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RESUMEN 
 

Las anormalidades en el material genético pueden expresarse por defectos en la maduración 
o condensación nuclear, rupturas del ADN y anormalidades cromosómicas. Los parámetros de 
rutina utilizados para evaluar el semen (movilidad espermática, concentración, viabilidad, 
funcionalidad de membranas y morfología) no reflejan la calidad del ADN espermático. Esto 
cobra importancia para las técnicas de reproducción asistida, particularmente en la inyección 
intracitoplasmática de un espermatozoide en la que espermatozoides con genomas anormales 
pueden alcanzar el material genético del ovocito. Se postula que tres factores pueden estar 
involucrados en la etiología del daño del ADN: estrés oxidativo, aberraciones en el 
empaquetamiento de la cromatina y apoptosis. Varias técnicas han sido utilizadas para 
estudiar los defectos del ADN. A modo general, las técnicas de evaluación de ADN pueden ser 
divididas en 2 grupos: aquellas que evalúan el grado de condensación o compactación de la 
cromatina y aquellas que miden el grado de fragmentación del ADN. Muchas de estas 
técnicas son laboriosas, costosas y algunas dependen de enzimas cuya actividad y 
accesibilidad a las roturas de ADN pueden ser irregulares. En este artículo se comenta sobre 
el desarrollo y puesta a punto de varias de las técnicas de evaluación de la cromatina 
espermática en camélidos sudamericanos (CSA) y otras especies domésticas. 
 
Palabras clave: calidad de ADN, camélidos sudamericanos, espermatozoides 
 
 
 
ABSTRACT 
 
Abnormalities in sperm genetic material can be expressed as maturation or nuclear 
condensation defects, DNA damage or breakdown and chromosomal abnormalities. Routine 
semen evaluation (sperm motility, concentration, viability, membrane function and morphology) 
does not reflect sperm DNA quality. This becomes important when applying assisted 
reproductive techniques, especially intracytoplasmic sperm injection, in which sperm with 
abnormal genomes can reach the oocyte’s genetic material. Three factors have been 
suggested to be involved in the etiology of DNA damage: oxidative stress, chromatin 
packaging anomalies and apoptosis. Various techniques have been used to study DNA 
defects. In general, DNA evaluation techniques can be divided into two groups: those that 
evaluate the degree of chromatin condensation or compactation and those that measure the 
degree of DNA fragmentation. Many of these techniques are laborious, costly and some 
depend on enzymes whose activity and accessibility to DNA fragments can be irregular. In this 
article, the development and setting up of various techniques to evaluate sperm chromatin in 
South American Camelids (SACs) and other domestic species is commented on. 
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INTRODUCCION 
 
El núcleo de los espermatozoides de mamíferos presenta una 
cromatina estable y altamente compacta, seis veces más 
condensada que la de una célula somática (Tavalee et al., 
2008). Durante el pasaje de los espermatozoides a través 
del tracto genital del macho y especialmente en el epidídimo, 
los espermatozoides de mamíferos sufren cambios 
estructurales y bioquímicos, necesarios para alcanzar la 
óptima capacidad fertilizante (Rodríguez et al., 1985). Estos 
cambios son considerados en conjunto maduración 
espermática (Bedford, 1975) y dentro de ellos, se ha descrito 
la progresiva formación de puentes disulfuro (S-S) entre los 
residuos de cisteína de las protaminas (Bedford, 1973). Así, 
luego del reemplazo de las histonas por protaminas en el 
testículo, los grupos tioles (SH) de los residuos de las cisteínas 
de las protaminas son progresivamente oxidados durante el 
tránsito por el epidídimo, formándose puentes disulfuro que le 
otorgan al núcleo espermático una estructura altamente 
compacta (Cortés-Gutiérrez et al.,  2007). Las anormalidades 
en las protaminas o las alteraciones en la proporción de estas 
proteínas pueden resultar en una disminución de la 
compactación de la cromatina espermática (Beletti y Mello, 
2004). Estas alteraciones de la cromatina han sido asociadas 
a subfertilidad en varias especies (Beletti y Mello, 1996; 
Gagnon, 1999). Si bien espermatozoides con anormalidades 
en la cromatina pueden fertilizar ovocitos y producir 
embriones, se ha propuesto que dichos embriones podrían no 
llegar a término y/o no originar individuos sanos (Ahmadi y 
Ng, 1999; Evenson, 1999; Franken et al., 1999; Ostermeier 
et al., 2001). 
 
