, a los participantes se les realizó una historia clínica y una exploración física.

Recogida de muestras biológicas:

1. Recolección de muestras

A los varones del estudio se les recogieron las siguientes muestras:

• Se extrajeron 15 ml de sangre periférica en tubos con EDTA, el día del seminograma.

• Se recogieron muestra de semen según recomendaciones WHO para análisis de semen.

Todas las muestras recogidas fueron conservadas y analizadas en Fundación IVI-IVI Madrid y en la Uni-

versidad Rey Juan Carlos y almacenadas en el laboratorio de Investigación de la Fundación IVI en la 

Universidad Rey Juan Carlos para estudios relacionados con la ruta de los telómeros, una vez termina-

dos este trabajo. El Dr. Carlos Balmori es la persona responsable de la guarda, custodia y conservación 

de las muestras biológicas.

Dichas muestras fueron codificadas, anonimizadas y solo el médico del estudio/colaboradores pudieron 

relacionar los resultados con los pacientes.
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2. Método de obtención y conservación de las muestras.

Las muestras de sangre (15ml) se extrajeron de la vena cercana al codo. Los experimentos con la sangre 

se realizaron previa eliminación de los eritrocitos, que no tienen núcleo. Para ello se realizó un gradien-

te de ficoll (Histopaque, Sigma) y el resto de las células sanguíneas fueron congeladas a -80°C hasta que 

se dispuso de todas las muestras para hacer el análisis comparativo. 

Las muestras de semen. Se obtuvieron mediante autoestimulación genital en las salas destinadas a tal 

efecto en la Clínica IVI Madrid. El participante en el estudio debió guardar entre 3 y 5 días de abstinencia. 

La muestra se recogió en frasco estéril de plástico con tapón de rosca. Una parte de la muestra fue con-

gelada a -80ºC para realizar medidas de actividad telomerasa y expresión génica. Otra parte fue fijada 

para estudiar la longitud telomérica del semen producido y la protección de los telómeros (shelterinas).

Variables de estudio

Variables teloméricas: 

Las variables principales de este trabajo son la longitud telomérica y la acumulación de telómeros 

cortos en las células, que ha sido medida en sangre y semen. así como la protección telomérica, Otra 

variable por medir sería la expresión del RNA mensajero de la telomerasa.

La longitud telomérica, acumulación de telómeros cortos en las células y TERRAs. Estas variables se 

analizaron por el método de hibridación in situ con fluorescencia cuantitativa. La LT de la sangre y de 

los espermatozoides se midió por el método de hibridación in situ con fluorescencia cuantitativa a gran 

escala o HT Q-FISH, desarrollado en el laboratorio de la Dra. M. Blasco Para ello se fijaron los esperma-

tozoides y las células de la sangre en placas de 96 pocillos. El ADN telomérico se desnaturalizó a 85°C 

y se hibridó con una sonda de 18 nucleótidos que contiene tres repeticiones teloméricas y que está 

marcada en un extremo con CY3. Después se realizaron lavados intensos para eliminar la sonda unida 

de manera inespecífica. Para la cuantificación de la señal se obtuvieron 40 imágenes de cada muestra 

con un microscopio confocal Perkin-Elmer), tanto el canal del CY3 (señal telomérica) como el canal del 

DAPI (4́ ,6-Diamidine-2 -́phenylindole dihydrochloride) que tiñe los núcleos celulares.  Las imágenes se 

analizaron con el programa Acapella. Primero el programa define el contorno de los núcleos celulares. 

Después, encuentra las señales de los telómeros y calcula la intensidad de fluorescencia de CY3 (teló-

meros). La información se exporta como “el valor medio de intensidad de CY3 de cada señal teloméri-

ca”. En el caso de los espermatozoides se exportó la señal telomérica de CY3 por nucleo”. El programa 

exporta los datos de intensidad en una hoja Excel. 

El método tiene un límite de detección muy bajo (repeticiones teloméricas <0.1 kb) lo que permite la de-

tección de telómeros críticamente cortos, partiendo de 1 o 2 millones de células.  Los valores de fluores-

cencia se pueden convertir a Kb utilizando líneas celulares cuya longitud telomérica es conocida y estable.
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Medida de la protección telomérica. Por un lado, se realizó inmunofluorescencia utilizando los anti-

cuerpos contra TRF1. Primero se permeabilizaron las células con 0,5% de Tritón X-100 a temperatura 

ambiente durante 1h. Se bloqueó con tampón fosfato salino (PBS) conteniendo 5% de albúmina de 

suero bovino (BSA) durante 1h a temperatura ambiente y después se añadió el anticuerpo anti TRF1 

(que marca los telómeros) durante 1h, a 37°C. El exceso de anticuerpo primario se lavó con PBS y 0,1% 

Tween-20, durante 10 minutos a temperatura ambiente y, este paso, se repitió tres veces más. Después 

se añadieron los anticuerpos secundarios marcados con fluoróforos durante 45 minutos a 37°C y se 

lavan otra vez como se describió anteriormente. Al final se añadió DAPI y se realizó la adquisición de 

imágenes usando un microscopio confocal (Leica SP5).

Se calculó la intensidad de la señal producida por estos dos anticuerpos utilizando el programa Acapella. 

Medida del RNA mensajero de la telomerasa por PCR cuantitativa. Primero se extrajo el ARN total de 

la sangre libre de eritrocitos y de los espermatozoides con TRIzol (invitrogen). El RNA disuelto en etanol 

se purificó con el kit RNAeasy Mini Kit (Quiagen). Después se sintetizó la hebra complementaria de DNA 

(cDNA) usando 1 μg de RNA, con el kit “Synthesis Kit” (BIO-RAD). Los niveles de transcripción del gen 

de la telomerasa o de las shelterinas se determinan usando oligonucleótidos (descritos abajo) y SYBR 

Green PCR Master mix (applied Biosystems). La PCR se lleva a cabo utilizando el sistema Quantstudio 

6 Flex Real Time system (applied Biosystems). El gen de interés se nomalizó con especto a genes hou-

sekeepig como GAPGH para CM y espermatozoides, actina para CM y 18S para espermatozoides que es 

más fiable que la actina en este tipo de células.

Los oligonucleótidos utilizados son: 

• TRF1-F 5’-CTAAGCTAGGCCAGATGCCA-3’

• TRF1-R 5’-CTGAAATCTGATGGAGCACGT-3’

• GAPDH-F 5´ GAGAGACCCTCACTGCTG-3´

• GAPDH-R-5 -́ GATGGTACATGACAAGGTGC-3´

• Actina-F-5 -́CCTCATGCCATCCTGCGTCTG-3´

• Actina-R-5 -́ TTGCTCGAAGTCTAGGGCAACATAG-3´

• 18S-F-5 -́ GTTAAGGGAGTGAAGACGA TCAGA-3’

• 18S-R-5 -́ AACCCAAAGACTTTGATTTC TCATAA-3’

Variables androgénicas: 

El seminograma se hizo según las recomendaciones de la WHO, con abstinencia de haber eyaculado 

entre tres a cinco días previos a la toma de muestra. La muestra se tomó mediante masturbación en las 

salas destinadas a este fin en la clínica, de tal forma que se eviten las alteraciones por el traslado de 

muestra si esta se recolectaba fuera de las instalaciones. 
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Los seminogramas podían presentar las siguientes variables:

• Normozoospermia: Concentración de espermatozoides ≥ 15 mill/ml. Recuento total de esperma-

tozoides en la muestra ≥ 39 millones.

