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RESUMEN 

Durante la espermatogénesis el núcleo espermático sufre una serie de cambios importantes que hacen de la cromatina una estructura 
única cuya calidad es un factor determinante de la capacidad espermática para promover el desarrollo embrionario normal y que 
consecuentemente está relacionada con la fertilidad. Diversos factores pueden afectar la integridad de la cromatina espermática y por 
ende afectar la fertilidad teniendo consecuencias sobre la progenie. A pesar de esto y de la disponibilidad de técnicas, la evaluación de la 
calidad de la cromatina espermática no forma parte de la batería de pruebas que se realizan tanto a nivel de campo como en laboratorio, 
para estimar la calidad espermática y el potencial reproductivo en rumiantes, y esto puede estar limitando la eficiencia de los sistemas de 
producción de embriones y de la inseminación artificial con la consecuente disminución de la rentabilidad. En esta revisión se discuten 
algunos de los factores que pueden afectar la integridad de la cromatina espermática y como el daño a esta estructura afecta la eficiencia 
reproductiva y a la progenie; además, se presentan algunas alternativas que pudiesen ser útiles a fin de disminuir la incidencia de 
espermatozoides con daño en la cromatina, con especial énfasis en rumiantes. 
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ABSTRACT 

During spermatogenesis, the sperm nucleus undergoes a series of important changes that make of the chromatin a unique structure, whose 
quality is a determining factor of sperm ability to promote normal embryonic development and it is consequently related to fertility. Several 
factors could affect the integrity of sperm chromatin and thus affect the fertility, having consequences for the offspring. Despite this and 
the availability of techniques, evaluation of the sperm chromatin quality is not part of the tests performed routinely at the field or 
laboratory to estimate sperm quality or the fertility in ruminants, and this may be limiting the efficiency of embryos production systems 
and the artificial insemination with the consequent reduction in profitability. In this review, some of the factors that may affect the integrity 
of sperm chromatin and how damage to this structure affects reproductive efficiency and progeny are discussed; in addition, some 
alternatives that could be useful to reduce the incidence of sperm with damaged chromatin, with special emphasis on ruminants are 
presented. 
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INTRODUCCIÓN 
 
La espermatogénesis, es un proceso de diferenciación en el que las células germinales sufren una transformación extrema, desde las diploides 
y metabólicamente activas espermatogonias hasta convertirse en células haploides, con citoplasma modificado, acrosoma y flagelo, los 
espermatozoides. Durante este proceso, el núcleo sufre una transformación sin igual, no solo por la reducción a la mitad del número de 
cromosomas, sino también por los cambios estructurales y funcionales del DNA (Balhorn, 2007).  
 
El DNA espermático está organizado de forma diferente al de las células somáticas (Ward & Coffey, 1991). Se encuentra formando una 
estructura fina, casi cristalina y es seis veces más compacta que en las células somáticas (Poccia, 1986). Esta organización tiene la finalidad 
de proteger al DNA durante el tránsito a través del tracto reproductivo tanto del macho como de la hembra; así como de agentes estresantes, 
de la oxidación y los incrementos de temperatura que afectan a la integridad celular; además de proporcionar resistencia ante la acción de 
nucleasas y del estrés mecánico y convertir al núcleo en una estructura hidrodinámica que facilite el movimiento espermático (Kosower et al., 
1992; Braun, 2001; Zini et al., 2001; Sotolongo et al., 2003).  
 
En las células somáticas el DNA se encuentra unido a unas proteínas llamas histonas, formando los nucleosomas, mientras que en el 
espermatozoide esta conformación permanece hasta la fase de espermiogénesis cuando el núcleo del espermatide redondeado, ya haploide, 
sufre un proceso de remodelación y compactación, que comprende el desmantelamiento de los nucleosomas y la formación de los toroides, 
que son la unidad fundamental del DNA espermático (Ward & Coffey, 1991). Esta remodelación nuclear se inicia con la sustitución de las 
histonas, en un primer lugar por variantes de histonas especificas del testículo, luego estas son reemplazadas por proteínas de transición y 
posteriormente ocurre la incorporación parcial de las protaminas, que se unen al DNA a través de sus residuos de arginina (Ward & Coffey, 
1991; Balhorn, 2007; Ward, 2010; Johnson et al., 2011; Noblanc et al., 2014). El complejo DNA-protamina, se condensa y forma los toroides, 
que son estructuras en forma de un salvavidas o dona, que en el caso del toro tienen unos 50 nm de diámetro y que se encuentran 
interconectadas entre sí por una matriz nuclear filamentosa (Filho et al., 2015). Posteriormente, las protaminas se entrecruzan a través de 
puentes disulfuros, que se forman por la oxidación del grupo sulfhidrilo de las cisteínas (Ward & Coffey, 1991; Ward, 1993; Fuentes-Mascorro 
et al., 2000). Esta fase, ocurre a medida que el espermatozoide avanza a lo largo del epidídimo y provoca una máxima compactación de la 
cromatina, ocurriendo además la disminución de la fragmentación del DNA (Castro y Bustos, 2012; Pérez-Cerezales et al., 2012; Fortes et al., 
2014), lo que sugiere que la sustitución de las histonas por las protaminas pudiese darse también a nivel epididimario junto con un proceso 
de reparación del DNA fragmentado.  
 
El nivel de compactación de la cromatina espermática depende del tipo de protamina presente. Existen dos tipos de protamina, las de la familia 
P1, que está presente en el espermatozoide maduro de todas las especies y las de la familia P2, cuya presencia es especie dependiente (Oliva, 
2006). En el caso de los bovinos, si bien se ha detectado presencia de ARNm para la protamina 2 (Lalancette et al., 2008; Bissonnette et al., 
2009; Ganguly et al., 2013), el espermatozoide maduro solo posee protamina 1 unida al DNA (Oliva & Dixon, 1991) y esto le proporciona un 
mayor nivel de compactación en comparación con la cromatina espermática de especies como el ratón y el hombre, que poseen tanto protamina 
1 como protamina 2 (Oliva & Dixon, 1991) y en los que el nivel de compactación parece depender del balance entre los dos tipos de protaminas.  
 