Las anormalidades en el material genético pueden 
expresarse por defectos en la maduración o condensación 
nuclear, rupturas del ADN y anormalidades cromosómicas. Los 
parámetros de rutina utilizados para evaluar el semen 
(movilidad espermática, concentración, viabilidad, 
funcionalidad de membranas y morfología) no reflejan la 
calidad del ADN espermático. Esto cobra importancia para 
las técnicas de reproducción asistida (TRA), particularmente en 
la inyección intracitoplasmática de un espermatozoide (ICSI) 
en la que espermatozoides con genomas anormales pueden 
alcanzar el material genético del ovocito. Se postula que tres 
factores pueden estar involucrados en la etiología del daño 
del ADN: estrés oxidativo, aberraciones en el 
empaquetamiento de la cromatina y apoptosis. El estrés 
oxidativo es causado por un desbalance entre la producción 
de especies reactivas del oxígeno (EROS) y la capacidad 
antioxidante del plasma seminal (Sharma et al., 2004). Por 
otra parte, los espermatozoides serían particularmente 
susceptibles al daño producido por EROS debido a que su 
membrana plasmática tiene grandes cantidades de ácidos 
grasos poliinsaturados y su citoplasma contiene bajas 
concentraciones de enzimas antioxidantes (Agarwal y 
Allamaneni, 2004). Con respecto a las rupturas del ADN, 
McPherson y Longo (1992) postulan que el empaquetamiento 
de la cromatina requiere de la enzima topoisomerasa II para 
crear y ligar cortes y así facilitar la incorporación de 
protaminas durante la espermiogénesis. Esos cortes están 
involucrados en el reordenamiento de la cromatina durante el 
desplazamiento de las histonas por las protaminas. Así, estos 
cortes endógenos presentes en los espermatozoides recién 
eyaculados, podrían indicar una maduración incompleta 
durante el proceso de espermiogénesis, resultando en una 
alteración de la condensación de la cromatina debido a una 
baja protaminación. Por último, las fases tempranas de la 
apoptosis son caracterizadas por cambios funcionales de la 
membrana, más específicamente, por una redistribución 
asimétrica de fosfolípidos (Vermes et al., 1995). En esta fase, 

la fosfatidilserina, normalmente secuestrada en la membrana 
citoplasmática interna, aparece en la cara externa donde 
desencadena una repuesta no inflamatoria para que se 
desencadene la fagocitosis de la célula (Bratton et al., 1997). 
En las etapas más tardías de la apoptosis, se observa 
fragmentación de ADN (Frankfurt et al., 1993; Didenko y 
Hornosby, 1996). Una normal espermatogénesis depende de 
una eficiente apoptosis: se postula que entre un 25 a 75 % 
de las células germinales degeneran y mueren en el testículo 
mamífero adulto (Lue et al., 1999). Sakkas et al., (2003) 
postulan que hay espermatozoides que pueden comenzar a 
sufrir apoptosis pero luego “escapan” del proceso (“apoptosis 
abortiva”) pudiendo sufrir un incremento del daño del ADN y 
aún así aparecer en el eyaculado. 
 
Varias técnicas han sido utilizadas para estudiar los defectos 
del ADN. A modo general las técnicas de evaluación de ADN 
pueden ser divididas en 2 grupos: aquellas que evalúan el 
grado de condensación o compactación de la cromatina y 
aquellas que miden el grado de fragmentación del ADN. 
Dentro de las primeras se encuentran las tinciones con Azul de 
Anilina, Azul de Toluidina (AT) y Cromomicina A3. Las técnicas 
que evalúan la fragmentación del ADN espermático han sido 
subclasificadas por Cortés-Gutierrez et al. (2007) en dos 
grupos. El primer grupo incluye aquellas metodologías 
utilizadas para marcar rupturas de hebras simples y dobles, 
por ejemplo cuando se utilizan enzimas para incorporar 
nucleótidos marcados in situ como Terminal dUTP Nick-End 
Labelling (TUNEL) o In situ Nick Translation (ISNT). 
Considerando que las rupturas del ADN incrementan la 
susceptibilidad a la desnaturalización, el segundo grupo de 
estrategias incluye aquellas técnicas que miden la 
susceptibilidad de la cromatina a desnaturalizarse luego de 
un tratamiento. En este grupo se incluyen el Sperm Chromatin 
Structure Assay (SCSA), DNA Breakage Detection-
Fluorescence In Situ Hybridization (DBD-FISH), Single-Cell-
Gel-Electrophoresis (SCGE) o prueba de Cometa y el Sperm 
Chromatin Dispersion test (SCD) o prueba del Halo. Muchas 
de estas técnicas son laboriosas, costosas y algunas dependen 
de enzimas cuya actividad y accesibilidad a las roturas de 
ADN pueden ser irregulares (Fernández et al., 2005). En los 
CSA y en otras especies domésticas hemos empleado algunas 
de las técnicas de evaluación del ADN mencionadas, que se 
describirán en el siguiente apartado. 
 

 

