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RESUMEN

El estudio de la integridad del ADN (IADN) del espermatozoide es un pardmetro
importante de la calidad seminal y de la fecundidad. Sin embargo, algunas de las técnicas
que se utilizan actualmente para medir el dafio del ADN espermatico presentan una baja
reproductibilidad entre los resultados y entre las especies. El objetivo de este trabajo fue
evaluar 5 técnicas de fragmentacion del ADN en muestras espermaticas descongeladas
de ovinos de pelo sometidas a fragmentacion con H20.. Se descongelaron 36 pajuelas de
4 sementales de la raza Blackbelly, se mezclaron (pool), se diluyeron en PBS a una
concentracion de~30x10° espermatozoides/mL y se dividieron en tres tratamientos: TO:
muestra sin oxidante (considerada como 0% de ADN dafiados), T100: muestra incubada
con 300uM de H,O, durante 24 horas (induccién de fragmentacion de ADN (100%).
Posteriormente, la mitad de del TO y T100 se mezclaron para obtener una proporcion del
50% de espermatozoides con ADN fragmentado (T50). Las muestras se analizaron con
las diferentes técnicas: Azul de Anilina (AA), Azul de Toluidina (AT), Naranja de
Acridina (NA), Cromomicina A3 (CMA3) y Dispersion de la Cromatina Espermatica
(SCD). Entodas las técnicas, las regresiones lineales presentaron un nivel de significancia
menor al 5%, asi como una correlacion significativa (r=0.962, P<0.01). Sin embargo,
entre tratamientos se observo que la técnica NA (34.82 + 3.00%) en el T50 y la técnica
de AA (89.55 + 1.45%) en el T100, fueron las que menor sensibilidad presentaron para
detectar dafios en el ADN en comparacion con las otras técnicas. En conclusion, aunque
las técnicas que mejor evaltan la IADN del espermatozoide en ovino de pelo son la
CMA3, SCD y AT; la técnica de AT presenta un menor tiempo de elaboracion y un
mayor tiempo de almacenamiento de las muestras, ademas de ser mas econémica al no

requerir tinciones de fluorescencia, ni equipo sofisticado para su analisis.

Palabras clave: ADN, Fragmentacion, Técnicas, H202, Ovino



ABSTRACT

The study of the DNA integrity (IADN) of the sperm is an important parameter of seminal
quality and fertility. However, some of the techniques currently used to measure DNA
damage spermatozoa present a low reproducibility between the results and between the
species. The objective of this work was to evaluate five DNA fragmentation techniques
in sperm samples thawed hair sheep subjected to fragmentation with H202. Thirty-six
thawed straws from 4 Blackbelly stallions were mixed (pooled), diluted in PBS to a
concentration of~30x10° spermatozoa/mL and divided into three treatments: TO: sample
without oxidant (considered as 0% DNA damage); T100: sample incubated with 300uM
of H20: for 24 hours (induction of DNA fragmentation (100%), subsequently, half of TO
and T100 were mixed to obtain a 50% proportion of sperm with DNA fragmented (T50).
The samples were analyzed with the different techniques: Blue Aniline (AB), Blue
Toluidine (TB), Orange Acridine (OA), Chromomycin A3 (CMA3) and Sperm
Chromatin Dispersion (SCD). In all the techniques, the linear regressions presented a
significance level less than 5%, as well as a correlation significant (r=0.962, P<0.01).
However, between treatments it was observed that the OA technique (34.82 + 3.00%) at
T50 and the of AB (89.55 + 1.45%) in T100, were the ones with the lowest sensitivity to
detect DNA damage compared to the other techniques. In conclusion, although the
techniques that best evaluate the IADN of spermatozoa in hair sheep are CMA3, SCD
and TB; however, the TB technique has a shorter processing time and longer storage time
of the samples, in addition to being more economical since it does not require

fluorescence stains and sophisticated equipment for analysis.

Keywords: DNA, Fragmentation, Techniques, H.O2, Sheep



CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

1.1 Introduccion

En la actualidad el estudio de la integridad del ADN (IADN) del espermatozoide ha ido
cobrando importancia en los sistemas de produccion, para poder predecir la fertilidad de
un semental, ya que un espermatozoide con dafio tiene la capacidad de fertiliar ovocitos,
sin embargo, ocurren fallas en el desarrollo embrionario, pero aun no ha sido muy
relevante el estudio en la especie ovina del tropico, ya que no es llevada a cabo de manera
rutinaria, por lo que llega a ser un factor sobre la fertilidad de los rebafios, y a su vez,
ocasionar un retraso en la produccion y rentabilidad tanto de pequefios como medianos
productores.

El estudio sobre la IADN del espermatozoide se ha encontrado asociado con anomalias
en los parametros seminales convencionales (Alvarez-Gongalvez et al., 2015; Arbaiza-
Barnechea y Cabrera-Villanueva, 2021; Czubaszek et al., 2020). En otros casos, sin
embargo, se ha visto que la fragmentacion del ADN espermatico es independiente de
estos pardmetros sugiriendo que su evaluacion podria proporcionar informacion adicional
(Fraser, 2004; Arbaiza-Barnechea y Cabrera-Villanueva, 2021; Evenson, 2016; Huanca
et al., 2020).

Se ha considerado que el origen de la fragmentacion del ADN espermatico no es facil de
descifrar, ya que existen una variedad de factores extrinsecos e intrinsecos involucrados.
Entre ellos se considera que la principal causa es el estrés oxidativo, evento molécular
que ocurre cuando existe un desequilibrio entre la formacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y la defensa antioxidante. Diversas investigaciones han demostrado que
durante el proceso de criopreservacion existe un incremento significativo en la
produccién de ROS (Alves et al., 2015; Evenson, 2016; Hamilton y Assumpcad, 2019).

Se disponen de varias técnicas para evaluar la IADN del espermatozoide: de la estructura
de la cromatina espermatica (SCSA) (Evenson, 2016), ensayo COMETA (Kumaresan et
al., 2020) , hibridacion fluorescente in situ (DBD-FISH) (Enciso et al., 2006), marcado
de estremos libres por dUTP (TUNEL) (Kiguk, 2018) y de traduccién in situ de extremos
libres (ISNT) (Kim y Tanrikut, 2018). Sin embargo, la mayoria requieren de reactivos y
equipamiento complejos, las cuales son costosas y poco llevadas a cabo a la practica en
animales de interés productivo. Actualmente se cuentan con técnicas mas sencillas y
menos costosas, con facilidad de llevar a cabo a la practica: Naranja de Acrdina (NA)
(Czubaszek et al., 2020), Azul de Toluidina (AT) (Nasr-Esfahani y Tavalaee, 2021), Azul



de Anilina (AA) (Nava-Trujillo et al., 2016), Comomicina A3 (CMA3) (Hamilton y
Assumpcad, 2019) y Dispersion de la Cromatina espermética (SCD) (Arbaiza-Barnechea
y Cabrera-Villanueva, 2021; Peris-Frau et al., 2019); las cuales son simples, rapidas,
reproducibles y permiten evaluar la IADN del espermatozoide utilizando en su mayoria
la microscopia optica, sin embargo, la reproducibilidad y precision siempre varian segln
la técnica y especie a evaluar. Por ello, es importante el estudio de varias pruebas de
fertilidad, para conocer cuales son las méas precisas en la especie ovina del tropico,
permitiendo una mejor seleccién y cruzamiento de machos de alta calidad genética,
siendo animales de interés, al llevarse a cabo las diversas Técnicas de Reproduccién
Asistida (TRA), con el fin de eliminar reproductores con menor capacidad de

fecundacién.