En el espermatozoide maduro, si bien el DNA en su mayoría está asociado con protaminas, una pequeña cantidad de histonas formando 
nucleosomas que se encuentran unidos a la matriz nuclear, persiste en una proporción del 1% a 2% en ratón, hámster, caballo, toro, ovejo 
(Uschewa et al., 1982; Bench et al., 1996) y entre 10% y 15% en el hombre (Tanphaichitr et al., 1978; Gatewood et al., 1987; Balhorn et al., 
2007). Cuando la proporción de histonas es mayor a lo normal (espermatozoide con cromatina inmadura) se predispone al espermatozoide a 
sufrir fragmentación del DNA (Mukhopadhyay et al., 2011), se compromete su capacidad para promover el desarrollo embrionario normal 
(Khalifa et al., 2008), y se afecta negativamente la fertilidad (Oliveira et al., 2013). Los espermatozoides con mayor nivel de histonas tienen 
un núcleo menos compacto y la cabeza más grande (Oliveira et al., 2013) y entre los espermatozoides con núcleo menos compacto el porcentaje 
de espermatozoides con fragmentación del DNA (17,2±10%) fue significativamente mayor que entre los espermatozoides con un núcleo con 
compactación normal (8,3±5,5%, p<0,0001) (Martin et al., 2004). 
 
Esta revisión, tiene como objetivos describir los factores que afectan la integridad de la cromatina espermática en rumiantes; así como también 
la relación entre el daño en la cromatina, la función espermática, la fertilidad y las consecuencias sobre la progenie; además se plantean 
algunas alternativas para disminuir la incidencia de espermatozoides con cromatina dañada en las muestras de semen. Todo esto con la 
finalidad de promover mayor investigación en el área y la incorporación de la evaluación de la cromatina entre las pruebas de rutina, tanto a 
nivel de campo como en los laboratorios de andrología, de producción de semen criopreservado y de producción in vitro de embriones. 
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FACTORES QUE AFECTAN LA INTEGRIDAD DE LA CROMATINA ESPERMÁTICA 
 
Varios factores han sido reportados por afectar la integridad de la cromatina espermática. Las anormalidades en la cromatina pueden ocurrir 
durante la espermiogénesis, como resultado de fallas en el proceso de empaquetamiento del DNA (Sailer et al., 1995), lo que podría ser debido 
al daño ocasionado por radicales libres (Aitken et al., 1998). Sin embargo, el mecanismo exacto no se conoce (Lewis & Aitken, 2005). Una falla 
en la primera división meiótica con la consecuente presencia de espermatozoides diploides ha sido reportada en dos toros con un alto 
porcentaje de espermatozoides macrocéfalicos (17% y 23%), los cuales a su vez presentaron un promedio de 19,05% (7,1% y 31% 
respectivamente) de espermatozoides con DNA fragmentado y 8,64% (9,54% y 7,75% respectivamente) de espermatozoides con cromatina 
inmadura, mientras que en un toro control solo se observó un 2% de espermatozoides con DNA fragmentado y 0,47% con cromatina inmadura 
(Revay et al., 2009). Adicionalmente, una predisposición genética para defectos de la cromatina espermática podría existir. Se ha reportado 
que la fragmentación del DNA medida al momento del descongelado del semen tiene una heredabilidad de 0,41 y una repetibilidad de 0,73 
(Karoui et al., 2012). En búfalos, la expresión de la variante D del gen para la proteína de transición 1 se relaciona con un mayor porcentaje 
de espermatozoides con cromatina inmadura (12,15±0,8%) en comparación con la expresión de la variante C del gen (9,79±0,3%) (Panigrahi 
& Yadav, 2010). También, la expresión del péptido tubuloinfundibular de 39 residuos (TIP39) estuvo relacionada con la calidad de la cromatina 
espermática; así los búfalos con mayor expresión relativa de esta proteína en el plasma seminal tuvieron un mayor porcentaje de 
espermatozoides con distribución normal de la cromatina tanto en el semen fresco como descongelado (96,93±0,25% y 96,24±0,80% 
respectivamente, p<0,05) que los búfalos con baja expresión de la proteína (94,84±0,71% y 91,89±1,69%, respectivamente), con la 
cromatina espermática en este grupo de búfalos siendo más susceptible al proceso de criopreservación  (Selvaraju et al., 2015). En toros, la 
presencia en los espermatozoides del antígeno asociado a la fertilidad (AFA) que tiene un peso molecular de entre 28-30 KDa, estuvo asociada 
con una mayor resistencia de la cromatina durante la incubación por 3 horas, lo cual puede deberse en parte a que los espermatozoides que 
expresan AFA poseen una mayor protección contra el estrés oxidativo, lo cual fue evidenciado por una menor producción de malonilaldehído, 
luego de dos horas de incubación (Karunakaran & Devanathan, 2016). En ovejos, la resistencia de la cromatina espermática al estrés calórico 
ha sido asociada con el genotipo del polimorfismo del nucleótido simple localizado en la posición -660 en el promotor del gen de la proteína 
del shock térmico 90 (HSP90AA1), con los animales portando el genotipo GG-660, teniendo mayores niveles de espermatozoides con DNA 
fragmentado durante los meses calurosos del año en comparación con los ovejos portando el genotipo CC-660 (Ramon et al., 2014). 
 
El daño en la cromatina espermática puede aumentar con la consanguinidad (Karoui et al., 2012), y aunque esto contrasta con lo reportado por 
Dorado et al., 2015, quienes no observaron un efecto del nivel de consanguinidad sobre el porcentaje de espermatozoides con DNA 
fragmentado en toros, coincide con lo reportado en otras especies (Ruiz-López et al., 2010ª; Petrovic et al., 2013). En ovejos, el porcentaje de 
espermatozoides con DNA fragmentado fue mayor en los animales consanguíneos (25,23±1,89%) en comparación con los no consanguíneos 
(7,33±1,22%, p<0,01) (Petrovic et al., 2013). Hallazgos similares han sido reportados en ungulados como la Gazella cuviere y la Gazella 
dama mhorr, las cuales teniendo 31 y 30% de consanguinidad, respectivamente, presentaron 22,30±4,49% (p<0.01) y 14,31±3,84% 
(p<0.05) de fragmentación del DNA, respectivamente, siendo superior a los valores de la Gazella dorcas, que con solo 4% de consanguinidad 
presentó 2,57±0,57% de espermatozoides con DNA fragmentado (Ruiz-López et al., 2010a). 
 
