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RESUMEN  



 
 

La criopreservación de gametos es una de las metodologías empleadas cuando la 

fertilidad del paciente se me amenazada por tratamientos quimioterapéuticos o 

radiológicos. Diversos estudios han mostrado que el uso de espermatozoides 

criopreservados puede generar abortos espontáneos y/o anormalidades en los 

productos obtenidos. Hasta la fecha, existe poca información acerca de los efectos 

que tiene la congelación sobre la calidad del ADN del espermatozoide. Por lo 

tanto, en el presente trabajo se evaluó la integridad del ADN espermático en 

muestras criopreservadas por diferentes esquemas de congelación y medios 

crioprotectores. A muestras de semen de donantes, se les analizó la 

concentración, viabilidad, morfología, movilidad celular y actividad metabólica. 

También se analizó la integridad del ADN a través de tinción anaranjado de 

acridina y prueba cometa. Posteriormente las muestras fueron congeladas 

utilizando dos técnicas de congelación: Vitrificación y ultravitrificación, en ambas 

técnicas, las muestras fueron mezcladas con y sin crioprotector a base de yema 

de huevo y etilenglicol. Después de un mes de congelación en nitrógeno líquido se 

volvieron a analizar las variables de la espermatobioscopia y las pruebas de 

fragmentación de ADN espermático. Los resultados de este proyecto arrojaron que 

la congelación, independientemente de la técnica y del medio crioprotector, 

disminuye significativamente la viabilidad, la movilidad, la morfología y aumenta la 

actividad metabólica de las células y también induce a tasas altas de 

fragmentación del ADN espermático. Sin embargo, se observó que las 

alteraciones sobre la viabilidad y movilidad fueron menores cuando fueron 

mezcladas con el crioprotector en un proporción 1:1, tanto para vitritificación y 

ultravitrificación. Los resultados sugieren que la congelación induce alteraciones 

en los espermatozoides e incrementa la fragmentación del ADN espermático; por 

lo tanto, es necesario el desarrollo de nuevos esquemas de criopreservación 

celular. 
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ANÁLISIS DE LA FRAGMENTACIÓN DE ADN ESPÉRMATICO EN MUESTRAS 

CRIOPRESERVADAS POR VITRIFICACIÓN Y ULTRAVITRIFICACIÓN 

 

1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Infertilidad 

La infertilidad es una alteración en la salud humana que acarrea consecuencias 

sociales, psicológicas y económicas. Una pareja en edad reproductiva puede ser 

considerada infértil sí después de dos años de relaciones sexuales regulares, sin 

el uso de algún método anticonceptivo, la mujer no llega a estar embarazada 

(Mascarenhas, et al., 2012). La prevalencia de la infertilidad se ha estimado que 

ocurre en aproximadamente del 20 al 35% de las parejas, de los cuales más del 

40% de los casos son atribuidos a factores masculinos (Massart, et al., 2012). 

1.2. Infertilidad masculina 

Un número de etiologías han sido identificadas como posibles causas de la 

infertilidad masculina y entre las cuales se incluyen: mutaciones genéticas, 

aneuploidías, enfermedades infecciosas, oclusión de los conductos eyaculadores, 

varicocele, exposición a radiaciones, quimioterapia y disfunción eréctil (Ollero, et 

al., 2001). Sin embargo, al menos el 30% de los casos de infertilidad masculina 

aún no se diagnostican (Nieschlag, 2000). 

Durante la última década, un área de investigación que ha sido estudiada 

ampliamente, como una posible causa de infertilidad masculina, es la integridad 

del ADN en el núcleo del espermatozoide maduro eyaculado (Sakkas, et al., 

1999). El daño del ADN puede llevar a la inducción de mutaciones que pueden 

pasar a la próxima generación, a la muerte celular o incluso dar como resultado 

infertilidad masculina. La integridad del ADN puede llegar a ser aún más 

importante como indicador de la salud del espermatozoide (Hughes, et al.,1999) y 

establecer las probabilidades de éxito cuando son utilizados en técnicas de 

reproducción asistida (Horta, et al., 2011). 
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1.3 Integridad del ADN espermático 

La espermatogénesis en mamíferos es un proceso complejo y único que implica 

cambios fisiológicos, bioquímicos y morfológicos que transforman un grupo de 

espermatogonias diploides en espermatozoides haploides completamente 

diferenciados con un núcleo condensado, acrosoma y flagelo (ver figura 1). La 

espermatogénesis se caracteriza por la división de etapas bien definidas: 

espermatogoniogénesis, espermiogénesis y espermiación (D’Occhio, et al., 2007). 

 

Fig. 1. Descripción morfológica de las partes de un espermatozoide, tomada del manual de 

embriología humana (2014). 

La espermatogoniogénesis consta de divisiones mitóticas que permiten la 

proliferación y el mantenimiento de las espermatogonias (Senger, 1999). Las 

espermatogonias se someten a la meiosis para formar espermatocitos primarios y 

luego en espermatocitos secundarios, que se diferenciaran en espermátidas. Las 

espermátidas se pueden dividir en tres categorías: las primeras espermátidas se 

caracterizan por poseer núcleos redondos, las espermátidas intermedias tienen 

núcleos alargados, y las espermátidas maduras adquieren núcleos condensados 

(Dadoune, 2003). Cada uno de estos pasos representa un elemento clave en el 

proceso de la espermatogénesis . Los defectos que se producen en cualquiera de 

ellos puede resultar en el fallo de todo el proceso y conducir a la producción de 
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espermatozoides defectuosos y a la reducción o ausencia de la producción de 

espermatozoides (Kretser, et al., 1998). 

La condensación de la cromatina comienza durante la espermiogénesis, cuando 

las histonas son reemplazadas por primera vez por las proteínas de transición y 

finalmente por protaminas (Grimes, et al., 1997). La compactación final de la 

cromatina de los espermatozoides es muy alta con respecto a la cromatina de las 

células somáticas (Ward and Coffey, 1991), tal compactación le proporciona 

estabilidad al ADN y una morfología caracteristica al gameto masculino (Evenson, 

et al., 1986). Durante el paso de los espermatozoides a través del epidídimo, las 

protaminas forman enlaces disulfuro inter e intramoleculares y como resultado, la 

cromatina de espermatozoides está completamente condensado (Garcia-Macias, 

et al., 2006). 

El ADN de espermatozoide interactúa con protaminas de una manera única, la 

cual consiste en el enrollamiento de ADN en subunidades toroidales, también 

conocido como bucles de rosquilla, que contiene alrededor de 50 kb de ADN (Ver 

figura 2). Al terminar la espermiogénesis puede haber hasta 50.000 estructuras 

toroidales envasados dentro del núcleo de espermatozoide (Balhorn, et al., 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2. Modelo hipotético bucles de rosquilla. El complejo ADN–protaminas se organiza en círculos 
concéntricos. Los círculos de un bucle se pliegan en una estructura toroidal, en la cual los 

complejos ADN-protaminas están unidos por fuerzas de Van der Waals. Cada toroide representa 
un bucle de ADN unido a la matriz nuclear.Extraído de Balhorn y colaboradores (1999). 
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Las protaminas, son proteínas básicas con tramos largos de residuos de arginina; 

se unen al ADN longitudinalmente a lo largo de una de las ranuras, con cada 

residuo de arginina cargado positivamente se une con otro residuo cargado 

negativamente del esqueleto fosfodiéster del ADN con el objetivo de neutralizar las 

cargas. Esto transforma el ADN polianiónico en un polímero neutro, y los 

complejos de ADN-protamina se unen entre sí por fuerzas de Van der Waals de 

forma lineal. Y es asi como en la espermiogénesis ocurren la mayor parte de 

cambios morfológicos, como la formación del acrosoma, la condensación nuclear, 

un núcleo transcripcionalmete inactivo, desarrollo flagelar y perdida de la mayoría 

del citoplasma (Knobil & Neill, 2006; D’Occhio, et al., 2007). 

La última etapa de la espermatogénesis se llama espermiación; y ocurre cuando 

las espermátidas maduras pasan al epitelio germinal, con ayuda de las células de 

Sertoli. Como resultado de la compleja cooperación de los filamentos intermedios 

y los túbulos citoplasmáticos de las células de Sertoli las espermátidas avanzan a 

la frontera de la luz del túbulo seminífero. Las espermátidas maduras cierran los 

puentes intercelulares, se desconectan del contacto con el epitelio germinal y se 

convierten en células libres, que ahora se llama espermatozoides (Holstein, et al., 

2003). 

La espermatogénesis es un largo proceso, pero en términos de calidad es 

deficiente ya que solo el 12% de los espermatozoides son altamente viables para 

iniciar el proceso de reproducción (Holstein, et al., 2003). La producción de 

espermatozoides se puede ver reflejada con la concentración y la calidad. Por lo 

que se han ideado diferentes categorías: azoospermia (Ausencia de 

espermatozoides en el eyaculado), oligozoospermia (<15 millones/mL), 

teratozoospermia (Morfología normal menor de 4%, astenozoospermia (Movilidad 

progresiva (a+b) menor de 32%; (Godoy, et al., 2013) 
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1.4. La fragmentación del ADN espermático 

La integridad de la molécula de ADN se asocia con la ausencia de roturas tanto de 

cadena doble como de cadena sencilla del ADN, o con la presencia de anomalías 

cromosómicas, como pueden ser las aneuploidías o las reordenaciones 

genómicas estructurales relacionadas con la infertilidad (Aravindan, et al.,1997). 

Las evidencias sugieren que las alteraciones en la organización del material 

genómico de los núcleos espermáticos poseen una correlación negativa con el 

potencial de fertilidad de los espermatozoides, ya sea in vivo o in vitro (Spano, et 

al., 2000). Algunos reportes recientes han indicado que cuando ≥30% de ADN 

espermatico está dañado, el embarazo natural no es posible (Evenson, et al., 

2002). Sin embargo, existen diversos estudios que han mostrado que los 

espermatozoides genéticamente dañados mantienen la capacidad de fertilizar en 

los procesos de fertlización in vitro o cuando se inyectan de manera directa dentro 

del ovocito (Inyección intracitoplasmática). Sí el ADN del espermatozoide presenta 

lesiones, puede dar lugar a un desarrollo embrionario anómalo, un fallo de 

implantación o incluso una aborto en fases más tardías. No obstante, cuando se 

da la fertilización con un espermatozoide dañado en su ADN, los ovocitos son 

capaces de reparar el daño del ADN hasta cierto grado (Agarwal y Allamaneni, 

2005); pero el efecto biológico de la estructura anormal de la cromatina del 

espermatozoide depende también de los efectos combinados del nivel de daño de 

la cromatina en los espermatozoides y la capacidad de los ovocitos para reparar el 

daño que preexiste (Evenson, et al., 2002). 