1.2 Antecedentes

1.2.2 Reproduccion asistida en ovinos de pelo

Actualmente las razas ovinas de pelo han generado importancia en México por ser
adaptables a diversas condiciones ambientales. La poblacion de estas razas ha ido en
aumento principalmente en climas calidos, como templados y secos de varias regiones
del pais, en donde los productores valoran sus caracteristicas reproductivas, como la poca
estacionalidad de los ovinos de pelo que les permite mejorar sus indices productivos y
reproductivos, es por ellos que al seleccionar progenitores con caracteristicas fenotipicas
y genotipicas deseadas permiten mejorar la calidad y productividad de la especie
(Gonzélez et al., 2010; Delgado, 2013).

Al contrario de los bovinos, esta especie tiene una serie de ventajas, como una buena
capacidad reproductiva, intervalo entre partos reducido, mas de una cria por parto, mejor
manejor sobre el estrés calorico, elevada conversion alimenticia, buena resistencia a

alturas, entre otras (Serrano, 2011).

Entre una de las técnicas de reproduccion més utilizada en la Inseminacion Artificial (1A),
la cuél es una herramienta importante en la produccion ganadera, ya que permite el
mejoramiento genético de la descendencia. Es por ello, que es la principal técnica
utilizada a nivel mundial en los centros de produccion ganadera. Es asi, que es de
importancia realizar estudios que permitan evaluar, seleccionar y conservar muestras de

semen de buena calidad que permitan buenas tasas de fertilidad (Delgado, 2013).

Algunas de las razas de pelo ovinas que presentan buenos parametros reproductivos son
la Pelibuey, que es considerado un animal con excelentes indices de fertilidad, poseer un
buen comportamiento materno y que se encuentra como una de las razas con alternativas
para mejorar la produccion en pie de cria; en el caso del Blacbelly al ser un animal
prolifico no estacional posee una excelente habilidad materna asi como el Katahdin, pero
este Gltimo tiene como ventaja el no ser estacional en celos y no tener dificultades en los
partos; en el caso de los Dorper son una de las razas con ausencia de cuernos, ademas de
mostrar ser una raza con buena adaptabilidad, con un acelerado crecimiento y una alta
reproduccion; también son de importancia las cruzas resultantes de estas razas, ya que

Ilegan a ser mejores reproductivamente que las razas puras definidas (Serrano, 2011).

Sin embargo, en México el manejo de los ovinos en los tropicos ha sido deficiente, ya

gue no se le ha dado importancia a esta especie y por ende no se han generado estrategias



que permitan mejorar en el &mbito reproductivo y genético, ya que son una necesidad en
muchos sistemas de produccién ovina por la carencia del uso de técnicas de reproduccion
asistida (Gonzélez et al., 2010).

1.2.2.1 Factores generales que intervienen en la fertilidad del ganado ovino

La infertilidad en los animales es definida como aquella incapacidad que tienen para
reproducirse o concebir crias, existen algunos factores entre los que se destacan las fallas
genéticas, el status sanitario, edad, raza, el tiempo que transcurre entre el parto y la
cubricion ya sea por monta natural o por la aplicacién de alguna biotecnologia, la
estacionalidad y baja condicion corporal, tanto en hembras como en machos (Gémez,
2012; Izquierdo et al., 2020).

En la hembra se encuentra mas marcada la estacionalidad, por lo que es el principal factor
sobre su fertilidad, la edad, los dias que transcurran entre el parto y la aplicacion de alguna
técnica reproductiva si es el caso o monta natural, sin dejar de lado el efecto de la
sincronizacion sobre los estros mediante el uso de tratamientos hormonales; ademas la
variacion de indices reproductivos entre granjas, entre los que se encuentran los intervalos
entre partos, la estacion de las cubriciones, edad de la primera cubricidn, todos estos
parametros en conjunto con un mal manejo de alimentacion y un mal estado sanitario van
a influir de manera negativa sobre la tasa de fertilidad. En el caso de los machos, entre
los factores mas importantes son el estado sanitario, la edad, el ser reproductores
estacionales, por la aparicion de cambios en su fisiologia reproductiva; ademas de la
regulacion del fotoperiodo, en la cual los machos incrementan su libido durante los dias
cortos, concordando con el reinicio de la actividad oOvarica de la oveja (Farfan, 2017;
Gbmez, 2012).

En el caso de utilizar alguna técnica reproductiva es necesario destacar el uso de buenos
métodos para evaluar el estado reproductivo que determine un buen estado de los 6rganos
reproductores, en los que sobresalen la evaluacion seminal como los metodos de
conservacion del semen y asi evitar alguna falla sobre la tasa de fertilidad al llevar a cabo

el uso de alguna biotecnologia reproductiva (Gémez, 2012; Pérez et al., 2014).

1.2.2.2 Componentes que intervienen en el desarrollo sexual del ganado ovino
En los pequefios rumiantes la eficiencia reproductiva se encuentra influenciada por
diversos factores que permiten una seleccion de reproductores, ademas de las cualidades

zootécnicas 0 ambientales como el peso corporal, el fotoperiodo y la raza, en los machos



la evaluacion del estado reproductivo determina el estado Optimo de los dérganos
reproductores, la capacidad sexual y la buena produccién de espermatozoides. Es asi, que
la capacidad reproductora se va adquiriendo al transcurso de los afios con la mayor edad,
el peso, didmetro testicular (DT), calidad del semen, entre otras (Farfan, 2017).

Hay evidencias sobre la especie ovina, que tanto la calidad espermatica como el
comportamiento reproductivo es variable en funcidn al fotoperiodo, la edad y raza del
animal (Tabarez et al., 2017). Es asi, que la estacion reproductiva es un factor de
importancia en el libido de los carneros al incrementarse durante los dias cortos y que
este patrén estacional esta ligado a la latitud y condiciones del lugar donde se desarrollen
los animales, ya que en latitudes bajas y mas cercanas a la linea ecuatorial, la
estacionalidad se refleja reducida, aun habiendo razas de ovinos que a lo largo del afio no
Ileguen a presentar cambios en la actividad reproductiva, es por ello que estas variaciones
en el carnero refleja alteraciones sobre la disminucion de liberaciones de gonadotropinas,

rendimiento de las divisiones celulares, DT y calidad espermatica (Farfan, 2017).

Ungerfeld (2016) menciona que el patron estacional se encuentra ligado a la latitud y a
las condiciones de la zona en donde se desarrollaron, por lo que en altitudes bajas y que
se encuentren cerca de la linea ecuatorial, la estacion reproductiva se vuelve inferior, atn
cuando existan razas de ovinos que durante todo un afio no reflejen cambios en la

actividad reproductiva.

1.2.3 Formacion del espermatozoide

El espermatozoide de los mamiferos es una célula especializada, que presenta Unicos
rasgos que otro tipo de célula no los posee y difiere al évulo (Enciso, 2009). Para que se
Ileve a cabo la produccion de esta célula ocurre un proceso llamado espermatogénesis que
se encargara de la produccion de espermatozoides en el testiculo, especificamente en los
tubulos seminiferos, estos contienen una serie muy compleja de celular germinales que

estaran en desarrollo para dar lugar a los espermatozoides (Haffez, 2000).

Sin embargo, la etapa final del proceso de espermatogénesis no termina con la
diferenciacion del espermatozoide por la etapa de espermiogénesis, sino que se continua
con la maduracién en el epididimo y finalmente en el tracto reproductor de la hembra con

la etapa de capacitacion (Enciso, 2009).