La raza, la individualidad, la edad, la calidad del semen y la época del año, han sido reportados como factores relacionados con la calidad de 
la cromatina espermática (Karabinus et al., 1990; Dobrinski et al., 1994; Bochenek et al., 2001; Nava-Trujillo et al., 2011; Karoui et al., 2012; 
Malama et al., 2012; Kipper et al., 2016). El daño en la cromatina espermática es mayor en toros jóvenes (Karabinus et al., 1990; Karoui et al., 
2012; Kipper et al., 2016) y difirió entre los sementales con una calidad seminal inicial normal (10,31±0,005%) y baja (12,11±0,008, p<0,05) 
(Mukhopadhyay et al., 2011). En búfalos, el semen con nivel de fragmentación del DNA espermático menor a 8,5%, tuvo mayor porcentaje de 
espermatozoides vivos, HOST+, y espermatozoides capacitados que los eyaculados con una media mayor al 8,5% de espermatozoides con 
DNA fragmentado (Pawar & Kaul, 2011).  
 
La época del año puede afectar la integridad de la cromatina espermática. En toros Holstein, el semen colectado en primavera y verano 
presentó mayor nivel de fragmentación del DNA que el colectado en otoño e invierno (Karoui et al., 2012). En búfalos, Nandre et al., 2011, 
observaron durante el verano mayores niveles de daño (7,61±1,64%), que durante el invierno (3,00±0,55%, p <0,05); y esto ha sido 
igualmente observado en ovejos (García-Macías et al., 2006; Ramon et al., 2014), donde además la cromatina espermática del semen colectado 
en los meses de estrés calórico (junio a octubre), presentó mayor daño luego de un periodo de  24 y 48 horas de incubación a 37°C, que el 
semen colectado en los meses sin estrés calórico (marzo a mayo) (Salces-Ortiz et al., 2015). Malama et al., 2012, reportaron un efecto del mes 
sobre los niveles de espermatozoides con cromatina dañada y un efecto de factores microclimáticos como temperatura del aire, humedad 
relativa y punto de rocío sobre el porcentaje de espermatozoides con daño en la cromatina y la variación de este luego de tres horas de 
incubación in vitro, observándose los menores valores de daño en la cromatina durante el otoño y el invierno. Adicionalmente, la inducción 
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experimental de estrés calórico testicular (insolación testicular por 48 horas) en toros Holstein, ha sido reportado por reducir la estabilidad 
de la cromatina espermática (Karabinus et al., 1997), mientras que en toros de raza Nelore, la insolación testicular durante cinco días, generó  
un aumento del porcentaje de espermatozoides con vacuolas nucleares y cromatina anormal desde 1,7±0,2% y 4,7±2,3% respectivamente 
a 12,3±2,3% y 30,8±2,8% a los veintiún días post-insolación, observándose además una correlación negativa entre estos parámetros y la 
tasa de división embrionaria y la tasa de blastocitos (Fernandes et al., 2008).  Rahman et al., 2011, observaron que la cromatina de las células 
germinales durante las fases de la meiosis y la espermiogénesis fueron las más sensibles al estrés calórico, debido probablemente a que 
durante estas etapas la cromatina se encuentra en una remodelación activa, además observaron que el daño a la cromatina inducido por la 
insolación testicular podría deberse a una falla en el proceso de sustitución de las histonas por las protaminas.   
 
Simoes et al., 2013, observaron que el daño en la cromatina se incrementó con la susceptibilidad del semen de sufrir estrés oxidativo. Gürler 
et al., 2016, señalan que el efecto dañino de las especie oxigeno reactivas (ROS) sobre el DNA espermático parece depender de la existencia 
de un daño previo, como el provocado por la criopreservación, ya que sus resultados indican que el daño al DNA aumentó junto con el 
incremento en los niveles de especies oxigeno reactivas (específicamente los niveles de H2O2) solo en el semen descongelado, mientras que 
en el semen fresco el daño al DNA no varió luego de 24 horas de incubación a pesar de que los niveles de ROS se incrementaron 
significativamente en el mismo periodo. En búfalos, Kadirvel et al., 2009, observaron en semen refrigerado, que el daño en la cromatina 
estuvo correlacionado positivamente con el porcentaje de espermatozoides con alta producción de ROS (r = 0,78, p<0,05) y negativamente 
con el porcentaje de espermatozoides con alto potencial de membrana mitocondrial (r = -0,64, p<0,05); mientras que en semen descongelado 
de búfalos, el porcentaje de espermatozoides con peroxidación lipídica estuvo asociado positivamente con el porcentaje de espermatozoides 
con deficiencia de protaminas (r = 0,56, p<0,05) (Singh et al., 2016). 
 
La criopreservación afecta negativamente diferentes estructuras espermáticas (Celeghini et al., 2008; Rubio-Guillen et al., 2010; Gürler et al., 
2016;). Se ha reportado que aumenta la inestabilidad de la cromatina (Khalifa et al., 2008) y que produce fragmentación y sobrecondensación 
del DNA espermático (Anzar et al. 2002), aunque también se ha reportado que no afecta la integridad del DNA (Martin et al., 2004). El daño que 
la criopreservación provoca sobre la cromatina espermática, ocurre principalmente durante la fase de enfriamiento rápido (-25°C/min) (Castro 
et al., 2016); y está relacionado con el tipo de diluyente empleado (Karabinus et al., 1991; Celeghini et al., 2008; Waterhouse et al., 2010; 
Taşdemir et al., 2013;) y en especial con la presencia de yema de huevo que parece tener un efecto protector (Karabinus et al., 1991; 
Waterhouse et al., 2010). La susceptibilidad de la cromatina a la criopreservación podría además depender del grado de madurez de esta, 
dado que semen con un alto nivel de espermatozoides con cromatina inmadura, presentó mayor daño en el DNA (Mukhopadhyay et al., 2011). 
La criopreservación además de afectar la integridad de la cromatina espermática, incrementa la susceptibilidad de esta durante la incubación 
a 37°C (Gürler et al., 2016).   
 
