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Resumen

El congelamiento lento es la técnica mds empleada
para la criopreservacion de espermatozoides, pero
recientemente ha comenzado a utilizarse la vitrifica-
cién como alternativa obteniéndose resultados dispa-
res. Por otra parte, muchos estudios reportan que el
dano en el ADN del espermatozoide se correlaciona
con un pobre desarrollo embrionario, falla en la im-
plantacion, aborto espontdineo y defectos congénitos
en la descendencia. El presente trabajo tiene como
objetivo comparar la eficiencia del congelamiento
lento y la vitrificacion de espermatozoides, estable-
ciendo ademds los niveles de fragmentacion de ADN
luego de ambas técnicas de criopreservacion. En el
experimento 1 se emplearon 6 muestras de semen
para comparar la recuperacion espermdtica luego
del congelamiento lento y la vitrificacion de esper-
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matozoides. En el experimento 2 se emplearon 10
muestras de semen para comparar la fragmentacion
de ADN espermitico causada por ambos mérodos de
criopreservacion. El andlisis estadistico fue realizado
mediante un test de Kruskal-Wallis.

En el experimento 1 no se encontraron diferencias
significativas en la concentracion espermitica recu-
perada, pero la vitrificacion presentd mayor cantidad
de espermatozoides méviles grado A y grado B (5,7 +
2305122+ 3,4, 13,7 + 7,8 vs 24,8 + 11,7) y me-
nor cantidad de espermatozoides inmdviles (68,8 +
13,7 vs 54,5 + 12,2) que el congelamiento lento. En
el experimento 2 la movilidad presentd diferencias
significativas en favor de las muestras inicial y post-
desvitrificacion para los valores de movilidad grado
Aygrado B (9,2 + 6,3 vs4,5 + 1,8 vs 13,9 + 6,6;
332+ 11,0 vs 14,8 + 3,9 vs 23,4 + 8,1) ¢ inmd-
viles (46,3 + 13,7 vs 70,8 + 6,6 vs 54,2 + 10,0).
La fragmentacién de ADN espermdtico fue significa-
tivamente mayor en la muestra post-congelamiento
lento en comparacion con los de la muestra post-gra-
diente y post-desvitrificacion (9,8 + 4,7 vs 44,7 +
11,7 vs 15,9 + 6,0). Nuestros resultados muestran
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que la vitrificacién de espermatozoides es una técnica
que puede llevarse a cabo con buenos resultados y que
provoca menor daio al ADN espermdtico.

Palabras claves. Espermatozoides, congelamiento
lento, vitrificacion, fragmentacion de ADN.

Comparative analysis of slow
freezing and vitrification for sperm
cryopreservation

Summary

Slow freezing is the standard technique used for sperm
cryopreservation. Even though vitrification has re-
cently become an alternative still showing uneven re-
sults. Many studies report that sperm DNA damage
correlates to poor embryo development, miscarriage
and congenital birth defects. Our study aims ro com-
pare the efficiency of slow freezing versus sperm vi-
trification, and to determine the level of DNA frag-
mentation after both cryopreservation techniques. In
experiment 1, 6 semen samples were used to compare
sperm concentration recovery after slow freezing and
sperm vitrz'ﬁmtion. In experiment 2, 10 samples
were used to compare sperm concentration, motility
and DNA fragmentation after both cryopreservation
techniques. Statistical analysis was performed using
Kruskal-Wallis Test. In experiment 1, no significant
differences were obtained in sperm concentration re-
covery, although vitrification showed a higher grade
A and grade B motility sperm count (5,7 + 2,3 vs
12,2 + 3,4; 13,7 + 7,8 vs 24,8 + 11,7), and lower
immotile sperm count (68,8 + 13,7 vs 54,5 + 12,2)
than slow freezing. In experiment 2, sperm motility
showed significant differences between the fresh, slow
[frozen and vitrified samples for grade A and grade B
values (92 + 6,3 vs 4,5 + 1,8 vs 13,9 + 6,6; 33,2
+ 11,0 vs 14,8 + 3,9 vs 23,4 + 8,1) and for im-
motile sperm (46,3 + 13,7 vs 70,8 + 6,6 vs 54,2 =
10,0). Sperm DNA fragmentation was significantly
higher in the slow freezing sample compared to post-
gradient and vitrification samples (9,8 + 4,7 vs 44,7
+ 11,7 vs 15,9 + 6,0). Our results show that sperm
vitrification may be an alternative to slow freezing
with better recovery results and less DNA damage.

