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ABREVIATURAS	

__	
v AA: Azul de anilina. 

v ADN: Ácido desoxirribonucleico. 

v ADP: Adenosín difosfato. 

v ANMAT: Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología. 

v ART: Assisted Reproductive Technique. Técnicas de Reproducción asistida. 

v BSA: Bovine Serum Albumin. Albúmina Sérica de Bovino. 

v CMA3: Cromomicina A3. 

v DE: Desvío estándar. 

v dUTP: Deoxiuridina 

v FITC: Isotiacianato de fluorescencia  

v MSOME: Motile sperm organelle morphology examination. Examinación morfológica  

de organelos de espermatozoides móviles.  

v OMS: Organización mundial para la salud 

v PBS: Phosphate Buffered Saline. Buffer Fosfato Salino 

v ROS: Especies reactivas de oxígeno. 

v TdT: Transferasa terminal. 

v TP1: Transition Protein 1. Proteína de Transición 1. 

v TP2: Transition Protein 2. Proteína de Transición 2. 

v TUNEL Post Grad: Evaluación de integridad nuclear posterior a la congelación en la 

muestra sometida a gradiente de selección. 

v TUNEL Post Mt: Evaluación de integridad nuclear posterior a la congelación en la  

muestra total. 

v TUNEL previo: Evaluación de integridad nuclear previa a la congelación. 

v TUNEL: Terminal dUTP Nick-End Labeling. Marcado del extremo libre con dUTP. 
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 Existen numerosas evidencias que la criopreservación de espermatozoides en 

humanos altera parámetros básicos de su fisiología natural, además de esto puede 

existir un daño que compromete su integridad nuclear. Esto implica una disminución 

de la viabilidad y a la vez de su capacidad para fecundar pudiendo limitar su uso en  

técnicas reproductivas. 

El presente estudio busca evaluar si ocurre daño en el núcleo espermático 

luego de la criopreservación de las células sexuales provenientes de hombres que 

no consultan por infertilidad. Se utilizaron 44 muestras provenientes de hombres 

sanos y menores de 40 años, candidatos al programa de donación de esperma de 

un banco de semen en la República Argentina. Se realizó un espermograma básico 

inicial para cada muestra y se midió la compactación nuclear mediante AA y CMA3. 

Posteriormente se someten las muestras a congelación lenta en nitrógeno líquido y 

luego son descongeladas para su posterior evaluación. El impacto en la integridad 

nuclear fue medido mediante TUNEL para evidenciar fragmentación del ADN en tres 

momentos distintos: antes de la congelación, posterior a la descongelación y 

posterior a la descongelación sometiendo la muestra a un gradiente de selección. 

Los datos evidenciaron una distribución normal y se evaluaron mediante el programa 

estadístico SPSS. 

Los resultados obtenidos evidencian que la criopreservación tiene un efecto 

deletéreo y significativo en la integridad nuclear de espermatozoides de hombres 

jóvenes y sanos, destacando a su vez la importancia de una selección espermática 

posterior a la técnica para disminuir el porcentaje de espermatozoides que han 

sufrido el impacto a nivel estructural y molecular. 

RESUMEN 
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 There is evidence that human sperm cryopreservation altered its natural 

physiological parameters, however it may induce damage to nuclear integrity. This 

would result in a decrease of viability and fertilizing ability of sperm samples that 

would be subsequently used in reproduction techniques.  

 This study aims to assess whether damage occurs in sperm nucleus of men 

that don´t consult for infertility and their sperm have being exposed to 

cryopreservation. 44 samples from healthy men under 40 years old that are 

candidates for a sperm donation program of a sperm bank at the Argentine Republic 

were used. A basic sperm analysis was performed for each sample and chromatin 

packaging was assessed with CMA3 and Aniline blue. Samples are subsequently 

frozen at slow rates in liquid nitrogen and got thawed for further analysis. Nuclear 

integrity was assessed using TUNEL test, showing evidence of DNA fragmentation at 

three phases: before freezing, after thawing and after thawing and selected by a 

sperm separation gradient. Data shows normal distribution and was performed using 

SPSS software. 

 Results from the current investigation show that cryopreservation induce a 

deleterious and significant effect at nuclear sperm integrity of healthy and young 

men, we emphasize on the importance of a sperm selection method after 

freezing/thawing techniques to reduce the percentage of sperm with structural and 

molecular injury rates.   

 

ABSTRACT 
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 Los espermatozoides son células haploides, altamente diferenciadas, que 

tienen como función principal la formación de un cigoto totipotente al fusionar su 

núcleo con el del gameto femenino. En el ser humano, el espermatozoide maduro 

presenta una serie de características que los diferencian y otorgan su capacidad 

fecundante y competente dentro del tracto sexual femenino (Ainsworth, 2005). En 

términos generales los espermatozoides eyaculados constan de una cabeza de 

forma piriforme y un flagelo que les confiere movilidad. En la región cefálica pueden 

reconocerse estructuras como el acrosoma y el núcleo, mientras que en la región 

caudal se encuentra la pieza media, el flagelo y su pieza terminal (Ardon, F. et al.  

2008)  
 

Una de las características que diferencia la espermatogénesis en mamíferos 

es la forma en que la cromatina espermática es empaquetada dentro del núcleo 

(Balhonrn 1982) el cual ocupa alrededor del 65 % de la cabeza y contiene toda la 

información genética proveniente de línea paterna (Carrell  et al., 2007). Su 

cromatina se encuentra en un mayor grado de compactación que la presente en 

células somáticas (Fuentes-Mascorro et al., 2000) gracias a la asociación existente 

entre el ADN, la matriz nuclear y las nucleoproteínas presentes (Shaman et al., 

2007). Este nivel de compactación tan eficiente se logra a través de metilaciones, 

fosforilaciones, ADP-ribosilaciones y ubiquitinizaciones sitio específicas que sufren 

las histonas testiculares (Oliva, 2006; Carrell et al., 2007) lo que permite la relajación 

del ADN enrollado, de esta forma se facilita el remplazo de las mismas por 

INTRODUCCIÓN 
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nucleoproteínas transitorias (TP1 y TP2) y finalmente por protaminas (Aoki et al., 

2005) que forman un complejo núcleo-protamina altamente compactado (Oliva, 

2006). 

 

Alrededor de un 85% de histonas testiculares son remplazadas por 

protaminas (Balhorn et al., 1999; Braun, 2001; Miller  et al., 2010) a su vez la 

estabilidad de la cromatina se debe a fuerzas tanto inter como intramoleculares entre 

la carga neta positiva de las cisteínas y argininas presentes en las protaminas 

resultantes y la carga negativa de los grupos fosfatos del ADN (Oliva, 2006); además 

de la formación de puentes disulfuro necesarios para el correcto empaquetamiento 

del material genético del espermatozoide. (Fuentes-Mascorro et al. 2000).  

 

Es importante destacar que el ADN espermático carece de un sistema de 

reparación eficiente y una manera de remediarlo puede ser la protección otorgada 

por este proceso de re modelamiento nuclear para así asegurar la integridad de la 

línea germinal masculina (Ahmadi A, & Ng SC, 1999). Desde la producción, 

maduración y transporte  de los gametos masculinos existen diversos factores tanto 

intrínsecos como extrínsecos que repercuten en la aparición de daño sobre el ADN 

espermático tanto a nivel mitocondrial como nuclear (Álvarez, 2011). 

 

Este mecanismo de compactación es necesario para generar un núcleo 

hidrodinámico capaz de transportar todo el material genético proveniente de la línea 

paterna y de protegerlo del ataque de nucleasas, especies reactivas de oxigeno 

(ROS) y mutágenos presentes a través del tracto reproductivo. 
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Un factor intrínseco del gameto es la compactación incompleta de la 

cromatina la cual está relacionada con el remplazo de histonas a protaminas como 

fue mencionado anteriormente.  Las concentraciones anormales de protaminas se 

encuentran asociadas con alteraciones en la espermatogénesis (Carrell et al., 2007) 

y  una capacidad funcional disminuida. Según un estudio realizado por Oliva en el 

2006, la alteración en la proporción de protaminas impacta diferencialmente en la 

integridad nuclear de espermatozoides en pacientes infértiles confirmando su 

correlación con una condensación incompleta de la cromatina y su vulnerabilidad 

frente agentes exógenos que promueven el daño nuclear. 

 

En el proceso de re modelamiento, la rotura de las cadenas nucleotídicas  

mediante la acción de la topoisomerasa es un proceso natural para liberar el estrés 

torsional que existe durante la condensación del ADN espermático (Aitken & De 

Luliis, 2010), de igual forma esta enzima es capaz de volver a pegar las cadenas 

selectivamente mediante procesos de fosforilación en sus histonas. La cadena de 

ADN únicamente cambia su conformación estructural al ser empaquetada (Wang, 

2009), sin embargo alguna deficiencia en el proceso de estructuración por parte de 

la topoisomerasa podría generar un ADN espermático altamente fragmentado (Paull 

et al., 2000; Celeste et al., 2003; Fernandez-Capetillo et al., 2003).  