En búfalos, Koonjaenak et al., 2007, sugieren que la criopreservación no compromete la integridad de la cromatina espermática y esto es 
soportado por los resultados de Kadirvel et al., 2009, 2012 y Kumar et al., 2016, quienes no observaron un efecto dañino de la criopreservación 
sobre la integridad del DNA espermático. Sin embargo, contrasta con los resultados de otros estudios (Kumar et al., 2011; Kutchy et al., 2014; 
Mahmoud et al., 2015). Kutchy et al., 2014, observaron un incremento en el porcentaje de espermatozoides con DNA fragmentado desde 
0,972±0,296 en el semen fresco a 2,361±0,139 siete días después de criopreservado; mientras que en búfalos de raza Murrah, se observó 
un incremento en el daño de la cromatina desde 10-12% en el semen fresco a 37,25% en el semen descongelado (p<0,01), y esto estuvo 
acompañado por una disminución significativa de la capacidad antioxidante total, observándose una correlación positiva entre el daño al DNA 
espermático y la producción de ROS (Kumar et al., 2011). El nivel de daño en la cromatina en el semen criopreservado, está relacionado con el 
tiempo de almacenamiento.  Así se ha observado que el daño en el DNA espermático se incrementó significativamente a partir del año de 
almacenamiento en nitrógeno líquido (Shoaib et al., 2014) aunque Kutchy et al., 2014, observaron un incremento, tanto en semen de toros 
como de búfalos, tan pronto como 30 días postcongelado y que este se fue incrementando con el tiempo. La resistencia de la cromatina 
espermática al proceso de criopreservación parece depender de la calidad inicial del eyaculado. Así, el porcentaje de espermatozoides con 
cromatina dañada en el semen descongelado de toros y búfalos, tres y seis meses luego de la congelación, fue mayor para los sementales 
que produjeron eyaculados de calidad aceptable (toros: 4,56±0,19% y 11,14±0,27%; búfalos: 1,66±0,41% y 5,27±0,77%; respectivamente) 
que los que produjeron eyaculados de pobre calidad (toros: 8,5±080% y 13,66±0,87%; búfalos: 4,47±0,26% y 8,84±0,56%; 
respectivamente, p<0,05) (Kutchy et al., 2014).  
 
En ovinos, Nur et al., 2011, reportaron que la criopreservación no afecta la integridad de la cromatina indistintamente de que el semen se 
haya congelado de forma lenta (0,5°C/min) o rápida (5°C/min);  otros reportan que la criopreservación no afecta inmediatamente la integridad 
de la cromatina espermática, pero si incrementa la susceptibilidad de esta a la desnaturalización durante la incubación a 39°C, ya que si bien 
el porcentaje de espermatozoides con DNA fragmentado se incrementó tanto en semen fresco como descongelado luego de 3 horas de 
incubación, el incremento fue significativamente mayor en el semen descongelado (Peris et al., 2004) y esto pudiese estar relacionado con la  
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producción de ROS (Gürler et al., 2016). Mientras que Nur et al., 2010, reportaron que la criopreservación incrementa el porcentaje de 
espermatozoides con fragmentación del DNA indistintamente del crioprotector utilizado, pero que el glicerol tiene un efecto más dañino en 
comparación con otros como propanodiol, sucrosa o trehalosa. Adicionalmente, se ha reportado que la refrigeración del semen incrementó el 
porcentaje de espermatozoides con fragmentación del DNA indistintamente del tipo de diluyente, sin embargo, a partir de 24 horas de 
refrigeración, el efecto fue mayor para el semen diluido en un medio a base de leche y yema de huevo en comparación con el diluyente a base 
de lecitina de soya (Khalifa and Lymberopoulos, 2013). 
 
Otros factores como la contaminación bacteriana y las vacunaciones, si bien menos estudiados, han sido relacionados con daño a la cromatina.  
González-Marin et al., 2011, observaron que la fragmentación del DNA en semen descongelado de toros e incubado a 37°C por 4 días, aumentó 
en línea con el crecimiento bacteriano; y en ovejos, la aplicación de una vacuna anticlostridial, incrementó la fragmentación del DNA desde 
6,4±7,9% antes de la vacunación, a 63,4±24,2% y 21,7±10,6%, 20 y 40 días post-vacunación respectivamente, pudiendo estos efectos ser 
consecuencias de la capacidad de cada animal de responder al incremento de la temperatura corporal post-vacunación y al estrés oxidativo 
(Gosálvez et al., 2008). 

 
 

INTEGRIDAD DE LA CROMATINA, FUNCIÓN ESPERMÁTICA Y FERTILIDAD 
 
El daño en la cromatina se correlaciona negativamente con otros parámetros de calidad espermática. Januskauskas et al., 2003, observaron 
una correlación positiva entre el porcentaje de espermatozoides con daño en la cromatina y el porcentaje de espermatozoides muertos (0,58; 
P<0,05). Waterhouse et al., 2006, reportaron una correlación negativa entre el porcentaje de espermatozoides con daño en la cromatina y el 
porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma intacto y mitocondrias funcionales. Nava-Trujillo et al., 2011a, reportaron una correlación 
negativa entre el porcentaje de espermatozoides con cromatina dañada (medida con azul de toluidina) con la motilidad (r = -0.48337, 
p=0.0421) y el porcentaje de espermatozoides vivos (r = -0.43104, p=0.0087). En semen de búfalos, se observó una relación negativa entre 
el daño a la cromatina espermática, la motilidad y el porcentaje de espermatozoides vivos, así como una correlación positiva con las 
morfoanomalías (Eid et al., 2011; Osorio-Meléndez et al., 2011). Adicionalmente se ha observado que los espermatozoides con cromatina 
dañada tienen cabezas ligeramente más grandes y redondeadas (Nava-Trujillo et al., 2013) y que se distribuyen de forma diferente entre 
subpoblaciones espermáticas morfométricamente distintas (Nava-Trujillo & Quintero-Moreno, 2013). El daño en la cromatina está asociado 
positivamente con las alteraciones morfológicas (Dobronski et al., 1994; D’Occhio et al., 2013; Nagy et al., 2013). Enciso et al., 2011, observaron 
61,34±5% de morfoanomalías en los espermatozoides con DNA fragmentado en comparación con el 18,08±2,66% en los espermatozoides 
con DNA intacto (p<0,05).  En semen descongelado de toros Brahman se observó que el 85,77% de los espermatozoides con morfoanomalías 
en la cabeza portaban cromatina dañada, lo que contrastó con el 23,06% de cromatina dañada en espermatozoides con cabezas normales 
(Nava-Trujillo et al., 2012). El porcentaje de espermatozoides con gota citoplasmática proximal se correlacionó positivamente con el porcentaje 
de espermatozoides con daño en la cromatina (Carreira et al., 2012). En un toro con una alta incidencia de morfoanomalías totales (55,8±5,1%) 
se observó un mayor porcentaje de espermatozoides deprotaminados y con fragmentación del DNA (3,7± 0,6% y 13,8±9,5% 
respectivamente) que en los toros control cuyo porcentaje de morfoanomalías fue de 9.9±2,8% (0,4±0,6% y 0,6±0,5% respectivamente) 
(Carreira et al., 2015). Además, el porcentaje de espermatozoides con cromatina inmadura (teñidos positivamente con azul de anilina) estuvo 
correlacionado positivamente con el porcentaje de morfoanomalías (r = 0,58, p<0,0005) y la presencia de gota citoplasmática distal (r = 
0,41, p<0,014) y negativamente con el porcentaje de espermatozoides vivos (r = -0,40, p<0,05) (Khalifa et al., 2008).  
 
