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T h e g a m e t e m e m b r a n e f u s i ó n t e s t , t h a t u s e s z o n a - f r e e h á m s t e r o o c y t e s t o e v a l ú a t e t h e 
f er t i l i z ing ab i l i ty o f h u m a n s p e r m a t o z o a , is b e i n g w i d e l y u s e d in a n d r o l o g i c l a b o r a t o r i e s 
t h r o u g h o u t t h e w o r l d . T h i s t e s t e v a l u a t e s several s t e p s o f t h e r e p r o d u c t i v e p r o c e s s s u c h as: 
a) s p e r m c a p a c i t a t i o n ; b ) a c r o s o m e r e a c t i o n ; c ) g a m e t e m e m b r a n e f u s i ó n ; d ) s p e r m 
c h r o m a t i n d e c o n d e n s a t i o n ; e ) c h r o m o s o m e c o n d e n s a t i o n ; f ) egg a c t i v a t i o n as m e a s u r e d b y 
t h e c o r t i c a l granule b r e a k d o w n a n d c o m p l e t i o n o f m e i o s i s . T h i s t e s t d o e s n o t e v a l u a t e s t h e 
s p e r m trans i t f r o m t h e vag ina t o t h e s i te o f f e r t i l i za t ion ñ o r t h e s p e r m passage t h r o u g h t h e 
h u m a n egg v e s t m e n t s . H o w e v e r , t h e s p e r m trans i t h a s b e e n par t ly s o l v e d b y t h e u s e o f n a -
tural ly o c c u r r i n g h u m a n cervical m u c u s t o o b t a i n s e m i n a l p l a s m a free s p e r m a t o z o a . T h i s lat-
ter t e c h n i q u e h a s grea t ly i n c r e a s e d t h e d i a g n o s t i c v a l u é o f t h e g a m e t e m e m b r a n e f u s i ó n t e s t . 
N o t w i t h s t a n d i n g , t h e resu l t s o b t a i n e d w i t h t h i s t e s t c a n vary c o n s i d e r a b l y a m o n g t h e 
d i f f e r e n t l a b o r a t o r i e s , b e c a u s e o f var ia t ions in the e x p e r i m e n t a l d e s i g n o f t h e t e s t . T h e s e 
d i f f e r e n c e s c a n h a v e an i m p o r t a n t e f f e c t u p o n t h e a t t i t u d e t h e s c i e n t i s t a n d / o r t h e p h y s i c i a n 
m i g h t t a k e in a g i v e n case o f i n f e r t i l i t y . 

T h e p a r a m e t e r s t h a t vary m o s t a m o n g t h e d i f f eren t l a b o r a t o r i e s are: a) o b t e n t i o n o f s e m i n a l 
p lasma- free s p e r m a t o z o a ; b ) s p e r m c o n c e n t r a t i o n s ; c ) s p e r m p r e i n c u b a t i o n t i m e ; d ) t y p e a n d 
c o n c e n t r a t i o n o f s e r u m a l b u m i n u s e d . 

T h e or ig ina l o b j e c t i v e o f t h i s t e s t w a s t o e v a l ú a t e t h e fer t i l i z ing ab i l i ty o f s p e r m a t o z o a o f 
m e n w i t h p r o b l e m s o f in fer t i l i t y . N o w a d a y s is b e i n g a l so u s e d for t h e a s s e s m e n t o f m a l e 
in f er t i l i t y a g e n t s a n d drugs t h a t m i g h t a f f e c t the h u m a n r e p r o d u c t i v e f u n c t i o n . T h e 
c o r r e l a t i o n f o u n d b e t w e e n t h e re su l t s o f t h e g a m e t e m e m b r a n e f u s i ó n t e s t w i t h f er t i l i t y h a s 
r e s u l t e d in i t s u s e in t e s t i n g the fer t i l i z ing ab i l i ty o f b o v i n e a n d e q u i n e s p e r m a t o z o a . 

