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PALABRAS CLAVE Resumen

Espermatozoide; Objetivo: Analizar los niveles de dafo que se registran en el ADN de espermatozoides de
Factor masculino; donantes y estimar la velocidad a la que este se degrada tras la descongelacion.
Criopreservacion; Material y métodos: Dosis seminales procedentes de donantes (n=50) y un grupo control for-
Fragmentacion del mado por pacientes normozoospérmicos (n=40). Se estudiaron los valores de fragmentacion
acido del ADN espermatico (SDF) en su nivel basal, asi como los valores de SDF tras incubacion de las
desoxirribonucleico; muestras a 37 °C durante 2, 6 y 24h. Se calcularon las velocidades de degradacion del ADN por
Donante de semen tramos de incubacion.

Resultados: El semen criopreservado de donante presenta unos niveles basales de SDF 2 veces
inferiores a los observados en los controles, y su ADN es 2,5 veces mas longevo que el del
grupo control. Niveles basales de SDF sobre un 8% generan una sensibilidad de un 82% y una
especificidad de un 65% para discriminar entre los donantes y los controles. Los valores de
incremento del daio de 1,8% por hora, analizados durante las 2 primeras horas de incubacion,
identifican a los donantes con un 77% de sensibilidad y un 65% de especificidad. Ambos valores
no muestran ninguna correlacion dentro del grupo de los controles, ni entre los donantes.
Conclusiones: El establecimiento de este tipo de valores umbral se podria utilizar para identifi-
car donantes considerados como «superdonantes» en relacion con sus bajos niveles de SDF y su
alta estabilidad de la cromatina. Los donantes que se seleccionaron en las diferentes clinicas
presentan caracteristicas equiparables para estos parametros.
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At what speed does sperm deoxyribonucleic acid ‘‘die’’ after donor semen samples
are thawed?

Abstract

Objective: The study was made to analyze the baseline levels of damage recorded in sperm DNA
fragmentation (SDF) and to estimate sperm DNA longevity as observed in donors after thawing.
Material and methods: Fifty donors and forty individuals attending a clinic and classified as
a normo-zoospermic population were compared. The baseline SDF levels and the increasing
rate of SDF (r-SDF) obtained after thawing when the sperm was incubated for a period of 24h
with different sub-sampling performed after 2, 6 and 24 h of incubation were considered as the
independent variables and compared.

Results: Cryopreserved donor sperm exhibited baseline SDF values approximately 2 times lower
than those observed in the control group. DNA stability was 2.5 times higher than that observed
in the control cohort. Baseline values of SDF of approximately 8% generates 65% sensitivity and
82% specificity to discriminate between the donors and controls. Values of increase of damage
of 1.8% per hour, analyzed during the first hours of incubation, identify the donor characteristics
with 77% sensibility and 65% specificity. Neither value show any correlation within the control
and donor cohorts group.

Conclusion: The establishment of these types of threshold values can be used to identify donors
considered as ‘‘super-donors’’ in relation to their low levels of SDF and high chromatin stabi-
lity. The donors selected from the different clinics participating in this study showed similar
characteristics for these parameters.

© 2013 Asociacion Espaiiola de Andrologia, Medicina Sexual y Reproductiva. Published by Else-

vier Espafa, S.L. All rights reserved.

Introduccion

La seleccion de donantes de muestras seminales se rea-
liza bajo unos criterios multifactoriales de riesgo tal y
como se explicita en la Ley Espanola de Reproduccion
Asistida de 1988 (Ley 35/1988, de 22 de noviembre)'.
En esta ley se contemplan tanto aquellos aspectos que
atafnen a la calidad de la muestra seminal que se utilizara
para producir las dosis seminales, como a los de caracter
genético, tanto de ausencia de enfermedades de trans-
mision sexual, como obtenidos de una exploracion fisica
general que descarte posibles malformaciones transmisi-
bles. Tras la realizacion de un seminograma, en el que se
valora el nimero de espermatozoides (>50 millones por
ml), la movilidad (>50% con movilidad progresiva) y la
morfologia (>14% de formas normales), se valora como
la muestra supera el proceso de congelacion y descon-
gelacion. De forma paralela se debe realizar un cultivo
microbiolégico o bien un analisis por PCR para detectar
posibles enfermedades de transmision sexual (hepatitisC y
B, VIH, herpes, sifilis, Chlamydia/Mycoplasma, citomega-
lovirus y gonorrea. Un analisis de sangre, que incluye el
grupo sanguineo asi como el Rh, y los antecedentes fami-
liares son también necesarios para descartar enfermedades
genéticas que potencialmente pueden ser transmisibles. Se
recomienda realizar un andlisis del cariotipo para evitar
posibles reorganizaciones del genoma no deseadas. El con-
junto de analisis mencionados son relativamente caros, pero
generan, en cierta medida, un marco de seguridad para el
uso de estas muestras en mujeres que van a ser sometidas
a técnicas como la inseminacion artificial o la fecunda-
cion in vitro utilizando muestras procedentes de banco de
semen.

