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Resumen

Introducción. Durante la espermatogénesis las célu-
las germinales masculinas sufren un complejo proceso 
de remodelamiento nuclear en el cual la cromatina 
espermática reemplaza cerca del 85% de sus histo-
nas testiculares por proteínas pequeñas y fuertemente 
básicas denominadas “protaminas”. Este proceso es 
necesario no sólo para generar un núcleo hidrodi-
námico que permita el transporte de todo el geno-
ma masculino a través del tracto reproductivo, sino 
también para proteger la información genética del 
ataque de nucleasas, especies reactivas del oxígeno 
(ROS) y mutágenos, que podrían inducir daño en 
el ADN. La disminución en el contenido de prota-
minas está ligada a una condensación incompleta o 
aberrante de la cromatina espermática y a una po-
bre integridad del ADN. Esta situación generaría 
un estado de “susceptibilidad de la cromatina” al 
ataque de agentes endógenos y exógenos que podrían 

generar altos niveles de fragmentación en el ADN 
espermático. Objetivo. Evaluar la relación entre los 
niveles de empaquetamiento de la cromatina esper-
mática, el grado de daño en el ADN y la presencia 
de marcadores apoptóticos en espermatozoides eya-
culados. Metodología. Se analizaron 213 muestras 
de pacientes que consultaron por infertilidad y 86 
donantes fértiles. La compactación de la cromatina 
fue determinada por cromomicina A3 (CMA3) y 
Azul de Anilina (AA), la fragmentación del ADN 
por el test de TUNEL con epifluorescencia y los ni-
veles de apoptosis por Caspasa 3-Activa. Los datos 
se analizaron mediante tablas de contingencia 2x2 
(Epidat 3.1), análisis de correlación de Pearson y test 
de Student (SPSS 16.0 para Windows; SPSS Inc., 
Chicago, IL). Resultados. Se encontró una correla-
ción positiva entre los niveles de fragmentación esper-
mática y el grado de compactación de la cromatina. 
De modo inverso, los valores de Caspasa 3-Activa co-
rrelacionaron negativamente con TUNEL. Además, 
se determinó el riesgo relativo de presentar valores 
alterados de TUNEL, en aquellas muestras con va-
lores alterados de CMA3 y AA. Por otra parte, se 

Correspondencia: Noelia Cabral
E-mail: noelia.edith.cabral@gmail.com

Trabajo Libre
En esta sección los trabajos presentados deberán reunir las siguientes condiciones:
1. Deberán estar escritos en castellano.
2. Preferentemente en Word.
3. No deberán superar preferentemente las 25 carillas de hoja tamaño  A4, escri-
tas en cuerpo de letra 12, a doble espacio.
4. El ordenamiento de los mismos deberá seguir la estructura clásica de:
a. Título.
b. Autores, centro al que pertenecen y correo electrónico de contacto.
c. Resumen en castellano y en inglés (excluyente) de no más de 200 palabras.
d. Palabras clave: no más de 5 (cinco).
e. Introducción.
f. Material y métodos.
g. Resultados.
h. Discusión.
5. Las abreviaturas deberán ser definidas al ser mencionadas por primera vez, 

excepto aquellas aceptadas por convención (por ejemplo, FIV, ICSI, etc).
6. Tablas y cuadros: en blanco y negro, teniendo especial cuidado de ser bien 
referidos desde el texto.
7. Figuras: todas serán en blanco y negro.
8. Bibliografía: las citas se harán en el texto y se ordenarán en forma correlativa al 
final del trabajo por orden de aparición. Las citas de revistas deberán consignarse 
de la siguiente manera:
a) apellido completo e iniciales de los 3 primeros autores, sin puntos y  
separados por comas; si hubiera más, puede colocarse “et al”; b) título 
del trabajo; c) abreviatura del nombre de la revista (tal como figuran en el 
Index Medicus); y e) año, volumen, número de la revista (optativo), página 
inicial y final.
En todos los casos el envío de trabajos, comentarios y publicaciones 
deberá hacerse por correo electrónico a la dirección de la secretaría de 
SAMeR: info@samer.org.ar



79Reproducción - Vol 29 / Nº 3 / Septiembre 2014

Estudio del núcleo espermático en la práctica clínica Noelia Cabral y col

encontró que algunos de los parámetros seminales bá-
sicos se encuentran disminuidos al momento que los 
valores de TUNEL y CMA3 y AA están alterados. 
Conclusión. A lo largo de este trabajo se demostró 
la importancia que tienen los métodos de diagnós-
tico clásicos, como CMA3 y AA, para determinar la 
susceptibilidad de los espermatozoides al daño en el 
ADN, y cómo los parámetros seminales básicos están 
relacionados con estos niveles de daño. La importan-
cia del estudio profundo de la gameta masculina re-
side en proveer nuevos conocimientos en el abordaje 
de los tratamientos en reproducción asistida.

