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REsSuMEN

Se evalug la estabilidad del ADN en espermatozoides de alpaca mediante citometria
de flujo en muestras congeladas con antioxidantes analogos de superdxido dismutasa
(Tempo y Tempol). Doce muestras de semen de alpaca fueron congeladas utilizando un
dilutor en base a leche descremada, fructosa, yema de huevo y etilenglicol. Cada muestra
fue dividida en tres porciones: grupo control, grupo Tempo (1 mM) y grupo Tempol (1 mM).
Los antioxidantes fueron agregados al dilutor durante la curva de enfriamiento (10 °C).
Las muestras fueron descongeladas y fijadas en una solucion de formaldehido al 2% y
permeabilizadas utilizando una solucion de Triton X-100 al 0.8%. La integridad del ADN
espermatico se evaluo con la técnica de TUNEL y una sonda fluorescente para determi-
nar la viabilidad celular (loduro de propidio [PI]). Los espermatozoides marcados con la
sonda del TUNEL y PI fueron considerados células permeabilizadas con el ADN frag-
mentado. Las muestras fueron analizadas mediante citometria de flujo utilizando un laser
de 488 nm, contando un minimo de 10 000 células por muestra y utilizando microscopia de
fluorescencia. La frecuencia de espermatozoides con ADN fragmentado en el grupo
control (38.8 £ 16.2%) fue significativamente mayor (p<0.05) al grupo Tempol (16.7 +
8.4%), mientras que los resultados del grupo Tempo (25.4 + 5.8%) fueron estadisticamente
similares a los grupos Control y Tempol. Se concluye que la adicion del analogo de
superoxido dismutasa, Tempol (1 mM), durante el proceso de criopreservacion de
espermatozoides de alpaca puede prevenir parcialmente el dafio al ADN espermatico.
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Evaluacion de la integridad del ADN en espermatozoides criopreservados de alpaca

ABSTRACT

DNA integrity in alpaca spermatozoa was evaluated by flow cytometric analysis in
sperm cryopreserved using antioxidants analogues of superoxide dismutase (Tempo and
Tempol). Twelve alpaca semen samples were frozen using an extender based on skim milk,
fructose, egg yolk, and ethylene glicol. Each sample was divided into three aliquots:
Control group, Tempo group (1 mM), and Tempol group (1 mM). Antioxidants were
added during cooling at 10 °C. After thawing, samples were fixed using 2% formaldehyde
solution and permeabilizated using 0.8% Triton X-100 solution. TUNEL assay and lodure
propidium (P1) were used for evaluation of DNA integrity and cell permeability.
Spermatozoa labeled with TUNEL and PI was classified as cells with DNA damaged.
Samples were analyzed by flow cytometric using a 488 nm laser, counting at least 10 000
cells per sample, and by epifluorescene microscopy. Frequency of DNA damaged sperm
in control group (38.8 + 16.2%) was significantly higher (p<0.05) than in the Tempol
group (16.7 £ 8.4%), whereas the results in the Tempo group (25.4 £ 5.8) were similar to the
control and Tempol groups. It was concluded that the addition of superoxide dismutase
analogue Tempol (1 mM) during cooling (10 °C) in alpaca sperm cryopreservation partially
prevents sperm DNA damage.

Keywords: cryopreservation, alpaca sperm, superoxide dismutase, flow cytometry, DNA,

antioxidants

INTRODUCCION

Los estudios sobre criopreservacion de
espermatozoides de alpaca han utilizado di-
versos protocolos de congelamiento/
descongelamiento, asi como dilutores y
crioprotectores; no obstante, los resultados
no han sido los esperados. La motilidad post
descongelamiento en espermatozoides de
semen de alpaca (Santiani et al., 2005) y
espermatozoides epididimarios (Morton et al.,
2007, 2010; Banda et al., 2010) varia entre
15 a 20%. Del mismo modo, la viabilidad ce-
lular e integridad acrosomal post desconge-
lamiento ha sido inferior al 30% (Santiani et
al., 2005; Banda et al., 2010). Las razones
para la escasa supervivencia de los
espermatozoides de alpaca al proceso de
criopreservacion no estan bien entendidas; sin
embargo, algunos factores como la suscepti-
bilidad inherente de cada especie, los com-
ponentes de los dilutores y la produccion de
especies reactivas de oxigeno son factores
sugeridos en otras especies, donde tampoco
ha sido posible obtener elevados porcentajes
de supervivencia espermatica (Medeiros et
al., 2002).
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Las especies reactivas de oxigeno
(ROS) participan en una serie de eventos fi-
siologicos del espermatozoide, como la capa-
citacion espermatica, hiperactivacion de la
motilidad y reaccién acrosomal (Aitken y
Fisher, 1994; De Lamirande et al., 1997). Sin
embargo, se ha demostrado que niveles ele-
vados de ROS pueden causar un efecto no-
civo en los espermatozoides, como disminuir
lamotilidad y viabilidad espermética, inducir
una indeseable capacitacion espermatica pre-
matura (Peris et al., 2007; Ruiz et al., 2007;
Santiani, 2003), aumentar la peroxidacion de
acidos grasos insaturados de la membrana
espermatica (Aitken et al., 1989) y afectar
la integridad del ADN espermatico (Aitken
et al., 1998).