El mecanismo exacto por el cual surgen las alteraciones de la cromatina o en el 

ADN de espermatozoides humanos no se conoce con precisión, pero se han 

propuesto tres teorías principales que pudieran ser el origen del daño al ADN 

espermático: empaquetamiendo de la cromatina espermática, la apoptosis y el 

estrés oxidativo (Agarwal y Said, 2003). 
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1.4.1 Fragmentación del ADN durante el empaquetamiento de la cromatina 

El empaquetamiento correcto de la cromatina espermática, requiere de la enzima 

nucleasa endógena o topoisomerasa II; que crea y liga sitios que facilitan la 

protaminación durante la espermiogénesis (McPherson y Longo, 1993). Estos 

sitios se cree que pueden aliviar el estrés de torsión y ayudar al redisposición de la 

cromatina durante el desplazamiento de histonas por protaminas (McPherson y 

Longo, 1992). Por lo tanto, la presencia de sitios u orquillas endógenos en los 

espermatozoides puede indicar anomalías durante la espermiogénesis y un 

proceso de maduración incompleta (Manicardi, et al., 1995). 

1.4.2 Fragmentación del ADN espermático por apoptosis 

La apoptosis es un sistema de muerte celular basada en un mecanismo genético 

que induce una serie de alteraciones celulares, morfológicas y bioquímicas, que 

conduce a la célula al suicidio (Nagata, 1997). Este proceso por lo general se lleva 

a cabo en momentos específicos en el desarrollo embrionario normal, para permitir 

que la forma definitiva de los tejidos y en la vida adulta con la finalidad de 

descartar células que ya no tienen una función o tienen una función alterada. Por 

lo tanto, en el contexto de la reproducción masculina, la apoptosis controla el 

exceso de producción de gametos masculinos y restringe los niveles de 

proliferación durante condiciones inadecuadas para el desarrollo del 

espermatozoide (Agarwal y Said, 2003). 

1.4.3 Fragmentación del ADN espermático por la producción de especies 

reactivas de oxígeno 

Las especies reactivas del oxígeno (ROS), los iones de oxígeno, los radicales 

libres y los peróxidos de origen orgánico e inorgánico, son factores que causan 

infertilidad bajo dos mecanismos principales (Agarwal, et al, 2006). En primer 

lugar, los ROS dañan la membrana de los espermatozoides, por lo que se reduce 

la motilidad y la capacidad de fusionarse con el ovocito. En segundo lugar, los 

ROS dañan directamente el ADN del espermatozoide, de tal manera que se 
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compromete la contribución genómica paterna integra para el embrión (Tremellen, 

2008). Estos daños en el ADN por medio de estrés oxidativo puede conducir a 

anomalías en la descendencia, incluyendo el cáncer en la niñez y la acondroplasia 

(Aitken, et al., 2001a). Sin embargo, los ROS también son importantes en la 

mediación de la apoptosis, que a su vez se traduce en una elevada frecuencia de 

roturas de cadena doble y cadena sencilla de ADN (Said, et al., 2004). La 

integridad del ADN de los espermatozoides de los mamíferos es de vital 

importancia para la contribución genética a la descendencia paterna normal. El 

énfasis en la evaluación de la integridad genómica ha aumentado recientemente 

debido a los informes que se correlacionaron el grado de daño en el ADN con 

diversos índices de fertilidad, incluyendo las tasas de fertilización, el desarrollo 

embrionario, la implantación, embarazo y nacimientos de infantes vivos (Agarwal y 

Allamaneni, 2004). 

Por otro lado, existe una variedad de causas que han sido correlacionados con un 

aumento de los niveles de daño del ADN del espermatozoide, y a su vez, pueden 

afectar perjudicialmente el estado de la fertilidad masculina. Como puede ser: 

leucocitospermia, el consumo de cigarrillos, interfererencia iatrogénica, las drogas, 

la radiación, etc. (Agarwal y Tamer, 2003). 

1.4.4 Leucocitospermia 

Los leucocitos en general están presentes en la mayoría de los eyaculados y se 

cree que desempeñan un papel importante en la inmunovigilancia y en la 

fagocitosis de espermatozoides anormales (Tomlinson, et al., 1992). Sin embargo, 

el aumento de las concentraciones de leucocitos en el semen indican la presencia 

de una infección del tracto genital o la inflamación y se ha informado de que se 

asocia con un aumento en la concentración de células germinales inmaduras 

(Sigman y Lopes, 1993). Álvarez y colaboradores determinaron presencia de 

mayor cantidad de espermatozoides con el ADN dañado en las muestras de 

semen de donantes leucocitospermicos en comparación con donadores sanos 

(39.6±10.9 versus 24.9± 10.2%, P<0.01, Álvarez et al., 2002). Una hipótesis 
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potencial de estos hallazgos es que leucocitospermia podría ser un marcador de 

un proceso inflamatorio en el testículo. La presencia de mediadores pro-

inflamatorios como las citocinas podrían llevar a alteraciones en la regulación de la 

espermatogénesis y, posteriormente, a la alteración del ADN espermático (Cohen 

y Pollard, 1995). Otra explicación posible sería el daño en el ADN espermático 

inducido por ROS de los leucocitos (Reichart, et al., 2000). Finalmente, es 

importante señalar que incluso infección sistémica puede afectar a la integridad de 

los espermatozoides. Esto fue sugerido por el hecho de que durante un episodio 

de la gripe, hay un aumento en el daño del ADN en el espermatozoide producido 

durante ese ciclo particular (Evenson, et al., 2000). 

1.4.5 Tabaquismo 

El humo del cigarrillo tiene propiedades perjudiciales en el proceso de fertilización, 

ya que su consumo se ha asociado a una reducción global de la calidad del semen 

y, específicamente, a una reducción en el recuento de espermatozoides y en su 

motilidad asi como un aumento en el número de células con morfología anormal 

(Kunzle, et al., 2003). También se determinó que el tabaquismo afecta a la 

integridad del ADN de los espermatozoides. Se ha observado que el daño del 

ADN espermático fue significativamente mayor en los fumadores en comparación 

con los no fumadores cuando fueron analizados utilizando los ensayos SCSA y 

TUNEL (P<0.02 y P<0.05, respectivamente; Potts, et al., 1999a). Los metabolitos 

liberados de la combustión del tabaco inducen una reacción inflamatoria en el 

tracto genital masculino, y con ello una posterior liberación de mediadores 

químicos de la inflamación. Estos mediadores de la inflamación, tales como la 

interleucina IL-6 e IL-8, pueden reclutar y activar los leucocitos (Comhaire, et al., 

1999). La activación de los leucocitos pueden generar altos niveles de ROS en el 

semen, que puede abrumar a las estrategias de antioxidantes y puede progresar 

en estrés oxidativo. Otro factor causal sería el hecho de que el plasma seminal en 

los fumadores contiene niveles más bajos de antioxidantes que la de los no 

fumadores (Fraga, et al., 1996). 
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1.4.6 Interferencia Iatrogénica 

Una amplia variedad de protocolos de preparación de espermatozoides están 

actualmente disponibles para su uso en reproducción asistida. Sin embargo, estas 

estrategias implican el uso de repetidas centrifugaciones a alta velocidad y el 

aislamiento de los espermatozoides del entorno antioxidante de protección 

proporcionada por el plasma seminal. Se han demostrado que la alteración del 

ADN espermático surge a través de mecanismos que están mediados por la 

mayor generación de ROS (Zalata, et al., 1995). 

Normalmente, el plasma seminal contiene factores de alto y bajo peso molecular 

que protegen a los espermatozoides contra la toxicidad de ROS. Ellos incluyen 

eliminadores de ROS enzimáticos, tales como Cu, Zn, superóxido dismutasa 

(SOD) y catalasa (Siciliano, et al., 2001). Además, el plasma seminal también 

contiene proteínas como ascorbato, urato, albúmina, glutatión y taurina que tienen 

función de antioxidantes (Thiele, et al, 1995). Por lo tanto, el plasma seminal juega 

un papel protector importante contra las ROS, y su eliminación durante la 

preparación del espermatozoide puede ser peligrosa para la integridad del ADN de 

los espermatozoides (Potts, et al., 1999b) 

Otra forma de interferencia iatrogénica que conduce al daño en el ADN es la 

criopreservación, que actualmente es ampliamente utilizada en reproducción 

asistida. La mayoría de los estudios indican que el proceso de congelación-

descongelación daña significativamente el ADN de los espermatozoides (Donnelly, 

et al., 2001; Labbe, et al., 2001). El daño al ADN de los espermatozoides en estas 

situaciones se puede atribuir al hecho de que los espermatozoides de los hombres 

infértiles tienen una mayor incidencia de una organización irregular de la cromatina 

y por lo tanto muestran una disminución significativa en la resistencia de la 

cromatina a la desnaturalización térmica. Otro posible factor es la falta de 

componentes de protección en el plasma seminal (Donnelly, et al., 2001). 
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1.4.7 Daños en el ADN espermático en pacientes con cáncer 

El cáncer testicular, la enfermedad de Hodgkin y la leucemia son algunas de las 

enfermedades más comunes que afectan a los hombres en edad reproductiva 

(Agarwal, et al., 1996). La terapias multimodales contra el cáncer han mejorado 

significativamente; por lo tanto, las tasas de supervivencia para los pacientes 

jóvenes que sufren de éstas enfermedades (Sociedad Americana del cáncer, 

2004). Sin embargo, las terapias del cáncer son a menudo agresivas y los efectos 

secundarios no deseados son comunes. Además la quimioterapia y la radioterapia 

afectan significativamente la espermatogénesis. Por tal motivo, la presencia 

cualquier de cualquier tipo de cáncer afecta el conteo de espermatozoides y la 

motilidad en pre-congelación y posterior descongelación (Agarwal y Newton, 

1991). Existen reportes que indican que la infertilidad esta asociada con el cáncer 

testicular, inclusive antes de administrar algun tipo de terapia. Los pacientes con 

cáncer que no reciben ningún tratamiento tienen el ADN dañado significativamente 

mayor que los hombres fértiles sanos (Kobayashi, et al., 2001). 

1.4.8 Las drogas y radiación 

Los medicamentos quimioterapéuticos, tales como fludarabina, ciclofosfamida y 

busulfán pueden causar daño testicular, y se manifiesta por la disminución de 

volumen testicular, oligozoospermia, sobreproducción de FSH y LH así como las 

concentraciones bajas de testosterona (Chatterjee, et al., 2000). Los altos niveles 

de daño en el ADN espermático se puede ver reflejados despues de una sola 

dosis de estos medicamentos, que pueden persistir durante varios meses después 

aunque ya hayan dejado de usarse (Cai, et al, 1997). 