• Oligozoospermia: Concentración de espermatozoides ≤15 mill/ml

• Astenozoospermia: Motilidad espermática, Espermatozoides progresivos (PR): ≥ 32%. Espermato-

zoides progresivos y no progresivos (PR+NP): ≥40%

• Oligoastenozoospermia: Muestras que muestren a la vez los parámetros de oligo y astenozoos-

permia.

Parámetros de fertilidad

Para estudiar los parámetros de fertilidad se limitó el estudio a los grupos de personas mayores de 40 

años, que son lo que acuden a la clínica buscando la descendencia. Los cálculos se realizaron de acuer-

do a las definiciones detalladas abajo: 

• Tasa de fecundación: número de ovocitos fecundado con éxito (dos pronúcleos y dos cuerpos 

polares), dividido entre el número de ovocitos maduros (MII) totales.

• Tasa de desarrollo de embriones hasta el estadio de blastocisto: número de blastocistos dividi-

do entre el número de ovocitos correctamente fecundados.

• Tasa de gestación: número de gestaciones dividido entre el número de transferencias embriona-

rias totales. La gestación es considerada positiva cuando los niveles de la βhCG son superiores a 

5 mUI/ml, y estos continúan incrementando en los días sucesivos.

• Tasa de recién nacido vivo: número de recién nacidos vivos dividido entre el número total de 

embriones transferidos.

• Tasa de aborto: número de abortos dividido entre el número total de embriones transferidos. Se 

considera aborto, el fallo en el desarrollo de un embrión después de una transferencia e implan-

tación (con test positivo de βhCG) con éxito.
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4.1. Características de las personas reclutadas

Para entender el efecto de la ruta de los telómeros en la fertilidad masculina se reclutaron 80 personas 

en total, divididos en cuatro grupos (ver Materiales y Métodos), con seminograma NZ o con seminogra-

ma OAZ. Los grupos de personas menores de 25 años tenían una media de edad de 21.20 (N) y 22.33 

(OAZ), mientras que los grupos de personas mayores tenían edades medias de 43.68 (N) y 44.20 (OAZ). 

En cuanto a los parámetros seminales, lo grupos NZ de ambas edades presentaban mejores caracte-

rísticas que los grupos OAZ (Tabla1), notándose una caída importante en cuanto a la concentración de 

esperma en los grupos OAZ (12.56 y 14.38 en los grupos jóvenes y mayores respectivamente) (Tabla2).

Tabla 2. Edad y parámetros seminales de los individuos objeto de estudio.

EDAD
(medida ± SD)

VOLUMEN
(ml)

CONCENTRACIÓN
(106/ml)

MOVILIDAD 
PROGRESIVA

(%)

MOVILIDAD NO 
PROGRESIVA

(%)

MOTILIDAD 
PROGRESIVA 

TOTAL
(106/total vol)

NZ < 25 21,20 ± 2,11 3,98 72,46 55,98 14,87 152,3

OAZ< 25 22,33 ± 2,49 2,58 12,56 24,00 21,53 6,12

NZ > 40 43,68 ± 2,91 2,97 56,44 45,53 10,18 70,11

OAZ> 40 44,20 ± 4,44 2,625 14,38 30,75 9,105 17,86

Los resultados de la tabla indican una deficiencia en las personas OAZ que se ha relacionado con difi-

cultades en la fertilidad. 

Una vez reclutados y caracterizados los individuos que participaban en el estudio, se procedió al análi-

sis de las características teloméricas en las muestras recogidas. 

4.2. Longitud Telomérica en sangre

El parámetro telomérico más relacionado con el envejecimiento es la longitud telomérica (100). El aná-

lisis de telómeros en sangre se realizó para estudiar la posibilidad de analizarlo como posible biomar-

cador no invasivo del estado telomérico en los espermatozoides. La medición, mediante FISH, de la LT 

en las CM muestra que las del grupo OAZ menores de 25 años es la más corta con respecto al resto de 

los grupos, y esta diferencia era estadísticamente significativa con cada uno de los grupos (Figura 6). 

Además, existe un acortamiento de la longitud de los telómeros, para los individuos NZ, en el grupo de 

los mayores de 40 años con respecto a los menores de 25 años, aunque no es significativo (Figura 6) que 

es probablemente debido al envejecimiento. El mismo tipo de tendencia al acortamiento telomérico 

con la edad debería haberse observado en los grupos de OAZ.
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Figura 6: Longitud telomérica en la sangre. A: La gráfica muestra la longitud telomérica media en células mononucleares de la sangre 

de los individuos de los diferentes grupos de edad y parámetros seminales (menores de 25 años (≤25) y mayores de 40 años (≥40) de 

seminograma NZ (cuadrado vacío) u OAZ (cuadrado negro), según está indicado en la figura. B: Imágenes típicas de FISH telomérico. 

C: Las gráficas muestras histogramas de longitud telomérica de los individuos descritos en A. “n” indica el número de individuos 

analizados. El número que se encuentra encima de la “n” indica la cantidad de telómeros analizados en cada grupo. La barra de la 

micrografía es de 10 micrómetros. LT(longitud Telomérica), CM (Célula mononucleada), NZ (Normozoospermia), OAZ (Oligoasteno-

zoospermia).
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Figura 7: Porcentaje de Telómeros cortos en CM en cada grupo de es-

tudio. La gráfica muestra el porcentaje de telómeros cortos en células 

mononucleares de la sangre de los individuos de los diferentes grupos 

de edad y parámetros seminales (menores de 25 años (≤25) y mayores 

de 40 años (≥40) de seminograma NZ (cuadrado vacío) u OAZ (cuadrado 

negro), según está indicado en la figura. “n” indica el número de indivi-

duos analizados. El número encima de “n” indica la cantidad de telóme-

ros analizados.

Figura 8: Porcentaje de Telómeros largos en CM en cada grupo de es-

tudio. La gráfica muestra el porcentaje de telómeros largos en células 

mononucleares de la sangre de los individuos de los diferentes grupos 

de edad y parámetros seminales (menores de 25 años (≤25) y mayores 

de 40 años (≥40) de seminograma NZ (cuadrado vacío) u OAZ (cuadrado 

negro), según está indicado en la figura. “n” inidica el número de indi-

viduos analizados. El número encima de “n” indica la cantidad de teló-

meros analizados.