Key words. Sperm slow freezing, sperm vitrifica-
tion, sperm DNA fragmentation.
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Introduccion

La criopreservacién de espermatozoides es una
herramienta fundamental en reproduccién asisti-
da ya que permite optimizar los tratamientos de
esterilidad y preservar la fertilidad en pacientes
que, potencialmente, pueden perderla por trata-
mientos agresivos como radioterapia, quimiotera-
pia o cirugfas invasivas (Sanger y col, 1992).

Actualmente el congelamiento lento es la me-
todologfa mds extendida para la criopreservacién
de espermatozoides ya que permite la conserva-
cién de grandes volimenes de muestras de semen,
con resultados satisfactorios sobre la vitalidad y
motilidad después del descongelamiento (Donnez
y Kim, 2011; Fuller y col, 2004).

Recientemente, se ha desarrollado la vitrifica-
cién de espermatozoides como alternativa al conge-
lamiento lento, la cual evita la formacién de hielo
intracelular ya que la solucién pasa directamente a
un estado vitreo en contacto con el nitrégeno liqui-
do (Isachenko y col, 2003; Isachenko y col, 2004).

Un creciente niimero de estudios reportan que
el dafio en el ADN de células espermdticas se re-
laciona con un pobre desarrollo embrionario, as
como también falla en la implantacién, aborto es-
ponténeo y defectos congénitos en la descenden-
cia (Cohen y col 2009; Gonzélez Torres y Rawe,
2010; Lewis y col, 2013; Seli y Sakkas, 2005).

Aln es poco conocido el efecto que provoca
la criopreservacién sobre la integridad del ADN
espermatico.

El objetivo del presente trabajo fue comparar
la eficiencia del congelamiento lento y la vitrifica-
cién de espermatozoides y determinar los niveles
de fragmentacién del ADN que provoca la crio-
preservacion por ambas técnicas.

Materiales y métodos

Congelamiento lento de espermatozoides

La muestra de semen fue colocada en un tubo
de centrifuga de 15 ml (Nunc, Dinamarca) y se le
agregd Test Yolk Buffer (Irvine, EE.UU.) en pro-
porcién 1:1 goteando lentamente y mezclando
hasta lograr una solucién homogénea. La solucién
obtenida se fraccioné en partes iguales en 4 crio-
viales (Nunc, Dinamarca) previamente rotulados
con el nimero de identificacién de la muestra.

Los crioviales fueron colocados a 4-8°C por
60 min. Pasado ese tiempo, se los llevé a -12°C
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a -18°C durante 5 min; a continuacidén, el mismo
tiempo a vapores de nitrégeno (-170°C a -180°C).
Una vez finalizado el procedimiento fueron sumer-
gidos en nitrégeno liquido (-196°C) en una varilla
de aluminio rotulada para su almacenamiento (Na-
llella y col, 2004; Royere y col, 1996).

Para el descongelamiento de las muestras, las
varillas fueron retiradas de los tanques de nitré-
geno y los crioviales fueron colocados sobre una
platina térmica a 37°C hasta alcanzar el estado
liquido. Luego, el contenido de los crioviales fue
colocado en un tubo de centrifuga de 15 ml di-
luyendo con una solucién de HTF modificado
(mHTF, Irvine, EE.UU.) contenido 3% de suero
sintético (SSS, frvine, EE.UU.) en proporcién 1:1
a 37°C, mezclando por agitacién lenta. Se cen-
trifugé por 10 min a 300 grs, se eliminé el so-
brenadante y el pellet fue resuspendido en 1 ml
de mHTF+3%SSS. Se procesé la muestra resul-
tante mediante un gradiente de separacién 50% /
90% (Isolate, Irvine, EE.UU.), a continuacién se
le realiz6 un lavado y se resuspendié en 0,4 ml de
mHTF+3%SSS.

Vitrificacién de espermatozoides

Se empled el protocolo descripto por Isachenko
y col (2005) con modificaciones.