El consumo de cocaína también afecta el ADN del espermatozoide; en estudios 

anteriores se determinó que la exposición a la cocaína conduce a un aumento en 

rompimientos de la cadena del ADN y éste interesante hallazgo se ha relacionado 

a un aumento de la apoptosis (Li, et al., 1999). 



19 
 

Las células germinales masculinas son sensibles a los efectos mutagénicos de la 

radiación. Aunque el daño del ADN espermático existe después de la radioterapia, 

no se detectó un aumento en defectos genéticos o malformaciones congénitas en 

los niños concebidos por padres que habían sido sometidos previamente a 

tratamiento (Arnón, et al., 2001). 

Por último, un tipo de terapia alternativa a base de hierbas de medicinales se ha 

vuelto tan popular a pesar de la falta de evidencia científica para evaluar su 

eficacia y seguridad. En un estudio realizado para evaluar el efecto de algunas de 

estas hierbas ampliamente utilizados sobre el ADN del espermatozoide, se 

encontraron altas concentraciones de la hierba de San Juan, el Gingko biloba y 

Echinacae púrpura pueden dañar a las células reproductoras y fueron aún más 

mutagénicos para las células espermáticas (Ondrizek, et al., 1999).  

El papel de las enfermedades de transmisión sexual es otro de los factores que 

pueden intervenir en la intregridad del ADN, tales como Ureaplasma urealyticum. 

Sin embargo, la exposición a condiciones ambientales adversas y el ritmo de vida 

que actualmente llevan las personas también influyen en el aumento de la 

incidencia del daño en el ADN espermático (Reichart, et al., 2000). 

 

1.5 TÉCNICAS PARA EMPLEADAS EN EL DIAGNÓSTICO DE LA 

FRAGMENTACIÓN DE ADN EN ESPERMATOZOIDES 

En la actualidad, la evaluación de la calidad de un espermatozoide esta basado 

sólo en sus características morfólogicas, las cuales no son suficientes para 

determinar la presencia de rupturas en el ADN. Por tal motivo; se han desarrollado 

varias técnicas, objetivas y reproducibles, para detectar rupturas de hebra simple o 

doble en el ADN espermático. Estas incluyen métodos directos, tales como, los 

ensayos de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferasemediated 2’-

deoxyuridine 5’-triphosphate nick end-labeling) y Prueba “Cometa” o electroforesis 

de célula única en gel (single-cell gel electrophoresis assay) e indirectos como el 
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análisis de la estructura de la cromatina (SCSA). Este último evalúa la 

susceptibilidad de los espermatozoides a la desnaturalización ácida, característica 

que es proporcional a la cantidad de rupturas de las hebras de ADN. En general, 

estas técnicas no son utilizadas debido a su complejidad, alto costo por los 

reactivos y los equipos que se utilizan (citometría de flujo y/o microscopía de 

fluorescencia). Hasta ahora, los estudios realizados utilizando estas metodologías 

han demostrado una clara asociación entre la fragmentación del ADN de los 

espermatozoides y las tasas bajas de fecundación, desarrollo embrionario y 

embarazo; por lo tanto, apoyan su utilidad en medicina reproductiva (Borini, et al., 

2006). 

1.5.1 Ensayo TUNEL 

El ensayo TUNEL (Terminal deoxinucleotidyl transferase- mediated deoxyUridine 

triphosphate-Nick End Labeling) es una metodología que se basa en el principio 

de que la desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) incorpora desoxiuridil-

Trifosfato (dUTP) en regiones con rupturas en las cadenas dobles o simples del 

ADN. Básicamente, en el ensayo se incorpora desoxiuridina biotinilada al 3’OH del 

ADN, la cual actúa como señal y puede ser detectada fácilmente, por ejemplo, a 

través de técnicas fluorescentes. Cuantas más roturas tenga el ADN mayor será la 

señal resultante. En los espermatozoides con ADN normal sólo se detecta 

fluorescencia de fondo, mientras que en los espermatozoides con ADN 

fragmentado (múltiples 3’-OH terminales) emiten una fluorescencia intensa 

(Gorczyza, et al., 1993; ver firgura 3). Ésta metodología puede emplear citometría 

de flujo o microscopia de fluorescencia ( Agarwal y Tamer, 2003). 

 

 

 

Fig. 3. Ensayo TUNEL a través de Microscopía de Flourescencia (1000X). La flecha indica 
presencia de fragmentación (Enciso, 2009). 
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1.5.2 Ensayo de la estructura de la cromatina espermática (SCSA) 

El ensayo se basa en el principio de que la cromatina anormal presenta una mayor 

susceptibilidad in situ a desnaturalizarse parcialmente (ver figura 4). El grado de 

desnaturalización resultante, como consecuencia de su tratamiento mediante calor 

o en un ambiente ácido, se determina midiendo el cambio metacromático del 

colorante anaranja de acridina (AO) de fluorescencia verde (AO intercalado en 

ADN de doble hebra) a una fluorescencia roja (AO intercalado en una sola hebra). 

El mas importante parámetro de éste ensayo es el índice de fragmentación de 

ADN (DFI), el cual representa la población de células con el ADN dañado 

(Evenson, et al., 2002). 

 

Fig. 4. Ensayo SCSA donde la formación del halo representa ADN normal (Enciso, 2009). 

1.5.3 Análisis de in situ nick translation (ISNT) 

Éste ensayo cuantifica la incorporación dUTP (desoxiuridin trifosfato) biotinilado a 

las roturas del ADN de cadena sencilla en una reacción catalizada por la 

polimerasa I. El ensayo ISNT detecta los espermatozoides que contienen valores 

apreciables de daño endógeno en su ADN. Los resultados del análisis de ISNT 

indican la presencia de anomalías originadas durante la remodelación de la 

cromatina del espermatozoide durante su maduración (Agarwal y Allamaneni, 

2005). 
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1.5.4 Prueba de dispersión de la cromatina espermática (SCD) 

La prueba se ha descrito recientemente como una técnica simple y de bajo costo 

para el análisis de la fragmentación de ADN del espermatozoide. La prueba de 

SCD se basa en el principio de que los espermatozoides con ADN fragmentado no 

pueden producir un halo característico (ver figura 5), cuando estos se mezclan con 

agarosa de bajo punto de fusión después de pasar por un proceso de 

desnaturalización ácida que permite la eliminación de las proteínas nucleares 

(Fernandez, et al., 2003). 

 

Fig. 5. Ensayo SCD. Microscopía de campo claro (400x). La flecha indica espermatozoide con ADN 

fragmentado. Imagen tomada de Horta y colaboradores (2011). 

 

1.5.6 Prueba cometa 

El ensayo de cometa o electroforesis de células individuales en gel es un método 

sensible, rápido y relativamente de bajo costo para cuantificar daño en el ADN de 

células individuales. Puede ser realizado bajo condiciones neutras, detectando 

rupturas de doble cadena del ADN, o bajo condiciones alcalinas, detectando 

rupturas de simple cadena. En esta técnica las células son embebidas en un gel 

de agarosa sobre un portaobjetos, y posteriormente sometidas a lisis mediante un 

agente reductor de grupos sulfidrilo de las protaminas y luego son corridas por 

electroforesis durante un corto tiempo. Después el microgel es teñido con 
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fluorocromos de afinidad al ADN y después observadas por microscopia de 

fluorescencia. Las células con mayor daño del ADN muestran una migración 

aumentada desde la parte central del núcleo hacia el ánodo, generando una 

imagen similar a la cola de un cometa (ver figura 6). Los espermatozoides que no 

presentan fragmentación no generan esta imagen. La importancia de este ensayo 

radica en la posibilidad de poder detectar fragmentación de simple o doble cadena 

del ADN espermático ya que cada una de ellas tiene diferente impacto luego de la 

fecundación (Agarwal y Allamaneni, 2005) 

 

Fig.6. La formación de cometas indica presencia de ADN fragmentado (Horta, 2011) 

 

1.5.7 Prueba de fragmentación de ADN con tinción de Anaranjado de Acridina 

Otro de los ensayos empleados es la tinción de anaranjado de acridina, cuya 

afinidad hacia los ácidos nucleicos permite medir la susceptibilidad del ADN del 

espermatozoide al ácido inducido por la desnaturalización in situ. La determinación 

de la fragmentación es por la cuantificación del cambio metacromático del 

anaranja de acridina fluorescente del verde (ADN intacto) al rojo (ADN 

desnaturalizado; ver figura 7). El anaranja de acridina se intercala entre las dobles 

cadenas de ADN como un monómetro y liga las cadenas simples del ADN como 

un agregado. El anaranja de acridina tiñe al ADN intacto de color verde 

fluorescente mientras que el anaranja de acridina agregado al ADN 

desnaturalizado emite una fluorescencia de color rojo (Larson, et al., 2000). 
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Fig. 7. Tinción anaranjado de acridina: espermatozoides verdes-ADN integro, espermatozoides de 
color anaranjado, rojo, amarillo: ADN fragmentado (Enciso, 2009). 

 

1.6 TÉCNICAS DE REPRODUCCIÓN ASISTIDA  

La presencia de anomalías en el ADN del espermatozoide ha sido muy destacada 

debido a diversas publicaciones en las que se correlaciona el grado de daño con 

varios índices de fertilidad, como la tasa de fertilización, la tasa de división 

embrionaria, la tasa de implantación, el índice de embarazos y el índice de 

productos nacidos vivos (Agarwal y Allamaneni, 2005). Sin embargo, cuando las 

probabilidades de embarazo son bajas, independientemente de las causas, se ha 

recurrido al empleo de técnicas de reproducción asistida, las cuales omiten 

muchas de los procesos de selección natural pero que favorecen la obtención de 

un embarazo. 

1.6.1 Inseminación artificial (IA) 

La inseminación artificial se define como el proceso de déposito de 

espermatozoides de forma no natural dentro del tracto reproductor fenemino (ver 

figura 8), la zona exacta donde se realizá la deposición de los espermatozoides 

depende de la técnica concreta de inseminación que se realice por ejemplo: 

Intracercival, intrauterina, etc. Esta técnica es sencilla y de muy bajo costo, 

consiste en introducir una cánula cargada de espermatozides dentro de tracto 

reproductor femenino con el objetivo de acercar el espermatozoide al óvulo y tener 

mayores tasas de éxito de fertilización. La inseminación artificial intrauterina (IUI) 
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es una de las técnicas más utilizadas actualmente; sin embargo, el grado de 

fragmentación de ADN resulta como predictor del éxito de IUI utilizando ensayo 

TUNEL. Otro estudio encontró que el grado de fragmentación de ADN espérmatico 

fue significativamente menor en la muestras que dierón como resultado embarazo 

(7.3± 3.5 versus 13.9±10.8, P< 0.044) ( Agarwal y Tamer, 2002) . Además, 

ninguna mujer inseminada con una muestra que tiene >12% de espermatozoides 

con ADN fragmentado pudó lograr un embarazo. Por otra parte, las pacientes que 

fueron inseminadas con muestras que contienen altos grados de daño en el ADN 

(10 ± 12%) experimentaron abortos espontáneos (Duran, et al., 2002). 