La asociación negativa entre el daño en la cromatina y otros parámetros de calidad espermática supone una relación negativa con la fertilidad 
y si bien existen reportes en los que no se observó tal relación (Charles-Ostermeier et al., 2001; Hallap et al., 2005; Gillan et al., 2008; Dogan 
et al., 2013; Nagy et al., 2013) un buen número de estudios utilizando diferentes técnicas la han reportado (Tabla 1); además contrariamente 
a estos reportes (Tabla 1) en los que se evaluó el daño en la cromatina; cuando se evaluó la resistencia de la cromatina espermática a un 
tratamiento de descondensación con EDTA+SDS, se observó una correlación positiva entre la estabilidad de la cromatina y la tasa de no 
retorno (r = 0,66, p<0,001) (Madrid-Bury et al., 2005). 
 
Erickson et al., 2015, reportaron que el nivel de daño en el DNA, medido con TUNEL, varió entre toros de alta y baja fertilidad (4,2±1,70% vs. 
14,8±1,96%, p<0,001) y observaron además que los toros con mayor nivel de daño en el DNA espermático tuvieron una menor tasa de 
división embrionaria y de blastocitos luego de la fecundación in vitro.  En un estudio evaluando la integridad de la cromatina espermática con 
la tinción de azul de toluidina y la prueba Halomax®, se observó que los toros de alta fertilidad tenían un menor nivel de daño (medidos con 
las dos pruebas) que los de baja fertilidad (1,9±0,30 y 4,13±0,26 vs 3,27±0,31 y 7,01±0,71, respectivamente, p<0,000) (Dogan et al., 2015). 
El contenido espermático de protaminas e histonas ha sido asociado con la integridad de la cromatina y el potencial reproductivo de los toros. 
Lalancette et al., 2008 reportaron que toros de baja fertilidad tenían mayores niveles de ARNm de protamina 2 que los toros de alta fertilidad 
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(p= 0,0019) y espermatozoides de toros con semen fresco de mayor calidad expresaron mayores niveles de ARNm para protamina 1 que los 
toros con semen de menor calidad (Ganguly et al., 2013). Dogan et al., 2015, reportaron que toros de alta fertilidad tenían mayor contenido 
de protamina 1 que los de baja fertilidad y que la cantidad de protamina 1 se correlacionó positivamente con la fertilidad y negativamente 
con el porcentaje de espermatozoides con DNA fragmentado y esto último coincide con los resultados de Fortes et al., 2014, quienes observaron 
una correlación negativa entre el porcentaje de espermatozoides con DNA fragmentado, medido con SCSA, y el porcentaje de espermatozoides 
protaminados, negativos a la tinción con cromomicina A3 (CMA3-), (r = -0,21, p<0,05) y una correlación positiva con el porcentaje de 
espermatozoides deprotaminados (positivos a la tinción con cromomicina A3; CMA3+), (r = 0,33, p<0,05). En búfalos, el porcentaje de 
espermatozoides deprotaminados (CMA3+) difirió significativamente entre los búfalos de alta (0,61±0,27%), media (3,05±0,37%) y baja 
fertilidad (2,20±0,24%), aunque no se observó una correlación entre el porcentaje de espermatozoides deprotaminados (CMA3+) y la 
fertilidad (Singh et al., 2016). Adicionalmente, se ha reportado una diferencia significativa en el nivel de espermatozoides con cromatina 
inmadura (teñidos con azul de anilina) entre toros de alta (1,73±0,55%) y baja fertilidad (0,67±0,17, p<0,0001) y una correlación negativa 
entre el porcentaje de espermatozoides con cromatina inmadura con la fertilidad (r = -0.90, p<0.0001) (Oliveira et al., 2013) y el desarrollo 
embrionario in vitro (Khalifa et al., 2008). 
 
 
 

 
En búfalos, Kumar et al., 2012, clasificaron a búfalos como de baja o alta  fertilidad de acuerdo a la tasa de preñez, <35% y >55% 
respectivamente, y  no observaron una diferencia significativa en el porcentaje de espermatozoides con DNA intacto utilizando la técnica de 
TUNEL (88.37 ± 0.91% vs 90.24 ± 0.94%, respectivamente); sin embargo utilizando la técnica COMET, se ha reportado que los búfalos de 
baja fertilidad tenían mayor daño en el DNA espermático y también una correlación negativa entre el daño en el DNA y la tasa de morulas (r 
= -0,756) y blastocitos (r = -0,643) (Eid et al., 2011). Más recientemente se ha reportado que la longitud del cometa, pero no el porcentaje de 
espermatozoides con cromatina intacta medido con naranja de acridina, se correlacionó negativamente con la fertilidad in vivo de búfalos 
(Ahmed et al., 2016).  