 

Otra de las hipótesis planteadas que intervienen en la fragmentación nuclear 

es la apoptosis abortiva, en donde algunos hombres pueden presentar fallas en la 

marcación y correcta selección de espermatozoides que debieron haber sido 

eliminados por esta vía incrementando la población de gametos que puedan 

presentar anomalías (Androl, J. 2006).  
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Por otra parte, el complejo de núcleo protaminas presenta una concentración 

muy baja de moléculas de agua y así se reduce la liberación y el ataque masivo por 

radicales libres (Geneser, 2006). En diversos estudios se ha descrito que la 

presencia de radicales libres de oxígeno es una causa importante de lesión en el 

ADN del espermatozoide, bien sean provenientes de espermatozoides anormales, 

leucocitos debido a alguna infección, o a una disminución en la capacidad 

antioxidante del semen (Barroso, 2000; Agarwal, 2003; Moustafa, 2004). Uno de los 

grupos oxidantes más conocidos en este caso son las especies reactivas del 

oxígeno (ROS) (Aitken et al., 1989). En este punto cabe destacar que una 

concentración mínima de ROS es necesaria para el correcto funcionamiento 

espermático como lo es su capacitación y su reacción acrosómica  (Angelopoulou et 

al., 2007) sin embargo el volumen citoplasmático tan limitado de los 

espermatozoides hace que carezcan de suficientes enzimas degradantes de exceso 

de ROS, lo que los convierte en células dependientes de la protección antioxidante 

ofrecida por el tracto reproductor masculino (Aitken & De Luliis, 2010). 

 

En 1997 Sun y colabores  reportaron la correlación negativa que existe entre 

el potencial fecundante de los espermatozoides tanto in vivo como in vitro con la 

alteración de la integridad nuclear presente en ellos y destacan su importancia a la 

hora de alcanzar buenos resultados en la clínica. Del mismo modo Cortez-Gutiérrez 

y cols. en el 2007 afirman que la integridad de la molécula de ADN espermático es 

esencial para llevar a cabo una fecundación con éxito. 

 

En la literatura existen estudios que demuestran que el ovocito posee un 

mecanismo de reparación del ADN paterno y que puede desencadenarse  
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posteriormente a la fecundación (Cox et al., 2002; Wells, 2005), sin embargo esto 

depende de cada una de  las células sexuales femeninas y las condiciones en las 

que éstas se encuentren. La calidad citoplasmática y genómica del ovocito se ven  

altamente afectadas por la edad de la mujer, (Sakkas & Álvarez, 2009; Cabral, 2012) 

de igual forma la calidad del ADN espermático también se ve influenciada por la 

edad paterna, siendo dos limitantes para la capacidad de reparación por parte del 

gameto femenino (Sakkas & Álvarez, 2009).  

 

Como fue mencionado anteriormente, el espermatozoide carece de 

mecanismos eficientes de reparación nuclear (Ahmadi A, & Ng SC, 1999), sin 

embargo esto no los hace totalmente incapaces de fertilizar (Tomlinson 2001), 

sugiriendo que parte del ADN paterno es transmitido al embrión con fallas de 

alteraciones meióticas y o aneuploidías ((Cox et al., 2002; Amor & Halliday, 2008; 

Sakkas & Álvarez, 2009) que muy posiblemente pasen desapercibidas en 

tratamientos de reproducción (Yamauchi et al., 2011).  En la medicina reproductiva y 

mediante el uso de técnicas de reproducción asistida (ART), una baja calidad del 

ADN nuclear se vincula al incremento de abortos espontáneos, fallas en la 

fertilización, un pobre desarrollo embrionario y bajo índice de implantación 

(Berkovitz, 2006; Bungum et al., 2004; Henkel et al., 2004; Pérez-Crespo et al., 

2005; Zini et al., 2008; Aitken et al., 2011). 

 

Criopreservación 

1. La técnica  

 Al someter células o tejidos a congelamiento se suspende la actividad 

biológica de los mismos y se mantienen en un estado de latencia por un periodo de 
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tiempo. El nitrógeno líquido es el medio que normalmente se utiliza en la congelación 

biológica, donde las muestras son sumergidas permanentemente hasta el momento 

de su descongelación y posterior uso clínico o investigativo.  

 

El reporte del tiempo máximo de criopreservación de esperma es de 21 años 

(Calamera, 2008) donde a temperaturas entre -80 y -195,79 ºC se logra detener el 

metabolismo del espermatozoide. En las ART se han adoptado varias metodologías 

para lograr la congelación de gametos; la recepción por donantes en los bancos de 

semen, motivaciones personales y casos particulares de tratamientos quirúrgicos o 

invasivos en los que el factor masculino se ve drásticamente afectado, son ejemplos 

en los cuales la criopreservación es clave (Thomson, 2010) siendo ésta, en la 

mayoría de los casos la única alternativa para lograr embarazos en un futuro (Zribi, 

2010). 

 

2. Criopreservantes 

Son  aquellos compuestos utilizados en la congelación para otorgar protección 

al mantener tejidos o células a bajas temperaturas.  Presentan un grado de afinidad 

con el agua intracelular y evitan la formación de cristales altamente dañinos 

(Vutyavanich, 2010). Según su funcionamiento se clasifican en agentes penetrantes 

y no penetrantes de la célula (Thomson, 2010). 

 

Los agentes penetrantes son permeables a través de la membrana, su función 

es desplazar el agua al interior de la célula y remplazarla por el contenido del mismo. 

Algunos de estos criopreservantes son utilizados en velocidades de congelación muy 

lenta, el dimetil sulfóxido y el glicerol son ejemplos de este tipo. Por el contrario los 
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agentes no penetrantes, constan de un peso molecular mayor y no ingresan en la 

célula con el fin de deshidratarla a altas velocidades de congelación, un ejemplo de 

esta categoría son las lipoproteínas de la yema de huevo, en ingles conocido como 

TEST-yolk buffer, (Hallark, 2000). Hoy en día existen variantes y combinaciones 

entre los tiempos y los criopreservantes estandarizados por el laboratorio que los va 

a emplear.  

 

3. Limitantes 

 Los procedimientos de congelación y descongelación deben respetar tiempos 

y temperaturas indispensables para mantener el material celular en las mejores 

condiciones posibles. Paradójicamente las concentraciones a las que se trabajan los 

criopreservantes son altamente toxicas para las células en temperatura ambiente 

(Thomson, 2010), por lo cual es indispensable el lavado minucioso de la muestra 

posterior a la descongelación. Lo anterior se complementa con el hecho que el 

verdadero umbral de supervivencia se da en dos momentos claves del 

procedimiento: la congelación y la descongelación, donde se afectan gravemente las 

células incluso al grado de perder su actividad original (Hallark, 2000). 

 

4. La Criopreservación en la Clínica: 

Los adelantos en las ART han permitido la criopreservación (o congelamiento) 

tanto de embriones como gametos en tratamientos de fertilización asistida, lo que 

confiere a muchas parejas la oportunidad de tener hijos según su caso particular; sin 

embargo, aun con su uso generalizado las técnicas de criopreservación son 

perfeccionadas continuamente y evaluadas respecto al impacto intracelular que 

reciben las células. 
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Particularmente, con la introducción de la criopreservación de semen, 

diversos autores han evaluado los daños que sufre el espermatozoide en el proceso 

de congelación y descongelación (Boitrelle et al., 2007). Se ha demostrado que tanto 

la viabilidad como la movilidad espermática disminuyen notablemente al descongelar 

las muestras (Zribi et al., 2010); la morfología es otro de aquellos parámetros que se 

ven afectados y pueden ser detectados fácilmente en los laboratorios de 

reproducción (Bell et al., 1993; O’Connell et al., 2002; Lee et al., 2012); sin embargo 

la  mayoría de métodos que se utilizan actualmente para evaluar la integridad 

nuclear en espermatozoides que han sido congelados no son de rutina en los 

laboratorios clínicos (Gandini, 2006).  