A cada una de las muestras de semen se le rea-
liz6 un gradiente 50% / 90% tal cual se describié
en la seccién anterior. La solucién obtenida fue
diluida con Sacarosa 0,5M (Sig;ma, EE.UU.) en
proporcién 1:1. Luego se incub6 5 min a 37°Cy
se preparé un contenedor con nitrégeno liquido
al cual se le inserté una rejilla para recibir la mues-
tra procesada. La criopreservacion se llevé a cabo
formando perlas de 35 ul, las cuales se obtuvieron
posicionando la pipeta en dngulo de 45° a 10 cm
de la superficie del nitrégeno. Se dejé caer una
gota cada 5 seg esperando que se solidifique y se
deposite en el fondo de la rejilla. Una vez finaliza-
do este procedimiento, las perlas se colocaron en
crioviales y fueron almacenadas en el tanque de
nitrégeno liquido por un minimo de 24 hs.

Para la desvitrificacién las perlas fueron su-
mergidas en 5 ml de mHTF+3%SSS a 37°C agi-
tando suavemente durante 5 seg. La suspensién
resultante fue incubada a 37°C durante 10 min,
posteriormente se centrifugd 5 min a 350 grs y
finalmente se resuspendi6 el peller en 0,4 ml de

mHTF+3%SSS.

Determinacién de la fragmentacién del ADN
espermatico

Para determinar los niveles de fragmentacién
del ADN espermitico se empled la técnica de TU-
NEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP
nick end labeling Assay) descripta por Lépes y col
(1998). Para ello se sumergieron los portaobje-
tos especiales (7eflon Printed Slide para TUNEL,
EMS, EE.UU.) por al menos 2 hs en Polilicina
0,1% (Sigma, EE.UU.), luego de lo cual fueron
enjuagados con agua ultrapura (Sigma, EE.UU.) y
secados a temperatura ambiente.

Las muestras procesadas que fueron seleccio-
nadas para este estudio se fijaron con formalde-
hido 37% (Sigma, EE.UU.) y se almacenaron a
4-8°C hasta su utilizacion.

Para la evaluacién de la fragmentacién, 30 pl
de las muestra fueron sembradas por duplicado en
los portaobjetos, los cuales fueron colocados en
cdmara himeda durante 24 hs a 4-8°C. Pasado ese
tiempo, las muestras fueron lavadas 3 veces duran-
te 5 min con 10 pl de PBS 1x (Zrvine, EE.UU.).
Luego se agregé Metanol (Sigma, EE.UU.) por 90
seg y se repitieron los 3 lavados con PBS 1x. Se co-
loc6 10 pl de solucién de bloqueo PBS+0,5%BSA
(Albumina Sérica Bovina, Sigma, EE.UU.) dejin-
dola por 50 min dentro de la cdmara himeda a
4-8°C, posteriormente, se realizaron otros 3 lava-
dos con PBS 1x. A cada pocillo se le afadié una
mezcla de 4,5 pl de label y 3,5 pl de enzima (I
situ Death Cell Detection kit, Roche, EE.UU.) pro-
tegidos de la luz, y los portaobjetos se colocaron
en cdmara hiimeda por 1 hs sobre platina térmica.
Seguidamente, se realizaron 3 lavados de 5 min
cada uno con 10 pl de PBS 1x y se dejé secar por
completo a temperatura ambiente, siempre evi-
tando exposicién a luz. Por dltimo, se agregd 5
pl de agente de montaje Vecta-Shield (Vector Lab,
EE.UU.) a cada pocillo y por encima se colocé un
cubreobjetos de 24 x 50 mm.

Finalmente, se observé en el microscopio de
fluorescencia (Mikoba $320, China) a un aumen-
to de 100X con aceite de inmersidn.

Se registré el ndmero de espermatozoides
apoptdticos en un recuento de 200 espermatozoi-
des totales. Se consideraron positivos aquellos es-
permatozoides con fluorescencia mayor al 50% en
citoplasma, el resto fueron consideradas negativas
(Figura 1).
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Figura 1. Espermatozoides y células no espermiticas con
diferentes marcaciones para TUNEL.

A: Espermatozoide negativo en luz blanca; A.1: Espermatozoide negativo con 0% de
fluorescencia bajo luz UV. B: Espermatozoide negativo con < 50% de fluorescencia
en luz blanca; B.1: Espermatozoide negativo con < 50% de fluorescencia en luz UV.
C: Espermatozoide positivo con > 50% de fluorescencia en luz blanca; C.1: Esperma-
tozoide positivo con > 50% de fluorescencia en luz UV.

