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1. RESUMEN 

En los mamiferos, el núcleo del esperm atozoide completamente maduro 

es muy resistente a tratamiento qu imico y a estrés físico, debido a las 

uniones cruzadas por puentes disulfuro de las protaminas nucleares 

(Kaneko el al., 2003). Sin embargo, la estabilidad del ADN puede verse 

afectada por diferentes factores internos o externos, pudiendo 

producirse o no, daños irreversibles en el ADN, es decir, dependerá de si 

el tipo de lesión es letal o subletal (Kurtz, 2007). Uno de estos factores 

que producen daño en el ADN es la autolisis celular, proceso que inicia 

con la hipoxia celular y la consecuente depleción de A TP una vez que el 

animal muere. Diversos estudios indican que los espermatozoides con 

AON defectuoso pueden tener una morfologia, movilidad y capacidad de 

fecundación normales, pero no dar gestaciones viables, por lo que el 

porcentaje de fragmentación del ADN podria considerarse un factor que 

afecta la reproducción en los mam iferos (Evenson el al., 2002), 

especialmente cuando se utilizan técnicas de reproducción asistida, una 

de estas técnicas es la obtención de espermatozoides viables a partir de 

animales muertos, ya que pueden recuperarse espermatozoides de la 

cola del epididimo hasta varias horas e inclusive dias después de la 

muerte. Por lo que, el objetivo de este estudio fue evaluar el porcentaje 

del daño en el ADN de espermatozoides de ovino, recuperados del 

epididimo, en diferentes tiempos poslmortem, mediante el Ensayo 

Cometa (EC, técnica con gran sensibilidad que mide niveles bajos de 

fragmentación del ADN) y establecer la asociación de este parámetro 

con los que constituyen el esperm ograma habitual. Para esto, se 

obtuvieron 60 pares de testículos del rastro, transportándose en 

refrigeración (4°C), se hizo un análisis morfométrico a cada uno de los 

testiculos (peso, largo, ancho y peso del epididimo) posteriormente se 
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obtuvieron espermatozoides por medio de lavado retrógrado epid idimal a 

diferentes tiempos poslmortem (4, 24, 48, 72, 96 Y 120 h), 

inmediatamente se realizó el espermograma y el EC. Los datos se 

analizaron por medio de software analizador de imágenes (Comet Score 

de TriTek-Corp.), se observó una relación entre el tiempo y el porcentaje 

de incremento de fragmentación del ADN poslmortem (4/4.53, 2417.62 , 

48/9.28, 72120.13, 96/22.52, 120/36 .38 h/% ), encontrándose diferencias 

significativas (P<0.05) a partir de las 72h poslmortem, además se 

observó una correlación entre el porcentaje de fragmentación de ADN y 

la movilidad masal (-0 .64167, p<.0001), movilidad progresiva (-0 .66779, 

p<.0001 ) y viabilidad (-0.58483, p<.0001). En conclusión la integridad del 

ADN en el espermatozoide ovino es afectada por el tiempo poslmortem, 

pudiéndose obtener células con menor daño antes de 48 h poslmortem. 

11. ABSTRACT 

In mammals, the fully mature sperm nucleus is highly resistant to 

chemical treatment and physical stress due to disulfide cross-linking of 

nuclear protamines (Kaneko el al., 2003). However, the stability of DNA 

can be affected by different internal or external factors, which may or may 

not produce irreversible damage to DNA, that is, depends on whether the 

type of injury is lethal or sub lethal (Kurtz, 2007). One of the factors that 

cause DNA damage is cellular autolysis, a process that begins with 

cellular hypoxia and the consequent depletion of ATP alter the an imal 

dies. Several studies indicate that sperrn with defective DNA may have a 

morphology, motility and fertilization capacity normal but not to viable 

pregnancies, so the percentage of DNA fragmentation could be 

considered a factor affecting reproduction in mammals (Evenson el al., 

2002), especially when using assisted reproduction techniques, one of 
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these techniques is to obtain viable sperm from dead animals, because is 

possible recover sperm from the tail of the epididymis for several hours or 

even days after the death. So, the aim of this study was to eva luate the 

percentage of DN A damage in sperm of sheep, retrieved from the 

epididymis at different postmortem times, by Comet Assay (EC, highly 

sensitive technique to measure low levels of DNA fragmentation) and 

establish the association of this parameter wh ich constitutes the normal 

semen analysis. For this, we obtained 60 pairs of testes trail and 

transported under refrigeration (4 • C), morphometric analysis was 

performed for each of the testes (weight, length, width and weight of the 

epididymis), sperm were obtained later by epididymal postmortem 

washing retrograde at different times (4, 24, 48, 72, 96 and 120 h), 

spermiogram and EC analysis was performed immediately. The data 

were analyzed using image analysis software (Comet Score Tritek-Corp.) 

and showing a relationship between time and percentage increase of 

DNA fragmentation postmortem (4/4.53 24/7.62, 48/9.28, 72/20.13 , 

96/22.52, 120/36.38 hl"lo) and significant differences (P <0.05) was 

observed from 72h postmortem, also exist a correlation between the 

percentage of DNA fragmentation and mass motility (-0.64167, p <.0001) 

progressive motility (-0.66779, p <.0001 ) and viability (-0.58483, p 

<.0001). In conclusion, the integrity of sperm DNA in the sheep is 

affected by time postmortem, may be obtained cells with less damage 

within 48 h postmortem. 
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111. INTRODUCCiÓN 

La fecundación es el proceso por medio del cua l los gametos de un 

macho y una hembra. espermatozoide y ovocito, se unen para formar 

descendencia que genéticamente es diferente a ambos padres. El origen 

de los gametos masculinos, es decir, los espermatozoides está en los 

testículos, ahi deben sufrir una serie de transformaciones para 

convertirse de una célula esférica diploide a una célula flagelada 

haploide (Carlson, 2009); este proceso inicia en la pubertad y está 

caracterizado por un estadio premeiótico llamado espermatogénesis, un 

estadio meiótico y otro postmeiótico también conocido como 

espermiogénesis (Holstein el al., 2003). Los espermatozoides al salir de 

los testículos son inmaduros, es decir aún no tienen la capacidad de 

fertilizar un ovocito (Yanagimachi , 2005), esta habilidad la adquieren a 

través de su paso por el epididimo. Los espermatozoides, a través del 

paso por los conductos eferentes y el epididimo, adquieren la habilidad 

de tener movim iento progresivo lineal y la capacidad de fertilizar al 

ocurrir cambios funcionales, bioquimicos y morfológicos. En la cabeza 

del epididimo ocurre la reabsorción de solutos y fluidos, en el cuerpo del 

epididimo sucede la maduración espermática, y en la cola el 

almacenamiento de los espermatozoides maduros (Jones, 2004). El 

espermatozoide está formado por cabeza, pieza media y flagelo; en la 

cabeza se encuentra el Ácido Desoxirribonucleico (ADN) espermático el 

cual es una macromolécula compleja que está formada por dos 

cadenas integradas por compuestos quimicos llamados nucleótidos que 

se entrelazan entre si formando una doble hélice. El ADN constituye el 

material genético de las células y está organizado de forma tal , que 

mantiene la cromatina compacta y estable por medio de proteinas 

llamadas protaminas (Kasinsky, 1989). En los mamiferos, el núcleo del 
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espermatozoide completamente maduro es muy resistente a tratamiento 

quimico y a estrés fisico, debido a las uniones cruzadas por puentes 

disulfuro de las protaminas nucleares (Kaneko el al., 2003). Sin 

embargo, la estabilidad del ADN puede verse afectada por diferentes 

factores internos o externos, pudiendo producirse o no, daños 

irreversibles en el ADN, es decir, dependerá de si el tipo de lesión es 

letal o subleta l (Kurtz, 2007). Diversos estudios indican que los 

espermatozoides con ADN defectuoso pueden tener una morfologia, 

motilidad y capacidad de fecundación normales, pero no dar 

gestaciones viables, por lo que el porcentaje de fragmentación del ADN 

podria considerarse un factor que afecta la reproducción en los 

mamiferos (Evenson el al., 2002). Por lo tanto, se evaluó el porcentaje 

del daño en el ADN de espermatozoides de ovino, recuperados del 

epididimo, en diferentes tiempos poslmortem, mediante el Ensayo 

Cometa (EC, técn ica con gran sensibilidad que mide niveles bajos de 

fragmentación del ADN) y se estableció la asociación de este parámetro 

con los que constituyen el espermograma habitual. 
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IV. ANTECEDENTES 

1. ESPERMATOGÉNESIS 

La espermatogénesis es un proceso controlado por la secreción 

hipotalámica de gonadotropina (GnRH) que estimula la secreción de 

hormona folículo estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH) por la 

glándula pituitaria (McLachlan, 2000). El propósito de la 

espermatogénesis es establecer y mantener una producción diaria de 

espermatozoides completamente diferenciados que en los mamiferos 

placentarios puede ir desde 200 millones (hombre) hasta 2-3 billones 

(toro). Esta masiva producción esperm ática requiere de una arquitectura 

única del epitelio seminifero, un sistema de auto almacenamiento con 

una barrera hemato testicular que los mantenga perfectamente aislados 

permitiendo únicamente el paso de factores paracrinos. Esta barrera 

selectiva semipermeable previene la infiltración de células del sistema 

inmunitario durante la maduración espermática, el tránsito y la 

eyacu lación (Sutovsky y Manandhar, 2006). 

La espermatogénesis es una secuencia de eventos que producen 

espermatozoides viables por medio de transformaciones nucleares y 

citoplásmicas, convierten una célula esférica diploide en cuatro células 

haploides flageladas, y tiene lugar en las gónadas masculinas, los 

testículos, específicamente en los túbulos seminíferos (Kerr, 1992). La 

pared de los túbulos seminíferos se halla revestida por un epitelio 

estratificado que descansa sobre una lámina basal. El epitelio germ inal 

comprende dos clases de células: células de Sertoli y células germinales 

(espermatogonias, espermatocitos, espermátides y espermatozoides). 

Este proceso inicia en la pubertad y puede continuar hasta la vejez, 

lO 



antes de la pubertad en el epitelio germinal sólo existen células de Sertoli 

y espermatogonias (Cortés, 1990). Consta de varias fases: 

a) Fase de proliferación o mitótica. Próximas a la pared del túbulo 

seminifero de los testículos, se encuentran las espermatogonias, éstas 

han estado inactivas en los tubos seminiferos de los testículos desde el 

periodo fetal y comienzan a multiplicarse activamente por mitosis en la 

pubertad (Carlson, 2009). 

b) Fase de crecimiento. Después de varias divisiones mitóticas, las 

espermatogonias crecen y experimentan cambios graduales y se 

denominan espermatocitos primarios o de primer orden, siendo las 

células germinales más voluminosas en los túbulos seminiferos (Carlson, 

2009). 

c) Fase meiótica. Posteriormente cada espermatocito primario 

experimenta una división de reducción, llamada primera división 

meiótica, para formar dos esperm atocitos secundarios haploides que 

tienen aproximadamente la mitad de las dimensiones del espermatocito 

primario. Subsecuentemente estos espermatocitos presentan una 

segunda división meiótica y forman cuatro espermátides haploides, que 

miden aproximadamente la mitad del tamaño del espermatocito 

secundario (Carlson, 2009). 

d) Fase de diferenciación o espermiogénesis. Las espermátides se 

transform an gradualmente en cuatro esperm atozoides: se reduce el 

citoplasma, la cromatina se condensa, el núcleo se alarga y queda en la 

cabeza del espermatozoide, las m itocondrias se colocan en el cuello y 

los centriolos originan el flagelo (Carlson, 2009). 
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2. ESPERMIOGÉNESIS 

La espermatide formada tiene núcleo redondeado central, aparato de 

Golgi bien limitado cerca del núcleo, abundantes mitocondrias 

granulosas y un par de centriolos pequeños. En esta fase las 

espermatides sufren una metamorfosis que consta de varias etapas 

(Carlson, 2009): 

a) Fase de Golgi. En la espermatide el aparato de Golgi produce 

vesiculas proacrosomales que se unen y forman el granulo acrosomal 

que se adhiere a la membrana nuclear en lo que sera el polo anterior del 

espermatozoide. Las mitocondrias migran hacia la periferia y del 

centriolo distal emerge un flagelo acompañado de membrana (Carlson, 

2009). 

b) Fase de casquete. La vesicu la acrosomal se aplasta y se expande 

sobre la superficie del núcleo. Se visualizan el granulo y el casquete. Las 

mitocondrias empiezan a emigrar hacia el flagelo (Carlson, 2009). 

c) Fase acrosomal. El núcleo se hace excéntrico, se alarga y se 

deform a, y la cromatina se condensa. El acrosoma que está formado por 

lipoproteinas (contiene también enzimas como la hialurodinasa y la 

acrosina), se adapta a la forma del núcleo. El citoplasma con sus 

organelos se desplazan hacia atras y las mitocondrias se colocan 

alrededor del flagelo (Carlson, 2009). 

d) Fase de maduración. Al completar la espermatide su desarrollo, el 

excedente citoplasmico no utilizado se desprende en forma de cuerpo 

res idual , que es fagocitado por una célula de Sertoli. La estructura basica 

del flagelo es la de un cilio en cuanto al número y la disposición de los 

microtúbulos, sin embargo por fuera del anillo de 9 microtúbulos dobles 

existen ademas varias fibras gruesas (fibras densas externas), nueve en 

la porción proximal del flagelo y una vaina fibrosa (Carlson, 2009). 
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Algunas estructuras y moléculas aparecen transitoriamente durante la 

espermiogénesis y desaparecen una vez que el espermatozoide está 

plenamente diferenciado. Estas incluyen: 

1. Proteinas de transición (TP1 , TP2) que son intermediarias 

durante el cambio de histonas a protaminas en el núcleo 

espermático (Meistrich el al., 2003). 