 

La crio injuria podría estar implicada en los procesos de fragmentación del 

ADN espermático (Oehninger et al., 2000) y cambios en la membrana acrosomal o 

mitocondrial que pueden alterar el éxito fecundante (O’Connell et al., 2002), puede 

alterar la calidad del núcleo espermático dando como resultado una 

descondensación prematura de la cromatina e induciendo un daño sutil a estos 

espermatozoides que incluso podrían llegar a superar los métodos selectivos para 

procedimientos de reproducción asistida (Watson, 2000; Boitrelle et al., 2007; Di 

Santo et al., 2012). Según Said y colaboradores en el 2010, el descongelamiento de 

espermatozoides esta correlacionado con el incremento en el nivel de marcadores 

apoptóticos limitando así la población de células viables para el uso en tratamientos 

de reproducción. 
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Existe una controversia actual respecto a si la técnica confiere un impacto 

negativo o no sobre el núcleo de los espermatozoides (Zri, et al 2010); estudios 

como los presentados por Duru y colaboradores en el 2001 e Isachenko en el 2004 

afirman que no existe daño alguno, mientras que Donelly y colaboradores en el 2001 

al igual que De Paula en el 2006 evidencian un incremento en el daño del ADN 

espermático tras la criopreservación. El problema se plantea al cuestionar el efecto 

que tiene la técnica en diferentes parámetros intracelulares y si este es dependiente 

del tipo de muestra espermática; sea un paciente que consulta por infertilidad o un 

posible hombre sano con alta probabilidad reproductiva. 

 

Reconociendo la importancia que tiene la integridad del ADN espermático 

para alcanzar un desarrollo embrionario óptimo (Lopes S. et al., 1998) y teniendo en 

cuenta la discusión actual que existe sobre el efecto intracelular de la 

criopreservación de espermatozoides, es de suma importancia la evaluación de la 

técnica, su impacto a nivel nuclear (incluso de espermatozoides que permanecen 

móviles después del descongelamiento) y su posible mejoramiento en el campo de 

la medicina reproductiva. 

 

El  presente estudio  se realizó con el fin de determinar si existe un impacto negativo 

por parte de la criopreservación en espermatozoides de un grupo de hombres 

jóvenes y sanos que son candidatos al programa de donación de gametos del 

banco de semen REPROBANK™ y comparar los resultados con la bibliografía actual 

en individuos que consultan por infertilidad. La evaluación inicial consiste en medir 

características básicas espermáticas, tales como la concentración, vitalidad, 

movilidad y morfología. El análisis intracelular se determina midiendo los niveles de 
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empaquetamiento de la cromatina y el daño directo a nivel nuclear (ensayo de 

fragmentación del ADN) pre y post congelación. 

 

 
 El proceso de congelación y descongelación de espermatozoides 

humanos tiene un impacto profundo y evidenciable en la estructura y conformación 

del núcleo espermático. 
 

- Algunos parámetros seminales e intracelulares previos a la congelación son 

predictores del impacto de la técnica y su interferencia en tratamientos de fertilidad.  

 

 

 
Objetivo general 

Determinar el impacto del proceso de congelación/descongelación en 

espermatozoides de un grupo de hombres sanos y jóvenes candidatos al programa 

de donación de un banco de semen. 

 

 

 

 

 

HIPÓTESIS  

OBJETIVOS  
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Objetivos específicos 

 

●  Evaluar las características seminales que son consideradas importantes en la 

capacidad fecundante de espermatozoides humanos antes y después del 

proceso de criopreservación. 

 

●  Determinar si existe una relación entre el nivel de compactación de la 

cromatina espermática y la vulnerabilidad de su ADN a ser dañado por crio 

injuria. 

 

●  Evaluar las técnicas de detección de daño de ADN como posibles predictores 

del deterioro nuclear espermático luego de ser sometidos a 

congelamiento/descongelamiento. 

 

●  Comparar los resultados con estudios previos en pacientes infértiles y de este 

modo evaluar si el impacto de la criopreservación es o no dependiente de las 

características de las muestras espermáticas y/o de la condición de infertilidad 

del hombre. 
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Muestras 

El estudio incluye 44 muestras de hombres entre 18 y 40 años, que por sus 

características fisiológicas y genéticas cumplen con las condiciones de ser posibles 

candidatos de donantes de semen de REPROBANK™. Todos los individuos han 

sido sometidos a consulta clínica y psicológica, incluyendo urocultivo, estudios de 

enfermedades de transmisión sexual, al igual que presencia de patologías 

testiculares que comprometan específicamente la función reproductiva del individuo 

(varicocele, criptorquidia, quistes de epidídimo, etc.). La obtención de las muestras 

se realizó por masturbación, con 2-5 días de abstinencia sexual en un recipiente 

estéril y se procesaron dentro de la primera hora post extracción. 

 

El proyecto fue evaluado y aprobado por el Comité de Ética de la Universidad 

Maimónides. Todos los integrantes firmaron un consentimiento informado en el cual 

se les explicó los alcances del proyecto de investigación. Las muestras fueron 

clasificadas con un código numérico para preservar la identidad del donante y la 

información obtenida se mantiene de modo confidencial, siguiendo las 

reglamentaciones éticas, legales y jurídicas establecidas en las normas bioéticas 

nacionales – Disposición ANMAT 5330/97– e internacionales -Código de Nüremberg, 

la Declaración de Helsinski y sus modificaciones (AMM, 1964). 

 

Análisis de Semen 

Las muestras fueron colectadas mediante masturbación en contenedores 

estériles, los individuos presentaban de  2 a 5 días de abstinencia sexual.  

MATERIALES Y MÉTODOS  
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 Posteriormente se realizó el espermograma básico analizando las muestras  

dentro de la primera hora post-extracción el cual comprendía la medición del 

volumen (ml), el pH, viscosidad, y los parámetros microscópicos como la 

concentración espermática (106 espermatozoides/ml), la movilidad progresiva (a+b), 

la vitalidad y morfología según el criterio de Kruger acorde a  los parámetros 

sugeridos por la  Organización Mundial de la Salud (OMS, 2010).  

 

 A cada muestra de candidato a donante se le tomó una alícuota previa a 

congelarse para cada uno de los siguientes procedimientos: Azul de Anilina (AA), 

Cromomicina A3 (CMA3) y test de TUNEL; el volumen restante fue destinado a 

congelación. Posterior a su descongelación se realizó nuevamente el ensayo de 

TUNEL para un volumen que representaría la muestra total (sin selección 

espermática) y otro ensayo de TUNEL para el volumen restante que se sometió a 

selección espermática por el gradiente ISOLATE®. Además de esto, se volvió a 

medir la movilidad y la vitalidad de los espermatozoides recuperados con el fin de 

evaluar si la criopreservación altero  estos parámetros. 

 

Compactación Nuclear 

Evaluación de Histonas 

La evaluación con Azul de Anilina permite evidenciar la presencia de histonas 

(Auger et al, 1990). Las histonas tienen un alto contenido de lisina, un aminoácido 

que es afín con el AA y permite la tinción positiva de la técnica mostrando un color 

azul intenso sobre los núcleos de los espermatozoides que las contengan, 

(Hammadeh et al., 2001) sugiriendo así, que se tratan de gametos inmaduros o que 

no han llevado a cabo una correcta espermatogénesis y por ende su contenido 
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nuclear es vulnerable al no tener un alto grado de compactación de su cromatina. En 

el presente análisis se tomaron sugerencias bibliográficas de la técnica (Auger et al, 

1990) como también las presentadas por Boitrelle, F. y colaboradores (2012) y 

Cabral, N. (2012) donde se considera positivos los espermatozoides que presenten 

más del 50% del núcleo coloreado (Figura 1). 

 

 
____________________________________________________________________ 
Fig. 1. Azul de Anilina. Las células que presentan núcleos inmaduros presentan un color  azul intenso 
(flecha negra), mientras que los núcleos maduros no presentan afinidad con el colorante presentando 
una coloración más clara.   
 

Protocolo: 

1. Se extrajo una alícuota de la muestra seminal original que debía contener al 

menos 5x106 de espermatozoides totales. 

2. Se realizaron 3 lavados con PBS (Sigma-Aldrich. P3813-10PAK) cada uno con 

previa centrifugación a 1500 rpm durante 5 minutos para eliminar el plasma seminal. 

3. Se re suspendió el pellet obtenido en 500µl de PBS. 

4. Se realizó un extendido por duplicado en un portaobjetos de vidrio (~100µl en 

cada uno). 

5. Se dejó secar a temperatura ambiente por algunas horas. 

6. Se procedió a la fijación de los extendidos en metanol absoluto frío por 10 

minutos. 
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7. Se lavó con agua destilada y se dejó secar a temperatura ambiente por unos 

minutos. 

8. Se tiñeron los extendidos con una solución de Azul de Anilina (50mg de azul de 

anilina/ml de ácido acético glacial y agua destilada 4:100. BIOPUR C.I.42755) 

durante 3 minutos. 

9. Los extendidos se lavaron con agua destilada para remover el exceso de 

colorante y se dejaron secar a temperatura ambiente. 

10. Se contaron 500 espermatozoides bajo microscopio convencional a 100X. 

 

Evaluación de Protaminas 

Se realiza mediante la técnica de Cromomicina (CMA3) un fluorocromo que se 

inserta específicamente a regiones ricas en guanina-citosina y compite con las 

protaminas por ocupar los mismos lugares en la cadena de ADN (Cortés-Gutiérrez et 

al., 2007) permitiendo evidenciar una deficiencia de protaminas al presentar una 

tinción positiva (Bianchi et al., 1993). Los espermatozoides que en su núcleo 

presenten una coloración verde intenso (positivos) se relacionan con un nivel 

deficiente de empaquetamiento de la cromatina (Figura 2) (Manicardi et al., 1995). 