Disefio experimental

Se utilizaron 16 muestras de semen recibidas
en el Laboratorio de Andrologfa de Fertilidad San
Isidro entre febrero y mayo de 2015 donadas para
investigacién. Los donantes firmaron el consenti-
miento correspondiente.

Los criterios de inclusién fueron:

*Volumen de semen: = 1,5 ml.

* Concentracién espermdtica: = 20 x106 es-
permatozoides/ ml.

* Movilidad espermdtica A+B: = 25%.

Experimento 1: Anélisis comparativo de recu-
peracién espermdtica post-congelamiento lento y
vitrificacién de espermatozoides

Para evaluar la recuperacién espermdtica luego
de realizar congelamiento lento y vitrificacién de
espermatozoides, se utilizaron 6 muestras de semen.

Se registr6 la concentracién y movilidad es-
permitica en fresco y luego se dividi6 el volumen
de las muestras en partes iguales, procediendo a
la criopreservacién por medio de las dos técnicas
mencionadas.

Luego de una semana en nitrégeno liquido,
las muestras fueron procesadas segtin el protocolo
correspondiente. Se evaluaron la concentracién y
la movilidad espermdtica recuperada.

Experimento 2: Andlisis comparativo de la frag-
mentacién de ADN espermdtico causada por el
congelamiento lento y la vitrificacién

Reproduccién - Vol 31 / Ne 1 / Marzo 2016

Para llevar a cabo la comparacién en la frag-
mentacién de ADN causada por el procedimiento
de congelamiento lento y vitrificacién de esper-
matozoides, se emplearon 10 muestras de semen.

Cada una de las muestras frescas fue analiza-
da mediante la técnica de TUNEL registrindose
el valor de fragmentacién previo a la criopreser-
vacién. Luego, fueron divididas en volimenes
equivalentes y las fracciones fueron sometidas a
congelamiento lento o vitrificacién. Al concluir
los procedimientos fueron colocadas en tanques
de nitrégeno liquido.

Finalmente todas las muestras fueron descon-
geladas y se registré el nivel de fragmentacién de
ADN espermdtico mediante la técnica de TU-
NEL de cada una de ellas para compararlas con
los resultados iniciales.

Anilisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante un test
de Kruskal-Wallis, empleando el programa Graph
Pad Instat. Se considerd que las diferencias fueron
significativas a partir de un valor de p < 0,05.

Resultados

Experimento 1: Andlisis comparativo de recu-
peracién espermdtica post-congelamiento lento y
vitrificacién de espermatozoides

Los pardmetros seminales de las muestras pro-
cesadas para la comparacién de las técnicas de
criopreservacién de espermatozoides en muestras
completas se detallan en la Tabla 1.

Luego del congelamiento lento y la vitrifica-
cién no se encontraron diferencias significativas

Tabla 1. Pardmetros espermdticos analizados pre-
vios a la criopreservacion de las muestras seminales
completas.

Nimero de muestras 6

Volumen (ml) 35+09
Concentracion espermatica (10%/ml) 66,3 +18,7
Movilidad A+B (%) 523+139
Movilidad A (%) 16,8 +15,4
Movilidad B (%) 355+16,7
Movilidad C (%) 8,2+6,2
Inméviles (%) 395+138
Concentracion post-gradiente (10¢/ml) 44,5+ 20,0
Movilidad A post-gradiente (%) 90,8+ 11,6
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en la concentracién espermdtica recuperada, pero
las muestras post-desvitrificacién presentaron ma-
yor cantidad de espermatozoides méviles grado A 'y
B, y menor cantidad de espermatozoides inméviles
que aquellas post-congelamiento lento (Tabla 2).

Experimento 2: Andlisis comparativo de la frag-
mentacién de ADN espermdtico causada por el
congelamiento lento y la vitrificacién

Los pardmetros seminales de las muestras em-
pleadas para el presente experimento se detallan

en la Tabla 3.

No se encontraron diferencias significativas en
la recuperacién espermdtica entre los distintos ti-
pos de muestras (Tabla 4).

Con respecto a la movilidad, se observaron
diferencias significativas en favor de las muestras
inicial y post-desvitrificacién para los valores de
movilidad A, B e inméviles (Tabla 5).