Palabras claves. AFragmentación del ADN, TU-
NEL, cromatina espermática, infertilidad masculina.

Sperm nuclear study in the 
clinical practice
Summary

Introduction. During spermatogenesis, germinal 
cells suffer a complex nuclear remodeling in which 
85% of testicular histones are replaced with small 
and basic proteins named protamines. This process 
is important and necessary to confer hydrodynamic 
shape and genetic information protection during 
transportation through the female tract. A poor con-
tent of protamines is related to incomplete or abe-
rrant chromatin condensation and poor DNA inte-
grity. This state could generate a “susceptibility state 
of chromatin” to endogenous and exogenous agents’ 
attack that could enhances DNA fragmentation. 
Aim. To study the relationship between chroma-
tin remodeling, DNA damage and apoptotic status 
of sperm samples. Methodology. Semen samples of 
213 patients and 86 sperm donors were analyzed 
for chromatin packaging using Chromomycin A3 
(CMA3) and Aniline Blue (AB), DNA fragmen-
tation through TUNEL assay and apoptotic levels 
through the identification of active-Caspase-3 by im-
munocytochemistry. Data were analyzed with con-
tingency tables (2x2) (Epidat 3.1), Pearson´s corre-
lation coefficient and Student´s t-test (SPSS 16.0 for 
Windows; SPSS Inc., Chicago, IL).Results. When 
abnormal chromatin package is present, a positive 
correlation with high levels of DNA fragmentation 
is observed. The relative risk of showing high levels 
of DNA fragmentation on altered chromatin samples 
was determined. In addition to that, we found that 

motility and sperm concentration were diminished 
when TUNEL were abnormal.Conclusions. We 
have shown the relationship between abnormal chro-
matin packing and DNA fragmentation. Likewise, 
we observed that some parameters such motility and 
sperm concentration are related with this damage. 
Our findings could be useful tools during the clinical 
search of the underlying male factor.

Key words. DNA fragmentation, TUNEL, sperm 
chromatin, men infertility.

Introducción 

Durante la espermatogénesis, la cromatina es-
permática es organizada en un volumen significa-
tivamente menor que una célula somática. Para 
alcanzar este elevado nivel de compactación, el 
espermatozoide reemplaza sus histonas testicula-
res por proteínas pequeñas y fuertemente básicas 
llamadas protaminas.1,2 Estas proteínas contienen 
gran cantidad de aminoácidos básicos que le con-
fieren una carga positiva neta.3 Los altos niveles 
de arginina y cisteínas facilitan una fuerte unión 
con el ADN y la formación de múltiples puentes 
disulfuros que son esenciales para el alto grado de 
empaquetamiento de la cromatina.4

El remodelamiento de la cromatina se produce 
de forma progresiva; las histonas somáticas prime-
ro son reemplazadas por variantes específicas del 
testículo, que luego son reemplazadas por proteí-
nas de transición (TP1, TP2) en un proceso que 
involucra extensivos rearreglos en el ADN.

Finalmente, durante el estadio de espermátide 
elongada, las proteínas de transición son reempla-
zadas por protaminas, culminando así el remode-
lamiento molecular del genoma masculino duran-
te la diferenciación del núcleo espermático.5

Las protaminas son las proteínas más abundan-
tes en el núcleo espermático y se le han propuesto 
varias funciones, como ser la condensación del ge-
noma paterno, generación de un núcleo hidrodi-
námico para el transporte del material hereditario, 
protección del mensaje genético paterno, marcas 
epigenéticas en algunas regiones del genoma, etc.1-8

La deficiencia en protaminas está fuertemen-
te asociada a alteraciones en la espermatogénesis 
y disminución en la calidad seminal y capacidad 
funcional.9 Alteraciones en la cantidad de Prota-
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mina 1 y 2 (P1, P2) o su cantidad relativa (P1/
P2) en pacientes infértiles impactan diferencial-
mente en el resultado de las técnicas de reproduc-
ción asistida,10 debido a que la disminución en el 
contenido de protaminas está ligada a una con-
densación incompleta o aberrante de la cromatina 
espermática y a una pobre integridad del ADN.11 

Esta situación generaría un estado de “suscepti-
bilidad de la cromatina” al ataque de agentes en-
dógenos y exógenos como nucleasas,12-13 radicales 
libres14-16 o mutágenos.