Los valores normales se consideran a partir de ≥ 70% de espermatozoides negativos 

en la técnica.  
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___________________________________________________________________ 

Fig. 2. Evaluación con CMA3. Las células con núcleos maduros se ven de color verde opaco, mientras 
que los núcleos inmaduros se ven de verde intenso. 
 

Protocolo: 

1. Se extrajo una alícuota de la muestra seminal original que debía contener al 

menos 5x106 de espermatozoides totales. 

2. Se realizaron 3 lavados con PBS (Phosphate Buffered Saline pH 7,4. Sigma-

Aldrich. P3813- 10PAK) cada uno con previa centrifugación a 1500 rpm durante 5 

minutos para eliminar el plasma seminal. 

3. Se re suspendió el pellet obtenido en 500µl de metanol absoluto frío. Se almacenó 

en freezer a -20°C hasta su uso. 

4. Se sembraron 7µl de cada muestra en porta objetos multi-wells (Microscope Slide. 

Biotraza.Cat.7101). 

5. Se incubó junto a 7µl de CMA3 [Sigma-Aldrich #C2659, 0,25mg/ml de CMA3 en 

buffer Mc.Ilvane (16,47ml de Na2HPO4 0,2M con 3,53ml de Citrato 0,1M y 0,51g de 

MgCl2)] en oscuridad por 20 minutos. 

6. Se realizaron tres lavados con buffer Mc. Ilvane para retirar el exceso de CMA3 

dejando incubar 2 minutos entre cada lavado. 

7. Se dejó secar el portaobjetos a temperatura ambiente por algunos minutos. 
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8. Se montó con medio de montaje Vectashield H-1000 (Vector Labs. Inc.) para 

retardar la pérdida de fluorescencia. 

9. Se contaron 500 espermatozoides de cada muestra con microscopio de 

epifluorescencia (Nikon Eclipse E200), a 40X de aumento. 

 

Integridad Nuclear 

Test de TUNEL 

El objetivo de la técnica es evidenciar el grado de fragmentación nuclear 

existente en las cadenas de ADN de los espermatozoides (Zribi, N et al., 2010). Se 

basa en una reacción catalizada mediante la enzima TdT transferasa terminal, en 

donde un nucleótido marcado (deoxiuridina dUTP) es incorporado a los extremos 

libres 3’–OH en caso de existir alguna ruptura de la cadena nucleotídica. 

 

Las muestras fueron analizadas bajo microscopio de epifluorescencia con 

isotiacianato de fluoresceína FITC como molécula trazadora.  Todas las muestras de 

los candidatos fueron evaluadas mediante el test de TUNEL previamente <<TUNEL 

previo)>> y a posteriori de la criopreservación analizando en este último caso una 

muestra total <<TUNEL Post Mtotal>> y una muestra sometida a selección 

espermática  post gradiente <<TUNEL Post Grad>>.  

 

Protocolo: 

1. Se extrajo una alícuota de la muestra seminal original que debía contener al 

menos 5x106 de espermatozoides totales. 
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2. Se realizaron 3 lavados con PBS (Phosphate Buffered Saline pH 7,4. Sigma-

Aldrich. P3813- 10PAK) cada uno con previa centrifugación a 1500 rpm durante 5 

minutos para eliminar el plasma seminal. 

3. La muestra recuperada (~500 µl) se fijó con formaldehido al 2% (Sigma-Aldrich 

#F1635) en PBS (Sigma-Aldrich. #P3813-10PAK) y fue almacenada a 4ºC hasta 

realizar el conteo. 

4. Se concentraron las muestras por centrifugación (5 minutos a 2500 rpm) y se re 

suspendieron en 100µl aproximadamente. 

5. Se sembró 30µl de cada muestra en un portaobjetos multi-well (Teflon Printed 

Slides. Electron Microscopy Sciences. #63430-04). Previamente el portaobjetos se 

dejó incubar con poli-lisina (Poly-L-Lysine. Sigma-Aldrich #P4832) durante una 

semana a 4°C y lavadas 3 veces con agua destilada antes de su uso. Como control 

negativo una de las muestras fue sembrada por duplicado. 

6. El portaobjetos permaneció en cámara húmeda a temperatura ambiente, durante 

una hora como mínimo. 

7. Se absorbió el exceso de muestra con papel tissue y se lavó 3 veces con 15µl/well 

de PBS durante 3 minutos. 

8. Se permeabilizó la membrana con 5 µl de metanol frío/well durante 2 minutos. 

9. Se lavó con 15 µl/well de PBS y se absorbió el excedente con papel tissue. 

11. Se lavó 4 veces con 15 µl/well de PBS durante 3 minutos. Se secó el excedente 

con papel tissue. 

12. Se incubó cada well con 5 µl de solución TUNEL (Kit Roche Applied Sci., cat. 

#11684795910) durante 1 hora a 37°C. 

14. Se lavó 6 veces con 15 µl/well de PBS durante 2 minutos. 

15. Se dejó secar en platina térmica a 37°C. 
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16. Se montó con medio de montaje Vectashield H-1000 (Vector Labs. Inc.) para 

retardar la pérdida de fluorescencia. 

17. Se contó 500 espermatozoides con microscopio de epifluorescencia a 100X, con 

filtro para rodamina (568nm) y para FITC (488 nm) 

 

Criopreservación  

Se trabajó con una concentración mínima de espermatozoides a congelar de 

40 x 106 /ml por donante. Todas las muestras fueron almacenadas en pajuelas de 0,6 

ml de volumen. Cada muestra fue sometida a lavados con PBS y centrifugación, 

para luego ser re suspendida en crioprotector Test-yolk buffer. Después de 

equilibrarse los contenidos en cada pajuela, las mismas se termosellan y se someten 

a congelamiento lento que incluye una rampa de temperaturas desde un 

enfriamiento a 4ºC durante 45 minutos, pasaje por vapor de nitrógeno durante 15 

minutos y finalmente su preservación en N2 líquido a -195,8ºC.  

 

Descongelación 

Las pajuelas son extraídas del tanque de nitrógeno líquido y se dejan 10 

minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se desocupa el contenido en un 

tubo Falcon®, se toman 100 µl para el análisis denominado como “muestra total” (sin 

gradiente de selección) y el resto de la muestra se somete a un gradiente de 

selección espermática. 
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Gradiente de Selección  

Luego de la descongelación el resto del contenido recuperado de las pajuelas 

que no se utiliza en el análisis de muestra total es sometido a selección mediante un 

gradiente de separación (ISOLATE®, Irvine Scientific Ref.99264). Los porcentajes de 

concentración del gradiente son: 90% y 50%.  Cada muestra es centrifugada a 1500 

rpm durante 15 minutos; posteriormente se recuperan 400 µl incluyendo el pellet y se 

realiza la evaluación de parámetros básicos y TUNEL. 

 

 

  

 En el presente estudio se utilizó el programa SPSS 16.0 (SPSS Inc., Chicago, 

IL) para realizar el análisis estadístico. Mediante un Q-Q plot y un análisis de 

normalidad (K2)  de Pearson se evaluó la distribución de los datos  y se encontró que 

mantenían una Distribución normal. 

 

Muestras 

Se recolectaron un total de 44 muestras pertenecientes a un grupo de 

hombres jóvenes y sanos entre 18 y 40 años de edad candidatos del programa de 

donación de gametos de REPROBANK™.  

 

Análisis de Semen 

Todas las muestras se analizaron según los criterios recomendados en el 

manual de la Organización Mundial de la Salud (OMS, 2010); de este modo se 

RESULTADOS 
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obtuvieron los valores medios de la población analizada (Tabla 1) con un n= 44 

detallando los parámetros iniciales de volumen (ml), concentración espermática 

(106/ml), porcentaje de espermatozoides con movilidad progresiva (a+b) y del 

porcentaje de vitalidad.  

 
Tabla 1. Valores de los parámetros seminales  en la muestra inicial, n = 44.  

 
 Media  ± DE Límite inferior OMS 2010 

Volumen Eyaculado (ml) 2,77   ± 1,27 > 1.5 

Concentración (106/ml) 120,75 ± 53,55 ≥ 15 

% Motilidad (a+b) 68,07 ± 8,76 ≥ 40 

% Vitalidad 86,39 ± 6,14 ≥ 58 

 

 Todas las muestras que no cumplían con los límites inferiores sugeridos en el 

Apéndice 1 del manual de la OMS 2010 fueron descartadas del presente estudio, al 

igual que aquellas en donde el porcentaje de motilidad fuese menor a 40% y de 

vitalidad al 50% sin importar que la concentración y volumen fuesen normales. 