2. Gránulos pro-acrosomales que son producidos por el aparato de 

Golgi y que eventualmente son acoplados a la superficie apical 

del núcleo espermático para formar el gránulo acrosomal y 

posteriormente al capuchón acrosomal (Sutovsky y Manandhar, 

2006). 

3. Tubo caudal o manchetle el cual es una estructura formada por 

una nucleación alrededor del segmento ecuatorial acrosomal en 

el ratón (Kierszenbaum, 2002). 

El resultado neto de la transformación de una espermátide es el 

espermatozoide, el cual es de menor tamaño y conserva el componente 

nuclear en la cabeza , parte del aparato de Golgi en el acrosoma, 

mitocondrias en la pieza interm edia y los centriolos (Cardona y Cadavid, 

2004). 

3. ESPERMATOZOIDE 

El espermatozoide (del griego sperma, semilla y zoo, animal) es la cé lula 

final de un largo y complejo proceso de diferenciación celular, es una 

célula muy bien adaptada para el movimiento, altamente especia lizada 

para el almacenamiento de material genético y con una limitada 
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capacidad de auto-reparación (Aurich, 2005). La célula germinal 

masculina se produce en la gónada (testiculo) mediante un proceso 

permanente de división de las célu las germinales o espermatogonias 

conocido como espermiogénesis, durante este proceso ocurren una serie 

de eventos en el epitelio de los tú bulos seminíferos controlado 

hormonalmente por el eje hipotálamo-hipófisis-gónada, que culmina con 

la form ación de espermatozoides maduros a partir de las células 

precursoras (espermatogonias) . Durante la espermiogénesis los 

organelos de los espermatozoides son modificados morfológica y 

funcionalmente, por lo que la célula espermática madura carece de un 

grupo importante de organelos (retículo endoplásmico, complejo de 

Golgi, lisosomas y peroxisomas) para la síntesis y degradación de 

componentes celu lares, con la finalidad de tener las características 

apropiadas de una célula germinal capaz de fertilizar al ovocito (Fawcett, 

1975; Flesch y Gadella, 2000). En su estructura presenta cinco partes: 

La cabeza del espermatozoide contiene al núcleo, delimitado por la 

membrana nuclear, donde se encuentra la cromatina altamente 

condensada; las histonas fueron parcialmente reemplazadas durante la 

espermiogénesis por protaminas, proteínas cargadas positivamente que 

permiten la hipercondensación del núcleo espermático (Brewer el al., 

2002). Su número cromosómico y conten ido nuclear (ADN) es haploide. 

En la región apical, se encuentra el acrosoma que es una vesícula 

altamente especializada que contiene enzimas necesarias para la 

penetración a través de la zona pelúcida del ovocito. La cabeza para su 

estudio se ha dividido en tres dominios de membrana: el de la región 

apical o subacrosomal, el de la región ecuatorial y el de la región 

posacrosomal. La pieza de conexión o cuello del espermatozoide, se 

extiende desde la cabeza en la base del núcleo hasta la pieza media del 

flagelo. La pieza media del espermatozoide se extiende desde la región 
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distal de la pieza de conexión hasta el ani llo de Jensen (annulus); en la 

pieza media se distinguen el axonema, la vaina mitocondrial y las fibras 

densas (Eddy el al., 2003). El axonema ocupa el eje central de todo el 

flagelo (pieza media, principal y final), está constituido por dos 

microtúbulos sencillos rodeado de nueve dobletes de microtúbulos y sus 

proteínas asociadas. La vaina mitocondrial que rodea al axonema se 

ca racteriza por la presencia de una gran cantidad de mitocondrias 

distribuidas sobre su circunferencia, las cuales contienen enzimas y 

cofactores necesarios para la producción de ATP, que a su vez es 

necesario para la actividad contráctil del flagelo. Las fibras densas son 

estructuras citoesqueléticas dispuestas entre la vaina mitocondrial y cada 

uno de los microtúbulos periféricos del axonema (Alberts el al., 2002). La 

pieza principal es el segmento más largo del flagelo. Se extiende desde 

el anillo de Jensen hasta el extremo proximal de la pieza terminal, 

pudiendo distinguirse las estructuras siguientes: vaina fibrosa , fibras 

densas, anillo de Jensen y axonema. La pieza terminal es el segmento 

final y el más corto del flagelo del espenmatozoide, está fonmado por el 

axonema envuelto directamente por la membrana plasmática. Mediante 

el movimiento de la cola o flagelo los espermatozoides son capaces de 

moverse y ascender a través del cuello uterino hacia las trompas de 

Falopio donde pueden encontrar al óvu lo (Yanagimachi, 2005). 
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Fig. 1 Partes del espermatozoide (adaptado de Garner y Hafez, 1996). 

4. EPlDíOIMO 

El epidídimo del griego epi (sobre) y didymoi (gemelos), es un túbulo 

elongado y tortuoso empaquetado en un saco de tejido conectivo que 

contiene fibroblastos, colágeno, fibras elástícas, vasos sanguíneos, 

vasos linfáticos, fíbras nerviosas, macrófagos, leucocitos y capas 

concéntricas de fibras musculares que se van incrementando desde la 

cabeza hasta la cola; es una extensión de la túnica albugínea, se localiza 

en la superficie posterior del testículo y conecta los vasos eferentes a la 

salida del testículo, con el conducto deferente. Histológicamente, la 

cabeza se caracteriza por presentar un epitelio pseudoestratificado con 

estereocilios (microvellosidades muy largas, flexibles y que se enroscan 

entre sí en los extremos; su función es aumentar la superficie e 

intervienen en la absorción de líquidos); el cuerpo presenta una luz 

amplia y los estereocilios están generalmente curveados y algunas veces 

bifurcados, se pueden observar vacuolas supranucleares. En la última 
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porción, la cola, los estereocilios son cortos y en menor cantidad , la luz 

del túbulo es amplia y densamente ocupada con espermatozoides 

(Setchell el al., 2005). 

Cabeza 
dol 

Red 
testicular 

Tübulos 4~~ 
semlnlferos 

Cuerpo del 
epldidlmo 

Fig. 2 Asas de los túbulos seminiferos, la red testicular y el conducto 
epididimario (adaptado de Setchell B., 1977) 

El epididimo está irrigado por dos arterias: la cabeza, el cuerpo y la 

región proximal de la cola están irrigados por ramificaciones de la arteria 

espermática proveniente del plexo pampiniforrne, mientras que la cola 

es irrigada por la arteria deferente, rama de la arteria iliaca interna. Las 

venas epididimales siguen la misma ruta que sus respectivas arterías. 

Vasos linfáticos salen del epididimo en varios puntos, de la cabeza 

salen el mayor número de éstos, el cuerpo es drenado por dos vasos y 

un solo vaso linfático sale de la cauda. Estos vasos se fusionan y entran 

en el tronco linfático testicular, que acompaña a la arteria espermática, 

hasta llegar al grupo de linfonodos para-aórtico. La inervación del 

epididimo está dada por los nervios espermático medio e inferior. La 
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cabeza y el cuerpo están escasamente inervados en la rata , el conejo, el 

cerdo de guinea y el hombre, pero en el gato y el perro estas regiones 

están ricamente inervadas; mientras que en la cola, la inervación 

aumenta conforme las capas de músculo liso se incrementan alrededor 

del conducto deferente (Guyton, 2006) . Desde el punto de vista funcional 

el epididimo se divide en tres segmentos (Fig . 2): caput, corpus y cauda 

(Turner, 2008). La cabeza está formada por los conductillos eferentes 

que forman una masa contorneada de gran tamaño que se asienta en el 

polo poste ro superior del testículo. El cuerpo es un conducto largo y 

contorneado en el que drenan todos los conductillos eferentes y que 

continúa en sentido inferior a lo largo del borde posterolateral del 

testículo aumentando de tamaño para formar la cola en el polo inferior 

del testículo la cual se continúa con el conducto deferente (Johnson y 

Everitt, 2007); la maduración o desarrollo progresivo de la capacidad 

fertilizante de los espermatozoides ocurre en este segmento: los 

espermatozoides que entran en el epididimo son infértiles pero 

adquieren su capacidad fertil izante durante el proceso de maduración 

que se da en la parte media del epididimo que comprende la mayor parte 

de la cabeza y el cuerpo. La cola del epididimo, junto con la zona 

proximal del conducto deferente participa en el almacenamiento de 

espermatozoides maduros (Jones, 2004). 

4.1 Maduración espermática epididimal 

Aunque los espermatozoides en los túbulos seminiferos parecen 

maduros morfológicamente, son inmóviles e incapaces de fecundar 

(Inaba, 2003), de allí que el transporte inicial a la rete testis es 

dependiente del fluido secretado por las células de Sertoli . En los 

conductos eferentes, cabeza y cuerpo del epididimo, el transporte es 

mediado por el epitelio del epididimo, específicamente las células 

18 



ciliadas y las principales, y contracciones peristálticas de la musculatura 

lisa de los conductos eferentes y la cabeza y cuerpo del epididimo, más 

la presión hidrostática interna (Carlson, 2009). El control de la función 

epididimal está dado en parte por andrógenos de origen testicular y 

posiblemente por factores no hormonales en el fluido de la rele leslis. 

Esta hipótesis fue estudiada por medio de orquiectomia, con lo que se 

detuvo la producción de testosterona y otros factores de origen 

testicular, induciendo infertilidad al modificar la arquitectura del epitelio 

del epididimo proximal (Cyr, 2001; Setchell el al., 2005). En contraste, la 

vasectomía no altera la transmisión al epididimo de factores secretados 

en los testículos (Flickinger, 1985). Adicional a la secreción de 

macromoléculas que se unen al espermatozoide durante su maduración, 

se da la secreción de iones de bajo peso molecular y osmolitos 

orgánicos que se presume, el espermatozoide obtiene durante el tránsito 

epididimal proporcionándole la capacidad de regular su volumen cuando 

lo necesita y manteniendo la quiescencia del espermatozoide al 

conservar el volumen de Na bajo y el del K alto, esto también permite la 

unión de proteínas en la superficie del espermatozoide (Cooper y Yeung, 

2006). 

Pará- Unida- Fluido de Referencia Fluido de Referencia 
metro des Espermato- Epididimo 

K mM 

Na mM 

Ca mM 

cele' (cola)/ 

5.9 

148 

2.1 

Cooper el 
a/., 1992 
Cooper el 
a/., 1992 

Cooper el 
a/., 1992 

Conduelo 
deferente2 

111 

30 

1.5 

Hlnlon el a/., 
1981 
Hinton el a/., 

1981 

Morton el a/., 

1978 
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el' mM 139 Cooper el 103 Hinton el al., 

al., 1992 1981 

Fosfato ~M 27.3 Cooper el 24.4 Hnton el al., 

al., 1992 1981 

Andró· nM 66 Cooper el 0.28 Adamopoulos 
geno al., 1992 el al., 1979 

Carni- mM O Cooper el 5.5 Hinton el al., 

tina al., 1992 1981 

Inositol mM 2 Pruneda y 5.9 Hinton el al., 

Cooper 1981 

. . ., ... 
Tabla 1. ComposIción de fluidos que entran y sa len del epldldlmo 

humano. 

En los últimos años, la aplicación de técnicas de biología molecular en el 

estudio del epídídimo humano ha proporcionado evidencia de muchas 

proteínas nuevas, y de que el espermatozoide está sujeto a un ambiente 

siempre cambiante en el epidídimo, lo que conduce a que entre en 

contacto con factores que tienen el potencial de modificar las 

interacciones espermatozoide-ovocito (Cooper y Yeung, 2006). 

Proteínas relacionadas Posíble acción 
con la maduración 

MIF Movilidad/inmunidad? 
Clusterin Acrosoma? 

SPAM1/PH20 Zona de unión? 

P34H ' Zona de unión? 
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4A8 Zona de unión? 

Fibronectina Zona de unión? 

SPAM1 (PH200) Hialuronidasa/zona de unión? 

FLB1 (SOB1) Fusión con vitelo 

SOB2 Fusión con vitelo 

hB05,6 Antibacteriano 
CRISP/ARP (AEGL 1) Fusión con vitelo 

Cistatina 11 Proteasa 

AOAM7/GP39 Metaloproteasa 

HE4 Inhibidor de proteasas 

HE1/EPV20 Fluidez de membrana 
... 

Tabla 2. Protemas humanas epldldlmales 
relacionadas con la maduración y su 
posible acción durante la fertilización 
(Cooper,2007a,b). 

Tabla 3. Proteinas humanas epididimales 
relacionadas con el almacenaje y su posible 
acción en la fertilización (Cooper, 2007a,b) 

Los cambios que se dan en el espermatozoide durante su paso por el 

epididimo incluyen el desarrollo del potencial para moverse hacia 
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adelante y progresivamente, cambios metabólicos, pérd ida de la gota 

citoplásmica y cambios en la membrana plasmática, el acrosoma y el 

material nuclear o ADN (Carlson, 2009). 