Uno de los parametros que no es necesario utilizar en
la seleccion de los donantes es el que se relaciona con el
dano que puede sufrir la molécula de ADN o la predispo-
sicion al dafio que ese donante pueda tener. Sin embargo,
en la era del ICSI, y teniendo en cuanta que estos esper-
matozoides se someten a procesos parabiologicos tales
como centrifugaciones, lavados en medios fisioldgicos o bien
la congelacion-descongelacion, la calidad del ADN puede
representar un nuevo parametro a considerar como una
prueba adicional con la que catalogar de forma mas efi-
ciente a los donantes. Este concepto gana importancia dado
que los niveles de dano en el ADN de los espermatozoides
pueden comprometer el éxito reproductivo?->. En la mayo-
ria de los estudios en los que se analiza la fragmentacion
del ADN del espermatozoide (SDF, de sperm DNA fragmenta-
tion) se maneja el valor del dailo como un concepto estatico
y que nos informa del porcentaje de espermatozoides que
tienen la molécula de ADN fragmentada en una unidad de
finita tiempo. Sin embargo, la SDF, lejos de ser un valor
estatico, tiende a aumentar a medida que el esperma se
procesa ex vivo bajo condiciones parabioldgicas. La pérdida
de funcionalidad que experimenta el espermatozoide al ser
manejado ex vivo se relaciona con el impacto del dano iatro-
génico que puede afectar no solo a la molécula de ADN,
sino también a otras estructuras del espermatozoide tales
como las membranas, el acrosoma o la actividad mitocon-
drial. Este fendmeno ocurre en todas las especies en las que
se utilizan muestras de semen ex vivo para inseminacion®’
y, de hecho, este dafo puede permanecer como no visible
(dafo criptico) por un periodo de tiempo que suele depen-
der del agente que provoca el estrés?. Particularmente, en el
caso de los humanos, el impacto del dafo iatrogénico sobre
el ADN se manifiesta como un valor creciente de la SDF a
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medida que las muestras seminales se manejan ex vivoy que
se detecta de forma patente durante las 6 primeras horas de
manejo de las muestras’. De esta forma, tras la descongela-
cion de muestras criopreservadas en las que se valora en el
dano a lo largo de un periodo de tiempo variable, se observa
un incremento diferencial del dafo que esta asociado, en
principio, al individuo que puede alcanzar tasas de creci-
miento de tipo logaritmico hasta exponencial®. De hecho, si
traspasamos las barreras intraespecificas y comparamos las
velocidades a las que se incrementa el dafo en el ADN entre
especies diferentes de mamiferos, encontraremos que las
diferencias en el diseno del genoma y que se relacionan con
la conformacion final de las protaminas estipulan la longe-
vidad del ADN para una especie en cuestion'®. Por lo tanto,
podemos aseverar que, cuando manejamos el espermato-
zoide ex vivo, encontraremos una longevidad diferencial de
la molécula de ADN, que se pone de manifiesto tanto a nivel
intraespecifico como interespecifico.

Una hipotesis de trabajo plausible podria plantear que
aquellos varones que actlan como donantes deberian pre-
sentar niveles de dano menores que los observados en los
controles, y adicionalmente mostrarian una buena estabi-
lidad de la cromatina. Todo ello redundaria en un menor
impacto del dano iatrogénico y en una mayor longevi-
dad de la molécula de ADN para ser manejada ex vivo,
ofreciendo ciertas garantias de éxito reproductivo. Dentro
de este escenario, el incremento dinamico del dafo que se
registra en el ADN, considerado este como el incremento del
dano por unidad de tiempo durante el manejo de eyaculado
ex vivo, puede ser un elemento a considerar en el momento
de seleccionar muestras de posibles donantes que se deri-
varan a criopreservacion en los bancos de semen. Una de
las hipdtesis de trabajo que podriamos generar esta enca-
minada a descubrir si aquellos individuos que presenten una
menor proporcion de espermatozoides con ADN fragmentado
y cuya cromatina sea mas estable tras la descongelacion
serian una mejor opcion para ser utilizados en los proce-
sos de inseminacion, con tasas de éxito mayores. En una
primera aproximacion a esta pregunta de amplio espectro,
el objetivo de este estudio prospectivo es conocer los nive-
les de dano registrado en el ADN del espermatozoide en su
nivel basal, asi como el comportamiento dinamico del daio
tras la descongelacion en varones que fueron seleccionados
como donantes.

Material y métodos

Los donantes fueron proporcionados por 4 clinicas diferentes
(n=50). Como grupo control se utilizaron varones normo-
zoospérmicos (n=40) que asistieron en busca de ayuda para
la reproduccién en una de las clinicas que participo en el
estudio. En el caso de los controles, se excluyeron todos
los casos de varones en los que durante la realizacion de
un seminograma rutinario se apreciaba algln caracter
de no normalidad en el eyaculado de acuerdo con los
criterios de la OMS en lo que se refiere a concentracion, mor-
fologia y motilidad. Todas las muestras fueron criopreserva-
das de acuerdo con los protocolos establecidos para cada
una de las clinicas participantes, y se descongelaron y pro-
cesaron en los laboratorios del Departamento de Genética
de la Universidad Autonoma de Madrid, para evitar posibles

desviaciones asociadas a: 1) la metodologia de manejo de
los espermatozoides tras la descongelacion, y 2) a la cuan-
tificacion de los niveles de dano en el espermatozoide tras
la descongelacion.