 

 

Fig.8 Introducción de espermatozoides dentro del tracto reproductor fenemino, Imagen tomada por 

clínica Reproducción Asistida. 

 

1.6.2 Fertilización in vitro (FIV) 

La fertilización in vitro es una técnica que permite poner en contacto al óvulo y los 

espermatozoides, dentro de una caja Petri, con la finalidad de facilitar el proceso 

de fertilización (ver figura 9). Desafortunadamente, numerosos estudios muestran 

que los daños en el ADN espermático no afectan el proceso de fertilización pero 

favorecen las probabilidades de la interrupción del embarazo tras la realización de 

una FIV. Se ha observado, mediante el método de TUNEL que el 40% de los 

espermatozoides obtendios de muestras seminales, procedentes de la consulta de 
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esterilidad, presentan fragmentación en su ADN. Asimismo, en las FIV se 

observarón una correlación inversa entre el porcentaje de espermatozoides con 

fragmentación del ADN y el índice de fertilización e implantación (Sun, et al., 

1999). 

 

Fig. 9. Espermatozoides rodeando al óvulo, con el objetivo de iniciar el proceso de fertilización. 

Imagen tomada de Fertygen. 

 

1.6.3 Inyección intracitoplasmática de espermatozoide (ICSI) 

La ICSI es una herramienta que permite colocar, a traves de una aguja de 

borosilicato un sólo espermatozoide dentro del ovocito (ver figura 10). Esta 

metodología ha tenido un éxito importante en pacientes que presentan 

oligospermia o aztenospermia. Sin embargo, esta técnica omite muchos de los 

procesos de selección más importantes que suceden en la fertilización normal: 

reacción acrosomal, fusión de membrana, reacción cortical, etc. Igualmente a la 

FIV, el daño del ADN espermático, valorado mediante TUNEL, se correlaciona 

inversamente proporcional con la tasa de fertilización en la ICSI. En pacientes con 

un alto daño del ADN espermático (>25%), la fertilización fue >20%. La proporción 

de espermatozoides con fragmentación del ADN cerca del 10% influye 

directamente en la tasa de fecundación e implantación de los embriones obtenidos 

mediante ICSI. Sin embargo, las probabilidades de embarazo son nulas cuando 

existe un 20% de espermatozoides con resultados positivos para TUNEL, por lo 

que se sugiere que el daño del ADN puede tener un buen valor importante en los 
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casos de fallo en la implantación de embriones de buena calidad (Benchaib, et al., 

2003). 

 

Fig.10 Inyección intracitoplasmática del espermatozoide, Imagen tomada por Infert. 

 

1.7 CRIOPRESERVACIÓN 

La criopreservación de células, embriones y tejidos se ha establecido como un 

concepto válido en la medicina reproductiva. La búsqueda de crioprotectores 

adecuados así como las concentraciones apropiadas y las variaciones en la 

rehidratación de las muestras después de la descongelación, han sido de las 

principales prioridades para poder estandarizar los métodos de congelación 

(Nawroth, et al., 2005). La criopreservación tiene como objetivo mantener la 

viabilidad y la funcionalidad de las células a bajas temperaturas (Woods, et al., 

2004). 

Hace muchos años, los espermatozoides de diferentes especies de mamíferos 

fueron criopreservados exitosamente (Isachenko, et al., 2004). Pero, en especifico, 

los espermatozoides humanos fueron los primeros en ser criopreservado y fueron 

descritos hace más de 50 años (Oehninger, 2000). La criopreservación es 

fundamental para los pacientes sometidos a tratamientos médicos o quirúrgicos 

que pueden inducir esterilidad, como pacientes con cáncer que van a someterse a 

quimioterapia o radioterapia. El cáncer testicular y de Hodgkin son las 
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enfermedades más comunes, que afectan principalmente a varones en edad 

reproductiva, por lo que los pacientes recurren a la preservación de sus 

espermatozoides (Saito, et al., 2005). Los avances en los tratamientos de cáncer y 

las tecnologías de reproducción asistida son cada vez más sofisticadas, por lo que 

han abierto nuevas posibilidades para los hombres infértiles o cuya fertilidad se ve 

amnezada (Paoli, et al., 2014). 

Dentro de los métodos de criopreservación se encuentra la vitrificación o 

congelación en vapores de nitrógeno líquido (96°C). Fahy y colaboradores (1984) 

definieron a la vitrificación como un proceso de solidificación de una solución a 

baja temperatura sin que ésta llegue a formar cristales debido a un enorme 

incremento de la viscosidad manteniendo así la distribución molecular e iónica que 

existía antes de la congelación. Otro método de congelación es la ultravitrificación 

o congelación ultrarápida (-196°C) se basa en la rápida deshidratación celular con 

ayuda de un crioprotector (Boiso, 2001). De tal manera que las células o los 

tejidos se colocan en el crioprotector y luego se sumerge directamente en 

nitrógeno líquido. El agua se sustituye en gran medida por el crioprotector. La 

velocidad de enfriamiento es alcanzado entre 15,000 a 30,000°C/min, y el agua se 

transforma directamente de la fase líquida a un estado vítreo vitrificado. Con este 

método no se forman cristales de hielo que pueden dañar las células o los tejidos. 

(Nawroth, et al., 2005). 

Los crioprotectores son sustancias químicas que protegen a las células del daño 

producido por la formación de cristales de hielo (Ávila, et al., 2006). Aunque la 

composición química de estos crioprotectores difiere, todos ellos son muy solubles 

en agua y tienen una toxicidad dependiente de la concentración. Ellos trabajan 

directamente en la membrana celular a través de interacciones electrostáticas, 

bajan el punto de congelación de la solución y la modificación de los entornos 

tanto intra como extracelulares porque desplazan el agua, evitando la formación 

de cristales de hielo. Hay dos clases principales de crioprotectores: 

Crioprotectores permeables: penetran en la membrana celular. Esta clase incluye 

dimetilsulfóxido (DMSO), glicerol, 1,2 propanodiol (PROH) y etilenglicol. Estas 
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sustancias hidrófilas tienen un peso molecular de menos de 400 y atraviesan la 

membrana muy fácilmente, creando un gradiente osmótico y haciendo que el agua 

salga de la célula mediante la reducción aún más el punto de congelación (Paoli, 

et al., 2014). 

Y crioprotectores no permeables, los cuales no atraviesan la membrana celular. 

Estos incluyen sacarosa, fructosa, glucosa, dextrosa, almidón, lipoproteínas y 

polivinilpirrolidona (PVP). Estas moléculas son grandes, con un peso molecular 

mayor que 1.000 daltons, y aumentan la concentración de solutos extracelulares, 

generando de ese modo un gradiente osmótico que hace que el agua salga de la 

célula, lo que lleva a la deshidratación antes de la congelación (Paoli, et al., 2014). 

Durante los últimos años, se han introducido complejos crioprotectores para 

intentar mejorar la recuperación funcional de los espermatozoides después de la 

congelación. El glicerol fue el primer crioprotector más usado comúnmente para 

los espermatozoides, sin embargo, se ha demostrado que tiene efectos tóxicos 

sobre los espermatozoides (Stanic, et al., 2002). Otros crioprotecores  incluyen 

moléculas inertes, citrato, yema de huevo o leche, fructosa, TEST {TES [N-Tris 

(hidroximetil) metilaminoetanina ácido sulfónico], Tris [(hidroximetil) 

aminometano]}- citrato-buffer de yema, la yema- citrato – dextrosa –glicina, yema 

de huevo y citrato. Por otra parte, el medio de preservación de espermatozoides 

humanos (HSPM) contiene glicerol, glicina, y sacarosa como agentes 

crioprotectores (Stanic, et al., 2002). La yema de huevo, se compone de 

lipoproteínas, fosfolípidos, colesterol, y otros diversos elementos menos 

abundantes, también se utiliza en combinación con Tris buffer para constituir 

TEST yolk buffer (TYB) para la crioprservación de espermatozoides con una 

buena tasa de recuperación después de descongelados (Kukis, 1992). La yema de 

huevo puede jugar un papel en la reducción de los efectos perjudiciales sobre la 

estructura de la membrana en soluciones salinas hiperosmóticas que se producen 

durante el enfriamiento rápido. Por lo tanto, el uso de un agente crioprotector es 

indispensable en la prevención de lesiones en los espermatozoides humanos 

durante el proceso de criopreservación (Hammadeh, et al., 2001). 
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Sin embargo, la congelación y descongelación del semen humano implica una 

cierta pérdida de la motilidad del espermatozoide y la capacidad de fertilizar (Gao 

& Crister, 2000). El choque térmico, la formación de cristales de hielo, la 

deshidratación, el aumento de la concentración de sal después la congelación y el 

choque osmótico son factores que dañan al espermatozoide cuando se somete a 

congelación. Tambien se debe considerar dos aspectos principales que influyen 

directamente en el resultado de la congelación y descongelación como es la 

calidad del semen y el procedimiento utilizado para la congelación y 

descongelación. Por lo que la supervicencia de las células depende principalmente 

del método de criopreservación y el crioprotector que se use (Hammadeh, et al., 

2001). 
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2. ANTECEDENTES 

El factor de infertilidad masculina juega un papel importante y esta relacionado con 

aproximadamente el 50% de las parejas infértiles (Organización Mundial de la 

Salud, 2010). En el 2010, se estimó que 48,5 millones de parejas en todo el 

mundo son infértiles (Mascarenhas, et al., 2012). 