Se ha demostrado en espermatozoides
de ovinos (Santiani, 2003; Peris et al., 2007),
bovinos (Bilodeau et al., 2000) y humanos
(Wang et al., 1997) que los niveles de ROS
aumentan significativamente durante el pro-
ceso de criopreservacion. Estos niveles ele-
vados podrian tener un rol importante en la
disminucion de la funcion espermatica duran-
te el proceso de criopreservacion (Sue-Hee
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et al., 2010). Uno de los cambios observa-
dos en espermatozoides criopreservados es
la induccidn de la apoptosis celular y dafio
del ADN espermatico (Agarwal y Said,
2005). Incluso, existen evidencias que el dafio
del ADN espermaético tiene una correlacion
positiva con mayores niveles de ROS
(Baumber et al., 2003). En ese sentido, la
evaluacion del ADN espermatico mediante
TUNELS® por citometria de flujo, podria cons-
tituir una alternativa para determinar el efecto
nocivo de ROS durante la criopreservacion
(Cordelli etal., 2005). La citometria de flujo
tiene la ventaja que incluye un proceso auto-
matizado que evalla mas de diez mil células
en forma objetiva, en comparacion con la
microscopia tradicional que evalla en forma
subjetiva no mas de 200 células (Muratori et
al., 2008).

Una alternativa para prevenir el efecto
negativo de los ROS durante la criopre-
servacion espermatica puede ser la adicién
de antioxidantes analogos a superoxido
dismutasa al medio dilutor (Santiani, 2003;
Ruiz et al., 2007). No obstante, no existen
trabajos publicados sobre la produccién de
especies reactivas de oxigeno ni sobre la uti-
lizacion de antioxidantes en este evento du-
rante el proceso de criopreservacion en la
alpaca; por lo tanto, el objetivo del presente
trabajo fue evaluar el efecto de dos
antioxidantes (Tempo y Tempol) analogos de
superdxido dismutasa durante los procesos
de criopreservacion de espermatozoides de
alpaca sobre la integridad del ADN
espermatico utilizando la citometria de flujo.

Lugar de Estudio

La coleccion de semen de alpaca y
criopreservacion espermatica fueron realiza-
das en la estacion experimental del Instituto

Veterinario de Investigaciones Tropicales y
de Altura (IVITA), ubicada en Marangani,
Cusco, a una altura de 3550 msnm. El
descongelamiento y fijacién de muestras se
hicieron en el Laboratorio de Reproduccion
Animal, Facultad de Medicina Veterinaria,
Universidad Nacional Mayor de San Mar-
cos, Lima, Perd. La evaluacidn de la integri-
dad del ADN espermatico mediante
citometria de flujo fue realizada en el Centro
de Biotecnologia de la Reproduccién
(CEBIOR), Facultad de Medicina Humana,
Universidad de La Frontera, Temuco, Chile.

Animales y Semen

Se colectaron muestras de semen de
nueve alpacas Huacaya, pertenecientes al
IVITA-Marangani. El entrenamiento de los
machos y la coleccion seminal se hizo en los
meses de enero y febrero, que corresponden
a latemporada reproductiva de los camélidos
sudamericanos. El semen fue colectado utili-
zando el método de vagina artificial con hem-
bras receptiva (Davalos y Olazébal, 2002) y
las muestras fueron transportadas de inme-
diato al laboratorio. Todas las muestras de
semen fueron sometidas a una aspiracion
continua a través de una jeringa de tuberculina
con aguja de 21 x 1" para disminuir la visco-
sidad seminal

Manejo del Semen

De 30 eyaculados obtenidos con buena
calidad seminal, se congelaron 12 eyaculados
(provenientes de 6 machos) segun el proto-
colo descrito por Santiani et al. (2005), que
emplea el método de dos pasos y un dilutor
en base a leche descremada (95 ml), yema
de huevo (5 ml), fructosa (4.85 g) y etilenglicol
(0.1 M). Ademas, se utilizaron dos
antioxidantes analogos de superdxido
dismutasa: Tempo (2,2,6,6 tetrametil-1
Piperidiniloxil; Aldrich 214000) y Tempol (4-
hidroxi 2,2,6,6 tetrametil-1-piperidiniloxil,
Sigma H-8258).