Dado que el impacto de la descongelacion y proce-
sado diferencial de la muestra de semen puede introducir
variaciones en los resultados obtenidos, describiremos con
detalle los pasos seguidos en nuestro modelo experimental.
La descongelacion de las muestras se realizd tras 10s de
inmersion de la muestra criopreservada en un baio atempe-
rado a 37 °C. Una vez descongelada la muestra, y sin demora,
los espermatozoides se centrifugaron a 300g durante 5min
con el objeto de eliminar los crioprotectores y los diluyen-
tes utilizados durante la criopreservacion. Una vez retirado
el sobrenadante, el sedimento resultante se resuspendio de
nuevo en medio modificado HAM-HEPES-F10 (Irvine Scienti-
fic, Santa Ana, CA, EE. UU.). La concentracion espermatica
final de trabajo se ajusto en todos los casos a 10 millones
de espermatozoides por ml en todas las muestras analiza-
das. La concentracion espermatica final que se utilice en
el experimento es importante dado que esta puede tener
influencia en la velocidad de generacion del dano cuando los
espermatozoides se sometan a cualquier episodio de estrés
posterior'!. Para evaluar la longevidad del ADN esperma-
tico cuando este se maneja ex vivo, se calculo la tasa de
fragmentacion del ADN (rate SDF; rSDF), entendida como
el incremento de la SDF por unidad de tiempo evaluado
en horas cuando el espermatozoide ex vivo se incuba en
determinadas condiciones experimentales. En nuestro caso,
la muestra se incub6 a 37 °C durante 24 h en el medio arriba
explicitado. Durante el proceso de incubacién se determi-
naron los valores de SDF tras la descongelacion (ty: antes de
eliminar los crioprotectores y Ty: tras la eliminacion de los
crioprotectores). Adicionalmente, se realizaron submues-
treos para la evaluacion de la r-SDF tras 2h (T;), 6h (T¢)
y 24h (T24) de incubacion de la muestra. La SDF se evalud
utilizando Dyn-Halosperm® (Halotech S.L., Madrid, Espana).
Es importante que en cada submuestreo se evaluen los nive-
les de dano de forma rapida tras la obtencion de la muestray
nunca se debe mantener esta a temperatura ambiente, dado
que el daio en el ADN continGla aumentando. Una alternativa
logistica para evitar realizar series de analisis de fragmen-
tacion individuales es congelar directamente (—20°C) una
parte alicuota de cada fraccion en el tiempo estipulado de
recogida de la muestra (50 microlitros aproximadamente).
Una vez acumulada toda la serie, se descongelan todas las
muestras y se procesan de forma simultanea de forma rapida
tras la descongelacion. Los valores de SDF registrados antes
y después de la descongelacion deben ser idénticos a los de
antes de la congelacion, dado que el ADN no se afecta
de forma directa por este proceso. La longevidad de la molé-
cula de ADN entre 2 espacios determinados de tiempo de
incubacion se corresponde con la pendiente de la recta entre
los 2 puntos establecidos de acuerdo con una ecuacion tipo
y=m x+b, donde x e y son las variables en un plano (SDF
inicial y SDF final) y m es la pendiente de la recta.

Las muestras procesadas con Dyn-Halosperm® se ana-
lizaron utilizando microscopia de fluorescencia y se
contabilizaron por un mismo observador. Todas las pruebas
estadisticas se realizaron utilizando el programa estadistico
Statistical Package for the Social Sciences® 17 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, EE. UU.). Se utilizaron tests no paramétricos
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Tabla 1 Distribucion de los valores obtenidos para los niveles basales de dano tras descongelacion (to) y tras lavado de las
mismas muestras (Tp)

SDF-tg SDF-Tp p
SDF total 12,0 £ 5,1 12,2 £ 5,4 Prueba de rangos con signo Wilcoxon: Z —1,087; p=0,277
SDF control 16,7 + 11,2 17,18 + 12,2 Wilcoxon: Z —1,179; p=0,242
SDF donantes 8,3 +5,4 8,3+5,4 Wilcoxon: Z —0,242; p=0,809

para muestras relacionadas (prueba de rangos con signo
Wilcoxon) y no relacionadas (U de Mann-Whitney). El com-
ponente de normalidad se determind mediante el test de
Kolmogorov-Smirnov. Las correlaciones utilizadas entre dis-
tintas variables fueron también no paramétricas (Pearson).
Finalmente, se aplicaron curvas de tipo receiver operating
characteristic (ROC) para analizar tanto la sensibilidad como
la especificidad para la discriminacion de los mejores donan-
tes y los valores predictivos de las distintas variables con
respecto a la condicion de donante o control. Los valores de
corte para las distintas variables se dedujeron tras la apli-
cacion del indice de Youden obtenidos con los valores de
sensibilidad y especificidad para cada curva.

Resultados

Analisis estatico del dafno en el acido
desoxirribonucleico

En lo que se refiere a la evaluacion estatica del daiio en el
ADN espermatico, es decir, los valores obtenidos tras la eya-
culacion antes y después del lavado, no existen diferencias
entre los valores encontrados para to y Ty (tabla 1). Al sepa-
rar la muestra entre los 2 grupos preestablecidos, controles
y donantes, tampoco se observan diferencias entre to y Ty
(tabla 1).

Al comparar los valores basales de fragmentacion obte-
nidos para los tiempos to y To (SDF to y SDF T en la tabla 1)
entre el grupo control y el grupo de donantes, si que exis-
ten diferencias significativas (to U de Mann-Whitney 464,50;
p=000; To U de Mann-Whitney 445; p=000). Los valores
registrados del dano en el grupo control son significativa-
mente superiores a los observados en los donantes.

Con objeto de comprobar si los niveles de dano basal
registrado tras la congelaciéon de la muestra a —20°C (T-
20°C) varian con respecto a los registrados en la muestra
descongelada y lavada (Ty), se utilizaron 20 donantes donde
una parte alicuota de la muestra ya lavada para retirar los

crioprotectores (Ty) se congeld directamente en el medio
de cultivo a T-20°C y se realizé un nuevo analisis de frag-
mentacion transcurridas 24 h de congelacion. Las diferencias
obtenidas entre los valores de la SDF para Tp y T-20°C no
fueron significativas (media Ty =8,31, DE=4,29; media T-
20°C=8,54, DE=4,42; Z -0,678; prueba de los rangos con
signo de Wilcoxon: p=0,498).

Analisis dinamico del dano en el acido
desoxirribonucleico

En lo que se refiere al estudio de la longevidad de la molé-
cula de ADN, las tasas de incremento en el dano observadas
en los distintos tiempos en los que se realizd el muestreo
tras el periodo de incubacion a 37°C se contemplan en la
tabla 2.