El primer manuscrito en la detección in situ de la fragmentación del ADN 

espermático con la instrumentación automatizada se publicó hace 25 años, pero 

en los últimos 5 se han publicado diversos estudios sobre la fragmentación del 

ADN espermático (Spano, et al., 2000). Estos datos proporcionan una gran 

evidencia de que las muestras de semen que contienen un umbral estadístico de 

≥30% de fragmentación del ADN espermático tienen un nivel reducido de éxito del 

embarazo (Evenson & Wixon., 2006). Otro estudio realizado por Spano y 

colaboradores (2000) mostró que cuando el daño en el ADN es ≥20% se observa 

una disminución en la fertilidad masculina. Pero cuando el grado de lesión sobre 

pasa el 40%, la probabilidad de conseguir un embarazo es nula. Por tal motivo, 

muchas parejas que no han podido concebir de manera natural han tenido que 

recurrir a técnicas de reprodución asistida. También existen otros razones por las 

que los pacientes recurren a este tipo de técnicas, y es por que su fertilidad se ve 

amenzada por tratamientos como la radioterapia, la quimioterapia o la cirugía 

invasiva, que incluso pueden conducir a insuficiencia testicular o disfunción 

eyaculatoria; por tales motivos acuden a la criopreservación de sus células 

germinales con la finalidad de poder procrear hijos en un futuro. Por otra parte, en 

situaciones de alteración de la fertilidad masculina, el almacenamiento de 

espermatozoides proporcionará el tiempo necesario para una cantidad razonable 

de los espermatozoides que se obtengan para la inseminación artificial exitosa o la 

fertilización in vitro (Isachenko, et al., 2004) 

Sin embargo la motilidad, la integridad del ADN y la tasa de fecundación se ven 

afectados negativamente por la criopreservación. La criolesión causa daño a una 

gran variedad de orgánulos celulares y sucede debido a las tensiones de la 
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criopresevación (es decir, la formación letal de cristales de hielo intracelulares y la 

disolución , deshidratación celular, daño osmótico durante la adición o eliminación 

de agentes crioprotectores, y el efecto de la elevada concentración de solutos 

dentro de la célula o cambios en la permeabilidad de la membrana durante el 

proceso de enfriamiento y calentamiento) (Gao y Critser, 2000; Gilmore, et al., 

2000). Incluso las etapas de enfriamiento por debajo del punto de congelación del 

medio pueden imponer estrés en las células. Por lo tanto, la criopreservación 

exitosa de células se ve afectada por la velocidad de congelación, el medio en el 

que las células se congelan y el crioprotector (Holt, 2000). 

Prins y Weidel (1986) compararon ocho crioptotectores, con espermatozoides 

humanos congelados en TES-citrate-yolk buffer con 6% de glicerol dando como 

resultado la mejor recuperación de células móviles después de la descongelación. 

En otro estudio comparativo de 12 medios crioprotectores, la mejor motilidad 

después de la descongelación se logró con medio de yema de huevo-citrato-

dextrosa-glicina en 7,5% de glicerol (Brotherton, 1990). Estas evidencias muestran 

que actualmente el crioprotector a base de yema de huevo es más eficiente con 

respecto a otros agentes crioprotectores. Sin embargo, no se ha evaluado su 

efecto utilizando una técnica de vitrificación de espermatozoides y ni las 

alteraciones que pueden adquirir en su ADN. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

La transferencia de la molécula de ADN de manera integra e intacta del 

espermatozoide al ovocito es crucial para conseguir una fecundación con éxito 

(Aravindan, et al., 1997). 

Para el estudio de la infertilidad masculina la Organización Mundial de la Salud ha 

establecido una serie de parámetros básicos que se deben analizar de manera 

rutinaria como: Volumen del eyaculado, concentración de espermatozoides, 

motilidad, morfología y pH. Sin embargo, se estima que aproximadamente un 15% 

de los varones estériles presentan un espermiograma normal. Es decir, existe una 

población de hombres con problemas reproductivos que muestran caracteristicas 

de concentración, motilidad y morfología normales. Por ésta razón, se puede 

deducir que muchas de las veces los parámetros seminales no son del todo 

indicativos de la calidad del espermatozoide. Cabe señalar, que la situación es 

mucho más crítica cuando se utilizan técnicas de reproducción asistida, ya que la 

calidad del espermatozoide que se utiliza requiere de un control mucho mas 

estricto (Guzick, et al., 1998). 

Existe un cierto número de etiologías que han sido identificadas como posibles 

causas de infertilidad masculina; sin embargo cerca del 50% de éstas causas son 

consideradas como idiopáticas (Ollero, et al., 2001). En las últimas décadas se ha 

propuesto otra posible causa de infertilidad masculina: la fragmentación del DNA 

espermático. Como ha sido demostrado, la integridad del DNA es de vital 

importancia para la fecundación, la implantación y el desarrollo del embrión. En la 

actualidad, existen diversas técnicas que nos permiten analizar este nuevo 

parámetro aunque algunas son de costo alto y que requieren de equipos 

sofisticados y que a veces son un tanto subjetivas, pero sobre todo, son de vital 

importancia cuando se utilizan técnicas de reproducción asistida.  

En los últimos años, el número de pacientes jóvenes que presentan algún tipo 

cáncer se ha incrementado drásticamente y por tal motivo tienen que ser 

sometidas a tratamientos invasivos como la quimioterapia y la radioterapia. Para 
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este tipo de dificultades, se han ideado métodos de criopreservación de gametos 

con la finalidad de que en un futuro puedan procear y dejar descendencia; sin 

embargo, aún se desconocen las alteraciones que puede adquirir el 

espermatozoide durante la criopreservación. Por este motivo, se propone evaluar 

el efecto de la criopreservación sobre las caracteristicas morfológicas y fisiológicas 

del espermatozoide y sobre todo en la integridad del ADN espermático para evitar 

abortos espontáneos, anormalidades embrionarias, etc. 
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4. OJETIVOS 

4.1 Objetivo general 

Evaluar características morfológicas y fisiológicas de espermatozoides humanos 

asi como la integridad del ADN espermático, en muestras criopreservados por 

vitrificación y ultravitrificación 

4.2 Objetivos específicos  

• Evaluar la viabilidad celular de muestras frescas y criopreservadas por 

vitrificación y ultravitrificación. 

• Evaluar el efecto de los procedimientos de vitrificación sobre la actividad 

metabólica de los espermatozoides de las muestras frescas y 

criopreservadas. 

• Analizar las características morfológicas de muestras frescas y 

criopreservadas por medio de vitrificación y ultravitrificación. 

• Evaluar la integridad de la cromatina espermática mediante anaranjado de 

acridina y prueba cometa. 

• Evaluar el efecto de los crioprotectores sobre las características celulares 

de los espermatozoides. 
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5. HIPÓTESIS 

 La viabilidad de los espermatozoides se afectará drásticamente por el uso 

de los métodos de congelación. 

 La actividad de metabólica aumentará en los espermatozoides congelados 

por la generación de especies reactivas. 

 La criopreservación de los espermatozoides provocará cambios en su 

morfología. 

 La congelación de los espermatozoides inducirán la fragmentación de su 

cromatina. 

 El semen funcionará como mejor crioprotector ya que protege a los 

espermatozoides cuando se encuentra en ambientes extremos. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Obtención de la muestra 

Para este estudio se recolectarón 15 muestras de eyaculados frescos obtenidos 

de donadores voluntarios sanos en rango de edad entre los 18 a 35 años. Las 

muestras se obtuvieron mediante masturbación y se recolectaron en recipientes 

de plástico estériles. Los donadores voluntarios fueron instruidos para tener 

abstinencia sexual por un período de mínimo 2 días y máximo 5 días. Las 

muestras colectadas fueron incubadas a 36°C por 60 minutos hasta alcanzar la 

licuefación, posteriormente se procedió a analizar las muestras mediante una 

espermatobioscopia. 

6.2 Espermatobioscopia 

A las muestras frescas así como las criopreservadas por un mes se les evaluó los 

parametros seminales (volumen, viabilidad, motilidad, morfología y concentración 

de espermatozoides) de acuerdo al manual propuesto por la Organización Mundial 

de la Salud (OMS, 2010).  

Tabla 1. Valores de referencia, propuesto en 1999 y 2010 del límite de refencia inferior (LRI) en un 
espermiograma, (OMS, 2010). 
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6.3 Concentración celular de la muestra 

Para determinar la concentración de células de la muestra, se realizó un dilución 

de acuerdo a la cantidad de células existentes en el semen con la solución 

inmovilizadora para espermatozoides (NaHCO3 2.9% y formaldehído 1%). De ésta 

muestra se tomó 10 µl y se colocó en la cámara (ver figura 11). La concentración 

de espermatozoides se expresó en millones/mL. Para la obtención de esto se 

utilizó el promedio del conteo de dos cámaras del hemocitometro y se multiplico 

por el factor del dilución y de volumen de la cámara. 

 

Fig. 11. Cuadrante de la cámara de Neubahuer, para realizar el conteo del espermatozoides (OMS, 

2010) 

 

6.4 Movilidad 

Para establecer la movilidad de los espermatozoides, se analizarón tres 

categorías: movimiento progresivo (tipo A), in situ (tipo B) e inmóviles (tipo C). 

Para ello se tomó 10 µl de semen y se colocarón en un portaobjetos y fueron 

cubiertos con un cubreobjetos. Posteriormente se contarón 200 células mediante 

microscopia en contraste de fases utilizando el objetivo de 40X. Finalmente, se 

sacaron los porcentajes (200=100%) de cada uno de las categorías, y la movilidad 

total ( Mov. Progresivo e in situ). 
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6.5 Tratamiento de las muestras 

Los espermatozoides de cada muestra se lavaron dos veces, se centrifugaron a 

500 rpm durante 15 minutos y se resuspendierón a temperatura ambiente en 

medio TALP (114 mM NaCl, 3.2 mM KCl, 25 mM NaHCO3, 0.4 mM NaH2PO4, 10.0 

mM Lactato de Sodio, 0.5 mM Piruvato de Sodio, 2.0 mM de CaCl2, 0.5 mM MgCl2, 

pH 7.4, adicionada de 100 mg/L Penicilina y 100 mg/L Estreptomicina (48)), con el 

objetivo de eliminar el liquido seminal. Las células fueron resuspendidas en la 

solución TALP a una concentración de 100x106 espermatozoides/ml. 

6.6 Determinación de la viabilidad de los espermatozoides 

El porcentaje de viabilidad de las células se analizó mediente el kit LIVE/DEAD 

sperm viability® Kit (Molecular Probes). Se tomó un alicuota de semen (10 µl) y se 

le adicionó 1µl de ioduro de propidio (1:10) y 1 µl de SYBR14 (1:100 diluido con 

DMSO), se mezcló cuidadosamente por inversión. Se dejó en reposo por cinco 

minutos y posteriormente se observó por microscopia de flourescencia con el 

objetivo de 40x. Se determinó el porcentaje de espermatozoides vivos, ya que 

mostrarón una coloración verde. Por el contrario, los espermatozoides muertos 

que se tornarón de color rojo, se hizo un conteo de 200 células en total. El 

fundamento de estos fluorocromos se basó en la permeabilidad de la membrana, 

cuando el SYBR14 permea por la membrana emitirá un color verde, la cual 

dictaminó que la membrana de la célula esta integra. Por otro lado, si el ioduro de 

propidio atraviesa por la membrana, la célula flourescerá de color rojo y fue señal 

de que la membrana del espermatozoide esta dañada. 

