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RESUMEN 

Actualmente, al menos seis millones de niños han nacido por tratamientos de 

reproducción asistida en todo el mundo (ESHRE, 2016). Para el desarrollo de estos 

tratamientos es necesario el manejo de muestras de semen en un laboratorio donde los 

espermatozoides son capacitados y seleccionados según los parámetros de la Organización 

Mundial de la Salud (OMS, 2013). Durante este proceso los espermatozoides son expuestos 

a especies reactivas de oxígeno del ambiente y a las producidas por leucocitos. Se han 

reportado casos con una relación directa entre niveles altos de especies reactivas de oxígeno 

e de infertilidad masculina (Robinson, et al. 2012). 

 

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar el tiempo máximo de incubación 

para las muestras de semen, previo a que inicie el daño por oxidación. Se extrajeron 

leucocitos de muestras de sangre y se cultivaron a diferentes concentraciones con las 

muestras de semen correspondientes por períodos cortos de incubación. En cada tiempo se 

cuantificó la concentración de especies reactivas de oxígeno, movilidad progresiva, 

vitalidad, integridad de ADN y descompactación cromosómica en espermatozoides.  

 

Con ello se determinó el tiempo máximo de incubación de las muestras de semen, 

para tratamientos de reproducción asistida, previo al daño macro y microscópico causado 

por la presencia de especies reactivas de oxígeno. Los resultados obtenidos sugieren que 

las muestras de semen deben procesarse lo más pronto posible, con un tiempo máximo de 

30 minutos, luego de su licuefacción para minimizar el daño producido por oxidación. Se 

considera una prueba piloto exitosa, pero no se recomienda realizar un estudio más grande 

porque estos resultados ya sugieren una tendencia a pesar de ser una muestra reducida.  
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I. INTRODUCCIÓN 

A. Antecedentes 

1. Generalidades de tratamientos de reproducción asistida   

   a. Origen. La fecundación natural inicia desde el momento en que un 

espermatozoide penetra un óvulo. Durante una relación sexual, los espermatozoides son 

depositados en la vagina de la mujer por medio de la eyaculación, desde donde nadan hacia 

el óvulo para fecundarlo. Sin embargo, aproximadamente 15% de las parejas en edad 

reproductiva son infértiles, es decir, no logran un embarazo después de un año de estar 

intentándolo (Bungum, 2011). A raíz de esto, a mediados de los años setentas nació el primer 

“bebé probeta”, Louise Brown, por medio de la fecundación in vitro (Bungum, 2011). Según 

la ESHRE - European Society of Human Reproduction and Embryology -actualmente existen 

por lo menos 6 millones de niños, a nivel mundial, nacidos por estos procedimientos 

(ESHRE, 2016).  

b. Procedimiento general. Se define como técnica de reproducción asistida (TRA) a 

cualquier tratamiento que involucra el manejo de gametos o embriones fuera del cuerpo; los 

tres principales son la inseminación artificial, la fecundación in vitro (FIV), y la inyección 

intra-citoplasmática de espermatozoides (ICSI, por sus siglas en inglés) (NHMRC Ethical 

guidelines on assisted reproductive technology, 1996). El primero se considera un 

tratamiento de baja complejidad, mientras que los últimos dos se consideran tratamientos de 

alta complejidad. Esta diferencia se establece porque en una inseminación artificial la 

fecundación si es intra corporal, mientras que en una FIV o ICSI, la fecundación es in vitro. 

En todos los casos, el tratamiento inicia con la obtención de una muestra de semen, ya sea 

por masturbación, por coito interrumpido o por biopsia testicular. Esta muestra es procesada 

en el laboratorio donde los espermatozoides son capacitados y evaluados según los 

parámetros oficiales de la Organización Mundial de la Salud (OMS, 2013). En el caso de las 

inseminaciones artificiales se prosigue a depositarlos dentro de la cavidad uterina de la mujer 

y se espera una fecundación interna. Mientras que en los tratamientos de alta complejidad es 

necesaria la obtención de óvulos por medio de una punción folicular, que luego se cultivan 

en condiciones controladas. Posteriormente, en las FIV se depositan pequeños volúmenes de 

la muestra de semen procesada junto con los óvulos extraídos, para facilitar la fecundación.
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En ICSI, los espermatozoides se inyectan directamente dentro del óvulo. En ambos casos, 

los embriones generados ser cultivan de 3 a 6 días, y vitrifican o transfirieren al útero de la 

mujer, esperando su implantación (Gardner, et al. 2008).  

c. Espermograma. Como se mencionaba antes, el procesamiento de semen en el 

laboratorio inicia con la evaluación del eyaculado. Esta evaluación se conoce como 

espermograma (OMS, 2013). En esta primero se evalúa la muestra a nivel macroscópico 

incluyendo el color, la apariencia, la viscosidad, la presencia/ausencia de geles, y el nivel de 

licuefacción. Esta última se da luego de una incubación a 37°C con una duración aproximada 

de 15 a 30 minutos, pero es un tiempo indefinido y puede variar mucho según la muestra. 

Esta incubación es necesaria debido a la presencia de seminogelinas en el eyaculado fresco 

que dificultan su evaluación y procesamiento porque le dan una consistencia espesa y 

gelatinosa, difícil de observar en un microscopio. Al entrar en contacto con el ambiente, las 

seminogelinas se licúan y resulta en un semen más homogéneo, menos viscoso y más fácil 

de evaluar (Lipshultz, et al. 2009). Una vez alcanzada la licuefacción completa, se prosigue 

con el cálculo de concentración espermática, la clasificación del tipo de movilidad, la 

vitalidad y la morfología de aproximadamente 200 espermatozoides. Se reportan porcentajes 

y valores promedio. En la Figura 1A se puede observar una imagen microscópica de 

espermatozoides teñidos con eosina-Azure A para la evaluación de su morfología. En la 1B 

se observan espermatozoides teñidos con eosina para evaluar su morfología.  

Un paciente se diagnostica con azoospermia cuando no se encuentran espermatozoides, 

criptozoospermia cuando hay menos de 100,000 espermatozoides por mililitro; 

oligozoospérmia cuando hay menos de 5 a 10 millones, astenozoospérmia cuando hay muy 

baja motilidad, y teratozoospérmia cuando la morfología está muy alterada (OMS, 2013). 

Una variedad de autores ha reportado que pacientes con este tipo de diagnósticos tienen hasta 

un 43% de espermatozoides con ADN dañado (Shamsi, et al. 2011; Edmund, et al. 2014; 

Aitken, 1992; Athayde, et al. 2007), y resaltan el problema de que un espermograma 

tradicional no incluye análisis genético por lo que recomiendan incluirlo.  
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Figura 1. Apariencia de espermatozoides al evaluar su morfología y vitalidad.  

A, Apariencia microscópica de espermatozoides teñidos con eosina-Azure A para evaluar 

su morfología. Magnificación 1,000X. B. Espermatozoides teñidos con eosina para evaluar 

su vitalidad. Magnificación 400X 

 

(OMS, 2013) 

B. Marco teórico  

1. Capacitación de espermatozoides. Al concluir con el espermograma, los 

espermatozoides son seleccionados para aislar a los que tienen mejor movilidad y 

capacitarlos para que puedan fecundar al óvulo. Solo los más capaces serán utilizados para 

el tratamiento de reproducción asistida (Athayde, et al. 2007). Existen dos procedimientos 

comúnmente usados para seleccionarlos: por swim-up o por gradientes de densidad. El swim-

up consiste en la centrifugación de la muestra total de semen, con el mismo volumen de 

medio. Luego de ello se agrega 1 mL de cultivo a la pastilla que queda al fondo, y se deja en 

incubación a 37 °C, durante media hora. En este tiempo, solo los mejores espermatozoides 

nadarán a la superficie del medio y serán colectados para su uso posterior. En el caso del 

tratamiento con gradientes de densidad, son necesarias soluciones al 40 % y 80 % de medio 

de cultivo especial. Se coloca el equivalente al volumen de la muestra en un tubo cónico en 

el siguiente orden: 80 %, 40 %, muestra total de semen. Todo esto se centrifuga y la pastilla 

colectada al fondo es trasvasada y pasada por un lavado más con medio y centrifugación, 

para su posterior uso (OMS, 2013) en el tratamiento que corresponda. Por medio de este 

procedimiento se remueven todas las células contaminantes, células del sistema inmune, 

plasma, seminogelias restantes, y espermatozoides inmaduros o con malformaciones; 
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seleccionando solo a los más competentes y con mayor capacidad fecundativa (Athayde, et 

al. 2007). 

2. Especies reactivas de oxígeno. Los ROS (especies reactivas de oxígeno, por sus siglas 

en inglés), son sub productos normales de las reacciones metabólicas de cualquier célula, 

incluyendo los espermatozoides. La principal forma de ROS ocurre con la adición de un 

electrón extra al oxígeno, resultando en un superóxido aniónico radical. Este se convierte 

luego en más tipos de ROS, incluyendo peróxido de hidrógeno (H2O2) y peroxyl (HO2·). Son 

inestables y reaccionan con aminoácidos, lípidos y ácidos nucleicos (Edmund, et al. 2014; 

Vernet, et al. 2001). En el esperma humano, los ROS son generados a partir de dos vías 

principales: nicotidamida adenina dinucleotido fosfato (NADPH) oxidasa en la membrana 

plasmática y por la nicotidamida adenina dinucletido (NADH) óxido reductasa en el sistema 

mitocondrial (Lipshultz, et al. 2009; Vernet, et al. 2001). Una concentración baja de ROS es 

necesaria para la maduración y capacitación normal de los espermatozoides ya que induce 

cambios en la membrana espermática. Su membrana sufre cambios en la distribución de sus 

ácidos grasos, en glicosilación, y en la razón colesterol: fosfolípido. Cuando estos procesos 

no ocurren correctamente, los espermatozoides pierden su capacidad fecundante y no 

responden biológicamente a los atrayentes ovulatorios, como la progesterona (Vernet, et al. 

2001).  

Los ROS se pueden producir por fugas de electrones en la cadena de oxidación 

mitocondrial, generando NADPH oxidasa y óxido nítrico (NO-). Se sabe que el NO- tiene 

efectos citotóxicos, pero se cree que es un mediador de la función del espermatozoide 

(Cavagna, et al. 2012). Se ha determinado que el nivel de ROS en semen incrementa cuando 

los espermatozoides se cultivan en el mismo medio con neutrófilos, espermatozoides 

inmaduros o metales pesados (Hekmatdoost, et al. 2009; Aitken, et al. 1992). Los mayores 

productores de ROS en el semen son espermatozoides inmaduros o leucocitos (Bungum, 

2011; Aitken, 1999; Agarwal, et al. 2014). Los espermatozoides inmaduros se caracterizan 

por tener citoplasma residual contenido en la parte media de su cola; lo cual resulta en más 

actividad de la glucosa-6-fosfato des-hidrogenasa y lleva a una generación excesiva de 

NADPH y por lo tanto también de ROS (Aitken, 1999).  
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En la Figura 2 se puede observar el mecanismo propuesto por Aitken en 1999 para la 

sobreproducción de ROS en espermatozoides inmaduros. Inicia con el exceso de citoplasma 

que no se ha podido eliminar en el proceso de maduración por lo que se acumula en el cuello. 

Por tanto, también se acumula exceso de enzimas citoplasmáticas en ello. Algunos ejemplos 

de estas enzimas son la ácido láctico deshidrogenasa, creatinina quinasa, superóxido 

dismutasa, o la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa. Estas producen exceso de NADPH, que 

genera exceso de oxígeno diatómico y a su vez genera peróxido de hidrógeno. Este último es 

el compuesto que finalmente genera daño peroxidativo al espermatozoide.  

 

Figura 2. Mecanismo propuesto por Aitken en 1999 (modificado del inglés) para la 

sobreproducción de ROS a partir de espermatozoides inmaduros. 

 

Un exceso en la producción de ROS genera un ciclo vicioso que no termina hasta que 

ocasiona muerte celular. Aitken y sus colaboradores propusieron en el 2013 una hipótesis del 

mecanismo de oxidación que sufren los espermatozoides. En ella explican cómo los espermas 

que están expuestos a un exceso de ROS se ligan a una cascada de reacciones que finalmente 

llevan a la apoptosis. Todo comienza con el desencadenamiento de una mayor producción de 

ROS por una fuga de la mitocondria y culmina en la fragmentación del ADN y muerte celular. 



6 

 

 

 

Mencionan que el inicio del ciclo podría deberse al fallo en la capacidad antioxidante del 

espermatozoide, calor o radiofrecuencias o anormalidades morfológicas. También resaltan 

que existe la vía de fosforilación de PI3 que mantiene a los espermatozoides vivos porque 

previene que entren en un estado apoptótico. La inhibición de esta vía resulta en una rápida 

pérdida de motilidad, generación de ROS mitocondriales, y finalmente daño al ADN por OS 

(estés oxidativo, por sus siglas en inglés) (Aitken, et al. 2013).  

 

Más adelante, Aitken y sus colaboradores proponen un mecanismo más detallado en 

el 2013 (ver Figura 3) respecto a la vía de generación de daño por ROS en espermatozoides. 

Inicia con un factor externo que puede ser ambiental, genético, o del estilo de vida del 

hombre. Esto provoca la desfosforilación de la proteína BAD por la Atk-1 que señaliza para 

la vía de apoptosis, lo cual genera ROS mitocondriales e inicia el ciclo de daño oxidativo. 

Este se comprende por tres pasos básicos de oxidación: aducción SDH, aldehídos lipídicos 

4HNE/acroleína, y peroxidación de lípidos; que finalmente culmina en daño permanente al 

ADN espermático. 
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Figura 3. Hipótesis del mecanismo de daño por ROS en espermatozoides  

 

 (modificado de Aitken, et al. 2013). 

 

La proximidad del ADN genómico a las mitocondrias, lugar de la producción de ROS 

intracelulares, lo hace más susceptible a daños por OS, perpetuando el ciclo de daño 

genómico por especies oxidantes (Shamsi, et al. 2011; Aitken y De luliis, 2009). 

 

Por otra parte, casi inmediatamente después de que el espermatozoide comienza a 

sufrir estrés oxidativo, los fosfolípidos poliinsaturados – particularmente ácido 

decosaexanóico con seis enlaces dobles por molécula (Aitken y Roman, 2009) - inician la 
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cascada de peroxidación que genera aldehídos lipídicos como 4HNE, acroleína y 

malondialdehído (Edmund, et al. 2014; Aitken, et al. 2013). Las concentraciones altas de 

ácidos grasos poliinsaturados en la membrana son particularmente vulnerables a sufrir por 

los efectos de los ROS por su abundancia de enlaces dobles. Al ser atacados estos generan 

radicales lipídicos con un carbono central que luego reaccionan con el oxígeno y generan 

ROO• y RO•, que para lograr estabilizarse remueven hidrógenos vecinales y perpetúan el 

ciclo, asegurando el daño progresivo a lo largo de toda la población espermática (Aitken y 

Roman, 2009; Aitken, 1992). La sobreabundancia de estos también estimula la producción 

de ROS mitocondriales que desencadenarán una respuesta apoptótica por un estado de estrés 

oxidativo severo (Gavriliouk y Aitken, 2015). Las mayores víctimas de estos agentes 

oxidantes resultan ser proteínas de membrana mitocondrial, lo cual lleva a la formación de 

un anión superóxido que activará la cascada de apoptosis. Por lo tanto, el daño no ocurre sólo 

al ADN sino también a las membranas celulares. Espermatozoides completamente normales, 

según los parámetros de la OMS, aún podrían llevar en su interior ADN dañado, creando un 

problema para la selección de espermatozoides en TRAs de alta complejidad. Inclusive si los 

espermatozoides no presentaran daño en cuanto a integridad o compactación de ADN, puede 

que carguen con mutaciones epigenéticas que luego se hereden al ADN embrionario (Aitken, 

et al. 2013; Shamsi, et al. 2011; Robinson, et al. 2012; Aitken y De lullis, 2009).   

 

En 1999 Aitken propone un mecanismo detallado de la vía de oxidación en ácidos 

grasos de membrana (ver Figura 4). Inicia con la acción de peróxido de hidrógeno con iones 

hidroxilo sobre los ácidos grasos poliinsaturados. Esto genera un grupo sustituyente con 

radical libre que libera oxígeno diatómico. Este a su vez produce más radicales libres de 

ácidos grasos que se catalizan por metales de transición. Finalmente, el ciclo continúa con la 

interacción de los radicales libres generados con otro ácido graso presente y el ciclo se 

perpetúa hasta que resulta en la pérdida de fluidez y función de membrana, haciendo al 

espermatozoide más susceptible a daño por ROS extra celulares.  
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Figura 4. Mecanismo de oxidación en ácidos grasos poliinsaturados propuesto por 

Aitken, 1999 (modificado del inglés). 

 

 

En el 20% de los casos de infertilidad la causa predominante se debe a factores 

masculinos y en otro 30% se debe tanto a factores masculinos como a factores femeninos 

(Bungum, 2011; Shulte, et al. 2010). Los valores de ROS en semen tienen hasta un 68.8% 

de sensibilidad y un 93.8% de especificidad para diagnosticar infertilidad debido a factor 

masculino (Edmund, et al. 2014), por lo que sí es un parámetro importante para incluir en los 

análisis de rutina en un laboratorio de fertilidad.  