Para fijar los niveles de corte asociados a las variables
tanto de dafo estatico como de dafo dinamico, asi como la
sensibilidad y especificidad del sistema utilizando los 2 gru-
pos identificados a priori -donantes y controles-, se realizé
un analisis de curvas ROC. El analisis se planteo6 para estu-
diar la sensibilidad y especificidad de los valores asociados
a tg/Tp y para las distintas rSDF obtenidas entre los dife-
rentes intervalos de tiempo de incubacion y muestreo. Los
resultados de las curvas ROC obtenidas se muestran en la
figura 1. Los valores de area bajo la curva de mayor magni-
tud lo presentan las variables ty, To y rSDF-To.; (area=0,818,
area=0,824, area=0,682, respectivamente), con interva-
los de confianza asintoticos al 95% de 0,74-0,89 para to;
0,747-0,901 para Ty y 0,593-0,771 para rSDF-Ty.,, para los
limites superiores e inferiores respectivamente (p =0,000).
De esta forma el indice de Youden identifica valores de SDF-
to/To=9,5/7,8, que son capaces de identificar a los donantes
con aproximadamente un 82% de sensibilidad y un 65% de
especificidad. Para el analisis dinamico del dano en el ADN
se genera un mayor poder de discriminacion entre ambos
grupos cuando se utilizan los valores ofrecidos por la rSDF-
To-2. Valores de incremento del dano de 1,8 por hora generan

Tabla 2 Distribucion de los valores obtenidos para los incrementos del dano (rSDF) entre los periodos experimentales de
incubacion considerados en el experimento (To.2, T26, Te-24 Y To-24)

FSDF-To.z FSDF-T2.6 FSDF-T6.24 FSDFT0.24
Control 3,63+2,77 0,58+0,53 0,21+0,20 0,55+0,25
Donantes 1,59 +1,8 0,79+0,93 0,37 +0,49 0,54+0,52
p U Mann-Whitney; U Mann-Whitney; U Mann-Whitney; U Mann-Whitney;
535, p=0,000? 877, p=0,317 792, p=0,091 797, p=0,099

Los valores de rSDF se estiman en unidades de incremento del dafio por hora.

a Diferencias significativas.
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Curvas ROC para las distintas variables utilizadas en el experimento. a. Sensibilidad y especificidad obtenidas con las

siguientes variables: to: linea azul medio; To: linea verde; rSDF-To.;: linea azul oscuro; rSDF-T.¢: linea morada; rSDF-Te.24: linea
azul claro, y rSDF-Ty.24: linea roja. b. Sensibilidad y especificidad obtenidas con la variable combinada tasa de dafio combinado.

un valor de corte asociado a un 77% de sensibilidad y un 65%
de especificidad. Los valores suministrados por las rSDF-T,.¢,
rSDF-Tg.24 Y rSDF-Tg.24 no discriminan con la misma eficacia
los donantes del grupo control (fig. 1).

Puesto que los valores Ty y rSDF-Ty.; eran los que ofre-
cian una mejor discriminacion, se analizo la posible correl-
acion entre ambos valores para comprobar si se compor-
taban como variables independientes. Tanto en el caso de
los controles como en el de los donantes, la correlacion
obtenida entre Ty y la rSDF-Ty.; fue muy baja (Pearson
0,145, p=0,384 y Pearson -0,083, p=0,565, respectiva-
mente) (fig. 2).

Al tratarse de variables independientes, estudiamos si
una composicion de ambas variables podria ofrecer un mejor
valor de discriminacion entre los donantes y los controles.
Para ello, realizamos una combinacion de las 2 variables
independientes (T y rSDF-Ty.;) para definir la tasa de dafio
combinado (TDC). Consideramos la TDC como el producto
del dano observado en T, por el incremento del dano regis-
trado durante las 2 primeras horas de incubacion (rSDF-Ty.,).
Con este nuevo panel de valores realizamos una nueva apro-
ximacion utilizando las curvas ROC para estudiar los valores
de sensibilidad y de especificidad ofrecidos. En este caso,
los valores de area bajo la curva para el indice TDC fueron
de area=0,816, con intervalos de confianza asintoticos al
95% de 0,720-0,913 para los limites superiores e inferiores,
respectivamente (p=0,000). El indice de Youden identifica
valores de TDC=23,8 unidades y les subroga una capaci-
dad de identificacion de los donantes en torno al 70% de
sensibilidad y 78% de especificidad.

Si asumimos los valores derivados de las ROC para SDF-
To<7,8%, una rSDF-Ty., =1,8% por hora y una TDC <23,8
unidades, no todos los donantes elegidos como tales cum-
plirian estos requisitos. De hecho, tan solo el 36% del total
de la muestra de donantes cumplen las 3 exigencias fija-
das en la tabla 3. Estos individuos podrian ser tipificados
como donantes de una alta estabilidad en su molécula de
ADN vy altamente resistentes al impacto del dafo iatrogé-
nico, y compartirian entre ellos el presentar niveles muy
bajos de dano en su ADN basal. El 40% de los donantes fue-
ron considerados como fuera de esta norma, pero cumplen
al menos 2 de las condiciones fijadas. Si estos niveles de
corte se aplican al grupo control, se obtiene que el 5%
de ellos podrian ser teoricos donantes de buena calidad para

los parametros considerados, ya que superarian el nivel de
corte establecido para los 3 parametros (tabla 3).

Discusion

El presente trabajo muestra que tanto los niveles basales
del dano en el ADN de los donantes, como la velocidad de
degradacion del ADN del espermatozoide trascurridas las 2
primeras horas de la descongelacion, son menores y signifi-
cativamente diferentes que las observadas en una muestra
de individuos normozoospérmicos utilizados como controles.
Por lo tanto, podemos afirmar que, en general, la selec-
cion de donantes que se esta realizando en distintas clinicas
asegura unos niveles bajos de dano en el ADN y una esta-
bilidad alta de la molécula de ADN en el espermatozoide.
Este hecho debiera redundar en un mayor éxito reproduc-
tivo cuando se utiliza semen procedente de estos donantes.
Conviene resaltar que esta seleccion positiva ejercida sobre
estos parametros de calidad seminal se esta realizando de
forma absolutamente empirica, dado que en ningln caso las
clinicas utilizaron estos parametros como indicadores de una
mejor calidad seminal cuando se realiza un seminograma de
forma rutinaria.