4.3. Valoración de telómeros cortos y largos en sangre

La determinación de telómeros críticamente cortos es muy importante ya que son éstos los que deter-

minan que las células puedan continuar dividiéndose o no. La sangre de los hombres jóvenes NZ mostró 

menor acumulación de telómeros críticamente cortos [percentil 15%] (104) comparado con los otros 

grupos de estudio. Las diferencias en la acumulación de telómeros cortos en los otros grupos no fueron 

estadísticamente significativas (Figura 7). Los resultados sugieren que los individuos jóvenes normo-

zoospérmicos son los que tienen mejores valores de longitud telomérica en la sangre.

Además de los telómeros críticamente cortos, se analizaron los telómeros largos, ya que se ha visto que 

dan ventajas en cuanto a la homeostasis de los tejidos en ratones (95). El análisis de telómeros largos 

(percentil 58%) mostró que los jóvenes con seminograma NZ tenían mayor cantidad de telómeros largo, 

indicando nuevamente que los NZ menores de 25 años tienen los telómeros de la sangre en mejores 

condiciones que cualquier otro grupo estudiado (figura 8).
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4.4. Longitud telomérica en espermatozoides

Dado que los espermatozoides están directamente implicados en la fecundación del óvulo, y el conte-

nido que aportan en la fecundación es importante para el desarrollo embrionario, se analizó la longitud 

media telomérica en los espermatozoides de los diferentes grupos de estudio.

El grupo de personas mayores de 40 años NZ presentó la longitud telomérica mayor (Figura 9). El alar-

gamiento telomérico de los espermatozoides con la edad, ha sido mostrado anteriormente (110, 111, 

117, 118, 120). En los histogramas se puede observar el pico de intensidad de los telómeros despla-

zado hacia la derecha (longitudes teloméricas mayores) (Figura 9). Esta diferencia es estadísticamente 

significativa (p<0,0001) entre los grupos de NZ, así como para todos los demás grupos analizados. In-

teresantemente, no hay diferencia significativa en cuanto a la media de longitud telomérica entre los 

grupos OAZ (Figura 9). Estos resultados sugieren que los mecanismos de alargamiento telomérico en el 

esperma con la edad pueden estar fallando en el grupo de individuos OAZ.

Figura 9: Longitud telomérica en muestras de esperma. A: La gráfica muestra la longitud telomérica media en espermatozoides de 

los individuos de los diferentes grupos de edad y parámetros seminales (menores de 25 años (≤25) y mayores de 40 años (≥40) de 

seminograma NZ (cuadrado vacío) u OAZ (cuadrado negro), según está indicado en la figura. B: Las gráficas muestras histogramas 

de longitud telomérica de los individuos descritos en A. C: Imágenes típicas de FISH telomérico. “n” indica el número de individuos 

analizados. El número que se encuentra encima de la “n” indica la cantidad de telómeros analizados en cada grupo. LT(longitud Te-

lomérica), NZ (Normozoospermia), OAZ (Oligoastenozoospermia).
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4.5. Valoración de telómeros cortos y largos en espermatozoides

El porcentaje de telómeros cortos en espermatozoides es estadísticamente significativo (p 0.0295) me-

nor en los NZ mayores de 40 años que en los menores de 25. Esa distribución ocurre de la misma forma 

entre los grupos de OAZ. Existe aumento del porcentaje de telómeros cortos en el grupo de los OAZ 

menores de 25 años con respecto al de los NZ del mismo grupo de edad. Sin embargo, no hay casi va-

riación entre el porcentaje de los grupos de mayores de 40 años (Figura 10).

Figura 10: Medida de la acumulación de telómeros cortos en muestra 

de esperma. La gráfica muestra el porcentaje de telómeros cortos en es-

permatozoides de los diferentes grupos de edad y parámetros seminales 

(menores de 25 años (≤25) y mayores de 40 años (≥40) de seminograma 

NZ (cuadrado vacío) u OAZ (cuadrado negro), según está indicado en la 

figura. “n” indica el número de individuos analizados.

Figura 11: Porcentaje de Telómeros largos en espermatozoides. La grá-

fica muestra el porcentaje de telómeros largos en espermatozoides de 

los individuos de los diferentes grupos de edad y parámetros seminales 

(menores de 25 años (≤25) y mayores de 40 años (≥40) de seminogra-

ma NZ (cuadrado vacío) u OAZ (cuadrado negro), según está indicado 

en la figura. “n” indica el número de individuos analizados. ANOVA p 

value<0,0001.

Con respecto a los telómeros largos en muestras de semen, se encontraron  diferencias estadística-

mente significativas entre los porcentajes de telómeros largos en NZ a mayores de 40 años (p<0,0001). 

Se observa además una marcada disminución del porcentaje de telómeros largos en los mayores de 40 

años OAZ respecto a los NZ, siendo ésta significativa estadísticamente (p 0,0005). Al contrario, el grupo 

de menores de 25 años OAZ presenta un mayor porcentaje de telómeros largos con respecto al grupo 

de NZ (p 0.0033). Estos datos indican nuevamente que la maquinaria de elongación telomérica falla en 

el caso de los individuos OAZ. (Figura 11)



El complejo telomérico en células germinales y no germinales y su relación con la infertilidad masculina

| 58 |

4.6. Medidas de protección telomérica

Se ha planteado estimar la cantidad de TRF1 como medida de la protección de los telómeros, al ser ésta 

una proteína del complejo shelterina. 

La primera opción fue marcar TRF1 con anticuerpos fluorescentes y evaluar la intensidad de TRF1 en 

los diferentes grupos de estudio (La presencia de TRF1, es menor en los grupos de OAZ con respecto a 

los NZ, pero no de una manera significativa (Figura 12). Lo cual indica que los telómeros de la sangre de 

las personas de todos los grupos están protegidos de igual manera. Se observa una disminución de la 

cantidad de TRF1 en los OAZ jóvenes, lo cual estaría en consonancia con la menor longitud telomérica 

encontrada en este grupo.

Figura 12: Medida de los niveles de TRF1 en sangre. A: la gráfica muestra los niveles de TRF1 en los grupos de estudio  (menores de 

25 años (≤25) y mayores de 40 años (≥40) de seminograma NZ (cuadrado vacío) u OAZ (cuadrado negro), según está indicado en la 

figura. B: Imágenes típicas de inmunofluorescencia de TRF1. Cada señal representa la proteína TRF1 localizada en un telómero. “n” 

indica el número de casos analizados. El número encima de “n” representa la cantidad de puntos de TRF1 analizados en cada grupo.

Cuando esta técnica se llevó a cabo usando muestras de espermatozoides, no hubo éxito en ninguno de 

los intentos. Para poder tener una estimación de la cantidad de TRF1 en las muestras de espermatozoi-

des, se analizaron los niveles de RNA mensajero mediante la técnica de RT-PCR (Materiales y Métodos). 