El daño en el ADN es un importante factor 
que determina una variedad de resultados clínicos 
adversos como fallas en la fertilización, bajo ín-
dice de implantación, disrupción de la implanta-
ción, pobre desarrollo embrionario e incremento 
de los abortos espontáneos.17-26 Estas alteraciones 
del desarrollo están presuntamente asociadas con 
la trascripción defectuosa de los genes dañados en 
el genoma paterno.27

La compactación incompleta de la cromatina 
y/o la persistencia de roturas en el ADN nuclear 
en espermatozoides eyaculados puede ser un sig-
no de alteraciones en los procesos de reparación 
durante la protaminación o de la maduración in-
completa durante la condensación de la cromati-
na; esta compactación deficiente promovería un 
estado de vulnerabilidad del núcleo frente al daño 
repercutiendo negativamente en la integridad ge-
nética de las células germinales y por tanto en el 
potencial reproductivo.

Avanzar en el conocimiento científico de estos 
procesos nos permitirá dar mayor robustez a las 
técnicas diagnósticas y aumentar la predictibilidad 
en los resultados de reproducción asistida.

Objetivo

Evaluar la relación entre los niveles de empa-
quetamiento de la cromatina espermática, el gra-
do de daño en el ADN y la presencia de marca-
dores apoptóticos en espermatozoides eyaculados.

Materiales y métodos

El estudio incluye muestras de pacientes que 
consultaron por infertilidad al laboratorio RE-
PROTEC™ para un análisis seminal por indi-
cación médica (n=213) y muestras de hombres 
sanos, que se encuentran en el programa de do-
nación de gametos de REPROBANK™, banco de 

semen (n=86). Las muestras fueron recolectadas 
por masturbación con 2-5 días de previa abstinen-
cia sexual y analizada dentro de la primera hora 
post-obtención.

A partir de la muestra original se determinó el volu-
men (ml), la concentración espermática (x 106 esper-
matozoides/ml), la movilidad progresiva (a+b), el pH 
y la viscosidad, siguiendo los criterios recomendados 
por la Organización Mundial de la Salud (OMS).28

Se tomaron alícuotas de las muestras seminales 
y se les realizaron los siguientes procedimientos:

Evaluación de ausencia de protaminas por 
cromomicina A3 (CMA3)

La CMA3 es un fluorocromo que se ancla especí-
ficamente a regiones ricas en guanina-citosina y com-
pite con las protaminas por los mismos lugares en el 
ADN,29 por lo que está inversamente relacionado al 
estado de protaminación del núcleo espermático.30

Las muestras fueron lavadas con PBS (Sigma-
Aldrich, P3813-10PAK), fijadas con metanol (Ane-
dra Ref 6197), teñidas con CMA3 (Sigma-Aldrich, 
C2659) y evaluadas bajo el microscopio de epifluo-
rescencia (Nikon Eclipse E200) para su recuento.

Cuando los espermatozoides presentan una 
tinción verde intensa tras ser teñidos con CMA3, 
se interpreta que esa población celular muestra ni-
veles bajos de protaminación o ausencia de esta 
proteína. Por el contrario, la tinción negativa se 
manifiesta por un color verde opaco (Figura 1).

Figura 1. Tinción con CMA3. Los núcleos 
maduros se ven de color verde opaco (a), mien-
tras que los núcleos inmaduros (sin protami-
nas) se ven de color verde brillante (b). Fuente: 
Laboratorio REPROTEC.
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Figura 2. Tinción con Azul de Anilina. Los 
núcleos inmaduros adoptan una tinción azul 
fuerte (flecha), mientras que los núcleos madu-
ros no tienen fuerte afinidad por el colorante. 
Fuente: Laboratorio REPROTEC.

Figura 3. Inmunocitoquímica en espermato-
zoides para TUNEL y Caspasa 3-Activa vista 
al microscopio de epifluorescencia. Fuente: La-
boratorio REPROTEC.