Los valores basales de SDF observados en el grupo con-
trol son del orden de 2 veces mayores que los obtenidos
en el grupo de donantes. Por otra parte, la velocidad de
degradacion del ADN es mas elevada durante las primeras
2h de incubacion. En el caso del grupo control la veloci-
dad de degradacion del ADN oscila entre un 1 y un 6% de

Tabla 3 Tabla de doble entrada en la que se identifican
los valores de corte para Tp, rSDF-Typ.; y TDC y la propor-
cion tanto de donantes como de controles que cumplen las
condiciones fijadas en distintos niveles

Valores SDF-To rSDF-Tg., TDC
<7,8% <1,8 por hora <23,8
Cumplen Cumplen Cumplen
las 3 al menos 2 100

Donantes 18 (36%) 20 (40%) 12 (24%)

Control 2 (5%) 9 (50%) 29 (30%)




90

J. Gosalvez et al

Control

60,00

Emn-
3 . E
. .
R %2 .
L]
2t
o o

0,00

SDFTO

0007 Donantes

20,004

N Y

0,00

T T T
6,00 8,00 1000 1200

rSDFT0-T2

Figura 2

T
400

rSDFT0-T2

T
200

Gréficas correspondientes a las correlaciones obtenidas entre los valores de SDF estimados a Ty y las correspondientes

tasas de incremento del dafio estimadas durante las 2 h de incubacion. Se presentan los grupos control y donante por separado.

incremento del dano por hora, dependiendo del individuo.
Este valor, en el caso de los donantes, oscila entre un 1y un
3% por hora, y los valores medios resultan del orden de 2,5
veces inferiores a los observados en el grupo control. Estas
diferencias no son tan patentes a medida que aumenta el
tiempo de incubacion. Este efecto tiene su explicacion en
el incremento en la cantidad de espermatozoides con dano
en su ADN, que se acumula de forma progresiva a medida que
aumenta el tiempo de incubacion. La consecuencia logica de
este efecto es que todos los individuos tienden a homogenei-
zar los valores del dano transcurridas 24 h de la incubacion.
Por ello, las diferencias que se observan entre individuos
tienden a no ser significativas cuando se comparan perio-
dos largos de incubacion (24 h), mientras si que se aprecian
diferencias significativas tras periodos de incubacion relati-
vamente cortos (2 h). Desde un punto de vista logistico este
hecho es interesante, ya que no es necesario realizar ana-
lisis dinamicos de fragmentacion de larga duracion, por lo
que el test dinamico de fragmentacion seria rapido en su eje-
cucion. Este aspecto tiene interés desde un punto de vista
clinico, dado que 2 h de incubacion es un tiempo prudencial
que suele transcurrir entre la descongelacion de la mues-
tra seminal y la fertilizacion. Durante este periodo no es
deseable que se genere un incremento del dano que pudiera
comprometer el desarrollo embrionario tras la singamia.
Con independencia de que un individuo haya sido selec-
cionado para ser incluido en un programa de donacion de
semen, es evidente que no todos los donantes son igua-
les, ni por las caracteristicas de seleccion establecidas en la
legislacion vigente ni por las restricciones impuestas por las
clinicas. La explicacion de esta realidad subyace en parte
en la propia variabilidad genética asociada a los genomas
de las especies. De todas formas, asumiendo que se trata de
individuos que no han sufrido episodios de estrés previos a
la obtencion de la muestra que pueda comprometer la cali-
dad del semen, se podrian argumentar algunos aspectos que
condicionan e influyen en la calidad del ADN del espermato-
zoide. Es conocido que tanto los niveles de dano que afectan
al espermatozoide tras la eyaculacion, como la longevidad
del ADN cuando el espermatozoide se maneja ex vivo, son
diferentes cuando se comparan especies distintas'®, como
al comparar individuos dentro de una misma especie'?"4,
La explicacion de las diferencias interespecificas en el caso
de los mamiferos parece relacionarse con la presencia de