5. ÁCIDO DESOXIRRIBONUCLEICO 

El Ácido Desoxirribonucleico (ADN) es una macromolécula compleja, que 

constituye el material genético de las células. Está compuesta por 

unidades que están ordenadas según una secuencia que contiene la 

información para la síntesis de proteinas. La molécula de ADN está 

formada por dos cadenas formadas por compuestos químicos llamados 

nucleótidos. Los nucleótidos están fonmados por un ácido fosfórico, una 

desoxirribosa y una base nitrogenada. Existen cuatro tipos de 

nucleótidos diferenciados por sus bases nitrogenadas; adenina, guanina 

(purinas), citosina y timina (pirimidinas). Cada nucleótido posee una 

afinidad química con aquel que se encuentra en paralelo en la otra 

cadena; la adenina tiene afinidad con la timina , y la citosina con la 

guanina (Fig . 3). Un elemento esencial en esta estructura es la manera 

en que las dos cadenas se unen por puentes de hidrógeno entre las 

bases: las bases nitrogenadas (hidrofóbicas) se encuentran apiladas en 

el interior de la doble hélice, en planos perpendiculares a su eje, la parte 

exterior (grupo fosfato y azúcar) es hidrofílica. Las bases de una de las 

cadenas o hebras están unidas mediante puentes de hidrógeno con las 

bases nitrogenadas de la otra cadena o hebra, uniendo ambas cadenas. 

De esta manera, una purina de una de las cadenas se encuentra 

enfrentada y unida a una pirimidina en la otra cadena, por ello el número 

de purinas es igual al número de pirimidinas. Adenina se une a Timina 

con dos puentes de hidrógeno mientras que Citosina se une Guanina 
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con tres puentes de hidrógeno (enlace más estable). Esta 

correspondencia estricta (A-T Y G-C) hace a las dos cadenas o hebras 

complementarias, es decir, una es el molde para la otra, esta propiedad 

permite una replicación exacta (replicación semi-conservativa) 

(Alexander et al., 1992). 

Azúcar _Q 

./" 
Bases - " 

\' e 
e 

Fig. 3 Molécula de ADN 
(adaptado de www.lookfordiagnosis.com) 

5.1 Empaquetamiento del ADN 

La unidad fundamental de la cromatina (del griego khroma, coloreado) , 

denominada nucleosoma, está compuesta de ADN e histonas. Esta 

estructura es la base del primer nivel de compactación del ADN en el 

núcleo, consiste en el enrollamiento del ADN alrededor de un cuerpo 

central formado por 8 moléculas de histonas con una región central 

altamente estructurada denominada dominio de plegamiento de histonas. 
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Las histonas se pueden clasificar en histonas centrales (H2A, H2B, H3 Y 

H4) e histonas de unión (H1), son proteínas pequeñas con carga 

positiva, que contienen numerosos residuos de arginina y lisina. Las 

cargas posrtivas de las histonas se unen a las cargas negativas del 

esqueleto fosfodiéster del ADN, lo que permite una importante 

interacción iónica. Las histonas H3 y H4 tienen más residuos de arginina 

que de lisina, mientras que las histonas H2A Y H2B, tienen un mayor 

número de residuos de lisina que de arginina (Simon y Felsenfeld, 1979; 

Zlatanova et al., 1998). Las histonas se distribuyen en el octámero como 

una superhélice espiral de proteínas que forma una rampa sobre la que 

se coloca el ADN (Arents y Moudrianakis, 1993). Cada octámero tiene 

aproximadamente 1.7 vueltas de ADN alrededor suyo y cada 

nucleosoma es conectado al siguiente por un ADN de unión, la longitud 

del cual varía dependiendo de la especie (Fig. 4). La formación de la 

fibra nucleosomal compacta el ADN 7 veces y produce una fibra de 

cromatina de 10nm de diámetro (Sumner, 2003). Las histonas H1 se 

disponen de manera que forman el eje central sobre el que se enrollan 

los nucleosomas. Por cada vue~a de la espiral que forma esta fibra hay 

seis nucleosomas. A este enrollamiento de los cromosomas sobre sí 

mismos se le llama solenoide (Fig. 5) (Finch y Klug, 1976). 
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Fig. 4 Estructura del nucleosoma. Consiste en el enrollamiento 
del ADN alrededor de un cuerpo central formado por 8 
moléculas de histonas. H1 forma el eje central sobre el 

que se enrollan los nucleosomas (adaptado de: 
www.lookfordiagnosis.com). 

Los solenoides también siguen un proceso de enrolla miento y forman los 

bucles (Fig. 5) de cromatina (Griffith, 1976). Seis bucles formarian una 

roseta y treinta rosetas seguidas un rodillo (Fig. 5) (Sumner, 2003). El 

siguiente nivel son los cromosomas (Fig. 5) que representan el nivel 

máximo de compactación, cada especie tiene un número caracteristico. 

La minima secuencia de ADN que es capaz de codificar una función o 

una estructura completa se denomina gen. Sin embargo, existen 

secuencias no codificantes que contribuyen a dar estabilidad a la 

molécula (Zlatanova el al., 1998). 
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Fig. 5 Condensación del ADN en células somáticas 
(adaptado de: www.mcb.illinois.edu) 

5.2 Estructura de la cromatina espermática 

En el espermatozoide, este empaquetamiento se ha vuelto mucho más 

compacto, lo que reduce el tamaño de la cabeza del espermatozoide y lo 

hace más hidrodinámico (Braun, 2001). En el transcurso de la 

espermiogénesis, el núcleo celular sufre un proceso de condensación 

progresiva que va a proteger la integridad del material genético durante 

el transporte a través del tracto femenino (De Jonge, 2000). Tal 

condensación se debe a cambios en las proteínas que interaccionan con 

el ADN. de manera que las histonas de las espermátides van siendo 

sustituidas por proteínas llamadas protaminas (Fig. 6) , las cuales a 

diferencia de las histonas de las células somáticas que constituyen la 
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familia de proteinas más conservadas de la evolución, pueden variar de 

especie en especie e incluso entre poblaciones de una misma especie 

(Kasinsky, 1989). Una de las características de la protamina es su 

basicidad, dada por la presencia de residuos de arginina que es un 

aminoácido muy básico capaz de neutralizar electrostáticamente las 

cargas negativas de los grupos fosfato de las cadenas de ADN 

permitiendo su máxima aproximación, lo cual produce el denso 

empaquetamiento del núcleo en el espermatozoide. Adicionalmente, la 

disposición agrupada (clúster) de las argininas confiere un 

comportamiento cooperativo a la molécula de protamina en su 

interacción con el ADN. La arginina y la lisina (otro aminoácido básico) 

se encuentran siempre presentes en todas las proteínas nucleares 

espermáticas, sin embargo, los distintos aminoácidos que separan a los 

clústeres varian entre especies con excepción de uno de ellos, la serina, 

que aparece siempre acompañando a los aminoácidos básicos. La 

serina junto con la treonina, es un residuo aminoacídico que tiene la 

capacidad de poder ser fosforilado (y desfosforilado) por enzimas 

celulares (a su grupo --OH terminal se le puede unir un grupo fosfato 

P04H2') convirtiéndola en fosfoserina . Esta fosforilación de las serinas 

en las proteínas nucleares espermáticas disminuye la afinidad 

electrostática de las proteínas por el ADN (por introducción de grupos de 

carga negativa en la molécula), Esta disminución de la afinidad produce 

una interaccíón ordenada protam ina-ADN cuando estas moléculas 

penetran en el núcleo espermático y desplazan a las histonas. Esta 

fosforilación de las protaminas también es necesaria antes de la fusión 

de los pronúcleos masculino y femenino como paso indispensable a la 

expulsíón de la protamina del espermatozoide (Kurtz, 2007). La 

presencia de cisteína en las protaminas de los mamíferos placentarios, 

se considera como un mecanismo esenciai para la estabilización de la 
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estructura de la cromatina nuclear, a través de la formación de enlaces 

disulfuro en el núcleo del espermatozoide (Balhorn, 1989; Bedford el al., 

1974), lo que hace al ADN mas resistente a estrés oxidativo a diferencia 

de los mamíferos marsupiales en los cua les sus protaminas no tienen 

residuos de cisteína y como consecuencia su ADN es mas susceptible a 

daño oxidativo (Bennetts y Aitken, 2005). El rol principal del 

espermatozoide es depositar el genoma paterno en las mejores 

condiciones al ovocito y esta condensación del ADN espermático lo 

protege durante el tránsito en el tracto reproductor de la hembra, sin 

embargo, es importante mencionar que esta condensación es necesaria 

para la fertilización y no para el desarrollo embrionario, como lo 

demostraron Kimura y Yanagimachi (1995) y Ogura el al. (1994), quienes 

inyectaron el núcleo de espermatocitos en ovocitos, lo que resultó en el 

desarrollo de embriones y la obtención de crías vivas (77%), la cromatina 

en los espermatocitos está organizada por medio de histonas al igual 

que en células somáticas (Meistrich el al., 2003) por lo que la 

condensación del ADN que ocurre durante la espermiogénesis no es 

necesaria para la embriogénesis. 
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Fig. 6 Intercambio de histonas por protaminas en el espermatozoide 
(adaptado de Ward, 1994) 

Esta condensación del ADN espermático es tan fuerte que puede ser 

resistente a estrés mecánico producido por sonicación (Tateno el al., 

2000) e incluso al calor (Yanagida el al., 1991), factores que destruyen el 

ADN en las células somáticas, sin embargo, existen diversos agentes a 

los cuales es susceptible el ADN espermático, viéndose afectada la 

integridad de esta molécula por fracturas tanto en la doble cadena como 

en la cadena sencilla . Tan sólo una fractura en cualquier lugar de la 

molécula que no sea eliminada adecuadamente por los mecanismos de 

reparación celular ocasiona una inestabilidad de los cromosomas en las 
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siguientes divisiones celulares provocando serios problemas a la célula 

que la posee y a su descendencia (Braun, 2001). 

5.3 Tipos de fragmentación del AON 

La etiologia del daño nuclear espermático es multifactorial , dada por 

factores internos y externos que pueden producir daños irreversibles en 

los gametos (Kurtz, 2007). 

Fractura de cadena simple: Se produce en el enlace fosfodiéster, entre 

el fosfato y la desoxirribosa, o más frecuentemente entre la base 

nitrogenada y la pentosa. Ocurre de tres a cuatro veces más en las 

células bien oxigenadas que en las hipóxicas. Tras la ruptura del enlace 

fosfodiéster las dos cadenas de ADN se separan con penetración de 

moléculas de agua en esa zona, rompiéndose los puentes de hidrógeno 

entre las bases. A la ruptura simple de cadena también se le llama lesión 

sub letal (Braun, 2001). 

Fractura de cadena doble: Es una lesión compleja que se produce 

como consecuencia de la ruptura de las dos hebras del ADN en sitios 

muy próximos tras la interacción única o por combinación de dos 

fracturas simples de cadenas complementarias. La fractura doble es 

homóloga cuando ocurre al mismo nivel de pares de bases y heteróloga 

en caso contrario, siendo ésta más frecuente. A la fractura de cadena 

doble se le conoce también como lesión letal, porque existe una estrecha 

relación con la muerte celular (Braun, 2001). 

La fragmentación del ADN espermático, como indica su nombre, se 

refiere a rupturas o lesiones en el material genético del espermatozoide. 

A mayor número de lesiones, menor será la integridad del material 

30 



genético y las probabilidades de que se produzca una gestación a 

término. En algunos casos el ovocito puede reparar el daño del ADN del 

espermatozoide que lo ha fecundado (Matsuda y Tobari , 1988; Genesca 

el al., 1992). Esto va a depender de varios factores (Ahmadi y Ng, 1999): 

1.- El tipo de lesión del ADN. 

2.- El porcentaje de ADN del espermatozoide afectado. 

3.- La calidad del ovocito, ya que de ello va a depender si se puede 

reparar o no el daño de ADN en el espermatozoide. Este parámetro está 

generalmente ligado a la edad de la hembra. 

5.4 Causas de fragmentación del ADN espermático 

El ADN espermático puede ser dañado por diferentes agentes 

endógenos y exógenos (Caldecott, 2007). Los principales agentes 

endógenos son las especies reactivas al oxígeno generadas por el 

metabolismo celular normal (Bohr, 2002). 

5.4.1 Factores internos de tipo inorgánico 

Durante el metabolismo aeróbico normal , las mitocondrias consumen 

oxígeno molecular y lo reducen secuencialmente hasta producir agua, 

sin embargo se estima que aproximadamente 2% del oxígeno consumido 

durante la respiración celular no es completamente reducido a agua 

(Inoue el al., 2003) y los inevitables productos intermedios de esta 

reacción son conocidos como radicales libres: radical superóxido (02'·), 

que no es muy reactivo, pero si abundante en los ambientes biológicos; 

después de la transferencia de un segundo electrón al superóxido, se 

genera el peróxido de hidrógeno (H20 2) que no es un radical libre, pero 

si un fuerte oxidante ci totóxico. El ión Fe" o el ión 'Cu" que se 
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encuentran en la célula principalmente como cofactores o unidos a 

proteínas, son capaces de transferir un tercer electrón al H20 2 (reacción 

de Fenton) causando rompimiento del enlace O-O para formar un anión y 

un hidroxilo (OH ·) el cual es muy reactivo y a diferencia del H20 2 que 

puede circular libremente a través de las membranas, el hidroxi lo sólo 

actúa en el lugar donde se generó (Clarkson y Thompson, 2000; 

McCord, 2000). Debido a la relevancia del oxígeno en los procesos 

aeróbicos, los radicales libres con oxígeno reactivo son los más 

comunes, estos son átomos o grupos de átomos que tienen uno o más 

electrones desapareados o libres, son muy reactivos y tienden a captar 

un electrón de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad 

electroquímica; una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el 

electrón que necesita, la molécula estable que se lo cede se convierte a 

su vez en un radical libre al quedar con un electrón desapareado, 

iniciándose así una reacción en cadena (Finkel y Holbrook, 2000). 