¢ Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated fluorescein—-dUTP nick end labeling [TUNEL]
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Cada muestra de semen fue dividida en
tres porciones para formar los siguientes gru-
pos: grupo control, grupo Tempo (1 mM) y
grupo Tempol (1 mM). Los antioxidantes fue-
ron afiadidos durante la curva de enfriamien-
to, cuando las muestras llegaron a los 10 °C.
La segunda fraccién del dilutor se agregd
después del proceso de enfriamiento (de 35
a 5 °C en 90 minutos), y se dejo equilibrar
por 30 minutos. Las muestras fueron alma-
cenadas en pajillas de 0.25 mL, expuestas a
vapores de nitrégeno liquido por 15 minutos,
y finalmente depositadas en nitrogeno liqui-
do. El descongelamiento se realiz6 en bafio
Maria a 38 °C por 1 minuto.

Integridad del ADN Espermatico

Las muestras fueron fijadas y
permemabilizadas previamente al protocolo
de TUNEL. Para la fijacidn, el contenido de
cada pajilla (250 pL) fue lavado mediante
centrifugacion (500 x G) por 5 minutos en 10
ml de medio Tris base (27.1 g Tris, 14 g acido
citrico, 10 g fructosa, csp 1 L). Los pellets
fueron resuspendidos y fijados agregando 5
ml de formaldehido al 2% diluido en PBS (24
g CINa, 0.6 g CIK, 0.78 g KH,PO,, 3.3 g
Na,HPO,, csp 1L, pH 7.2), por 40 minutos a
temperatura ambiental. Se retird el fijador,
mediante 2 lavados por centrifugacién. Para
la permeabilizacion, el pellet fue resuspendido
en 100 pL de solucién Triton X-100 (Sigma
T-9284) al 0.8%, diluido en 0.1% de citrato
de sodio, por 15 minutos a 5 °C. Luego, se
volvio a lavar 2 veces mediante centri-
fugacion.

Se evalud la integridad del ADN esper-
matico mediante la técnica de TUNEL, utili-
zando el producto comercial “In Situ Cell
Death Detection Kit, Fluorescein” (Roche
Diagnostics, Alemania), siguiendo las indica-
ciones del fabricante. Los pellets obtenidos
luego del procesamiento de la técnica de
TUNEL fueron resuspendidos en 300 pL de
PBS y colocados en tubos de 6 mL para lec-
tura en citdmetro de flujo. Finalmente, 1 uL
de solucién stock (5 mg/mL) de ioduro de
propidio (Live/Dead® Sperm Viability Kit,
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Molecular Probes L-7011, EEUU) fue agre-
gado a cada tubo, con la finalidad de marcar
las células permeabilizadas.

La lectura de los tubos, colocados a4 °C
en camara oscura, se hizo mediante
citometria de flujo y microscopia de fluores-
cencia. Los espermatozoides positivos a
TUNEL presentaron una intensa coloracion
verde bajo microscopia de fluorescencia,
mientras que los espermatozoides positivos a
ioduro de propidio (PI) presentaron una colo-
racion roja intensa. Asimismo, para definir las
poblaciones en funcién de su fluorescencia a
PI/TUNEL, se realizaron los siguientes con-
troles: autofluorescencia (espermatozoides
vivos incubados sin TUNEL vy sin PI), con-
trol TUNEL (espermatozoides vivos tratados
con ADNasa e incubados sélo con TUNEL)
y control PI (espermatozoides muertos incu-
bados s6lo con PI).

Los espermatozoides fueron clasifica-
dos en cuatro categorias:

- Permeabilizados con ADN intacto (po-
sitivos PI/ negativos TUNEL)

- Permeabilizados con ADN fragmenta-
do (positivos Pl/positivos TUNEL)

- No permeabilizados con ADN intacto
(negativos Pl/negativos TUNEL)

- No permeabilizados con ADN fragmen-
tado (negativo Pl/positivo TUNEL).