6.7 Actividad metabólica 

Para la valoración de la actividad metabólica de los espermatozoides por individuo 

se utilizó resazurin, un compuesto diseñado para medir proliferación celular y 

citotoxicidad de algunos agentes. Este compuesto incorpora un indicador de óxido 

reducción (REDOX), que emitio una fluorescencia y cambia de color en respuesta 

a la reducción química del medio como resultado de la actividad metabólica de las 
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células. A dos millones de espermatozoides se les adicionó 10 μl del indicador 

REDOX Resazurin (Molecular Probes), se incubarón por 30 minutos a 37° y 

posteriormente las muestras se observarón bajo un microscopio de 

epifluorescencia (Nikon E-600). 

6.8 Análisis de la morfología de los espermatozoides 

Para determinar la morfología de las células, se colocó 10 µl de semen en un 

portaobjetos y se cubrió con un cubreobjetos, se contarón 200 celulas bajo en el 

microscopia de campo claro. Se hizo una clasificación de acuerdo a la morfología: 

Espermatozoides normales, espermatozoides con deficiencias en la cabeza 

(macrocéfalicos, microcéfalicos, etc), espermatozoides con deficiencias en la parte 

media y espermatozoides con anormalidades en la cola (ver figura 13). Los 

resultados de la evaluación morfológica se expresarón como el porcentaje de las 

diferentes categorías de espermatozoides (200 células = 100%). 

 

Fig. 12. Anormalidades que presentan los espermatozoides humanos (OMS, 2010) 

 

6.9 Criopreservación de las muestras 

Las técnicas de criopreservación por las cuales fueron preservadas las muestras 

fuerón vitrificación y ultravitrificación. El crioprotector que se usó para 

criopreservar las muestras fue a base de yema de huevo (yema de huevo 12%, 

glucosa 5.5%, etilenglicol 3,5%, estreptomicina 4mg/ml) el cual se esterilizó por 
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filtración utilizando una membrana de nitrocelulosa con un poro de 0.45µm. La 

concentración a la cual fueron almacenadas las células fue a 50x106.  

Las alícuotas fueron incluidas en los medios crioprotectores en un dilución 1:1 de 

acuerdo a los siguientes grupos experimentales: Líquido seminal, líquido 

seminal/crioprotector y crioprotector.  

El método de conservación fue a través de la formación de perlas, las cuales 

fueron formadas según la técnica de criopreservación. Para la vitrificación, una 

gota de la muestra (70 µl) fue depositada sobre un portaobjeto previamente 

congelado en vapores de nitrógeno líquido dentro de un contenedor térmico. Las 

perlas fueron transferidas a un criotubo y se almaceno inmediatamente en un 

tanque de NL2. Para la ultravitrificación un gota de la muestra fue depositada 

directamente en nitrógeno líquido. Las perlas fueron recuperadas y colocadas en 

un criotubo previamente atemperado en NL2. Los tubos fuerón almacenados en 

NL2 por un mes. Posteriormente se descogelaron de manera rápida y se 

analizaron todos los parámetros seminales nuevamente así como las pruebas de 

fragmentación. 

 

Tabla 2. Diseño del experimento,espermatozoides frescos y congelados en diferentes medios 
crioprotectores. 

Método Medio Crioprotector Parámetros a analizar 

  Líq. seminal *Espermatobioscopia 

Vitrificación Líq. seminal/crioprotector *Actividad metabólica 

  Crioprotector *Pruebas de fragmentación 

  Líq. seminal -Tinción AO 

Ultravitrificación Líq. seminal/crioprotector -Prueba cometa 

  Crioprotector   
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6.10 Determinación de la fragmentación de los espermatozoides por microscopia 

de fluorescencia. 

La tinción con anaranjado de acridina es un método citoquímico utilizado para la 

determinación de integridad del ADN y se utilizo para el espermatozoide.Para 

evaluar la fragmentación del ADN de los espermatozoides, recién obtenidos y 

después de los periodos de criopreservación, 100 μl de cada muestra individual se 

incubó con 0.01 mg/ml de la solución de anaranjado de acridina (AO) por 10 min. 

Se prepararón los frotis y observarón bajo un microscopío de epifluorescencia y 

confocal (Nikon C1). La unión monomérica del anaranjado de acridina al ADN de 

doble hebra emite una fluorescencia de color verde, mientras que el agregado de 

anaranjado de acridina a ADN de una sóla hebra emite fluorescencia de color 

amarillo a rojo (ADN fragmentado). 

6.11 Evaluación de la fragmentación de los espermatozoides por prueba 

COMETA. 

La prueba COMETA es una metodología muy sensible que permite cuantificar el 

número de células fragmentadas. La prueba esta basada en el principio de que 

fragmentos pequeños de ADN migran distancias largas hacia el ánodo sobre un 

campo electroforético adoptando una imagen de cometa, mientras que los 

fragmento grandes, como los núcleos sin fragmentación, sólo muestran una 

estructura compacta sin desplazamiento de ADN. Brevemente, sobre un 

portaobjetos se formó una base de una solución de agarosa al 1.5%. 

Posteriormente, se agregó una segunda capa de agarosa formada por una mezcla 

de espermatozoides y agarosa de bajo punto de fusión al 1% seguida de una 

tercera capa de agarosa al 1%. Posteriormente, las preparaciones se incubaron en 

buffer de lisis alcalino (NaCl 2.5M, EDTA 0.1M, Tris 10mM, TritonX-100 1%, 

DMSO 1%, Ditiotreitol 10mM a un pH de 10) por un lapso de 30 minutos a 4°C y 

protegidos de la luz. Después, los portaobjetos fuerón lavados un amortiguador 

Tris [0.4 M], y colocados en una cámara de electroforesis horizontal donde se hizo 

un corrimiento electroforético a 300 miliamperios por 30 minutos. Inmediatamente, 
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cada una de las laminillas fue lavada en medio de neutralización (Tris 0.4 M, pH 

7.5). Después, cada laminilla fue teñida en una solución de anaranjado de acridina 

(0.01mg/ml) y lavada con agua destilada. Posteriormente, las laminillas fueron 

analizadas a través de microscopio de epifluorescencia para determinar el número 

de células con fragmentación en el ADN nuclear como previamente se describió. 
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7. RESULTADOS 

7.1 Espermatobioscopia de los eyaculados obtenidos 

Los 15 eyaculados obtenidos mostraron valores de donadores normoespérmicos, 

es decir que los parámetros tanto del análisis macroscópico (volumen, color, 

licuefacción, pH y viscosidad) y microscópico (Concentración celular, movilidad, 

morfología y aglutinación) estan por arriba de los parámetros del límite inferior de 

referencia establecidos por el manual para el exámen de semen humano 

publicado por la OMS en el 2010 (ver tabla 3). Sin embargo, el promedio de la 

viabilidad de los eyaculados obtenidos fue menor en comparación a los límites 

mínimos de referencia. 

Tabla. 3. Promedio y error estándar de los eyaculados obtenidos comparados con el límite de 

referencia inferior establecido por el manual de la OMS. 

Variables Resultados Límites de 
referencia inferior 

Volumen (ml) 2.2 ±0.10 
  

≥ 1.5  

pH 7.2±0.22 
  

7.2-8.0 

Concentración 
(106espermatozoides/ml) 

185.3±31.46 ≥15 

Motilidad total 
(Progresiva y no 
progresiva) (%) 

67.09±3.26 
  

≥40 

Motilidad progresiva (%) 55.78±6.19 
  

≥32 

Viabilidad (%) 53.58±4.23 
  

≥58 

Morfología (%) 36.01±2.30 
  

≥4 
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7.2 Efecto de los métodos de congelación y de los medios crioprotectores sobre la 

movilidad celular. 

La movilidad de los espermatozoides disminuye drásticamente con la vitrificación 

(-96°C) y ultravitrificacion (-196°), sin importar el medio crioprotector que se use, 

en comparación al grupo control (ver figura 14). Aunque cabe señalar que la 

ultravitrificación disminuye significativamente la movilidad de los espermatozoides, 

con respecto a la vitrificación (P<0.05 ) y a los diferentes medios crioprotectores 

(líq. Seminal P=0.0008, líq. Seminal/crioprotector P=0.005 y crioprotector 

P=0.0002). 

 

Fig. 13. Efecto de la vitrificación y ultravitrificación sobre la movilidad celular (%) comparada con el 
control (muestras frescas). 

En el medio crioprotector Líq. Seminal/crioprotector, se recuperó la mayor cantidad 

de espermatozoides móviles tanto para la vitrificación y ultravitrificación; en 

contraste con los otros medios crioprotectores utilizados.  
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7.3 Viabilidad celular 

La criopreservación de las células, ya sea por vitrificación o ultravitrificación daña 

la membrana de los espermatozoides comprometiendo su viabilidad. Ya que 

existieron diferencias significativas con respecto al grupo control (P<0.05, ver 

figura 15). Sin embargo, la viabilidad de los espermatozoides congelados por 

ultravitrificación es aún mucho menor con respecto a la vitrificación 

criopreservados en líq. Seminal/crioprotector (P= 0.03) y en sólo crioprotector 

(P=0.0003). Pero en el medio Líq.Seminal/crioprotector se recuperaron más 

espermatozoides viables en comparación con los otros medios crioprotectores en 

cualquiera de los dos métodos de congelación que se utilizaron. 

 

 

Fig. 14. Efecto de los diferentes esquemas de crioprotección sobre la viabilidad celular. 
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7.4 Efecto de la congelación sobre la morfología de los espermatozoides 

La morfología de las células se ve alterada al someterla en cualquiera de los 

métodos congelación (Vitrificación y ultravitrificación) ya que existieron diferencias 

significativas con respecto al grupo control (P<0.05, ver figura 16). 

 

Fig. 15. Efecto de los diferentes esquemas de crioprotección sobre la morfología del 

espermatozoide. 

Mientras tanto, los espermatozoides que fueron congelados mediante vitrificación 

y con sólo el medio crioprotector presentarón menor alteración en la morfología 

celular con respecto a los otros crioprotectores ( vs. P=0.002 Líq. Seminal, P=0.03 

Líq. Seminal/crioprotector).  

Pero los espermatozoides preservados en Líq. Seminal y Líq. 

Seminal/crioprotector también existen diferencias significativas (P= 0.02). Para los 

espermatozoides congelados por ultravitrificación las diferencias están entre Líq. 