 

3. Medición de ROS. Debido a la importancia de los ROS, en las últimas décadas se han 

desarrollado los siguientes ensayos para evaluar su concentración (Lipshultz, et al. 2009):  

a. Quimioluminiscencia. Es el método más común para medir la concentración de 

ROS en semen. La reacción entre los agentes oxidantes y ciertos reactivos específicos 

producen una emisión de luz que se puede convertir en una señal eléctrica, medible con un 
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luminómetro. Los principales reactivos utilizados son luminol y lucigenina. El primero 

produce señales que se correlacionan con la función espermática. En su estado neutral es una 

molécula que reacciona con los radicales libres que encuentra ya sea extra o 

intracelularmente. Esto resulta en una desventaja porque no se puede diferenciar entre ambos 

y además, tiene una vida media muy corta y produce apenas un 2% de rendimiento en los 

mejores casos. En su estado cargado es relativamente impermeable a la membrana y 

reacciona con los superóxidos que encuentra extracelularmente. Además, tiene como 

desventaja que solo mide la concentración total de ROS, pero no da información entre las 

diferentes contribuciones de espermatozoides inmaduros o leucocitos (Lipshultz, et al. 2009). 

 

b. Test de nitro azul tetrazolio (NBT). Es un colorante amarillo, soluble en agua, que 

reacciona con los superóxidos celulares que forman un derivado del formazan, monitoreable 

por medio de un espectrofotómetro. El sistema oxidativo de NADPH en el citoplasma reduce 

el NBT a formazan. Este test puede utilizarse para células individuales, ya sea leucocitos o 

espermatozoides. Refleja la producción de ROS en el citoplasma celular y ayuda a determinar 

del lugar de origen específico. Presenta como desventajas que el NBT también puede ser 

reducido por otras reductasas celulares y no solo los ROS. Es un método rápido, fácil, barato 

y altamente sensible (Lipshultz, et al. 2009). Este test ha demostrado ser útil en la 

cuantificación tanto de leucocitos como de concentración de ROS (Iommiello, et al. 2015).  

 

c. Citometría de flujo. En este método se utilizan sondas fluorescentes, normalmente 

DCFH-DA, DHE, y dihidrohodamina 123. Estas sondas se difunden dentro de las células y 

al oxidarse emiten fluorescencia que se puede medir con un citómetro de flujo. Es así como 

mide tanto la concentración como la razón. También se puede utilizar para diferenciar entre 

espermatozoides viables y no viables en una muestra de semen por medio del uso de tintes 

como yoduro de propidio o Yopro-1. Dependiendo de los tipos de sondas que se utilicen, este 

método puede diferenciar entre todos los tipos de ROS y su ubicación específica dentro de la 

célula. Tiene como desventajas que es muy costoso y se necesita de un software 

computacional complicado con un técnico experto (Lipshultz, et al. 2009). 
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Los ROS también se pueden medir por medio de otras técnicas como el test de 

reducción de citocromo c, la resonancia de electro-spin (ESR, por sus siglas en inglés), 

resonancia electrónica paramagnética, o el ensayo basado en xilenol-naranja, pero todas estas 

técnicas no se discutirán en detalle porque no son relevantes para el estudio. 

 

4. Neutrófilos. La presencia de más de un 1 millón de leucocitos por mililitro de muestra 

se conoce como leucospermia o leucocitospermia (OMS, 2013). Se presenta en un 10-20% 

de hombres infértiles (Agarwal, et al. 2014). Esta patología se puede deber a una infección o 

inflamación, que atrae células del sistema inmune. Los neutrófilos y los macrófagos 

constituyen hasta un 95% de los leucocitos seminales (Cavagna, et al. 2012). Naturalmente 

los fagocitos generan radicales libres (Aitken, et al. 2013). Esto resulta en una sobre 

producción de citoquinas, que da lugar a la generación de especies oxidativas (Cavagna, et 

al. 2012; Robinson, et al. 2012; Edmund, et al. 2014). Los ROS también son generados por 

espermatozoides inmaduros, pero los leucocitos pueden generar hasta 1,000 veces más que 

ellos en condiciones fisiológicas (Edmund, et al. 2014; Iommiello, et al. 2015; Agarwal, et 

al. 2014; Sharma, et al. 2001). Iommiello reportó en el 2015 que hay una correlación entre 

la concentración de leucocitos y el nivel de estrés oxidativo; lo cual confirma que 

probablemente los ROS sean producidos casi exclusivamente por leucocitos. Además, 

Agarwal reportó en el 2014 que los niveles de ROS medidos en 472 pacientes aumentaban 

según aumentaba la concentración de leucocitos en la muestra, sugiriendo una relación 

directa. 

Existe cierta capacidad antioxidante en el semen que logra amortiguar la presencia de 

ROS, pero cuando esta es sobrepasada los espermatozoides sufren estrés oxidativo (Oliva y 

Multigner, 2006). Algunos antioxidantes naturales son la dismutasa superóxida, la glutatión 

transferasa, la peroxidasa, la albúmina, la vitamina C, y el zinc (Aitken, 1999; Edmund, et 

al. 2014). Las células de Leydig están encargadas de producir todo el líquido seminífero el 

cual de la fluidez al semen y de producir la célula germinal a partir de la cual se forman los 

espermatozoides. En pacientes con edades más altas estas células dejan de generar suficiente 

líquido y por lo tanto también suficientes antioxidantes, volviendo a los espermatozoides más 

susceptibles a daños por ROS (Sharma, et al. 2001; Edmund, et al. 2014), por lo tanto, la 

integridad del ADN se ve directamente afectada por ello. Sharma reportó en el 2001 que los 
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hombres con infertilidad también presentaban menor capacidad amortiguadora en el 

eyaculado. El estrés oxidativo ocurre cuando la producción de ROS es mayor que la 

capacidad antioxidante que contenga el eyaculado (Agarwal, et al. 2014). Evidentemente, 

esto resulta en daño celular y genético en el espermatozoide (Iommiello, et al. 2015). El daño 

del ADN puede aumentar también por factores externos como tiempo de incubación 

excesiva, crio preservación, algunos tipos de cáncer como leucemia, medicamentos invasivos 

como quimioterapia, remedios herbales como Ginko biloba, consumo de cigarrillos, o toxinas 

culturales (Hekmatdoost, et al. 2009; Shulte, et al, 2010; Aitken y De lullis, 2009). Además 

de un tiempo de incubación excesiva sin suplementación con antioxidantes al medio de 

cultivo (Gavriliouk y Aitken, 2015).  

Se ha encontrado que existen niveles altos de leucocitos en el plasma seminífero de 

aproximadamente 40% de pacientes con infertilidad (Cavagna, et al. 2012; Edmund, et al. 

2014). Al capacitar a los espermatozoides para TRAs, ya sea por medio de gradientes de 

densidad o por swim-up, el plasma seminal se remueve. Por lo que la capacidad antioxidante 

del plasma de los espermatozoides es menor y resulta en una exposición total al medio 

ambiente y mayor vulnerabilidad a daño por ROS (Gavriliouk y Aitken, 2015; Aitken, 1999; 

Sharma, et al. 2001). 

 

5. ADN espermático y su medición. Como mencionan párrafos anteriores, la presencia 

de un exceso de ROS, producidos por fugas en la mitocondria, espermatozoides inmaduros 

o neutrófilos, en una muestra de semen puede producir daños severos en el ADN espermático. 

El índice de fragmentación de ADN (DFI, por sus siglas en inglés) es el más eficiente en 

predecir la fertilidad de una pareja y su probabilidad de concepción. El grado de fecundación 

es más alto en muestras que presentan un DFI menor al 10% aproximadamente, dependiendo 

de la técnica que se utilice para medirlo. Se ha encontrado una correlación negativa del mismo 

con la concentración de espermatozoides, la motilidad y la morfología (Sharma; et al. 2001). 

Athayde reportó en el 2007 que, de 161 pacientes evaluados, los que presentaban fertilidad 

tenían concentración espermática y otros parámetros de la OMS significativamente mejores 

que los que eran infértiles. Por otro lado, Iommiello reportó en el 2015 que, de 56 hombres 

evaluados, había una diferencia significativa en los niveles de DFI entre los que tenían 
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concentraciones altas de ROS y los que tenían concentraciones bajas. Los que tenían ROS 

altos, tenía un DFI alto; y los que tenían ROS más bajos, tenían DFIs más bajos también.  

Un DFI alto (30% o más) puede resultar en calidad embrionaria reducida incluso si la 

transferencia embrionaria es exitosa (Hekmatdoost, et al. 2009; Absalan, et al. 2012, 

Bungum, 2011; Schulte, et al. 2010; Shamsi, et al. 2011; Gavriliouk y Aitken, 2015). 

Típicamente los daños se reparan por los mecanismos moleculares conocidos como BER, 

NER, DSB, NHEJ, y HR (Gavriliouk y Aitken, 2015). Un DFI de 30% o más resulta en una 

probabilidad de embarazo de casi cero, según lo reportado en la literatura (Schulte, et al. 

2010; Tsarev, et al. 2009; Shamsi, et al. 2011); mientras que un DFI de 20% o menos resultó 

en un 13% de embarazos a término. Bungum reportó en el 2011 un DFI entre 20% y 40% en 

hombres con parámetros tradicionales normales en semen. Actualmente se cree que esta es 

la explicación que hacía falta en parejas con infertilidad idiopática o con pérdidas 

gestacionales repetidas (Absalan, et al. 2012; Kim, et al. 2013; Tsarev, et al. 2009; Aitken, 

et al. 2013; Shamsi, et al. 2011; Cavagna, et al. 2012; Iommiello, et al. 2015).  

 

La integridad del ADN espermático está relacionada con la fertilidad masculina en más 

o menos 50% de los casos (Absalan, et al. 2012; Athayde, et al. 2007). Se sabe que la calidad 

de la cromatina contenida en los espermatozoides tiene relación directa con el potencial 

reproductivo del hombre. Por lo tanto, el ADN anormal puede resultar en sub-fertilidad o en 

infertilidad masculina (Hekmatdoost, et al. 2009; Oliva y Multigner, 2006), aunque también 

interfieren otros factores relacionados con la genética, edad del hombre y exposición a 

radicales libres (Absalan, et al. 2012). La diferencia de la cromatina espermática con la 

cromatina en células somáticas radica en varios factores. Principalmente a que en el 

espermatozoide está mucho más compactada con el fin de proteger al ADN en su paso por el 

epidídimo hacia el exterior (Hekmatdoost, et al. 2009). De todos los mamíferos, el ADN 

espermático humano es el menos empaquetado de todos (Shulte, et al, 2010), lo cual lo hace 

más susceptible.  

Los mecanismos de daño al ADN no se conocen exactamente, pero existen tres hipótesis 

principales de sus causas:  
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a. Empaquetamiento anormal. Como se mencionaba antes, la cromatina espermática 

está de forma compactada. Durante la formación de los espermatozoides sus histonas son 

remplazadas por proteínas de transición y luego remplazadas por las proteínas más básicas, 

P1 y P2 (Kim, et al. 2013; Hekmatdoost, et al. 2009; Bungum, 2011). Esto neutraliza 

completamente los enlaces fosfodiéster de la columna de ADN y minimiza la repulsión entre 

las hebras vecinas (Tsarev, et al. 2009). Las protaminas convierten al ADN en una estructura 

llamada toroide y lo hace muy susceptible a daños por nucleasas y por ROS (Aitken, et al. 

2013; Gavriliouk y Aitken, 2015). Luego de esto, los grupos sulfhidrilo son oxidados a 

enlaces disulfuro para incrementar la compactación (Hekmatdoost, et al. 2009). La mayoría 

de los problemas surgen durante la formación de los enlaces o en el cambio de proteínas 

(Shulte, et al, 2010). La proporción de estas también es fundamental (Hekmatdoost, et al. 

2009; Bungum, 2011). Al estar mal empacado, el ADN se vuelve más susceptible al daño 

por ROS, incrementando su fragmentación (Bungum, 2011; Aitken, et al. 2013; Shamsi, et 

al. 2011). Shulte reportó en el 2010 que los hombres infértiles tienen una proporción más alta 

de histonas-protaminas, en comparación con hombres saludables. 

b. Apoptosis. Los espermatozoides que contienen señales de apoptosis son los que 

presentan daño permanente en el ADN. De manera que este mecanismo es muy importante 

para regular la producción de espermatozoides de buena calidad (Hekmatdoost, et al. 2009; 

Shulte, et al, 2010). La apoptosis se señaliza por medio de las proteínas Fas o por la reducción 

de telómeros. Los parámetros seminales con niveles bajos se asocian con una incidencia alta 

de proteínas Fas (Shulte, et al, 2010). El problema ocurre cuando los espermatozoides no 

completan el ciclo y se quedan en una fase intermedia entre vivo y apoptótico (Hekmatdoost, 

et al. 2009; Bungum, 2011). No se conocen factores extrínsecos que vayan a activar 

confiablemente el mecanismo de apoptosis en espermatozoides por medio de receptores. Los 

espermatozoides apoptóticos se caracterizan por una pérdida rápida de motilidad, generación 

de ROS mitocondriales, activación de caspasas en el citosol, vacuolización, y daño por 

oxidación (Gavriliouk y Aitken, 2015). 

c. Estrés oxidativo (OS, por sus siglas en inglés). El estrés oxidativo es la causa más 

común de daño al ADN espermático (Aitken, 1999; Sharma, et al. 2001) y se define como 

un desbalance entre la capacidad amortiguadora del plasma seminal y la formación de ROS. 
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Estos últimos provocan modificaciones o deleciones de bases, enlaces cruzados, re arreglo 

cromosomal, rupturas de hebra doble o simple, y mutaciones genéticas. Niveles altos de ROS 

se asocian con fragmentación y empaquetamiento defectuosos del ADN espermático 

(Iommiello, et al. 2015). Concentraciones limitadas de ROS son importantes para la 

regulación de las funciones de los espermatozoides, como lo es la activación acrosómica, 

capacitación, hiperactivación, señalización celular, entre otros procesos. Sin embargo, a 

concentraciones muy altas son potencialmente tóxicos (Iommiello, et al. 2015; Athayde, et 

al. 2007). El estrés oxidativo se asocia con los marcadores de apoptosis mencionados antes, 

sugiriendo una relación entre ROS y apoptosis (Aitken, et al. 2013). 

Otras causas de daño al ADN incluyen los posibles efectos de endonucleasas y 

caspasas defectuosas (Aitken, et al. 2013), exposición a agentes genotóxicos ocupacionales 

o del ambiente, varicocele, fiebre, entre otros (Bungum, 2011; Edmund, et al. 2014). Estrés 

ambiental, mutaciones genéticas y anormalidad cromosómicas también pueden alterar el 

funcionamiento normal de los procesos bioquímicos (Shulte, et al, 2010). Iommiello, 

menciona en el 2015 que factores como obesidad, alcoholismo, tabaquismo, infecciones 

genito-urinales y algunas otras condiciones también pueden afectar. 

 

Gavriliouk y Aitken mencionan en su artículo del 2015 (ver Figura 5) algunos factores 

que podrían estar relacionados con el daño genómico en espermatozoides. De los más 

importantes son la edad, la dieta, infecciones, entre otros. Estos espermatozoides dañados 

podrían encontrarse potencialmente en muestras de semen para TRAs. Cuando entran en 

contacto con el óvulo, este intentará reparar el daño espermático con los mecanismos internos 

del óvulo. Sin embargo, muchas veces estos mecanismos no resultan ser suficientes y por lo 

tanto, la concentración del ADN dañado en el cigoto incrementa y podría generar pérdidas 

gestacionales, aneuploidías, u otro tipo de complicaciones o efectos secundarios no deseados.  
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Figura 5. Posibles orígenes de malformaciones embrionarias o gestacionales 

propuestas por Gavriliouk y Aitken, 2015 (modificado del inglés). 

 

 

Como se indica anteriormente, el óvulo puede reparar niveles bajos de daño al ADN con 

su maquinaria celular al momento de la fecundación, pero niveles de daño demasiado altos 

resultan en la activación de la apoptosis. Esto resulta en altas tasas de malformaciones 

embrionarias y/o pérdidas gestacionales tempranas. De manera que la calidad del ADN 

embrionario depende tanto de la calidad del ADN paterno, como de la capacidad del óvulo 

para repararlo (Shulte, et al. 2010; Hekmatdoost, et al. 2009). Otro problema con los ROS es 

que su acumulación inhibe los mecanismos de reparación del ADN en el óvulo, como NER 

(reparación por escisión de nucleótidos, por sus siglas en inglés), y tiene especial dificultad 

en reparar los daños de hebra como tal (Shamsi, et al. 2011). Mediante la capacitación de una 

muestra de semen, ya sea por swim-up o por gradientes de densidad, se logra aislar a los 

espermatozoides de mejor calidad. Sin embargo, no se evalúa la calidad genética y siempre 

existe cierto porcentaje residual que es indetectable con los métodos tradicionales (Shamsi, 

et al. 2011). A raíz de esto se han desarrollado varios tipos de ensayos para evaluar la 

integridad y compactación del ADN espermático (Hekmatdoost, et al. 2009). Algunos de 

estos ensayos son marcadores de fertilidad in vivo que pueden ayudar a la selección de los 

mejores espermatozoides para los TRAs en cada pareja individual (Bungum, 2011).  
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d. Principales formas de medición.  

• COMET. Es una electroforesis de espermatozoides individuales, teñidos con un 

fluoróforo que se une al ADN descondensado (Schulte, et al. 2010). Detecta daños al 

ADN de doble hebra, como de hebra simple. La intensidad del color y el largo de la cola 

son los factores determinantes del diagnóstico. Los fragmentos más pequeños (más 

fragmentados) migrarán más que los que no lo estén (Shamsi, et al. 2011). Es fácil de 

hacer, sus precios son moderados y tiene alta reproducibilidad; pero necesita un 

microscopio de fluorescencia y un técnico con experiencia (Hekmatdoost, et al. 2009; 

Bungum, 2011). 