Citometria de Flujo

La fluorescencia fue detectada utiliza-
do un citdmetro de flujo FACSCalibur (Becton
Dickinson, CA, EEUU) equipado con Optica
estandar. Las células fueron excitadas con
un laser argon de longitud de onda de 488
nm, empleando 10 000 espermatozoides como
minimo en cada anélisis. Para definir los
parametros de la poblacién de esperma-
tozoides, se realiz6 un andlisis comparando el
tamafo (forward-Scatter-Height FSC-H) y
la complejidad celular (side-Scatter-height
SSC-H). Los datos fueron trabajados en es-
cala logaritmicay analizados utilizando el soft-
ware Cell-Quest Pro (Becton Dickinson, CA,
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Figura 1. Seleccion y controles de la poblacion de espermatozoides de alpaca analizados me-
diante citometria de flujo. (1a) Muestra los eventos seleccionados para su analizados
considerados como espermatozoides de alpaca. (1b) Control de autofluorescencia.

(1c) Control TUNEL. (1d) Control PI

EEUU). Los resultados se presentaron en
gréaficos Dot Plots de dos parametros (Pl vs
TUNEL, leidos a través de los filtros PE y
FITC, respectivamente) y en porcentajes de
espermatozoides TUNEL+.

Anélisis Estadistico

Se calcul6 el porcentaje de esperma-
tozoides con ADN fragmentado, en funcion
del total de células permeabilizadas. Estos
porcentajes fueron transformados (raiz cua-
drada del arcseno) para aproximar los datos

186

a ladistribucion normal. El efecto de los gru-
pos (Control, Tempo y Tempol) fue analizado
utilizando la prueba de ANOVA mediante el
software Prism version 3.0 (San Diego,
EEUU), y se empled la prueba de Tukey para
determinar diferencias entre grupos.

REsuLTADOS

En la Fig. 1la se presenta la poblacion
de eventos que fue seleccionada (dentro de
la linea negra continua) como espermato-
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Figura2. Ejemplos de espermatozoides de alpaca evaluados mediante microscopia Optica y de
fluorescencia (400X), luego del analisis de citometria de flujo. Espermatozoide de
control Pl bajo microscopio dptica (a) y de fluorescencia (b). Espermatozoide de
control TUNEL bajo microscopio éptica (¢) y de fluorescencia (d). Espermatozoide
permeabilizado y con ADN nuclear intacto visto bajo microscopia optica (e) y de
fluorescencia (f)
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Figura3. Analisis mediante citometria de flujo de la integridad de ADN/viabilidad espermatica
(TUNEL/PI) en la poblacion de espermatozoides de alpaca criopreservados mediante
tres tratamientos: (a) grupo Control, (b) grupo Tempo, (c) grupo Tempol. Cuadrantes
R1: espermatozoides permeabilizados con ADN intacto; R2: espermatozoides
permeabilizados con ADN fragmentado; R3: no permeabilizados con ADN intacto;
R4: espermatozoides no permeabilizados con ADN fragmentado

zoides de alpaca, de acuerdo a su tamafio
(FSC) y complejidad (SSC). Las Figs. 1b, 1c
y 1d representan los controles de autofluo-
rescencia, control TUNEL y control PlI, res-
pectivamente, que fueron utilizados para de-
finir los cuadrantes (R1, R2, R3y R4) de las
poblaciones espermaticas. Se observa que el
control de autofluorescencia (Fig. 1b) no

188

muestra excitacion ante la exposicion a los
filtros para FITC y PE, quedando la mayoria
de eventos localizados en el cuadrante R3.
En laFig. 1c, el control TUNEL presenta un
distribucion hacia el cuadrante R4 (inferior
derecho), indicando una mayor excitacion con
el filtro FITC y ninguna con el filtro PE, don-
de estas células fueron observadas de color
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verde intenso bajo microscopia de fluorescen-
cia (Fig. 2d). Por el contrario, el control Pl
(Fig. 1d) presenta una mayor distribucion
hacia el cuadrante R1, indicando una mayor
excitacion con el filtro PE y muy poca con el
filtro FITC; asimismo, estas células fueron
observadas de color rojo intenso bajo
microscopia de fluorescencia (Fig. 2b).