1.2.3.1 Espermatogenesis

La espermatogeénesis se define como el desarrollo de la célula germinal a
espermatozoides, se lleva a cabo dentro de los tubulos seminiferos y la primera aparicion
de los iniciales espermatozoides en el eyaculado del carnero es variable con la raza, pero
se presenta entre las 12 semanas a 20 de edad, aunque existen variaciones en cuanto a la
morfologia del espermatozoide de las diversas especies, el proceso que se lleva a cabo es
similar en todas, pero en el caso del carnero tiene una duracion aproximadamente de 47

dias su proceso (Enciso, 2009; Rodriguez, 2013).

Es un proceso extenso, por lo que se incluyen tres fases: proliferacion, meidtica y
espermiacion (Cunningham, 2003; Enciso, 2009; Klein, 2014). La fase de proliferacion y
meiotica en conjunto se les conoce como espermatocitogénesis, en la cuales durante el
proceso de desarrollo embrionario, las células germinales primordiales salen desde la
region del saco vitelino del embridn hacia las gonadas no diferenciadas para después
dividirse en constantes ocasiones y asi formar gonocitos. En el carnero, estos gonocitos
experimentan la diferenciacion antes de iniciar la pubertad y asi formar espermatogonios
tipo AO, de los que dardn lugar a las otras células germinales. Es asi que los
espermatogonios tipo Al se comienzan a dividir para dar lugar los tipos A2, A3y A4. En
el caso de los tipos A4 se divide y dan lugar a los espermatogonios intermedios (tipo In),
y se forma el espermatogonio tipo B, pero existen variaciones en la clasificacion de los
espermatogonios, ya que en algunas especies solo son evidentes tres tipos A y no cuatro.
En el caso del tipo A2 no solo tiene el trabajo de formar a las células germinales para que
den lugar a los espermatozoides; tambien tienen la tarea de realizar una division especifica

para reponer a la poblacion de espermatogonios de tipo Al (Haffez, 2000).

Los espermatogonios tipo B al dividirse por la fase de mitosis dan lugar a los
espermatocitos primarios (Figura 1.1), los que al duplicar su ADN y experimentar
cambios nucleares de la profase mei6tica, como las etapas de proleptoteno, leptoteno,
cigoteno, paquiteno y diploteno, por consiguiente, dan lugar a la formacion
espermatocitos secundarios. Si no hay una sintesis posterior de ADN, los espermatocitos
secundarios resultantes se dividen una vez mas para dar lugar a las espermatides
(Cunningham, 2003; Haffez, 2000; Klein, 2014).
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Figura 1.1 Diagrama de la espermatogenesis

1.2.3.2 Espermiogénesis

La espermiogénesis comienza con las espermatides que daran lugar a los espermatozoides
por una serie de cambios morfoldgicos, entre los cuales se incluyen la condensacion de
la cromatina nuclear, formacion de la cola y el desarrollo del casquete acrosémico, por lo
que las etapas de transformacion de las espermatides se dividen en cuatro: de Golgi, de

encasquetamiento, acrosémica y maduracion (Figura 1.2) (Hafez, 2000).
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2

Figura 1.2 Pasos de Iamespermatogénesis, con etapas de 1 a 14

corresponden a la espermiogenesis, ilustrando la fase de Golgi (pasos
1 a 3), la fase de encasquetamiento (pasos 4 a 7), la fase acrosdmica

(pasos 8 a 12) y la fase de maduracion (pasos 13 y 14).

1.2.3.3 Maduracion en el epididimo

Cuando los espermatozoides son liberados a la luz del tabulo seminifero, después son
transportados a la red testicular (rete testis) para pasar a los conductos eferentes y llegar
al epididimo, en su transcurso de los espermatozoides por el epididimo sufren de una serie
de cambios morfoldgicos y fisiologicos que les permiten la capacidad de poder llevar a
cabo la fecundacidn, la cual tiene una duracion de 14 dias en el carnero, los cambios que
se presentan son: la perdida de la gota citoplasmatica que quedo de la formacién de los
espermatozoides, la formacion de puentes disulfuro entre los residuos de cisteinas de las
protaminas en el nicleo y en algunas estructuras del flagelo, ademas de varias
modificaciones en la estructura de la membrana plasmatica con efectos en la motilidad,

la capacitacion y la reaccidn acrosémica (Carretero, 2009; Enciso, 2009).
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1.2.3.4 Capacitacion

A la etapa final de la maduracion espermatica se le conoce como capacitacion, es llevada
a cabo adentro del tracto reproductor de la hembra y se necesita del contacto del
espermatozoide con los fluidos que tiene el oviducto, en el transcurso de esta etapa surgen
cambios y reorganizaciones de los componentes de la membrana plasmatica, asi como
algunos cambios en el acrosoma que ayudan a que se logre la reaccion acrosomica;
ademas de la hiperactividad que adquiere el espermatozoide y permite que se obtenga un
movimiento con un fuerte batido del flagelo (Enciso, 2009).

1.2.4 ADN del espermatozoide

El ADN espermaético esta formado por una estructura fina, casi cristalina por lo que la
organizacion tan fina que tiene le permite otorgarle la proteccion al ADN a su paso por el
tracto reproductor del macho como de la hembra; asi como la proteccion contra agentes
externos estresantes de la oxidacion y; ademas de aquellos aumentos de temperatura que
afectan directamente sobre la integridad celular; tambien le proporciona resistencia sobre

la accion de las nucleasas y del estrés mecanico (Contreras, 2018).

1.2.4.1 Diferencias con las células somaticas

El ADN espermatico se encuentra organizado diferente a comparacion de las células
somaticas (Figura 1.3) y es seis veces mas compacto o condensado; ademas de ocupar 40
veces menos volumen que una célula somatica y su gran estabilidad que posee (Ward y
Coffey, 1991; Esbert, 2014; Nava y Quintero, 2017).

En las células somaticas su ADN se encuentra compactado por unas proteinas llamadas
histonas, formando los nucleosomas, en cambio en el ADN espermatico esta misma
conformacion solo permanece en la fase de espermiogénesis, en donde el nucleo se
encuentra de manera haploide, posteriormente sufre un mecanismos de remodelacion y
compactacion, que es el desarme de los nucleosomas y el inicio de la formacion de los
toroides, que son la principal unidad que compone al ADN espermaético (Ward y Coffey,
1991).
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Figura 1.3 Representacion esquematica comparativa entre la estructura de la cromatina de

la célula somatica y la de la célula espermatica (Ward y Coffey, 1991).

Durante la espermiogénesis ocurre una remodelacion nuclear en la que ocurre el
intercambio de las histonas por unas proteinas de transicion y por Gltimo aparece una
segunda remodelacion al incorporarse las protaminas, que estas proteinas se ligan al ADN
por medio de residuos de arginina (Ward y Coffey, 1991; Esbert, 2014).

El ADN al encontrarse unido a las protaminas se forma un complejo que se organiza y
condensa para la formacidn de toroides, que son estructuras en forma de donas, los cuales
presentan un contenido aproximado de 50kb de ADN (Figura 1.4), se encuentra
interconectados entre ellos por una region de cromatina que se une a una matriz nuclear
filamentosa, enseguida las protaminas se entrecruzan por medio de puentes disulfuros,
que fueron originados por la oxidacién del grupo sulfhidrico de las cisteinas (Esbert,
2014; Filho et al., 2015).
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Figural.4 Esquema de elementos que componen estructuralmente la cromatina

Todo el proceso sucede cuando el espermatozoide avanza a través del epididimo y causa
una elevada compactacién de la cromatina, provocando una disminucion de la
fragmentacion del ADN espermatico, por lo que la sustitucion de histonas por protaminas
pueda darse a nivel epididimario con la reparacion del ADN que este fragmentado (Nava
y Quintero, 2017).