La medida de la expresión del gen TRF1 utilizando dos controles permite confirmar que los resultados 

no son debidos al azar. Se ha observado la misma distribución de la expresión del gen TRF1 para cada 

grupo de estudio independientemente del control utilizado. El gen TRF1 en CM se expresa menos en los 

grupos OAZ de cualquier grupo de edad, pero sin significación estadística (Figura 13A). En el caso del 

gen en espermatozoides hay un claro aumento de expresión de este en el grupo de NZ mayores de 40 

años con respecto a los menores de 25 años, p 0.021 utilizando GAPDH, p 0.0182 utilizando 18S. Tam-

bién el gen TRF1 tiene mayor expresión en los OAZ menores de 25 años con respecto a los NZ de este 

mismo grupo de edad (p 0.0182 utilizando GAPDH, p 0.0423 utilizando 18S) (Figura 13B) .
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Figura 13: Medida de los niveles de mRNA del gen que codifica TRF1. A: las gráficas muestras los niveles de mRNA normalizados con 

GAPDH o Actina en muestras de sangre, en los grupos de estudio. estudio (menores de 25 años (≤25) y mayores de 40 años (≥40) de 

seminograma NZ (cuadrado vacío) u OAZ (cuadrado negro), según está indicado en la figura). B: las gráficas muestran los niveles de 

mRNA en muestras de esperma normalizados con GAPDH y 18S, en los grupos de personas indicados en A. “n” representa el número 

de muestras analizadas. 

4.7. Efectos de la longitud telomérica en la fertilidad

Tras realizar los análisis de longitud telomérica, el siguiente paso necesario era el estudio del impacto 

de los telómeros en la fertilidad y saber si la longitud telomérica del esperma puede servir como bio-

marcador de los resultados de fertilidad.

Resultados de fertilidad usando ovocitos donantes

Para analizar los resultados de fertilidad se observó únicamente el grupo de mayores de 40 años, dado 

que el grupo de jóvenes normalmente no realizar tratamientos de reproducción asistida. Para descartar 

el fartor femenino y poder centrarnos en el efecto sobre la fertilidad del factor masculino, sólo se ana-

lizaron las parejas que recurrieron a ovocitos donados.

En la Tabla 3 se muestra un resumen de los resultados de fertilidad de las parejas tras la fecundación 

de los ovocitos mediante ICSI, usando el esperma de los grupos del estudio. En general los resultados 

de fertilidad tras el método de ICSI tuvieron más éxito en el grupo de personas NZ, aunque en algunos 
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de los factores analizados no hubo diferencia significativa entre los grupos. Cabe destacar que con 

respecto a la tasa de fecundación los valores son similares, probablemente porque el método ICSI está 

facilitando ese proceso. Las tasas de embarazo bioquímico, de recién nacido vivo y de recién nacido 

vivo en el primer intento de transferencia embrionaria, fueron más altas y estadísticamente significati-

vas en el grupo de normozoospérmicos (Tabla 3).

Tabla 3. Resultados de fertilidad después de ICSI usando ovocitos donados.

Normos >40 OAs >40 p-value

N* 13 11 -

Nº de ciclos 15 11 -

Nº de ovocitos fertilizados 
por ovocitos MII

0,756 ± 0,083 0,792 ± 0,123 NS

Nº de blastocistos 
fertilizados por ovocito

0,765 ± 0,079 0,640 ± 0,245 NS

Nº de embriones 
transferidos

14 21 -

Nº de embarazos 
bioquímicos*

13/14 (92,86%) 9/21 (42,86%) 0,0039

Nº de abortos bioquímicos* 1/14 (7,14%) 3/21 (14,29%) NS

Nº de nacidos vivos* 12/14 (85,71%) 8/21 (38,10%) 0,0069

Nº de nacidos vivos en 
el primer intento de 
transferencia*

11/14 (78,57%) 6/21 (28,57%) 0,0059

* Estos ratios fueron calculados teniendo en cuenta el número de embriones transferidos.

4.7.1. Efecto de la longitud telomérica en la tasa de fecundación

Se ha publicado mucho del alargamiento telomérico en los espermatozoides con la edad, pero no se 

sabe claramente cuál es el significado de este cambio en los telómeros. Para entender este punto se 

correlacionó la longitud telomérica de los espermatozoides con la tasa de fecundación en los grupos 

de estudio (en este caso mayores de 40 años NZ y OAZ). En el caso de los individuos NZ, existe una 

tendencia positiva, es decir, a mayor longitud telomérica del esperma, mayor tasa de fecundación. Sin 

embargo, en los individuos OAZ, esta tendencia se pierde, de manera que la longitud telomérica no 

parece favorecer la fecundación (Figura 14).
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Figura 14: Análisis de correlación de la tasa de fecundación. La gráfica de la izquierda muestra la correlación entre la tasa de fe-

cundación y la longitud telomérica del esperma en el grupo de mayores de 40 años con seminograma NZ. La gráfica de la derecha 

muestra la misma correlación descrita anteriormente, pero con el grupo de personas mayores con seminograma OAZ. 

Figura 15: Análisis de correlación de la tasa de formación de blastocistos. La gráfica de la izquierda muestra la correlación entre la 

tasa de blastocistos y la longitud telomérica del esperma en el grupo de mayores de 40 años con seminograma NZ. La gráfica de la 

derecha muestra la misma correlación descrita anteriormente, pero con el grupo de personas mayores con seminograma OAZ.

4.7.2. Efecto de la longitud telomérica en la tasa de desarrollo a blastocisto

Para estudiar si la longitud telomérica afecta al desarrollo del embrión en sus estadios tempranos, se co-

rrelacionaros los valores de longitud telomérica con la tasa de desarrollo a blastocisto. En el caso de los 

individuos NZ se encontró una correlación positiva y estadísticamente significativa entre lT y el número 

de blastocisto, de manera que a mayor LT mayor posibilidad de llegar al estadio de blastocisto. En el caso 

de los individuos OAZ, esta correlación desaparecía. Hay que tener en cuenta que los telómeros en el es-

perma de estos individuos no eran tan largos en media, como en el caso de los individuos NZ (Figura 15).
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La infertilidad es un tema de preocupación general dado que afecta tanto a la vida de la pareja como a la 

sociedad en general, que ha experimentado una bajada de natalidad durante los últimos años. En Espa-

ña, el índice de fecundación (número medio de hijos por mujer) fue de 1.24 en 2019 y la tasa de natalidad 

(número de nacimientos por cada mil habitantes) fue de 7.62% en 2019. En España el 17% de las parejas 

tiene problemas de infertilidad, y entre el 40 -50% de los casos se debe al factor masculino (141). 

En este marco, la posibilidad de encontrar biomarcadores en los varones que presentan problemas re-

productivos se hace necesario, dado el alto porcentaje de infertilidades denominadas idiopáticas. Un 

correcto diagnóstico del origen de la infertilidad, sus posibles tratamientos o el análisis de las posibili-

dades reales de que ese varón pueda tener descendencia son muy necesarios para minimizar los costes 

psicológicos y económicos que pueden suponer iniciar cualquier tipo de tratamiento de reproducción. 