REVISIÓN DEL TEMA 

 
Hasta el año 2007 no existían reportes sobre el uso de 
técnicas de evaluación de ADN en CSA. Fue a partir de 
entonces que nuestro laboratorio comenzó a utilizar algunas 
de las técnicas y en el año 2009 publicamos nuestro primer 
estudio en el que se evalúo la condensación y/o 
compactación de la cromatina en espermatozoides de semen 
fresco de llama utilizando azul de toluidina (AT) (Carretero et 
al., 2009). El AT es un colorante catiónico cuya unión al ADN, 
que da lugar al color metacromático azul-violeta, 
corresponde a agregados de AT interactuando iónicamente 
con los fosfatos negativos de los nucleótidos. La coloración 
celeste (ortocromática) se debe a la participación de un 
número mucho más reducido de moléculas de AT que se unen 
como monómeros al ADN, mediante intercalación o por unión 
iónica. La completa neutralización de los grupos fosfato por 
las argininas de las protaminas (Pogany et al., 1981) y la 
ocurrencia de entrecruzamientos entre protaminas (Bedford, 
1979; Balhorn, 1982; 1989) son los principales factores 
responsables de la reducida afinidad de la cromatina 
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compacta del espermatozoide maduro por los colorantes 
catiónicos. De esta manera, utilizando dicho colorante es 
posible clasificar a los espermatozoides de acuerdo al grado 
de compactación de la cromatina. Por otro lado, la reducción 
de los grupos disulfuro mediante agentes reductores como 
ditiotreitol (DTT) o mercaptoetanol (ME), permite que las 
proteínas se relajen y que los grupos fosfato del ADN queden 
disponibles y accesibles a la unión de los colorantes (Barrera 
et al., 1993). Esto permite, utilizar al DTT o al ME como 
controles positivos de la tinción con AT. Esta tinción se ha 
utilizado en varias especies para detectar defectos en la 
condensación de la cromatina (humano: Barrera et al., 1993; 
Erenpreiss et al., 2001; 2004; Erenpreisa et al., 2003; Tsarev 
et al., 2009; toro: Beletti y Mello, 1996; Beletti et al., 2005; 
conejo: Beletti y Mello, 2004; padrillo equino: Naves et al., 
2004; Sardoy et al., 2008; Carretero et al., 2012a) y 
actualmente se ha empleado para evaluar la cromatina en 
caninos, felinos y porcinos (Monachesi y Carretero, 2014; 
Allera et al., 2016; Arraztoa et al., 2016).  
 
La concentración del colorante utilizado en la tinción varia 
entre las especies, sin embargo, en la llama, alpaca, 
guanaco, equino, felino, canino y porcino se observaron los 
mismos patrones de coloración a pesar de la diferente 
concentración de AT: coloración celeste (negativos, sin 
alteración en la condensación normal de la cromatina), violeta 
claro (intermedios, algún grado de descondensación) y 
violeta-azul oscuro (positivos, alto grado de descondensación) 
(Sardoy et al., 2008; Carretero et al., 2009; 2010a, 2010b; 
2012a; Monachesi y Carretero, 2014; Allera et al., 2016; 
Arraztoa et al., 2016). Los patrones AT positivos y AT 
intermedios son considerados espermatozoides con alteración 
en la condensación de la cromatina. Los porcentajes de 
espermatozoides AT positivos en semen fresco de llama, 
alpaca y guanaco fueron:  4,5 ± 4,6%; 7,5 ± 5,2%; 8,9 ± 
3,1%; respectivamente y los porcentajes de AT intermedios 
fueron: 6,4 ± 5,1%; 21,7 ± 6,8%; 29,9 ± 6,7%; 
respectivamente. En ambas categorías de AT se observa que 
el porcentaje es superior en la alpaca y el guanaco que en la 
llama. Estas diferencias podrían deberse a los distintos 
ambientes, a la época del año en que se encontraban las 
diferentes especies y/o a la frecuencia de 
extracción/eyaculación entre las especies domésticas y 
silvestres. Durante el estudio, las llamas estuvieron ubicadas 
en la facultad de Ciencias Veterinarias en la ciudad de 
Buenos Aires, Argentina y las alpacas se encontraban en la 
Universidad de San Marcos, Perú presentando ambos grupos 
de animales una buena condición corporal. Los guanacos, se 
encontraban en semicautiverio, en un criadero del sur 
argentino donde los nutrientes eran más escasos. Con respecto 
a la época del año, los porcentajes de AT positivos + 
intermedios en alpaca observados en verano fueron 29,2 ± 
10,7%. Estos valores fueron similares a los espermatozoides 
AT positivos + intermedios observados en la llama durante el 
verano (25,8 ± 13,0%) pero superiores a los observados en 
llama durante el invierno (AT positivos + intermedios: 13,1 ± 
8,0%). De hecho, se observaron diferencias significativas 
entre las estaciones de verano e invierno en la condensación 
de la cromatina de espermatozoides de llama (Carretero et 
al., 2008). Con respecto a la frecuencia de 
extracción/eyaculación, las especies silvestres podrían tener 
una frecuencia de eyaculación inferior a la frecuencia de 
recolección de semen de las especies domésticas y este 
acúmulo de reservas espermáticas podría llevar a que los 
espermatozoides se vayan degenerando y/o se vaya 
dañando su ADN. 
 
En humanos, se han reportado cuatro patrones de cabezas 
espermáticas diferentes teñidas con AT: violetas oscuros, 

azules, violetas claros y celestes. Si bien, en nuestros trabajos, 
un cuarto patrón se hubiera podido identificar, en nuestra 
opinión la evaluación se volvería demasiada subjetiva. 
 
