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1. Resumen.

El Fe**/ascorbato, el perdoxido de hidrégeno (H,0,), y el reactivo de Fenton
(Fe®*/H,0,) son reactivos que producen especies reactivas del oxigeno (ROS), y se han
utilizado en numerosos estudios para investigar los efectos del estrés oxidativo. En
este trabajo, investigamos el efecto de estos reactivos en el DNA espermatico,
realizando un estudio comparativo en espermatozoides descongelados de carnero. Se
probaron una concentracién baja, media y alta de cada uno de los agentes: 10 uM, 100
UMy 1 mM de Fe®*/ascorbato; 1 mM, 10 mM y 100 mM de H,0,,y 10 uM, 100 uM y 1
mM de Fe**/H,0,. Los espermatozoides se incubaron a 37 °C y se recogieron muestras
a las 0 (control), 3, 6 y 24 horas. Utilizamos el método SCSA (Sperm chromatin
structure assay) para analizar el dafio a la cromatina de los espermatozoides. Nuestros
resultados mostraron que los pardmetros de SCSA relacionados con la fragmentacién
del DNA (DFI, indice de fragmentaciéon del DNA, xDFI, SDDFI) aumentaron
notablemente con el tratamiento Fe2+/ascorbato 1 mM, y mas ligeramente en 0,1 mM
de Fe?'/ascorbato a todos los tiempos, y con 100 mM H,0, (solo a las 24 h). Las
muestras tratadas con el reactivo de Fenton no mostraron cambios evidentes con el
tiempo, y, en su mayor parte, no se diferenciaron de las muestras Control. Estos
resultados han ayudado a definir la sensibilidad del SCSA a distintos tipos de agentes
oxidantes, y serviran en la puesta a punto de métodos basados en PCR para el analisis

del dafio al DNA espermatico, utilizando el SCSA como referencia.



2. indice de abreviaturas.

COMP: cells outside the main population.

DFl: DNA fragmentation index.

Fe*/H,0,: reactivo de Fenton.

hDFI: high DNA fragmentation index

HDS: high DNA stainability.

H,0,: perdxido de hidrégeno.

IA: inseminacion artificial.

ISNT: In situ nick translation.

mDFI: moderate DNA fragmentation index.
NO: 6xido nitrico.

gPCR: quantitative polymerase chain reaction.
ROS: reactive oxygen species.

SCD: Sperm chromatin dispersion.

SCSA: Sperm chromatin structure assay.
SDDFI: standart desviation of the DFI.

tDFI: total DNA fragmentation index.

TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling.

xDFl: mean DFI.



3. Introduccion.
3.1. Lainseminacidn artificial y su aplicacion en el ganado ovino.

El desarrollo de la inseminacion artificial (IA) y la consecuente mejora genética
de los animales de granja ha permitido un notable incremento en la productividad del

ganado. Las principales ventajas de la IA frente a la monta natural son:
e Elimina el coste de mantenimiento y traslado de los machos.

e Evita la introducciéon de enfermedades nuevas en el rebafio, en especial

enfermedades de transmisidon sexual (Vishwanath, 2003).
e Acelera la mejora genética (Schakell et al., 1990).
e Facilidad en el transporte del semen (Schakell et al., 1990).

e Posibilidad de elegir el sexo de la descendencia con la utilizacién de semen

sexado.

La IA en ovino se encuentra apenas generalizada en comparacién con otras
especies domésticas, como el vacuno. Esto es debido a los bajos e irregulares
porcentajes de fertilidad, y también a la dificultad en la aplicacién de mejoras en el uso
de semen criopreservado (Anel et al., 2006). Esto ha impedido el uso reproductivo de

la IA en ovino, quedando limitada a una herramienta dentro de programas de mejora.

En el presente trabajo hemos utilizado ovejas de raza Assaf. Actualmente hay
censadas en Espafa de 600.000 a 700.000 ovejas de raza Assaf, distribuidas en algo
mas de mil rebanos (de 1.060 a 1.300), segun la Asociacidon de la raza (www.assafe.es).
El régimen de explotacion es mayoritariamente intensivo y se encuentran distribuidas
principalmente por la cuenca del Duero. La principal herramienta utilizada para la

mejora de esta raza es la |A.