la protamina 2 (Prot2) en la cromatina del espermatozoide.
Es conocido que las protaminas mayoritarias presentes en el
espermatozoide de los mamiferos y encargadas de dar esta-
bilidad a una molécula muy compactada de ADN son tanto
la protamina 1 (Prot1) como la Prot2'>'6, si bien existen toda
una serie de proteinas de transicion que participan en la
exclusion casi total de las histonas a las que reemplazan. Las
protaminas estan relativamente conservadas, si bien existen
variantes de secuencia que pueden cambiar ligeramente la
estructura final de la proteina resultante'’. Sin embargo,
mientras que todas las especies de mamiferos presentan
Prot1 en el espermatozoide, un suceso evolutivo determiné
que algunas especies, tales como Bos taurus o Sus domes-
tica, presenten los genes para codificar esas proteinas, pero
los rARN que generarian la Prot2 no llegan a traducirse'® 2.
En aquellos mamiferos que presentan ambas protaminas,
parte de la Prot1 es sustituida durante la maduracién del
espermatozoide por Prot2. Debido a que la Prot1 es mas rica
en puentes disulfuro que la protamina Prot2', la estabili-
dad del ADN en el espermatozoide de las especies que solo
presentan Prot1 es mas elevada'®. ;Qué ocurre, en términos
de estabilidad en la molécula de ADN, en las especies donde
la Prot1 es reemplazada por la Prot 2, como es el caso de los
humanos? En general, si no existe una relacion estequiomé-
trica de equilibrio 1:1 en lo que se refiere a las cantidades
de Prot1:Prot2, el dafo que se observa en el ADN es mayor
que cuando esta relacidn es 1:1'%21.2% y también es mayor
la velocidad a la que se degrada el ADN?2, Por lo tanto, se
podria especular que, en el momento de seleccionar donan-
tes de semen de alta calidad por su bajo nivel de dano en
los niveles basales y en la alta longevidad de su molécula
de ADN, estamos seleccionando genomas que presentan una
buena relacion estequiométrica para Prot1:Prot2. Esta hipo-
tesis no nos tiene que llevar a pensar que aquellos individuos
que no se encuadren en los niveles de corte sugeridos en este
estudio se verian siempre afectados por desequilibrios en la
correcta produccion de las protaminas, dado que existen
multitud de circunstancias que pueden producir dafo en el
espermatozoide, tales como los elevados niveles de estrés
oxidativo, la temperatura o la condicion genética del indivi-
duo, entre otras?>?4, si bien, tendriamos que asumir que este
tipo de circunstancias no concurren de forma continuada en
el caso de aquellos individuos que se seleccionaron como
donantes.
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Es un hecho conocido que existe una pérdida de la cali-
dad en los parametros seminales convencionales cuando las
muestras se manejan ex vivo. De hecho, la incidencia del
llamado dafo iatrogénico sobre el espermatozoide es una
de las constantes en la literatura relacionada con temas
sobre fecundacion®. El manejo ex vivo del espermatozoide
impone la separacion del plasma seminal. Esta separacion
parece que genera beneficios sobre la calidad final de los
espermatozoides contenidos en la muestra que se utilizara
para fertilizar, dado que se recuperan los mejores esperma-
tozoides y se eliminan aquellos que fisiologicamente estan
mas afectados?’-28, Sin embargo, los beneficios netos no son
tan reales como asumimos, dado que el espermatozoide se
dafna debido al manejo que hacemos de él ex vivo?. Esto
ocurre cuando las muestras de esperma se exponen a tem-
peraturas incluso fisiologicas, y son muchos los casos que
en la literatura relatan este tipo de efectos en todos los
mamiferos. Por ejemplo, en el caso del ganado bovino, la
fertilidad asociada a un macho reproductor se conserva razo-
nablemente bien entre periodos de 3 a 5 dias cuando el
semen se almacena simplemente a temperatura ambiente.
Después de este tiempo, la fertilidad decae en una tasa
aproximada de un 3 a 6% por dia. No parece que existan gran-
des diferencias entre almacenar las muestras a 5 0 a 15°C,
pero este efecto es muy notable cuando las temperaturas de
almacenamiento son superiores a 25°C3°. La respuesta dife-
rencial de las caracteristicas seminales clasicas se puede
ver también condicionada por el tipo de diluyente seminal
que se utilice. Asi, por ejemplo, en el caso del ganado por-
cino, donde los diluyentes seminales estan muy avanzados,
existen diferencias en la respuesta de las membranas del
espermatozoide dependiendo del tipo de diluyente que se
utilice. Las variaciones se circunscriben a periodos de alma-
cenamiento superiores a 48 h de diferencia (3-5 dias) para
obtener resultados de fertilidad similares3'-32. Por lo tanto,
parece evidente que la temperatura, o quizas de forma
mas precisa habria que decir los cambios de temperatura
en las muestras seminales, pueden producir efectos noci-
vos sobre la viabilidad del esperma cuando este se maneja
ex vivo. En el caso de los humanos, se ha demostrado
que la recogida de muestras de semen en sitios distantes
de donde sera utilizado para fertilizar conduce a un daio de
caracter iatrogénico que provoca descensos en el potencial
éxito reproductivo de esos pacientes®3. Se ha comprobado
que en pacientes que presentan azoospermia obstructiva, la
fragmentacion del ADN en espermatozoides del testiculo se
incrementa de forma notable entre las 4 y las 24 h tras la
obtencion de estas muestras.

Dado que la pérdida de calidad del ADN parece ineludible
cuando el esperma se maneja ex vivo, y que los niveles de
dano en el ADN pueden influir en el momento de conseguir
un embrion normal, cierto control sobre el dafio existente en
el espermatozoide o el potencialmente producido se debe-
ria considerar como un valor adicional para seleccionar los
mejores donantes. De los datos que se desprenden en este
estudio, niveles basales de dano en el ADN inferiores a un
8% y pérdidas de la calidad del ADN de aproximadamente
un 2% por hora durante las 2 primeras horas de descongela-
cion podrian ser considerados como valores de corte para
discriminar entre donantes normales y «superdonantes»,
para las caracteristicas consideradas en este estudio. Es
interesante enfatizar el hecho de que tanto los niveles

de daio basales como las velocidades de degradacion del
ADN en los individuos utilizados como control se alejan
mucho mas de estos valores. Por lo tanto, con independen-
cia del impacto que pueda tener este aspecto en el caso de
los donantes, si que resulta evidente que la situacion para
estos parametros tiene un peor pronostico en el caso de
algunos pacientes. Refuerza la falsabilidad de la hipote-
sis planteada en este trabajo el hecho de que algunos
pacientes cumplen y superan con creces los valores de
corte establecidos para discriminar entre los donantes y los
«superdonantes».

Las caracteristicas que debe cumplir un individuo que
sera seleccionado como un potencial donante de mues-
tras de semen implican parametros fenotipicos, genotipicos,
fisiologicos, psicoldgicos y, por supuesto, los referentes a
la calidad seminal. En la actualidad, y asumida la
decreciente calidad de los parametros seminales de las
poblaciones que se ubican en estructuras sociales llamadas
desarrolladas, el estricto cumplimiento de estos minimos
hace que el nimero de donantes potenciales se vea notable-
mente reducido. El disminuir las exigencias en los criterios
de seleccion implica que podemos incurrir en ofrecer
a determinadas pacientes una muestra seminal procedente
de donantes que se considerarian borderline para las condi-
ciones de normalidad establecidas en relacion con la calidad
del ADN. En este escenario, el disponer de estrategias adi-
cionales que nos puedan asegurar que si un donante no
tiene un recuento por encima de los 50 x 10°, pero tiene
unos niveles de dano basal en el ADN bajos y una longevi-
dad de la molécula de ADN alta, puede, en cierta medida,
paliar el efecto negativo que se derivaria de, por ejemplo,
presentar una concentracion relativamente baja de esper-
matozoides. En la era del ICSI, seria logico asumir que la
calidad del ADN tendria que ser considerada de forma mas
fehaciente, dado que ni el nimero de espermatozoides ni el
presentar una motilidad reducida, que en este caso puede
ser fruto del mismo proceso de manejo ex vivo, incluido el
procedimiento de congelacion/descongelacion, representan
obstaculos para que el espermatozoide pueda fertilizar.