El descubrimiento de la capacitación es
permática en mamíferos (4; 29) fue el 
comienzo de una cantidad de estudios 
tendientes a desarrollar técnicas apropiadas 
para capacitar in vitro espermatozoides de 
diferentes especies de mamíferos. Esto, a su 
vez, llevó al desarrollo de técnicas con
fiables para obtener fecundación in vitro de 
ovocitos de otras tantas especies de mamí
feros. Muchas investigaciones estuvieron 
orientadas a definir las condiciones por las 
cuales se podía obtener la capacitación de 
espermatozoides de una determinada es
pecie de mamífero. A pesar de esto, aún 
hasta esta fecha no ha sido posible identi
ficar un determinado fenómeno biológico 
que se pueda asociar inequívocamente con 
la capacitación espermática. Muchos 
cambios se han podido identificar en el 
espermatozoide antes de su entrada al ovo
cito, sin embargo sólo uno de ellos, la re

acción del acrosoma, se ha demostrado que 
es un prerrequisito para la fecundación. 
Generalmente se acepta que la capacitación 
espermática ya ha ocurrido cuando se ma
nifiesta la hiperactivación y el espermato
zoide está en condiciones de sufrir la re
acción acrosomal. Cualquier consideración 
relacionada con la capacitación espermática 
antes de la entrada del espermatozoide al 
ovocito es sólo algo conjetural. El único 
criterio válido para juzgar a un esperma
tozoide como capacitado es después que 
éste ha entrado al ovocito (9; 19). En las 
investigaciones sobre capacitación esper
mática realizadas con espermatozoides de 
cobayo, se puso en evidencia la capaci
tación espermática por la observación de la 
reacción acrosomal en espermatozoides 
vivos y observados con el microscopio de 
contraste de fases (12; 35; 54). Sin em
bargo fue necesario usar ovocitos de 
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hámster dorado sin zona pelúcida a fin de 
comprobar que efectivamente los esper
matozoides con reacción del acrosoma eran 
realmente capaces de fecundar. La com
probación de que ovocitos de hámster sin zo
na pelúcida eran capaces de fusionarse con 
espermatozoides de otras especies fue el 
comienzo de estudios tendientes a estudiar 
in vitro la capacidad fértil de espermato
zoides de especies en las cuales es difícil la 
obtención de ovocitos, incluyendo la es
pecie humana (58). 

Estudios posteriores (16; 17) demos
traron que la fusión de espermatozoides 
humanos con ovocitos de hámster sin zona 
pelúcida podía discriminar mejor que el 
espermiograma entre individuos supues
tamente fértiles e infértiles. Este trabajo 
fue confirmado y validado con estudios de 
microscopía electrónica de transmisión que 
demostraron que los eventos que preceden 
a la fusión de las membranas gaméticas, 
como es la reacción del acrosoma, son 
iguales a aquellos que se observan en la 
fecundación homologa. De la misma ma
nera los eventos postfusión tales como la 
decondensación de la cromatina espermá-
tica, formación de los pronúcleos macho y 
hembra, ruptura de los granulos corticales y 
eliminación del segundo polocito no son 
diferentes de los observados en la fecun
dación homologa (17). El uso de este 
bioensayo para evaluar la capacidad fértil 
de los espermatozoides humanos ha sido 
confirmado por muchos otros investiga
dores (ver 9; 45 ; 56 para referencias). Este 
bioensayo ha recibido diferentes nombres, 
sin embargo en este trabajo lo denomina
remos como el bioensayo de fusión de 
membranas gaméticas. 

Breve descripción del bioensayo 

La técnica (Fig. 1) consiste en superovular 
una hembra hámster (11) a fin de obtener, 
por una parte, un número mayor de ovo
citos que el que se obtiene en una ovu
lación normal y por otra, que es la más 
importante, poder conocer en forma pre
cisa el momento de la ovulación para poder 
recuperar ovocitos recién ovulados. Los 
ovocitos son tratados primero con hialuro-
nidasa para eliminar las células del cúmulo 

oóforo y luego con tripsina para eliminar la 
zona pelúcida (13). Estos ovocitos se hacen 
interactuar posteriormente con esperma
tozoides humanos, cuya preparación así 
como las condiciones para capacitarlos va
rían en los diferentes laboratorios (Tabla I). 
Las diferencias fundamentales están aso
ciadas a: a) procedimientos para obtener 
espermatozoides libres de plasma seminal; 
b) concentración espermática; c) tiempo de 
capacitación; d) tipo y concentración de 
albúmina sérica. Recientemente la Organi
zación Mundial de la Salud (OMS) ha 
propuesto un protocolo estándar para la 
realización del bioensayo (1). 