Tabla 1. Reportes de correlaciones negativas entre el daño en la cromatina espermática y la fertilidad 

Referencia Especie Técnica Semen* r P 
Ahmad et al., 2016 Búfalo COMET D -0,60 0,034 

Anzar et al., 2002 Toro TUNEL F -0,90 <0,05 

Ballachey et al., 1987 Toro SCSA D 
D 
D 

-0,40 
-0,53 
-0,50 

<0,01 
<0,05 
<0,05 

Bochenek et al., 2001 Toro SCSA D -0,50 <0,05 

Bollwein et al., 2008 Toro SCSA D -0,575 <0,05 

Dogan et al., 2015 Toro Azul de toluidina 
Halomax 

D 
D 

-0,618 
-0,68 

<0,001 

Erickson et al., 2015 Toro TUNEL F -0.62 <0,001 

García-Macias et al., 2007 Toro Halomax campo claro 
Halomax fluorescente 

D 
D 

-0,42 
-0,47 

0,001 

Januskauskas et al., 2001 Toro SCSA D -0,53 <0.05 

Januskauskas et al., 2003 Toro SCSA D -0,33 
-0,51 

<0,05 

Karoui et al., 2012 Toro Halomax D -0,45 <0,0001 

Khalifa & Lymberopoulos, 2011 Ovejo Naranja de acridina D -0,55 <0,05 

Khalifa & Lymberopoulos, 2013 Ovejo Naranja de acridina R -0,62 <0,05 

Oliveira et al., 2013 Toro Anilina D -0,90 <0,0001 

Puglisi et al., 2012 Toro SCSA D -0,26 <0,001 

*D: descongelado; F: fresco; R: refrigerado. 
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DAÑO EN LA CROMATINA ESPERMÁTICA: CONSECUENCIAS SOBRE LA PROGENIE 

 
El daño en la cromatina espermática está asociado con la trasmisión de enfermedades y la sobrevivencia de las crías y esto debido a que los 
espermatozoides con cromatina dañada conservan la capacidad fecundante y pueden generar preñeces (Fatehi et al., 2006; Ruiz-López et al., 
2010a,b) pudiendo por tanto trasmitir mutaciones o enfermedades genéticas a las crías, comprometiendo su salud y desarrollo (Fernández-
González et al., 2008; Ruiz-López et al., 2010b; Gautam et al., 2015; Lewis & Kumar, 2015; Siklenka et al., 2015); aunque poca información 
sobre esto está disponible en rumiantes. En humanos, el riesgo de desarrollo de retinoblastoma en niños está asociado con un alto nivel de 
fragmentación del DNA espermático del padre, ya sea como un factor independiente o asociado con un alto nivel de estrés oxidativo (Gautam 
et al., 2015; Rima et al., 2016). Los padres con hijos con retinoblastoma tienen mayores niveles de DNA espermático fragmentado 
(31,50±6,67%) que los padres de hijos sin retinoblastoma (21,9±9,4%, p<0,01) (Rima et al., 2016).   
 
En conejos, se ha reportado recientemente que la tasa de mortinatos fue mayor para los padres con mayor variación en la fragmentación del 
DNA durante la incubación del semen (>0,5 unidades por hora) en comparación con la de aquellos con una variación menor a 0,5 unidades por 
hora y que además el riesgo de una cría mortinata fue más alto para los conejos con mayor fragmentación del DNA espermático durante la 
incubación del semen (Jhonston et al., 2016). Mientras que en ratones generados por inyección intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI) 
con DNA fragmentado se observó una mayor mortalidad a las 25 semanas de edad, síntomas de envejecimiento prematuro, obesidad, 
organomegalias, mayor frecuencia de tumores y alteraciones de la conducta y la memoria (Fernández-González et al., 2008) y también que 
los machos generados por ICSI con espermatozoides con DNA fragmentado produjeron menos espermatozoides, presentaron más células 
testiculares apoptoticas y fueron menos fértiles; así los machos generados por ICSI con espermatozoides con DNA fragmentado preñaron el 
49,9±5,2% de las hembras servidas en comparación con el 86,5±3,1% (p<0,05) logrado por los machos originados por monta natural, 
observándose además mayor reabsorción embrionaria y momificaciones fetales en las hembras preñadas por machos originados por ICSI con 
espermatozoides con DNA fragmentado  (Ramos-Ibeas et al., 2014). En la Gazella cuviere, se observó una mortalidad del 80% (p<0,05) en las 
crías provenientes de padres que tenía un nivel mayor al 15% de fragmentación del DNA espermático en comparación con el 26% en aquellas 
crías cuyos padres tenían menos del 15% de espermatozoides con DNA fragmentado (Ruiz-López et al., 2010b). 
 
  

ALTERNATIVAS PARA DISMINUIR EL DAÑO EN LA CROMATINA ESPERMÁTICA 
 
Diferentes alternativas podrían plantearse a fin de disminuir la presencia de espermatozoides con cromatina dañada. Entre las consideraciones 
más importantes está la de garantizar la salud testicular y epididimaria, los animales deben disfrutar de condiciones adecuadas de 
alojamiento, salud y alimentación, además los esquemas de vacunaciones deberían ser revisados a fin de que se minimicen los efectos 
negativos sobre la calidad seminal, especialmente si las vacunaciones coinciden con las épocas calurosas del año. Adicional a esto, la 
evaluación frecuente de la cromatina espermática debe ser la regla y no la excepción, a fin de evidenciar la existencia de un problema y 
evaluar la influencia de factores climáticos y de manejo sobre la integridad de la cromatina y para esto un buen número de técnicas están 
disponibles; si bien varían en metodologías, costos y equipos necesarios; algunas técnicas como las tinciones con azul de toluidina, azul de 
anilina y Diff Quik, aunque con algunas limitantes, son  alternativas económicas, rápidas y  sencillas, aplicables tanto a nivel de campo como 
de laboratorio y que permiten a su vez la evaluación simultanea de la morfología y la morfometría espermática. 
 
Dado el carácter heredable del daño en la cromatina (Karoui et al., 2012) y la relación positiva con la consanguinidad (Karoui et al., 2002; Ruiz-
López et al., 2010a; Petrovic et al., 2013) la evaluación continua del daño en la cromatina permitiría tener indicios sobre su causa, si se debe 
a un evento externo puntual o un problema permanente, posiblemente de carácter genético, lo que facilitaría la exclusión de sementales con 
un nivel alto de daño. A su vez el diseño de un plan de cruzamientos que evite el apareamiento de animales emparentados a fin de disminuir 
la consanguinidad tendría un impacto importante en la calidad seminal de la progenie. 
 