La IA en ovino se lleva a cabo fundamentalmente con semen refrigerado debido
a los bajos resultados de fertilidad obtenidos con semen congelado-descongelado
(Salamon and Maxwell, 2000). La complejidad de anatdomica del cuello uterino de la

oveja impide la IA uterina profunda, reduciendo la eficiencia de la técnica (Halbert et



al., 1990). En la actualidad, la 1A laparoscépica es el método alternativo para la

utilizacion de semen congelado-descongelado (Eppleston and Maxwell, 1995).
3.2. Factores generales que afectan a la fertilidad en el ganado ovino.

La IA se encuentra afectada por numerosos factores, en primer lugar, por
aquellos factores que afectan en general a la fertilidad del ganado ovino, entre los que

podemos destacar:

e Relativos a la hembra: estatus sanitario, edad, tiempo que transcurre

entre el parto y la siguiente IA, estacionalidad, etc.

e Relativos al macho: estatus sanitario, diferencias entre machos,

estacionalidad, entre otros.

e Estatus de la granja (condiciones ambientales y sanitarias, manejo, etc.

(Paulenz et al., 2004).

En cuanto a los factores relativos a la hembra, se ha visto que la estacionalidad
es un factor muy importante en la fertilidad. En estudios realizados en ovejas de raza
Churra, la fertilidad es mayor cuando la IA se realiza de septiembre a enero,
coincidiendo con la época reproductiva, que cuando se realiza en verano (julio o
agosto) fuera de su época reproductiva (Tabla 1). También la edad de la oveja afecta a
la fertilidad. Los mejores indices de fertilidad se han visto en ovejas entre 1,5 y 4,5
aflos de edad, mientras que a partir de los 4,5 afios la fertilidad decae
considerablemente. Otro factor a tener en cuenta es el tiempo que transcurre entre el
parto y la siguiente IA. Cuando este periodo es menor de 10 semanas, la fertilidad
disminuye (Tabla 1). Y por Uultimo, la sincronizacion de los estros mediante
tratamientos hormonales, se ha observado que tienen un efecto negativo en la

fertilidad (Anel et al., 2005).

Los indices reproductivos también varian entre granjas. Un buen manejo
reproductivo (intervalos entre partos, estacion de las cubriciones, edad de la primera

cubricion, etc.) junto a un adecuado manejo de la alimentacion y un buen estado



sanitario repercuten de manera positiva en los indices de fertilidad (Tabla 1) (Anel et

al., 2005).

Los factores masculinos son muchos e importantes, entre ellos el estado

sanitario, la estacionalidad y la variabilidad entre machos.

3.3. Factores especificos que afectan a la inseminacidn artificial del ganado

ovino.

Los factores, que en particular, afectan a la fertilidad de la IA del ganado ovino
son el método de conservacidon seminal, la técnica de IA y la complejidad anatémica

del cuello uterino de la oveja.

La conservacion del semen es uno de los factores criticos a tener en cuenta.
Existen dos métodos para conservar el semen y alcanzar unos resultados aceptables de
fertilidad: congelacion o refrigeracién (Anel et al., 2006). Tanto la refrigeracién como la
congelacion persiguen reducir el metabolismo del espermatozoide y prolongar su vida

fértil (Anel et al., 2005).

Segin el método de conservacidon se realiza una técnica diferente de

inseminacion. Si el semen esta refrigerado se realiza una IA via vaginal y si es semen

Tabla 1. Factores que afectan la fertilidad de la IA en ovejas de raza Churra (Anel et al.,
2005).

Total IA AlV LAI

Factores de variacion n+ 44 448 n+17631 nt26817

Técnica de inseminacién Hkx

Graja %k %k %k %k 3k k%
Aﬁo %k %k %k k 3k k%
Estacién * k% * Kk k¥
Edad de la oveja Hkx ok kX
Intervalo parto-1A *okx *okx *E
Carnero % %k k % %k k %k k
Técnico % %k %k % %k %k %k k%
Ne de IA/oveja N.S. * N.S.