Además, tanto el diagnóstico precoz como el posible tratamiento de la infertilidad redundará en bene-

ficios para la sociedad. 

Con esta premisa se inició este trabajo, buscando biomarcadores, en este caso dentro del complejo 

telomérico que pudieran ayudar a diagnosticar y tomar decisiones en el caso de que el varón deseara 

tener descendencia.

Para ello se tomaron dos grupos etarios de pacientes, los de menos de 25 años, que podíamos conside-

rar como el grupo de jóvenes y el de más de 40 años que corresponde al grupo de hombres mayores. Se 

escogieron estos límites para poder incluir al mayor número de pacientes en ambos grupos y que tuvie-
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ran una diferencia de edad suficientemente amplia como para ver diferencias en los factores telomé-

ricos. Los menores de 25 años corresponden en su mayoría a jóvenes que acuden a donar muestras de 

semen y por tanto hay una población amplia para elegir. Más difícil era encontrar suficientes varones de 

edades superiores a 50 ó 60 años, que quizá representan edades avanzadas y que acudan a una clínica 

de reproducción asistida, por lo que se estimó que a partir de los 40 años era más probable conseguir 

los pacientes necesarios para el estudio.

Con estas premisas se esperaba, en primera instancia, poder confirmar lo que se ha publicado sobre la 

dinámica telomérica, dado que esto suponía un apoyo para poder abarcar nuevos interrogantes sobre 

el sentido biológico de los cambios teloméricos que se producen con la edad, sobre en la línea germinal 

masculina y su relación con la fertilidad.

5.1. Longitud telomérica en células mononucleares

La relación inversa entre la edad y la LT en células somáticas está ampliamente demostrada y sirve de 

base para utilizar la LT como un biomarcador del envejecimiento biológico (142). Los telómeros se van 

acortando con la edad y la tasa de acortamiento telomérico, que es fija dependiendo de las especies, 

sirve como marcador de la longevidad de la especie (104,143). Hay variabilidad tanto en la longitud 

telomérica de cada individuo como en el acortamiento telomérico, , que parece ser más lento durante  

la niñez y el adulto joven, acelerándose progresivamente en el adulto mayor (144). Estos patrones de 

acortamiento telomérico se pueden ver modificados por diversos factores como el estilo de vida (145), 

la exposición a agentes contaminantes (146) al estrés oxidativo (147) o a alteraciones genéticas (148). 

Ya que es conocido el ritmo y límite de replicación celular, de acuerdo con una determinada LT de los 

leucocitos, se puede estimar el tiempo de vida saludable de un individuo, esto significa utilizar la LT de 

leucocitos como biomarcador de envejecimiento (149), es decir, que los telómeros reflejan la edad bio-

lógica del individuo, y no la edad cronológica. En nuestro estudio los hallazgos del LT en CM sanguíneas 

siguen esta distribución para los individuos de los grupos normozoospérmicos. Existe una longitud 

telomérica menor en células somáticas, en este caso células mononucleares sanguíneas, de los hom-

bres mayores de 40 años con respecto a los menores de 25 años.

La evidencia actual respalda la idea de que la longitud telomérica está asociada con una serie de afec-

ciones crónicas, relacionadas con el envejecimiento que incluyen dislipidemia (150), hipertensión (151, 

152), aterosclerosis (153, 154), accidente cerebrovascular (155), enfermedad de las arterias coronarias 

(156, 157), infarto de miocardio (158) y mal pronóstico de enfermedad cardiovascular (155, 159, 160). 

La acumulación de telómeros cortos en los leucocitos también se asocia a diversos tipos de cáncer 

como el cáncer colorrectal (161, 162), de ovario y mama (163), gástrico (164), así como una mayor inci-

dencia y mortalidad general debida al cáncer (165). Además, varios estudios indican que el acortamien-

to telomérico se correlaciona positivamente con la diabetes y las complicaciones diabéticas (166–168). 

Por ejemplo, entre los diabéticos tipo 2, aquellos que experimentan complicaciones como la nefropatía 
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diabética tienen longitudes de los telómeros leucocitarios más cortos que los individuos sin complica-

ciones y los que no tienen diabetes (169).

Atendiendo a esta relación entre patología y alteración de la LT, en nuestro estudio, la longitud telo-

mérica en los pacientes oligoastenozoospérmicos invertía su proporción entre los grupos de edad, los 

menores de 25 años presentaron telómeros más cortos que los mayores de 40 años. La explicación 

a esta situación pensamos que se puede deber a que, en el caso de los pacientes mayores, realmente 

no hay una patología, si no una evolución natural del proceso de envejecimiento, mientras que en los 

menores de 25 años si pudiera existir una patología no evidente en un análisis rutinario o podría de-

berse al número menor de individuos reclutados y la alta variabilidad de longitud telomérica entre 

individuos, habiéndose reclutado demasiados con una media de longitud telomérica baja para su edad. 

La situación por tanto, es parecida en cuanto al diagnóstico de la infertilidad masculina previa al estu-

dio: no podemos diagnosticar con estos elementos la causa. Ahora bien, lo que si pudiera ser factible 

es hacer determinaciones de longitud telomérica en pacientes jóvenes para valorar, en el caso de una 

oligoastenozoospermia, si esta situación sólo es un indicativo de alteración seminal o si la afectación es 

general a todas las células del individuo. También se podría analizar longitud telomérica en un número 

mayor de personas para esclarecer más la situación.

5.2. Cuantificación de telómeros cortos y largos en células mononu-
cleares

En la mayoría de las células somáticas, las repeticiones teloméricasse pierden a través de varias vías, 

como se ha mencionado más arriba (170). La telomerasa compensa parcialmente dichas pérdidas (171), 

pero no puede evitar el acortamiento telomérico (99). Cuando al menos 5 telómeros son críticamente 

cortos, la célula ya no puede dividirse y sufre apoptosis o se vuelve senescente (100). La telomerasa es 

capaz de mantener la longitud de los telómeros en las células de la línea germinal, pero el acortamiento 

continuo de los telómeros es una característica del envejecimiento (172). En pacientes de familias con 

mutaciones en los genes de la vía de mantenimiento de los telómeros, los telómeros son más cortos con 

cada generación (173), y también al afectan a la fertilidad de las personas, mostrando éstas valores más 

bajos de hormonas sexuales, y tasas más bajas de euploidía y fecundación (174).

Existen trabajos que apoyan el carácter hereditario, y por tanto genético de acumulación de telómeros 

cortos antes de que se desarrollen clínicamente determinadas patologías como la arteriosclerosis (175). 