Seleccionar sementales y/o hijos de sementales con una buena circunferencia escrotal, según la edad, debería repercutir en una mejora de la 
calidad seminal como ha sido reportado, y también sobre la integridad de la cromatina. Fortes et al., 2014, observaron una correlación negativa 
entre la circunferencia escrotal en toros a los 18 y 24 meses de edad y el porcentaje de espermatozoides con DNA fragmentado (r = -0,25 y -
0,19, p<0,05) y con el porcentaje de espermatozoides deprotaminados (r = -0,18 y -0,24, p<0,05), y estos resultados refuerzan hallazgos 
previos en los que se ha observado una relación positiva entre la circunferencia escrotal, la producción y la calidad espermática (Vazquez et 
al., 2003; Kealey et al., 2006; Devkota et al., 2008).  
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El estrés oxidativo ha sido reportado como una causa importante de daño a la cromatina espermática, por lo que la medición de la producción 
de ROS y la capacidad antioxidante del semen o la resistencia al estrés oxidativo del semen y los sementales, podría permitir seleccionar 
mejores sementales y/o eyaculados. Simoes et al., 2013, reportaron que el semen con menos susceptibilidad de sufrir estrés oxidativo tuvo 
un menor nivel de espermatozoides con fragmentación del DNA y generó una mayor tasa de división embrionaria, observándose una 
correlación positiva entre la producción de ROS y el porcentaje de espermatozoides con DNA fragmentado (r = 0,416, p = 0,009) y negativa 
con la tasa de división embrionaria (r = -0,417, p = 0,009) y la tasa de blastocistos (r = -0,367, p = 0,023). Además, se ha reportado que la  
época del año y la edad de los toros influyen la actividad antioxidante del plasma seminal, los espermatozoides y el plasma sanguíneo, con 
los toros más jóvenes teniendo menor capacidad antioxidante y en especial durante el verano (Balic et al., 2012). En conjunto, estos resultados 
son de gran interés ya que pueden permitir tomar decisiones sobre las épocas de colección de semen y los periodos de descanso a fin de 
maximizar las colecciones durante los meses menos estresantes; además, la identificación de sementales cuyo semen tenga mayor resistencia 
al estrés oxidativo podría disminuir el daño a la cromatina espermática. Gürler et al., 2015, observaron que la capacidad antioxidante total 
del plasma seminal varió entre toros, pero no entre los eyaculados del mismo toro, con el factor toro contribuyendo a más del 80% de la 
variabilidad de la capacidad antioxidante total y de la actividad de las enzimas superóxido dismutasa y glutatión peroxidasa; mientras que 
Hering et al., 2015, observaron que los toros con el genotipo TT en el gen ETFA (Electro-Transfer-Flavoprotein Alpha polypeptide) producen 
espermatozoides con mayor actividad de las enzimas glutatión peroxidasa y superóxido dismutasa lo que los podría proteger de forma más 
eficiente de las ROS. Adicionalmente, algunos tratamientos podrían aumentar la capacidad antioxidante de los animales. En ratones, la 
administración en el agua de bebida durante ocho semanas de una formulación antioxidante comercial (Fertilix®, CellOxess, Princenton, NJ, 
USA) compuesta principalmente por carnitina, ácido fólico, licopeno, selenio, vitamina C, vitamina E y zinc, disminuyó el efecto del estrés 
oxidativo y térmico sobre la integridad del DNA espermático y la fertilidad (Gharagozloo et al., 2016). 
 
En rumiantes y especialmente en vacunos, el semen congelado es ampliamente usado a nivel mundial por lo que mejorar el proceso de 
criopreservación es crucial para mejorar la calidad del semen, disminuir la incidencia de espermatozoides con daño en la cromatina y por 
tanto mejorar la fertilidad, y esto cobra gran importancia teniendo en cuenta que el daño a la cromatina es un defecto no compensable, el cual 
genera una falla reproductiva que no puede ser solventada por el incremento en el número de espermatozoides inseminados (Kastelic, 2013; 
Saacke, 2013). Una mejora en la selección de los eyaculados se hace necesaria, y para esto se debería incluir la evaluación de la calidad de la 
cromatina como criterio para decidir si un eyaculado es congelable o no; además la evaluación de la capacidad del semental o de un eyaculado 
en particular, de promover un desarrollo embrionario normal hasta el estadio de blastocisto a través de la inseminación de hembras 
superovuladas o la fecundación in vitro, antes de la comercialización del semen, sería una alternativa para garantizar que ese semen posee 
pocos defectos no compensables.    
 
Por otro lado, la elección del diluyente y el protocolo de criopreservación deberían adaptarse a cada individuo, a fin de mejorar la 
crioresistencia espermática. El efecto de la criopreservación sobre la integridad de la cromatina espermática es dependiente del diluyente y 
del crioprotector utilizado (Karabinus et al., 1991; Dobrinski et al., 1994; Celeghini et al., 2008; Waterhouse et al., 2010; Tasdemir et al., 2013; 
Büyükleblebici et al., 2014); además la curva de congelamiento  podría afectar la integridad de la cromatina, así en semen caprino, la tasa de 
enfriamiento ha sido reportada por afectar la integridad de la cromatina, con las tasas de -10 y -24 °C por minuto generando el mayor daño 
(Ustener et al., 2015). Adicionalmente, diferentes aditivos han sido evaluados como una alternativa para mejorar la calidad del semen. La 
carnitina, el inositol y la metionina, previnieron el efecto dañino de la criopreservación sobre la integridad de la cromatina (Bucak et al., 2010). 
En semen de ovejo, la adición de rafinosa o hipotaurina disminuyó el porcentaje de espermatozoides con cromatina dañada (6,2% y 3,9%) en 
comparación con el control (9,1%, p<0,05) (Bucak et al., 2013) y esto también fue observado en semen caprino congelado en un diluyente 
suplementado con metionina o rafinosa (Tuncer et al., 2010). La congelación del semen de toro en un diluyente a base de TCM-199 
suplementado con cisteína redujo el daño en el DNA en comparación con el control y otros antioxidantes (Sarıözkan et al., 2014) y de forma 
similar en semen de búfalos, la adición de L-cisteína (2 mM) en el diluyente de congelación, mejoró la capacidad antioxidante, la integridad de 
la cromatina e incrementó la fertilidad del semen (Iqbal et al., 2016b) y esto también fue observado cuando el diluyente se suplementó con 
trehalosa (Iqbal et al., 2016a), glutatión (Ansari et al., 2012) o acido araquidónico (Ejaz et al., 2014).  
 