• TUNEL. Cuantifica la integración de la biotina o el fluorocromo marcado dUTP en 

rupturas de ADN de simple o doble hebra en una reacción catalizada por TdT (transferasa 

deoxynucleotidil terminal), independiente del molde. Esta enzima inserta el dUTP o el 

FITC-dUTP en el extremo 3´-OH de las rupturas de ADN para producir una señal con 

intensidad dependiente del número de rupturas en la cabeza del espermatozoide. Esta 

técnica es sumamente precisa, pero es muy costosa (Hekmatdoost, et al. 2009; Shamsi, 

et al. 2011). También existe la opción de evaluar los resultados de la técnica en un 

citómetro de flujo, pero de igual manera el costo siempre es elevado (Bungum, 2011). 

Los resultados se reportan como un porcentaje en relación con la población total (Schulte, 

et al. 2010). 

• Tinción ácida con azul de anilina. Esta tinción discrimina entre histonas ricas en lisina y 

protaminas ricas en arginina. Los espermatozoides inmaduros se caracterizan por tener 

las primeras y por lo tanto se tiñen fácilmente de azul. Además, este ensayo indica un 

empaquetamiento débil de ADN (Shamsi, et al. 2011). Los resultados de esta prueba 

tienen una correlación negativa con la integridad del ADN y el potencial fecundativo 

masculino (Hekmatdoost, et al. 2009; Schulte, et al. 2010).  

• Tinción con azul de toluidina. Mide la integridad de la cromatina (Schulte, et al. 2010). 

Se utiliza un tinte básico para tinciones meta u ortocromáticas de cromatina. La tinción 

metacromática sucede solo para ADN que esté dañado severamente, por lo que se debería 

usar en combinación con otras tinciones más eficaces para determinar la integridad 

(Hekmatdoost, et al. 2009). Se necesita un microscopio de luz. Los espermatozoides 

dañados se teñirán azul, mientras que los sanos permanecerán incoloros (Schulte, et al. 
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2010). Esta técnica presenta límites de repetitividad y un número bajo de espermatozoides 

que se pueden contar (Hekmatdoost, et al. 2009). Tsarev y sus colaboradores reportaron 

en el 2009 un 45% de predictibilidad de la técnica en cuanto a capacidad fecundativa. 

Tiene buenas correlaciones con SCSA (ensayo estructural de cromatina espermática) y 

TUNEL (Shamsi, et al. 2011; Kim, et al. 2013). 

• Dispersión de cromatina espermática (SCD). Cuando los espermatozoides son expuestos 

a un pH ácido, previo a la lisis, y siguiendo con la remoción de proteínas nucleares, se 

pueden observar halos de dispersión que tienen relación directa con la integridad del 

ADN (Hekmatdoost, et al. 2009; Foruzan, et al. 2011). Con este método se transforma 

las rupturas extensas en motivos de ADN de hebra simple. ADN fragmentado falla en 

producir un halo de dispersión característico que si se observa en espermatozoides con 

ADN intacto (Absalan, et al. 2012; Shamsi, et al. 2011). No necesita un microscopio de 

fluorescencia o la determinación del color, es fácil, rápido y reproducible. Sus resultados 

son tan buenos como los del SCSA (Hekmatdoost, et al. 2009; Absalan, et al. 2012). El 

problema con este ensayo es que algunas células podrían tener diferentes tamaños 

nucleares, llevando a una variación en el halo generado, pero teniendo el mismo grado 

de fragmentación (Shamsi, et al. 2011). 

 

También se pueden utilizar otras técnicas como el ensayo de integridad de ADN 

espermático, ensayo estructural de cromatina espermática, la tinción con cromomicina A3, 

la hibridización in situ para la detección fluorescente de ADN dañado, la traslación in situ, 

la tinción con naranja de acridina, o incluso con HPLC (Tsarev, et al. 2009 y Schulte, et al. 

2010). Todas estas técnicas no se discutirán en detalle porque no son relevantes para el 

estudio. De igual manera, la desventaja general es que ninguno de estos ensayos logra 

detectar la etiología del daño en el ADN o la patogénesis detrás de ella. Además, todos son 

altamente invasivos y provocan muerte celular, lo cual impide que los espermas puedan 

utilizarse luego en alguna TRA (Bungum, 2011; Shamsi, et al. 2011). 

 

6. Efectos secundarios del daño al ADN espermático y situación actual. No fue hasta 

el final de la década de 1980 que se empezó a estudiar una posible asociación de daño en el 



19 

 

 

 

ADN espermático con problemas de infertilidad. En 1993 Bianchi y sus colaboradores 

reportaron que la presencia de ADN espermático dañado tenía una relación inversa con el 

nivel de protaminas presentes en la cromatina (Aitken, et al. 2013).   

En pocas palabras, las fuentes de ROS responsables de la inducción del daño 

oxidativo en el ADN resultan de tres causas: la activación de leucocitos fagocíticos 

generadores de ROS, la generación de ROS por espermatozoides inmaduros, y la pérdida de 

la capacidad antioxidante del semen (Gavriliouk y Aitken, 2015; Aitken y Roman, 2009). El 

problema principal con una concentración alta de ROS no es el daño al ADN como tal o la 

muerte celular, sino el hecho de que estos espermatozoides, aunque mucho menos, siguen 

teniendo cierta capacidad fecundativa y por lo tanto existe la posibilidad de que un embarazo 

resulte de ellos. 

 

Algo que podría suceder a partir de esto es una pérdida gestacional. Se denomina 

pérdida gestacional recurrente (RPL, por sus siglas en inglés) cuando ocurre una pérdida 

gestacional dos o más veces consecutivas en el primer o segundo trimestre de embarazo. 

Dado que la mitad del ADN embrionario proviene del padre y la otra mitad de la madre, las 

aberraciones en el espermatozoide podrían provocar alteraciones genéticas en el embrión y 

alterar su desarrollo. Se asocia la RPL idiopática con una incidencia más alta de aberraciones 

en el ADN espermático (Zidi-Jrah, et al. 2016; Aitken, et al. 1992).  

 

Las pérdidas gestacionales ocurren en un 10-15% de la población fértil, pero es más 

alta en las parejas con problemas de fertilidad (Robinson, et al. 2012). Altas tasas de 

mutagenicidad se han relacionado con embarazos ectópicos, pérdidas gestacionales 

tempranas, malformaciones, síndrome antifosfolipídico, o enfermedades genéticas en niños, 

inclusive cáncer temprano (Shamsi, et al. 2011; Cavagna, et al. 2012; Zidi-Jrah, et al. 2016; 

Edmund, et al. 2014; Gavriliouk y Aitken, 2015). La probabilidad de problemas genéticos 

embrionarios debidos al ADN espermático dañado es más alta según avanza la edad de los 

pacientes porque la capacidad oocitaria de reparar el ADN dañado es menor, y el daño 

espermático mayor (Robinson, et al. 2012; Gavriliouk y Aitken, 2015).  

 

En el metaanálisis de Robinson, et al. (2012), se analizaron un total de 2,969 parejas 

con problemas de fertilidad. Los autores concluyen que sí existe una relación significativa 
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entre el daño en el ADN espermático y las pérdidas gestacionales tempranas. Además, 

mencionan que el daño era mayor en el eyaculado en comparación con espermatozoides 

testiculares. 

 

Varios autores (Hekmatdoost, et al. 2009, Absalan, et al. 2012, Bungum, 2011; Shulte, 

et al, 2010; Kim, et al. 2013; Shamsi, et al. 2011; Athayde, et al. 2007; Iommiello, et al. 

2015) han identificado que los parámetros evaluados en el análisis del semen dictaminado 

por la OMS no son suficientes para determinar totalmente la capacidad fecundativa de los 

espermatozoides. Los parámetros de la OMS solo evalúan algunos aspectos de la calidad y 

función de los espermatozoides (Bungum, 2011), pero son muy variables con el tiempo y 

entre los individuos (Schulte, et al. 2010). Las técnicas para determinar la fragmentación y 

el empaquetamiento de ADN espermático no varían tanto y son un excelente complemento 

para las evaluaciones tradicionales que se acostumbran. Probablemente sean un mejor y más 

influente predictor (Absalan, et al. 2012; Shulte, et al, 2010; Shamsi, et al. 2011). Se han 

reportado múltiples casos de pacientes con parámetros normales, pero con baja fecundidad 

(Lewis, 2008; Tsarev, et al. 2009; Shamsi, et al. 2011; Robinson, et al. 2012; Oliva y 

Multigner, 2006; Athayde, et al. 2007). Por ejemplo, Shamsi, y colaboradores reportaron en 

el 2011 que había un 27% de daño al ADN espermático en sujetos con parámetros normales 

(según los parámetros de la OMS), mientras que los controles solo tenían un 16.3% de daño. 

Finalmente concluyen que los parámetros tradicionales de evaluación no son suficientes para 

clasificar completamente la calidad espermática en una muestra de semen, dado que incluso 

los sujetos con parámetros normales presentaron porcentajes altos de ADN dañado.  

 

Por otro lado, Athayde menciona en el 2007 que existe evidencia fuerte que sugiere una 

correlación directa entre daños al ADN y niveles altos de ROS producidos por leucocitos; 

por lo que sugieren que el parámetro establecido por la OMS para diagnosticar leucospermia 

debería ser reevaluado (Agarwal, et al. 2014). 

 

 

 

 

 



21 

 

 

 

C. Justificación 

 En los tratamientos de reproducción asistida se acostumbra a incubar las muestras de 

semen luego de su obtención a 37°C durante 15 a 30 minutos, para asegurar su licuefacción 

(OMS, 2013). Existen ciertos factores que podrían alterar el tiempo de incubación. Por 

ejemplo, las muestras de semen se procesan en el orden en que son obtenidas y es usual que 

se genere una “cola de muestras” en la incubadora que esperan su turno para ser analizadas. 

Por lo que dependiendo de la carga de trabajo que se presente en un día en particular, las 

muestras podrían permanecer en la incubadora durante más tiempo. También ocurre con 

cierta frecuencia que las muestras no se obtengan en la misma clínica; a veces los pacientes 

optan por colectarla en otro lugar, como su casa, a pesar de estar más alejado. El tiempo 

desde que el paciente colecta la muestra y la transporta a la clínica también se considera como 

tiempo de incubación, con la diferencia que está a temperatura ambiente. En todos los casos, 

los espermatozoides quedan expuestos a agentes oxidantes del ambiente y del líquido 

seminal, durante su incubación (Aitken, et al. 1999; Athayde, et al. 2007). Los principales 

productores de estos agentes oxidantes son los leucocitos y espermatozoides inmaduros 

(Shulte, et al, 2010; Hekmatdoost, et al. 2009). Ambos se encuentran naturalmente en el 

semen y una baja concentración de ellos ayuda a la maduración de los espermatozoides y su 

capacitación. Mientras que un exceso, induce la fragmentación del ADN (Hekmatdoost, et 

al. 2009; Iommiello, et al. 2015). Se ha reportado hasta un 25% de hombres infértiles con 

niveles de ROS aumentados, así como una correlación directa con daños al ADN (Shulte, et 

al, 2010; Athayde, et al. 2007).  

 En los últimos años se han publicado varios estudios (Iommiello, et al. 2015; Athayde, 

et al. 2007; Agarwal, et al. 2014; Sharma, et al. 2001) en donde los autores exponen la 

importancia de la medición de ROS y concentración de leucocitos en una muestra de semen. 

En el estudio de Sharma del 2001 intentaron establecer un mínimo de concentración de ROS 

que no perjudicara a los espermatozoides, pero no lograron encontrar un valor específico. 

Mientras que en el caso del estudio de Athayde confirmaron que existe una relación directa 

entre los niveles de ROS y la concentración de leucocitos. En cuanto al estudio de Iomminello 

confirmaron que el estrés oxidativo genera fragmentación al ADN espermático. Y, por 

último, en el estudio de Agarwal relacionaron las tres variables: concentración de leucocitos, 

niveles de ROS y fragmentación de ADN y concluyen que incluso con niveles bajos de 
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leucocitos, si se generan ROS que fragmentan al ADN. Sin embargo, en ninguno de estos 

estudios –ni en ningún otro que conozca a la fecha– evalúan la variable tiempo. Como se 

explicó anteriormente, el tiempo de incubación es un paso fundamental en la preparación de 

muestras de semen para TRAs y es algo que debería ser evaluado.  

 A partir de ello surge la necesidad de determinar el tiempo exacto y el grado de daño 

al ADN espermático durante el período de incubación y relacionarlo con la concentración de 

especies oxidantes en el semen generadas por leucocitos. Con esto se podría determinar el 

tiempo máximo para procesar una muestra de semen en tratamientos de reproducción 

asistida, evitando daño a su ADN por causas externas. Con esto se conservaría la integridad 

de su ADN y por consiguiente mejorarán los resultados de los tratamientos de reproducción 

asistida. El establecer estos valores ayudaría a identificar los valores patológicos de ROS en 

hombres infértiles y a guiar las intervenciones clínicas en ellos. Resultaría en un avance 

importante para los TRAs porque el procesamiento de las muestras de semen sería en el 

tiempo ideal y se minimizaría al máximo la influencia de factores externos en la calidad de 

esta. Esto resultaría en una capacidad fecundativa más alta y reduciría la tasa de pérdidas 

gestacionales o complicaciones en el desarrollo embrionario tales como aneuploidías o 

aberraciones cromosómicas (Enciso y Wells, 2013; Zidi-Jrah, et al. 2016; Iommiello, et al. 

2015). Además, se propondría un estándar como máximo de tiempo de incubación para las 

muestras de semen durante su procesamiento, incluyendo aquellas que no logren licuarse en 

ese tiempo. Al incubar las muestras a este tiempo preciso, los biólogos de la reproducción 

podrán tener la certeza de que cualquier resultado, ya sea positivo o negativo, se debe a 

factores biológicos exclusivamente y no por la manipulación de las muestras. 

 

D. Objetivos 

      1. Objetivo general 

 

 Determinar el tiempo máximo de incubación de muestras de semen en tratamientos de 

reproducción asistida para minimizar el daño al ADN debido a ROS producidos por 

leucocitos. 
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      2. Objetivos específicos 

a. Determinar la correlación entre la concentración de ROS en muestras de semen y 

diferentes concentraciones de leucocitos.   

b. Determinar a partir de qué concentración de leucocitos inicia la fragmentación y 

descompactación en el ADN espermático, debido a la producción de ROS. 

c. Cuantificar la fragmentación y la compactación del ADN espermático a diferentes 

tiempos de incubación, luego de su obtención debido a la producción de ROS por 

leucocitos.  
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II. MÉTODOS 

A. Procedimiento  

Figura 6. Diagrama de flujo de la estandarización de procedimientos para análisis de 

muestras. 

 

 

Figura 7. Diagrama de flujo del análisis de muestras. 
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1. Obtención de muestras de semen. Se trabajó con 6 muestras de semen dado que 

fue una prueba piloto (Zar, 2010; ICH, 1996). Los sujetos fueron donantes de semen 

voluntarios (criterios de exclusión en Anexo 3) que tenían parámetros de semen dentro de 

los límites normales, según la OMS; que supieron leer o escuchar el consentimiento 

informado (ver Anexo 1) y pudieron firmarlo. Todos tenían entre 18 y 35 años. Además, se 

les solicitó un período de abstinencia sexual de 3-5 días y una concentración espermática 

mayor a 5 millones de espermatozoides por mL; con un volumen de eyaculado de por lo 

menos 2 mL. El método de reclutamiento fue verbal por parte del Licenciado Fredy Mejía, 

proceso donde fue explicado el estudio, firmado el consentimiento informado y agendada 

una cita anónima para la colección de las muestras de semen y sangre. La muestra de semen 

fue obtenida por medio de masturbación dentro de la clínica Gestar®, ubicada en la 6ª 

avenida 3-95, zona 10 en el edificio Hope International, segundo nivel, en un cuarto privado; 

y fueron depositadas en recipientes estériles para su procesamiento inmediato. Se trabajó con 

un código anónimo asignado en la clínica Gestar® a cada muestra para su identificación, que 

se asignó al momento de ingresar a la clínica, por parte de la recepcionista. Este código 

anónimo estaba completamente desligado a la identidad de los sujetos. Los consentimientos 

informados fueron almacenados en un mueble especial, bajo llave. Solo el licenciado Fredy 

Mejía tiene copia de la misma.  

 

      2. Procesamiento de muestras de semen. Las muestras de semen se trabajaron según 

los parámetros de la OMS para evaluar vitalidad, morfología, pH, concentración, movilidad, 

y residuos celulares. Se utilizó el tratamiento de gradientes de densidad reportado por la OMS 

para la capacitación de los espermatozoides. 

      3. Obtención de leucocitos en sangre. Se tomó primero la muestra de semen y luego la 

de sangre para evitar incomodidades durante la obtención de la misma. Se trabajó con 8 mL 

de sangre intravenosa del antebrazo del sujeto por parte de una enfermera capacitada, 

trabajadora de la clínica. Se asignó a la muestra de sangre el mismo código anónimo que 

correspondía con la muestra de semen. La sangre fue depositada en tubos de ensayo 

preparados con ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) para evitar su coagulación. Se 

extrajeron leucocitos de la sangre por medio de gradientes de centrifugación y se tiñeron con 

Azure A, según el protocolo de la OMS del 2013 para su identificación y con la tinción de 



26 

 

 

 

orto–toluidina para verificar su actividad metabólica. Estos se co-cultivaron con la muestra 

de semen capacitada a diferentes concentraciones (1, 3 y 5 millones de leucocitos/mL), 

manteniendo una concentración de espermatozoides constante de 5 millones/mL en todas las 

muestras.  