Evaluación de presencia de histonas testicu-
lares por Azul de Anilina (AA)

La determinación de las histonas testiculares 
remanentes en el núcleo espermático, se puede 
realizar con el ensayo de Azul de Anilina. Esta tin-
ción discrimina entre las histonas ricas en lisina y 
las protaminas ricas en arginina y cisteína,31,32 por 
lo que se puede utilizar para detectar defectos en la 
compactación o inmadurez cromatínica.

Las muestras espermáticas fueron lavadas con 
PBS, fijadas con metanol, teñidas con Azul de 
Anilina (BIOPUR, CI:42755) y evaluadas bajo 
microscopio óptico convencional para su recuen-
to. Los núcleos de los espermatozoides inmadu-
ros, ricos en histonas, contienen abundante lisina 
y reaccionan positivamente a la tinción tomando 
un color azul fuerte; mientras que los espermato-
zoides maduros, ricos en protaminas, con abun-
dante arginina y cisteína no se tiñen (Figura 2).33

Evaluación de los niveles de fragmentación 
del ADN por ensayo de TUNEL

El test de TUNEL (Terminal dUTP Nick-End 
Labeling, sus siglas en inglés) permite visualizar la 
incorporación de nucleótidos marcados en los ex-
tremos rotos existentes en el ADN, sean de simple o 
doble cadena. La reacción se cataliza in situ median-

te la acción de una enzima transferasa terminal que 
incorpora deoxiuridina modificada en el extremo 
OH-3´ de la cadena afectada29 (Figura 3). 

Las muestras son enriquecidas o capacitadas 
previamente por la técnica de SWIM-UP, em-
pleando H-HTF (Human Tubal Fluid con Hepes) 
suplementado con 15% de SSS, sustituto de suero 
sintético (Irvine Scientific Ref.9922) o gradien-
te de separación (ISOLATE®, Irvine Scientific 
Ref,99264) y se fijaron con formaldehido al 2% 
(Sigma-Aldrich #F1635) en PBS (Sigma-Aldrich 
#P3813-10PAK). Luego se incubaron con so-
lución de TUNEL (Kit Roche Applied Sci., cat. 
#11684795910) siguiendo las especificaciones del 
fabricante. La evaluación se realizó al microscopio 
de epifluorescencia, contando al menos 500 esper-
matozoides por muestra.

Detección de procesos apoptóticos 
por inmunocitoquímica a través de 
Caspasa 3-Activa

Las caspasas son una familia de cisteín-protea-
sas dependientes de aspartato que actúan como 
transductoras y efectoras de las señales apoptóti-
cas durante la muerte celular programada. Dentro 
de esta familia existe una subfamilia de proteasas 
con función pro-apoptótica entre las cuales se 
encuentra la Caspasa-3. Esta proteína es la caspa-
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sa efectora más importante en la señalización de 
la apoptosis y cuya activación implica un punto 
sin retorno hacia la muerte celular programada.34 

Por dicho motivo se la utiliza como marcador de 
apoptosis celular (Figura 3).

Las muestras enriquecidas por SWIM-UP o 
gradiente de separación se fijaron con formaldehi-
do al 2% para realizar la inmunocitoquímica. Se 
utilizó anticuerpo primario anti-Caspasa 3-activa 
[Asp-175(5A1E), hecho en conejo, (Cell Signa-
lling mAb#966)] y se reveló con anticuerpo se-
cundario anti-conejo hecho en cabra marcado con 
rodamina (Alexa Fluor 568 A11011, Invitrogen). 
Mediante el empleo de microscopio de epifluores-
cencia, se realizó el recuento.

Análisis estadístico

El análisis de correlación de Pearson y T-test se rea-
lizó mediante el uso del programa estadístico SPSS 
(SPSS 16,0 para Windows; SPSS Inc., Chicago, IL). 
Las tablas de contingencia 2x2 y test de Chi-cuadra-
do (

X
2) se analizaron mediante el programa de cálcu-

lo Epidat 3,1. Se determinó el valor de probabilidad 
(P), y el odds ratio (OR), para evaluar el grado de 
asociación entre las variables estudiadas.

Las gráficas de barra y de dispersión se realiza-
ron con Microsoft Excel 2010.

Para el análisis de correlación se utilizaron 
variables continuas (en porcentaje) mientras que 
para las tablas de contingencia 2x2 y test de 

X
2 fue-

ron de tipo categóricas o cualitativas.