1.2.4.2 Compactacion del ADN espermatico
Cuando termina el proceso de la espermatogénesis, la cromatina espermatica se encuentra
organizada en los nucleosomas, los cuales al estar compuestos por histonas, le permiten

un buen superenrollamiento al ADN y una correcta organizacién (Mendieta, 2019).

En la fase de capuchdn durante la espermiogénesis ocurre la condensacion nuclear
espermatica, en donde el ADN espermatico se compacta hasta reducirse al 10% del
volumen del ADN de una célula somaética e inicia la hiperacetilacion de las histonas en
las espermatidas y persiste durante todo el proceso de intercambio de histonas a

protaminas. La interaccion de ADN-histona se ve disminuida por la hiperacetilacion y las
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proteinas de bromodominio (Brdt) reconocen los sitios de hiperacetilacion para unirse e
inducir la condensacién de la cromatina independiente del ATP (trifosfato de adenosina).
Es en ese momento cuando ingresan las proteinas de transicion y comienzan a
intercambiarse con las histonas, en donde dos de ellas inician la condensacion nuclear de

manera apical a caudal (Mendieta, 2019).

Posteriormente inicia la desestabilizacion de los nucleosomas para que no ocurra el
enrrollamiento del ADN vy asi se unan las proteinas de transicién por medio de sus
terminaciones de zinc, a las islas CpG, las que son abundantes en citosina y guanina
presente en las posiciones genéticas 5°- 37, por lo que comienza la condensacion de la
cromatina. Las proteinas de transicién proveen la reparacion del ADN fragmentado,
cuando termina el intercambio, la cromatina se encontrara condensada por nucleosomas
que habran desaparecido, posteriormente estas proteinas de transicion son intercambiadas
por otras proteinas llamadas protaminas (Figura 1.5) las cuales comienzan una ultima
reorganizacion para que la cromatina espermatica finalmente quede compactada (Olivia,
2006).
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1.2.4.2.1 Protaminas

Son proteinas basicas descubiertas hace mas de una década, son de bajo peso molecular
y se encuentran asociadas al ADN en los nlcleos espermaticos maduros; en cuanto a su
composicion, estan integradas de 50-100 aminoacidos, que presentan mas de 70% de
arginina y cerca del 10% de cisteina. Se han reconocido dos variedades de protaminas en
diferentes especies, la protamina 1 (P1) y la protamina (P2), pero solo la P1 se ha

encontrado en la mayoria de las especies (Enciso, 2009; Cambiasso et al., 2018;

Mendieta, 2019).

1.2.4.2.2 Funcion de la protamina en la compactacién del ADN espermatico

La principal funcién que desempefian las protaminas es la sintesis y adherencia a la
cromatina nuclear espermatica, por lo que le permite estabilidad y compactacion al

nucleo; ademas de una proteccion por su recorrido para llegar al ovocito. Estas proteinas
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permiten la condensacion del ADN que le confiere resistencia ante el estrés mecénico, ya
que esta condensacion del ADN del espermatozoide es importante para el proceso de
fertilizacion, para penetrar las capas celulares que rodean al ovocito, pero eso no descarta
que los espermatozoides pueden sufrir de dafio (Enciso, 2009).

Cuando ocurre una uniformidad en la cadena de enlaces fosfodiéster, gracias a la
neutralizacion negativa de las protaminas sobre las cadenas; este proceso pasara cuando
la P1 cubre a la doble cadena de ADN, esta interaccion envuelve determinado nimero de
pares de bases y provoca que el ADN obtenga una conformacion ideal. Posteriormente
los residuos que hay de cisteina en las protaminas conducen a la formacion de puentes
disulfuro en primera instancia para fijar la union entre la P1 y el ADN, por lo que se
estimulan las fibras de ADN vecinas para que se unan e incrementen la compactacion. De
esta manera, ocurre la formacion de los toroides que forman la primera organizacion
condensada de cromatina espermatica madura. En el caso de la P2, tendra accion por
medio de los residuos que quedan de cisteina unidos a &tomos de zinc, estos ultimos tienen
una participacion en la condensacion nuclear y, asi permitir darles resguardo a los grupos
tiol de las protaminas para evitar la oxidacion y formacion de puentes disulfuro inter e
intra protamina (Mendieta, 2019). Es por ello que al existir niveles elevados de zinc se
reduce la conformacion de puentes y, por ende, la cromatina presenta una compactacion
reducida y, por el contrario, cuando existe la deficiencia de zinc, la condensacion se torna

mas densa (Cambiasso et al., 2018).

Cuando los espermatozoides realizan su curso por el epididimo, una funcion que
desempefian las protaminas por medio de los puentes disulfuro es bloquear determinados
genes de las espermatidas para que exista una reprogramacion del macho en el inicio del

desarrollo embrionario (Enciso, 2009; Mendieta, 2019).

1.2.5 La fragmentacion del ADN espermatico

El resultado de los peores parametros seminales como la concentracion, motilidad y la
morfologia espermatica, se encuentran ligados a niveles elevados de dafio en el ADN,
pero cabe recalcar que hay animales con buenos pardmetros seminales, pero con dafio en
el ADN y presentan parametros seminales dentro de lo normal; por ese motivo se ha
tomado en cuenta la inclusion de este estudio sobre el dafio al ADN espermatico como un
marcador mas objetivo sobre las valoraciones que se realizan de manera convencional
(Esbert, 2014).
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1.2.5.1 Etiologia de la fragmentacion del ADN espermatico

Son distintas las causas que pueden provocar la fractura sobre el ADN espermatico, pero
Enciso (2009) Contreras (2018) y Santos et al, (2018) mencionan que el origen ain no se
conoce con exactitud, pero que se puede dar de manera natural o por medio de la
manipulacion de preparaciones espermaticas que se realizan en las técnicas de
reproduccion asistida; ademas de la nombracidn de tres posibles origenes. Como primera
causa seria el empaquetamiento anormal de la cromatina durante la fase de
espermiogénesis, posteriormente una consecuencia de apoptosis defectuosa antes de la
eyaculacion y en Gltima instancia una produccion excesiva de especies reactivas de
oxigeno (ROS) presentes en el eyaculado. Recalca Santos et al. (2018) que los
espermatozoides del carnero son mas susceptibles a sufrir un dafio debido a la alta
susceptibilidad a las ROS y a un estrés oxidativo originado por calor.

1.2.5.1.1 Empaquetamiento anormal de la cromatina espermatica

Cuando ocurre la reorganizacion de histonas por protaminas durante la espermiogénesis,
la accion de endonucleasa de la enzima topoisomerasa 11 es impredecible. Esta enzima se
encarga de cortar y acomodar correctamente el ADN en determinadas etapas de la fase
de espermiogénesis, por lo que permite la liberacion del estrés de torsion y asi facilitar la
protaminacion en conjunto con el empaquetamiento de la cromatina; sin embargo si
existiera algun tipo de alteracion en el control de este proceso o falla en el proceso de
reparacion sobre los cortes de ADN, puede ocasionar que el espermatozoide llegue al
eyaculado ADN fragmentado, por lo que la presencia de estas roturas en el ADN de los
espermatozoides eyaculados se considera como un indicativo de un proceso de
maduracion incompleto (Enciso, 2009; Esbert, 2014; Contreras, 2018; Santos et al.,
2018).