Aunque factores externos, como la exposición a radicales libres o situaciones de estrés pueden acortar 

los telómeros, la presencia de telómeros cortos en la niñez tiene una gran dependencia de la edad pa-

terna. Cuanto menor es la edad paterna , menor LT en la descendencia (124, 125). Si bien la disminución 

de la LT de las CM en sangre es un biomarcador de senectud o de posible desarrollo de enfermedades 

asociadas al envejecimiento,  en otros casos, se ha visto que los telómeros cortos pueden tener un 

efecto protector sobre, por ejemplo, el riesgo de melanoma (176). Esto nos obliga a ser cautos con el 
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significado de los resultados que hemos obtenido en cuanto a la determinación de telómeros cortos y 

largos. Sí es coincidente la distribución del porcentaje de telómeros cortos con los datos obtenidos de 

la LT en CM sanguíneas. El porcentaje de telómeros cortos mucho mayor en el grupo de los pacientes 

menores de 25 años con oligoastenozoospermia con respecto a cualquiera de los otros grupos nos 

habla de una limitación en cuanto a la división celular, lo que podría hacer peligrar el futuro reproductivo 

del paciente y muy posiblemente habría que prestar atención a la salud general de este individuo, ya que 

como hemos expuesto estará sometido a un mayor riesgo de patologías en futuro. Además, los jóvenes 

de 25 años obtuvieron el menor porcentaje de telómeros cortos, lo cual sugiere que tendrían más 

ventajas en su salud general y en la reproductiva. Ya hemos visto que existen numerosos estudios que 

correlacionan la LT con procesos oncológicos, en el caso de la infertilidad masculina también hay estu-

dios en esa dirección, llegando a identificar a la infertilidad masculina como un biomarcador de riesgo 

de cáncer tanto para el paciente como para sus familiares (177, 178).

5.3. Longitud telomérica en células espermáticas

En los seres humanos, las células madre de la línea germinal masculina experimentan muchas más re-

plicaciones que las de la línea germinal femenina (179). Ésta es la razón por la que el factor paterno en 

humanos y quizás en otros primates es la principal fuente de mutaciones de novo en la línea germinal 

en la descendencia (180). Las numerosas replicaciones de células madre en la línea germinal masculi-

na humana también podrían explicar el efecto de la edad paterna al momento de la concepción (EPC) 

sobre la LT. Mientras que las células madre somáticas experimentan un acortamiento de los telómeros 

dependiente de la edad, los espermatozoides de los hombres mayores muestran telómeros comparati-

vamente más largos (118, 181, 182). Esta situación se manifiesta en nuestro estudio para los grupos de 

varones normozoospérmicos, existiendo una LT mayor en el grupo de los mayores de 40 años, que 

se ven refrendadas con la determinación del porcentaje de telómeros cortos y telómeros largos que 

siguen esa misma distribución de una manera significativa. Resultados similares en cuanto al aumento 

de longitud telomérica con la edad se habían observado con anterioridad (120, 136, 183). Estos resul-

tados ponen de manifiesto que en las etapas jóvenes de la vida la media más baja de LT del esperma no 

es impedimento para la fertilidad. Sin embargo, con la edad, una media de longitud telomérica similar 

a la  encontrada en personas jóvenes, limita la fertilidad. De hecho, La LT está positivamente asociada 

con la movilidad progresiva y vitalidad de los espermatozoides y negativamente con la fragmentación 

del ADN espermático y, por tanto, los varones con LT mayor en el esperma, tendrán menos problemas 

reproductivos asociados a la calidad seminal (137).

La LT aparentemente será heredada por la descendencia (184, 185). Así, la progenie concebida por pa-

dres mayores tiene telómeros más largos que sus pares (124, 181, 186). El efecto EPC sobre TL también 

se ha observado en chimpancé (128), lo que sugiere un papel importante dentro de la evolución de las 

especies de homínidos. La literatura sobre telómeros proporciona resultados contradictorios sobre el 
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modo de herencia de la LT (187–189), sin embargo parece demostrado que la LT se ve más afectada por 

el linaje materno que por el paterno (190, 191). Por lo tanto, la LT de la descendencia está influenciada a 

través de distintos canales maternos (mayor herencia) y paternos (EPC); y estos efectos ya son evidentes 

en los recién nacidos (190). En particular, el modo de herencia y el efecto de la edad de los padres difie-

ren en varias especies. Por ejemplo, LT es hereditaria en el lagarto de arena y muestra EPC sobre LT en 

la descendencia masculina(192). En las aves, la LT también se hereda, principalmente a través del linaje 

materno (193,194), y puede mostrar un efecto de la edad materna en el momento de la concepción en 

la descendencia LT (137).

En lo relativo al factor masculino, las anomalías cromosómicas debidas a la no disyunción meiótica, así 

como el daño del ADN, son más comunes en los espermatozoides subfertiles en comparación con la po-

blación general (195–197). Aunque la disfunción de los telómeros como componente de la infertilidad 

masculina está menos establecida en la literatura En el estudio de Biron-Shental (2017), se observó que 

la homeostasis de los telómeros estaba significativamente alterada entre las muestras de esperma-

tozoides subfertiles (198). Los espermatozoides subfertiles tienen telómeros más cortos y una mayor 

formación de agregados, lo que implica disfunción. Los resultados obtenidos en nuestro trabajo mues-

tran ese acortamiento de los telómeros entre las poblaciones de varones oligoastenozoospérmicos 

mayores de 40 años, así como una disminución significativa de los telómeros largos lo que sugiere 

fallos en los mecanismos de alargamiento de telómeros en estas personas, que de acuerdo a lo publi-

cado está relacionado con ese nivel subóptimo de la calidad seminal (120, 137). Se han barajado como 

origen de ese acortamiento, unos niveles menores de telomerasa en el testículo medidos por el número 

de copias del gen componente RNA de la telomerasa (TERC) y una mayor compensación por captura de 

telómeros. Estas observaciones podrían ser un hallazgo clave para que los estudios de intervención 

mejoren la calidad del esperma, pero requiere más investigación (198). De hecho, en nuestro estudio se 

muestra un porcentaje más elevado de telómeros cortos y largos en menores de 25 años oligoasteno-

zoospérmicos respecto a los normozoospérmicos de la misma edad que nos plantea la duda, por tanto, 

si esto es debido a un mecanismo compensatorio para mantener la fertilidad o es una desregulación 

del complejo telomérico.