Resultados

Nota: Los valores de TUNEL, CMA3, AA y 
Caspasa 3-Activa fueron expresados como positi-
vos (+) cuando sus valores superaban al valor de 
referencia (patológicos). De manera contraria, los 
valores negativos (-) fueron considerados como 
normales o no patológicos.

Poblaciones de estudio

Al evaluar los parámetros seminales básicos y 
los marcadores de integridad cromatínica (CMA3 
y AA), de la población que consulta por infertili-
dad (n=213), encontramos una diferencia estadísti-
camente significativa en comparación con el grupo 
control (n=86) (Tabla 1). Los pacientes tenían una 
concentración y movilidad espermática significati-
vamente menor que el grupo control y además pre-
sentaban niveles de descompactación o inmadurez 
de la cromatina por encima del valor de referencia.

Además, en el grupo de pacientes se determinaron 
los valores de fragmentación del ADN y marcadores 
de apoptosis, a través de TUNEL (26,5 ± 18,1) y Cas-
pasa (8,7 ± 10,0), respectivamente (Tabla 2).

Los valores observados entre los pacientes mues-
tran gran dispersión. Esto se debe a la gran heteroge-
neidad de la población que consulta por infertilidad.

Compactación de la cromatina y fragmenta-
ción del ADN

Del total de muestras analizadas en los pacientes, 
el 78% (167/213) presentó valores de CMA3 altera-
da y el 56% (120/213) de TUNEL elevado (Tabla 
3), mientras que en la población control solo el 30% 
(26/86) mostró valores de CMA3 alterada (Figura 4).

Resulta notorio observar que, dentro del grupo 
de pacientes con valores de CMA3 alterados, el 

Tabla 1. Valores medios de los parámetros seminales en la población original. Los 
valores están expresados como la media ± el desvío estándar (DE). * WHO, 2010.

Tabla 2. Valores medios para TUNEL 
y Caspasa en pacientes que consultan por 
infertilidad. Los valores están expresados 
como la media ± el desvío estándar (DE).
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Tabla 3. Porcentaje de pacientes que presentan valores 
de TUNEL y CMA3 patológicos (+) y normales (-). En 
paréntesis se representan los números absolutos.

Tabla 4. Porcentaje de pacientes que 
presentan valores de TUNEL patológicos 
(+) cuando los niveles de CMA3 supera 
el 50%. En paréntesis se representan los 
números absolutos.

Figura 5. Gráfica de correlación entre CMA3 y TUNEL.

Tabla 5. Porcentaje de pacientes que pre-
sentan valores de TUNEL y AA patológi-
cos (+) y normales (-). Entre paréntesis se 
representan los números absolutos.

Figura 4. Porcentaje de individuos que presentan valores 
de CMA3 (+) en cada población.

60% de ellos muestran valores de TUNEL anor-
mal. Por otro lado, en la población con valores de 
CMA3 normales, el 59% de la misma presenta 
valores normales de TUNEL (Tabla 3).

El análisis estadístico empleando 
X
2 para estas 

variables, mostró un valor de 5,39 con P = 0,02. El 
odd ratio (OR) calculado fue 2,17 con un intervalo 
de confianza (IC 95%) de 1,11 – 4,22. Esto indica-
ría que la ausencia de protaminas (CMA3 +) cons-
tituiría un factor de riesgo para desarrollar valores 
de TUNEL patológicos (mayores al 20%). Los 
pacientes cuyos valores de CMA3 son patológicos 
(mayores al 30%) presentan un riesgo 2,17 veces 
mayor de presentar fragmentación del ADN res-
pecto de aquellos con valores de CMA3 normales.

Sumado a esto, cuando los valores de CMA3 
se encuentran por encima del 50%, la proporción 
de pacientes con valores patológicos de TUNEL 
asciende al 78,8% (Tabla 4).

El coeficiente de correlación de Pearson (r) de-
mostró que existe una correlación positiva, estadísti-
camente significativa, entre los valores de TUNEL y 
CMA3 (r =0,231; P < 0,01). La gráfica de dispersión 
(Figura 5) y el análisis de regresión lineal esquemati-
zan esta correlación mostrando esta tendencia.