Preparación de espermatozoides 
libres de plasma seminal 

Un aspecto muy importante en el bioen
sayo de fusión de membranas gaméticas es 
la preparación de espermatozoides libres de 
plasma seminal. A este respecto hay varias 
técnicas que se han propuesto. Cuando se 
describió por primera vez este bioensayo 
los espermatozoides se obtenían por fil
tración del semen y posterior centrifu
gación (58). En trabajos posteriores se uti
lizó la técnica descrita por Lopata et al. 
(40) para fecundación in vitro de ovocitos 
humanos (16; 17). Esta técnica consiste en 
colocar la muestra seminal en tubo de en
sayo; en este tubo se coloca una pipeta 
Pasteur llena de medio de cultivo, el ex
tremo abierto del tubo de ensayo se cierra 
con parafilm para evitar evaporación. Esta 
preparación se incuba por 30 minutos a 
37°C,con lo cual se obtiene en el medio de 
cultivo espermatozoides con buena moti-
lidad. La OMS recomienda colocar 0,5 a 
1,0 mi de semen en un tubo de fondo 
redondeado y cubrirlo con 1,0 o 2,0 mi de 
medio de cultivo e incubar el tubo o los 
tubos por una hora a 37°C en un ambiente 
de 5% de C 0 2 o en una atmósfera de aire 
en tubos bien cerrados (1). Muchas otras 
técnicas (Tabla I) de preparación de los 
esperamatozoides son en general varia
ciones de las descritas, es decir los esper
matozoides se lavan por centrifugación en 
medio de cultivo y luego se les deja nadar al 
medio de donde se colectan para su uso 
posterior o viceversa. Una técnica más apro-
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COLECCIÓN DE ESPERMATOZOIDES 
DESPUÉS DE MIGRAR POR MOCO 
CERVICAL 

HEMBRA HÁMSTER 
SUPEROVULADA 

MEDIO DE 
CULTIVO 

Hsse 
CERVICAL 

COLECCIÓN DE ESPERMATOZOIDES 
QUE NADAN AL MEDIO DE CULTIVO 

B 

LAVAR 2 VECES EN MEDIO 
DE CULTIVO Y CENTRIFUGAR 
A 500g POR 10 MINUTOS 

MATAR Y OBTENER OVOCITOS 

CÉLULAS DEL 
CUMULUS OOPHORUS 

REMOVER SOBRENADANTE 

AGREGUE CUIDADOSAMENTE 
2 ML DE MEDIO DE CULTIVO 
Y LUEGO INCUBE POR 
1 0 2 HORAS A 37°C 

REMUEVA CUIDADOSAMENTE 
EL MEDIO CON 
ESPERMATOZOIDES 

Fig. 1: Representación esquemática de las etapas para realizar el bioensayo de fusión de membranas gaméticas. En el 
lado derecho de la figura está el procedimiento para lavar los espermatozoides y en el lado izquierdo está el 
procedimiento para hacerlos migrar a través de moco cervical. 

piada para la obtención de espermato
zoides libres de plasma seminal fue pro
puesta por Overstreet et ai, (43) y consiste 
en hacer migrar los espermatozoides a 
través de una columna de moco cervical 
humano estrogénico. Esta técnica ha sido 
utilizada en la preparación de espermato

zoides para evaluar su capacidad fecun
dante (21 ; 22). Una de las ventajas de esta 
técnica es que los espermatozoides se li
beran del plasma seminal de una forma 
similar a la que ocurre in vivo. Por otra 
parte, espermatozoides obtenidos con esta 
técnica tienen una motilidad muy buena y 
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Preparación de espermatozoides Concentración Tiempo de Tiempo de Tipo y concentración 
libres de plasma seminal espermática preincubación coincubación de albúmina 

espermatozoides de gametos 
(células/ml) (horas) (horas) 

Dilución y centrifugación 1 0 5 0 0,5 - 2 BSA 3 - 4 mg/ml 

Nadar a medio de cultivo 
y centrifugación 1 0 6 1 - 5 , 5 3 - 4 BSA 10 mg/ml 

Dilución, filtración y 
centrifugación 1 0 7 6 - 1 0 5 - 6 BSA 30 mg/ml 

Paso por columna de moco 
cervical humano 1 0 8 10 HSA 3 - 5 mg/ml 

Nadar a medio de cultivo HSA 30 - 35 mg/ml 

Separación de gradiente 
de Percoll 

Modificada de Barros y Jedlicki (1985) . 
* Cada columna es independiente de las otras. 

el porcentaje de formas morfológicamente 
normales es significativamente mayor que 
el que se encuentra en la muestra de semen 
(20). Más aún,este procedimiento se puede 
hacer con el moco cervical de la pareja, 
antes de realizar el bioensayo de fusión de 
membranas gaméticas, lo que proporciona 
más información en relación a la condición 
de fertilidad de la pareja en estudio. 