5.4. Medida de la protección telomérica

La presencia de la proteína TRF1 en los telómeros puede representar el nivel de protección telomérico, 

que confiere el complejo de las shelterinas, encargadas de proteger los telómeros (100). TRF1 y TRF2 

son proteínas de unión a ADN telomérico bicatenario (79,199,200). Para ellos forman dímeros y se unen 

la una a la otra gracias a que presentan un dominio de homología TRF (TRFH) que media la dimerización 

y un homeodominio C-terminal que históricamente ha sido descrito como un dominio de unión a ADN 

SANT/Myb-like (199–201)

TRF1 es un componente esencial del complejo Shelterina y está enriquecido en células madre adultas y 
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pluripotentes (84), indicativo de su papel en la protección de los telómeros. La sobreexpresión de TRF1 

promueve el acortamiento de los telómeros, mientras que se ha demostrado que la pérdida de TRF1 de 

los telómeros induce el alargamiento de los telómeros dependientes de la telomerasa, lo que implica 

que TRF1 regula negativamente la extensión de los telómeros dependientes de la telomerasa, quizás al 

restringir el acceso de la telomerasa a los extremos de los telómeros (202–204). Además, se ha demos-

trado que TRF1 interactúa con la proteína cohesina SA1 (205) así como con la proteína de unión a micro-

tubos EB(206). TRF1 se ha implicado en la regulación del huso mitótico así como en la resolución de los 

telómeros hermanos (166,206–208). La sobreexpresión de TRF1 que carece del sitio de fosforilación 

para la quinasa 1 dependiente de ciclina B (Cdk1) conduce al bloqueo de la resolución de los telómeros 

hermanos (207). En nuestro trabajo la proteína TRF1 fue medida por Inmunofluorescencia en las células 

mononucleares sanguíneas, no pudiendo reproducirse el experimento sobre los espermatozoides. Se 

observó una tendencia a la disminución de la proteína TRF1 en los grupos de oligoastenozoospérmi-

cos tanto menores de 25 años como mayores de 40. La tendencia a la disminución de expresión de 

TRF1 con la edad se ha observado en humanos y ratones y supone una falta de protección telomérica 

que lleva al deterioro del organismo (85). Esta tendencia, aunque no estadísticamente significativa, 

también se ratificó mediante la estimación de la expresión del gen codificador de TRF1 en sangre deter-

minado por RT-PCR con dos controles, GAPGH y actina. 

No obstante, en sangre no se observó ninguna diferencia significativa en los niveles de TRF1 entre los 

grupos, lo cual sugiere que este parámetro telomérico no se podría usar como biomarcador para de-

tectar los problemas de infertilidad del factor masculino. 

La misma determinación del gen codificador de TRF1 se utilizó en espermatozoides debido, como se ha 

dicho a la imposibilidad de determinar directamente la proteína TRF1. En este caso se utilizó también 

GAPDH, pero se cambió actina por 18S debido a su mayor fiabilidad y presencia en espermatozoides 

(209). Al comparar eyaculados con contaminación importante de células redondas con otros eyaculados 

bajos en células redondas se observó que el mRNA 18S era más fiable para la cuantificación (209). En 

nuestro estudio, con ambos controles, en la cuantificación del ARNm de TRF1 con GAPDH y 18S se 

obtuvieron resultados similares. Se muestra una mayor expresión del gen TRF1 en todos los indivi-

duos mayores de 40 años normozoospérmicos, comparados con los jóvenes normozoospérmicos. Sin 

embargo, en los niveles de expresión del gen en varones con oligoastenozoospermia es mucho mayor 

que en los normozoospérmicos del mismo grupo de edad e incluso mayores que para los oligoasten-

zoospérmicos mayores de 40 años En cuanto a los mayores de 40 años con seminograma NZ, la pro-

porción es lógica ya que los telómeros son más largos, y por tanto, habría que proteger más cromatina. 

En el caso de los oligoastenozoospérmicos, esta no sería una explicación ya que la media de longitud 

telomérica en el esperma es menor. Teniendo en cuenta que el espermatozoide tiene una función muy 

concreta, cabría pensar que la mayor cantidad de TRF1 se va a aportar al zigoto en previsión del alarga-

miento telomérico que sucede durante las etapas tempranas de desarrollo embrionario (94,95), ya sea 

por recombinación (210) o por activación de la telomerasa en el estadio de blastocisto (93). También se 
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cabría pensar  que pude existir un intento de compensar el daño celular mediante una mayor expre-

sión del gen TRF1. Serán necesarios más estudios para determinar la causa de este aumento y si tiene 

beneficios el mantenimiento de mayores niveles del gen TRF1.

5.5. Efecto de la longitud telomérica en la fertilidad

La longitud telomérica es muy importante para la meiosis y en la reproducción. En el primer caso, 

porque asegura el anclaje de los cromosomas a la envoltura nuclear, promoviendo la recombinación 

cromosómica (211). En cuanto a la reproducción, en el esperma la cromatina está empaquetada gracias 

a las protaminas, con excepción de algunas zonas que contienen nucleosomas aún después de la fe-

cundación (212). Una de esas zonas son los telómeros (213), tanto en ratones como en humanos (214). 

Estos nucleosomas que conservan marcas epigenéticas paternas podrían regular la expresión de genes 

en el embrión temprano (215). Por tanto, una longitud telomérica excesivamente corta en los esperma-

tozoides pondría en peligro ambos procesos biológicos. En este sentido, encontramos una correlación 

positiva ente la tasa de fecundación y la longitud telomérica del esperma en individuos normozoos-

pérmicos, que también ha sido observada por otros grupos (136, 216). De hecho, los espermatozoides 

con telómeros cortos no se unirían a la membrana nuclear de manera eficiente, que es lo que promueve 

la descompactación de la cromatina y la formación del pronúcleo (217). En cualquier caso, la correla-

ción observada entre la longitud telomérica y la tasa de fecundación no fue significativa, lo cual podría 

deberse al hecho de haber hecho la fecundación por el método ICSI. Este método introduce el esperma-

tozoide dentro del óvulo, facilitando enormemente el proceso de la fecundación. Interesantemente se 

observó una correlación positiva significativa entre la tasa de formación de blastocistos y la longitud 

telomérica del esperma, lo cual sugiere que el aporte paterno es muy importante para el desarrollo 

de los embriones hasta el estadio de blastocisto, concretamente el aporte de telómeros largos. En 

hombres con seminograma oligostenozoospérmico, la correlación desaparecía, incluso en aquellos 

individuos que tenían los telómeros más largos. Esto podría deberse a que estos espermatozoides tu-

vieran otro tipo de alteraciones en el genoma que dificultaran el desarrollo a blastocisto. De hecho, los 

espermatozoides con telómeros cortos se han relacionado con una mayor fragmentación del DNA (137).
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Las principales limitaciones al estudio con las que nos hemos encontrado son las siguientes:

1. Tamaño muestral

 Es evidente que la extrapolación de datos se hace complicada con el tamaño muestral reducido. La 

selección e introducción de varones normozoospérmicos menores de 25 años no presentaba grandes 

problemas al tratarse de donantes que en su mayoría repiten tomas de muestras cuando presenta esa 

normalidad en los parámetros seminales. La introducción de los otros grupos se hace más complicada 

En el caso de los menores de 25 años, por que dependíamos de su deseo de dejar más muestras, aunque 

se les hubiera comentado que no servían como donantes. Para los mayores de 40 años el problema es 

vencer las reticencias que les podía plantear el uso que se iba a dar a esas muestras por ser individuos 

que están dentro de procesos de reproducción asistida. A este problema hay que añadir que una vez re-

cogidas todas las muestras una primera vez, un fallo en uno de los congeladores, hizo que se perdieran 

numerosas muestras y hubo que iniciar una nueva fase de reclutamiento de pacientes.