• Gradientes de centrifugación según lo reportado por Kovalski, et al. 1991 y 

Cuellar 2008 con modificaciones:  

a. Dividir los 8 mL de sangre en 4 alícuotas iguales.  

b. Agregar 10 mL de NH4Cl al 0.87 % a cada una y dejar reposar por 20 minutos 

a temperatura ambiente. 

c. Centrifugar a 600 x g a temperatura ambiente, por 10 minutos, para formar un 

botón. Descartar sobrenadante y remover el sobrante por aspiración con una 

micropipeta. 

d. Re suspender los botones en 350 µl de NH4Cl al 0.87 %.  

e. Formar un gradiente de Percoll con 1 mL de solución al 55 %, 1.5 mL al 40 

%, 1 mL al 30 %, y 1 mL al 20 %. Finalmente depositar la re-suspensión. 

Amortiguar todas las soluciones con solución salina Hepes (130 mM NaCl, 4 

mM KCl, 2.5 mM CaCl2, 14 mM fructosa y 10 mM de Hepes a pH 8) y 

suplementarlo con 10 mg/mL de BSA.   

f. Centrifugar a temperatura ambiente a 1,300 x g por 30 minutos.  

g. Recuperar leucocitos de la interface L4.  

 

• Tinción de orto–toluidina según la OMS, 2013 con modificaciones:  

a. Preparar las siguientes soluciones: Buffer de fosfatos, 67 mmol/L, pH 6.0: 

disolver 9.47 g de Na2HPO4 en 1000 mL de agua destilada y 9.08 g de KH2PO4 

en 1000 mL de agua destilada. Agregar una solución de 88 mL KH2PO4 hasta 

que el pH sea de 6.0  

b. Cloruro de amonio saturada (NH4Cl): 250 g de NH4Cl a 1000 mL de agua 

destilada.  

c. Na2EDTA 148 mm/L: disolver 50 g/L en buffers de fosfato (pH 6.0) 

preparado antes.  
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d. Sustrato: disolver 2.5 mg de orto-toluidina en 10 mL de solución salina 0.9 

%. 

e. Peróxido de hidrógeno (H2O2) al 30% v/v comercial.  

f. Solución de trabajo: a 9 mL de la solución sustrato de orto-toluidina, agregar 

1 mL de la solución de NH4Cl saturada, 1 mL de la solución 148 mmol/L de 

Na2EDTA, y 10 µL de H2O2 al 30% (v/v) y mezclar bien.  

g. Remover 0.1 mL de semen y mezclar con 0.9 mL de la solución de trabajo.  

h. Vortexear por 10 segundos e incubar a 36 °C por 60 minutos.  

i. Centrifugar por 5 minutos a 0.5 rcf.  

j. Decantar sobrenadante y re suspender el botón con la solución restante.  

k. Colocar 10 µL de re suspensión en un porta objetos y cubrir con un cubre 

objetos. Observar en un microscopio de luz con aumento de 40X.  

l. Contar por lo menos 100 células. Las células redondas permanecerán 

incoloras y los leucocitos se teñirán de color café. 

 

      4. Medición de ROS en semen. Se realizó una tabla de Excel con las fórmulas 

correspondientes para solo ingresar volumen y concentración de extracto leucocitario, 

volumen y concentración de semen capacitado y volumen de wash para que generara 

volúmenes finales necesarios de cada producto (extracto, semen, y wash) para agregar al tubo 

de muestra, manteniendo una concentración constante de 5 millones de espermas por mL, en 

todas las muestras. Luego, se dividió la muestra en tres alícuotas del volumen total y se 

incubaron a 37 °C con una solución de NBT 0.1 %, por tiempos cortos de incubación (30, 60 

y 120 minutos). Se utilizó el ensayo de nitro azul de tetrazolio (NBT) reportado en Kovalski, 

et al. 1991 y Vessey et al. 2014 para medir los ROS generados, con la modificación reportada 

en Amarasekara, et al. 2012 y Yang, et al. 2016. Se utilizó como control negativo 390 µL de 

PBS con 10 µL de solución NBT 0.1 %. Se realizó una curva de calibración con 

concentraciones conocidas de formazan (0, 300, 600 y 1200 µg).  

a. Colocar en un tubo de fondo redondo de 5 mL el volumen necesario de la muestra de 

semen capacitada de manera que permanezca una concentración de 5 millones/mL.  

b. Agregar el volumen de wash necesario para diluir a la concentración necesaria.  
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c. Agregar el volumen de neutrófilos extraídos según la concentración que corresponda 

a la muestra; ya sea 1, 3 o 5 millones/mL.  

d. Formar tres alícuotas de la muestra en tres tubos Eppendorf® de 1.5 mL.  

e. Esperar el tiempo de incubación correspondiente.  

f. Agregar la solución de NTB al 0.1 % en una proporción 1:1 con la muestra.  

g. Incubar por 45 minutos a 37 °C.  

h. Centrifugar por 5 minutos a 500 g y descartar sobrenadante.  

i. Agregar 400 µL de PBS 1X y repetir paso anterior. Repetir dos veces.  

j. Agregar 400 µL de PBS 1X, y 120 µL de DMSO en KOH 2M. Vortexear.  

k. Agregar 200 µL a un pozo en la cubeta para el lector de ELISA.  

l. Medir a 630 nm. Trabajar en duplicado.  

 

 5. Medición de fragmentación de ADN espermático. Se trabajó con el Kit de 

medición SpermFunc® DNAf Kit for determination of the DNA fragmentation level in 

spermatozoa (SCD Method), según las instrucciones del fabricante (ver Anexo 5 y 6). 

 

 6. Medición de integridad de ADN espermático. Se trabajó con la tinción de azul de 

anilina reportada en Kim, et al. 2013 y Zidi-Jrah, et al. 2016. 

a. Frotar 20 µl de la muestra de semen en un porta objetos y dejar secar al aire.  

b. Fijar con una solución de 4 % formalina durante 5 minutos a temperatura 

ambiente.  

c. Lavar con agua y teñir con una solución al 5 % de azul de anilina en 4 % de ácido 

acético y lavar con agua.  

d. Teñir con una solución de 5 % de eosina como colorante de contraste.  

e. Evaluar 300 espermatozoides con un microscopio de luz.  

f. Espermatozoides dañados se tiñen de azul, y los sanos se tiñen de rosado.  

g. Reportar resultados en porcentaje de espermatozoides dañados con relación a la 

población total. 
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      7. Descarte de muestras y suministros. Todas las muestras y suministros se descartaron 

en una bolsa roja de Ecotermo® específica para el estudio, apropiada para su naturaleza; ya 

sea punzo cortante o no; según las disposiciones vigentes de ley en Guatemala. Todas las 

muestras fueron destruidas inmediatamente después de haber concluido su procesamiento en 

el laboratorio el mismo día. 

8. Análisis de datos.  Se inició el cálculo de promedios, medianas y desviaciones 

estándar de los datos de los 6 sujetos, seguido de una comparación de las muestras con los 

controles por medio de una prueba de Wilcoxon, y una comparación de los datos en los tres 

tiempos de medición por medio de una prueba de Friedman con test de Dunn. Por último, se 

calculó el parámetro de correlación, R2 para determinar si existía una relación lineal entre las 

variables (Murphy, et al. 2009; Zar, 2010). No se realizaron más pruebas estadísticas dado 

que solo se trabajó con 6 muestras, por ser prueba piloto (Thabane, et al. 2010). Existe la 

posibilidad de que variables como estrés, dieta, ejercicio, consumo de alcohol o cigarrillos, 

cansancio y variación del peso, entre otros, afecten los resultados del estudio. Sin embargo, 

no se tomaron en cuenta dado que son variables que se encontraron fuera los alcances del 

estudio. Los datos originales y resultados están almacenados en forma digital en la 

computadora del Lic. Mejía, custodio, (ubicada dentro de la clínica Gestar®), bajo un usuario 

y contraseña exclusiva a nombre de él, y pasaron a ser totalmente confidenciales. Solo él 

tiene acceso a la base de datos. Los resultados finales serán presentados al personal de la 

clínica y al personal de la UVG (sin ningún identificador) con posibilidad de publicación en 

una revista científica o poster. Además, el trabajo final será almacenado en la biblioteca de 

la UVG (18 Av. 11-95 zona 15 Vista Hermosa III) a partir del mes de abril 2018, a disposición 

de la universidad. 

9. Riesgo – beneficio del estudio. Se estableció como único riesgo para el donante: 

inconvenientes habituales de un análisis clínico de rutina como formación de hematomas, 

mareo, somnolencia o dolor al tacto en el área. Como beneficios se establecieron la entrega 

de resultados de un espermograma tradicional, al día siguiente de la donación de semen. 

Además, recibieron una compensación de Q 70.00 por las molestias e inconvenientes 

causados por su participación (costo de transporte aproximado y dos horas de parqueo). No 

se realizaron exámenes para diagnóstico de enfermedades infecciosas en los donantes debido 
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a que no se contó con los recursos financieros para ello. El beneficio para la comunidad fue 

generar información que ayudó a mejorar los tratamientos de reproducción asistida y las tasas 

de embarazos en parejas con problemas de fertilidad.  

 En cuanto al investigador se establecieron los siguientes riesgos: posible contaminación 

con semen, para lo que se utilizaron guantes de nitrilo y bata en todo momento y en caso de 

contaminación se procedió a lavado microbiológico inmediato de toda el área y cambio de 

guantes (ver Anexo 2); todos los riesgos que conlleva el uso de microscopio, porta y cubre 

objetos como cortes o perforaciones, derrame/contacto con reactivos para lo que se contó con 

un lavamanos y lavaojos de emergencia con jabón desinfectante e hidróxido de sodio de 

alcance inmediato. Se trabajó en cuatro habitaciones: masturbatorio, cuarto de colecta de 

muestras de sangre, laboratorio de andrología y cuarto de espectrofotometría. El investigador 

solo tuvo contacto con las últimas dos habitaciones. Las muestras de semen se trabajaron con 

nivel de bio seguridad 2, según el manual de la OMS del 2013 y las recomendaciones 

establecidas en el manual del CDC NIH 4ª edición, del 2006. Se realizaron pruebas para 

diagnóstico de enfermedades infecciosas (VIH, hepatitis A y hepatitis B únicamente, por ser 

las más riesgosas) en el investigador antes de iniciar con el proyecto y luego de concluirlo. 

En ningún caso se detectó infección. El beneficio para el investigador al trabajar con estas 

muestras fue generar una tesis como trabajo de graduación. 
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III. RESULTADOS   

A. Estandarización de métodos  

Aislamiento de neutrófilos viables a partir de sangre periférica para co-cultivarlos con 

espermatozoides 

 Con el objetivo de estandarizar el procedimiento de extracción de neutrófilos viables a 

partir de sangre periférica, para poder ser co-cultivados posteriormente con espermatozoides, 

realicé la implementación y modificación del procedimiento reportado por Kovalski, et al. 

en 1991. Trabajé con muestras de sangre de 2 individuos voluntarios. Las características de 

las muestras de los sujetos participantes se presentan en el Anexo 4. 

 Inicialmente, realicé el aislamiento de neutrófilos a partir de sangre periférica. Al 

realizar dos centrifugaciones se formaron cuatro fases marcadas (ver Figura 8). Una fase L1 

con coloración rojiza, indicando contaminación eritrocítica; L2 color amarillo turbio 

indicando contaminación celular, y dos últimas fases sin coloración: L3 y L4. A pesar de que 

ambas fases fueron incoloras, se identificó que solo la L4 contenía las células de interés, por 

lo que trabajé con ella en lugar de utilizar la L3.  

 

Figura 8. Fases formadas durante la segunda centrifugación para el aislamiento de 

neutrófilos de sangre periférica. 

                                                      

L1 

L2

 
 L1 

L3

 
 L1 

L4

 
 L1 
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 Seguidamente evalué la morfología e identidad de las células aisladas de la fase L4 con 

una tinción de Azure A (OMS, 2015) para poder verificar que fueran neutrófilos. 

Conjuntamente, evalué la concentración y variedad celular en el extracto para asegurar que 

en su mayoría fueran neutrófilos (Figura 9A) y la contaminación de otros leucocitos fuera 

mínima (Figura 9B). Por último, evalué la actividad metabólica con una tinción de orto-

toluidina para asegurar su vitalidad (Figura 10) (OMS, 2011).  

 

Figura 9. Aislamiento de leucocitos en sangre periférica. Los neutrófilos fueron teñidos 

con Azure A. A. La tinción se utilizó para identificar neutrófilos en la fase L4. B: Se 

observan los diferentes tipos celulares que se aislaron a partir de la fase L4. Monocitos 

(flecha roja), granulocitos (flecha negra) y neutrófilos (flecha amarilla). Magnificación en 

microscopio para A y B de 1,000X. 

 

 

 La interfase L4 (Figura 9B) presentó tipos celulares adicionales a los neutrófilos, entre 

estos: Monocitos, aquellas células que presentan un solo núcleo segmentado con la sección 

derecha más gruesa que la izquierda; Granulocitos, células con múltiples gránulos rosados 

dispersos en el citoplasma, y finalmente, células polimorfonucleadas, con núcleos alargados, 

conectados entre sí y sin gránulos rosados. Todas las células identificadas fueron clasificadas 

según las sugerencias por Welsch, 2009. Interesantemente, no encontré linfocitos en la 

interfase L4 dado que se trata de los leucocitos menos densos y por lo tanto se acumulaban 

en las capas superiores de gradiente. Las concentraciones totales observadas fueron de 6 
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millones de leucocitos por mililitro, para todas las extracciones. Las concentraciones 

promedio de cada tipo celular se muestran en el Cuadro 1. Una concentración de 90% de 

neutrófilos en el aislamiento celular confirmó la efectividad de la extracción a partir de sangre 

periférica. Las concentraciones fueron calculadas por tres trabajadores de la clínica y se 

reporta un promedio.  

 

Cuadro 1. Concentraciones promedio aproximadas de leucocitos polimorfonucleares en 

muestras de sangre periférica. 

Tipo de célula Concentración (%) 

Neutrófilos 90 

Granulocitos 5 

Monocitos y eosinófilos 5 

Linfocitos 0 

 

 Finalmente, evalué la actividad metabólica de los neutrófilos con una tinción de orto-

toluidina (OMS, 2013). El extracto final, fase L4, se caracterizó por tener mayores 

porcentajes de neutrófilos viables; a este se referirá de ahora en adelante como el extracto 

leucocitario. En la Figura 10 se observan células teñidas de color café, indicando su actividad 

peroxidasa. Aproximadamente el 85% de las células fueron reactivas a la tinción, lo que 

indica en su mayoría las células mantenían actividad biológica después de aislarlas. El resto 

de células se clasificaron como no viables, ya que no reaccionaron a la tinción con orto-

toluidina. De esto pude concluir que el extracto final usado para el co-cultivo constituía 

mayoritariamente de neutrófilos metabólicamente activos. 
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Figura 10. Leucocitos metabólicamente activos en sangre periférica 

 

Luego de teñir el aislado leucocitario con orto-toluidina se observaron células no reactivas a la tinción (flechas amarillas) y 

células reactivas a la tinción (flechas rojas). Magnificación microscópica 40X.  

 

Pruebas iniciales de movilidad y vitalidad espermática en el tiempo 

 Con el fin de evaluar los efectos del co-cultivo espermático con el extracto leucocitario 

de sangre periférica estudié la movilidad y vitalidad espermática usando un intervalo de 3, 

21 y 24 horas. Para evaluar la movilidad y vitalidad realicé conteos de 500 espermatozoides 

a partir de la muestra co-cultivada con un extracto leucocitario con una concentración de 2 

millones por mililitro. Para ello se clasificaron a los espermatozoides dentro de una de las 

siguientes categorías: movilidad progresiva: espermatozoides que nadan 

unidireccionadamente; móviles: espermatozoides que nadan en un solo lugar; inmóviles: 

espermatozoides que no se mueven; vitalidad: espermatozoides que conservan su viabilidad. 

Se observaron en un microscopio a 20X de aumento. En cuanto a la vitalidad se clasifican 

según su coloración con una tinción con eosina. Coloración rosada: muerto, coloración 

blanca: vivo. Se observaron en un microscopio a 40X de aumento. En la Figura 11 y 12 se 

observan los efectos promedio sobre la movilidad y vitalidad espermática luego de ser co-

cultivados con el extracto leucocitario; además, de su relación con el tiempo. Comparé la 

movilidad y vitalidad espermática co-cultivando espermas solo con el botón del extracto 

leucocitario, o solo con el sobrenadante del extracto leucocitario con el fin de verificar si 
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había alguna diferencia entre los dos co-cultivos. 

 

Figura 11. La movilidad progresiva se reduce después de 21 horas de co-cultivo con 

neutrófilos, medio de cultivo para neutrófilos o sin neutrófilos. 

A. En el tiempo cero se aprecian valores para la movilidad progresiva estadísticamente 

iguales para las tres muestras, cosa que se corroboró con la prueba de Wilcoxon que 

confirmó un cambio no significativo entre ellas (p= > 0.05). Encontré el mismo 

comportamiento para las 21 y 24 horas. Además, no encontré un cambio significativo 

(Friedman, p= > 0.05) de la movilidad progresiva en el tiempo, independientemente del 

tipo de muestra. B. Se aprecia una tendencia lineal de disminución de la movilidad 

progresiva en el tiempo, iniciando desde el minuto 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. 