Concentración espermática 

La concentración espermática utilizada por 
los diferentes laboratorios no muestra 
grandes variaciones y no parece ser la 
fuente de desacuerdos importantes. En 
general hay un consenso que es necesario 
utilizar concentraciones de esperatozoides 
en un rango de 10 6 y 1 0 7 . Sin embargo es 
importante enfatizar que lo que es im
portante es la concentración de esperma
tozoides con motilidad progresiva. En 
efecto, se ha podido demostrar que al usar 
concentraciones espermáticas menores que 
0,4 x 10*, la penetración de ovocitos de 
hámster se ve seriamente reducida (2). La 
necesidad de encontrar un límite inferior 
de concentración espermática es de gran 
importancia cuando se evalúan individuos 
con oligospermia severa. Sin embargo 
hemos podido detectar un caso de un indi
viduo con una concentración espermática 
de 0,465 x 10 6 que resultó en un 4,5% de 
fusión de membranas gaméticas (18). 

Tiempo de capacitación 

Este parámetro parece ser de gran impor
tancia en el bioensayo de fusión de mem
branas gaméticas, y es probablemente la 
fuente más común de discrepancias entre 
los diferentes laboratorios. Se ha publicado 
que es posible la fusión de membranas 
gaméticas sin una preincubación previa de 
los espermatozoides y con una coincu
bación de dos horas. Sin embargo también 
se ha demostrado que espermatozoides de 
diferentes individuos pueden requerir de 
tiempos distintos para capacitarse (44). 
Otros autores han demostrado que prein-
cubaciones de 2 a 3 horas producen por
centajes mayores de penetración que pre-
incubaciones de 18 a 24 horas (59). Por 
otra parte se ha sugerido que con prein-
cubaciones largas hay menos riesgos de ob
tener resultados falsos negativos (37), re
comendando la OMS preincubaciones de 18 
a 24 horas en una atmósfera del 5% de 
C 0 2 o en una atmósfera de aire, pero en 
tubos cerrados (1). Sin embargo, también 
se ha demostrado que espermatozoides 
preincubados por 18 a 24 horas son capa
ces de fusionarse con los ovocitos de háms
ter sin zona pelúcida, pero pueden ser 
incapaces de penetrar la zona pelúcida hu
mana (34). 

De la discusión anterior se puede inferir 
cuan difícil es estandarizar el tiempo de 
preincubación a utilizar en este bioensayo, 

Parámetros relevantes a considerar en el test de fusión de membranas gaméticas' 
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especialmente cuando de sus resultados se 
espera tener información útil para deter
minar el tiempo de preincubación en la 
práctica de la inseminación instrumental 
y/o de la fecundación in vitro. 