 

Valores Iniciales de Compactación y Fragmentación 

Los valores iniciales de compactación nuclear y de fragmentación del ADN 

mediante TUNEL  se presentan  en la Tabla 2.  

 

Tabla 2. Valores medios de compactación inicial y fragmentación nuclear previos a la 
congelación.   

 
 Media  ± DE Límites de Referencia* 
Azul de Anilina   (%) 12,84 ± 7,58 ≤ 30% 

Cromomicina A3 (%) 16,43 ± 7,64 ≤ 30% 

TUNEL Previo    (%)    24,89 ± 10,36 ≤ 20% 

 



	
UNIVERSIDAD	DE	BUENOS	AIRES	|	Maestría	en	Biología	Molecular	Médica.	

	Esteban	Medina	Méndez			
	

24	

Una eyaculación normal debe contener al menos un 75% de espermatozoides 

“negativos” en la evaluación mediante Azul de Anilina (Dadoune et al., 1988; 

Hofmann et al., 1991) y alrededor del 70% de espermatozoides “negativos” en 

cromomicina A3 (Manicardi et al., 1995), sin embargo para esta práctica se consideró 

un correcto nivel de compactación del 70% en los dos casos.   

 

En el caso de la fragmentación de ADN se toma el valor inferior sugerido  por  

Sergerie y colaboradores en el 2005, siendo una muestra normal aquella que 

contenga al menos 80% de espermatozoides con TUNEL negativo. El promedio de 

los datos de fragmentación nuclear es de 24,89 ± 10,36 (Tabla 2) superando 

levemente el límite sugerido, esto puede ser explicado por dos razones: factores 

externos a los que posiblemente algunos de los individuos se enfrentaron luego de la 

entrevista inicial y exámenes médicos previos al día de la recolección y por otra 

parte el valor encontrado puede deberse a la metodología propuesta en este estudio 

investigativo, en donde el test de TUNEL fue realizado en la muestra total, es decir 

que no se sometió a ningún tipo de selección espermática como lo sugiere el 

protocolo para diagnóstico clínico y se evaluó toda la fracción espermática del 

eyaculado. 

  

Parámetros Seminales e Integridad Nuclear 

Se realizó una prueba de correlación de Pearson con cada uno de los 

parámetros seminales previos a la criopreservación y el %TUNEL existente en un 

comienzo, de esta forma se intenta identificar algún parámetro como posible 

predictor de fragmentación. 
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Tabla 3.  Análisis de correlación entre los parámetros seminales originales y  el 
%TUNEL.  
 

Parámetros Seminales          % TUNEL 
      r                        p 
Volumen Eyaculado (ml)  -,068                0,548 
Concentración (106/ml)   ,080                0,605 
% Motilidad (a+b)   ,207                0,177 
% Vitalidad   ,319*                   0,035* 
Azul de Anilina   -0,43               0,783 
Cromomicina A3   0,19                    0,902 

     r= coeficiente de correlación de Pearson, p= p-value.  
     La correlación es significativa al nivel p<0,05 (*) 

 

En este caso el único parámetro que demostró tener una correlación lineal 

positiva con la fragmentación es la vitalidad, con un indicie de Pearson de r = 0,319; 

p < 0,05 (Tabla 3), aunque existe significancia estadística es una correlación débil 

con un coeficiente de determinación R2 = 0.1 por lo cual no se considera que tenga 

relevancia en la clínica.  

 

Compactación e Integridad Nuclear  

Correlación entre Compactación e Integridad nuclear inicial 

Para inferir si existe algún tipo de relación estadística entre el nivel de 

compactación inicial medido por cada técnica y la integridad nuclear original se 

realizó el análisis de correlación de Pearson mostrado anteriormente en la Tabla 3, 

donde se obtiene un (r = -0,43) para Azul de Anilina y un (r = 0,19) para CMA3, lo que 

evidencia que aunque existen niveles de compactación considerados normales 

(Dadoune et al., 1988; Hofmann et al., 1991; Manicardi et al., 1995) no 

necesariamente significa que no exista un nivel de fragmentación inicial.  
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Técnicas de Compactación Nuclear  

No se encontraron diferencias significativas entre las dos técnicas para medir 

compactación, (t (43) = -1.93; p > 0.05). La Figura 3 permite evidenciar una 

tendencia similar para cada una de las 44 muestras entre los valores encontrados 

por AA y por CMA3; sin embargo en algunos puntos se observa que los valores del 

conteo por CMA3 tienden a estar levemente por encima posiblemente a errores 

sistemáticos en la medición. 

 

_______________________________________________________________ 
Fig. 3 Comparación entre las dos técnicas para medir compactación nuclear; AA: círculo azul, CMA3: 
triángulo verde. 
 
 
 
 
Correlación entre las Técnicas 

La Figura 4 evidencia una correlación lineal positiva entre las dos técnicas 

para medir la compactación nuclear. 
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__________________________________________________________________ 

Fig. 4 Regresión Lineal entre AA y CMA3. Se obtiene un R2 de 0,72; r de Pearson =0,85. 
  

El índice de correlación de Pearson es de (r = 0,85; p < 0,5; un R2= 0,72) 

sugiriendo que las dos técnicas se corresponden entre sí.   

 

Análisis de Parámetros seminales luego de la Congelación 

Posterior al proceso de criopreservación se realizó nuevamente la medición 

de  los parámetros de movilidad y vitalidad en cada muestra para evidenciar algún 

posible cambio con los obtenidos en la Tabla 1. Los nuevos valores se presentan a 

continuación: 

 

Tabla 4. Valores de los dos parámetros seminales básicos en la Muestra total post 
congelación, n = 44. 

 
 Media  ± DE Límite inferior OMS 2010 

% Motilidad (a+b) 25,8 ± 18 ≥ 40 

% Vitalidad     46,35 ± 17,82 ≥ 58 
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__________________________________________________________________ 

Fig. 5 Grafico comparativo entre los valores promedio de dos parámetros seminales en las 44 
muestras antes y después de la congelación sin gradiente de selección.  
 
  

  Al someter a las muestras a congelación se obtiene una disminución de 

los dos parámetros analizados con diferencias significativas (Tabla 4): 

%Vitalidad (t (43)= -23; p < 0,001) y %Movilidad (t (43)= 13,6; p < 0,001), 

reflejando  un impacto negativo en ambos casos como se puede observar en 

la Figura 5 y presentando valores por debajo a los límites inferiores sugeridos 

por la OMS 2010. 

 

Integridad nuclear y Criopreservación  

La Tabla 5 presenta los valores de las medias encontradas para los tres casos 

en que se midió fragmentación: TUNEL previo  a congelación (TUNEL Previo), Post 

congelación en Muestra Total (TUNEL Post Mt), TUNEL Post congelación después 

del gradiente de selección espermática (TUNEL Post Grad): 
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Tabla 5. Estadísticos descriptivos para fragmentación mediante %TUNEL en los tres 
casos. 

 
 N Media ± DE  
%TUNEL Previo 44 24,89 10,3 
%TUNEL Post Mt 44 40,7 11,7 
%TUNEL Post Grad 44 35,82 14,6 

 

 Los valores presentados en la Tabla 5 se pueden evidenciar gráficamente en 

la Figura 6: 

 
___________________________________________________________________ 

Fig. 6 Grafico comparativo entre las medias del %TUNEL en los tres momentos: Previo a 
congelación, luego de la congelación en la M. Total y posterior a congelación sometido a un gradiente 
de selección. 
 

 

En los tres casos la media de los valores de fragmentación es superior al 

límite sugerido (≤20%) (Sergerie, M. et al., 2005), sin embargo se evidencia un 

incremento al someter las muestras a congelación (Figura 6).  

 

Para determinar si existen diferencias estadísticas entre los tres casos en que 

se  evaluó la fragmentación nuclear se realizó una comparación de medias con una 

T de student para datos apareados:  
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Tabla 6.  Prueba T de Student. Comparación de medias de los %TUNEL (previo a 
congelación y los dos análisis posteriores a la descongelación).   

 
         N   t p(bilateral) 
%TUNEL Previo 
%TUNEL Post Mt 

       44                            -9,5                          0,000 

%TUNEL Previo 
%TUNEL Post Grad 

        44     -5,6 0,000 

   Nivel de significancia p < 0,01 

 

Al realizar los estadísticos se encuentra que existen diferencias significativas 

entre los tratamientos (t (43) = -9,5; p < 0,01) para el %TUNEL previo a la 

congelación y la muestra después de ser criopreservada, y (t (43) = -5,6; p < 0,01) 

entre  el %TUNEL previo a congelación y la muestra después de ser congelada y 

sometida a selección espermática (Tabla 6), lo que sugiere que efectivamente existe 

un incremento significativo en el porcentaje de fragmentación. 