En el analisis de la integridad de ADN,
s6lo se consideraron los espermatozoides
dentro de los cuadrantes R1y R2, por repre-
sentar a las células permeabilizadas, las cua-
les tuvieron la mayor probabilidad de expo-
nerse al reactivo del TUNEL. La frecuencia
de espermatozoides con ADN fragmentado
fue de 38.8 +16.2,25.4+ 5.8y 16.7 + 8.4%
para los grupos Control, Tempo y Tempol,
respectivamente. La frecuencia de
espermatozoides con ADN fragmentado fue
estadisticamente superior en el grupo Con-
trol con relacién al grupo Tempol (p<0.05).
Por otro lado, el grupo Tempo no presentd
diferencias significativas en porcentaje de
ADN fragmentado en comparacién con los
grupos Control y Tempol. En la Fig. 2f se
puede observar un ejemplo de espermatozoi-
de de alpaca permeabilizado y que presenta
el ADN nuclear intacto.

En la Fig. 3 se muestran algunos ejem-
plos de gréficos Dot Plot correspondiente a
los grupos Control, Tempo y Tempol. En (a)
se puede observar una mayor distribucién de
eventos entre los cuadrantes R1y R2, lo cual
representan espermatozoides con ADN in-
tacto y espermatozoides con ADN fragmen-
tados; mientras que en (b) y (c) se observa
una mayor concentracion de eventos locali-
zados en el cuadrante R1, lo cual representa
espermatozoides permeabilizados con ADN
intacto.

Los resultados del presente estudio son
los primeros que sugieren un efecto favora-
ble de la utilizacion de antioxidantes como
componentes de los dilutores para prevenir
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el dafio al ADN espermatico durante la
criopreservacion de semen de alpaca. Tam-
bién se presentan por primera vez los resul-
tados del analisis de la fragmentacion del
ADN en espermatozoides de alpaca mediante
el ensayo de TUNEL evaluado por citometria
de flujo.

La fragmentacion del ADN espermatico
en el grupo tratado con Tempol, antioxidante
analogo de superéxido dismutasa, fue de
16.7%, mientras que se ha reportado una
fragmentacion de ADN de 13% en
espermatozoides frescos de alpaca
(Rodriguez, 2009). Por otro lado, la fragmen-
tacion del ADN espermatico en el grupo de
espermatozoides criopreservados sin
antioxidantes llegd a 38.8%. Estos resulta-
dos indicarian que la utilizacién del antioxidante
Tempol como parte del dilutor para
criopreservacion de semen de alpaca, evita-
ria en forma significativa el dafio al ADN de
espermatozoides de alpaca, alcanzando por-
centajes muy similares a los encontrados en
muestras de semen fresco.

El incremento significativo en el dafio al
ADN espermatico en caso de no utilizar
antioxidantes durante la criopreservacion po-
dria atribuirse al aumento significativo de la
produccién de ROS durante el proceso de
criopreservacion de los espermatozoides, lo
cual ha sido demostrado en otras especies de
mamiferos (Wang et al., 1997; Santiani,
2003). Estos posibles niveles elevados de
ROS estarian relacionados con la fragmen-
tacion del ADN en espermatozoides de alpaca.

El método de TUNEL se basa en que
durante la apoptosis o fragmentacion del
ADN espermatico se producen fragmentos
de ADN o cadenas simples de ADN, las cua-
les son factibles de ser detectados mediante
laincorporacién de nucleétidos marcados con
fluoresceina (Gorczyca et al., 1993). Los
espermatozoides marcados con la sonda del
TUNEL presentan una fluorescencia de co-
lor verde, que podria ser evaluada mediante
microscopia de fluorescencia o mediante
citometria de flujo. En el caso de lecturas
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mediante microscopia de fluorescencia, se
recomienda contar 200 espermatozoides por
duplicado para disminuir la probabilidad de
error (NAFAY ESHRE, 2002), lo cual puede
constituir la evaluacion en un proceso largo y
tedioso. Por el contrario, la evaluacion del
ensayo de TUNEL mediante citometria de
flujo se realiza en segundos y evaluando un
poblacién de 10 000 espermatozoides, cons-
tituyendo entonces un analisis mas objetivo y
replicable (Muratori et al., 2008).

El porcentaje de dafio espermético en-
contrado mediante citometria de flujo puede
ser el doble o hasta el triple que los detecta-
dos mediante microscopia del fluorescencia
(Muratori et al., 2008). Esto podria explicar
el 15-20% de ADN fragmentado encontrado
en espermatozoides de alpaca por Rodriguez
(2009), donde utilizaron TUNEL y microscopia
de fluorescencia, en contraste el 16.8-38.8%
encontrado en el presente estudio emplean-
do TUNEL y citometria de flujo.

La adicion de Tempol (1 mM) durante
la curva de enfriamiento (10 °C) para la
criopreservacion de semen de alpaca reduce
significativamente (p<0.05) la fragmentacion
del ADN espermatico.
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