Actualmente, debido a que se han encontrado especies quimicas que se 

comportan como oxidantes pero no son radicales libres, se ha optado por 

utilizar el término Especies Reactivas del Oxigeno (ERO) en el que se 

incluyen el superóxido, peróxido de hidrógeno, hidroxilo, peroxilo, 

alcoxilo, hidroperóxido, metabolitos epóxido y el oxígeno singulete. De 

igual forma el termino Especie Reactiva se ha extendido para denominar 

a las Especies Reactivas del Nitrógeno, del Cloro y del Bromo (Halliwell, 

2006). 

5.4.2 Factores internos de origen orgánico 

Los problemas en la estructura de la cromatina se pueden dar durante la 

espermiogénesis si las actividades de corte y unión de la topoisomerasa 

11 son anormales, cuando esto sucede se encuentran altos niveles de 
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fragmentos de ADN en las espermátides. La presencia de estos 

fragmentos indica la necesidad de aliviar la tensión que se produce en el 

superenrollamiento asociado en el cambio de histonas por protaminas y 

la modificación a espermátides, por lo tanto, la producción de estos 

fragmentos es necesaria (Roca y Mezquita, 1989; McPherson y Longo, 

1993). Sin embargo, si la actividad de la topoisomerasa 11 es anormal o 

es bloqueada por inhibidores de ésta, los fragmentos no pueden ser 

reparados apropiadamente. Normalmente estas células entrarian en 

apoptosis, sin embargo algunos espenmatozoides escapan a este 

mecanismo (Morse-Gaudio y Risley, 1994). La apoptosis o muerte 

celular programada se caracteriza por la condensación y fragmentación 

de la cromatina nuclear, compactación de los organelos citoplasmáticos, 

dilatación del retículo endoplásmico, disminución del volumen celular y 

alteraciones de la membrana plasmática, estos cambios permiten el 

reconocimiento y fagocitosis de la célula (Arends y Wyllie, 1991). La 

apoptosis interviene en la degradación de las células germinativas para 

regular la sobreproducción (Sinha el al., 1995; Rodriguez el al., 1997) y 

restringe el nivel de proliferación nonmal durante condiciones no 

favorables para el desarrollo del espermatozoide (Pentikainen el al., 

1999). La mayor caracteristica de la apoptosis es la ruptura doble en el 

ADN a partir de la activación de endonucleasas (Gorczyca el al., 1993). 

En las células somáticas la apoptosis se da por una cascada de eventos, 

incluyendo la fonmación de cuerpos apoptóticos que pueden ser vistos al 

microscopio. Sin embargo, en las espermátides o en el espenmatozoide 

estos eventos han sido modificados, por ejemplo, la alta condensación 

en el ADN espermático limita la formación de cuerpos apoptóticos 

(Sinha el al., 1995), aunque Baccetti el al. (1996) reportaron su 

presencia. Además la apoptosis de organelos y citoplasma se ha 

modificado en el espermatozoide maduro, por consiguiente, los 
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espermatozoides marcados para degradarse por apoptosis pueden tener 

actividad mitocondria l asi como movilidad (Barroso el al., 2000) y 

morfologia normales (Host el al., 2000a, b) . Los espermatozoides 

eyaculados con marcadores apoptóticos aparentemente escaparon a la 

muerte celular programada, por consigu iente es importante distinguir 

entre células que muestran niveles altos de rupturas en el ADN y células 

que son positivas a marcadores apoptóticos (Evenson el al., 2002). 

También se puede producir fragmentación del ADN esperm ático durante 

el transporte de los espermatozoides a través del epidid imo. Uno de los 

mecanismos principales es el relacionado con la producción de radicales 

libres, ya sea por esperm atozoides inmaduros o por las células 

epiteliales del epididimo, que dañan directamente el material genético del 

espermatozoide (Larson el al., 2003). El esperm atozoide es muy 

sensible a las ERO, principalmente en la forma de radicales libres 

(Koshimoto el al., 2000). Las ERO afectan la actividad del 

espermatozoide ya que contribuyen en importantes funciones fisiol6g icas 

cuando sus niveles son bajos, sin embargo cuando sus niveles son altos 

puede ser patol6gico (Beckman y Ames, 1997). A niveles normales, las 

ERO modulan la actividad proteinica, que es vital para la proliferaci6n, 

diferenciaci6n y funci6n del espermatozoide, mientras que cuando son 

elevados están implicados en la actividad anormal de la topoisomerasa 

11 , la apoptosis y la necrosis. En condiciones normales la generación de 

ERO es controlada por los antioxidantes, bajo esta condición el H20 2 

interviene en la movilidad del esperm atozoide a través del tracto genital 

fem enino y de las células de la granulosa (Bize el al., 1991). El exceso 

de ERO puede ser producido por el espermatozoide si este retiene 

citoplasma residual en la pieza media (G6mez el al., 1996). En casos de 

oligospermia se ha reportado que los espermatozoides pueden generar 

por si mismos un exceso de ERO (Aitken el al., 1992), mientras que en 
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humanos fértiles los leucocitos presentes en el eyaculado (aún a bajas 

concentraciones) generan una gran cantidad de ERO (Aitken el al., 

1995). 

5.4.3 Factores externos 

Las causas exógenas incluyen agentes ambientales como la luz 

ultravioleta, radiación ionizante, quimicos y toxinas (Norbury y Hickson, 

2001). Entre los principales agentes exógenos que pueden causar daño 

en el ADN del espermatozoide y causar trastornos en la descendencia 

se encuentran: 

Los compuestos disruptores endocrinos (CDE) los cuales pueden 

presentar actividad estrogénica, antiestrogénica o antiandrogénica; son 

altamente lipofílicos por lo que se almacenan por periodos prolongados 

en el tejido adiposo, tienen una baja solubilidad en el agua y una 

considerable resistencia a la degradación (Skakkebaek el al., 2005). 

Entre los CDE, están los bifenilos policlorados (PCB), como el CB-153, 

que son compuestos clorados persistentes, bioacumulables y 

potencialmente tóxicos. Desde su identificación en el ambiente en 1966 

se consideran presentes en los compartimentos ambientales: el CB-153 

tiene una vida media de 17 años (Norén y Meironyté, 2000). Rignell el 

al. (2005) encontraron una asociación entre la presencia de CB-153 en 

suero sanguíneo y el índice de fragmentación del ADN en el 

espermatozoide en pescadores daneses. Algunos fármacos utilizados 

como antícancerígenos como la ciclofosfamida, que actúa a través de la 

producción de un iones cruzadas intercordonales pueden provocar 

fracturas y dificultar la reparación del ADN (Codrington el al., 2007), 

además Harrouk el al. (2000) encontraron que puede alterar la expresión 
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de genes de reparación de AON en embriones de ratas. El humo del 

tabaco es una potente fuente de estrés oxidativo, incrementa el daño en 

el AON en un 50% y provoca apoptosis de células HFL-1 (Fraga et al., 

1996; Carnevali el al., 2003), por otra parte Sepaniak el al. (2006) , 

encontraron un mayor porcentaje de AON fragmentado en contraste con 

no fumadores (32% vs 25.9%, p<0.01), además de también provocar 

envejecimiento celular (Nyunoya el al. , 2009). En casos de intoxicación 

por hierro se ha visto un incremento significativo de 8-

oxodesoxyguanosina en espermatozoides de rata (Wellejus el al., 2000). 

Mientras que el arsénico es considerado un agente carcinogénico, los 

mecanismos implicados en esto incluyen estrés oxidativo, aberraciones 

cromosomales, alteración en factores de crecimiento, proliferación 

celular y alteración en la reparación del AON (Kitchin, 200 1). Las 

lesiones más comunes son cambios en la secuencia del AON como 

deleción, duplicación, amplificación y translocación (Fergusson y Alt, 

2001). El aumento de la temperatura testicular por anomalías 

anatómicas puede ser otro factor de daño: se ha reportado el aumento 

de la producción de peroxinitrito en células espermáticas en humanos 

con varicocele, esto es debido al incremento de la actividad de NO 

sintasa y xantina oxidasa resultando la formación de NO, posiblemente 

superóxido y el altamente reactivo peroxinitrito (Mitropoulos el al., 1996). 
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descendencia (adaptado de Aitken y Bennetts, 2006). 

6. HIPOXIA CELULAR POSTMORTEM 

La muerte también tiene efectos sobre la integridad del AON en el 

espermatozoide, es un proceso que generalmente inicia con la 

disminución del aporte de oxigeno al cerebro, continúa con la muerte 

neuronal y posteriormente la muerte somática, es decir, el cese total e 

irreversible de todos los órganos y sistemas de un organismo, esto 

evo lucionará hacia la muerte celular, última fase en el proceso de muerte 

de un individuo. Las necesidades de O2 son muy altas en la masa 

encefálica, razón por la cual es el primer órgano en morir, mientras que 

el músculo cardiaco puede sobrevivir horas y el riñón alrededor de 45 

minutos (Jaramillo, 1993). Varios investigadores han obtenido de la cola 

del epididimo en diversas especies, espermatozoides viables desde 

varias horas hasta pocos días después de muerto el animal (Hishinuma 
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el al., 2003; Martinez el al., 2005; Santiago el al., 2004; Yu y Leibo, 

2002). Esta capacidad que algunas células y tejidos poseen de 

permanecer viviendo en form a autónoma, por algún tiempo, luego de la 

muerte somática o aún después de haber sido aislados del cuerpo, se 

debe a que los distintos tipos de células presentan diferente resistencia 

al daño producido por la falta de O" considerando desde algunos 

minutos a varias horas de anoxia. Luego del cese de las funciones 

vi tales se inician los cambios autoliticos en todo el organismo al mismo 

tiempo, la autolisis es el conjunto de procesos anaeróbicos que tienen 

lugar en el interior de la célula por acción de enzimas celulares sin 

intervención bacteriana. Es el más precoz de los procesos 

transformativos cadavéricos, siendo sucedido posteriormente por la 

putrefacción. Sin embargo, en algunos si tios la autolisis poslmortem se 

manifiesta con mayor rapidez y en otros más lentamente, los tej idos que 

poseen células con altos contenidos de enzimas hidroliticas, como por 

ejemplo, las células pancreáticas, hepatocitos, renales, 

gastrointestinales, etc. sufren autolisis en forma más rápida que las 

células con bajos contenidos enzimáticos como por ejemplo, los 

espermatozoides. Por esta razón el proceso de autolisis es mayor o más 

rápido en algunas partes del cuerpo que en otras, debido a esto los 

fenómenos autoliticos y putrefactivos generalmente se superponen en su 

evolución. Por otra parte, además de los factores endógenos, existen 

factores exógenos que influyen sobre el grado de desarrollo de la 

autolisis poslmortem, como son el tamaño del animal, la condición 

corporal, la especie (si es de pelo corto, largo, con plumas, etc.), la 

temperatura ambiente y la humedad (Jaramillo, 1993). 
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6.1 Depleción de ATP 

La lesión hipóxica está asociada con la depleción de ATP y la sintesis 

disminuida de ATP (Fig . 9), ya que se requiere fosfato de alta energía en 

forma de ATP para muchos procesos sintéticos y degradativos en la 

célula. Éstos incluyen el transporte de membrana, la sintesis de 

proteinas, la lipogénesis y las reacciones de desacetilación-reaceti lación 

necesarias para el ciclo fosfolipidico. El ATP se produce de dos 

maneras: la vía más importante en las célu las del mamífero es la 

fosforilación oxida ti va del adenosindifosfato, en una reacción que da 

lugar a la reducción del oxígeno mediante el sistema de transferencia de 

electrones en las mitocondrias; la segunda es la vía glucolitica, que 

puede producir ATP en ausencia de oxígeno utilizando glucosa derivada 

de los liquidos corporales o de la hidrólisis de glucógeno. Así, los tejidos 

con mayor capacidad glucolitica (p. ej ., hígado) están en ventaja cuando 

disminuyen los niveles de ATP por la inhibición del metabolismo 

oxidativo por la lesión. La depleción del ATP a menos del 5 al 10% de los 

niveles normales tiene efectos amplios sobre muchos sistemas celulares 

criticos (Robbins y Cotran, 2007): 

1) La actividad de la bomba de sodio de la membrana plasmática 

dependiente de energía (ATPasa-Na' K' sensible a ouabaina) 

está reducida (Fig. 9). La insuficiencia de este sistema de 

transporte activo, debido a la concentración disminuida de ATP y 

aumento de la actividad ATPasa, da lugar a la acumulación 

intracelular de sodio y a que el potasio sa lga de la célula. La 

ganancia neta de solutos se acompaña por ganancia isosmótica 

de agua, produciendo tumefacción celular y dilatación del 

retículo endoplásmico (Robbins y Cotran, 2007). 
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2) El metabolismo energético celular está alterado (Fig . 9). Si el 

suministro de oxigeno a las células se reduce, como ocurre en la 

hipoxia, la fosforilación oxidativa cesa y las células dependen de 

la glucólisis para la producción de energia. Este cambio al 

metabolismo anaeróbico está controlado por metabolitos de la 

via de energia que actúan sobre enzimas glucoliticas. La 

disminución en ATP celular y el aumento asociado en adenosin 

monofosfato estimulan las actividades de fosfofructocinasa y 

fosforilasa. Esto da lugar a una tasa aumentada de glucólisis 

anaeróbica diseñada para mantener la fuente de energia celular 

mediante la generación de ATP por el metabolismo de la glucosa 

derivada del glucógeno. Como consecuencia, los almacenes de 

glucógeno se agotan rápidamente. La glucólisis tiene como 

resultado la acumulación de ácido láctico y fosfatos inorgánicos 

de la hidrólisis de los ésteres de fosfato . Esto reduce el pH 

intracelular dando lugar a disminución de la actividad de muchas 

enzimas celulares (Robbins y Cotran, 2007). 