Conclusiones

1. Las muestras de semen criopreservado procedentes de
donantes de distintas clinicas muestran niveles de frag-
mentacion de su ADN del orden de 2 veces inferiores a
los que presentan un grupo control que podria ser repre-
sentativo de una poblacion normal.

2. El ADN procedente de las muestras seminales de los
donantes es del orden de 2,5 veces mas longevo que el
de la poblacién control.

3. Los valores basales de SDF estimados tras la eyaculacion
en torno a un 8%, identifican a los donantes con un 82%
de sensibilidad y un 65% de especificidad.

4. Valores de incremento del dafo de 1,8 por hora durante
las 2 primeras horas de incubacion identifican a los
donantes con un 77% de sensibilidad y un 65% de especi-
ficidad.

5. El uso combinado de las 2 variables anteriores transfor-
madas en el indice TDC le subroga una capacidad de
identificacion de los donantes en torno al 70% de sensibi-
lidad y 78% de especificidad para un TDC = 23,8 unidades.
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6. La utilizacion de este tipo de indices podria llevarse a
cabo para categorizar aquellos donantes considerados
como «superdonantes» si cumplen las condiciones ante-
riormente expuestas.

7. Los donantes que se seleccionaron en las diferentes
clinicas que participaron en este estudio presentan
caracteristicas equiparables para estos parametros.

Responsabilidades éticas

Proteccion de personas y animales. Los autores declaran
que para esta investigacion no se han realizado experimen-
tos en seres humanos ni en animales.

Confidencialidad de los datos. Los autores declaran que
han seguido los protocolos de su centro de trabajo sobre la
publicacion de datos de pacientes y que todos los pacientes
incluidos en el estudio han recibido informacion suficiente
y han dado su consentimiento informado por escrito para
participar en dicho estudio.

Derecho a la privacidad y consentimiento informado. Los
autores han obtenido el consentimiento informado de los
pacientes y/o sujetos referidos en el articulo. Este docu-
mento obra en poder del autor de correspondencia.

Financiacion

El presente trabajo se financié con el proyecto proce-
dente del Ministerio de Educacién y Ciencia de Espana
(BFU2010-16738/BFl) y los fondos aportados por las distintas
fundaciones de las clinicas participantes.

Conflicto de intereses

Los autores declaran no tener ningln conflicto de intereses.

Agradecimientos

Los autores desean expresar su gratitud a todas las perso-
nas que han participado en este estudio de forma directa o
indirecta.

Bibliografia

1. Morillas L, Benitez |, Peris J. Estudios juridico-penales sobre
genética y biomedicina. Madrid, Espana: Editorial Dykinson,
S.L.; 2006.

2. Evenson DP, Wixon R. Data analysis of two in vivo ferti-
lity studies using Sperm Chromatin Structure Assay-derived
DNA fragmentation index vs pregnancy outcome. Fertil Steril.
2008;90:1229-31.

3. Bungum M, Bungum L, Giwercman A. Sperm chromatin structure
assay (SCSA): A tool in diagnosis and treatment of infertility.
Asian J Androl. 2011;13:69-75.

4. Zini A. Are sperm chromatin and DNA defects relevant in the
clinic? Syst Biol Reprod Med. 2011;57:78-85.

5. Gosalvez J, Nuiez R, Fernandez JL, Lopez-Fernandez C,
Caballero P. Dynamics of sperm DNA damage in fresh versus
frozen-thawed and gradient processed ejaculates in human
donors. Andrologia. 2011;43:373-7.

10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

. Gosalvez J,

. Mortimer D. Sperm preparation techniques and iatroge-

nic failures of in-vitro fertilization. Hum Reprod. 1991;6:
173-6.

. Twigg J, Irvine DS, Houston P, Fulton N, Michael L, Aitken RJ.

latrogenic DNA damage induced in human spermatozoa during
sperm preparation: Protective significance of seminal plasma.
Mol Hum Reprod. 1998;4:439-45.

. Santiso R, Tamayo M, Gosalvez J, Johnston S, Marifio A,

Fernandez C, et al. DNA fragmentation dynamics allows the
assessment of cryptic sperm damage in human: Evaluation of
exposure to ionizing radiation, hyperthermia, acidic pH and
nitric oxide. Mutat Res. 2012;734:41-9.

Cortés-Gutiérrez E, Lopez-Fernandez C,
Fernandez JL, Caballero P, Nufiez R. Sperm DNA fragmentation
dynamics in fertile donors. Fertil Steril. 2009;92:170-3.
Gosalvez J, Lopez-Fernandez C, Fernandez JL, Gouraud A,
Holt WV. Relationships between the dynamics of iatrogenic DNA
damage and genomic design in mammalian spermatozoa from
eleven species. Mol Reprod Dev. 2011;78:951-61.
Lopez-Fernandez C, Johnston SD, Fernandez JL, Wilson RJ,
Gosalvez J. Fragmentation dynamics of frozen-thawed ram
sperm DNA is modulated by sperm concentration. Theriogeno-
logy. 2010;74:1362-70.

Portas TS, Johnston R, Hermes F, Arroyo C, Lopez-Fernandez B,
Bryant T, et al. Frozen-thawed rhinoceros sperm exhibit DNA
damage shortly after thawing when assessed by the sperm chro-
matin dispersion assay. Theriogenology. 2009;72:711-20.
Lopez-Fernandez C, Fernandez JL, Gosalbez A, Arroyo F,
Vazquez JM, Gosalvez J. Dynamics of sperm DNA fragmen-
tation in domestic animals m. Ram. Therigenology. 2008;70:
898-908.