AlV, inseminacion vaginal— cervical; LAl, inseminacion laparoscopica- artificial
N.S., no significativo (p $0.05).
* Efecto significativo (p < 0.05).
** Efecto muy significativo (p < 0.01).
*** Efecto altamente significativo (p < 0.001).



congelado, se debe depositar el semen en el Utero mediante una laparoscopia (Anel et

al., 2006).

La refrigeracidon consiste en conservar en estado liquido el semen. Esto se
consigue disminuyendo la temperatura del semen hasta los 15 °C. El éxito de este
método depende de muchos factores, como la temperatura de refrigeracion, la
composicion del diluyente o el nimero de espermatozoides de la dosis (Anel et al.,
2006). Si el semen esta refrigerado se realiza una inseminacion via vaginal. El uso de
semen conservado a 15 °C durante menos de 6 h permite obtener resultados
aceptables y consistentes de fertilidad, y el uso de la |IA por via vaginal. En este caso, la
deposicién del semen puede ser vaginal, en la regién media del cérvix o en la parte
distal del cérvix. Se ha demostrado que la deposicion en el cérvix aumenta la fertilidad
respecto a la deposicidn vaginal (Kerton et al 1984., 53% frente al 31%). Otros autores
indican que la fertilidad aumenta si la deposicidn es en el cérvix distal respecto a una
deposicién en la regién media (Windsor et al., 1994). No obstante, la IA transcervical
(intentando depositar el semen en la parte distal del cérvix o en el Utero) es

complicada.

La anatomia del cérvix ovino es muy compleja, dificultando el paso del catéter de
inseminacion. Ademads, el pequefio tamano de la oveja impide manipular el cérvix
desde el recto, tal como se hace en ganado vacuno. Se han realizado estudios
comparando la morfologia del cuello uterino de diferentes razas de ovejas, y se han
observado diferencias significativas entre las razas estudiadas. El cuello uterino de la
oveja es un obstaculo cuando se pretende hacer una inseminacién intrauterina
transcervical (Anel et al., 2006). Los anillos cervicales (varian en numero de 3 a 7)
presentan una forma conica y una estrecha luz de 1 a 3 mm de didmetro, que definen
un estrecho y angosto canal, debido a que los anillos se encuentran situados de
manera excéntrica (Figura 1), lo que dificulta el paso del catéter de inseminacién
(Kershaw et al., 2005). En un estudio se ha observado que el cuello uterino sufre
modificaciones anatémicas segln avanza la edad de las ovejas. El cuello uterino de las
ovejas con mayor edad es mas largo y ancho, lo cual mejora el paso del catéter de

inseminacion (Kaabi et al., 2006).



La congelacion del semen de carnero produce cambios ultraestructurales,
bioquimicos y funcionales en un gran nimero de espermatozoides que disminuyen el
movimiento y viabilidad del los mismos en tracto genital femenino (Salamon and
Maxwell, 2000). Incluso se ha visto que se incrementa la mortalidad embrionaria
(Salamon and Maxwell, 1995). Por estos motivos, el semen congelado debe
depositarse en Utero para mantener los indices de fertilidad (Killen and Caffery, 1982,
Curry, 2000) por la complejidad anatdmica del cuello uterino de la oveja, que
disminuye especialmente la fertilidad de este tipo de muestras. La deposicidon seminal

intrauterina se realiza por via laparoscépica, siendo minimamente invasiva.

La laparoscopia tiene la ventaja de que permite la visualizacion de los ovarios de
la oveja, y de esta forma se puede inseminar en el cuerno ipsilateral al ovario que esta
ovulando y asi disminuir la dosis seminal. También permite diagnosticar alteraciones
del aparato genital (malformaciones, adhesiones, patologias del ovarios ente otras)
que mediante una inseminacion convencional no se pueden diagnosticar. Como
desventajas, esta técnica es compleja, cara y necesita de personal entrenado (Anel et

al., 2005).

Cervical folds

Uterine body

Eccentric fold

Distances between folds
(1to 5) and the EOU

External os
uteri (EOQU)

Figura 1. Organizacién interna del cuello uterino de la oveja (Kaabi et al., 2006).