B. 
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Control (triángulo azul): muestra de semen incubada sin neutrófilos, Botón (cuadrado negro): muestra de semen incubada 

con el botón del extracto leucocitario, Sobrenadante (círculo verde): muestra de semen incubada con sobrenadante de 

muestra leucocitaria. Se trabajó con un extracto leucocitario con una concentración de 6 millones de leucocitos por mililitro. 

NS: no significativo (p= > 0.05). 

 

Figura 12. No hay efectos significativos sobre la vitalidad espermática promedio luego del 

co-cultivo con neutrófilos extraídos de sangre periférica; comparando sobrenadante, botón 

y control. 

A. En el tiempo cero se aprecian valores para la vitalidad estadísticamente iguales para las 

tres muestras, cosa que se corroboró con la prueba de Wilcoxon que confirmó un cambio no 

significativo entre ellas (p= > 0.05). Observé el mismo comportamiento para las 21 horas. 

A las 24 horas se observan valores más bajos para el botón, seguido del control y los más 

altos para el sobrenadante. Sin embargo, con este tamaño de muestra, tampoco se detectó 

una diferencia significativa (Wilcoxon, p= > 0.05). Además, no encontré un cambio 

significativo (Friedman, p= > 0.05) de la vitalidad en el tiempo, independientemente del 

tipo de muestra. B. No se aprecia una tendencia lineal de disminución de la vitalidad en el 

tiempo, para ningún tipo de cultivo. 

 

 

 

A. 
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Continuación Figura 12.  

 

Control (triángulo azul): muestra de semen incubada sin neutrófilos, Botón (cuadrado negro): muestra de semen incubada 

con el botón del extracto leucocitario, Sobrenadante (círculo verde): muestra de semen incubada con sobrenadante de 

muestra leucocitaria. Se trabajó con un extracto leucocitario con una concentración de 6 millones de leucocitos por mililitro. 

NS: no significativo (p= > 0.05). 

 

Porcentaje de fragmentación de ADN espermático (DFI) en el co-cultivo espermático con el 

extracto leucocitario. 

 Con el objetivo de analizar el porcentaje de fragmentación de ADN en espermatozoides 

a lo largo del tiempo de co-cultivo con extracto leucocitario, estandaricé el uso del kit de 

medición SpermFunc® DNAf Kit for determination of the DNA fragmentation level in 

spermatozoa (SCD Method).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B. 
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Figura 13. Fragmentación de ADN espermático en una muestra desconocida. 

 

Magnificación 40X. Se identifican como células sin fragmentación a las que presentan un halo de dispersión alrededor 

(flechas rojas); mientras que las células que no lo presentan se identifican como fragmentadas (flecha verde). Tanto los 

espermatozoides como los neutrófilos (flecha amarilla) son susceptibles al uso del kit. 

 

 Al utilizar el kit observé a todas las células teñidas de morado, lo cual indicaba la 

presencia de ADN en ellas (Figura 13). Al someter la primera muestra a la tinción del kit 

omití el paso de incubación a 37 °C por 5 minutos luego de calentar el agar a 60°C (para más 

detalles, ver Anexos 5 y 6). Este error resultó en una desnaturalización accidental de los 

espermatozoides. Fue evidente al verlo al microscopio porque los espermatozoides se 

miraban difusos e indefinidos, lo cual imposibilitaba su evaluación. Al repetir el proceso, 

tomando en cuenta la temperatura, se obtuvo el resultado esperado (Figura 13) y fue posible 

su evaluación. Se calculó un DFI de 6.70%, promedio entre tres conteos realizados por 

personas diferentes, resultado que consideré normal por ser menor al 20% (Hekmatdoost, et 

al 2009; Absalan, et al. 2012).  

 

Evaluación visual de la concentración de ROS en las muestras 

 Con el objetivo de evaluar visualmente la formación de formazan clasifiqué los botones 

de las muestras en cuanto a la intensidad de su coloración. Designé arbitrariamente una escala 

a partir de la intensidad del color azul perceptible a mi ojo. Además, fotografié las muestras 

como evidencia visual.  
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Cuadro 2. Medición visual de la formación de ROS por coloración de botón celular 

generado, según la muestra. 

Muestra Coloración 

CS - 

CL1 + 

CL3 +++ 

CL5 ++++ 

ML1 ++ 

ML3 +++ 

ML5 +++++ 

N - 

ML5: espermatozoides incubados con 5 millones de neutrófilos por mL; ML3: espermatozoides incubados con 3 millones 

de neutrófilos por mL; ML1: espermatozoides incubados con 1 millón de neutrófilos por mL; CS: espermatozoides simples; 

CL1: control leucocitario con 5 millones de neutrófilos por mL; CL3: control leucocitario con 3 millones de neutrófilos por 

mL; CL1: control leucocitario con 1 millón de neutrófilos por mL; N: control negativo. El número de + indica la intensidad 

de la coloración y un – indica que no presentaba coloración de ningún tipo. 

 

Figura 14. Presencia de ROS en botones celulares, según la muestra. 

 

ML5: espermatozoides incubados con 5 millones de neutrófilos por mL; ML3: espermatozoides incubados con 3 millones 

de neutrófilos por mL; ML1: espermatozoides incubados con 1 millón de neutrófilos por mL; CS: espermatozoides simples; 

CL1: control leucocitario con 5 millones de neutrófilos por mL; CL3: control leucocitario con 3 millones de neutrófilos por 

mL; CL1: control leucocitario con 1 millón de neutrófilos por mL; N: control negativo. 

 

 En el Cuadro 6 y Figura 13 se aprecian los resultados de la coloración de los botones 

azul-negro en las muestras a los 120 minutos de incubación. Las muestras con mayor 
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concentración leucocitaria presentaron el botón con más coloración, mientras que la que solo 

contenía espermatozoides no presentaron ninguna coloración, lo cual indicó una mayor 

formación de formazan debido a la reacción con las ROS de la muestra. 

B. Evaluación de muestras de semen de donantes con metodología estandarizada 

previamente.  

 

Medición de ROS según el tiempo de incubación (0, 30 y 120 minutos) y según la 

concentración leucocitaria en la muestra (1, 3 y 5 millones de neutrófilos por mL).  

 Con el objetivo de conocer si existe una relación entre el tiempo de incubación y 

concentración leucocitaria; se evaluaron las muestras en tres tiempos de medición y con tres 

concentraciones de leucocitos.  

 

Figura 15. Curva de calibración de absorbancia, según la cantidad de formazan. 

 

N=6 

En la Figura 15 se aprecia la curva de calibración realizada para el cálculo de absorbancias. 

Se observa una correlación entre los µg de formazan y la absorbancia (R2: 0.9993).  
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Figura 16. Comparación de la cantidad de formazan producido a lo largo del tiempo, según 

la concentración neutrófila. 

 

ML5 (rombo amarillo): espermatozoides incubados con 5 millones de neutrófilos por mL; ML3 (estrella rosada): 

espermatozoides incubados con 3 millones de neutrófilos por mL; ML1 (círculo verde): espermatozoides incubados con 1 

millón de neutrófilos por mL (n=6); CS (círculo negro): espermatozoides simples; N (triángulo azul): control negativo (n=6). 

NS: no significativo (Friedman y Dunn (p= > 0.05), y Wilcoxon (p= > 0.05). Los valores p con asterisco corresponden a la 

diferencia más significativa al comparar todas las muestras: p*= N y ML5, p**= N y ML3, p***= N y ML3. 

 

 No observé un cambio significativo en la formación de formazan con el paso del 

tiempo, independientemente de la muestra o concentración celular. Sin embargo, en los tres 

tiempos de medición si observé un comportamiento estadísticamente diferente entre las 

muestras, debido a la concentración neutrófila. Es evidente que la diferencia entre los tipos 

de muestra es grande dado que los valores p obtenidos son muy cercanos a cero. Además, las 

diferencias aumentan significativamente con la concentración leucocitaria, pero no con el 

paso del tiempo.  

 Con el objetivo de conocer si existe una relación entre la formación de formazan y la 

concentración leucocitaria, se co-cultivaron los espermas con tres concentraciones distintas 
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de neutrófilos. Observé que si existe diferencia en la formación de formazan para las 

diferentes concentraciones de neutrófilos probadas (Figura 17), esto es cierto tanto para el 

control como para el test (Friedman y Dunn (p= > 0.05), y Wilcoxon (p= > 0.05). 

Figura 17. Formación de formazan variando la concentración neutrófila y su relación con 

el tiempo. 

 

NS: no significativo (p= > 0.05), S: significativo.  

 

 Se observa que los µg de formazan sí cambian significativamente al aumentar la 

concentración neutrófila. El R2 obtenido, sugiere una tendencia lineal entre la formación de 

formazan y la concentración neutrófila, por lo que es probable que conforme aumente la 

concentración de neutrófilos, también aumenten los µg de formazan.  

 Con el objetivo de conocer si existe una relación entre la formación de formazan y el 

paso del tiempo, se co-cultivaron los espermas con 5 millones de leucocitos por mL, durante 

120 minutos. Observé que no existe diferencia en la formación de formazan para el tiempo 

probado (Figura 18), esto es cierto tanto para el control como para el test (Friedman y Dunn 

(p= > 0.05), y Wilcoxon (p= > 0.05). 

 

 

R2= 0.9083 
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Figura 18. Formación de formazan con el paso del tiempo y su relación con el mismo. 

 

 

NS: no significativo (p= > 0.05), S: significativo.  

 

 Encontré que los µg de formazan no cambian significativamente con el paso del tiempo, 

pero sí cambian significativamente entre el control y el test a los 120 minutos (p= 0.0313). 

Se puede ver un dato atípico en el tiempo cero de las muestras que se comprobó con la prueba 

A. 

B. 
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de Grubb’s, resultando si ser significativo (Gp > Gm) (círculo rojo). Además, el R2 obtenido 

sugiere que la relación entre la formación de formazan y el tiempo es cercana a la linealidad, 

por lo que es probable que conforme el paso del tiempo, también aumenten los µg de 

formazan. Al comparar la influencia de ambas variables (concentración neutrófila y tiempo) 

sobre la formación de formazan, se puede afirmar que la concentración neutrófila incrementa 

más la formación de formazan que el paso de tiempo.  

Análisis de la movilidad progresiva, vitalidad, índice de fragmentación de ADN y 

descompactación cromosómica durante tres tiempos de incubación: 0, 30 y 120 minutos y 

aumento de la concentración neutrófila (1, 3 y 5 millones/mL).  

 Con el objetivo de analizar la influencia del tiempo de incubación en las cuatro 

variables principales: movilidad progresiva (Figura 19), vitalidad (Figura 20), índice de 

fragmentación de ADN (Figura 21), y descompactación cromosómica (Figura 22) en los 

espermatozoides, se co-cultivaron 6 muestras de semen con una concentración de 5 millones 

de espermatozoides por mL y 5 millones de neutrófilos por mL, las cuales fueron evaluadas 

a los 0, 30 y 120 minutos (Friedman y Dunn, p= > 0.05) y comparadas con los controles 

Wilcoxon (p= > 0.05). Los resultados se presentan en las figuras a continuación.  

 

Figura 19. La movilidad progresiva no cambia significativamente con el tiempo, ni hay 

una diferencia significativa entre las muestras y controles; tampoco existe una tendencia 

lineal en el tiempo. 

 

A. 

R2= 0.3145 
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Continuación Figura 19. 

 

NS: no significativo (p= > 0.05), S: significativo.  

 

 Se puede observar que la variación de la movilidad progresiva en el tiempo no es 

significativa, ni al compararla en los 0 y 30 minutos, o en los 30 y 120 minutos; tampoco hay 

diferencia significativa entre los controles y las muestras, a ningún tiempo. Además, se 

aprecia mucha variación entre individuos, especialmente a los 30 y 120 minutos, por lo que 

no es posible generalizar una conclusión siendo una muestra tan pequeña. No existe una 

relación lineal de la movilidad progresiva con el paso del tiempo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B. 

R2= 0.0474 



46 

 

 

 

Figura 20. La vitalidad no cambia significativamente con el tiempo, ni hay una diferencia 

significativa entre las muestras y controles; pero sí existe una tendencia lineal en el tiempo. 

 

 

NS: no significativo (p= > 0.05), S: significativo.  

 

 Se puede observar que la variación de la vitalidad en el tiempo no es significativa, ni 

al compararla en los 0 y 30 minutos, o en los 30 y 120 minutos; tampoco hay diferencia 

significativa entre los controles y las muestras, a ningún tiempo. Además, se aprecia mucha 

variación entre individuos, especialmente a los 30 y 120 minutos, por lo que no es posible 

A. 

B. 

R2= 0.9975 

R2= 0.9073 
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generalizar una conclusión siendo una muestra tan pequeña. Sin embargo, los resultados 

sugieren que sí existe una relación lineal de la vitalidad con el paso del tiempo.  

 

Figura 21. La fragmentación de ADN aumenta significativamente con el tiempo, también 

hay una diferencia significativa entre las muestras y controles, y sí existe una tendencia 

lineal de aumento en el tiempo. 

 

 

NS: no significativo (p= > 0.05), S: significativo.  

A. 

B. 

R2= 1 

R2= 0.9994 
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 Se puede observar que la variación de la fragmentación de ADN en el tiempo si es 

significativa, al compararla entre los 0 y 120 minutos; si hay diferencia significativa entre los 

controles y las muestras (p= 0.0313). Además, se aprecia mucha variación entre individuos, 

por lo que no es posible generalizar una conclusión siendo una muestra tan pequeña. Sin 

embargo, los resultados sugieren que sí existe una relación lineal de la vitalidad con el paso 

del tiempo.  

 

Figura 22. La descompactación cromosómica aumenta significativamente con el tiempo, 

también hay una diferencia significativa entre las muestras y controles, y si existe una 

tendencia lineal de aumento en el tiempo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. 

R2= 0.9521 
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Continuación Figura 22. 

 

NS: no significativo (p= > 0.05), S: significativo.  

  

 Se puede observar que la variación de la descompactación cromosómica en el tiempo 

si es significativa, al compararla entre los 0 y 120 minutos; sí hay diferencia significativa 

entre los controles y las muestras (p= 0.0313). Además, se aprecia mucha variación entre 

individuos, por lo que no es posible generalizar una conclusión siendo una muestra tan 

pequeña. Sin embargo, los resultados sugieren que sí existe una relación lineal de la vitalidad 

con el paso del tiempo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B. 

R2= 0.9423 
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IV. DISCUSIÓN  

 Luego de la obtención de una muestra de semen destinada para un tratamiento de 

reproducción asistida, se suele incubar la muestra a 37°C entre 15 y 30 minutos 

aproximadamente. Este tiempo garantiza la licuefacción de las seminogelinas contenidas en 

el semen naturalmente (OMS, 2013). No es posible trabajar con la muestra omitiendo el paso 

de incubación porque las seminogelinas le otorgan una consistencia gelatinosa y espesa a la 

muestra. Lo cual dificulta la observación y análisis de los espermas en el microscopio y la 

toma de alícuotas para su evaluación (OMS, 2013). En una clínica de reproducción asistida 

es probable que en un día ocupado se acumulen las muestras de semen a ser evaluadas dentro 

de una incubadora, prolongando su tiempo incubación más de lo necesario. Durante este 

tiempo, los espermas se ven expuestos a las condiciones oxidantes del ambiente y del propio 

plasma seminal (Aitken, et al. 1999; Athayde, et al. 2007). Los principales productores de 

estos agentes oxidantes, como los ROS, son los leucocitos, especialmente los neutrófilos, y 

espermatozoides inmaduros (Shulte, et al, 2010; Hekmatdoost, et al. 2009). Los ROS se 

encuentran naturalmente en una muestra de semen y son necesarios para una activación 

espermática adecuada. Sin embargo, se ha reportado que niveles de ROS arriba del límite 

pueden inducir un aumento en la fragmentación del ADN y/o la descompactación 

cromosómica (Hekmatdoost, et al. 2009; Iommiello, et al. 2015). Además, se han reportado 

múltiples casos en donde existe una relación directa entre los niveles altos de ROS y la 

incidencia de casos de infertilidad masculina (Yang, et al. 2016; Amarasekara, at al. 2012; 

Curti, et al. 2011; Aitken, et al.1999). A pesar de que varios estudios se han enfocado en 

evaluar la relación entre la concentración leucocitaria y los niveles de ROS (Iommiello, et al. 