3) El fallo de la bomba de Ca" da lugar a entrada de Ca" , con 

efectos lesivos sobre numerosos componentes celulares 

(Robbins y Cotran, 2007). 

4) Con la depleción prolongada o empeorada de ATP ocurre una 

alteración estructural del aparato sintético de proteinas, 

manifestada como un desprendimiento de ribosomas del reticulo 

endoplásmico rugoso y una disociación de polisomas a 

monosomas, con una reducción consecuente en la síntesis 

proteinica. Al final , hay un daño irreversible en las mitocondrias y 

las membranas lisosomales y la célula sufre autolisis (Robbins y 

Cotran, 2007). 
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5) En las células privadas de oxígeno o glucosa, las proteínas 

pueden plegarse erróneamente y estas proteínas mal plegadas 

desencadenan una reacción celular denominada respuesta de la 

proteína desplegada que puede dar lugar a lesión celular e 

incluso muerte. El plegamiento defectuoso de la proteína 

también se ve en las células expuestas a estrés, como calor, y 

cuando las proteínas se dañan por enzimas (tales como enzimas 

que responden a Ca' · ) y radicales libres (Robbins y Cotran, 

2007). 

Aunque no todos estos eventos ocurren en el espermatozoide debido a 

la pérdida de organelos celulares ocurrida durante la espermiogénesis, sí 

se presentan en las células del epidídimo donde se encuentran 

almacenados, generándose radicales libres que dañan las membranas 

del espermatozoide. 

Ptrdidll o. ~ 

c--.. ""''''.'.1 "'- --,....., 

HlPOXIA CELULAR 

¡ 

1 . -...- ... 
co; . ......... .. . , ...... . 

I 

_ ... ,, ..... 

¡ 
t Cal' tNTRACELULAR 

¡ 
FORMAS DE 
Oxk>ENO 
REACTIVAS 

O, 
H,o, 

"L-_-, __ ...J otf 

Fig. 8 Sitios celulares y bioquímicos de daño en la hipoxia celular 
(adaptado de Robbins y Cotran, 2007) 
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6.2 Daño mitocondrial 

Frecuentemente, el daño celular se acompaña de cambios morfológicos 

en las mitocondrias. Las mitocondrias pueden lesionarse por aumentos 

del Ca" citosólico, por estrés oxidativo, por degradación de fosfolipidos a 

Iravés de las vi as de fosfolipasa A, y esfingomielina y por productos de 

la degradación de los lipidos derivados de aqui, tales como ácidos 

grasos libres y ceramida. A menudo, el daño mitocondrial da lugar a la 

formación de canal de atta conductibilidad, lo que se ha llamado 

transición a la permeabilidad mitocondrial, en la membrana interna de la 

mitocondria. Aunque es reversible en los primeros estadios, este poro no 

selectivo se hace permanente si persiste el estímulo desencadenante, 

impidiendo el mantenimiento de la fuerza protónica mitocondrial , o 

potencial. Dado que el mantenimiento del potencial de membrana es 

crítico para la fosforilación oxidativa mitocondrial, se desprende que la 

transición a la permeabilidad mitocondrial irreversible es un golpe mortal 

para la célula. El daño mitocondrial también puede asociarse con salida 

del citocromo c al citosol (Robbins y Cotran, 2007). 
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Fig. 9 Consecuencias funcionales y morfológicas de la disminución 
intracelular de ATP durante la hipoxia celular (Robbins y Cotran, 2007) 

6.3 Aflujo de Calcio intracelular y pérdida de la homeostasia del 
Calcio 

Los iones de calcio son mediadores importantes de la lesión celular 

(Trump y Berezesky, 1998). El calcio citosólico libre se mantiene a 

concentraciones extremadamente bajas (siendo menor de 0,1 Ilmol) en 

comparación con los niveles extracelulares de 1,3 mmol, la mayoria del 

calcio intracelular está secuestrado en las mitocondrias y en el retículo 

endoplásmico. Tales gradientes están modulados por ATPasas-Mg2
', 

Ca2
', dependientes de energia, asociadas a .Ia membrana. La hipoxia 
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celular y ciertas toxinas producen un aumento precoz en la 

concentración citosólica de calcio, debido al aflujo neto de Ca2
' a través 

de la membrana plasmática y la liberación de Ca2
' de las mitocondrias y 

del retículo endoplásmico (Fig. 10). Los aumentos mantenidos 

subsiguientes de Ca2
' intracelular derivan de aumentos inespecíficos en 

la permeabílidad de membrana. A su vez, el aumento de Ca2
' activa 

varias enzimas, con efectos celulares potencialmente deletéreos. Las 

enzimas que se sabe que se activan por el calcio incluyen ATPasas, que 

por lo tanto aceleran la depleción del ATP, fosfolipasas que producen 

lesión en la membrana, proteasas que rompen las proteínas de 

membrana y citoesqueléticas, y endonucleasas que son responsables de 

la fragmentación del ADN y la cromatina (Fig. 10). Los niveles 

aumentados de Ca2
' intracelular también dan lugar a un aumento de la 

permeabilidad mitocondrial (Paschen, 2000). Aunque la lesión celular a 

menudo origina un aumento de calcio intracelular y, a su vez, esto media 

varios efectos deletéreos, incluyendo muerte celular, la pérdida de la 

homeostasia de calcio no siempre es un episodio proximal en la lesión 

celular irreversible (Robbins y Cotran, 2007). 
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6.4 Acumulación de radicales libres derivados de oxigeno (estrés 
oxidativo) 

Las células generan energia reduciendo el oxigeno molecular a agua. 

Durante este proceso se producen pequeñas cantidades de formas 

reactivas de oxigeno parcialmente reducidas como un subproducto 

inevitable de la respiración mitocondrial. Algunas de estas formas son 

radicales libres que pueden dañar lipidos, proteinas y ácidos nucleicos. 

Las células tienen sistemas de defensa para prevenir la lesión causada 

por estos productos. Un desequilibrio entre los sistemas generadores y 

limpiadores de radicales libres da lugar a estrés oxidativo, una situación 

que se ha asociado con la hipoxia celular (Droge, 2002). Los efectos de 
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estas especies reactivas son de un rango amplio, pero tres reacciones 

son particularmente relevantes en la hipoxia celular: 

Peroxidación Iipídica de membranas. Los radicales libres en presencia 

de oxigeno pueden producir peroxidación de lipidos dentro del plasma y 

de las membranas de los organelos. El daño oxidativo se inicia cuando 

los enlaces dobles de los ácidos grasos insaturados de los lipidos de la 

membrana son atacados por radicales libres derivados del oxígeno, 

particularmente por OH'. Las interacciones lipido-radical libre dan lugar a 

peróxidos, que a su vez son inestables y reactivos, y se siguen de una 

reacción en cadena autocatalitica (denominada propagación), que puede 

dar lugar a un daño extenso en la membrana, organelos yen la célula. 

Otras opciones de terminación más favorables tienen lugar cuando el 

radical libre se captura por un limpiador tal como la vitamina E, 

ensamblada en la membrana celular (Robbins y Cotran, 2007). 

Modificación oxidativa de proteínas. Los radicales libres favorecen la 

oxidación de las cadenas laterales de los residuos de aminoácido, 

formación de enlaces cruzados proteína-proteína (p. ej. , enlaces 

disulfuro), y oxidación del esqueleto proteínico, dando lugar a la 

fragmentación proteínica. La modificación oxidativa potencia la 

degradación de proteínas críticas mediante el complejo multicatalitico 

proteosomal, causando estragos en la célula (Robbins y Cotran, 2007). 

Lesiones en el ADN. Las reacciones con la timina en el AON nuclear y 

mitocondrial producen rupturas de una cadena del AON (Robbins y 

Cotran, 2007) . 
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7. ENSAYO DE ELECTROFORESIS ALCALINA DE CÉLULAS 
INDIVIDUALES (ENSAYO COMETA) 

El ensayo de electroforesis de células individuales fue desarrollado por 

Óstling y Johanson en 1984, posteriormente Singh el al. (1988) 

modi ficaron la técnica haciéndola capaz de medir niveles bajos de 

rupturas en el ADN con una gran sensibi lidad. Olive (1989), utilizó la 

palabra "cometa" del campo de la astronomía para bautízar el ensayo 

debido a la morfología que muestran las células con su AON dañado. 

Este ensayo ha tenido un gran impacto en numerosas áreas del 

conocimiento científico, especia lmente en bioquimica, genética y biología 

molecular (Piperakis, 2009). El tipo de daño al AON más simple 

detectado con este ensayo son las fracturas de cadena doble (OSB), que 

pueden ser revelados sometiendo la muestra a movilidad en una 

electroforesis a pH neutro, las fracturas de cadena simples (SSB) no 

producen fragmentos de AON a menos que exista una desnaturalización 

de las hebras, lo que se logra sometiendo el material a condiciones 

alcalinas con un pH superior a 12, con la versión alcalina además de 

OSB y SSB se pueden detectar sitios sensibles al álcali que se originan 

durante la reparación por escisión de bases y nucleótidos (Tice, 1995). 

As i es como se consolidan dos versiones diferentes del ensayo: Singh el 

al. (1988) que describe la versión alcalina y Olive (1989) que describe la 

versión neutra. 

En esta técnica los esperm atozoides se incluyen en un microgel de 

agarosa sobre un portaobjetos y se someten a soluciones lisantes para 

extraer las membranas y las proteinas. Se obtienen así nucleoides, es 

decir, núcleos desproteinizados, en los que los bucles de AON se han 

relajado por la descompactación. Al someter al AON desenrollado a una 

electroforesis en tampón alcalino o neutro, los fragmentos negativamente 
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cargados de ADN o cromatina relajada migran fuera del núcleo en 

dirección al ánodo para formar un halo (Col lins, 2004) apreciándose una 

estructura parecida a la de un cometa al teñir el ADN luego de la 

electroforesis (Olive , 1989). 
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Fig. 11 Versiones neutra y alcalina del Ensayo Cometa 
(adaptado de Shaman y Ward, 2006) 

7.1 Medición del daño en el AON 

Generalmente se utilizan 3 parámetros de medición: largo de la cola del 

cometa (tail lenght), el momento de la cola (tai l moment) y el porcentaje 

de ADN en la cola (% taH DNA). La medición del largo de la cola y el 

momento están dados en unidades arbitrarias que pueden variar entre 

estudios o entre laboratorios. El largo de la cola es considerada una 

medida insatisfactoria porque el largo es sensible a la intensidad del 

sistema de análisis de imagen, lo que afecta el criterio para determinar el 
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final de la cola (Collins, 2004). El momento de la cola, in dice que se 

refiere a la migración del ADN y a la cantidad relativa de material 

genético en la cola, es el producto del largo de la cola y el porcentaje de 

ADN en la cola. El porcentaje de ADN en la cola es una medida que 

indica la intensidad de fluorescencia relativa en la cabeza y la cola 

(Collins, 2004), esta limitado por un maximo de 100 y un minimo de O, no 

existiendo variabilidad en los extremos, por lo que tiene la ventaja de que 

puede ser estandarizado, a diferencia de la longitud de la cola y el 

momento de la cola, que aunque son consistentes en un estudio, no 

pueden ser comparados con otros estudios, por lo que se esta 

enfatizando el uso del porcentaje de ADN en la cola como la medida 

métrica adecuada en el ensayo cometa (Kumaravel y Jha, 2006). 

Hartmann el al. (2003), después de describir varios parametros, sugieren 

que es mucho mas recomendable el uso del porcentaje de ADN en la 

cola, ya que esta linealmente relacionado con el daño en el material 

genético y con la frecuencia de fragmentos de ADN. Collins (2004) 

comenta que el porcentaje de ADN en la cola es la medida más 

conveniente porque abarca una amplia gama de daño (de O a 100%), es 

independiente de la configuración de umbral de los programas de 

análisis de imagenes y da alguna impresión del porqué el cometa 

presenta ese patrón visual. 