1.2.5.1.2 Apoptosis defectuosa antes de la eyaculacion

Durante la fase de espermatogénesis, en los testiculos, las células germinales se expanden
clonalmente por medio de divisiones mitéticas antes del inicio de la meiosis y lleguen a
la diferenciacidn para finalizar a espermatozoides maduros. En este proceso, se encuentra
una excesiva expansion y esta equilibrada por un mecanismo selectivo de apoptosis, por
lo que la cantidad de células se deben acomodar a la capacidad de las células de Sertoli
para sustentarlas. Cuando ocurre un fallo en el proceso de apoptosis, dan como resultado
espermatozoides morfoldégicamente anémalos, con funciones bioguimicas irregulares y/o

con dafio de ADN, al no ser eliminados y encontrarse presentes en el eyaculado, se indica
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que ha tenido lugar a un mecanismo apoptético incompleto (Contreras, 2018; Santos et
al., 2018).

1.2.5.1.3 Produccion excesiva de especies reactivas de oxigeno (EROs) en el
eyaculado

La produccion de EROs por parte de los espermatozoides debe ser continuamente
inactivadas para que se mantengan constantes las funciones normales de la célula, ya que
es necesario tener bajos niveles de EROs para la hiperactivacion, capacitacion
espermatica y la reaccion acrosémica; sin embargo, cuando existe un exceso en su
produccion pueden originarse cambios en las funciones celulares y llegar a perjudicar la

supervivencia celular (Nava y Quintero, 2017; Contreras, 2018).

Es asi, que el término “estrés oxidativo” que ocurre en el tracto reproductivo del macho,
se define como la produccion inestable de EROs y por consiguiente la diminucion de la
capacidad antioxidante del plasma seminal. Las EROs son radicales libres que producen
un dafio oxidativo al ser moléculas altamente reactivas de vida corta, estructuralmente
presentan un electrén no apareado girando en sus orbitas externas, lo que las hace
inestables y asi provocan una oxidacion a toda molécula vecina, es por ello que deben
establecer algun vinculo con otro electron para convertirse en estables, alterando su
estructura y volviéndose en otro radical libre. Entre las EROs de mayor interés se
encuentran el anion superoxido (0?), radical hidroxilo (OH"), radical peroxilo (ROO") y
el peroxido de hidrogeno (H20>), el cual es el producto final de la reactividad de las EROs
y es considerado el més téxico de los oxidantes (Enciso, 2009; Nava y Quintero, 2017,
Contreras, 2018)

El contenido de Acidos Grasos Poliinsaturados (AGP) que contienen los espermatozoides
en su membrana plasmatica los convierte susceptibles, en el proceso de criopreservacion
se reducen los AGP por la peroxidacion lipidica a consecuencia del ataque de EROs hacia
los espermatozoides, pero la mayor produccion de EROs ocurre por la contaminacién de
los leucocitos y/o macréfagos provenientes de espermatozoides anormales o moribundos;
ademas de la abundancia de residuos citoplasmaticos causantes de efectos perjudiciales
sobre las membranas espermaticas, reduccion de la movilidad, pérdida de viabilidad y
alteraciones sobre la membrana plasmatica provocando dafio al ADN, dando lugar a un
bajo potencial de fertilidad (Enciso, 2009; Contreras, 2018).
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En un trabajo realizado por Gurler et al. (2016) encontraron que el efecto que provocan
las EROs sobre el ADN espermatico es debido a un dafio previo, como el provocado al
someter a los espermatozoides a la criopreservacion, ya que los resultados que obtuvieron
indicaron que el dafio al ADN espermatico fue significativo cuando aumentaron los
niveles de produccion de EROs (particularmente los niveles de H>Oz) en muestras de
semen descongelado, en cambio en muestras de semen fresco presentaron menor dafio
sobre el ADN, no hubieron variaciones posterior a las 24 horas de incubacion, a pesar de

que los niveles de EROs aumentaron significativamente en el mismo periodo.

1.2.5.1.4 Otros factores

Existen otros factores que pueden alterar el ADN de los espermatozoides, como la
centrifugacion, el cual es un proceso que también afecta la viabilidad espermatica, al tener
un elevado incremento en el tiempo de centrifugacion o en la fuerza gravitacional,
provoca un aumento significativo sobre la fragmentacion del ADN espermatico; es por
ello que se han puesto en marcha diversos sistemas de centrifugacion que puedan
minimizar el efecto perjudicial hacia los espermatozoides. En cambio, la incubacion del
semen a temperaturas ambientales o0 a 37°C de igual forma puede causar dafio. Es por ello
que el procesamiento de muestras seminales aplicadas a las tecnologias de reproduccion
asistida debe evitar la incubacién prolongada de semen, las suspensiones de
espermatozoides y el uso de métodos de criopreservacion que provoquen en menor
medida la fragmentacion del ADN espermatico (Enciso, 2009; Contreras, 2018; Santos
et al., 2018).

Gdrler et al. (2016) menciona que la criopreservacion afecta negativamente diversas
estructuras de las celulas espermaticas, como la integridad de la cromatina espermatica,
ademas de incrementar la susceptibilidad de esta durante la incubacion a 37°C. En el caso
de Khalifa et al. (2008) mencionan que la criopreservacion produce una inestabilidad de
la cromatina, generando una fragmentacion y sobrecondensacion del ADN espermatico,
sin embargo, Martin et al. (2004) reportaron en un trabajo que no hay efecto de la

criopreservacion sobre la integridad del ADN.

Nur et al. (2011), reportaron en un trabajo realizado sobre la especie ovina que el proceso
de criopreservacion no causa efecto sobre la integridad de la cromatina, indiferentemente
de que el semen se haya congelado de manera rapida (0,5°C/min) o de forma lenta

(5°C/min); anteriormente Nur et al. (2010), habian reportaron que el incremento del
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porcentaje de espermatozoides con fragmentacion del ADN se debia al método de

criopreservacion implementado, pero indistintamente del crioprotector utilizado.

1.2.6 Evaluacion de la fragmentacion del ADN espermatico

En varios estudios se han tenido resultados 6ptimos sobre parametros seminales que se
encuentran dentro de los rangos; sin embargo esos mismo machos evaluados han
presentado problemas para dejar prefiadas a la hembras; ademas de pérdidas gestacionales
tempranas o muertes embrionarias, por lo que ha sido en los Gltimos afios de importancia
el tomar como indicativo de importancia la evaluacion de la fragmentacion del ADN
espermatico en los animales, ademas del poco enfoque que se le da a las especies de
produccién como bovinos, porcinos, ovinos y caprinos. Actualmente se cuentan con
varias técnicas que permiten evaluar el dafio al ADN espermatico y que ain no se han
incluido en laboratorios de andrologia en su totalidad, pero se deberian de tomar en cuenta
ya que permiten asegurar en conjunto con la evaluacion seminal convencional la tasa de
fertilidad (Saleh et al., 2003; Acharyya et al., 2005; Alvarez et al., 2015).

1.2.6.1 Técnicas de analisis para la fragmentacion del ADN espermatico

Existen varias técnicas que permiten la evaluacion del ADN espermatico y son de gran
importancia al momento de determinar en sistemas de produccion el impacto de muestras
seminales de sementales de alto valor genético utilizadas en las diferentes técnicas de
reproduccion asistida; ademas permiten ampliar un panorama de informacion para
desarrollar estrategias y recomendacion de manejo que permitan mejorar la produccion
con el aumento de los indices reproductivos, asegurando tanto la sustentabilidad, calidad
e inocuidad (Alvarez et al., 2015).