2015; Athayde, et al. 2007; Agarwal, et al. 2014; Sharma, et al. 2001), hasta ahora nadie 

nunca, a mi conocimiento, ha documentado la relación con el tiempo de incubación previo al 

trabajo con las muestras. En este estudio fue posible la evaluación de las dos variables más 

importantes en la generación de ROS en una muestra de semen: concentración leucocitaria y 

tiempo de incubación. Los resultados reportados sugieren una tendencia sobre el 

comportamiento general de las variables.   
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Aislamiento de neutrófilos viables a partir de sangre periférica para co-cultivarlos con 

espermatozoides 

 Para optimizar los co-cultivos de espermatozoides y neutrófilos estandaricé el 

aislamiento de neutrófilos a partir de sangre periférica. Inicialmente, luego de la primera 

centrifugación, se re-suspendía el botón en 2 mL de solución de cloruro de amonio al 0.87 

%, pero el extracto se diluía demasiado por lo que las concentraciones eran demasiado bajas 

para poder trabajar con ellas. Por esto modifiqué esta sección de la metodología descartando 

el sobrenadante por decantación y re-suspendiendo el botón en los 500 µL aproximados que 

quedaban al fondo del tubo. Esta modificación tampoco resultó efectiva porque la muestra 

quedaba con demasiados residuos celulares de la lisis de eritrocitos y no resultaba en un 

extracto puro. Finalmente, se modificó el procedimiento y se trabajó descartando todo el 

sobrenadante iniciando por decantación y removiendo el resto por aspiración con una 

micropipeta, para re-suspender el botón restante en 350 µL de la solución de cloruro de 

amonio al 0.87 % y garantizar su pureza y concentración necesaria. Esto garantizaría que 

habría la menor cantidad de contaminación posible por eritrocitos y otros residuos celulares 

del sobrenadante. En promedio se lograban obtener 3 mL de aislado con una concentración 

de 6 millones por mL, utilizando esta modificación. Otra modificación a esta parte de la 

metodología fue que inicialmente trabajaba con la fase L4 (ver Figura 1), pero al evaluarla 

esta resultó ser solo residuo celular por lo que finalmente trabajé con la L3 que resultó ser la 

que sí contenía a todos los neutrófilos. De este extracto se hicieron frotes que se tiñeron con 

Azure A, a pesar de que está tinción se utiliza regularmente para evaluar morfología 

espermática. Tradicionalmente los neutrófilos de tiñen con la tinción de Wright (Welsch, 

2009), pero aprovechando las propiedades de la tinción Azure A (OMS, 2013) y su 

disponibilidad en el laboratorio, se utilizó esta. Este frote solo se trabajó en esta fase de la 

metodología y no en la evaluación de todas las muestras de sangre, porque su utilidad era 

solo comprobar la efectividad de la extracción y verificar la identidad celular.  

 Por otro lado, las concentraciones celulares encontradas en el extracto solo fueron 

aproximaciones hechas por parte de los investigadores; de manera que se mandó a cuantificar 

el extracto a un laboratorio clínico por medio de un recuento de blancos (ver Anexo 7). En 

esta evaluación se puede corroborar nuevamente que la mayoría de células eran neutrófilos, 
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que era el resultado esperado (Kovalski, et al. 1991). Además, reveló que, si existe 

contaminación de los demás tipos de leucocitos, pero este resultado se tomó como normal 

dado que en condiciones fisiológicas ocurre de la misma manera (Welsch, 2009).  

 Una vez logré estandarizar el aislamiento de neutrófilos, procedí a evaluar su 

viabilidad, luego de ser aislados, cuantificando su actividad metabólica mediante la tinción 

de orto-toluidina. Esto lo hice para verificar que las células aisladas no se hubieran dañando 

durante su aislamiento. Mediante este ensayo evalué la actividad de la peroxidasa (OMS, 

2013). Inicialmente encontré un 15 % de células teñidas por campo, que fue mucho menor 

de lo que se esperaba porque la OMS reporta que lo usual en una tinción de orto-toluidina es 

una coloración total. Tras revisar todas las soluciones, fue aparente que la solución salina, 

que se usa como base para preparación de la solución en este ensayo, estaba parcialmente 

congelada. Esto pudo haber modificado la concentración de cloruro de sodio en la solución, 

volviéndola hipertónica para las células y provocando su lisis (Silverthorn, 2008). Además 

de repetir la solución también la incubé en baño de María a 37 °C por una hora, en lugar de 

incubar la muestra a temperatura ambiente. Aun así, no se tiñeron el 100 % de las células, lo 

cual podría ser una variable que podría interferir dado que siempre existiría cierto número de 

leucocitos inactivos en el cultivo y probablemente aumentarían la concentración de ROS 

porque no es una variable natural. Se consideró la posibilidad de agregar un paso adicional 

al protocolo de aislamiento para garantizar trabajar solamente con células viables del medio. 

El principal candidato fue el ensayo de MACS (separación de células activadas por 

magnetismo, por sus siglas en inglés) (Adams, et al. 2008). Pero, tras una revisión literaria 

decidí que no lo usaría porque muchos de estos ensayos reportan falsos positivos y una 

disminución significativa en el tiempo de vida celular (Ricci, et al. 2002; Tait, et al. 1999; 

Oostveldt, et al. 1999). El tiempo de vida fue una variable fundamental en este estudio dado 

que la última medición del co-cultivo con espermatozoides era a los 120 minutos y una 

disminución en la vida celular inviabilizaría las mediciones en el tiempo.  

Pruebas iniciales de movilidad y vitalidad espermática en el tiempo 

 Consideré la posibilidad de que el sobrenadante del extracto leucocitario tuviera un 

efecto protector sobre los espermatozoides haciendo que los efectos no fueran evidentes por 

completo. Para responder este cuestionamiento, decidí hacer un test evaluando la movilidad 
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progresiva y vitalidad espermática luego del co-cultivo solo con el sobrenadante y solo con 

el botón del extracto leucocitario. Es posible que la variación espermática que haya 

provocado el sobrenadante en comparación con el botón fuera tan sutil que no fuera 

detectable dado el tamaño reducido de muestra; pero que con un número más grande de 

sujetos evaluados pasara a ser significativamente diferente (Thabane, et al. 2010; Murphy, et 

al. 2009). Es probable que algunas proteínas del plasma sanguíneo amortigüen los efectos de 

la incubación con neutrófilos e inhiban la degradación de ellos (Perumal, 2012; Villa, et al. 

2008; Vallejos, et al. 2003; Twigg, et al. 1998).  Se recomienda desarrollar un proyecto de 

investigación para analizar estos cuestionamientos, dado que salen de los objetivos de este 

estudio.   

Porcentaje de fragmentación de ADN espermático (DFI) en el co-cultivo espermático con el 

extracto leucocitario. 

 Trabajé la estandarización del uso del kit para evaluar la fragmentación de ADN 

espermático. Durante este proceso se encontré dos factores que pueden influir en la medición 

de este parámetro. El primero es la temperatura de la agarosa de bajo punto de ebullición 

para hacer la fijación de los espermatozoides en la placa. Al someter a los espermas a una 

temperatura más alta de la debida, estos sufren descompactación severa y al observarse en el 

microscopio resultan difusos; factor que imposibilita la detección del halo de difusión e 

impide la determinación del porcentaje de células fragmentadas (Absalan, et al. 2012; 

Shamsi, et al. 2011). Una vez corregí esta variable, obtuve los resultados esperados, que eran 

espermatozoides íntegros con bordes definidos (ver Figura 13). Otro paso fundamental al 

trabajar con el kit es el tiempo de refrigeración luego de colocar la muestra en el portaobjetos 

con el cubreobjetos. Recomiendo no refrigerar por más de 10 minutos debido a que es 

probable que el cubreobjetos se adhiera demasiado a la muestra fijada en el portaobjetos y 

resulte demasiado difícil remover. Idealmente, el cubreobjetos debería removerse luego de 5 

minutos de refrigeración, tiempo suficiente para que se solidifique la muestra. Algo que 

también vale la pena mencionar es que los leucocitos en la muestra también son reactivos al 

efecto desnaturalizante del kit y a simple vista parecen cabezas de espermatozoides sin 

fragmentación. Este es un factor de error importante porque fácilmente se pueden confundir 

a los neutrófilos con espermatozoides, resultando en que se reporte un porcentaje de 

fragmentación equivocado (ejemplo visual, Figura 13). Sin embargo, algo bueno de ello es 
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que confirmó su actividad celular y viabilidad por lo que apoyó la decisión de no utilizar un 

ensayo como el MACS como paso extra en el asilamiento celular. 

 Una vez estandaricé el uso del kit para la determinación de la fragmentación de ADN 

en espermatozoides procedí a evaluar los efectos del tiempo sobre esta variable, y confirmar 

los mismos sobre la movilidad progresiva y la vitalidad. Las muestras iniciaron con un 

decremento a los 60 minutos en todos los parámetros y luego un aumento de ellos a los 120 

minutos. Es probable que exista una relación entre una concentración baja de ROS con la 

actividad normal espermática y que, al aumentar los niveles de ROS, los espermatozoides 

sufran daños por oxidación. El daño espermático debido al aumento de ROS está reportado 

en múltiples estudios (Agarwal, et al. 2014; Aziz, et al. 2008; Aitken, et al. 1999; Aitken, et 

al. 1992), pero nunca se ha relacionado con el tiempo de incubación. También es probable 

que tenga relación con el efecto protector de las proteínas del plasma sanguíneo, detectado 

en los primeros ensayos, donde al inicio sea suficiente para limitar el daño, pero con el paso 

del tiempo deje de serlo; similar a como sucede con el plasma seminal (Perumal, 2012; Villa, 

et al. 2008; Vallejos, et al. 2003; Twigg, et al. 1998).  

 Por otro lado, logré detectar que el efecto en la vitalidad y la movilidad progresiva es 

limitado (dado que no encontré diferencias significativas), pero el DFI se ve mucho más 

afectado igual que como reportan Aitken, et al. 1995; Saleh, et al. 2002; Henkel, et al. 2003; 

y Darmawan, 2007. Probablemente esto se deba a que inicialmente los efectos no son tan 

evidentes a nivel macroscópico (movilidad y vitalidad), pero si a nivel microscópico (DFI y 

descompactación) y es hasta luego de varias horas que logran apreciarse realmente los efectos 

perjudiciales en todos los parámetros de medición. En relación con esto es que decidí elegir 

los tiempos de medición de ROS, siendo 0, 30 y 120 minutos para poder ver el inicio del 

cambio en las variables. También, en todas evaluaciones se observó más o menos la misma 

relación entre el test y el control, en donde el test tuvo resultados más severos sobre los 

espermatozoides; confirmando el efecto detrimental reportado que tienen los neutrófilos 

sobre la actividad espermática (Lobascio, et al. 2014; Mupfiga; et al. 2013; Tunc, 2010; 

Fraczek, et al. 2005; Saleh, et al. 2002; Whittington, et al. 1999).  

Evaluación visual de la concentración de ROS en las muestras 

 La oxidación del NBT resulta en la formación de un compuesto llamado formazan que 
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tiene una coloración característica azul oscuro (Iommiello, et al. 2015; Lipshultz, et al. 2009). 

De manera que entre más intensa sea la coloración del botón formado, mejor indicativo será 

de una concentración más alta de ROS en las células de la muestra. Decidí evaluar 

visualmente la coloración de los botones generados debido al comportamiento inusual 

observado en la cantidad de formazan formado en los controles y el comportamiento extraño 

de las muestras con el paso del tiempo. Los resultados confirmaron lo reportado en la tesis 

doctoral de Tunc en el 2010 en donde relaciona directamente la concentración de formazan 

con el aumento de la concentración leucocitaria. Como es evidente en la Figura 7, las 

muestras que tenían más leucocitos fueron las que presentaron una coloración más intensa, 

indicando una relación directa entre la concentración de leucocitos y la intensidad del color. 

Existen reportes (Iommiello, et al. 2015; Curti, et al. 2011; Amarasekara, et al. 2012) en 

donde cuantifican la concentración de ROS en la muestra utilizando solamente una escala 

visual o colorimétrica del botón, pero este estilo de evaluación genera resultados subjetivos 

por lo que para este estudio decidí medir las absorbancias espectrofotométricas generadas 

para poder reportar resultados más objetivos. Aun así, es posible que las absorbancias 

variaran por algunos factores externos como la presencia de pequeñas burbujas en la placa 

de ELISA generadas a partir de la deposición de la muestra, luz parásita del exterior o 

contaminación externa de polvo o partículas microscópicas de saliva (Skoog, et al. 2005). Es 

poco probable que estos factores, aun actuando todos juntos, desviaran las absorbancias de 

una manera transcendental como lo que se aprecia en los resultados, pero probablemente si 

contribuyeron un poco. Además, este patrón que se observó desde las primeras pruebas del 

estudio, por lo es poco probable que se deba a un error humano. 

Medición de ROS según el tiempo de incubación (0, 30 y 120 minutos) y según la 

concentración leucocitaria en la muestra (1, 3 y 5 millones de neutrófilos por mL).  

 Con el fin de evaluar el comportamiento desigual discutido anteriormente decidí 

modificar la metodología. Originalmente no realicé los lavados con PBS y DMSO en KOH 

2M, sino que el equipo leía las absorbancias directamente con el reactivo (Kovalski, et al. 

1991). Al hacer esto no solo se estaba midiendo el formazan intracelular, sino también el 

extra celular que no había reaccionado; resultando en datos erróneos y absorbancias más altas 

de lo que realmente producían las muestras (Amarasekara, et al. 2012 y Yang, et al. 2016). 
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Solo trabajé dos muestras con la metodología original por esta misma razón. Al agregar esta 

modificación las absorbancias disminuyeron un poco, pero el comportamiento persistió, por 

lo que descarté la posibilidad de que este comportamiento se debiera a una mala técnica o a 

un protocolo equívoco. Es posible que el comportamiento persistiera debido a la influencia 

de factores independientes de cada sujeto como estrés, alimentación, ejercicio, mutaciones 

genéticas y anormalidades cromosómicas que también pueden alterar el funcionamiento 

normal de los procesos bioquímicos (Shulte, et al, 2010). Iommiello, menciona en el 2015 

que factores como obesidad, alcoholismo, tabaquismo, infecciones genito-urinales y algunas 

otras condiciones también pueden afectar, pero estas últimas son poco probables dado que se 

trabajó solo con sujetos sanos y con estilo de vida saludable. Recomiendo que, para futuros 

estudios, estas variables se controlen en la medida de lo posible. También recomiendo que 

se revise la concentración de neutrófilos en el extracto de sangre periférica siempre porque 

esta puede variar fácilmente por la influencia de factores externos como desvelo, estrés, 

consumo de alcohol o dieta (Cavagna, et al. 2012).  

 Una vez estandaricé la metodología elaboré una curva de calibración. Para esto 

estimulé la formación de formazan solo con neutrófilos. No utilicé espermatozoides para ello 

porque se ha reportado muchas veces que su contribución a la oxidación es mínima (Tunc, 

2010). El comportamiento observado en la formación de formazan para las muestras ML5 y 

ML1 es similar al observado en la movilidad progresiva. Nuevamente, se trata de un 

comportamiento no esperado ya que la concentración de ROS en la muestra debería 

incrementar con el tiempo constantemente, según lo reportado (Lobascio., et al. 2015; 

Mupfiga; et al. 2013; Tunc, 2010; Fraczek, et al. 2005; Saleh, et al. 2002; Whittington, et al. 

1999). En el caso del control negativo, este comportamiento si era el esperado ya que no se 

formó formazan. Aun así, se aprecia un declive en la curva en el minuto 30 lo cual se puede 

atribuir solamente a la degeneración del reactivo en sí ya que el control negativo contenía 

solamente PBS y NTB al 0.1% por lo que no hay otra posible explicación. La generación no 

constante de formazan durante el tiempo en los controles tampoco era el comportamiento 

esperado. Según lo reportado en los estudios mencionados anteriormente (Lobascio., et al. 

2015; Mupfiga; et al. 2013; Tunc, 2010; Fraczek, et al. 2005; Saleh, et al. 2002; Whittington, 

et al. 1999), la concentración de ROS tiene una relación directa con la concentración 

leucocitaria por lo que la muestra con los valores más altos debería haber sido la CL5, seguida 
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de la CL3 y la CL1. Otro comportamiento inesperado fue la generación de formazan en el 

CS en comparación con los controles leucocitarios. Según lo reportado en la tesis doctoral de 

Tunc en el 2010, la concentración de ROS generada por espermas es insignificante 

comparada a la producida por los neutrófilos, pero en este estudio se observa una disminución 

de ROS generadas en el tiempo por parte del CS y en el tiempo 0 y 30 resulta ser incluso 

mayor que las generadas por la CL1. Estos no se consideran valores esperados y 

probablemente se trate de incongruencias en el comportamiento de esas variables, debido al 

tamaño de muestra reducido. Es probable que, si se aumentara el número de donantes, se 

obtendrían resultados más concluyentes (Thabane, et al. 2010; Murphy, et al. 2009).  

 Por otro lado, evalué la relación de la formación de formazan con el tiempo y con la 

concentración leucocitaria dado que esta última es una variable natural en las muestras de 

semen. Al conocer esta variación se podría saber qué muestras son más propensas a generar 

ROS, basándose solo en la concentración leucocitaria. De igual manera reveló el mismo 

resultado y comprobó la influencia del co-cultivo con el extracto leucocitario. En los demás 

tiempos de medición también se comprobó el mismo efecto. La aparición de datos atípicos 

puede deberse a una variedad de factores, pero en este caso lo más probable es porque 

existieron complejidades en la relación entre las variables que no se lograron identificar 

(Livingstone, 2009). Al evaluar visualmente las medianas de los ensayos en el gráfico (Figura 

18), es evidente que la cantidad generada de formazan disminuye drásticamente después del 

tiempo 30 y en el tiempo 120 aumentan de nuevo, similarmente a como sucedía con la 

movilidad progresiva. Nuevamente, este comportamiento no es típico para la variable ya que 

según lo reportado la concentración de ROS en el tiempo aumenta progresiva y 

constantemente; como se menciona previamente (Lobascio., et al. 2015; Mupfiga; et al. 

2013; Tunc, 2010; Fraczek, et al. 2005; Saleh, et al. 2002; Whittington, et al. 1999).   