7.2 Otras metodologias para evaluar la integridad del ADN 

Otras metodologias para evaluar la integridad de la cromatinal ADN de 

los espermatozoides son el etiquetado de rupturas del ADN in silu 

introduciendo nucleótidos marcados en las mismas utilizando enzimas 

como la transferasa terminal (TUNEL: Terminal dUTP Nick-End Labeling) 

o la ADN polimerasa (in situ nick translation ISNT) (Gorczyca el al., 
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1993). Estas metodolog ias se basan en el empleo de enzimas sobre los 

esperm atozoides fijados en portaobjetos, su eficacia no es muy alta, 

resultando sólo marcadas aquellas rupturas accesibles a la enzima, lo 

cual se traduce en una reproducibilidad relativamente baja de los 

resultados. Además, los reactivos son caros, por lo que estas técnicas 

sólo se aplican en estudios de investigación, no siendo posible utilizarlas 

para la valoración clínica del semen. La técnica de referencia actua l para 

el estudio de la fragmentación del ADN de los espermatozoides es el 

ensayo de estructura de la cromatina de Evenson (SCSA: Sperm 

Chromatin Structure Assay; Evenson el al., 1980; Evenson el al., 1999; 

Evenson y Jost, 1994); en esta técnica , los espermatozoides en 

suspensión se someten a una solución desnaturalizante ácida. Aquellos 

espermatozoides sin rupturas en su ADN son resistentes a dicha 

desnaturalización, perm aneciendo como ADN de cadena doble. Sin 

embargo, los espermatozoides con ADN fragmentado si desnaturalizan 

su ADN, transformándose en ADN de cadena senci lla . Posteriormente se 

tiñen con naranja de acridina. Este colorante em ite fluorescencia verde 

cuando se une al ADN de cadena doble, mientras que en los 

esperm atozoides con ADN desnaturalizado, en cadena simple, este 

fluorocromo emite fluorescencia roja. Los espermatozoides con ADN 

fragmentado se cuantifican usando un ci tómetro de flujo, para discriminar 

ambos tipos de fluorescencia. El SCSA es una técnica con gran 

proyección clinica, habiendo sido evaluada en muestras de pacientes 

(Evenson el al., 1999). La técnica SCSA, aunque robusta y altamente 

reproducible, es un sistema muy caro, difícil de implementar y poco 

accesible para el laboratorio básico (De Jonge, 2002). 
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Ensayo Tipo de daño Proteínas removidas 
detectado 

TUNEL Dobles y simples Ninguna 
fracturas accesibles 

In situ Simples fracturas Ninguna o pocas 
translational accesibles 
SCSA Dobles y simples Algunas histonas 

fracturas Algunas protaminas 
que no estén en externas? 
toroides. 
Dobles y simples 
fracturas 
externas en toroides? 

Cometa neutro Fracturas dobles Todas (histonas y 
orotam inas) 

Cometa alcalino Fracturas dobles y Todas (histonas y 
simples protam inas i 

Tabla 4. Tipo de daño detectado en el ADN espermático y las proteinas 
que son removidas según el tipo de estudio de la cromatina 

espermática (Shaman y Ward, 2006). 

V. JUSTIFICACiÓN 

La reproducción es un fenómeno esencial para la supervivencia de las 

especies y, por tanto, la biología y la tecnología de la reproducción tienen 

un papel esencial en la conservación de la biodiversidad. Las técnicas 

reproductivas se han usado desde hace muchos años en· animales 

domésticos y en seres humanos, sin embargo, es generalmente difícil 

extrapolar de una especie a otra cuando se trata de aplicar tecnolog ías 

reproductivas (Wildt et al., 200 1). A pesar de esto, se ha utilizado con 

éxito el principio de los "modelos animales" con el fin de usar especies 

conocidas de animales domésticos como punto de partida en el 

desarrollo de tecnologías reproductivas de especies silvestres (Wildl, 

1992; Wildt, 1995). Una de estas técnicas es la obtención de 
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espermatozoides a partir de animales muertos ya que pueden 

recuperarse espermatozoides viables de la cola del epididimo hasta 

varias horas (o pocos dias) después de la muerte (Garde el al., 1995). 

Este procedimiento tiene grandes ventajas cuando se trata de conservar 

material genético de especies amenazadas por diversas causas (pérdida 

de hábitat, caza indiscriminada, etc.) también puede ser de gran utilidad 

para disponer de germoplasma de especies de las que se obtienen 

muestras como resultado de actividad cinegética. Esta posibi lidad de 

preservación permite el intercambio de material genético entre individuos 

que estén muy alejados geográficamente, siendo este hecho de especial 

interés para disminuir la consanguinidad en poblaciones fragmentadas 

de especies en peligro de extinción (Gomendio, 2003). Sin embargo, la 

obtención de estas células implica el problema de la autolisis que sufren 

al morir el animal, y el consecuente daño al ADN. Actualmente los 

análisis seminales rutinarios que se centran en la determinación de la 

concentración, motilidad y morfología espermática, no son capaces de 

detectar daños sutiles en la estructura de la cromatina espermática 

(Ballachey el al. 1987), por otra parte se sabe que la integridad del 

genoma paterno es esencial para asegurar la transmisión precisa y 

fidedigna de la información genética a la descendencia (Evenson el al., 

2002). Durante los últimos años se ha reconocido que el daño del ADN 

en los espermatozoides puede ser la explicación de un elevado 

porcentaje de casos idiopáticos (Evenson el al., 1999; Larson el al., 

2003), de tal modo que el estudio de la fragmentación del ADN de los 

espermatozoides es un tema de investigación activa, con publicaciones 

continuas en las revistas especializadas (Evenson el al., 2002; Irvine el 

al., 2000; Duran el al., 2002; Carrell el al., 2003; Benchaib el al., 2005; 

Larson el al., 2003; Loft el al., 2003; Bungum el al. ,.2007; Tesarik el al., 

2004; Sakkas el al., 2001; Zini el al., 2001). Estos estudios indican que 
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los espermatozoides con ADN defectuoso pueden tener una morfologia, 

motilidad y capacidad de fecundación normal , pero no dar gestaciones 

viables. Algunos autores han indicado que los espermatozoides con 

daño nuclear mantienen su habilidad para fecundar los ovocitos en 

metafase 11 (Ahmadi y Ng, 1999b). Sin embargo, la presencia en el 

embrión de modificaciones a nivel de nucleótidos procedentes del 

complemento genómico paterno que no hayan sido reparadas por el 

ovocito, pueden ser incompatibles con el desarrollo embrionario y fetal 

normal (Aitken y Baker, 2006); es por ello que la valoración de la 

integridad del ADN en espermatozoides que sufren el proceso de 

autolisis postmortem podría aportar información adicional acerca de la 

calidad del espermatozoide pudiendo ayudar a seleccionar los 

espermatozoides intactos o con un bajo nivel de daño nuclear, siendo de 

gran valor pronóstico en la tasa de éxito de las técnicas de reproducción 

asistida. 
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VI. HIPÓTESIS 

Existe una correlación positiva entre el tiem po postmortem y el 

porcentaje de fragmentación en el ADN del espermatozoide. 

VII. OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el efecto del tiempo postmortem sobre el ADN de 

espermatozoides obtenidos de cola de epidídimo de ovino. 

VIII. OBJETIVOS PARTICULARES 

1) Determinar la correlación del tiempo postmortem (4, 24 48, 72, 

96 Y 120 hrs.) y el porcentaje de fragmentación del ADN en 

espermatozoides . 

2) Analizar la correlación del porcentaje de fragmentación del ADN 

con los parámetros convencionales del espermiograma. 
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IX. MATERIAL Y MÉTODOS 

Se examinaron las muestras de 60 pares de testiculos de ovinos, que se 

obtuvieron en el Rastro Municipal de Texcoco, éstos se transportaron a 4 

·C en solución salina fisiológica. Se realizó la disección del conducto 

deferente y de la cola del epid idimo para obtener espermatozoides 

mediante lavado retrógrado epididimal de un testiculo de cada par a las 4 

h postmortem (n = 60). El testiculo restante de cada par se asignó 

aleatoriamente a uno de los siguientes tiempos postmortem: 24, 48, 72, 

96 Y 120 h para someterse al mismo procedimiento (n = 12 para cada 

tiempo postmortem). Se analizó la misma cantidad de testiculos 

izquierdo y derecho, para cada tiempo postmortem. De cada muestra se 

realizó un espermiograma clásico y el análisis de fragmentación del 

ADN . El método que se utilizó para el análisis de ADN es el Ensayo de 

Electroforesis Alcalina de Células Individuales descrito por Singh et al. 

(1988). 

Reactivos 

Ácido citrico, Fructosa, Agarosa, Sarcosinato de sodio, Cloruro de sodio 

(NaCI), Acido etilendiaminotetraacético di sódico (EDTA), Tris (tris

(hidroxi-metil) aminometano), hidróxido de sodio (NaOH) y 

dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma Chemical Co SI. Louis, Missouri, USA); 

Tritón X-100 (BIO-RAD Laboratorios CA, USA). 

Recolección y transporte de las muestras 

Inmediatamente después de la muerte del animal, se disecaron ambos 

testiculos, ligando el paquete vascular y el conducto epididimario con hilo 

de algodón. Cada testiculo se limpió con toallas de papel y se colocó 

dentro de bolsas plásticas selladas con 20 mi de solución salina 
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fisiológica e identificadas con el número correspondiente al orden en que 

fueron recolectados indicando la lateralidad del testiculo, además de la 

fecha y hora exactas de la recolección . El transporte de los testiculos 

demoró entre 60 y 90 minutos. El tiempo transcurrido desde la 

recolección de los testiculos en el rastro, hasta el procesamiento de ellos 

en el laboratorio, tomó 4 horas. Cada testiculo se pesó con una balanza 

analítica Ohauz explorer y se midió su diámetro con un Vernier. 

Lavado retrógrado epididimal 

El material seminal se extrajo según la técnica descrita por Amann el al. 

(1982), realizando un lavado retrógrado de la porción cauda l del 

epidídimo, desde el conducto deferente, inyectando medio Andersen 

(1975). 

Para realizar el lavado epididimario por fiujo retrógrado se siguieron los 

siguientes pasos y en cada caso se anotó la hora de inicio de la 

recolección de espermatozoides del epidídimo: 

1. Los vasos deferentes y la cola del epidídimo se disecaron mediante el 

uso de implementos y técnicas asépticas. Se removió la túnica serosa 

testicular y los vasos sanguíneos con un bisturí con hojilla N° 10 Y tijera 

recta . 

2. Se localizó el seplum (indentación) del epidídimo, correspondiente a la 

porción cercana de la zona media de la cola del epidídim o. Allí se hizo un 

corte transversal con el bisturí , justo antes que el diámetro del epidídimo 

se reduce para obtener la mayor cantidad de espermatozoides posibles. 

56 



4. Se colocó una aguja cal ibre 20 ó 21 dentro del lumen de la porción 

libre del vaso deferente. Se adaptó una jeringa (tipo "air-tite" de 5 mi) 

conteniendo 3 mi de medio Andersen y se perfundió lentamente dentro 

dellumen del vaso deferente. 

5. A medida que se perfundió el vaso deferente con el medio de lavado, 

se observó un abultamiento visible de la cola del epididimo. Al continuar 

con presión suave y continua con la jeringa, apareció en el extremo 

cortado de la cola del epididimo el contenido epididimario, representado 

por un líquido espeso e inodoro y de un color crema pálido o blanco 

cremoso. 

Espermograma clásico (volumen, viabilidad, concentración, 

movilidad masal , movilidad progresiva y morfoanormalídades). 

Determinación del volumen. Se determinó mediante una micropipeta 

marca Eppendorf. 

Para estimar la viabilidad se utilizó la técnica de tinción supravital 

descrita por Eliasson y Treichl (1971). Se tomaron 4~1 de muestra 

directa que se colocaron en un portaobjetos, a la muestra se le 

agregaron 4~ 1 de eosina y 2~ 1 de nigrosina, se dejó secar a tem peratura 

ambiente y se evaluó al microscopio (Olympus CH30 USA) con objetivo 

40x, para establecer el porcentaje de espermatozoides vivos y muertos. 

En esta técnica la eosina penetra el espermatozoide cuando la 

permeabilidad de la membrana pierde su continuidad por lo tanto se dice 

que el espermatozoide está muerto, mientras que los espermatozoides 

vivos se distinguen transparentes sobre un fondo oscuro dado por la 

nigrosina. 
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l a determinación de la concentración espermática se realizó por conteo 

en cámara de Neubauer (hemocitometria) previa dilución de la muestra 

seminal con agua destilada en pipeta para glóbulos blancos Blaubrand 

de 1 mi de capacidad .. El número de células se determinó mediante el 

uso de la fórmula siguiente: Factor de di lución x número de células 

contadas x 10 000 x 5 (Vidament el al., 2000): 

Factor de Dilución = 1: 25 

No. de células = Contadas por 5 cuadrantes de la cámara 

10000 = Dado por la dimensión de la cámara 

5 = Número de cuadrantes contabilizados 

Para la valoración de la movilidad masa/, se tomó una muestra de 10~1 

que se depositó sobre un portaobjetos atemperado observándose en 

microscopio óptico (Ol YMPUS CH30 USA) de campo claro (20x), 

provisto de platina termorreguladora. l a valoración de la movilidad 

masal, se realizó según la clasificación efectuada por Evans y Maxwell 

(1990), estableciendo una categoria de O a 5 puntos (Tabla 5), según la 

calidad y vigor de las ondas que produce la masa espermática en 

movimiento. 

2 

3 Regular 

i 
pero alrededor de 20-40% de 

mueven 
de ondas con 45-65% de células 
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4 Bueno Movimiento vigoroso se pueden ver ondas o 
remolinos no muy rápidos con un 70-85% de 
espermatozoides activos 

5 Muy Denso, con ondas y remolinos moviéndose 
bueno rápidamente , más del 90% de los espermatozoides 

se mueven 
. . .. 

Tabla 5. Clasificación de la mOVIlidad masal (Evans y Maxwell , 1990) . 