Intimamente asociado al tiempo de 
preincubación está el tiempo de coincu
bación de los gametos. Se ha sugerido que 
lo más importante es en realidad el tiempo 
total que han permanecido los esperma
tozoides in vitro, es decir, la suma del 
tiempo de preincubación más el tiempo de 
coincubación (24), sin embargo se ha co
municado recientemente que los ovocitos 
de hámster sin zona pelúcida pierden rápi
damente su capacidad de fusión —juzgada 
por la decondensación de la cromatina 
espermática— con los espermatozoides 
humanos cuando se les mantiene a 25°C 
con una vida media de alrededor de 50 
minutos (52). Por otra parte se ha podido 
demostrar que ovocitos envejecidos invivo, 
que se encontraban activados partenogené-
ticamente, pueden fusionarse con el es
permatozoide, pero la capacidad de de-
condensar la cromatina espermática se 
encuentra inhibida (36). Este hecho es 
importante por cuanto un mal manejo de 
los gametos in vitro podría arrojar resul
tados que se consideren negativos pero so
lamente por el envejecimiento de los ovo
citos y no por una pérdida de la capacidad 
fecundante del espermatozoide. El problema 
del envejecimiento ovocitario se puede evi
tar almacenando los ovocitos en medio de 
cultivo a 4°C por hasta 24 o 48 horas sin 
que se observe una diferencia en los valores 
de fusión gamética al comparársele con los 
valores obtenidos al usar ovocitos recién 
ovulados (18). Es la opinión de este autor 
que un tiempo de coincubación de los ga
metos de alrededor de dos horas sería su
ficiente para tener evidencia de fusión ga
mética. Esto es válido sólo y cuando los 
espermatozoides estén capacitados. Existe 
evidencia experimental que demuestra que 
después de una y media hora de interacción 
entre espermatozoides humanos y ovocitos 
de hámster sin zona pelúcida, se puede 
observar decondensación de la cromatina 
espermática humana (17). Esta idea se ve 
apoyada por otro tipo de evidencia que ha 
demostrado que la fusión gamética ocurre 

dentro de un período de tiempo de 2,5 
minutos después de mezclar espermatozoi
des de hámster capacitados con ovocitos de 
hámster sin zona pelúcida. También se ha 
establecido que pronúcleos bien desarro
llados con nucléolos se pueden observar 
después de dos horas de iniciada la coin
cubación (11). 

Tipo y concentración de albúmina 
a utilizar 

Los espermatozoides de la mayor parte de 
las especies de mamíferos requieren de la 
presencia de macromoléculas en el medio 
de cultivo para capacitarse. Una excepción 
la constituyen los espermatozoides de co
bayo, los que se pueden capacitar en medio 
MCM (5), que es una solución salina sin 
componentes macromoleculares. Se ha podi
do comprobar que la albúmina sérica es la 
macromolécula más eficiente para la capa
citación espermática, aunque su papel en 
ese fenómeno no se conoce. La presencia 
de la albúmina se ha asociado a la man
tención de la motilidad espermática (46) 
y/o a la remoción o modificación de ma
teriales presentes en la superficie del esper
matozoide y cuya remoción o modificación 
sería necesaria para la capacitación (38; 
55). En la ejecución del bioensayo de 
fusión de membranas gaméticas se han uti
lizado albúmina sérica humana y de bovino 
y en concentraciones que van desde 0,3 a 
3,5% (ver 9; 56). Sin embargo la OMS (1) 
recomienda el uso de 3,5 mg/ml albúmina 
sérica de bovino (Fracción V). 

No se ha estudiado el efecto de macro
moléculas inertes en la capacitación de 
espermatozoides humanos, y que podrían 
tener ventajas tanto para el estudio del fe
nómeno como en el tratamiento de los 
espermatozoides previo a la inseminación 
instrumental en casos de infertilidad con
yugal de causa masculina. Otros com
puestos con los cuales se puede obtener un 
aumento en la tasa de fusión gamética son 
la yema de huevo (25, 33) y suero sanguí
neo (30, 53). 

En algunos casos en que el bioensayo 
realizado en condiciones estándar es nega
tivo, se le puede positivar después de in
cubar los espermatozoides en medios con-
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teniendo yema o suero sanguíneo. El 
bioensayo de fusión de membranas gamé
ticas realizado en las condiciones descritas 
anteriormente aumenta su valor diagnóstico 
debido a que descarta a aquellos individuos 
cuyos espermatozoides son intrínsecamente 
incapaces de fusionarse con el ovocito. 

Funciones del espermatozoide 
que son medidas por el bioensayo de 
fusión de membranas gaméticas 