En un estudio comparativo entre la inseminacién artificial por via vaginal con
semen refrigerado y por laparoscopia con semen congelado, el porcentaje de partos

fue 13 puntos superior después de la inseminacion por laparoscopia (Anel et al., 2005).

El método ideal seria depositar el semen congelado en el Utero por via vaginal,
manteniendo la fertilidad al nivel del semen refrigerado Se han descrito diferentes
métodos para llegar al Utero produciendo las minimas lesiones en el cérvix de la oveja,
mediante el uso de férceps, tratamientos hormonales o modificando el disefio de los
catéteres de inseminacion, pero no se ha conseguido un método eficaz (Anel et al.,

2006).
3.4. Efectos del estrés oxidativo sobre los espermatozoides.

La crioconservaciéon del semen produce una disminuciéon de la fertilidad,
probablemente debido al estrés causado durante el almacenamiento in vitro. El
estudio de los procesos que tienen lugar durante este almacenamiento permite
comprender la disminucion de la fertilidad del semen. Los espermatozoides tienen la
capacidad de generar radicales libres, como la especies reactivas del oxigeno (ROS) que
producen varios fendmenos indeseables, tal como la peroxidacion lipidica (de
Lamirande et al., 1997). Los altos niveles de peroxidacién lipidica dan lugar a una
desestabilizacion de las membranas que puede producir la muerte celular. Los ROS
provocan también una alteracidon de la motilidad y de la integridad de la cromatina
espermatica. La alteracion de la cromatina espermatica compromete la fertilidad

espermatica y la viabilidad de los embriones (Salamon and Maxwell, 2000).

¢Qué son los ROS? El oxigeno intracelular es vital para la producciéon de ATP por
las mitocondrias. La mayor parte del oxigeno acepta los electrones de la cadena
transportadora de electrones mitocondrial, reduciéndose a agua. Sin embargo, en las
células sanas, del 1% al 2% del oxigeno es convertido en radicales libres. Estos incluyen
al anién superoéxido (O,’), perdxido de hidrogeno (H,0,) y radical hidroxilo (-OH). El Oy
y H,0, se forman como subproductos del O,, mientras que el radical hidroxilo se forma
por la interaccion entre el H,0, y algunos cationes metalicos (Rhoades and Pflander,

1996). Otros radicales libres son las especies reactivas del nitrégeno. El éxido nitrico



(NO), una molécula mensajera importante, es biosintetizado por numerosas isoformas
de enzimas (6xido nitrico sintasas) (Herrero and Gagnon, 2001). El peréxido nitrico se

produce por la interaccion entre el NO y O, (Moran et al., 2008).

Los ROS tienen un papel fundamental en la fisiologia espermatica. A niveles bajos
inducen la capacitacion (de Lamirande and Gagnon, 1992), la fusiéon del
espermatozoide con el ovocito (Ford, 2004) y la reaccion acrosémica (Aitken et al.,
1989), pero su exceso dafia el espermatozoide (Aitken and Baker, 2002) y pueden
desencadenar una capacitacion espermatica o la reaccidn acrosémica temprana

(Oehninger et al., 1995).

Los ROS causan dafios celulares porque reaccionan con los fosfolipidos, oxidan
los grupos sulfidrilos de las enzimas y proteinas e inducen rupturas en el DNA. El anién
superoéxido y el H,O, pueden difundir por la célula y generalizar los dafios. El H,0, es
capaz de traspasar las membranas celulares, pero es moderadamente reactivo. En
cambio, el -OH es solamente una amenaza alrededor del lugar de produccion, dada su
corta vida media, pero es muy reactivo (Rhoades and Pflander 1996). El NO tiene
muchos roles en la fisiologia del espermatozoide pero causa muchos dafios cuando su
concentracién es elevada (Herrero et al.,, 2003). Por ejemplo, se ha visto que el
aumento de NO en los espermatozoides de cerdo, induce la apoptosis por la activacién

de las via de las caspasas en la mitocondria (Moran et al., 2008).