En relación al segundo marcador de integridad 
cromatínica, Azul de Anilina (AA), se encontró que 
el 81% (173/213) de la población de pacientes en 
estudio presentó valores patológicos de histonas tes-
ticulares en el núcleo espermático (Tabla 5), mien-
tras que en la población control solo el 33% (29/86) 
de ellos presentaban valores patológicos (Figura 6).
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Al igual que para el caso de CMA3, se observa 
que el 61% de los pacientes que poseen valores de 
AA patológicos presentan, simultáneamente, va-
lores de TUNEL alterados. Y además, cuando los 
valores de AA eran superiores al 50%, el porcen-
taje de pacientes que presentaban valores de TU-
NEL patológico ascendía al 74,3%. Esto podría 
esperarse si consideramos que tanto la tinción con 
AA (presencia de histonas testiculares) como la 
tinción con CMA3 (ausencia de protaminas) son 
técnicas que determinan de modos diferentes un 
mismo estado (núcleo “inmaduro”), por lo tanto, 
las marcas positivas de ambas técnicas deberían 
presentarse simultáneamente.

El valor 
X
2 obtenido para la frecuencia de TU-

NEL positivo en pacientes con y sin valores de AA 
alterado fue de 9,11 con un valor P = 0,003. El 
OR calculado fue 2,93 con un intervalo de con-
fianza (IC 95%) de 1,43– 6,02. Esto indicaría que 
la remanencia de histonas testiculares constituiría 
un factor de riesgo para desarrollar valores de 
TUNEL patológicos en aquellos individuos con 
defectos en la remodelación cromatínica (núcleo 
inmaduro). Los hombres cuyos valores de AA son 
patológicos (mayores al 30%) poseen un riesgo 
2,93 veces mayor de presentar fragmentación del 
ADN respecto de aquellos con valores de AA nor-
males. Estos resultados sugerirían la existencia de 
una vulnerabilidad mayor del ADN a ser dañado, 
en aquellos espermatozoides cuya cromatina no se 
encuentre densamente compactada.

El coeficiente de correlación de Pearson (r) demos-
tró que, al igual que con CMA3, existe una correla-
ción positiva, estadísticamente significativa, entre los 
valores TUNEL y AA (r=0,278; P < 0,01) (Tabla 6).

Figura 6. Porcentaje de individuos que presentan valores 
de AA (+) en cada población.

Figura 7. Gráfica de correlación entre AA y TUNEL.

La gráfica de dispersión de la Figura 7 y el análisis 
de regresión lineal esquematizan esta correlación.

Cabe aclarar, que si bien se encontró una co-
rrelación estadística para ambas técnicas, el valor 
clínico que podemos establecer es limitado, ya que 
no representa una relación lineal contundente. En 
este caso, el análisis de riesgo (OR), nos propor-
ciona información clínica más robusta.

Dado que en este trabajo se utilizaron dos 
técnicas para determinar un mismo proceso (la 
compactación de la cromatina), se ha tratado de 
comprender cómo se relacionan ambos eventos 
estudiando la correlación entre ambas técnicas.

El análisis de correlación de Pearson demostró 
que existe una relación altamente significativa en-
tre ambas técnicas, demostrando una asociación 
positiva con un r=8,65 para un P < 0,0001. La 
gráfica de dispersión esquematizó esta fuerte co-
rrelación (Figura 8).

Esta correlación resulta de gran importancia 
en la práctica clínica, ya que pone a disposición 
procedimientos fáciles y económicos que nos per-
miten evaluar el estado madurativo del núcleo. 
Además, corrobora, de manera significativa, la 
utilización de dos técnicas complementarias en la 
medición indirecta de un mismo estado.

Tabla 6. Correlación entre porcentaje de 
CMA3, AA y TUNEL. La correlación es 
significativa al nivel P < 0,01 (**).
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Figura 9. Comparación entre pacientes con y sin valores 
de TUNEL patológicos. Las barras representan los valores 
medios para cada grupo.

Figura 8. Gráfica de correlación entre CMA3 y AA.

Tabla 7. Comparación de los parámetros seminales, MIC y Caspasa en las poblaciones con y sin va-
lores de TUNEL patológicos. Los valores están expresados como la media ± el desvío estándar (DE).

TUNEL, CMA3, AA y Caspasa 3-Activa

En el análisis, no se ha encontrado una correlación 
entre los valores de Caspasa y los marcadores de inte-
gridad cromatínica (r=-0,047; P < 0,05 para Azul de 
Anilina y r=-0,003; P < 0,01 para CMA3); sin em-
bargo, fue significativa entre los niveles de TUNEL 
y el porcentaje de espermatozoides apoptóticos me-
didos por Caspasa 3-activa (r=-0,223; P < 0,001). Es 
esperable suponer un escenario en el que la dinámica 
de ambos marcadores sea diferente ya que la activa-
ción de caspasas, enmarcada en este evento dinámico, 
ocurre como un evento previo a la fragmentación y 
por tanto pueden o no ser simultáneos en el tiempo si 
consideramos la muestra como un todo.