Movilidad progresiva: la determ ¡nación se realizó mediante la 
estimación visual microscópica (40x) de 100 espermatozoides para 
obtener el porcentaje (O-100%) de células móviles en una muestra de 
10¡J1 (Evans y Maxwell, 1990). 

2 

4 

Tabla 6. Clasificación de la movilidad progresiva 
1990). 

movimientos 

movimientos 

y Maxwell, 

La morfologia espermática se cuantificó tras realizar el análisis de 100 
espermatozoides en cada una de las muestras; el resultado se expresó 
como porcentaje (Ott el al., 1987). 

Ensayo de electroforesis alcalina de células individuales 

El ensayo cometa consiste en incluir las células en agarosa de bajo 

punto de fusión sobre un portaobjetos, la primera capa se preparó con 

150 ¡JL de agarosa al 1 % (NMA), la segunda capa contenía las células 
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em bebidas en 75 ~l de agarosa al 0.65% (l MA) Y la tercer capa estuvo 

formada por 75 ~l de agarosa al 0.65% (lMA) para formar un 

microgel , después de solidificarse se sometió a lisis en una solución de 

sarcosinato de sodio aI1 %, NaCI 2.5 M, EDTA disódico 100 mM, Tris10 

mM (ajustado a pH 10), DMSO al 10% y Tritón X -100 al 1%, por 1 hora 

para remover todas las proteínas celulares y permitir el posterior 

desenrollamiento por la interrupción de los enlaces por puentes de 

hidrógeno entre las dobles cadenas del ADN bajo condiciones alcalinas. 

l as laminillas posteriormente se colocaron en una cámara de 

electroforesis horizontal y se cubrieron con un buffer alcalino que 

contenia EDTA disódico 1mM, NaOH 300 mM por 60 minutos para 

posteriormente iniciar la electroforesis por 20 minutos a 25V y 300mA. 

Después de la electroforesis, las laminillas se lavaron 3 veces con Tris 

OA M (pH 7.5) para remover detergentes y álca li, y se tiñeron con 25 ~I 

de Bromuro de Etidio en 20 ~ l / m l de agua destilada y se les colocó un 

cubreobjetos (Singh el al., 1988). l as observaciones se hicieron con un 

microscopio Ol YMPUS Evolution VF BX51 equipado con un fi ltro de 

excitación de 590nm . l as imágenes de 100 cometas de cada muestra se 

seleccionaron al azar y fueron observadas con un software analizador de 

imágenes (Comet Score) proporcionado gratuitamente en Internet por la 

empresa TriTek-Corporation de USA y recomendado por la Universidad 

de Stanford, la Universidad de California y el Weizmann Insti tute of 

Science de Israel. 

Análisis estadístíco 

Se utilizó el paquete SAS, 2007 (ProcGlM). l os resultados se analizaron 

mediante un ANDEVA para un modelo mixto lineal generalizado, con los 

va lores del espermiograma (motilidad masal, motilidad progresiva, 
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viabil idad, concentración esperm ática y anormalidades) y la 

fragmentación del ADN como variables dependientes, mientras que la 

hora de recolección postmortem, la lateralidad, el peso y el diámetro 

tes ticular se analizaron como variables independientes. Los valores del 

esperm iograma y la fragmentación del ADN a las 4 h se utilizaron como 

covariables. Se utilizó la prueba de correlación de Pearson para analizar 

las relaciones entre las diferentes variables. Las diferencias en las 

variables entre los diferentes tiem pos postmortem se analizaron por la 

prueba de comparación de Tukey con un alfa2:0.05. 

X. RESULTADOS 

En general se observó una disminución de la calidad de los 

espermatozoides conforme aumentaba el tiempo postmortem, tanto en 

los parámetros del espermograma como en el porcentaje de ADN 

fragmentado. Además se encontraron correlaciones entre la 

fragm entación del ADN y la movilidad masal (-0 .64167, p<.0001), 

movilidad progresiva (-0.66779, p<.0001), viabilidad (-0 .58483, 

p<.0001) y anormalidades (0.42825, p<.0001). 

Los resultados de las características de los espermogramas yel daño en 

el ADN realizados a las muestras obtenidas por lavado retrógrado a 

diferentes tiempos postmortem se presentan a continuación. 
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Gráfica 1. Viabilidad en espermatozoides obtenidos de cola de epididimo 
en ovinos a diferentes tiempos postmor/em. Se observa la viabilidad 

encontrada a diferentes tiempos postmor/em en espermatozoides 

epididimales, se encontraron diferencias significativas a par/ir de las 24 h 

con respecto al siguiente tiempo (48 h). A las 96 h postmortem se 
observó un incremento en el porcentaje, sin diferencias significativas con 

el tiempo anterior (72 h). Las letras a, b, c, d indican diferencias 

significativas (p<O.05). 
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Gráfica 2. Concentración espermática en muestras obtenidas por medio 
de lavado retrógrado epididimal en ovino a diferentes tiempos 
postmor/em. Se observa la concentración (millones) obtenida a 
di(erentes tiempos postmortem, las diferencias significativas encontradas 
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se observan a partir de las 4 h postmortem. A las 96 h se presenta un 

incremento en el porcentaje, sin embargo, éste no es significativamente . . . 

diferente al porcentaje del tiempo anterior (72 h). Letras distintas indican 

diferencias significativas (p<0.05) . 
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Gráfica 3. Grados de movilidad masal obtenida en las muestras de 
espermatozoides epididimales de ovino a diferentes tiempos 
postmortem. Se observan los diferentes grados de movilidad masal (0-5) 

en los espermatozoides de ovino que se obtuvieron de cola de 

epidídimo, encontrándose diferencias significativas a partir de las 24 h 

postmortem. También se observa un incremento a las 96h, no existiendo 

diferencias significativas con el tiempo anterior (72h). Letras diferentes 

indican diferencias significativas (p<0.05). 
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Gráfica 4. Porcentaje de movilidad progresiva espermática en 
espermatozoides epididimales de ovino a diferentes tiempos 
postmortem. Se observa el porcentaje de movilidad progresiva de los 

espermatozoides epididimales en ovino a diferentes tiempos 

postmortem. resalta el hecho de no encontrarse diferencias significativas 

hasta las 48 h postmortem. Letras distintas indican diferencias 

significativas (p<O.05). 
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Gráfica 5. Porcentaje de anormalidades encontradas a diferentes 
tiempos postmortem en espermatozoides de cola de epididimo de ovino. 
Se observa el porcentaje de anormalidades morfológicas en el 
espermatozoide de ovino a diferentes tiempos postmortem. las 

diferencias significativas se presentaron a partir de las 48 h postmortem. 

El porcentaje de anormalidades aumenta conforme el tiempo postmortem 

transcurre. Las letras a. b. c. indican diferencias significativas (p<O.05). 
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Gráfica 6. Porcentaje de ADN en la cola del cometa a diferentes tiempos 
postmortem en espermatozoides obtenidos de cola de epidídimo de 
ovino mediante lavado retrógrado. Se muestra el porcentaje de 

fragmentación de ADN a diferentes tiempos postmortem en los 

espermatozoides de cola de epidídimo de ovino, los cambios 

significativos se presentan a partir de las 48 h postmortem. Letras 

diferentes indican diferencias significativas (p<0.05). 

Fig. 12 Imágenes de cometas obtenidos de espermatozoides. a, b, y c) 
cometas mostrando una pequeña migración que corresponde al daño 
basal. d) cometa típico en que se puede apreciar cabeza y cola. 

También encontramos diferencias significativas (p<O.0001) en cuanto al 

peso del epidídimo, la concentración, la movilidad masal, la movilidad 

progresiva, la viabilidad, anormalidades espermáticas y el porcentaje de 

fragmentación de ADN durante el tiempo en que se realizó este estudio 

(Agosto-Marzo). Sin embargo, no se encontraron diferencias sobre 

ninguno de los parámetros en cuanto a la lateralidad del testiculo 

(derecho o izquierdo). 
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XI. DISCUSiÓN 

La biodiversidad está disminuyendo a un ritmo considerable y es un 

hecho que numerosas especies se encuentran en alguna categoria de 

riesgo (IUCN, 2011), las causas pueden ser desde la destrucción o 

fragmentación del hábitat (Hell el al., 2005), introducción intencional o no 

intencional de especies exóticas en los ecosistemas (Pitra y Lutz, 2005; 

Cirovic, 2006), caza indiscriminada y explotación (Alonso el al., 2009), 

intoxicación por contaminantes (Potts, 2005), enfermedades (Hartley, 

2005), hibridación artificial (Lieckfeldt el al., 2006), ca lentamiento global 

(Sanz-Elorza el al., 2003) y disminución de recursos (Said el al., 2005). 

Para prevenir la extinción inminente de especies se han propuesto dos 

acciones principales, la protección del hábitat y la creación de bancos 

genéticos (Gilmore el al., 1998) para la conservación de gametos y 

embriones que mantengan la diversidad genética. En los mamiferos, la 

conservación de gametos es combinada con técnicas de reproducción 

asistida, sin embargo los bancos genéticos son efectivos solamente para 

especies de las cuales su fisiologia reproductiva está bien caracterizada, 

como en el caso de especies domésticas como el perro (Zindl el al., 

2006), el bovino y el caballo (Al m el al., 2001 ; Blottner el al., 2001). A 

pesar de esto, se ha utilizado con éxito el principio de los "modelos 

animales· con el fin de usar especies conocidas de animales domésticos 

como punto de partida en el desarrollo de tecnologia s reproductivas de 

especies silvestres (Wildt, 1992; Wildt, 1995). Una de estas técnicas es 

la obtención de espermatozoides epididimales potencialmente fértiles, 

almacenados en la cola del epididimo, luego de la muerte o castración 

por motivos médicos (Shakeri el al., 2008). Se han realizado diversos 

estudios sobre la obtención poslmortem de espermatozoides obtenidos 

de cola de epididimo: Martinez (2005) y Garde el al. (1998), en Cervus 
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elaphus hispanicus; Saragusty el al. (2006) en Gazella gazella y Gazella 

dorcas; Santiago el al . . (2004) eR Capra pyrenaica hispanica, y nuestro 

trabajo muestra que es posible obtener espermatozoides viables de cola 

de epididimo de ovino mantenido en reirigeración hasta 48 horas 

después de la muerte del animal, tiempo en que los espermatozoides se 
, . 

encuentran dentro del intervalo normal establecido por Boretto el al., 

(2002): motilidad masal 2.9 y viabilidad 60%, rangos con los que 

obtuvieron 59% de hembras preñadas por medio de inseminación 

artificial , por otra parte, Paulenz el al. (2007) proponen parámetros 

minimos de movilidad progresiva ~ 75% Y morfología normal de 90%, 

obteniendo un porcentaje de preñez de 62.5%, ligeramente más alto que 

el obtenido por Boretto el al. (2002). Por otra parte, diversos 

investigadores que han trabajado con especies diferentes: Hishinuma el 

al. (2003), con ciervo; Yu y Leibo (2002) en perro y Zomborszky el al. 

(1999) con ciervo rojo, mencionan que los parámetros de la movilidad 

masal y progresiva se alteran con el transcurso del tiempo poslmortem. 

Kaabi el al. (2003) en espermatozoides de camero obtenidos 

poslmortem, reportaron que a las 24 h el porcentaje de movilidad 

progresiva fue de 64.7 ± 2.7 y a las 48 h fue de 52.4 ± 3.8, encontrando 

diferencias significativas a las 24 h, en nuestro estudio los valores 

obtenidos fueron semejantes (a las 24 h 67 ± 7.4 y a las 48 h 50 ± 7.8) , 

sin embargo, encontramos diferencias significativas hasta las 48 h 

postmortem con respecto al siguiente tiempo de 72 h, esto pudiera 

deberse al medio util izado para el lavado retrógrado epididimal (medio 

Andersen), el cual, al contener fructosa, le proporciona una fuente de 

energía al espermatozoide, mientras que Kaabi el al. (2003) no utilizaron 

medio alguno para la obtención de la muestra (obtenida mediante cortes 

con bisturí en la cola del epidídimo), por lo que atribuimos a la falta de un 

medio energético los valores menores de movilidad obtenidos por Kaabi 
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el al. (2003). Por otra parte, la evaluación de la integridad de la 

membrana plasmática constituye una importante información en la 

eva luación de la fertilidad potencial del macho, González el al. (2010) en 

ovino obtuvieron una viabilidad de 82% a las 24 h Y 75% a las 48 h 

poslmortem, mientras que nosotros obtuvimos a las 24 h 69.8 ± 7.0 y a . . 
las 48 h 56.0 ± 5.0, estos resultados difieren tal vez por los diferentes 

medios utilizados para la obtención de la muestra ya que ellos utilizaron 

medio Brackett, además no mencionan las caracteristicas de los 

individuos que analizaron (raza, edad, etc.). Los espermatozoides con 

daño en la membrana liberan nucleasas endógenas que dañan el ADN 

(Ward y Ward, 2004). Sotolongo el al. (2005) reportaron la existencia de 

endonucleasas endógenas en espermatozoides maduros de ratón, 

hámster y humanos, que digieren el ADN espermático en fragmentos de 

aproximadamente 50 kb . 