En las dltimas décadas, se han desarrollado varias técnicas de evaluacion seminal, que se
basan en métodos fluorescentes, que ayudan a tener una valoracién mas precisa sobre la
integridad de varios componentes celulares como las mitocondrias, el ADN nuclear, la
membrana plasmatica y el acrosoma; ademas de permitir evaluar otros aspectos sobre la
capacidad funcional de las células espermaticas. Es asi, que las técnicas de evaluacion
han permitido reconocer de manera mas precisa, las alteraciones celulares ocasionadas
por procedimientos como los métodos de centrifugacion llevadas a cabo en diversas
técnicas de reproduccion asistida (Humana, 2007; Enciso, 2009; Alvarez et al., 2015;
Contreras, 2018).
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Para llevar a cabo estos métodos de evaluacion del ADN espermaético se requieren de
materiales laboriosos, por el uso de instrumental costoso o la utilizacién de enzimas, las
que por su actividad y accesibilidad a las roturas se requiere por la alta condensacion que
presenta la cromatina espermatica. Los diversos métodos se dividen en directos, los cuales
evallan el “dafio real” del ADN y se incluyen técnicas como la TUNEL (Terminal

deoxinucleotidil transferasa) y el Ensayo Cometa; en cambio se encuentran aquellas que

evalian de manera indirecta el “dafio potencial” del ADN, como son: la Prueba de
Dispersion de la Cromatina Espermatica (SCD), el Ensayo de la Estructura de la
Cromatina Espermatica (SCSA), la tincién de Naranja de Acridina (NA), entre otros; sin
embargo, se han utilizado otras pruebas para determinar el grado de condensacion o la
integridad de la cromatina espermatica mediante tinciones sencillas como el Azul de
Anilina (AA), Azul de Toluidina (AT) y Cromomicina A3 (CMA3) (Contreras, 2018).

1.2.6.1.1 Test de Azul de Toluidina (AT)

Es una prueba que se encarga de evaltar el grado de condensacion de la cromatina
espermatica, permite detectar el dafio potencial y susceptibilidad a la desnaturalizacion.
Es una técnica muy utilizada para estudios espermaticos, ya que durante la maduracion
de los espermatozoides el ADN se condensa mas de lo normal, gracias a las protaminas;
sin embargo, los espermatozoides con cromatina inmadura tienden a tener mas roturas de
ADN (Nava et al., 2016; Contreras, 2018; Mendieta, 2019).

Es un colorante cationico cuya unién al ADN da lugar a un color metacromatico violeta
oscuro que corresponden a agregados de AT interactuando iGnicamente con los grupos
fosfatos del ADN, en el caso de la coloracion violeta claro es debido a la participacion de
un nimero mucho mas reducido de moléculas de AT que se unen como mondmeros al
ADN mediante intercalacion o por union iénica, mientras que la neutralizacién completa
de los grupos fosfato por las argininas de las protaminas y el entrecruzamientos entre
protaminas son los principales factores responsables de la reducida afinidad de la
cromatina espermatica por los colorantes catiénicos, tornandose azul palido (Alvarez et
al., 2015; Contreras, 2018).

La tincion con azul de toluidina permite evaluar los efectos sobre el grado de
condensacion-descondensacion de la cromatina del ADN espermatico, al detectar la
ausencia o ruptura de puentes disulfuro. La reduccion de los grupos disulfuro mediante
agentes reductores, permite que las proteinas se relajen y que los grupos fosfato del ADN
queden disponibles y accesibles a la union de los colorantes. Esta técnica tiene como
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ventaja su bajo costo y facil elaboracion, pero la principal desventaja es su baja
reproducibilidad y dificil observacion por las coloraciones intermedias que se presentan.
El colorante AT se ha utilizado para detectar y evaluar la condensacion de la cromatina
en especies de produccion tradicional, como el caballo (Equus caballus), la vaca (Bos
taurus), ademas de las especies de produccién no tradicional, como la llama (Lama
glama), guanaco y la alpaca (Vicugna pacos) (Contreras, 2018; Mendieta, 2019).

1.2.6.1.2 Test de Azul de Anilina (AA)

El azul de anilina método de coloracién de tipo basico que reacciona con los grupos
fosfato de los acidos nucleicos (ADN y ARN), los grupos sulfatos de los
glucosaminoglucanos y los grupos carboxilos de las proteinas. Esta tincion discrimina
entre las histonas ricas en lisina y las protaminas ricas en arginina y cisteina, teniendo
afinidad por las histonas, ya que permite detectar la persistencia de las mismas en el ADN
de los espermatozoides, por lo que detecta defectos en la compactacion o inmadurez

cromatinica (Alvarez et al., 2015; Alves et al., 2015).

El uso de esta técnica es simple, econdmica y solo requiere de un microscopio optico. Los
espermatozoides que no se tifien son los que presentan cantidades bajas de histonas, por
lo que los tefiidos parcial o totalmente son los que presentan una deficiencia en el proceso
de protaminacion (Alves et al., 2015). Se encuentran pocos trabajos sobre el uso de esta
técnica en animales, pero Mukhopadhyay et al. (2011) en un trabajo realizado sobre
muestras seminales de bovinos y bufalos que presentaban baja y alta calidad, al
someterlas a la técnica de AA presentaron una persistencia de histonas, pero menor al
10%; sin embargo, en un trabajo realizado por Oliveira et al. (2013) encontaron que la
técnica AA mostrd una alta correlacion negativa (r=-0,90) con la fertilidad en toros. Por
ello, al ser una prueba rapida y de bajo costo, la AA tiene un gran potencial para

convertirse en un procedimiento rutinario sobre la evaluacion de defectos de cromatina.

Peris-Frau et al. (2020) en un estudio realizado sobre la capacitacion in vitro en muestras
seminales de carneros sometidas a la criopreservacion con diferentes tiempos de
capacitacion, encontraron que aumentaba significativamente la descondensacion de la
cromatina (P<.05), por lo que se obtuvieron mayores porcentajes de fragmentacion de
ADN espermatico al utilizar la técnica de AA, en un periodo de 180 a 240 minutos en
muestras frescas y la disminucion de la condensacion de cromatina en muestras
criopreservadas se dio en un lapso de 5 a 30 minutos, por lo que el uso de esta técnica
permite detectar la estructura de la cromatina durante eventos fisiélogicos.
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1.2.6.1.3 Test de Naranja de Acridina (NA)

Es una técnica que permite evaluar la susceptibilidad del ADN a la desnaturalizacién. El
NA es un fluorocromo metacroméatico que puede utilizarse en tincion nativa o
desnaturalizada, se basa en someter a la célula a un agente desnaturalizante y
posteriormente realizar la tincion. El espectro de emision del fluorocromo (verde o
naranja) depende del estado de la hebra de ADN. Si el colorante se intercala con la doble
hélice intacta del ADN nativo le permitira emite una fluorescencia verde, pero si el ADN
se encuentra desnaturalizado, la union del fluorocromo con la cadena sencilla dafiada va
a generar una fluorescencia de color naranja (Ortega Lopez et al., 2010; Czubaszek et al.,
2020).