En nuestro laboratorio, se probó simplificar la técnica 
descripta por otros autores (Erenpreiss et al., 2001, 2004; 
Erenpreisa et al., 2003; Beletti y Mello, 2004; Beletti et al., 
2005; Tsarev et al., 2009), quienes utilizaron una hidrólisis 
ácida previa a la tinción con la finalidad de aumentar la 
sensibilidad de la técnica. Estos autores reportaron que los 
espermatozoides que tienen una cromatina altamente 
compacta (normales) son apenas afectados por la hidrólisis 
ácida y en consecuencia se tiñen levemente celestes, mientras 
que, en los espermatozoides con una cromatina alterada, las 
protaminas pueden ser parcialmente extraídas por la 
hidrólisis permitiendo que las moléculas de AT se unan a los 
grupos fosfato, aumentando la sensibilidad de la técnica. En 
nuestros estudios realizados en CSA, equinos, caninos, felinos 
y porcinos sin realizar la hidrólisis ácida previa a la tinción 
con AT, observamos espermatozoides violetas oscuros en las 
muestras. Esto simplica en gran medida la técnica y la hace 
más económica. Por otra parte, distintos autores han utilizado 
diferentes soluciones para fijar los extendidos: metanol 
(Barrera et al., 1993), etanol-ácido acético (3:1) más etanol 
70% (Beletti y Mello, 2004; Beletti et al., 2005), etanol-
acetona (1:1) (Gagnon 1999; Erenpreiss et al., 2001; 
Erenpreisa et al., 2003; Tsarev et al., 2009) pero muchas de 
estas sustancias pueden ser altamente tóxicas si son inhaladas 
durante su manipulación (Macedo y  Nava Muñoz, 2000). En 
CSA, equino, felino, canino y porcino, la fijación simple con 
etanol 96° durante 2 minutos fue efectiva (Sardoy et al., 
2008; Carretero et al., 2009; 2010a, 2010b; 2012a; 
Monachesi y Carretero, 2014; Allera et al., 2016; Arraztoa 
et al., 2016), dado que se encontraron patrones de 
coloración similares a los observados en otras especies 
(Barrera et al., 1993; Gagnon 1999; Erenpreiss et al., 2001; 
Erenpreisa et al., 2003; Beletti y Mello, 2004; Beletti et al., 
2005; Tsarev et al., 2009). Todas las características 
mencionadas hacen que el AT sea una técnica sencilla de 
realizar, económica y rápida para determinar el grado de 
condensación de la cromatina de los espermatozoides. 
 
La técnica de Cometa fue introducida en 1984 por Ostling y 
Johanson, permitiendo detectar el daño del ADN en una 
variedad de células de vertebrados, incluyendo 
espermatozoides. La metodología consiste en incluir una 
muestra de espermatozoides en un microgel de agarosa 
sobre un portaobjetos y someterlo a una solución de lisis que 
contenga un agente reductor de los grupos sulfhidrilo que se 
encuentran en las protaminas del espermatozoide, para luego 
someterlos a un campo eléctrico. Durante la electroforesis los 
fragmentos de ADN dañado migran desde la cabeza del 
espermatozoide hacia el ánodo dando una apariencia de 
“cometa”, mientras que las cabezas de los espermatozoides 
“sin cometa” corresponden a aquellas células que no 
presentan daño en su ADN. El mayor inconveniente de este 
ensayo es que requiere un material de uso no común en un 
laboratorio de andrología, como son fuentes de electroforesis 
para ADN, y para la interpretación de los resultados se 
requiere un observador con experiencia o bien un software 
específico para que la prueba tenga cierta objetividad. En 
nuestro laboratorio intentamos utilizar dicha técnica para 
evaluar espermatozoides de semen fresco de llama y de 
equino pero los resultados no fueron concluyentes. 
Inicialmente, se utilizó la técnica descripta por Linfor y Meyers 
(2002) en espermatozoides equinos y luego se probaron  
diferentes variantes de la misma, como la utilización de 
diferentes buffers de corrida electroforética, diferentes 
concentraciones de enzimas, diferentes temperaturas y 
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tiempos de incubación de las muestras. Los principales 
inconvenientes fueron: se despegaba la mezcla semen-
agarosa del portaobjeto, no se logró una correcta 
descondensación de la cromatina para lograr la corrida 
electroforética, ninguno de los posibles inductores de 
fragmentación del ADN fue efectivo (peróxido de hidrógeno, 
permanganato de potasio, temperatura y ADNasa I) 
(Carretero, observación personal).  
 