Imrat P, Hernandez M, Rittem S, Thongtip N, Mahasawangkul S,
Gosalvez J, et al. The dynamics of sperm DNA stability in Asian
elephant (Elephas maximus) spermatozoa before and after
cryopreservation. Theriogenology. 2012;15:998-1007.

Aoki VW, Emery BR, Liu L, Carrell DT. Protamine levels vary
between individual sperm cells of infertile human males
and correlate with viability and DNA integrity. J Androl.
2006;27:890-8.

Balhorn R. The protamine family of sperm nuclear proteins.
Genome Biol. 2007;8:227.

Jodar M, Oriola J, Mestre G, Castillo J, Giwercman A, Vidal-
Taboada JM, et al. Polymorphisms, haplotypes and mutations
in the protamine 1 and 2 genes. Int J Androl. 2011;34 5 Pt
1:470-85.

Corzett M, Mazrimas J, Balhorn R. Protamine 1: Protamine 2
stoichiometry in the sperm of eutherian mammals. Mol Reprod
Dev. 2002;61:519-27.

Vilfan ID, Conwell CC, Hud NV. Formation of native-like mam-
malian sperm cell chromatin with folded bull protamine. J Biol
Chem. 2004;279:20088-95.

Carrell DT, Emery BR, Hammoud S. Altered protamine expres-
sion and diminished spermatogenesis: What is the link? Hum
Reprod Update. 2007;13:313-27.

Torregrosa N, Dominguez-Fandos D, Camejo M, Shirley C, Meis-
trich ML, Ballesca JL, et al. Protamine 2 precursors, protamine
1/protamine 2 ratio, DNA integrity and other sperm parameters
in infertile patients. Hum Reprod. 2006;21:2084-9.
Garcia-Peird A, Martinez-Heredia J, Oliver-Bonet M, Abad C,
Amengua JM, Navarro J, et al. Protamine P1/P2 ratio correlates
with dynamic aspects of DNA fragmentation in human sperm.
Fertil Steril. 2011;95:105-9.

Fernandez JL, Vélez de la Calle JF, Tamayo M, Cajigal D,
Agarwal A, Gosalvez J. Sperm DNA integrity and male infertility:
Current perspectives. Arch Med Sci. 2009;5:555-62.

Gosalvez J, Lopez-Fernandez C, Fernandez JL. Sperm Chromatin
Dispersion (SCD) test: Technical aspects and clinical applica-
tions. En: Zini A, Agarwal A, editores. Sperm DNA damage:


http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120

¢A qué velocidad «muere» el acido desoxirribonucleico del espermatozoide tras descongelar muestras seminales 93

25.

26.

27.

28.

29.

Biological and clinical applications in male infertility and assis-
ted reproduction. New York: Springer Verlag; 2011. p. 151-70.
Centola GM, Herko R, Andolina E, Weisensel S. Comparison of
sperm separation methods: Effect on recovery, motility, motion
parameters, and hyperactivation. Fertil Steril. 1998;70:1173-5.
Erel CT, Senturk LM, Irez T, Eercan L, Elter K, Colgar U,
et al. Sperm-preparation techniques for men with normal
and abnormal semen analysis. A comparison. J Reprod Med.
2000;45:917-22.

Zini A, Finellia A, Phanga D, Jarvia K. Influence of semen
processing technique on human sperm DNA integrity. Urology.
2000;56:1081-4.

Gosalvez J, de la Torre J, Lopez-Fernandez C, Pérez-
Gutiérrez L, Ortega L, Caballero P, et al. DNA fragmentation
dynamics in fresh versus frozen thawed plus gradient-isolated
human spermatozoa. Syst Biol Reprod Med. 2010;56:27-36.
Zini A, Mak V, Phang D, Jarvi K. Potential adverse effect of semen
processing on human sperm deoxyribonucleic acid integrity. Fer-
til Steril. 1999;72:496-9.

30.

31.

32.

33.

34.

Vishwanath R, Shannon P. Do sperm cells age? A review of the
physiological changes in sperm during storage at ambient tem-
peratures. Reprod Fertil Dev. 1997;9:321-31.

Huo LJ, Ma XH, Yang ZM. Assessment of sperm viability, mito-
chondrial activity, capacitation and acrosome intactness in
extended boar semen during long-term storage. Theriogeno-
logy. 2002;58:1349-60.

Waterhouse KE, de Angelis PM, Haugan T, Paulenz H, Hofmo PO,
Farstad W. Effects of in vitro storage time and semen-extender
on membrane quality of boar sperm assessed by flow cytometry.
Theriogenology. 2004;62:1638-51.

Young KE, Robbins WA, Xun L, Elashoff D, Rothmann SA,
Perreault SD. Evaluation of chromosome breakage and DNA inte-
grity in sperm: An investigation of remote semen collection
conditions. J Androl. 2003;24:853-61.

Dalzell LH, McVicar CM, McClure N, Lutton D, Lewis SE. Effects
of short and long incubations on DNA fragmentation of testicular
sperm. Fertil Steril. 2004;82:1443-5.


http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S1698-031X(13)00058-7/sbref0170

	¿A qué velocidad «muere» el ácido desoxirribonucleico del espermatozoide tras descongelar muestras seminales procedentes d...
	Introducción
	Material y métodos
	Resultados
	Análisis estático del daño en el ácido desoxirribonucleico
	Análisis dinámico del daño en el ácido desoxirribonucleico

	Discusión
	Conclusiones
	Responsabilidades éticas
	Protección de personas y animales
	Confidencialidad de los datos
	Derecho a la privacidad y consentimiento informado

	Financiación
	Conflicto de intereses
	Agradecimientos
	Bibliografía