En semen criopreservado de toros Holstein, el uso de fetuina y hialuronano, solos o combinados en el diluyente de congelación, disminuyó el 
porcentaje de espermatozoides con daño en el DNA (Sarıözkan et al., 2015a) y resultados similares fueron observados en semen de toros 
Brown Swiss con el uso de hialuronano, cisteamina, fetuina o ditioeritritol (Sarıözkan et al., 2015b). La adición de catalasa fue capaz de 
disminuir el incremento en la fragmentación del DNA durante la incubación, tanto del semen descongelado (Fernández-Santos et al., 2009) 
como fresco diluido (Krzyzosiak et al., 2000). El tratamiento del semen descongelado con una combinación de 10 µg/mL de zinc, 500 µg/mL 
D-aspartato y 40 µg/mL de coenzima Q10, previno el incremento en la fragmentación del DNA luego de 3 horas de incubación, mejoró la tasa 
de blastocistos al día 8 y redujo el porcentaje de blastomeras con DNA fragmentado (Gualtieri et al., 2014); mientras que la crocina, un extracto 
del azafrán con propiedades antioxidantes, a una concentración de 1mM, ha sido reportada por evitar el incremento del daño en la cromatina 
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durante la incubación del semen, disminuir la producción de ROS e incrementar la tasa de blastocitos (Sapanidou et al., 2015).  
 
Los espermatozoides utilizados para la producción in vitro de embriones (PIV), ya sea por fecundación in vitro o inyección intracitoplasmática, 
al no ser sometidos al proceso de selección natural durante su viaje a través del tracto reproductivo de la hembra que garantice su calidad 
(Ardon et al., 2008; Suarez & Pacey, 2006; Hourcade et al., 2010) pueden portar cromatina dañada y comprometer la eficiencia de los sistemas 
de PIV. Por tanto, la utilización de métodos de selección podría disminuir la incidencia de estos espermatozoides a fin de seleccionar a la 
subpoblación espermática que garantice la fecundación y promueva un correcto desarrollo embrionario, la cual estaría compuesta por 
espermatozoides vivos, motiles, con morfología normal y cromatina intacta (Morrell & Rodríguez-Martínez, 2009). Percoll y swim up han sido 
los métodos de selección espermática más empleados en rumiantes. Reckova et al., 2007 y Machado et al., 2009, observaron que la selección  
espermática mediante Percoll aumentó el porcentaje de espermatozoides con cromatina normal, sin embargo, otros han observado un efecto 
contrario. Urrego et al., 2008, reportaron que la selección mediante Percoll generó un incremento en el daño al DNA (medido con COMET) en 
comparación con el swim up;  mientras que Oliveira et al., 2011, utilizando un protocolo con tres gradientes de Percoll observaron que este 
disminuyó la condensación de la cromatina en comparación con el control y de manera similar se ha observado en semen caprino que el 
porcentaje de espermatozoides con DNA fragmentado fue mayor luego de la selección espermática a través de un gradiente discontinuo de 
Percoll (45/90) (3,90±0,85%) en comparación con el semen no seleccionado (1,95±0,40, p = 0,032) (García-Álvarez et al., 2010).  
 
Ante esta situación, la selección espermática mediante la centrifugación en capa única del coloide, parece ser una alternativa para disminuir 
el daño a la cromatina.  Valeanu et al., 2015, utilizando una sola capa de un coloide comercial (Bovipure®, Nidacom, Suecia) formulado 
específicamente para la separación y purificación de espermatozoides de toro reportaron una disminución del porcentaje de espermatozoides 
con daño en la cromatina en comparación con los espermatozoides no seleccionados; mientras que en semen caprino la selección espermática 
antes del congelamiento por centrifugación en capa única de un coloide igualmente formulado para semen de toro (Androcoll-B, patente 
pendiente) disminuyó significativamente el porcentaje de espermatozoides con DNA fragmentado con respecto al semen no seleccionado 
(Jiménez-Rabadán et al., 2012). Otros métodos aplicados en humanos han sido reportados por mejorar la integridad de la cromatina 
espermática. Chan et al., 2006, observaron que tanto la integridad de la cromatina como la morfología normal y la madurez de la cromatina 
aumentaron significativamente luego de la selección a través del método zeta, el cual selecciona espermatozoides que conservan la carga 
negativa de la membrana plasmática. Kheirollahi-Kouhestani et al., 2009, observaron que el método zeta fue más eficiente en comparación 
con la centrifugación en gradientes de densidad en seleccionar espermatozoides con DNA intacto y que la selección espermática mediante la 
combinación de la centrifugación en gradientes de densidad con el método zeta, mejoró la tasa de fecundación luego de ICSI. Nosrati et al., 
2014, diseñaron un dispositivo de microfluidos con el que lograron disminuir el porcentaje de espermatozoides con fragmentación del DNA en 
semen humano hasta en un 83% y tal situación podría ser esperada en semen de toros, en el que se observó una mejora tanto de la motilidad 
como de la vitalidad luego de la selección con el mismo dispositivo.  
  
 

CONCLUSIONES 
 
La evaluación de la cromatina espermática si bien ha cobrado importancia como un factor determinante de la calidad espermática y la fertilidad, 
no forma parte de las pruebas de rutina tanto a nivel de laboratorio como durante el examen andrológico de los sementales. Su incorporación 
permitiría la identificación de sementales superiores, así como el control de factores que afectan la integridad de la cromatina y en 
consecuencia la calidad del semen y la fertilidad en los rebaños, repercutiendo así en la rentabilidad de las empresas tanto productoras y 
comercializadoras de sementales y de semen congelado, como en los laboratorios de producción in vitro de embriones y las unidades de 
producción animal. 
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