Parámetros seminales básicos y fragmenta-
ción del ADN

A lo largo de este trabajo, nos hemos preguntado 
sobre la existencia de algún parámetro seminal básico 
al cual prestar atención y que nos diera un indicio de 
una posible afección a nivel del ADN espermático. 
Para dar respuesta a esta cuestión, agrupamos a los 
pacientes en dos grupos: aquellos con valores de TU-
NEL normales y aquellos con valores de TUNEL 

patológicos, y comparamos los valores medios de los 
parámetros seminales para cada grupo (Figura 9).

El análisis estadístico mostró diferencias signi-
ficativas entre los grupos de pacientes en lo rela-
tivo a la concentración espermática (t=3,97; P < 
0,001), el porcentaje de espermatozoides móviles 
(t=2,86; P < 0,01), los valores de AA (t=-4,88; P < 
0,001), CMA3 (t=-5,25; P < 0,001) y los niveles 
de Caspasa 3-activa (t=3,10; P < 0,01) (Tabla 7).

Esto indicaría que tanto la concentración de es-
permatozoides como su movilidad progresiva (a+b) 
se encuentran significativamente disminuidas en 
aquellos pacientes cuyos valores de TUNEL están al-
terados. Y, como era de esperar, en base a los resulta-
dos mostrados anteriormente, los valores de CMA3 
y AA también muestran diferencias significativas.

De este modo, sería interesante prestar especial 
atención a aquellos pacientes con oligoastenos-
permia, ya que tendrían mayor tendencia a sufrir 
defectos en la compactación cromatínica y como 
consecuencia un mayor riesgo de afectaciones a 
nivel del ADN espermático.



86 Reproducción - Vol 29 / Nº 3 / Septiembre 2014

Estudio del núcleo espermático en la práctica clínica Noelia Cabral y col

Discusión

La infertilidad afecta a casi el 20% de las pare-
jas en edad reproductiva y los defectos en la fun-
ción espermática son una de las principales causas 
de infertilidad masculina.24

Como se mencionó anteriormente, diversos 
autores han señalado que los defectos en el remo-
delamiento de la cromatina tienen impacto sobre 
la integridad genética de la línea germinal y sobre 
su performance reproductiva, teniendo como conse-
cuencias fallas durante la fecundación y el desarro-
llo embrionario. 35,36 Sin embargo, es importante 
tener en cuenta que existen otras razones para la 
disminución de la integridad del ADN como ser, 
una recombinación alterada, apoptosis abortiva, 
actividad anormal de topoisomerasas y reparación 
anómala durante la espermatogénesis.37

La potencial relación entre los defectos en la 
protaminación y la disminución en la integridad 
del ADN ha sido abordada por diferentes grupos 
usando una variedad de aproximaciones directas e 
indirectas. Gran parte de las evidencias relacionan 
altos índices de fragmentación del ADN obteni-
dos con SCSA (Sperm Cromatin Structure Assay) con 
bajos resultados de ICSI (Intra-Cytoplasmatic Sperm 
Injection) y FIV (Fecundación In Vitro).38,39 Del 
mismo modo, otros grupos han encontrado una 
correlación negativa entre las tasas de fecundación 
in vitro y los niveles de protaminación determina-
dos con CMA3.40,41 Subsecuentemente, este grupo 
demostró que la fragmentación del ADN, deter-
minado por ensayo cometa, es más frecuente en 
espermatozoides con niveles altos de CMA3.42

Aoki y col (2005) demostraron que la integri-
dad del ADN estaba comprometida con la defi-
ciencia de protaminas, determinadas directamen-
te a través de electroforesis. Los autores mostraron 
que los índices de fragmentación espermática 
(DFI), determinados por DNA Integrity Assay, 
fueron significativamente más elevados en pacien-
tes con baja relación Protamina 1/Protamina 2, y 
que este índice se encuentra correlacionado nega-
tivamente con la concentración de P1, P2 y con la 
concentración total de Protaminas.14

Consistente con estas observaciones, los resul-
tados de nuestro trabajo mostraron una fuerte co-
rrelación (P < 0,01) entre el grado de empaqueta-
miento de la cromatina determinado por CMA3 
y AA, y el grado de fragmentación del ADN, de-

terminado por TUNEL. Además, se mostró que 
las alteraciones en los niveles de compactación 
de la cromatina constituyen un factor de riesgo 
para desarrollar valores de TUNEL patológicos. 
De este modo, el correcto remodelamiento de la 
cromatina espermática jugaría un rol fundamental 
en la maduración del espermatozoide durante la 
espermatogénesis y determinaría la vulnerabilidad 
que sufriría éste al ataque de agentes endógenos y 
exógenos que pueden dañar su material genético.