El ensayo que evalúa la estructura de la cromatina 
espermática (SCSA, Sperm chromatin structure assay) fue 
descrito como la técnica de oro para evaluar la 
susceptibilidad del ADN espermático a la desnaturalización 
por exposición al calor ó a un ambiente ácido (Evenson et al., 
2002). Esta técnica utiliza el colorante metacromático naranja 
de acridina, que evalúa la proporción de cadena simple 
(ADN anormal) y cadena doble (ADN nativo) presente en un 
espermatozoide individual. El ADN dañado responde al 
tratamiento ácido, desenrollándose y asumiendo la forma de 
cadena simple y se tiñe de naranja. Este colorante puede ser 
evaluado tanto por citometria de flujo (SCSA) así como 
mediante microscopía de fluoresencia. Al utilizar el SCSA en 
espermatozoides de llama y de equino, no logramos un 
resultado concluyente y confiable.  Los problemas que se 
presentaron durante la puesta a punto de la técnica fueron: 
dificultad para encontrar un citómetro de flujo que nos 
permitiera pasar las muestras con naranja de acridina, ya 
que este colorante taparía las tubuladuras del equipo; la 
velocidad de flujo de las células era de aproximadamente 
10.000 eventos/segundo, superior a la reportada por otros 
autores (humanos: 200-300 eventos/segundo y padrillos: 
100-200 eventos/ segundo) (Carretero, observación 
personal). Este problema mejoró diluyendo las muestras con 
buffer, lo que permitió disminuir la velocidad de flujo, aunque 
sin llegar a la velocidad reportada en la bibliografía. Por 
otra parte, se desconocía la calibración del citómetro ya que 
no se menciona en los trabajos que utilizan la técnica. Se 
contactó a un laboratorio holandés que utiliza el mismo 
citómetro de flujo que el utilizado en nuestro estudio 
(FacsCalibur-Becton Dickinson) y que además trabajaba con 
la técnica; sin embargo, a pesar de trabajar con la 
calibración recomendada no se logró la velocidad de flujo 
reportada por otros autores. Se trató de identificar y 
localizar la población espermática, ya que tanto en el semen 
de llama como en el semen equino observamos los 
espermatozoides en una posición diferente a la reportada 
para semen humano. En ambas especies los espermatozoides 
se observaron como una nube de puntos y encima de la nube 
se observó un anillo de puntos. A partir de estos resultados, 
podríamos pensar que tanto la nube como el anillo 
corresponden a la población total de espermatozoides de 
llama. Es decir, teniendo en cuenta que el citómetro de flujo 
identifica y separa las células por tamaño y granularidad 
podrían existir dos poblaciones de espermatozoides en 
relación al tamaño celular. Esto se refuerza a partir de 
trabajos realizados en el laboratorio, donde se evaluó la 
morfometría de la cabeza espermática y se observó que los 
espermatozoides de llama presentan una gran diversidad en 
la morfología, es decir, se observa una amplia variedad de 
cabezas espermáticas tanto en tamaño como en forma 
(Casaretto et al., 2012). Además, se probaron varios 
controles positivos como ciclos alternados en nitrógeno líquido 
(-196 °C) y temperatura de 100 °C (5 ciclos), exposición a 
temperaturas de 100 °C durante 1 hora y exposición del 
semen a un agente reductor de los puentes disulfuros (DTT) y 
ninguno resultó efectivo.  
 
A partir de los resultados obtenidos con el SCSA, comenzamos 
a teñir espermatozoides de llama con naranaja de acridina 

para observarlos con microscopía de fluorescencia. El 
colorante naranja de acridina se intercala en la doble 
cadena de ADN y emite fluorescencia verde, mientras que 
cuando se une a las cadenas simples emite fluorescencia 
naranja. Se probaron dos métodos de fijación (etanol y 
solución de Carnoy) y dos tiempos de fijación de los frotis (2 
y 24 h). La fijación en Carnoy presentó mayor intensidad de 
fluorescencia y no hubo diferencias entre los tiempos de 
fijación (Carretero, observación personal). Se probaron los 
mismos controles de fragmentación del ADN que los 
ensayados para el SCSA y además se incluyó la realización 
de frotis en placas termotastizadas y la incubación en HCl. 
Los frotis en placa termotastizada fueron efectivos pero los 
resultados fueron muy variables entre eyaculados: en algunos 
frotis 10 minutos fueron insuficientes para producir un control 
positivo (fluorescencia naranja-roja) y en otros, en el mismo 
tiempo, se observaban espermatozoides amarronados como 
“fantasmas”. La incubación en HCl no resultó efectiva. La 
técnica dejó de implementarse debido a que los resultados 
obtenidos con los controles positivos no fueron repetibles y los 
resultados de la muestra no fueron confiables ya que no se 
observaron espermatozoides dañados (Carretero, 
observación personal). 
 