En algunos casos, se usa la tincién conjunta con bromuro de etidio o ioduro de propidio
para analizar viabilidad celular para discriminar entre células apoptoticas, viables y
necroticas segun la coloracion adquirida y la morfologia observada. A pesar de ser una
técnica de baja reproducibilidad, su aplicacion genera la destruccion eventual del ADN
que conlleva a tener variacion en cuanto a los resultados a medida que pasa el tiempo, y
una dificil valoracion de las tonalidades intermedias (Alvarez et al., 2015). Por otro lado,
también Evenson (2016) menciona que no se han encontrado datos que indiquen una
buena repetibilidad entre portaobjetos, tiempo de incubacién y observadores, por lo que
mencionan que no es creible al dar indicaciones de que las muestras utilizadas pueden
llegar a ser excelentes 0 muy malas, en asi, que cualquier punto intermedio es en gran
medida poco fiable y no debe utilizarse para valoraciones de infertilidad. Ademas de no
ser un ensayo economico, por la utilizacion de equipo costoso, como el uso de
microscopio de fluorescencia o citometro de flujo, pero adn asi es un método
relativamente rapido. En la actualidad, se ha utilizado en produccion animal para
determinar la vitalidad de los espermatozoides, a pesar de aporta limitada informacion
(Ortega Lopez et al., 2010); sin embargo, Ajina et al. (2016) en un trabajo realizado en
humanos mencionan que la prueba de NA puede considerarse como herramienta
importante para llevar a cabo la evaluacién de la integridad del ADN espermatico en

hombres infértiles.

Andraszek et al. (2014) en un trabajo realizado en bovinos, encontraron en frotis
analizados por la técnica de NA la presencia de solo fluorescencia verde, por lo que indico
que el material genético de los espermatozoides producidos por los toros se encontraba

intacto a comparacion de la utilizacion de otras técnicas como AA y CMAS, en las que si
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encontraron porcentajes de espermatozoides con niveles elevados de histonas (1,40%)
para el caso de AA y para CMA3 se encontraron leves desviaciones en el nimero de

espermatozoides con cromatina normalmente empaquetada (1,35%).

1.2.6.1.4 Test de cromomicina A3 (CMA3)

La cromomicina es un fluorocromo usado para tefiir el ADN, ya que sirve para la
confeccién de cariotipos al formar un patrén de bandas R en los cromosomas, permite
diferenciar al ADN unido a histonas del ADN unido a protaminas. La CMAS3 se acopla a
regiones ricas en guanina-citosina del ADN y compite con las protaminas por los mismos
sitios. Por ello, a mayor protaminacion del ADN, menor union del fluorocromo y por
consiguiente menor intensidad de la fluorescencia verde. Por lo tanto, la técnica identifica
a los espermatozoides que presentan persistencia de histonas en su ADN (Alvarez et al.,
2015; Evenson, 2016; Hamilton et al., 2018).

Es una técnica que requirio del uso de un microscopio de fluorescencia por un largo
periodo (Franken et al., 1999). Es asi, que, a la elevada importancia sobre esta técnica y
su aplicacion constante, se ha recomendado el uso de citometria de flujo para mejorar su
presicion, con lo que posteriormente se mejoré al utilizar una combinacion con yoduro

de propidio para facilitar la eclusion de cuerpos apoptoticos (Fathi et al., 2011).

Es muy escasa la utilizacién de esta técnica en células espermaticas de animales
domésticos, pero Simdes et al., (2009) quienes fueron los primero en utilizar la técnica
CMA3 para evaluar la deficiencia de protaminacion en espermatozoides bovinos,
mencionaron que el estrés no parece ser suficiente para alterar ese proceso, ademas que
la raza Nelore utilizada es resistente a climas tropicos y no sufre estrés por calor, ademas
de mencionar la infertilidad de los bovinos consideran que no se encuentre ligada

directamente a la protamina deficiente.

Rahimizadeh et al. (2020) realizaron un trabajo al evaluar el efecto de diluyente a base
de tris-lecitina de soja (TSL) suplementado con albimina de suero bovino (BSA) sobre
muestras espermaticas de carneros tomadas del epididimo y refrigerados en diferentes
tiempos (0, 24, 72 y 120 horas), pero al evaluar con la técnica de CMA3 no encontraron
diferencias estadisticas (p>0,005) para la protaminacion nuclear entre los grupos

experimentales que utilizaron.

Hamilton et al. (2018) en un estudio que realizaron en un grupo de carneros sometidos a

estrés por calor y uno control, tomaron muestras seminales que analizaron mediante la
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prueba de CMA3 mediante citometro de flujo encontraron mayores porcentajes de
espermatozoides con fragmentacion del ADN y aumento del nimero de copias de ARNm
de la proteina de transicion 1 en el grupo sometido estrés por calor, sin embargo, no se

encontraron deficiencias de protaminacion en ambos grupos.

1.2.6.1.5 Test SCD (Sperm Chromatin Dispersion)

La realizacion y descripcién de la prueba SCD fue echa por primera vez en
espermatozoides de humanos (Fernandez et al., 2003). Esta técnica nos permite
diferenciar entre los espermatozoides cuya cromatina esta condensada e intacta de los que
tienen su ADN fragmentado, para ello se basa en tres principios generales: la incrustacién
de espermatozoides en una matriz de agarosa estandar inerte, incubacion en soluciones
de lisis especificas para cada especie y una tincion para su visualizacion (Fernandez et
al., 2018).

La eliminacion de las proteinas por medio de la incubacion en soluciones lisis da como
resultado la propagacion de bucles de ADN en la matriz de agarosa circundante, estos
nucleos desproteinizados se conocen como nucleoides, por lo que los bucles dispersos
constituyen un halo periférico de cromatina de ADN que surge de un ndcleo central,
aquellos nucleoides de los espermatozoides que no presentan fragmentacion de ADN
apareceran con grandes halos de dispersion. Por el contrario, cuando la lisis se realiza en
nucleoides espermaticos con ADN fragmentado, serdn susceptibles a la
desnaturalizacion, por lo que la dispersién del ADN en el microgel de agarosa se
presentara de manera limitada o nula la aparicion del mismo. Esto puede estar relacionado
con la estructura caracteristica de la cromatina espermatica de cada especie (Fernandez et
al., 2018; Hamilton y Assumpcad, 2019).

Fernandez et al. (2003) en su investigacion observo cuatro patrones de dispersidn cuando
los espermatozoides se sometieron a la prueba SCD tanto por microscopia de
fluorescencia como de campo claro: 1) nucleos con grandes halos de dispersion de ADN;
2) nucleos con halos de tamafio mediano; 3) nucleos con halos de muy reducido tamafio;
y 4) nicleos con ausencia de halo. Sin embargo, Fernandez et al. (2007) en otra
investigacion tomo en cuenta una quinta clasificacion, en la que se consideraron a los
espermatozoides que se encontraban con una tincion mas débil o irregular, estas
clasificacién permiten identificar y diferenciar a aquellos espermatozoides con diferentes
niveles de fragmentacion de manera que el evaluador pueda visualizar por medio de una
observacion subjetiva.
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En la actualidad la técnica se encuentra de manera comercializada en forma de kit
especifico para cada especie y los resultados se pueden interpretar mediante microscopio
de campo claro o por medio de microscopia de fluorescencia, valorando el tamafio del
halo de dispersion de la cromatina que presenten los espermatozoide; ademas la principal
ventaja que presenta la técnica es la facilidad en su ejecucidn, no se requiere de un equipo
complejo y tampoco de personal especializado para la interpretacion de resultados
(Arbaiza, 2020).

Peris-Frau et al. (2019) realizaron una comparacion entre el Ensayo de la Estructura de
la Cromatina Espermaética (SCSA) vy el kit de Halomax-Ovis en muestras espermaticas
ovinas congeladas-descongeladas incubadas en condiciones de capacitacion en liquido
oviductal sintético suplementado con suero ovino en estro en diferentes tiempos (0-240
minutos), para detectar en indice de fragmentacion del ADN; por lo que en el SCSA no
obtuvieron resultados significativos sobre la incubacién, mientras que en el kit de
Halomax-Ovis se obtuvieron indices de fragmentacion altos a los 180 minutos de
incubacion, en asi, que no encontraron correlacion entre ambas pruebas por lo que se
pueden cuantificar diferentes tipos de dafio en el ADN en espermatozoides de carneros

bajo las condiciones mencionadas.