El dafio causado por los ROS a los espermatozoides durante el almacenamiento
es muy amplio. Se han descrito desde alteraciones del DNA (Lopes et al., 1998), que
disminuyen el potencial reproductivo (Evenson and Wixon, 2006), cambios en la pieza
intermedia que disminuyen la movilidad (de Lamirande et al., 1997), reestructuracién
del acrosoma que impide la fusién del ovocito y el espermatozoide (Aitken 1989) y

alteraciones en el citoesqueleto (Hinshaw et al., 1986).

Durante la manipulacién del semen en los laboratorios se puede inducir estrés
oxidativo. Asi, el lavado del semen o el swim-up, asociadas a repetidas
centrifugaciones, pueden aumentar la produccion de ROS (Agarwal et al., 1994).

Durante otros procesos como la ICSI, donde la mala calidad de la muestra es una de las

10



caracteristicas, las diferentes manipulaciones a las que se somete la muestra para
prepararla, aumentan la produccion de ROS. Se ha comprobado que la exposicién de
espermatozoides durante mas de 1 hora a ROS, aumenta la fragmentaciéon del DNA
(Lopes et al., 1998). Por ello, es interesante proteger a los espermatozoides de los ROS

durante su manipulacién y criopreservacion (Martinez-Pastor et al., 2009).
3.5.  Anadlisis del DNA del espermatozoide.

Se han descrito varias técnicas para la identificacion de defectos en el DNA y la
cromatina espermatica que permiten un estudio completo del espermatozoide. Estas
técnicas permiten identificar los espermatozoides con dafios en la cromatina vy
proporcionan métodos predictivos mas viables para la infertilidad masculina (Evenson

et al., 2002).
Estas técnicas son:
TUNEL
Comet
In situ Nick translation
SCD

SCSA

Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL):

Esta prueba permite visualizar la incorporacion de nucledtidos marcados en los
extremos de las roturas existentes en el DNA, bien sean de cadena simple o doble. La
reaccion se cataliza, in situ, mediante la accion de una transferasa terminal. Esta
enzima incorpora deoxiuridina modificada con biotina o digoxigenina. Posteriormente,
los nucledtidos modificados se detectan tras una reaccion con un anticuerpo
conjugado con un fluorocromo como molécula trazadora. En una variante, el

nucledtido incorporado esta directamente marcado con el fluorocromo. Tedricamente,
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la sefal de marcado obtenida por cada espermatozoide se incrementaria de acuerdo

con el nimero de roturas que presente la cadena de DNA.

La técnica ha tenido una buena aceptacion dado que es versatil, esta
comercializada en kit y los resultados pueden ser interpretados mediante microscopia

de fluorescencia y citometria de flujo (Lopes et al., 1998; Chohan et al., 2006).
Su uso no se ha expandido en la rutina clinica por tres razones:
1) Requiere equipo sofisticado para su analisis.
2) Requiere personal especializado.

3) El material que se utiliza viene precedido por un proceso de fijacidon de la
cromatina que puede dificultar el acceso de las enzimas y la propia actividad

enzimatica puede ser irregular (Cortés-Gutiérrez et al., 2007).
4) Alto coste.
Comet:

En realidad, este ensayo es una adaptacion de la electroforesis de DNA desnudo,
comunmente utilizada en el campo de la biologia molecular. La idea es que el DNA de
un nucleo desproteinizado que contenga roturas en sus cadenas de DNA estard mas
libre para ser movilizado hacia el polo positivo, cuando éste se someta a un campo
eléctrico (Aravindan et al., 1997). La metodologia bdsica consiste en incluir una
muestra de espermatozoides en un microgel de agarosa sobre un portaobjetos vy
someterlo a una solucién de lisis que contenga un agente reductor de los grupos
sulfidrilo que se encuentran entre las protaminas del espermatozoide, como por

ejemplo DTT (ditiotreitol).