Debido a los pobres resultados obtenidos en semen de llama 
con las técnicas de cometa y naranja de acridina (por 
citometría y microscopía) comenzamos a buscar otras técnicas 
alternativas que permitan evaluar la fragmentación del ADN 
espermático. Fue así que comenzamos con la puesta a punto 
de la técnica de dispersión de la cromatina espermática 
(SCD: Sperm Chromatin Dispersion assay) utilizada en el 
2003 por Fernandez et al., para evaluar espermatozoides 
humanos. El fundamento del SCD se basa en que cuando los 
espermatozoides con ADN intacto se colocan en una matriz de 
agarosa y son expuestos a soluciones de lisis, sus núcleos se 
desproteinizan, produciendo halos de dispersión de la 
cromatina (los halos corresponden a “loops” o bucles de ADN 
unidos a la estructura nuclear residual ó “core”) mientras que 
los espermatozoides que tienen su cromatina fragmentada, 
fallan en producir halos de dispersión (Fernández et al., 
2003). La razón por la que los núcleos espermáticos con una 
extensa fragmentación de su ADN no producen halo no ha 
sido bien establecida. Fernández et al. (2003) proponen que 
las hebras simples de ADN interactúan dentro de la cabeza 
espermática de tal forma que la remoción de las proteínas 
nucleares por las soluciones de lisis no resulta en la dispersión 
de los fragmentos de ADN. Por otro lado, nosotros 
proponemos que los fragmentos de ADN interactúan dentro 
de la cabeza espermática por complementariedad de bases 
(adenina-timina, citosina-guanina) generando extremos 
cohesivos y como resultado fallan en producir halo. Para la 
técnica del halo en espermatozoiedes de llama empleamos el 
mismo protocolo utilizado en humanos (Fernández et al., 
2003) pero utilizando mercaptoetanol (ME) en la solución de 
lisis en lugar de ditiotreitol (DTT). Además probamos la 
efectividad de tres controles diferentes de fragmentación de 
ADN (incubación del semen a 100 °C durante 30 minutos, 
incubación con NaOH 0,3 M durante 30 minutos) a 
temperatura ambiente y exposición a luz UV (36 Watts) 
durante 2 horas. Todos los controles fueron efectivos, se 
observaron espermatozoides sin halos de dispersión de la 
cromatina (Carretero et al., 2012b). Con respecto a la técnica 
en sí, se probaron tres concentraciones de mercaptoetanol 
(2,5; 5 y 10%). Para comparar las diferentes concentraciones 
se tomaron imágenes y mediante un analizador de imágenes 
se midieron el halo y “core”. Además se analizó el tamaño 
del “halo relativo” (superficie del halo/superficie total (halo 
+ core)* 100). No se encontraron diferencias significativas 
entre las áreas del “core” de los espermatozoides incubados 
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en la solución de lisis 1 con concentraciones de 2,5 y 5% de 
ME, mientras que se observó un aumento significativo del 
tamaño del “core” cuando se empleó 10% de ME en la 
solución de lisis 1. Con respecto al área del halo, se 
encontraron diferencias significativas entre todas las 
concentraciones de ME utilizadas. Cuando se analizaron los 
espermatozoides procesados con la técnica de SCD mediante 
microscopía óptica, se observaron 4 patrones: (i) núcleos con 
halos grandes de dispersión de la cromatina, (ii) núcleos con 
halos medianos, (iii) núcleos con halos pequeños y (iv) núcleos 
sin halos.  
 
De acuerdo a Fernández et al., (2003, 2005), los primeros 
dos patrones (i y ii) son considerados espermatozoides con 
ADN intacto (sin fragmentación), mientras que los otros 
patrones (iii y iv) representan espermatozoides con ADN 
fragmentado. Cuando se compararon los porcentajes 
promedio de los patrones de SCD observados con las 
diferentes concentraciones de ME, se observaron diferencias 
significativas en los porcentajes promedio de halos grandes 
(P= 0,0005) y medianos (P= 0,0001) entre 5% de ME y el 
resto de las concentraciones (2,5 y 10% de ME), con el mayor 
número de halos grandes observados en la concentración de 
5% ME. Por lo tanto,  y de acuerdo a los resultados del 
presente estudio, la concentración óptima de ME resultó ser la 
del 5%. Para la selección de dicha concentración se 
consideraron 3 factores: 1) los espermatozoides incubados 
con 5% de ME mantuvieron el área del “core” produciendo un 
halo extenso alrededor del mismo, 2) la concentración de 5% 
de ME produjo el mayor porcentaje de halos grandes y 3) los 
espermatozoides incubados con 5% de ME presentaron el 
mayor halo relativo. Este último aspecto es importante, 
porque las células espermáticas pueden tener diferentes 
tamaños nucleares y este parámetro relativo evita la 
distorsión que se podría producir si sólo el tamaño absoluto 
fuera considerado. De forma similar, trabajos en 
espermatozoides equinos comprobaron la mayor efectividad 
de 5% de ME en la técnica de SCD comparado a 2,5 y 10%. 
También fueron efectivos en el equino los controles de 
fragmentación utilizados en la llama (Carretero et al., 2010c). 
Patrones similares a los observados en la llama fueron 
descritos  en el humano (Fernández et al., 2003; 2005), en el 
padrillo equino (Carretero et al., 2010c; 2012a) y en el 
felino (Allera et al., 2017).  
 
En semen humano, también fueron descritos los mismos cuatro 
patrones e incluso describieron una quinta categoría, 
reportada como espermatozoide sin halo y “degradado” 
(similar al espermatozoide sin halo pero teñido irregular y 
débilmente) (Fernández et al., 2003; 2005). Estos autores 
observaron esta última categoría más frecuentemente cuando 
emplearon el kit Halosperm® que cuando utilizaron el 
protocolo original. En nuestro estudio, esta quinta categoría 
no fue observada con ninguna de las concentraciones de ME 
ensayadas, posiblemente porque el protocolo utilizado es 
similar al método original de Fernández et al., (donde los 
autores también observaron pocos espermatozoides 
degradados) o porque se usó mercaptoetanol en lugar de 
ditiotreitol en la solución de lisis. Inicialmente, Enciso et al., 
(2006) ensayaron en espermatozoides de cerdo el kit de SCD 
desarrollado para humanos (Halosperm® kit), que incluye una 
incubación ácida previa a la lisis. Observaron imágenes 
similares a aquellas observadas en humanos (ausencia de 
halo o halos pequeños en los espermatozoides con 
fragmentación de su ADN y halos de dispersión alrededor de 
un “core” central en espermatozoides con su ADN intacto). Sin 
embargo, la diferenciación entre los tamaños de los halos no 
fue fácil de establecer en las muestras de cerdos porque el 
tamaño de los halos no fue tan grande como los observados 