Por otro lado, Huanca et al. (2020) en un trabajo en donde evaluaron tres métodos de
colecta de semen de alpaca, se analizo el indice de fragmentacion del ADN espermatico
por medio de la técnica SCD, en la cudl encontraron de 36.44 = 22.50% en
espermatozoides recuperados de la desviacion de los conductos deferentes, de 13.65 +
18.98% se encontraron por medio de la colecta por electroeyaculador y 8.42 + 10.28%
para espermatozoides colectados mediante poscépula, por lo que consideraron a la técnica
SCD optima para el estudio sobre la fragmentacion del ADN espermatico para detectar

gue método de colecta afecta la calidad seminal en alpacas.
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1.3 Hipbtesis

Las técnicas de tincion de fragmentacion del ADN espermatico como la Dispersion de la
Cromatina Espermatica (SCD) y Cromomicina (CMA3) son 20% mas susceptibles en
detectar dafios en el ADN espermatico en ovinos de pelo, con respecto a las tinciones
convencionales de Naranja de Acridina (NA), Azul de Toluidina (AT) y Azul de Anilina

(AA).
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1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general

Evaluar diferentes técnicas de fragmentacion del ADN espermatico en muestras

descongeladas de semen de ovinos de pelo.

1.4.2 Obijetivos especificos
e Estandarizacion de las técnicas de Naranja de Acridina (NA), Dispersion de la
cromatina espermatica (SCD), Cromomicina A3 (CMA3), Azul de Toluidina
(AT) y Azul de Anilina (AA).
e Evaluar la fragmentacion del ADN espermatico mediante la técnica de NA, SCD,
CMA3, AT y AA.
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1.5 Procedimiento metodoldgico

1.5.1 Localizacion del area del trabajo

El presente trabajo se realiz6 en el laboratorio de Genética Molecular del Instituto
Tecnoldgico de Conkal, en el municipio de Conkal; Yucatan. Asimismo, en el Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), ubicado en el
campo experimental de Mococha en el kildmetro 25 de la antigua carretera Mérida-Motul,
localizados a 21° 06' 18" latitud norte y 89° 27' 12" longitud oeste, con un clima tropical
subhimedo (Awo) y una temperatura media anual de 26,5°C, con una precipitacion total
de 900 mmy 9 msnm (INIFAP, 2018).
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1.5.2 Diagrama del procedimiento experimental
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Tecnologia Aplicada

Comparacién de técnicas para evaluar la fragmentacién del ADN espermatico en
ovino de pelo.

Soza-Mata, M. F., Ramon-Ugalde, J. P.%, Zamora-Bustillos, R.}, Loeza-Concha, H.3,
Castellanos-Zacarias, C., Pinzon-Ldpez, L. L.1, Dominguez-Rebolledo, A. E. 2

1TecNM, Campus Conkal. Antigua carretera Mérida-Motul km 16.3, Conkal, C. P.
97345, Yucatan, México.

2INIFAP, Campo Experimental Mococha. Km. 25 Antigua carretera Mérida-Motul. C.P.
97454. Mococha, Yucatan.

3COLPOS, Campus Campeche. Carretera Haltunchén-Edzna. km 17.5, C.P. 24450;
Sihochac, Champoton, Campeche.

En los Gltimos afios se ha reconocido al estudio de la integridad del ADN (IADN) del
espermatozoide como un parametro importante de la calidad seminal y de la fecundidad.
Sin embargo, algunas de las técnicas que se utilizan actualmente para medir el dafio del
ADN espermatico presentan una baja reproductibilidad en los resultados y entre especies.
El objetivo de este trabajo fue evaluar 5 técnicas de fragmentacion del ADN en muestras
espermaticas descongeladas de ovinos de pelo sometidas a fragmentacion con H20,. Se
descongelaron 36 pajuelas de 4 sementales de la raza Blackbelly, se mezclaron (pool), se
diluyeron en PBS a una concentraciéon de~30x10° espermatozoides/mL y se dividieron en
tres tratamientos: TO: muestra sin oxidante (considerada como 0% de ADN dafiados),
T100: muestra incubada con 300puM de H.O» durante 24 horas (induccion de
fragmentacion de ADN (100%). Posteriormente, la mitad de del TO y T100 se mezclaron
para obtener una proporcion del 50% de espermatozoides con ADN fragmentado (T50).
Las muestras se analizaron con las diferentes técnicas: Azul de Anilina (AA), Azul de
Toluidina (AT), Naranja de Acridina (NA), Cromomicina A3 (CMAZ3) y Dispersion de la
Cromatina Espermatica (SCD). En todas las técnicas, las regresiones lineales presentaron
un nivel de significancia menor al 5%, asi como una correlacion significativa (r=0.962,
P<0.01). Sin embargo, entre tratamientos se observo que la técnica NA (34.82 + 3.00%)
en el T50 y la técnica de AA (89.55 = 1.45%) en el T100, fueron las que menor
sensibilidad presentaron para detectar dafios en el ADN en comparacion con las otras
técnicas. En conclusion, las técnicas que mejor evaltan la IADN del espermatozoide en
ovino de pelo son la CMAS3, SCD y AT; sin embargo, la técnica de AT presenta un menor
tiempo de elaboracion y un mayor tiempo de almacenamiento de las muestras, ademas de
ser mas econdmica al no requerir tinciones de fluorescencia, ni equipo sofisticado para su
analisis.

Palabras clave: ADN; Fragmentacion; Técnicas; H202; Ovino

Contacto: Dominguez-Rebolledo, A. E. Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias, Campo Experimental Mocochd. Km. 25 Antigua carretera
Mérida-Motul. C.P. 97454. Mocochd, Yucatan. Tel: 8000882222 Ext.88215. E-mail:
dominguez.alvaro@inifap.gob.mx
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2.2 Abstract
In recent years, the study of sperm DNA integrity (IADN) has been recognized as an
important parameter of seminal quality and fertility. However, some of the techniques
currently used to measure sperm DNA damage have low reproducibility in results and
between species. The objective of this work was to evaluate 5 DNA fragmentation
techniques in thawed sperm samples from hair sheep subjected to fragmentation with
H20,. Thirty-six straws from 4 Blackbelly stallions were thawed, mixed (pool), diluted
in PBS to a concentration of~30x10° spermatozoa/mL and divided into three treatments:
TO: sample without oxidant (considered as 0% DNA damaged), T100: sample incubated
with 300puM H20> for 24 hours (induction of DNA fragmentation (100%). Subsequently,
half of TO and T100 were mixed to obtain a 50% proportion of spermatozoa with
fragmented DNA (T50). The samples were analyzed with the different techniques:
Aniline Blue (AB), Toluidine Blue (TB), Orange Acridine (OA), Chromomycin A3
(CMA3) and Sperm Chromatin Dispersion (SCD) techniques, the linear regressions
presented a significance level of less than 5%, as well as a significant correlation (r=0.962,
P<0.01). However, between treatments it was observed that the OA technique (34.82 +
3.00%) in T50 and the AB technique (89.55 + 1.45%) at T100, they showed lower
sensitivity to detect DNA damage compared to the other techniques. In conclusion, the
techniques that best evaluate the IADN of spermatozoa in hair sheep are CMA3, SCD
and TB; however, the TB technique has a shorter processing time and longer sample
storage time, as well as being more economical as it does not require fluorescence staining

or sophisticated equipment for its analysis.

Keywords: DNA, Fragmentation, Techniques, H.O2, Sheep
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