Seminal y crioprotector con una P=0.02. Cabe destacar que una de las 
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A) Líq. Seminal  B) Líq. Seminal/crioprotector  C) Crioprotector 

alteraciones que se presentaba con una mayor incidencia es la presencia de colas 

enrrolladas o dobladas en los espermatozoides congelados (ver figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 16.Efecto del crioprotector y de los métodos de congelación sobre la morfología de los 

espermatozoides. 

 

7.5 Determinación de la actividad metabólica por reducción del indicador rezasurin 

El número de espermatozoides congelados que presentan actividad metabólica ya 

sea por vitrificación y ultravitrificación, se incrementa con respecto al grupo control 

(P<0.05), sin importar el medio crioprotector que se utilice (ver figura 17). Sin 

embargo, en los espermatozoides criopreservados por ultravitrificación, la 

actividad metabólica aumenta aún más con respecto a los espermatozoides 

congelados por vitrificación en los medios crioprotectores Líq. Seminal (P=0.04) y 

líq. Seminal/crioprotector (P=0.03). 

  

C 

 

Vitrificación 

Ultravitrificación  
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Fig. 17. Efecto de los diferentes esquemas de criopreservación sobre la actividad metabólica de los 

espermatozoides. 

 

7.6 Efecto de la criopreservación sobre la integridad del ADN del espermatozoide 

La integridad del ADN espermático se afecta severamente con el uso de métodos 

de congelación y sin importar el medio crioprotector que se use, ya que los 

resultados arrojaron diferencias significativas con respecto al grupo control de 

acuerdo a los resultados observados por la tinción anaranjado de acridina 

(P<0.05, ver figura 18) y prueba cometa (P<0.05, ver figura 19). Es importante 

mencionar que la identificación de fragmentación de ADN espermático mediante 

prueba cometa es mucho más precisa y sensible con respecto a la tinción AO, ya 

que ésta última puede presentar falsos positivos por un exceso de la tinción, 

tiempo de observación de la muestra, etc. 
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Fig. 18. Efecto de los diferentes esquemas de crioproteccción sobre la integridad del ADN (Tinción 

con anaranjado de acridina). 

 

Fig. 19. Efecto de los diferentes esquema de crioproteccción sobre la integridad del ADN (Prueba 

cometa). 
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7.7 Asociación entre la morfología y la fragmentación del ADN espermático 

mediante prueba cometa. 

En el análisis de regresión entre morfología y fragmentación de ADN espermático 

no mostró diferencias significativas en cualquier medio crioprotector tanto para 

vitrificación y ultravitrificación. Por lo que, un espermatozoide puede presentar 

excelente morfología pero su ADN espermático puede estar dañado. 

En el método de congelación por vitificación y el medio crioprotector Líq. Seminal 

los resultados arrojaron la ecuación de la regresión y=66.15+0.96(x) (F0= 4.26, 

Fc=4.66). Con respecto al Líq. Seminal/crioprotector, la ecuación de la regresión 

y=78.69+0.11(x) (F0= 0.119, Fc=4.66). Y finalmente para el crioprotector la 

ecuación de la recta y=81.16+0.436(x) (F0= 0.131, Fc=4.66, ver figura 21). Según 

del analisis de la regresión, no existe asociación entre la morfología normal de los 

espermatozoides y el aumento de la fragmentación de ADN espermático en 

cualquier medio crioprotector y congelados por vitrificación. 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 20. Asociación entre la morfología de células normales y la fragmentación de ADN 
espermático, en los diferentes medios crioprotectores congelados mediante vitrificación. 
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Los espermatozoides congelados por ultravitrificación preservados en líq. Seminal 

indicaron la ecuación de la regresión y=81+0.1(x) (F0=0.02, Fc=4.66). La 

combinación de líquido seminal y crioprotector, la ecuación de la regresión 

y=83.02+0.7(x) (F0= 0.14, Fc=4.66). Y finalmente el crioprotector mostró la 

ecuación de la regresión y= 85.83+0.247(x) (F0= 0.389, Fc=4.66). En conclusión, el 

análisis de regresión no mostró asociación entre la morfología y la fragmentación 

de ADN espermático en cualquiera de los medios criorpotectores utilizados. 

 

 

 

 

 

 

Fig. 21. Determinación de la asociación de las células morfologicamente normales y la 
fragmentación de ADN espérmatico, preservados bajo diferentes medio crioprotectores y 

congelados por ultravitrificación. 

 

7.8 Asociación entre el aumento de la actividad metabólica y la fragmentación del 

ADN espermático mediante prueba cometa. 

El análisis de regresión con la actividad metabólica de las células y la 

fragmentación de ADN espermático indicó que no existe asociación entre estas 

dos variables, en los diferentes medios crioprotectores y los métodos de 

congelación. 

En la vitrificación con el medio crioprotector líquido seminal la ecuación de la 

regresión y=119.9+(-0.34)(x) (F0= 1.48, Fc=4.66). Por el contrario en la 
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combinación de líquido seminal y crioprotector la ecuación y=41.45+0.46(x) 

(F0=0.386, Fc=4.66). Y Finalmente en el medio crioprotector la ecuación de la 

regresión y=96.11+(-0.0873) (F0=0.1623, Fc=4.66). En resumen la actividad 

metabólica no determina la fragmentación de ADN espermático en cualquier 

medio crioprotector. 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 22. Asociación entre el aumento de la actividad metabólica y los índices altos de 
fragmentación de ADN espermático en diferentes esquemas de crioproteción preservados por 

vitrificación. 

 

En la ultravitrificación los espermatozoides congelados en líquido seminal la 

ecuación de la regresión fue de y=116.36+(-0.35) (F0= 2.40, Fc=4.66). En líquido 

seminal y crioprotector la ecuacion de la regresión fue de y=76.23+0.06(x) 

(F0=0.20, Fc=4.66). Y finalmente los espermatozoides preservados en crioprotector 

únicamente la ecuación de la regresión fue  y=122.80+0.33(x) (F0= 0.951, Fc=4.66, 

ver figura 24). En conclusión la fragmentación de ADN espermático no esta 

determinada por el aumento de la actividad metabólica en cualquier medio 

crioprotector. 
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Fig. 23. Efecto del aumento de la actividad metabólica sobre la fragmentación de ADN espermático 
en diversos medios crioprotectore y congelados por ultravitrificación. 
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8. DISCUSIÓN 

La criopreservación de espermatozoides es una de las técnicas utilizadas con 

mayor frecuencia por hombres que desean preservar sus gametos cuando su 

fertilidad esta amenazada. Sin embargo, aún no se han determinado los métodos 

de congelación adecuados y los medios crioprotectores óptimos que se pueden 

utilizar para recuperar la mayor cantidad de células viables y móviles, pero sobre 

todo mantener la integridad del ADN de los espermatozoides. 

La movilidad de los espermatozoides se reduce en promedio en un 75% en 

cualquiera de los métodos de criopreservación y de los diferentes medios 

crioprotectores en comparación con las muestras frescas. Isachenko y 

colaboradores en el 2004, observaron que la movilidad es una de las variables 

principalmente afectadas por la criopreservación de manera crucial, aunque el 

mecanismo de deterioro de espermatozoides y su etiología mecánica y/o 

fisicoquímicos siguen sin estar claros. Sin embargo, en nuestro proyecto 

observamos que en los espermatozoides vitrificados en líquido 

seminal/crioprotector obtuvierón el mayor porcentaje de recuperación de células 

móviles. 

La viabilidad de los espermatozoides támbien se afecta al someterlos a 

temperaturas extremas de la vitrificación (-96°C) y ultravitrificación (-196°) ya que 

la intregridad de la membrana se afecta por la formación de cristales de hielo 

intracelulares y la disolución de éstos, deshidratación celular, daño osmótico 

durante la adición o eliminación de agentes crioprotectores, y el efecto de la 

elevada concentración de solutos dentro de la célula o cambios en la 

permeabilidad de la membrana durante el proceso congelación y descongelación 

(Gao y Critser, 2000; Gilmore, et al., 2000). Aunque cabe señalar que en nuestros 

experimentos los espermatozides congelados por vitrificación y en el medio 

Líquido seminal/crioprotector a base de yema de huevo se recuperaron una 

cantidad superior de células viables en comparación a los otros medios 

crioprotectores empleados. 
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En el medio crioprotector líquido seminal/crioprotector se recuperarón las tasas 

más altas de movilidad y viabilidad con respecto a los otros medios crioprotectores 

utilizados: líquido seminal y crioprotector por separado. La combinación de estas 

dos sustacias tuvo un efecto menos perjudicial para las células comparado con el 

uso éstas por separado. El líquido seminal contiene numerosos antioxidantes y 

enzimas antioxidantes tales como la superoxido dismutasa (SOD) y catalasa, que 

eliminan a las especies reactivas de oxígeno y algunas proteínas como albumina y 

taurina (Donelly, 2001). Además, la yema de huevo contiene lipoproteínas, 

fosfolípidos, colesterol y otros componentes; que ayudan a la célula a reducir los 

efectos nocivos sobre la membrana que se producen durante el congelamiento 

rápido (Kiran, et al., 2004). Gamzu y colaboradores (1997) explicarón que puede 

haber un intercambio de lípidos entre las membranas de los espermatozoides con 

los fosfolípidos y de las proteínas de baja densidad de la yema de huevo que 

alteran la membrana celular de los espermatozoides así como la composición 

molecular y ayuda a mantener su fluidez. El uso del medio crioprotector es 

indispensable para proteger a los espermatozoides de las criolesiones que 

suceden durante la criopreservación. 

Por otro lado, la morfología de lo espermatozoides se afecta con los diferentes 

métodos de congelación y los diferentes crioprotectores, haciendo el comparativo 

con las muestras frescas (grupo control), los espermatozoides anormales 

presentaban colas enrolladas, causada por los efectos osmóticos de los cambios 

de temperatura, induciendo el daño a la región acrosomal y con ello a la integridad 

funcional y estructural del espermatozoide (O’Connell, et al., 2002). 

La vitrificación y ultravitrificación, sin importar en medio crioprotector en el cual los 

espermatozoides fueron preservados, afectan a la células haciendo que aumenten 

su actividad metabólica. El aumento de la actividad metabólica de las células 

durante la criopreservación puede ser por la generación de especies reactivas de 

oxígeno y como consecuencia de esto la peroxidación lipídica; además, los 

antioxidantes y las enzimas antioxidantes disminuye, induciendo el daño las 
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estructuras del citoesqueleto, los cuales favorecen a la activación de la apoptosis  

celular (Said et al., 2004). 