 También logré comprobar una diferencia entre las muestras o controles en todos los 

tiempos, por lo que otra vez se corroboran los reportes de la influencia leucocitaria en el co-

cultivo espermático, discutidos en párrafos anteriores. Por último, el coeficiente de 

correlación (R2) obtenido sugiere que si existe una relación lineal entre la formación de 

formazan y la concentración leucocitaria. También que existe una relación lineal con el paso 

del tiempo, pero resulta evidente que la concentración leucocitaria tiene más influencia 
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perjudicial en el co-cultivo espermático que el tiempo de incubación. Es decir que, una 

muestra que presente concentraciones altas de leucocitos debe ser analizada primero en el 

laboratorio, mientras que una muestra con concentraciones bajas o nulas de neutrófilos puede 

analizarse posteriormente. De igual manera, se recomienda procesar las muestras de semen 

lo más pronto posible, después de su licuefacción, para evitar que su incubación se prolongue, 

y priorizando las que presenten mayor concentración leucocitaria para evitar los efectos 

nocivos de los ROS.  

Análisis de la movilidad progresiva, vitalidad, índice de fragmentación de ADN y 

descompactación cromosómica durante tres tiempos de incubación: 0, 30 y 120 minutos y 

aumento de la concentración neutrófila (1, 3 y 5 millones/mL).  

 Que no encontrara una diferencia significativa en el tiempo para la movilidad 

progresiva es contrario a lo que está reportado en la literatura (OMS, 2015; Agarwal, et al. 

2008; Aitken, et al. 1995) ya que la movilidad progresiva debería disminuir con el tiempo. 

Sin embargo, si disminuyó en las pruebas preliminares que hice de movilidad y vitalidad, lo 

cual podría indicar que sí existe una disminución, pero no en períodos de incubación tan 

cortos. En congruencia con esto, el coeficiente de correlación obtenido también sugiere que 

la relación entre las variables está muy lejana a ser lineal, similar a lo que se había obtenido 

en pruebas anteriores. No se observó una correlación entre la disminución de la movilidad 

progresiva en el tiempo. La ausencia de una diferencia del control con el test en todos los 

tiempos no era lo esperado dado que no muestra el efecto negativo del co-cultivo con el 

extracto leucocitario espermático reportado (Lobascio, et al. 2015; Mupfiga; et al. 2013; 

Tunc, 2010; Fraczek, et al. 2005; Saleh, et al. 2002; Whittington, et al. 1999). 

 Como se discutió previamente, el comportamiento atípico en la movilidad progresiva 

se observó desde las primeras pruebas con las muestras y se consideraba la posibilidad de un 

efecto protector del plasma sanguíneo, principalmente porque muchas de las enzimas 

protectoras del plasma seminal son de origen sanguíneo (Perumal, 2012). Este factor es algo 

que vale la pena volver a mencionar ya que es una variable incontrolable. Al extraer los 

leucocitos de la sangre periférica estos se purifican lo más posible, pero pudo haber existido 

algo de contaminación residual eritrocítica durante su extracción. Los contaminantes 

probablemente fueron solo residuos celulares o fragmentos de eritrocitos restantes. Existe la 
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posibilidad de que estas proteínas protejan a los espermas inicialmente y logren mantenerla 

en los primeros minutos, pero al llegar el minuto 120 la protección deje de ser tan eficiente 

y los espermatozoides se vean completamente expuestos al daño por ROS, aumentando 

progresivamente debido a la pérdida de la capacidad antioxidante que le otorgaban (Perumal, 

2012; Aitken y Roman, 2009; Villa, et al. 2008; Vallejos, et al. 2003; Twigg, et al. 1998). 

Por otro lado, el exceso de eritrocitos también significa exceso de hierro en el medio, lo cual 

está reportado como un catalizador metálico para la propagación del ciclo oxidativo dañino 

de los ROS en los ácidos poliinsaturados de los espermatozoides (ver Figura 4, Aitken, 1999). 

Por lo que recomiendo que en futuras investigaciones se filtre el extracto leucocitario al 

menos una vez más para poder eliminar la contaminación por eritrocitos lisados.  

 Los neutrófilos y los macrófagos constituyen hasta un 95% de los leucocitos seminales 

(Cavagna, et al. 2012) y estos naturalmente generan radicales libres (Aitken, et al. 2013). La 

presencia de ellos resulta en una sobre producción de citoquinas, que da lugar a la generación 

de especies oxidativas, especialmente durante su aislamiento (Cavagna, et al. 2012; 

Robinson, et al. 2012; Edmund, et al. 2014) por lo que es probable que las observaciones que 

reportamos hayan sido exageradas por una presencia exagerada de ROS, generados durante 

la extracción de los neutrófilos. También es posible que durante las centrifugaciones para su 

extracción las células sufrieran daños o estrés y generaran toxinas que normalmente no 

generarían, dañando a los espermatozoides (Edmund, et al. 2014).  

 La tolerancia que pueda o no tener una muestra de semen hacia los efectos detrimentes 

de los ROS depende en gran medida a la capacidad antioxidante que este tenga. Esta 

propiedad se la otorga la variedad y concentración enzimática que tenga su plasma seminal. 

En este están contenidas enzimas de origen sanguíneo y de origen seminal, fructosa, co-

factores, células inmunitarias, entre otras cosas. La combinación de la acción de ambos tipos 

de enzimas protege a los espermatozoides de los daños por oxidación (Perumal, 2012). La 

presencia o ausencia y la concentración de ellas está determinada por factores hereditarios, 

estilo de vida, alimentación y otras subjetividades, por lo que la capacidad de antioxidante 

de cada eyaculado depende completamente de la persona y no de las circunstancias (Perumal, 

2012; Villa, et al. 2008; Vallejos, et al. 2003; Twigg, et al. 1998). Algunos autores han 

reportado que es conveniente la suplementación de muestras para tratamientos de 
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reproducción asistida con ketotifeno (Oliva y Multigner, 2006), con minerales como selenio, 

cobre, zinc o manganeso porque actúan como co-factores enzimáticos de las dos principales 

enzimas: glutatión peroxidasa y superóxido dismutasa (Sierens, et al. 2002; Hughes, C. et al. 

1998) o con oxidantes como vitamina c (Edmund, et al. 2014). 

 Algo que también vale la pena mencionar es la ausencia del plasma seminal durante el 

análisis de las muestras. Durante la capacitación espermática la muestra de semen es lavada 

varias veces y se seleccionan, por medio de gradientes de densidad, a los mejores 

espermatozoides según su capacidad de nado (OMS, 2013). Mediante este procedimiento los 

espermatozoides son removidos no solo de contaminantes celulares, células inmunitarias, y 

células muertas, sino también de todo el plasma (Perumal, 2012; Villa, et al. 2008; Vallejos, 

et al. 2003; Twigg, et al. 1998) cosa que le otorga su capacidad antioxidante. Dado que no 

se ha reportado aún un procedimiento mediante el cual se puedan remover solamente las 

células del sistema inmune sin remover el plasma seminal del semen, se utilizó un cultivo in 

vitro para simularlo. En este, los espermatozoides fueron co-cultivados con los neutrófilos. 

Solo mediante este procedimiento se podía asegurar que los únicos factores influyendo en el 

comportamiento de las variables evaluadas (movilidad progresiva, vitalidad, DFI y 

descompactación) eran la concentración de neutrófilos y el tiempo de incubación.  Se ha 

reportado (Perumal, 2012; Villa, et al. 2008; Vallejos, et al. 2003; Twigg, et al. 1998) que el 

plasma les confiere propiedades antioxidantes a los espermas, por lo que los efectos de los 

ROS son menos severos; y cabe resaltar que en condiciones fisiológicas y de laboratorio, los 

espermatozoides siempre están contenidos dentro de su plasma. Actualmente es imposible 

generar un plasma seminal artificial que imite las propiedades del plasma natural; de manera 

que lo más cercano a ello fue lo que se generó en el esquema de trabajo de este estudio.  

 Otro factor que también pudo haber afectado fue la selección de espermatozoides. 

Como se mencionaba anteriormente, al capacitar una muestra de semen solo se eligen a los 

mejores espermas. Naturalmente, una muestra está compuesta por todo tipo de 

espermatozoides en mayor o menor medida dependiendo de cada persona. Al utilizar solo los 

mejores espermas para las pruebas se incurrió en un sesgo inevitable. Era inevitable porque 

la capacitación espermática es la única forma de remover todos los espermatozoides 

inmaduros o muertos y leucocitos contenidos en la muestra. Dado que la concentración 
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leucocitaria era una variable de evaluación, no era posible omitir ese paso. Probablemente, 

los espermas seleccionados tienen efectos menores o logran resistir más el daño por 

oxidación porque son los más resistentes, en comparación con una mezcla de semen normal 

que si tiene espermatozoides de todo tipo. Los espermatozoides que usé para esta 

investigación probablemente generaron resultados atenuados (Aitken y Roman, 2009).  

 Por otra parte, en el caso de la vitalidad el comportamiento si fue de disminución ligera 

con el paso del tiempo, como reporta la OMS en su manual de manejo de muestras de semen, 

pero no lo suficiente para ser significativo durante el tiempo. Esto probablemente debido a 

que el número de muestra fue pequeño. Debido a que se trata de una disminución tan sutil, 

este cambio en el tiempo no fue significativo, aun siendo apreciable a simple vista, pero 

probablemente se deba a que es una muestra pequeña de la población y si se aumentara el 

número de donantes posiblemente si sería significativo. A pesar de ello, se observó que con 

el paso el tiempo la vitalidad disminuirá. Esto también resultó evidente en el cultivo inicial 

de 24h donde al finalizar la vitalidad era de 85 (ver Figura 12A). Vale la pena resaltar que 

incluso luego de 24 horas de incubación la vitalidad espermática sigue siendo alta; 

demostrando que este parámetro es el más resistente a los efectos en el tiempo.  

 Asimismo, para el DFI y la descompactación cromosómica el comportamiento 

observado en el tiempo fue de aumento constante en ambos, lo cual coincide con el 

coeficiente de correlación encontrado que sugería que la relación entre el 

DFI/descompactación y el tiempo era probablemente lineal. Este comportamiento también lo 

reportaron muchos otros autores (Aitken, et al. 1995; Saleh, et al. 2002; Henkel, et al. 2003; 

Darmawan, 2007) que de igual manera afirmaban un aumento en el tiempo. Además, también 

se demostró el efecto perjudicial que tiene el co-cultivo de los espermatozoides con el 

extracto leucocitario. Algo importante es que, dado que se trata de parámetros de análisis 

genético, por más pequeño que sea un aumento, aunque no sea significativo, este podría 

resultar en efectos severamente perjudiciales en la calidad genética de un embrión, en caso 

fuera fecundado con un espermatozoide dañado (Enciso y Wells, 2013; Zidi-Jrah, et al. 2016; 

Iommiello, et al. 2015) porque podría resultar en un cigoto con problemas genéticos.  

 Yang, et al. 2016; Amarasekara, at al. 2012; Curti, et al. 2011; y Aitken, et al.1999 

reportaron un comportamiento contrario al de este estudio en cuanto a la movilidad 
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espermática y vitalidad. Ellos reportaron que los parámetros se comportaron constantes el 

tiempo: ya sea disminuyendo o aumentando, pero no fluctuando entre aumento y 

disminución; contrario a como yo encontré a la movilidad progresiva y vitalidad que si 

fluctuaban. Aun así, resulta evidente que la vitalidad y la movilidad progresiva parecen no 

cambiar significativamente con el tiempo, mientras que el DFI y la descompactación sí. Es 

probable que esto haya resultado así porque la movilidad es la variable que muestra el cambio 

más vacilante en el tiempo, en comparación con las otras tres variables. Por lo que se puede 

concluir que la movilidad progresiva no es un parámetro de elección confiable porque fluctúa 

demasiado en el tiempo.  

 Otra cosa importante es que la vitalidad si podría ser un factor determinante en la 

elección de un espermatozoide para un tratamiento de alta complejidad, pero la movilidad 

progresiva no porque en pacientes con baja movilidad usualmente se recomienda a ellos optar 

por un ICSI en donde el espermatozoide es seleccionado manualmente y no necesita nadar 

hacia el óvulo (OMS, 2013). El utilizar solamente los parámetros tradicionales de evaluación 

espermática podría resultar en la elección de un espermatozoide aparentemente íntegro, pero 

genéticamente dañado y repercutir en una baja capacidad fecundativa o un cigoto con 

desarrollo embrionario pobre.  Muchos otros autores han sugerido la inclusión de la 

evaluación de parámetros genéticos en los espermogramas rutinarios (Hekmatdoost, et al. 

2009; Absalan, et al. 2012; Bungum, 2011; Shulte, et al, 2010; Kim, et al. 2013; Shamsi, et 

al. 2011; Athayde, et al. 2007; Iommiello, et al. 2015), precisamente por las mismas razones. 

Algo que también vale la pena resaltar es que la vitalidad es la variable que tiene menos 

cambio en el paso del tiempo en comparación con las demás. Es decir, que los demás 

parámetros podrían verse afectados con el paso del tiempo, pero aun así no resultaría evidente 

en la vitalidad espermática. Esto implica que el daño necesario para realmente provocar 

muerte celular es mucho más alto de lo que muestran estos resultados, incluso con un tamaño 

de muestra pequeño. De manera que un esperma sumamente dañado genéticamente podría 

igualmente ser móvil y vital. Es por ello por lo que no se recomienda basar un análisis 

espermático solamente en los parámetros macroscópicos sin incluir los genéticos, porque el 

daño al ADN no resulta evidente ni tiene relación directa con la movilidad progresiva ni la 

vitalidad.  
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 Al observar las gráficas de las Figuras 21y 22 se puede ver que el daño genético por 

oxidación seguramente inicia desde el minuto 0, pero solo resulta detectable hasta el minuto 

30 y hasta las 24 horas después genera la muerte espermática (ver Figura 12). Por lo que 

recomiendo realizar más estudios donde se evalúen nuevamente los efectos nocivos de la 

oxidación en el tiempo, dado que hasta ahora, a mi conocimiento, este es el primer estudio 

que reporta una posible relación entre concentración leucocitaria y tiempo de incubación de 

muestras de semen para tratamientos de reproducción asistida.  

 En este período, en donde ya existe daño a la integridad genética de la célula, pero aún 

no es apreciable macroscópicamente es en donde se encuentra el mayor peligro para los 

tratamientos de reproducción asistida porque la célula podría parecer sana y normal (Absalan, 

et al. 2012; Kim, et al. 2013; Tsarev, et al. 2009; Aitken, et al. 2013; Shamsi, et al. 2011; 

Cavagna, et al. 2012; Iommiello, et al. 2015), pero no tener ADN en condiciones adecuadas 

para generar un cigoto saludable. Tal y como reportan Aitken y sus colaboradores en 1999: 

la oxidación por ROS en los espermatozoides está relacionada a pérdidas gestacionales, 

aneuploidías y otras enfermedades congénitas por lo que sugiero procesar las muestras de 

semen para TRAs lo antes posible. De esta manera se podrán evitar los factores externos que 

exacerban el daño genético por oxidación y garantizar una mejor calidad seminífera para los 

pacientes que opten por un TRA (Aitken y De lullis, 2009). 

 Algo que es evidente en el análisis de todos los parámetros es la variación que hay entre 

todos los sujetos.  Es evidente que no es un comportamiento que se pueda generalizar, en 

ninguno de los casos, porque la variabilidad es muy alta. Seguramente al aumentar el tamaño 

de muestra esto disminuiría un poco y los resultados serían más concluyentes. Con el análisis 

de más sujetos se podrían concluir valores estadísticamente significativos y reportar 

resultados menos variables, pero no se recomienda porque a pesar de que en este estudio la 

muestra poblacional es pequeña, los resultados ya muestran una tendencia y seguramente con 

una muestra más grande, las tendencias serían las mismas. Las observaciones descritas en 

esta prueba piloto son aproximaciones y probabilidades, basadas en una n=6, que no pretende 

afirmar o refutar nada (Thabane, et al. 2010).   

 Como ya se mencionó, algunos autores han reportado (Barraud-Lange; et al. 2011; 

Verit, et al. 2006; Saleh, et al. 2003; Pasqualotto, et al. 2000) que existe una relación benéfica 
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de niveles bajos de ROS en las muestras de semen. Basándome en esto, puedo concluir que 

la explicación más probable del comportamiento fluctuante mostrado en la generación de 

formazan sea que inicialmente los espermatozoides estén protegidos por las proteínas y 

propiedades antioxidantes del plasma sanguíneo restante de la extracción de neutrófilos, pero 

con el paso del tiempo, este deje de ser suficiente para evitar el daño por oxidación, y resulte 

en daños a la integridad espermática (Perumal, 2012; Aitken y Roman, 2009; Villa, et al. 

2008; Vallejos, et al. 2003; Twigg, et al. 1998). Además de la influencia de la contaminación 

ertirocítica en el cultivo y el sesgo inevitable en la selección de espermatozoides. Al aumentar 

la concentración de los ROS estos dañarían principalmente a la integridad del ADN 

espermático, incluso si estos no se pueden apreciar en los parámetros macroscópicos hasta 

luego de un período de incubación de al menos 24 horas. Debido a esto la recomendación 

principal para las personas que manejan rutinariamente muestras de semen para tratamientos 

de reproducción asistida es que realicen los espermogramas lo antes posible, luego de la 

licuefacción de la muestra, priorizando a las que tengan una concentración de leucocitos más 

alta y realizando los análisis pertinentes lo más rápido posible para evitar al máximo la 

exposición de la muestra a las condiciones oxidantes del ambiente. Finalmente, se concluye 

que la prueba piloto realizada para la evaluación de la posibilidad de realizar un estudio más 

grande fue exitosa e incluso con un tamaño de muestra pequeño ya se pueden observar ciertas 

tendencias; de manera que no se recomienda aumentar el número de muestras a analizar 

porque probablemente se obtendrían las mismas tendencias. 
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V. CONCLUSIONES  

1. Existe una alta variabilidad de respuesta entre los sujetos, por lo que no es posible 

generalizar una tendencia.  