Como el remodelamiento de la cromatina es 
un proceso dinámico donde como punto de inicio 
se produce una desorganización núcleo-histónica 
a través de modificaciones postraduccionales y 
posterior reemplazo por protaminas, podríamos 
inferir que la remanencia de histonas testiculares 
marcaría un proceso defectuoso de remodela-
miento que inhibe el reemplazo por protaminas.3,6 

En el presente trabajo, el análisis de correlación 
de Pearson (r) demostró una asociación positiva 
entre los valores de CMA3 y AA. Esto confirma-
ría el proceso dinámico que sufre el espermato-
zoide durante la espermatogénesis, al demostrar 
el reemplazo consecutivo de las proteínas histó-
nicas por protaminas durante el remodelamiento 
del material genético. De este modo, la presencia 
de histonas testiculares en el núcleo espermático 
se encuentra inversamente correlacionada con la 
presencia de protaminas.

Tanto CMA3 como AA, al ser técnicas senci-
llas de realizar, son muy útiles como marcadores 
diagnósticos en la práctica clínica. Ambas pueden 
ser empleadas como herramientas predictivas para 
determinar el estado madurativo del núcleo es-
permático y evaluar la vulnerabilidad que tendrán 
los núcleos frente al daño del ADN. En nuestro 
programa de donación de semen, usamos estos 
marcadores de manera rutinaria como evaluación 
preliminar del núcleo espermático.

Parámetros seminales básicos e Integridad 
del ADN

Diversos autores reconocen que existe una correla-
ción negativa entre la calidad espermática (movilidad, 
concentración, vitalidad) e índices de fragmentación 
del ADN,43-45 lo que condice con los resultados obte-
nidos en este trabajo y corrobora esa hipótesis.

Hemos observado que el grado de fragmen-
tación del ADN y la concentración espermática 
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correlacionan de manera inversa; y aquellos hom-
bres con valores de TUNEL alterado tienen en 
promedio menor concentración espermática que 
aquellos que tienen valores normales. Esto puede 
deberse a que altos valores de fragmentación es-
permática tienden a desencadenar un deterioro en 
la espermatogénesis,25 induciendo muchas veces el 
proceso de apoptosis y, reduciendo así el número 
efectivo de gametos que pueden ser eyaculados. 
De modo similar, la pérdida de movilidad puede 
relacionarse con modificaciones en la constitu-
ción molecular de la membrana plasmática, que 
también se vería afectada por el ambiente hostil 
(presencia de nucleasas o especies reactivas de oxí-
geno) a las que generalmente están expuestas las 
gametas en estas condiciones. Gandini y cols ob-
servaron una relación similar entre los niveles de 
apoptosis y los parámetros seminales básicos,46 lo 
que se condice con nuestros resultados.

En nuestro estudio, el volumen eyaculado no 
mostró diferencia significativa entre los grupos 
con TUNEL patológico y no patológico. Esto es 
de esperarse, ya que el mismo está determinado 
por las secreciones de las glándulas anexas y no 
por la cantidad de células germinales presentes.47

Consideraciones finales

Tradicionalmente, el diagnóstico de la inferti-
lidad masculina estaba basado principalmente en 
la evaluación microscópica de la concentración, 
movilidad y morfología espermática, como indi-
cadores de la calidad y capacidad reproductiva de 
los pacientes. Aunque estos parámetros nos brin-
dan información sumamente importante, el valor 
del espermograma en términos de potencial fértil 
o su valor predictivo en técnicas de reproducción 
asistida es limitado.

La introducción de nuevas metodologías y/o 
técnicas, como TUNEL, así como la revaloriza-
ción de técnicas clásicas, como la determinación 
de CMA3 o AA, nos permiten abordar el diag-
nóstico andrológico de manera más integral y con 
nuevos enfoques para mejorar la práctica clínica.
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