2. Tratamiento de las muestras

Encontramos varios tipos de problemas:

• Descongelación de alícuotas: Para las muestras de sangre no existían problemas en la división de 

alícuotas para estudio, sin embargo, en las muestras de espermatozoides hubo que unificar la ma-

nera de criopreservar las muestras ya que si se hacían en pajuelas era muy difícil su división, por 

lo que se aplicó el criterio de congelar en píldoras para su manipulación individual sin deteriorar 

el resto de las muestras de un paciente.

• Proceso de tratamiento de las muestras de semen: Se repitieron diversos protocolos para optimizar 

la concentración y exposición del material genético objeto del estudio.

3. Obtención de datos

También fueron varias la dificultadas encontradas:

Medición de la proteína TRF1 en espermatozoides: En el caso de las muestras espermáticas, se realizó un 

intento con dos muestras que correspondían a dos varones normozoospérmicos mayores de 40 años. 

Se eligió este grupo porque al tener los telómeros de los espermatozoides más largos, por ende, de-

bería haber más proteína TRF1 protegiendo esos telómeros. Esto ayudaría a la detección de TRF1. Los 

individuos en particular se eligieron porque tenían mayor cantidad de esperma, por lo cual podíamos 

usar una parte para realizar experimentos sin terminar las muestras. Se comprobó la fluorescencia en 

un microscopio confocal pero no se advirtió ninguna señal en las muestras por lo que no se pudo ad-

quirir imagen alguna en el microscopio. De este experimento concluimos que la inmunofluorescencia 

en espermatozoides es una técnica difícil debido al empaquetamiento de la cromatina, que habría que 

poner a punto para futuros estudios.
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La posibilidad de disponer de biomarcadores que nos orienten sobre las posibilidades reproductivas de 

un individuo es de suma importancia. El gasto que suponen las técnicas de reproducción asistida y la 

implicación psicosocial de la infertilidad son las principales cuestiones a tener en cuenta en la persona 

o pareja que desea tener descendencia. En una segunda fase de este estudio se están correlacionando 

los hallazgos obtenidos con los resultados finales un tratamiento de reproducción, es decir tasas de 

fecundación, embarazo y recién nacido. Todo ello permitirá valorar la utilidad de la medición de LT o de 

otros elementos relacionados con el complejo telomérico como son las proteínas de la shelterina en la 

toma de decisiones en la práctica de la medicina reproductiva.
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1. La ruta de los telómeros, que tiene implicaciones en envejecimiento, cáncer, homeostasis de los 

tejidos y la función de las células madre, también es importante para la fertilidad, concretamente 

en la aportación que hace el factor masculino.

2. Los telómeros de los espermatozoides, que son células muy especializadas con un fin muy de-

terminado como es la reproducción, se alargan con la edad. Los espermatozoides producidos por 

hombres con seminograma OA no se alargan con la edad a niveles comparables con los controles, 

evidenciando que hay algún mecanismo de elongación telomérica que está fallando en hombres 

con la circunstancia OA.

3. Los espermatozoides de hombres mayores y con seminograma NZ poseen mayores niveles de 

telómeros muy largos, y menores niveles de telómeros muy cortos, que se han relacionado con 

la mala función de los tejidos y órganos, y desde el punto de vista molecular, con la senescencia 

celular y la apoptosis.

4. La longitud telomérica de los telómeros de la sangre de las personas con seminograma OA no es-

tán severamente alterados, aunque sí hay una tendencia a acumular mayor cantidad de telómeros 

cortos con la edad y menos cantidad de telómeros muy largos. De hecho, los niveles de daño en la 

cromatina presentes en las células sanguíneas son similares a los controles, como era de esperar 

dado que no había una acumulación masiva de telómeros cortos en las células sanguíneas de los 

hombres con seminogramas OA.

5. Los niveles de TRF1, que es una de las subunidades del complejo Shelterina encargado de la 

protección de los telómeros, son similares a los individuos control en todas las edades, aunque 

se encontró una ligera tendencia a tener menor protección en el caso de los individuos con semi-

nograma OAZ, independientemente de su edad.
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6. El RNA mensajero de TRF1 en sangre apareció expresado igualmente en todos los individuos ana-

lizados, pero en el esperma de los jóvenes con seminograma NZ se expresó en menor cantidad. 

Estos resultados son normales en el caso de los hombres del grupo de mayor edad con semino-

grama NZ, ya que presentan telómeros más largos, y, por tanto, deberían tener mayor protección. 

En el caso de los hombres con seminograma OAZ presentaron mayor expresión aun teniendo 

telómeros más cortos, lo cual sugiere que, o los mensajeros son menos estables y por ello es 

necesario tener más cantidad, o que las células está intentando proteger unos telómeros que de 

entrada no van a poder alargarse mucho, comparado con los controles.

7. En las células de la sangre se encontraron los mismos niveles de expresión de los genes corres-

pondientes al componente de RNA y de la proteína de la enzima telomerasa, en todos los indivi-

duos analizados.

8. En las muestras de espermatozoides se encontraron los mismos niveles de expresión de los dos 

genes que dan lugar a la enzima telomerasa. Estos resultados sugieren que el defecto de alarga-

miento de los telómeros con la edad no se debe a la deficiencia de actividad telomerasa en las 

células madre adultas del tejido testicular, o si hay deficiencias en telomerasa en el tejido testi-

cular, no están reflejados en el contenido de mensajero hallado en los espermatozoides.

9. Los hombres con seminograma OA tienen menor probabilidad de lograr embarazo bioquímico que 

los hombres control. También tienen menor probabilidad de lograr recién nacidos vivos y de tener 

éxito con un recién nacido vivo en el primer intento de transferencia de un embrión al útero.

10. A mayor longitud telomérica de los espermatozoides en personas con seminograma NZ hay ma-

yores probabilidades de que los embriones fecundados con esos espermatozoides lleguen hasta 

el estadio de blastocisto.

11. A mayor acumulación de telómeros cortos en los espermatozoides, menor es la probabilidad de 

que los embriones se desarrollen hasta el estadio de blastocisto.

12. Mayores longitudes teloméricas de la sangre de personas con seminograma NZ implican mejores 

posibilidades de tener éxito en el desarrollo de los embriones hasta el estadio de blastocisto.

13. La mayor proporción de telómeros largos en la sangre de personas con seminograma NZ, es indi-

cativa de una mayor posibilidad de fecundación con éxito.

14. Todas las correlaciones de la longitud telomérica con los parámetros de fertilidad se pierden en el 

caso de personas con seminograma OA, indicando que hay otros factores que pueden estar afectan-

do a la fertilidad de estas personas. Además, el hecho de tener telómeros en el esperma de menor 

tamaño que las personas con seminograma NZ no les confiere ventajas en cuanto a la reproducción.

15. La media de longitud telomérica en el esperma es un buen biomarcador de fertilidad masculina.
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