En todas las especies de mamíferos estu
diadas hasta la fecha se ha demostrado más 
allá de cualquier duda que la reacción del 
acrosoma es un prerrequisito esencial para 
la fusión gamética (6; 23). Por lo tanto el 
primer evento que mide este bioensayo es 
precisamente la posibilidad que tiene un 
espermatozoide de experimentar la re
acción acrosomal. La reacción del acrosoma 
(Figs. 2, 3) se describió originalmente como 
un proceso de doble ruptura y doble fusión 
entre la membrana plasmática y acrosómica 
externa subyacente (15, 32). Observaciones 
ultraestructurales de huevos humanos fe
cundados in vitro muestran que la reacción 
acrosomal de los espermatozoides antes de 
fecundar al huevo humano (51) es similar a 
la descrita originalmente en este bioensayo 
(17). Sin embargo, estudios recientes han 
propuesto que el espermatozoide humano 
seguiría un modelo distinto para la reacción 
acrosómica (42). Sólo los espermatozoides 
que han sufrido la reacción del acrosoma 
podrán fusionarse con el ovocito y en este 
proceso las microvellosidades que cubren la 
superficie ovocitaria (31) se fusionan con la 
membrana plasmática del espermatozoide 
(8; 57). De la misma forma los esperma
tozoides humanos que han experimentado 
la reacción del acrosoma se fusionan por 
medio de las microvellosidades (Figs. 4, 5). 
Por otra parte se acepta que al momento de 
ocurrir la reacción del acrosoma ya ha ocu
rrido la capacitación espermática, entonces 
este bioensayo también mide la ocurrencia 
de la capacitación. 

Los espermatozoides que se han fusio
nado con el ovocito maduro pierden rápi
damente la envoltura nuclear (23) seguido 
inmediatamente por la decondensacion de 
la cromatina espermática (7). Este fenó

meno tiene gran importancia debido a que 
es la base de la formación del pronúcleo 
macho sin el cual el desarrollo no es po
sible. Espermatozoides humanos que se han 
fusionado con ovocitos de hámster son 
capaces de decondensar su cromatina (Fig. 
6, 7) y formar un pronúcleo macho bien 
desarrollado (17) y eventualmente llevar a 
la primera división de segmentación en 
donde se pueden poner en evidencia los 
cromosomas humanos (50; 26). Por otra 
parte se puede medir la activación ovoci
taria expresada por la ruptura de los gra
nulos corticales y por la eliminación del 
segundo polocito (17). El bioensayo de 
fusión de membranas gaméticas no mide sin 
embargo ni la migración espermática desde 
la vagina hasta el sitio de la fecundación 
como tampoco el paso del espermatozoide 
a través de la zona pelúcida. No obstante 
un aspecto de gran relevancia como es el 
paso del espermatozoide a través del moco 
cervical se ha incorporado como un ele
mento adicional del bioensayo (14; 21) de 
fusión de membranas gaméticas, lo que 
aumenta considerablemente el valor 
diagnóstico y pronóstico del bioensayo. En 
este sentido se ha podido establecer que los 
espermatozoides humanos se modifican de 
alguna manera durante su paso a través del 
moco cervical. Esta modificación se ha po
dido constatar debido a que los porcentajes 
de fecundación, número de espermato
zoides por ovocito y número de esperma
tozoides adheridos por ovocito, es menor 
cuando se utilizan espermatozoides que han 
migrado a través de moco cervical que 
cuando se utilizan espermatozoides que no 
lo han hecho (22). Esta evidencia sugiere 
que el moco cervical, además de modificar 
al espermatozoide en su interacción con la 
membrana plasmática del ovocito, podría 
actuar previniendo la capacitación esper
mática y de esta forma prolongar la vida 
fértil del espermatozoide. 

Objetivo del bioensayo 

El bioensayo de fusión de membranas ga
méticas fue propuesto originalmente como 
un bioensayo adicional al espermiograma 
para evaluar la capacidad fértil de los es
permatozoides de individuos con problemas 
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Fig. 2: Espermatozoide humano recién eyaculado y observado con microscopía electrónica de transmisión. Observe el 
acrosoma (a) no reaccionado y recubierto por la membrana plasmática (mp). X26 .000 . 

Fig. 3: Espermatozoide humano preincubado in vitro en medio de cultivo para efectuar el bioensayo de fusión de 
membranas gaméticas. Observe las vesícula (v) resultantes de la reacción de la porción principal del acrosoma. El 
segmento ecuatorial (se) se encuentra aún intacto. X26 .000 . 

Fig. 4: Ovocito de hámster sin zona pelúcida observado con el microscopio electrónico de barrido. Observe los 
espermatozoides humanos en estrecha asociación con las microvellosidades. X I . 4 0 0 . 