 

Integridad nuclear y capacitación espermática  (Post-congelación) 

Con el fin de identificar si existen diferencias entre los valores de 

fragmentación nuclear entre la Muestra Total (post congelación) y luego de ser 

sometida a un Gradiente de selección, se realiza nuevamente una comparación de 

medias mediante SPSS: 

 

Tabla 7.  Prueba T de Student para comparar medias del porcentaje de    
fragmentación entre los dos análisis posteriores a la descongelación.  

 
           N t p(bilateral) 

%TUNEL Post Mt 
%TUNEL Post Grad 

44 2,83                              0,007 

%TUNEL Post Mt: Porcentaje de fragmentación de ADN en la Muestra Total post-congelación; 
%TUNEL Post Grad: Porcentaje de fragmentación de ADN después del gradiente de selección 
espermática (post-congelación). 
 
 

El porcentaje de fragmentación de las Muestras totales y el porcentaje de 

fragmentación luego de ser sometidas a un gradiente de selección (ambos casos 
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post-congelación) si cambió entre las mediciones efectuadas con un   (t (43) = 2,83; 

p < 0,01) (Tabla 7), siendo inferior en el caso del gradiente como fue detallado en la 

Tabla 5, reflejando la importancia clínica de una correcta selección espermática. 

 

Teniendo en cuenta que en la práctica los gradientes de selección son 

utilizados para eliminar una gran proporción de espermatozoides muertos y que con 

este método se busca obtener una fracción de espermatozoides que hayan 

sobrevivido el proceso de criopreservación, se realizó una corrección de los datos 

del porcentaje de  fragmentación por el valor de vitalidad obtenido, de esta forma se 

aproxima el valor de la fragmentación existente en el conjunto de espermatozoides 

vivos: 

 

Tabla 8.  Valores del porcentaje de fragmentación corregidos por la vitalidad. 

 N Media 
TUNEL Previo 44 21,49 
TUNEL Post Mt 44 18,86 
TUNEL Post Grad 44 25,06 

  (%Vitalidad x %TUNEL) / 100  

 

 En los tres casos al corregir el porcentaje de fragmentación por el valor de 

vitalidad se obtiene una disminución de los mismos (Tabla 8), en el caso particular 

del Gradiente de selección, (siendo este el procedimiento habitual en la clínica luego 

de una congelación) ocurre una disminución del porcentaje de fragmentación a un 

25,06%, este valor se acerca aún más al límite sugerido (Sergerie, M. et al., 2005). 
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El factor masculino es cada vez más estudiado y analizado durante los 

tratamientos de reproducción asistida. En el presente estudio, pretendimos dar luz al 

entendimiento de lo que acontece más allá del simple espermograma y adentrarnos 

en procesos intracelulares que podrían servir como herramientas de pronóstico 

molecular. Los parámetros medidos en un espermograma son herramientas simples 

muy difundidas pero no garantizan que ese paciente pueda sufrir algún tipo fertilidad 

subóptima (Tejada, A., 2006). Como se mencionó anteriormente, la calidad del ADN 

transportado por un espermatozoide depende de su completa maduración nuclear 

durante la espermatogénesis y el impacto de diversos factores externos (Álvarez, 

2011) 

 

Análisis Estadístico  

Es importante aclarar que la significancia estadística aunque arroja 

información fundamental sobre la probabilidad de que los resultados sean o no 

atribuibles al azar no siempre son traducibles en datos con relevancia clínica 

(Lindgren, 1993; Atkins, 2004). La relevancia clínica de la relación entre variables 

está dada mediante el coeficiente de determinación R2  en donde se consideran 

relevantes aquellos valores superiores a R2 = 0.5 ya que estaría explicando al menos 

un 50% de la variación que tiene la variable dependiente por la variable 

independiente. Por otra parte, teniendo en cuenta que el tamaño muestral es un 

tanto bajo con (n = 44), cualquier diferencia por pequeña que ésta fuese puede 

alcanzar significancia estadística, pero su aplicabilidad en la clínica puede ser 

limitada (Sangrador, 2010).   

DISCUSIÓN  
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Muestras 

En este estudio solamente se incluyen candidatos al programa de donantes 

de semen de REPROBANK™, los cuales han sido evaluados bajo criterio médico, 

infectocontagioso, genético y psicológico para acceder a la donación de semen. 

Fueron considerados hombres con espermogramas básicos normales (OMS 2010) 

en los cuales las características seminales se encuentran por encima del límite 

inferior sugerido. Los hombres considerados en nuestro estudio poseían 

espermogramas normales pero no cumplían necesariamente con el criterio de 

Cooper y cols., 2005 que define un hombre fértil a aquel que haya logrado concebir 

en el último año de relación sexual sin protección anticonceptiva. Se podría esperar 

que los individuos seleccionados en este estudio tengan una alta probabilidad de ser 

fértiles por su condición clínica aunque no haya sido un criterio de selección inicial. 

 

Mediante la entrevista inicial y la anamnesis médica y estudios de laboratorio 

a los que fueron sometidos todos los participantes, se lograron descartar posibles 

variables andrológicas (varicocele, criptorquidia, quistes de epidídimo, etc.), lo que 

plantea el trabajo en una población más homogénea. 

 

Análisis de Semen 

Como se mencionó anteriormente, los valores iniciales de los parámetros 

básicos se encontraron por encima de los límites inferiores sugeridos por la OMS 

2010 (Tabla 1). Se pudo observar que existen valores elevados de desviación 

estándar en algunos de los parámetros medidos, lo cual puede ser explicado por 

diversos factores en la recolección, diferencia de días de abstinencia o esperable 

variabilidad biológica entre los participantes. 
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En el caso del volumen de eyaculación depende del tiempo de abstinencia y 

grado de excitación sexual en el que se encuentre el varón (Eliasson, 2003). El  valor 

generalmente oscila entre 2 ml a 6 ml y los valores inferiores a 1 ml se asocian con 

problemas de la vesícula seminal, pérdida de eyaculación, eyaculación retrograda o 

estrés (Munuce, 2008). La primera fracción del eyaculado es rica en 

espermatozoides y fluido prostático (Eliasson, 2003) por lo cual es primordial que el 

individuo no pierda parte de la muestra en su recolección.  

 

La concentración promedio de todas las muestras fue normal (OMS, 2010), 

sin embargo tiene una gran desviación. Es necesario aclarar que la medición de 

estos parámetros siempre estarán asociados a un cierto grado de incertidumbre; en 

este caso se utilizó cámaras de conteo Makler (10uL) la cual no requiere una dilución 

previa y permite el conteo de células en muestras concentradas (Munuce, 2008) 

pero su utilización depende en gran parte del observador. Al igual que el volumen,  la 

desviación de los datos de concentración puede estar relacionado con los días de 

abstinencia sexual como también con problemas en la recolección o alguna perdida 

de fracción en el eyaculado que no haya sido reportada. 

 

 El porcentaje de motilidad y vitalidad fueron normales (OMS 2010), y 

superaron el umbral que se predetermino en este estudio para poder ser sometidos 

a congelación (Tabla 1). Es importante aclarar que los límites inferiores de referencia 

OMS 2010  que se utilizaron en este estudio son valores descriptivos de un grupo de 

hombres que lograron concebir un hijo durante el último año anterior al estudio, lo 

cual constituye un grupo selecto de individuos y sus características seminales 

pueden llegar a ser distintas a aquellas de hombres sanos sin problemas de 
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infertilidad (Cooper et al., 2005), de igual forma el límite inferior corresponde al 

percentil 5 de una distribución de frecuencias, lo que indica que valores muy 

superiores a los encontrados en este centilo no se relacionan con patologías ni 

significan infertilidad masculina.  

 

 Por último cabe destacar que los valores de las características seminales son 

muy variables entre individuos (variabilidad biológica), en donde los límites inferiores 

sugeridos nos permiten tener una idea del estado de fertilidad del varón (Cooper et 

al., 2005), más no son los únicos determinantes de la misma. 

 

Valores Iniciales de Compactación y Fragmentación. 

 En la introducción del presente estudio se destacó la importancia de la 

protaminación en la compactación y protección del material genético en cada 

espermatozoide, (Ahmadi A, & Ng SC, 1999; Boitrelle, 2012; Álvarez, 2011), facultad 

que les confiere resistencia al daño generado por agentes externos ya mencionados. 

Existen estudios que indican mayores tasas de fertilización cuando se utilizaban 

muestras de semen que presentaban niveles de compactación normales (Yovich, 

1994; Bungum, 2004; Oliva, 2006) de igual forma Nasr-Esfahani y cols., 2007 hacen 

referencia a una relación positiva con muestras que presentan baja fragmentación 

nuclear y mejores tasas de fecundación. Por otra parte, además de esta re-

estructuración existente en los gametos, el Zinc de origen prostático ayuda a 

prevenir la descondensación temprana de la cromatina y aumenta la estabilidad del 

núcleo espermático (Kvist, 1980, Jeyedran, 1984), razón por la cual algunos autores 

refieren la utilización del plasma seminal en la criopreservación de esperma de 

mamíferos como manera de protección ante los posibles efectos negativos de la 
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técnica (Rodríguez et al 1990; Vadnais et al 2005; Abad et al 2007), cabe recalcar 

que en la presente metodología empleada se realizaron lavados mediante PBS a las 

muestras y se eliminó gran porcentaje del plasma seminal. 