Los métodos de congelación inducen fragmentación de ADN espermático, como 

ha sido observado por la pruebas de tinción con anaranjado de acridina y la 

prueba cometa, ya que los promedios post-congelación aumentan drásticamente 

tanto en vitrificación y ultravitrificación y empleando cualquiera de medios 

crioprotectores en comparación con las muestras frescas. Cabe señalar que 

prueba cometa es un test mucho más sensible y preciso para la identificación de la 

fragmentación de ADN con respecto a la tinción anaranjado de acridina, ya que 

muestra un halo formado en caso de que exista fragmentación de ADN. Por el 

contrario, la tinción anaranjado de acridina puede cambiar con el tiempo de 

exposición a la luz, la preparación de buffer, la presión con la que se realiza el 

frotis, etc. Donnelly y colaboradores (2001) observaron que la 

congelación/descongelación de los espermatozoides de hombres tanto fértiles 

como infértiles, conduce a un daño significativo de la cromatina así como los 

efectos significativos sobre la morfología de los espermatozoides y la integridad de 

la membrana. Otro estudio demostró que la suceptibilidad a la desnaturalización 

del ADN en hombres infértiles es mayor que en hombres fértiles ya que muestran 

un aumento de la inestabilidad del ADN y por lo tanto son mas propensos a la 

desnaturalización por estrés. Ésta desnaturalización puede ser inducida por varios 

tratamientos, incluyendo la congelación (Isachenko, et al., 2004). A pesar de esto, 

los ovocitos tienen la capacidad de reparar una pequeña cantidad de daño en el 

ADN del espermatozoide, pero esto es insuficiente para apoyar el desarrollo 

posterior del embrión (Ahmadi, 1999), y el daño del ADN puede conducir a la 

disminución de las tasas de concepción o falla en la concepción (Agarwal y 

Allamaneni, 2005). El porcentaje de espermatozoides con ADN fragmentado 

también se ha correlacionado negativamente con las tasas de fertilización in vitro y 

la inyección intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI) (Evenson, et al., 2002). 

 



58 
 

El análisis de regresión indicó que no existe relación entre la morfología y el 

aumento de fragmentación de ADN espermático post-congelación, el cual fue 

identificado por prueba cometa. Estos resultados revelan que un espermatozoide 

puede presentar una morfología correcta pero tambíen puede tener altos indíces 

de fragmentación de ADN espermático. Por este motivo se propone que se 

incluyan las pruebas de fragmentación como una variable más dentro de la 

espermatobioscopia. Donelly y colaboradores (2001),  en su estudio han 

encontrado que no existe una correlación significativa entre la morfología de los 

espermatozoides y la integridad del ADN, ya sea en el semen o muestras de 

espermatozoides preparados de hombres fértiles e infértiles. Por lo tanto, las 

características morfológicas de un espermatozoide humano no parecen ser 

indicativos de la calidad del ADN de espermatozoide, es decir, el fenotipo de los 

espermatozoides no refleja el genotipo de la célula (Donelly, et al., 2001). 

Por otro lado, el análisis de regresión lineal entre el aumento de la actividad 

metabólica y el aumento de la fragmentación de ADN espermático no mostró 

diferencias significativas, por lo que no existe asociación directamente entre estas 

dos variables. Sin embargo, el aumento de la actividad metabólica podría deberse 

a la producción de factores apoptóticos y a la generación de especies reactivas de 

oxígeno, que dañan al ADN de las células. Las especies reactivas de oxígeno 

dañan directamente al ADN del espermatozoide, comprometiendo la contribución 

genómica paterna para el embrión (Tremellen, 2008) y puede conducir a 

anomalías en la descendencia, incluyendo cáncer de la niñez y la acondroplasia. 

También los ROS dañan la membrana de los espermatozoides, que a su vez 

reduce la motilidad de los espermatozoides y la capacidad de fusionarse con el 

ovocito (Aitken, et al., 2001a; Aitken, et al., 2003b). 

Por otra parte, los ROS son importantes mediadores de la apoptosis, y como 

consecuencia, se traduce en altos porcentajes de rompimiento de cadena sencilla 

o doble del ADN (Said, et al., 2004). La integridad del ADN de los 

espermatozoides de los mamíferos es de vital importancia para la contribución 

genética a la descendencia paterna normal. El énfasis en la evaluación genómica 
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ha aumentado recientemente debido a los estudios que se correlacionaron el 

grado de daño en el ADN con diversos índices de fertilidad, incluyendo las tasas 

de fertilización, desarrollo embrionario, implantación, embarazo y tasas de infantes 

nacidos vivos (Henkel, et al., 2004; Agarwal y Amellani, 2004; Tomsu, et al., 2002). 

Las alteraciones morfologícas y fisiologícas del espermatozoide causadas por 

criopreservación disminuyen la duración de vida, la capacidad para interactuar con 

el aparato reproductor femenino, y por lo tanto el potencial de fertilización. Por lo 

tanto, la evaluación de la lesión criogénica es un factor clave e importante para 

lograr mejores resultados de en la criopreservación. Cabe señalar que el éxito de 

fertilización no debe atribuirse solamente a la vitalidad del espermatozoide o a la 

morfología, sino que se debe de tomar en cuenta un factor importante como es la 

intregridad del ADN espermático, ya que muchas clinicas de reproducción asistida 

sobre estimán a esta variable dejando a un lado los mecanismo de selección 

natural espermática y permitiendo incrementar las posibilidades de que un 

espermatozoide pueda fertilizar a un ovocito con material genómico alterado . 

Cuando un espermatozoide con un severo daño en su ADN fertiliza a un ovocito, 

el embrión puede verse alterado en su desarrollo o implantarse en el útero y 

provocar un aborto espontáneo en un estadio más tardío. De igual manera, 

cuando un espermatozoide con un mímino daño en su ADN es utilizado, el 

desarrollo fetal puede verse afectado más tarde y puede dar lugar a un niño con 

anomalías congénitas.  

Por todo lo argumentado anteriormente, se propone realizar más estudios sobre 

los método de congelación y los medios crioprotectores ya que la criopreservación 

exitosa de células depende de la velocidad de congelación, el medio en el que las 

células se congelan y el medio crioprotector que se utiliza. Con la finalidad de que 

los pacientes que necesitan recurrir a este tipo de técnicas obtengan mejores y 

precisos resultados para que en un futuro puedan procrear y dejar descendencia. 
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9. CONCLUSIÓN  

La criopreservación reduce la calidad del semen, independientemente de la 

metodología que se utilice: ya sea por vitrifivación o ultravitrificación, modificando 

las características morfológicas y fisiologícas de los espermatozoides, pero sobre 

todo altera la integridad del ADN.  

La viabilidad celular de las muestras disminuye tanto para vitrificación como para 

ultravitrificación, pero con el uso del medio crioprotector líquido 

seminal/crioprotector se recuperaron las tasas más altas de células viables, en 

comparación con los otros medios crioprotectores y en cualquiera de los métodos 

de congelación utilizados en este estudio. 

La movilidad celular, se afectó dramáticamente con las técnicas de congelación, 

pero cabe destacar que con el uso de la combinación de líquido seminal y 

crioprotector a base de yema de huevo se recuperaron la mayor cantidad de 

células móviles con compraración con los otros crioprotectores utilizados ya sea 

para vitrificación o ultravitrificación. 

La morfología de células también se afecta, y esto de debe principalmente por la 

presencia de colas enrrolladas en su mayoría, tanto para vitrificación como para 

ultravitrifiación. Pero nuevamente en el medio crioprotector líquido 

seminal/crioprotector a base de yema de huevo los espermatozoides presentarón 

menor alteración. 

La actividad metabólica de las células aumenta al someter a los espermatozoides 

bajo los precedimientos de congelación durante un mes, bajo los diferentes 

medios crioprotectores.  

Por otro lado, la fragmentación de ADN espermático se incrementa drásticamente 

tanto vitrificación como para ultravitrificación, en cualquiera de los medios 

crioprotectores utilizados. 
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El medio crioprotector líquido seminal y la combinación del crioprotector a base de 

yema de huevo presentó la tasas más altas de recuperación de células viables, 

células móviles y células con morfología normal, en comparación con el uso de 

líquido seminal o crioprotector tanto para vitrificación como ultravitrificación. 

Se deben realizar trabajos de investigación sobre la congelación celular y los 

medios criprotectores adecuados para no dañar al espermatozoide y se puedan 

utilizar la células para fines de reproducción asistida. 
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10. PERSPECTIVAS  

Realizar experimentos con diferentes medios crioprotectores y a diversas 

concentraciones, congelando las muestras en un determinado tiempo. 

Posteriormente despúes de la decongelación evaluar las características vitales de 

los espermatozoides así como la fragmentación del ADN espermático en 

diferentes lapsos de tiempo, con la finalidad de evaluar los grados de 

fragmentación. Posteriormente, utilizar espermatozoides congelados y evaluar la 

calidad de fertilización recurriendo a técnicas de reproducción asistida y 

monitorear a los embriones en su desarrollo. 

El aumento de la actividad metabólica se asocia con la presencia de factores 

apoptoticos, hacer un análisis de éstos factores y asociarlos con la fragmentación 

de ADN espermático. Asi como también identificar la presencia de ADN 

fragmentado a nivel mitocondrial de los espermatozoides. 

Realizar en experimento en un organismo murino, por el objetivo de tener 

individuos con las variables controladas y con ello obtener datos más precisos del 

efecto de la criopreservación y de los medios crioprotectores en las características 

morfológicas y fisiológicas del espermatozoide. 

Prononer una técnica precisa, eficaz y de bajo consto la para identificación de la 

fragmentación de ADN espermático y que ésta variable tan importante se integre 

como una más dentro de los valores de una espermatobioscopia. 
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12. ANEXOS 

Medio TALP 

                                                   Concentración  

NaCl 114.0mM 

KCl 3.2mM 

NaHCo3 25.0mM 

NaH2PO4H2O 0.4mM 

Na-Lactato 10.0mM 

Na-Piruvato 0.5mM 

CaCl22H2O 2.0mM 

MgCl26H2O 0.5mM 

Estreptomicina mg/ml 

Penicilina mg/ml 

Osmolaridad 305± 3m0sm 

pH = 7.4 
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Buffer de lisis prueba cometa 

                                                 Concentración 

NaCl 2.5M 

EDTA 100mM 

Tris HCl 100mM 

DMSO 10% 

DTT 10mM 

Tritón 1% 

pH= 10 

 

Buffer de fosfatos AO 

                                                    Concentración 

Ácido cítrico  0.1M 

Na2HPO4 0.2M 

EDTA  1mM 

NaCl  0.15M 

pH =6.  
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Crioprotector a base de yema de huevo  

                                                    Concentración 

Yema de huevo  12% 

Glucosa 5.5% 

Etilenglicol  3,5% 

Estreptomicina 4mg/ml 