En cuanto a la morfología esperm ática, cabe señalar que es un 

importante parámetro de selección y se correlaciona con el potencial de 

fertilidad, desarrollo embrionario e implantación (Kruger el al., 1986; 

Oehninger el al., 1996; De Vos el al., 2003); la morfolog ia espermática 

es muy importante para la sobrevivencia de los embriones en los ovinos, 

como lo demostró Fournier-Delpech el al. (1982) al obtener un mayor 

porcentaje de sobrevivencia de embriones resultantes de 

espermatozoides provenientes de la cola del epididimo mientras que la 

sobrevivencia fue menor en embriones resultantes de esperm atozoides 

de la porción distal del cuerpo del epidídimo, donde se encuentran 

espermatozoides que aun no han perdido la gota citoplásmica, si tuación 

considerada como anormalidad morfológica de los espermatozoides. 

Kaabi el al. (1999), en morueco reportaron que el incremento en el 

tiempo de obtención de las muestras esperm áticas . aumenta el 

porcentaje de espermatozoides con defectos morfológicos, de 7.2 ± 3.0 
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a las 24 h a 11.5 ± 3.6 a las 48 h poslmortem, manteniendo las muestras 

en refrigeración (5°G). De igual forma , Kaabi el al. (2003), en borrego 

reportaron un porcentaje de anormalidades de 7.2 ± 0.9 a las 24 h Y 11 .5 

± 4.3 'a las 48 h. Nuestros resultados son semejantes ya que se obtuvo 

un porcentaje de anormalidades totales de 8 ± 0.7 a las 24 h Y 8 ± 0.86 a 

las 48 h conservando las muestras a 4°C. La mayoría de las alteraciones 

encontradas por nosotros conforme el tiempo poslmortem aumenta, 

fueron en el flagelo lo que implica un impedimento para el movimiento de 

los espermatozoides, esto coincide con Kaabi el al. (1999) quienes 

reportaron que entre 65% y 75% de las anomalías (dependiendo del 

tiempo poslmortem) se presentaron en el flagelo del espermatozoide 

ovino. Kaabi el al. (1999) también menciona que a temperatura ambiente 

las anormalidades espermáticas en el morueco aumentan 

significativamente ya que a las 24 h obtuvieron un porcentaje de 14.6 ± 

3.1 y 25 ± 3.4 a las 48 h, mientras que Kaabi el al. (2003) sin mantener 

los epididimos de borrego en refrigeración observaron también un 

aumento significativo en el porcentaje de las anormalidades siendo de 

14.6 ± 5.3 a las 24 h y de 25.0 ± 3.7 a las 48 h, lo que confirma que 

manteniendo los epididimos en refrigeración se detiene parcialmente el 

proceso de autolisis celular poslmortem obteniéndose muestras con un 

menor porcentaje de anormalidades que aquéllas que son mantenidas a 

temperatura ambiente. 

Por otra parte, el estudio del núcleo del espermatozoide permite valorar 

la madurez y la estabilidad del mismo, condiciones necesarias para que 

el espermatozoide tenga la capacidad de descondensarse en el 

momento adecuado durante el proceso de fecundación (McCarthy y 

Ward, 2000). Los estudios del ADN espermático se desarrollaron cuando 

se asociaron problemas de fertilidad con alteraciones de la estructura del 

núcleo (Evenson el al., 1994), estas alteraciones han sido clasificadas 
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como factores incompensables de la fertilidad ya que no es posible 

,mejorar la fertilidad aumentando el número de espermatozoides ' por 

dosis de inseminación (Saake el al., 1994). Además, el daño en el ADN 

de los espermatozoides es considerado como una causa importante de 

infertilidad y ha despertado particular interés debido al riesgo que implica 

la transmisión de defectos genéticos a la descendencia, en especial, 

cuando se utilizan técnicas de reproducción asistida, donde no es posible 

realizar una selección espermática que permita excluir espermatozoides 

con daño genómico. A este respecto, evidencias recientes sugieren que 

la fecundación de un ovocito con espermatozoides que tienen niveles 

altos de daño en el ADN, puede conducir a una pérdida embrionaria 

temprana, disminución de las tasas de gestación (Henkel el al., 2004) , 

morbil idad en la descendencia, incluido cáncer durante la niñez 

(Pettersson el al., 2004), infertilidad en la adultez (Agarwal y Said, 2003; 

Agarwal el al. , 2003; Aitken el al., 2003a), enfermedades genéticas 

causadas por mutaciones dominantes (Kuhnert y Nieschlag, 2004) y 

enfermedades epigenéticas (Valenzuela, 2005). En este contexto, varios 

estudios han examinado la relación entre el daño al ADN, la ca lidad 

embrionaria, el clivaje y las tasas de gestación tanto en concepción 

natural (Spano el al., 2000) como asistida (Bungum el al., 2004; Bungum 

el al., 2007). Entre las técnicas de reproducción asistida, destaca la 

inyección intracitoplasmática de espermatozoides (leSI); con la 

utilización de esta técnica se sobrepasan las barreras fisiológicas que un 

espermatozoide debe superar para fecundar el ovocito incrementándose 

las posibilidades de fecundación . En este sentido, se deben valorar 

especialmente aquellas muestras que presentan un porcentaje de 

espermatozoides con daño nuclear significativamente superior al 

encontrado en individuos fértiles cuando se recurre a la realización de la 

técnica de lesl (Enciso el al., 2006; Ozmen el al., 2007; Sergerie el al., 
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2005; Zini y libman, 2006). En general, los estudios del núcleo del 

espermatozoide demuestran una asociación negativa entre el porcentaje 

de esperm atozoides con daño en el ADN y los resultados de la 

inseminación intrauterina, fecundación in vitro e inyección 

intracitoplasmática de espermatozoides (A,9arwal y Allamaneni, 2004). 

Basándose en los resultados de estos estudios, los investigadores 

recomiendan anal izar la integridad de la cromatina de los 

espermatozoides antes de ser utilizados en las técnicas de reproducción 

asistida (Ozmen el al. 2007). Respecto a este parámetro. nuestros 

resultados (4h/4.53%. 24hl7.62%. 48h/9.28%. 72h20.13%. 96h/22.52%. 

120h/36.38%) muestran un incremento significativo en el daño después 

de las 72 horas poslmortem. sin embargo. debido a diferencias 

metodológicas con otros estudios. principalmente porque en los estudios 

que se han hecho sobre daño en el ADN en el espermatozoide las 

muestras son criopreservadas y analizadas post-descongelamiento. no 

nos es posible hacer una comparación acertada con nuestros 

resultados; sin embargo. podemos proponer que la capacidad del 

espermatozoide para mantener su ADN con un minimo daño hasta las 

48 h poslmortem. puede deberse a que el ambiente epididimal. cuenta 

con sistemas antioxidantes endógenos (complejo glutatión y sistema 

superóxido dismutasa/catalasa) que retrasan o previenen 

significativamente la oxidación del sustrato . Como sustrato oxidable se 

pueden considerar las moléculas orgánicas o inorgánicas que se 

encuentran en las células: proteínas. lípidos. hidratos de carbono y ADN. 

Los antioxidantes impiden que otras moléculas se unan al oxigeno. ya 

que al reaccionar interactúan con los radicales libres del oxígeno y las 

ERO en un determinado microambiente: membrana plasmática. citosol. 

núcleo o líquido extracelular (Droge. 2002). Se ha vis to que las ERO son 

mediadores importantes del daño al espermatozoide y han sido 
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asociados a disminución en motilidad, morfologia anormal y una baja 

capacidad de penetración al ovocito (Mann el al., 1980;, Aitken y Fisher, 

1994; Aitken , 1995). En el epididimo se encuentran antioxidantes como 

el complejo glutatión (glutatión peroxidasa, glutatión-S-transferasa, 

glutamil transpeptidasa, etc.) y el sistema superóxido dismutasa/catalasa 

(Hinton el al., 1995; Robaire el al. , 2006). Diversos' estudios han 

demostrado que altos niveles de algunos antioxidantes están 

correlacionados positivamente con la calidad espermática (Fraga el al., 

1991; Kobayashi el al., 1991 ; Fraga el al., 1996; Suleiman el al., 1996), 

por lo que estos sistemas antioxidantes podrian proporcionarle una 

protección prolongada al espermatozoide durante su almacenamiento 

en la cola del epidídimo, además la refrigeración de los testículos 

durante su almacenamiento poslmortem, hace que la energía y los 

requerimientos de oxígeno de las células disminuyan (Chandrasoma y 

Taylor, 2003) con lo que es posible que el proceso de autolisis celular se 

detenga temporalmente. 

Por otra parte, la evaluación de la integridad de la cromatina 

espermática, en combinación con la determinación de la motilidad y 

viabilidad espermáticas puede ayudar en la valoración más precisa de la 

calidad de las muestras seminales en los animales domésticos 

(Rodríguez, 2007). Nosotros encontramos correlaciones entre la 

fragmentación del ADN y la motilidad masal (-0.64167, p<.0001), 

motilidad progresiva (-0.66779, p<.0001), viabilidad (-0.58483, p<.0001) 

y anormalidades (0.42825, p<.0001); varios autores reconocen que hay 

una correlación entre los parámetros de motilidad, viabilidad espermática 

(Huang el al., 2005; Irvine el al., 2000; Kodama el al., 1997; Saleh el al., 

2003; Tomlinson el al., 2001) Y anormalidades (Sheikh el al., 2008), y los 

índices de fragmentación del ADN tanto en animales como en los seres 

'humanos, lo que a su vez está relacionado con el éxito reproductivo 
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(Rodríguez y Barth, 2007). La eva luación de la integridad de la cromatina 

espermática. es una herramienta muy importante para predecir el éxito de 

la inseminación artificial , la técnica de reproducción asistida usada más 

frecuentemente en las especies de animales domésticos (Garcia el al., 

2007; López el al., 2007). También permite valorar si el proceso de . . 

congelación de los espermatozoides es el adecuado para mantener la 

integridad del genoma espermático, condición indispensable para un 

correcto establecimiento de los bancos de germoplasma de diferentes 

especies (Boe-Hansen el al., 2005; Fraser y Strzezek, 2005; Fraser y 

Strzezek, 2006; Peris el al. , 2007; Yildiz el al. , 2007) . 

Otros resultados interesantes obtenidos en este trabajo son, que al igual 

que Soler el al. (2005) en Cervus elaphus hispanicus, nosotros no 

encontramos diferencias significativas entre los espermatozoides del 

testículo derecho y el izquierdo, tanto en el espermograma como en 

cuanto al daño en el ADN, por lo que podemos asumir que los 

espermatozoides contenidos en los epididimos derecho e izquierdo en el 

ovino se mantienen en condiciones similares. También encontramos 

diferencias significativas (p<0.0001) en cuanto al peso del epidídimo, la 

motilidad masal, la motilidad progresiva, la viabilidad, concentración, 

anormalidades espermáticas y el porcentaje de fragmentación de ADN 

durante el periodo en que se realizó este estudio (Agosto-Marzo). La 

estacionalidad reproductiva es un fenómeno adaptativo utilizado por 

muchos animales silvestres para enfrentar los cambios estacionales de 

las condiciones climáticas, de manera que los partos ocurran durante el 

periodo del año más favorable para las crias (Malpaux el al., 1999; 

Parkinson y Follet, 1994); sin embargo, la domesticación ha conducido a 

una pérdida casi completa de esta adaptación en bovinos y porcinos, 

pero ha sido conservada en ovinos originarios de climas templados 

(Malpaux el al., 1996). Al igual que nosotros, Peris el al. (2004) también 
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observan una variación del daño en el ADN enlre los eyaculados de 

carneros a lo la[go de la temporada reproductiva , sin embargo, no le 

atribuyen a este factor las diferencias encontradas, sino a un posible 

efécto de la variación individual. En nuestro estudio , tampoco nos es 

posible afirmar que tenga un efecto sobre .estos parámetros, ya que al 

ser animales de rastro, no pudieron ser controlados factores como la 

edad, la genética, condición corporal, enferm edades subyacentes, mes 

de nacimiento del individuo, etc. o simplemente pudo deberse a 

variabilidad biológica individual. 

XII. CONCLUSIONES 

La integridad del ADN en el espermatozoide ovino es afectada por el 

tiempo postmortem, pudiéndose obtener células con menor daño antes 

de 48 h postmortem, ya que a partir de este tiempo el porcentaje de ADN 

con daño aumenta significativamente un 10.85% a las 72 h, mientras que 

de las 4 h hasta las 48 h postmortem se observa un incremento de 

solamente 4.75% de ADN fragmentado. 

De acuerdo a los resultados del espermograma, seria viable obtener 

espermatozoides de cola de epidídimo de ovinos antes de 48 h 

postmortem debido a que hasta este tiempo los valores del 

espermograma se mantienen dentro del rango normal establecido para la 

especie ovina. 

La sensibilidad del Ensayo Cometa la hace una técnica útil para detectar 

cambios en la integridad del ADN espermático a diferentes tiempos 

postmortem (4, 24 48, 72, 96,120 h) . 
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La calidad de los espermatozoides obtenidos del epididimo izquierdo y 

el derecho es semejante en cuanto a viabilidad, movilidad masal y 

progresiva, anorm alidades y fragmentación de ADN . 

XIII. PERSPECTIVAS 

Conocer qué factores están involucrados en la fragmentación del ADN 

espermático e identificar qué condiciones favorecen un aumento en el 

daño es importante para diseñar los protocolos óptimos de manipulación 

y conservación de espermatozoides que permitan mantener la integridad 

de su ADN, ya que ésta es requisito indispensable para el éxito 

reproductivo y requiere ser evaluada, especialmente cuando se utilizan 

técnicas de reproducción asistida. 
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