La técnica de TUNEL presenté valores signi-
ficativamente mayores para la muestra post-con-
gelamiento lento en comparacién con los de la
muestra inicial y post-desvitrificacién (Tabla 6).

Tabla 2. Comparacion de la concentracion y la movilidad post-criopre-
servacion luego de emplear congelamiento lento y vitrificacion de esper-

matozoides.
Técnica de criopreservacion Congelamiento Vitrificacion
Concentracion post-criopreservacion (10%/ml) 29,8 +9,2 26,5+9,0
Movilidad A+B post-criopreservacion (%) 21,3+x91a 37,0+£129b
Movilidad A post-criopreservacion (%) 57+23a 12,2+ 3,4Db
Movilidad B post-criopreservacion (%) 13,7+78a 248+11,7h
Movilidad C post-criopreservacion (%) 98+47 8,727
Inméviles post-criopreservacion (%) 68,8 +13,7a 545+12,2b

(a,b) Difieren significativamente (p < 0,05).

Tabla 3. Pardmetros seminales analizados previo a

la criopreservacion.

Nimero de muestras
Volumen (ml)

Concentracion espermatica (106/ml)

Movilidad A+B (%)
Movilidad A (%)
Movilidad B (%)
Movilidad C (%)
Inmoéviles (%)

Concentracion post-gradiente (10%/ml)
Movilidad A post-gradiente (%)
Valor de TUNEL pre-criopreservacion (%)

10
25+05
653+ 34,9
52,4 +135
92+6,3
332+11,0
13+75
46,3 £ 13,7
82,0+635
88,5+7,8
98+47

Tabla 4. Comparacidn de concentracién espermdtica en las diferentes muestras.

Tipo de muestra Inicial

Post-gradiente

Post-congelamiento  Post-desvitrificado

Concentracion

espermatica (10my) 693 £ 349

82,0635

40,2 = 26,4 44,3 +13,6

Tabla 5. Comparacion de la movilidad espermdtica luego de la crio-

preservacion.

Tipo de muestra Inicial

Post-congelamiento

Post-desvitrificado

Movilidad A+B (%) 52,4 +135a
Movilidad A (%) 92+63a
Movilidad B (%) 332+11,0a
Movilidad C (%) 11,3+75
Inmoviles (%) 46,3+ 13,7 a

193+49b 37,3+110a
45+18b 139+606a
148+39b 234+81a
99+45 85+33
708+6,6Dh 542+100a

(a,b) Difieren significativamente (p < 0,05).
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Tabla 6. Comparacion de los valores de TUNEL en las diferentes muestras.

Tipo de muestra Post-gradiente Post-congelamiento  Post-desvitrificado
Valor de TUNEL (%) 98=+47a 447 +11,7h 159+6,0a

(a,b) Difieren significativamente (p < 0,05).

En la Figura 2 se observa la marcacién fluores-  a las muestras post-congelamiento lento y post-
cente obtenida aplicando la técnica de TUNEL  desvitrificacion.

Figura 2. Marcacion fluorescente de espermatozoides desvitrificados y descongelados (100X).

CONGELAMIENTO : CONGELAMIENTO :
LENTO VITRIFICACION LENTO VITRIFICACION
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Discusion

La criopreservacién de gametos es una préctica
habitual en los laboratorios de fecundacién asisti-
da. Hoy en dia es comtin que varones que buscan
preservar su fertilidad, diferir la bisqueda de un
embarazo o tener una reserva de espermatozoides
en caso de ausencia de éstos durante el tratamien-
to de fecundacién asistida, recurran a la criopre-
servacién espermitica.

Desde 1950 se recurre a la criopreservacion de
espermatozoides de diferentes especies animales
mediante el congelamiento lento (Polge y Rown-
son, 1950), el cual representa actualmente la téc-
nica empleada en forma estdndar en los laborato-
rios de andrologia para criopreservar muestras de
espermatozoides humanos.

Esta técnica presenta algunos inconvenientes;
por un lado, los crioprotectores son téxicos, por
otro lado, durante la disminucién de la tempera-
tura se produce la formacién de cristales de hielo
que pueden provocar dafio a la membrana plas-
mitica del espermatozoide y, finalmente, el pro-
cedimiento en sf es largo y tedioso.