en espermatozoides humanos. Por consiguiente, propusieron 
una variante del kit de SCD para utilizar en espermatozoides 
de cerdo (Sperm-Sus-Halomax®), que incluye una breve 
incubación en una solución de lisis (sin una incubación ácida 
previa), obteniendo núcleos con extensos halos de dispersión 
de la cromatina en los espermatozoides con ADN 
fragmentado. Así, en la especie porcina, los núcleos 
espermáticos con ADN intacto (ausencia de fragmentación) no 
muestran o sólo presentan una mínima relajación de los 
“loops” de ADN cercanos al área de la cola espermática 
(Enciso et al., 2006). Patrones similares a los observados en 
cerdo fueron descritos en ratón (Rodríguez et al., 2005), toro 
(García-Macías et al., 2007; González-Marín et al., 2011) y 
carnero (López-Fernández et al., 2008a). Estos resultados 
indicarían que existirían dos grupos de especies que 
reaccionarían de manera diferente frente a la técnica de 
SCD y por lo tanto, ésta debería adaptarse a cada especie 
individualmente. Cortés-Gutiérrez et al., (2009) proponen que 
la técnica de SCD debería ser adaptada al genoma de cada 
especie debido a que la metodología se basa principalmente 
en la extracción de proteínas, y la molécula de ADN 
espermático interactúa con diferentes protaminas en la 
cromatina (Ausió et al., 2007). 
 
 El rango de la fragmentación total observada en nuestro 
estudio (0,68 a 37% de espermatozoides sin halo + 
espermatozoides con halos pequeños) es similar al rango 
reportado para espermatozoides de hombres sanos (3,6 a 
35%; Fernández et al., 2003) y para eyaculados de cerdo 
diluidos y conservados a 15 °C durante 1 a 4 días (0 a 
47,9%; López-Fernández et al., 2008b). Sin embargo, los 
valores de fragmentación del ADN reportados en semen de 
carnero diluido y conservado por 30 minutos a 15 °C (1 a 
11%; López-Fernández et al., 2008a), en semen fresco de 
equino (10,0 ± 6,6%; Carretero et al., 2012a) y en semen 
fresco felino (6,7 ± 3,5%; Allera et al., 2017) se encuentran 
más cerca del límite inferior del rango observado en las 
especies arriba mencionadas. De esta manera, tanto el rango 
como el valor absoluto observados en carnero, equino y gato 
son menores. Posiblemente, las diferencias observadas se 
deben a las diferentes especies evaluadas así como al grado 
de selección artificial que se ha realizado en cada especie 
doméstica. Por ejemplo, los cerdos son altamente 
seleccionados en términos de fecundidad y pubertad, además 
la vida reproductiva de un cerdo típicamente no es mayor a 
4 años en una granja comercial (López-Fernández et al., 
2007). Por otro lado, es posible que las diferencias 
observadas entre el carnero y el cerdo, ambos seleccionados 
en términos de fecundidad, puedan ser debido al número de 
muestras analizadas (10 y 180 muestras de diferentes 
carneros y cerdos, respectivamente) y/o al tiempo de 
conservación a 15 °C (30 minutos en carnero y 1 a 4 días en 
cerdo).  
 
La técnica de SCD resulta ser más sencilla que otras técnicas 
de evaluación de ADN, sin embargo requiere que las 
soluciones de lisis se preparen con no más de 2 días de 
antelación a su uso. Es por ello que en nuestro laborarorio 
hemos intentado simplificar la misma, reduciendo el número 
de soluciones a utilizar. Tanto en llama como en equino se 
comprobó que la técnica de SCD es igualmente efectiva si se 
utiliza una única solución de lisis en lugar de dos (Fumuso et 
al., 2015; Caldevilla et al., 2017), LLAlo que reduce los costos 
y no sólo el tiempo de realización de la técnica sino también 
de preparación de las soluciones. 
 
El TUNEL (Terminal dUTP Nick-End Labelling) es una de las 
técnicas más utilizadas para evaluar la fragmentación del 
ADN espérmatico. Esta técnica permite visualizar la 
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incorporación de nucleótidos marcados en los extremos de las 
roturas existentes en el ADN, bien sean de cadena simple o 
doble. La reacción se cataliza, in situ, mediante la acción de 
la enzima terminal deoxynucleotidil transferasa (TdT). Esta 
enzima incorpora deoxiuridina modificada con biotina o 
digoxigenina, en el extremo 3’-OH de la cadena afectada. El 
nucleótido incorporado está directamente marcado con un 
fluorocromo. La señal de marcado obtenida por cada 
espermatozoide, se incrementaría de acuerdo con el número 
de fragmentos que presente la cadena de ADN. Los 
espermatozoides que presentan su ADN fragmentado emiten 
fluorescencia verde. La técnica de TUNEL se ha utilizado para 
evaluar la fragmentación del ADN en espermatozoides de 
semen fresco (Cheuquemán et al., 2013) y criopreservado de 
alpaca (Santiani et al., 2013) mediante citometro de flujo. 
También, ha sido utilizada para evaluar espermatozoides de 
semen fresco de llama mediante citometria de flujo y 
microscopía de fluorescencia (Carretero et al., 2015a).  
 