 

En nuestro estudio y antes del proceso de congelación, tuvimos 28 individuos 

(63% del total analizado) con valores de fragmentación del ADN por encima del 

límite sugerido (Sergerie, M. et al., 2005) lo cual se ve reflejado en el promedio y la 

desviación (Tabla 2). Estos valores son de esperarse si se considera que en la 

metodología empleada no se utilizó ningún tipo de selección espermática inicial y se 

evaluó la fragmentación nuclear de la muestra total de semen sin capacitar (a 

diferencia del protocolo establecido para el diagnóstico clínico). Lo anterior se 

estableció con fines netamente investigativos para tener una aproximación de los 

valores originales de fragmentación de ADN y evaluar si existe un incremento de 

ésta al someterse a congelación. Es importante aclarar que los individuos que fueron 

parte de este estudio son posibles candidatos al programa de donación, lo cual no 

garantiza que sean elegidos como donantes en nuestro programa de donación de 

semen. 

 

Parámetros seminales e Integridad nuclear  

Para determinar si alguno de los parámetros seminales podría ser utilizado 

como un predictor del nivel de fragmentación existente se realizó un análisis de 

correlación de Pearson, de este modo se encontró que la vitalidad fue el único 

parámetro que mostro correlación con la fragmentación inicial; sin embargo el índice 

fue bajo (Tabla 3) teniendo poca relevancia en la clínica al explicar tan solo el 10% 
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de la variación de la fragmentación y por lo tanto no es posible proponerlo como un 

predictor de la calidad del ADN espermático. 

 

Compactación e Integridad Nuclear  

Correlación entre compactación e Integridad nuclear  

Como ya ha sido mencionado previamente, es necesario un adecuado nivel 

de compactación nuclear que confiera un grado de protección al material genético 

(Ahmadi A, & Ng SC, 1999; Boitrelle, 2012); sin embargo, los niveles normales de 

compactación del ADN no necesariamente significan ausencia de daño directo o 

fragmentación del ADN. Sakkas y colaboradores en el 2003 hacen referencia a que 

existen múltiples razones por las cuales el ADN del espermatozoide maduro puede 

ser fragmentado además del incorrecto re-modelamiento de la cromatina. Entre 

estas razones se encuentran la apoptosis abortiva, una actividad anormal de la 

topoisomerasa o una reparación anormal de las células en el proceso de 

maduración. 

 

Para inferir si existe algún tipo de relación estadística entre el nivel de 

compactación inicial medido por cada técnica y la integridad nuclear, realizamos un 

análisis de correlación con los valores obtenidos previos a la congelación (Tabla 3), 

sin embargo el índice de Pearson y de correlación es bajo, lo que indica que 

mediante los parámetros estadísticos utilizados en este estudio no se encuentra una 

relación entre las variables, aunque no se descarta la existencia de otro tipo de 

correlación diferente a la lineal. 
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Esta aparente discrepancia en donde todos los valores de compactación 

nuclear son considerados normales (Tabla 2) (Dadoune et al., 1988; Hofmann et 

al.,1991; Manicardi et al., 1995),  y algunos de los porcentajes de fragmentación son 

superiores al valor sugerido (Manicardi et al., 1995) se puede analizar estudiando los 

diversos factores que causan la alteración de la integridad nuclear; los que producen 

la fragmentación primaria o intrínseca y por otro lado los factores externos 

responsables de una inducción en la rotura del ADN espermático (Álvarez, 2007). 

Por otro lado, en nuestra experiencia como banco de semen encontramos que 

aproximadamente un 15% de los hombres con parámetros seminales normales, 

pueden estar cursando con alteraciones indetectables en la fragmentación del ADN 

espermático (datos no publicados, REPROBANK™ 2015).   

 

Algunos estudios en la literatura indican que los factores primarios estarían 

relacionados a la incorrecta maduración del gameto masculino en el epidídimo 

(Sakkas et al., 2003, Álvarez, 2007). En algunos casos existen espermatozoides 

inmaduros que logran superar los mecanismos de control propios del testículo y no 

son eliminados. Ésta sería una de las principales razones por las cuales algunos 

hombres mayores a 45 años presentan un alto grado de fragmentación nuclear y 

valores anormales de compactación en su cromatina (Rybar et al., 2011). En nuestro 

estudio los candidatos a ser donantes son personas entre 18 y 40 años, lo que nos 

haría especular en plantear otras causas (no la edad) responsables de la 

fragmentación del ADN espermático. 

 

El factor secundario o externo involucra una serie de posibles causas que 

pueden inducir la rotura del material genético. Alguna de ellas son las intervenciones 
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quirúrgicas, tratamientos de radioterapia o quimioterapia que pueden generar un 

daño permanente. En otros casos puede ser un daño transitorio, individuos con 

presencia de varicocele testicular, fumadores severos, procesos inflamatorios y/o 

infecciones testiculares o aquellos que han tenido episodios de fiebre o exposición a 

altas temperaturas (Álvarez, 2007). 

 

Mediante el criterio de selección mencionado y al análisis médico inicial 

realizado a cada candidato a donante se logran descartar algunos de los factores 

mencionados, sin embargo no se descarta la presencia de factores externos a los 

que la persona haya sido sometida después de la primera entrevista médica y los 

exámenes de ingreso al programa. Este periodo de tiempo en donde comienza la 

evaluación individual dura aproximadamente 8 semanas siendo un transcurso en 

donde pueden ocurrir adversidades en los días inmediatamente próximos a la 

recolección: posibles infecciones, eventos febriles o exposiciones a agentes 

ambientales que fueron ignorados o no recordados por el individuo y que pueden ser 

la causa del nivel de fragmentación existente al momento de su análisis. Cabe 

resaltar que en REPROBANK™, de todos los individuos que inician el proceso de 

selección para ser donantes, aproximadamente la mitad (46%) son descartados por 

pobre calidad espermática, 32% de ellos abandonan el programa y sólo un 22% de 

lo candidatos son aptos para continuar con el proceso. En la etapa final, menos del 

10% de quienes inician el proceso logran establecerse como donantes (datos no 

publicados, Regalado, P. 2015). Los 44 individuos analizados en el presente estudio 

fueron candidatos (no donantes) en el programa de donación y no se asegura que 

finalmente logren convertirse en verdaderos donantes. 
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Técnicas de Compactación Nuclear  

El uso de CMA3 y AA es desde hace años de interés clínico ya que ambas 

pueden utilizase de manera conjunta o independiente para tener un indicio bastante 

preciso de los niveles en la compactación de la cromatina espermática, sin embargo 

su fundamento no es el mismo (Carrell et al., 2007), mientras el azul de anilina tiene 

afinidad por la lisina de las histonas, la cromomicina se inserta en regiones del ADN 

donde compite por la posición de las protaminas en caso de encontrarse ausentes.  

 

En los resultados mostrados en la Figura 3 existe una tendencia similar entre 

los valores evaluados por AA y por CMA3, sin embargo se observa que los valores 

del conteo bajo microscopio de epifluorescencia (CMA3) tienden a estar levemente 

por encima posiblemente por errores sistemáticos dentro del proceso de medición, a 

pesar de esto se obtuvo un coeficiente de relación de Pearson y un coeficiente de 

determinación altos (Figura 4), lo que demuestra que independientemente de esta 

tendencia superior en una de las técnicas ambas se corresponden fuertemente entre 

sí.  

 

La Criopreservación y su impacto en los gametos masculinos  

La base teórica sobre la crio injuria establece que la formación de cristales de 

hielo es la responsable del impacto de la técnica, incluso al grado de dañar la 

estructura intracelular del espermatozoide (Muldrew, 1990; Centola, 1992; Morris, 

2011). El proceso de congelación y descongelación puede intervenir también en las 

membranas acrosómicas y mitocondriales lo que podría afectar al espermatozoide 

en su facultad fecundante (Bell et al, 1993). Otros estudios demuestran su 

correlación con la aparición de marcadores de apoptosis y peroxidación lipídica por 
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estrés oxidativo (Said et al, 2010) alterando consecuentemente la integridad nuclear. 

Actualmente ha habido una mejoría en los procedimientos, que incluyen tiempos 

ajustados a rampas de temperatura e innovación de criopreservantes para evitar el 

daño y disminuir la formación de estos cristales, como es el caso de la vitrificación 

de células y embriones, sin embargo en el caso de los espermatozoides se sigue 

prefiriendo la criopreservación (Morris, 2011).  