Fig. 5: Espermatozoide humano en el proceso de fusión con las microvellosidades del ovocito de hámster. X7 .100 . 
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Fig. 6: Ovocito de hámster sin zona pelúcida en el que se puede observar, con el 
microscopio de contraste de fases, la decondensación de la cromatina de dos esperma
tozoides humanos (flechas). X2 .500 . 

Fig. 7: Ovocito de hámster en el que se observa la cromatina decondensada de un 
espermatozoide humano. Observe que la cola (c) aún está en estrecha asociación con el 
pronúcleo macho en desarrollo. X8 .580 . 

de infertilidad (16; 17). Estudios poste
riores han intentado utilizar el bioensayo 
para propósitos diferentes de los origi
nalmente sugeridos. Al hacer esto muchos 
investigadores han ido más allá de lo que el 
bioensayo puede ofrecer. Por ejemplo se ha 
comunicado que ciertos serotipos de mi-
coplasma muestran gran interferencia con 
la capacidad de fusión de los espermato

zoides con los ovocitos de hámster (27), sin 
embargo en otro estudio se ha comunicado 
que no hay un efecto directo entre la 
presencia de micoplasma y el éxito de la 
fecundación in vitro de ovocitos humanos 
(47). Más aún, los mismos autores encon
traron que las tasas de segmentación fueron 
mejores en el grupo contaminado que en el 
grupo no contaminado. No obstante, la 
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presencia de Ureaplasma urealyticum o 
Escherichia coli en los cultivos tenían un 
efecto negativo en el desarrollo embrio
nario y en el establecimiento de embarazos 
(48). Estos hechos indican que el bioensayo 
debe ser usado con mucho criterio cuando 
se está tratando de probar o negar el efecto 
de agentes que puedan estar asociados con 
la reproducción. En esta misma argumen
tación me parece importante destacar que 
experimentos en los que se ensaya in vitro 
drogas que normalmente actúan sistémica-
mente tales como el citrato de clomifeno 
(28) carecerían de valor al ser ensayadas in 
vitro en el bioensayo de fusión de membra
nas gaméticas. Algo completamente diferen
te es el uso del bioensayo en la evaluación de 
un tratamiento terapéutico especial. Un 
objetivo, quizás no tan explícito pero que 
ha estado siempre entre los objetivos del 
bioensayo, es su uso potencial en la eva
luación de contraceptivos masculinos, esto 
es, disponer de un medio eficiente de 
evaluar la capacidad fecundante de indi
viduos sometidos a tratamientos contra
ceptivos. En este sentido las técnicas del 
TEST-yema (26) y del ionoforo de calcio A 
23187 (3) podrían optimizar en forma 
considerable el bioensayo de fusión de 
membranas gaméticas para evaluar la capa
cidad fecundante de individuos con bajo 
recuento espermático. 

Interpretación de los resultados 

La interpretación de los resultados ha sido 
objeto de discrepancias. Así varios autores 
han propuesto que se considere como in-
fértiles a individuos que den valores de 
penetración iguales o inferiores al 15% (41 ; 
49). Por otra parte se ha indicado que no 
importa el porcentaje de penetración sino 
la ocurrencia del fenómeno para conside
rarlo como un resultado positivo (10; 17). 
Parecería entonces muy arbitrario esta
blecer límites de fertilidad con este bioen
sayo. Es la opinión de este autor que pro
visto que un solo espermatozoide se fusione 
con un ovocito, los espermatozoides de ese 
individuo deben considerarse como po-
tencialmente fértiles. Este hecho se ve apo
yado por el hallazgo de que en 16 parejas 
estudiadas por problemas de infertilidad y 

en las cuales el bioensayo de fusión de 
membranas gaméticas fue menor que 6%, 
nueve fueron capaces de concebir después 
de ser inseminadas instrumentalmente (39). 
Es importante destacar que en otros pacien
tes y con el mismo protocolo experimental, 
se obtuvieron resultados de un 100% de fu
sión gamética con un alto grado de polies-
permia. Por las razones discutidas arriba no 
es recomendable recurrir a la inseminación 
instrumental heteróloga en los casos de un 
bioensayo con porcentajes bajos de pe
netración. 

El potencial de este bioensayo es enorme 
particularmente para el estudio y ensayo de 
las condiciones que permitan optimizar la 
capacidad fecundante del espermatozoide 
humano y su posible aplicación a proble
mas de infertilidad por causa masculina. 
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