En la llama, se utilizaron diferentes controles de 
fragmentación como la incubación del semen a 100 °C 
durante 30 minutos, la incubación con NaOH 0,3 y 0,012M 
durante 5 minutos a temperatura ambiente; la exposición a 
luz UV (36 Watts) durante 2 horas y la incubación del semen 
con ADNasa I (4U/µl) durante 30 minutos a 37 °C. El control 
positivo más efectivo para inducir la fragmentación del ADN 
fue el NaOH 0,3M; sin embargo, al microscopio de 
fluorescencia se observó un alto número de cabezas 
espermáticas aglutinadas y en el citómetro la población fue 
más dispersa. Aunque la incubación del semen a 100 °C, el 
NaOH 0,012M y la ADNasa I (4 U/µl) fueron efectivos para 
inducir la fragmentación del ADN, los valores fueron 
significativamente menores (P< 0,05) a los observados con el 
NaOH 0,3M. Sin embargo, en estos tres controles no se 
observó aglutinación espermática (Carretero et al., 2015a). 
Los porcentajes de fragmentación en semen fresco de llama 
evaluado con TUNEL (7,2 ±7,2%) fueron superiores a los 
observados por Cheuquemán et al. (2013) en 
espermatozoides de semen fresco de alpaca (0,9 ± 0,9%), 
ambos utilizando citometría de flujo. Las diferencias podrían 
deberse a las especies evaluadas (llama vs. alpaca) y/o a 
diferencias en el protocolo de TUNEL, por ejemplo, la solución 
de permeabilización fue diferente o que las muestras en la 
alpaca fueron diluidas con PBS sin tratamiento previo con 
colagenasa como se realizó en la llama.   
 
Recientemente, realizamos un estudio en el que se 
correlacionaron las técnicas de SCD y TUNEL para evaluar la 
fragmentación del ADN en espermatozoides de semen fresco 
de llama (Carretero et al., 2017). Los valores de 
fragmentación fueron 13,7 ± 6,3% y 8,6 ± 5,6% para el 
SCD y el TUNEL, respectivamente. En ambas técnicas la 
incubación con NaOH 0,3 M produjo un 100% de 
fragmentación del ADN. A pesar de observar mayor 
fragmentación en el SCD comparado al TUNEL, se observó 
una correlación altamente positiva entre ambas técnicas (r= 
0,80; p= 0,0002). De forma similar, en espermatozoides 
humanos observaron una correlación entre el TUNEL y el SCD  
(Zhang et al., 2010; Feijó y Esteves, en prensa). Incluso, 
Chohan et al. (2006), no solo observó correlación entre el 
TUNEL y el SCD, sino también entre estas dos técnicas y el 
Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA), en espermatozoides 
humanos. También, Fernández et al. (2003) confirmó los 
resultados del SCD en espermatozoides porcinos utilizando 
DBD-FISH.  
 
A diferencia del SCSA, TUNEL y el DBD-FISH, la técnica de 
dispersión de la cromatina espermática (SCD) puede ser 
realizada sin equipamiento complejo o costoso, como el 

citometro de flujo o microscopio de fluorescencia. Nosotros 
hemos observado que el SCD puede llevarse a cabo tanto 
mediante microscopio de fluorescencia como de campo claro. 
En nuestro laboratorio adaptamos la técnica para evaluar 
espermatozoides de equino y llama (Carretero et al., 2010c; 
2012b) y encontramos que el campo claro es más fiable que 
la fluorescencia. La razón es que la microscopía de campo 
claro permite distinguir más claramente los límites de 
dispersión de los halos de la cromatina permitiendo una 
clasificación más precisa de los diferentes patrones (halos 
grandes, medianos, pequeños y espermatozoides sin halo). 
Además la evaluación mediante campo claro (a diferencia de 
la fluorescencia) permite la observación del flagelo 
confirmando que el ADN pertenece a un espermatozoide y no 
al ADN de otra célula (Fernández et al., 2005).  
 
La evaluación del ADN resulta un parámetro muy importante 
a considerar debido a varios factores como: el genoma 
paterno formará parte de la mitad del genoma de la 
descendencia, las características seminales de rutina no 
reflejan la calidad del ADN espermático, la integridad del 
ADN espermático resulta esencial en las técnicas de 
reproducción asistida como la ICSI. Por otra parte, en CSA se 
reportan bajos índices de preñez utilizando semen 
criopreservado y una de las causas podría ser el daño que 
sufren los espermatozoides en su ADN cuando son 
criopreservados, como ha sido reportado en semen 
congelado-descongelado de llama con 7% de glicerol 
(Carretero et al., 2015b). 
 
 
CONCLUSIONES 
 
El núcleo espermático es una estructura muy estable y 
compacta, sin embargo puede sufrir alteraciones durante la 
espermiogenesis o en estadios posteriores. Esto cobra 
importancia en las técnicas de reproducción asistida, 
particularmente en la ICSI en la que espermatozoides con 
genomas anormales pueden alcanzar el material genético del 
ovocito. Existen varias técnicas que pueden utilizarse para 
evaluar la cromatina espermática, algunas de ellas costosas 
requiriendo de equipamiento complejo. En los Camélidos 
Sudamericanos es posible utilizar técnicas que se emplean en 
otras especies para evaluar el ADN espermático que resultan 
sencillas, económicas y repetibles.   
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