2. El tiempo de incubación tiene efectos menos perjudiciales sobre la muestra, que la 

concentración de leucocitos y probablemente inicia inmediatamente luego de su 

obtención; por lo que no fue posible determinar una concentración o tiempo máximo.  

3. El aumento de la fragmentación de ADN y la descompactación cromosómica en el tiempo 

no es evidente en la movilidad progresiva o la vitalidad.  

4. Existe una correlación positiva entre el tiempo con la concentración de ROS, la vitalidad, 

la fragmentación de ADN y la descompactación, además de una positiva entre la 

concentración de ROS y la concentración leucocitaria; mientras que no encontré relación 

entre la movilidad progresiva y tiempos cortos de incubación.  
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VI. RECOMENDACIONES 

1. Se recomienda analizar las muestras inmediatamente luego de su licuefacción y priorizar 

a las que presenten concentraciones altas de leucocitos.  

2. No se recomienda realizar un estudio más grande dado que nuestros datos, a pesar de no 

ser concluyentes, ya sugieren una relación perjudicial entre la incubación y concentración 

alta de neutrófilos en muestras de semen. 
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IX. ANEXOS 

 
ANEXO 1. Consentimiento informado  

Consentimiento Informado para la donación de semen y sangre 

Como parte de mi trabajo de tesis para obtener la Licenciatura en Bioquímica y Microbiología haré un 

estudio (trabajo de investigación) conjunto entre la Universidad del Valle de Guatemala y Gestar®, un 

centro privado de fertilidad. Este estudio y consentimiento informado está avalado por el comité de Ética 

de la UVG. El propósito de este estudio es determinar cómo los leucocitos, también llamados glóbulos 

blancos, pueden afectar a los espermatozoides. Los resultados de esta investigación servirán para que 

los laboratorios que se dedican a ayudar a parejas con problemas de fertilidad puedan mejorar la forma 

en la que procesan las muestras de semen que usan en los tratamientos para mejorar el éxito de los 

mismos. 

 

Usted está invitado a participar libremente en este estudio. Si desea hacerlo, le solicitaremos una muestra 

de semen que deberá dar en Gestar® y permitir que recolectemos una muestra de sangre de 12 cc de su 

antebrazo, además de una gota de sangre de su dedo, que extraeremos en el mismo sitio. Por este 

procedimiento podrá sentir las molestias usuales que podría experimentar durante un análisis clínico de 

rutina como formación de hematomas, mareo, somnolencia o dolor al tacto en el área. La duración de su 

participación en el estudio será del tiempo que tome en dar la muestra de semen más 10 minutos de la 

recolección de sangre. Deberá esperar una hora en la recepción luego de haber dado sus muestras para 

que el personal de laboratorio pueda verificar que sean adecuadas para el estudio. Se le notificará 

personalmente al respecto. 

Su aporte para este estudio es completamente anónimo. Al momento de tomar sus muestras estas serán 

identificadas con un código y el único dato personal que le solicitaremos será su edad. Por su valiosa 

participación, usted recibirá Q70 en efectivo como compensación por su tiempo y por las molestias que 

este estudio le pudieran causar. Además, podrá solicitar los resultados de un espermograma de rutina un 

día después de su donación, solicitándolo al correo laboratorio@gestar.com.gt con el código que se 

entregará en el momento que ingrese a la clínica.  

Al firmar este consentimiento usted no se encuentra comprometido a terminar todas las etapas del estudio 

y tiene la total libertad de revocar su autorización sin necesidad de explicación alguna y sin ningún castigo, 

falta de beneficios médicos, o consecuencias negativas para usted. La firma del consentimiento no implica 

pérdida de los derechos individuales de acuerdo con las leyes de Guatemala.  

Los datos y resultados serán almacenados digitalmente en una computadora con usuario y contraseña a 

nombre del Licenciado Fredy Mejía, dentro de Gestar a la cual solo él tendrá acceso. Los resultados 

finales serán mantenidos en confidencialidad publicando únicamente los códigos asignados y ningún 

identificador personal. Si desea conocer los resultados finales del estudio, enviar un correo electrónico a 

fomejia@me.com a nombre del Licenciado Mejía solicitando los mismos, por lo menos seis meses luego 

de haber hecho su donación, o consultar la biblioteca de la Universidad del Valle de Guatemala (18 Av. 

11-95 zona 15 Vista Hermosa III) a partir del mes de abril 2018. Cualquier duda o consulta relacionada 

con el estudio o sus derechos correspondientes no dude en comunicarse al correo mencionado 

anteriormente. 

FIRMA DE TESTIGO (en caso el donador sea analfabeto) 

He escuchado la explicación de este estudio. Los procedimientos, riesgos, y posibles beneficios fueron 

explicados al donador. Yo no trabajo con el investigador principal u otra persona que trabaje con él. 

Confirmo que el donador ha accedido voluntariamente a la participación en este estudio y puede retirarse 

en cualquier momento que lo desee, sin consecuencias negativas.  

 

mailto:laboratorio@gestar.com.gt
mailto:fomejia@me.com
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____________________________________               _____________________________________ 

Nombre Donador     Firma Donador 

 

____________________________________              ______________________________________ 

Nombre Testigo      Firma Testigo  

 

 

____________________________________              ______________________________________ 

Nombre Investigador     Firma Investigador  

 

 

Guatemala, ____ de ____________________ de 20____  
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ANEXO 2. Protocolo para limpieza en caso de derrame.  
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ANEXO 3. Criterios para ser donante de semen. 

a. Tener entre 18 y 35 años.  

b. Estar dispuesto a ser examinado para enfermedades venéreas como VIH, 

sífilis y clamidia.  

c. Abstenerse de contagiarse de enfermedades venéreas.  

d. No padecer ninguna discapacidad médica.  

e. Estar dispuesto a mantener un estilo de vida y dieta saludable. 

f. Conocer aspectos básicos de su historial médico familiar.  

g. No padecer de ningún desorden hereditario.  

h. Transmitir cualquier información relevante respecto a su salud que pueda 

afectar posteriormente a cualquier embarazo producto de su donación.  

i. Tener una concentración espermática de 50 millones por mL y por lo menos 

2 mL de eyaculado.  

 

ANEXOS 4. Número, código y participación de voluntarios.  

No. de sujeto Código Participación 

1 IMF Sangre 

2 SYMF Sangre 

3 R2007 Sangre y espermas 

4 P2 Sangre y espermas 

5 R2106 Sangre y espermas 

6 GM31 Sangre y espermas 

7 JB001 Sangre y espermas 

8 VLD3 Sangre y espermas 

9 BBJ4 Sangre y espermas 

10 MSPT22 Sangre y espermas 

11 EDF6 Sangre y espermas 
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ANEXO 5. Instrucciones de kit para medición de fragmentación de ADN espermático.  
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ANEXO 6. PNT para determinación de fragmentación de ADN en muestras de semen.  

Título Kit para determinación de fragmentación de ADN en espermatozoides 

Código PNT-G-001 Área Andrología 

 

Versión 1.0 Elaborado por Daniela Aparicio 

Fecha Aprobación 18/04/2017 Aprobado por Fredy Mejía 

 

Kit para determinación de fragmentación de ADN en espermatozoides 

1. Propósito 

La determinación de la fragmentación de ADN espermático tiene relación directa con la 

capacidad fecundativa de los espermatozoides. Puede ser causado por obesidad, 

tabaquismo, drogadicción, varicocele o factores hormonales, entre otros. El objetivo 

principal del uso de este kit es determinar el grado de fragmentación promedio en una 

muestra de semen, para relacionarla con sus posibilidades de fecundación y ofrecerle al 

paciente un mejor tratamiento, según su condición.  

2. Términos y abreviaciones 

SCD: dispersión de cromatina espermática (por sus siglas en inglés) 

ADN: ácido desoxinucléico  

Fragmentación de ADN: roturas o lesiones en el ADN que disminuyen su integridad y 

capacidad fecundativa. 

Desnaturalización: cambio estructuran de proteínas o material genético que lleva a la 

pérdida de su estructura nativa y por tanto de su función. 

Cromatina: Forma en que se presenta el ADN dentro del núcleo celular  

PBS: tampón fosfato salido (por sus siglas en inglés) 

NS: solución salina normal 0.9 % (por sus siglas en inglés) 

Slide: portaobjetos  

3. Principio del procedimiento 

Los espermatozoides responden de manera diferente a la tinción dependiendo del grado 

de fragmentación que presenten. Luego de la desnaturalización controlada del ADN y la 

extracción de proteínas nucleares, resulta un ADN parcialmente de-proteinizado que da 
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lugar a su expansión y formación de halos de difusión. Si el ADN del espermatozoide se 

encuentra fragmentado, no podrá formar halos, o serán mínimos.  

4. Materiales y equipos 

Muestra   

• Muestra de semen fresca o congelada a -80 °C 

 

Suministros  

• Kit para determinación de fragmentación de ADN en espermatozoides  

• Puntas para micropipetas de 5 µl, 200 µl, y 1,000 µl  

• Papel filtro  

• Guantes desechables  

 

   Equipo  

• Microscopio óptico con contraste de fase  

• Refrigeradora a 2 °C  

• Congelador a -20 °C  

• Baño de María a 37 °C y a 80 °C  

• Centrífuga  

• Micropipetas de 5 µl, 200 µl, y 1,000 µl 

• Pinzas  

 

Reactivos  

• Agua destilada  

• Diluyente para semen  

• Etanol 70 %, 90 % y 100 %  

5. Procedimientos de calibración 

Antes de trabajar asegurar que la incubadora y baño de María estén a las temperaturas 

correctas.  



88 

 

 

 

6. Descripción de la muestra 

Muestra de mínimo 5 mL con 10 millones de espermatozoides por mililitro, proveniente 

de un paciente con 3-5 días de abstinencia sexual, si fiebre en los días anteriores.  

 

7. Procedimiento 

7.1 Colocar el vial con gel de bajo punto de fusión en un baño de 

María a 80 °C por 20 minutos, hasta que se disuelva 

completamente.  

 

7.2 Transferir a baño de María a 37 °C por 5 minutos.  Este paso es muy 

importante. Si se agrega 

la muestra el vial 

caliente, no va a salir.  

7.3 Diluir la muestra de semen con el diluyente hasta que alcance 

una concentración de 5-10X106/mL. Trabajar con la muestra 

fresca o descongelada.  

En caso la muestra no se 

vaya usar 

inmediatamente: colocar 

100ul de semen en el 

vial con 300ul de 

reactivo de preservación. 

Mezclar vigorosamente. 

Almacenar hasta por 15 

días a -20 o -80°C. Al 

volver a usar, llevar a 

37°C y verificar la 

concentración.  

      

7.4 

 

Colocar 60 µl de semen diluido en el vial con gel disuelto a 37 

°C. Mezclar. Incubar a 37 °C.  

 

      

7.5 

Enfriar los portaobjetos y cubreobjetos en el refrigerador a 2-8 

°C por 5 minutos. Inmediatamente después, colocar 30 µl de la 

suspensión de espermatozoides en el centro del portaobjetos.  

Es importante enfriar los 

materiales antes de 

usarlos, para que el gel 

solidifique bien y no se 

escurra.  

      

7.6 

Colocar el cubreobjetos sobre la muestra rápidamente, 

cuidadosamente sin dejar burbujas ni presionar. Enfriar en la 

refrigeradora por 5 minutos más.  
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7.7 

Remover el cubreobjetos cuidadosamente, deslizándolo 

horizontalmente sobre el porta, con cuidado de no remover la 

muestra, ni dañarla.  

Tener sumo cuidado de 

no tocar la muestra 

durante este 

procedimiento.  

      

7.8 

Introducir el slide en un recipiente con la solución A e incubar 

a temperatura ambiente por 7 minutos exactos. Remover el 

slide del recipiente y secar con papel filtro la parte de abajo y 

los bordes. 

Es muy importante ser 

preciso en el tiempo de 

incubación con las 

soluciones. Tener sumo 

cuidado de no tocar la 

muestra durante estos 

procedimientos de 

secado. 

      

7.9 

Introducir el slide en un recipiente con la solución B e incubar 

a temperatura ambiente por 25 minutos exactos. Remover el 

slide del recipiente y secar con papel filtro la parte de abajo y 

los bordes. 

 

    

7.10 

Introducir el slide en un recipiente con agua destilada e incubar 

a temperatura ambiente por 5 minutos exactos. Cambiar el agua 

una vez durante este proceso. Remover el slide del recipiente y 

secar con papel filtro la parte de abajo y los bordes. 

 

    

7.11 

Introducir el slide en un recipiente con etanol al 70 % e incubar 

a temperatura ambiente por 2 minutos exactos. Remover el 

slide del recipiente y secar con papel filtro la parte de abajo y 

los bordes. 

 

    

7.12 

Introducir el slide en un recipiente con etanol al 90 % e incubar 

a temperatura ambiente por 2 minutos exactos. Remover el 

slide del recipiente y secar con papel filtro la parte de abajo y 

los bordes. 

 

    

7.13 

Introducir el slide en un recipiente con etanol al 100 % e incubar 

a temperatura ambiente por 2 minutos exactos. Remover el 

slide del recipiente y secar con papel filtro la parte de abajo y 

los bordes. 

 

    

7.14 

Secar el slide completamente con condiciones ambientales.   

    

7.15 

Colocar 6 gotas del tinte de Wright y 12 del buffer sobre la 

muestra. Soplar suavemente con una pipeta para mezclar los 

Tener cuidado de no 

derramar las soluciones, 
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reactivos. Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente y 

lavar con agua destilada.  

ni romper la tensión 

superficial sobre la 

muestra. 

    

7.16 

Secar el slide completamente con condiciones ambientales.  

    

7.17 

Observar 500 espermatozoides en el microscopio a 40X y 

contar los que presenten fragmentación.  

 

8. Cálculo de resultados 

La cabeza del espermatozoide solo producirá halos si no tiene fragmentación. Entre más 

pequeños sean los halos, más fragmentado está el ADN. Todavía se toma como 

fragmentado cuando el halo de un lado de la cabeza es más grande que 1/3 del diámetro 

más pequeño de la cabeza.  

Figura 1. 

En la figura se observa: A es el diámetro más pequeño de una cabeza de espermatozoide, 

B es el grosor de un halo de un lado. Las imágenes 2 y 3 son de espermatozoides sin 

fragmentación, y las imágenes 4 y 5 son de espermatozoides que si tienen fragmentación.  

 

% 𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑟𝑚𝑎𝑡𝑜𝑧𝑜𝑖𝑑𝑒𝑠 con ADN fragmentado = 

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑟𝑚𝑎𝑡𝑜𝑧𝑜𝑖𝑑𝑒𝑠 
𝑐𝑜𝑛 𝑓𝑟𝑎𝑔𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑐𝑖ó𝑛

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 
𝑒𝑠𝑝𝑒𝑟𝑚𝑎𝑡𝑜𝑧𝑜𝑖𝑑𝑒𝑠 𝑜𝑏𝑠𝑒𝑟𝑣𝑎𝑑𝑜𝑠

 𝑋 100 

 

% de espermatozoides intactos: 1 - % de espermatozoides con ADN fragmentado  

 

El valor normal de espermatozoides con fragmentación debe ser menor al 25% 

9. Fuentes de error 

• El kit solo mantiene la estabilidad de los resultados durante un tiempo. Leer los 

resultados inmediatamente.  

• A la hora de almacenar una muestra con el reactivo de preservación, asegurarse de 

mezclar adecuadamente.  

• La temperatura ambiente debe estar entre 20-28 °C. El no hacerlo afecta la estabilidad 

de la prueba.  

• Prevenir que los reactivos se volatilicen o se contaminen durante la operación. Las 

soluciones A o B se pueden volver a usar de 3-5 veces. Las soluciones de etanol se 

pueden volver a usar tres veces. No mezclar los reactivos usados con los no usados.  

• No tomar en cuenta los espermatozoides que tengan morfología demasiado dañada. Ej.: 

macrocefalia, doble cola o doble cabeza.  
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• Si casi no se ve el color y/o los halos son muy pequeños: no se tiñó suficiente, volver a 

teñir.  Si no se puede diferenciar la cabeza del halo: se tiñó demasiado, desteñir y volver 

a teñir.  

10. Intervalo de los resultados reportable 

1. El porcentaje de espermatozoides fragmentados será más alto si la muestra de semen 

no se almacena correctamente o se incuba más del tiempo debido para su licuefacción 

(falso positivo). 

2. El porcentaje de espermatozoides fragmentados será más bajo si el tiempo de 

incubación con las soluciones A o B se extiende (falso negativo).  

3. Si todos los espermatozoides de una muestra se miran iguales – todos fragmentados, 

o todos sin fragmentación – repetir el test.  

11. Interpretación de los resultados 

El valor normal debería estar por debajo del 25 %. Nunca reportar 0 % o 100 % de 

fragmentación. 

12. Precauciones de seguridad 

• Medidas de seguridad especiales para evitar riesgos físicos, químicos o biológicos. 

• No oler, consumir, tocar o entrar en contacto con las soluciones de tinción, 

especialmente la B. En caso de derrame o contacto, lavar inmediatamente con agua y 

jabón. En caso de ingesta, conseguir ayuda médica inmediata.  

• Descartar las muestras como fuentes potenciales de infección. En ECOTERMO y según 

las leyes vigentes de Guatemala.   
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Cuadro 1. Control de versiones 

v Autor Aprobada Anulada Comentarios 

1.0 FOM 18/04/2017  Primera versión 

 

ANEXO 7. Resultados de laboratorio para conteo de blancos en extracto leucocitario.  
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