 

El método de congelación con el uso del criopreservante con yema de huevo 

(del inglés TEST-yolk buffer) empleado en este análisis se basó en la deshidratación 

de las células a velocidades lentas de congelación como fueron descritas en la 

sección de Metodología, previniendo así de algún modo el daño estructural inducido 

por los cristales de hielo mencionados por Morris en el 2011 y evidenciar si 

realmente existe un daño significativo en los parámetros básicos y a nivel nuclear. 

 

Análisis de parámetros básicos post congelación  

En coincidencia con la literatura (Donnelly, 2001; Aitken, 2010),  en nuestro 

estudio corroboramos que la criopreservación altera no sólo la motilidad y vitalidad 

de los espermatozoides (Figura 5), sino que a su vez hay evidencia que interviene 

en la morfología e induce la descondensación de la cromatina espermática (Di Santo 

et al., 2012). Existen diversos trabajos que sugieren una alteración importante en los 

niveles de condensación de la cromatina espermática en hombres que consultan por 

infertilidad comparado con controles de hombres fértiles (Angelopoulou, 2007; 

Garolla, 2008; Boitrelle, 2012).  
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Análisis de Integridad Nuclear  

La evaluación de la fragmentación del ADN espermático surge como 

alternativa para explicar las causas que podrían estar relacionadas al factor 

masculino encubierto o no evidente muchas veces de origen desconocido (Aitken, 

2010). El impacto de la congelación y esta importante variable fue de especial 

interés en nuestro estudio (Zribi, 2010; Morris, 2011; Boitrelle, 2012). En nuestro 

análisis se encontró que existen diferencias significativas entre el porcentaje de 

fragmentación original y la fragmentación de ADN después de someter las muestras 

a congelación (Tabla 6). 

 

Aunque existen estudios que sugieren que la integridad del ADN espermático  

no varía durante el proceso de criopreservación (Watson, 2000; Duru, 2001; 

Isachenko et al, 2004; Isachenko, 2011), nuestro estudio presenta evidencia sobre el 

impacto negativo a nivel nuclear (Figura 7). Estos resultados concuerdan con los 

trabajos de Paula et al, 2006; Frainais et al, 2010 y Zribi et al, 2010. A diferencia de 

los trabajos citados, nuestra población de estudio fueron hombres que no consultan 

por infertilidad y que dadas sus características seminales son considerados sanos y 

posiblemente fértiles. Duru y cols. en el 2001 son uno de los grupos que afirman que 

no existe daño en la integridad nuclear post criopreservación y afirman que el 

impacto producido por la técnica ocurre directamente en la membrana celular donde 

se externaliza la fosfatidilserina de las células, sin embargo en su estudio hacen 

referencia a los espermatozoides que han sido seleccionados por el gradiente de 

separación Percoll previamente a la congelación. Por otro lado, Donelly y cols. en el 

2001 realizó el análisis de fragmentación comparando los resultados de hombres  

fértiles contra un grupo de pacientes infértiles. A diferencia nuestra también 



	
UNIVERSIDAD	DE	BUENOS	AIRES	|	Maestría	en	Biología	Molecular	Médica.	

	Esteban	Medina	Méndez			
	

43	

realizaron una separación espermática previa a la congelación por gradientes, en 

este caso encuentran que únicamente los espermatozoides de hombres que 

consultan por infertilidad presentaban un aumento significativo de la fragmentación 

nuclear.  

 

En la metodología de nuestro estudio se utilizó toda la muestra proveniente 

del eyaculado del candidato a ser donante sin ningún tipo de selección espermática 

inicial, es decir que todo tipo de célula germinal independientemente su estado fue 

sometida a congelación, lo que sugiere que dependiendo de si existe un método de 

selección previo a la congelación los resultados del impacto de la técnica a nivel 

nuclear pueden variar. 

 

Integridad nuclear y capacitación espermática  (Post-congelación) 

 Luego de la descongelación, observamos que el porcentaje de fragmentación 

del ADN se incrementa significativamente comparado con la fragmentación original 

(pre congelación) (Tabla 6). Para identificar si existen diferencias entre los valores de 

fragmentación nuclear entre la Muestra Total (post congelación) y la alícuota de la 

misma muestra (descongelada) pero sometida al gradiente de selección se realizó 

una comparación de medias de los %TUNEL en donde se evidencia una leve 

aunque significativa reducción en el porcentaje de fragmentación nuclear luego del 

gradiente (Tabla 7), destacando la importancia clínica de una correcta selección 

espermática.  

 

Con el fin de lograr una aproximación del porcentaje de fragmentación 

existente en el conjunto de espermatozoides vivos, todos los valores de 
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fragmentación han sido corregidos por el porcentaje de  vitalidad obtenida en cada 

ensayo. En la Tabla 8 se presentan los valores del %TUNEL corregidos, sin 

embargo hay que aclarar que la corrección de valores es el producto del porcentaje 

de fragmentación por el porcentaje de vitalidad, por lo tanto los dos primeros análisis 

arrojan un valor <<menor>> de fragmentación (Tabla 8), en el caso del %TUNEL 

previo a congelación es debido a que las muestras presentan un valor menor de 

fragmentación y en la Muestra Total (post congelación) al haberse disminuido 

drásticamente el porcentaje de vitalidad. Luego de la utilización del gradiente 

ISOLATE® se elimina gran cantidad de espermatozoides muertos que posiblemente 

presenten su ADN fragmentado, dando como resultado un aumento en el porcentaje 

de vitalidad, sin embargo el porcentaje de fragmentación en este caso sigue siendo 

alto (Tabla 6) y por ende el valor obtenido de la corrección es levemente superior a 

los demás. 

 

Es habitual que en la clínica y procedimientos de reproducción asistida se 

lleve a cabo algún tipo de selección y capacitación espermática luego de la 

descongelación de la muestra para posteriormente proceder con la inseminación o 

procedimiento de fertilización (Drobnis, EZ et al., 1991, Sharma R. et al., 2015). En 

este caso al realizar el gradiente no solo se están excluyendo espermatozoides 

muertos sino también aquellos que se encuentran inmóviles o con un grado de 

motilidad in situ (Akl, et al 2011). En nuestro estudio, el valor ajustado de la media 

del %TUNEL por la vitalidad después de la selección espermática (post congelación) 

fue del 25,12% (Tabla 8). Teniendo en cuenta que el porcentaje de fragmentación 

nuclear sugerido por Sergerie y cols. en el 2005 debe ser inferior al 20%, este nuevo 
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valor de la fragmentación de ADN corregido por la vitalidad espermática representa 

una mayor aproximación al límite establecido para ser considerado normal. 

 

Es importante resaltar que aunque el porcentaje de fragmentación del ADN 

espermático disminuye significativamente luego de la selección espermática de cada 

muestra, todavía pueden haber espermatozoides que contienen su ADN 

fragmentado o presentan defectos en la condensación de su cromatina (Bungum, 

2004; Oliva, 2006; Zribi, 2010) y pueden llegar a ser seleccionados durante una 

fertilización in vitro. En el 2012, Boitrelle y cols. analizaron espermatozoides móviles 

post descongelación y encontraron que su integridad nuclear era muy pobre debido 

a la injuria de la técnica. Los autores concluyen que el daño muchas veces no es 

letal pero sí sub-letal, con lo cual se sugiere el implemento de otros métodos 

selectivos como la microscopia de alta resolución (MSOME) luego de la 

descongelación y capacitación espermática. Otra alternativa propuesta son las 

columnas de anexina que permitirán la selección de espermatozoides apoptóticos al 

momento del procedimiento de alta complejidad (Paasch, U. et al., 2005; Said, et al., 

2005; Grunewald, S. et al., 2006). 
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 Mediante el presente estudio logramos cumplir y abarcar el análisis de todos 

los objetivos planteados en el proyecto de investigación: 

 

• Este estudio presenta evidencia que la criopreservación de semen 

además de generar una disminución en las características seminales 

de hombres jóvenes y sanos que no consultan por infertilidad también 

tiene un efecto deletéreo en la integridad nuclear de sus gametos. 

 

• En espermogramas catalogados como normales (OMS, 2010) no se 

puede establecer algún parámetro seminal como posible predictor de la 

fragmentación nuclear sugiriendo que el examen de integridad del 

material genético debe ser evaluado de manera independiente. 

 

• Se demostró que aunque la compactación de la cromatina espermática 

es una gran estrategia celular para proteger al ADN existen casos con 

altos niveles de fragmentación inicial. De igual forma, una correcta 

compactación inicial no es garantía para que su integridad nuclear no 

se vea alterada por la criopreservación de la muestra. 

 

• Se logró evidenciar la importancia clínica que tiene una correcta 

selección espermática posterior a la criopreservación, disminuyendo 

significativamente el porcentaje de espermatozoides con fragmentación 

de ADN a valores cercanos a los considerados como normales.  

CONCLUSIONES 
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