En afos recientes, ha vuelto a utilizarse una de
las primeras técnicas de criopreservacién celular
desarrollada: la vitrificacién (Luyet y col, 1937).
Esta técnica implica la criopreservacién de espe-
cies celulares empleando altas concentraciones de
crioprotector y la inmersién directa en nitrégeno
liquido, provocando de esta forma el pasaje direc-
to de la solucién a una fase vitrea libre de cristales
de hielo (Rall y Fahy, 1985). Esta metodologia
presenta la ventaja de evitar la formacién de cris-
tales de hielo, pero debe ser empleada con cierto
cuidado ya que la alta concentracién de criopro-
tectores es toxica. Una ventaja adicional es que la
técnica es sencilla y rdpida.

Hoy en dia, la vitrificacién estd ampliamen-
te extendida para la criopreservacién de oocitos
y embriones humanos. En la tGltima década, han
sido publicados algunos estudios en los que se vi-
trificaron espermatozoides humanos con cierto
grado de éxito (Isachenko y col, 2002). Estos tra-
bajos resultaron muy dificiles de ser replicados por
otros investigadores, quienes recién lograron tasas
aceptables de recuperacién espermdtica cuando
modificaron los soportes plésticos que contienen
los espermatozoides y/o agregaron sacarosa al me-
dio de criopreservacién (Isachenko y col 2008).

Es sabido que la criopreservacién puede pro-
vocar un aumento de los niveles de apoptosis en
una poblacién celular (Ortega y col, 2010). Es por
ello que en el presente trabajo se evaluaron los ni-
veles de fragmentacién de ADN que inducian el
congelamiento lento y la vitrificacién.

La comparacién mostré que los valores de
TUNEL fueron significativamente mayores para
la muestra post-congelamiento lento compa-
randolos con los obtenidos en la muestra inicial
y post-desvitrificacién, demostrando que la vi-
trificacién resulté ser menos perjudicial para los
espermatozoides. Esto tiene un impacto directo
en los resultados del laboratorio de reproduccién
asistida de alta complejidad, ya que espermatozoi-
des con ADN fragmentado producirdn embriones
de mala calidad (Benchaib y col, 2003).

Un dato adicional relevante sobre la vitrifica-
cién es que presenté una movilidad espermdtica
significativamente mayor que la alcanzada por el
congelamiento lento. Esto es de gran importancia
para el laboratorio de fecundacién asistida ya que
los espermatozoides con movilidad progresiva son
los que se seleccionan para realizar los tratamien-
tos de alta y baja complejidad. Adicionalmente,
el hecho de contar con mayor cantidad de esper-
matozoides métiles progresivos podrd determinar
el tipo de procedimiento de fecundacién asistida
a realizar ya que, por ejemplo, ante un niimero
reducido de espermatozoides, la técnica a indicar
serd ICSI, la cual tiene algunas desventajas con
respecto al FIV convencional (Dumoulin y col,
2000; Shalom-paz y col, 2011).

Un hallazgo importante que se desprende del
presente trabajo es que el congelamiento lento
aumenta en forma significativa los niveles de cé-
lulas espermdticas con fragmentacién de ADN.
Esta técnica es la que se emplea para criopreservar
espermatozoides obtenidos mediante biopsia tes-
ticular. Se ha observado que los embriones produ-
cidos con este tipo de espermatozoides presentan
una alta tasa de fragmentacién celular, la cual co-
rrelaciona con baja calidad embrionaria y bajas ta-
sas de embarazo a partir de los mismos (Benchaib
y col, 2007). Hasta el presente, se ha especulado
que esto se debe al origen de los espermatozoides,
ya que esta poblacién celular atin no ha finalizado
su maduracién. A partir de los resultados del pre-
sente trabajo, se puede pensar que la mala calidad
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embrionaria observada podria deberse a la técnica
de criopreservacién utilizada mds que al origen es-
permdtico. Para determinar esto, el laboratorio de
fecundacién asistida de Fertilidad San Isidro ha
comenzado un estudio disefiado a tal efecto.

A partir de nuestros resultados podemos con-
cluir que la vitrificacién de espermatozoides es
una técnica de criopreservacién que puede llevarse
a cabo obteniendo buenos resultados y que provo-
ca menor dafio al ADN espermdtico.
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