Tras la electroforesis, el microgel se tifie con sustancias fluorescentes del tipo
DAPI (4,6 diamidino-2-phenylindole), IP (loduro de Propidio) o SYBR-GREEN. De esta
forma, el DNA fragmentado, se desplaza generando una imagen similar a la de un
cometa (Figura 2). Aquellos espermatozoides con su DNA integro no generan o sélo

producen colas cortas, mientras que aquellos nucleos que tienen su DNA dafiado

12



muestran un claro desplazamiento de los multiples fragmentos de DNA (Singh et al.,

1988).

El mayor inconveniente de este ensayo es que requiere un material de uso no
comun en un laboratorio de andrologia, como son fuentes de electroforesis para DNA,
y para la interpretacién de los resultados se requiere un observador con experiencia o
bien un software especifico para que la prueba tenga cierta objetividad (Cortés-

Gutiérrez et al., 2007).
In situ nick translation (ISNT):

La ISNT es basicamente una técnica de concepcion similar al TUNEL ya que
permite cuantificar el grado de daifio que se produce en el DNA evaluando tras la
incorporacion de moléculas de dUTP modificado con biotina o digoxigenina, o bien
marcando directamente el DNA con un fluorocromo conjugado con un nucleétido

modificado, tras utilizar la enzima DNA polimerasa |.

La mayor diferencia con el TUNEL radica en que existe una actividad enzimatica
exonucleasa, y la incorporacion de nucleétidos es mayor por utilizar la cadena de DNA
complementaria como molde. Los resultados del andlisis de ISNT se han utilizado para
el estudio de la presencia de anomalias originadas durante la remodelaciéon de la
cromatina del espermatozoide (Gorczyca et al.,, 1993). Desde el punto de vista
practico, esta técnica tendria las mismas prestaciones e inconvenientes que la de
TUNEL, pero no existe un kit disponible de modo comercial para su aplicacion directa

sobre espermatozoides (Cortés-Gutiérrez et al., 2007).
SCD:

Esta técnica se basa en el papel que juegan los puentes disulfuro en la
compactacién de la cromatina de los espermatozoides. El DNA del espermatozoide se
encuentra unas seis veces mdas compactado que en del cromosoma mitdtico,
organizado en bucles de menor tamafo que el de las células somaticas, anclados a la
matriz nuclear. Dichos bucles se compactan por la accion de las protaminas
intercaladas, las cuales estabilizan rigidamente la estructura mediante la formacién de

puentes disulfuro entre ellas (Cortés-Gutiérrez et al., 2007). Si se rompen los enlaces
13



ESPERMATOZOIDE
CON DNA NO FRAGMENTADO

ESPERMATOZOIDE
CON DNA FRAGMENTADO

Figura 2. Visualizacion de la integridad del DNA mediante el ensayo de cometa.
Los espermatozoides que presentan el DNA fragmentado (parte inferior de la figura)
muestran un claro desplazamiento de los fragmentos de DNA al ser sometidos a la
accién de un campo eléctrico. Este desplazamiento no se aprecia en los nucleos que

mantienen el DNA integro (parte superior de la figura) (Cortés-Gutiérrez et al., 2007).

ﬁa | b ¢ d e
c

Figura 3. Visualizacion de la integridad del DNA mediante el test SCD, en

microscopia de campo claro (a-e) y microscopia de fluorescencia (a’-e’). Los
espermatozoides etiquetados como a y b, tienen su DNA integro, el resto presentan

DNA fragmentado (Cortés-Gutiérrez et al., 2007).
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disulfuro y se utiliza una solucién especifica de lisis para extraer proteinas, los bucles
se relajan constituyendo halos alrededor de la estructura nuclear central residual. Los
espermatozoides con el DNA fragmentado no sueltan o ven impedida la liberacién de
los bucles de DNA, mostrando halos muy reducidos o ausencia de los mismos

(Fernandez et al., 2003).

Debido a su sencillez y no requerimiento de ningun equipamiento no
convencional se ha extendido su uso como prueba de rutina en el estudio de la

fragmentacion de DNA espermatico en los laboratorios basicos de andrologia.
Sperm chromatin structure assay (SCSA).

Esta técnica fue desarrollada por Evenson et al. hace 20 afios (Evenson et al.,
1980), y se viene considerando como el referente para el analisis de la fragmentacion
del DNA en el espermatozoide. Su aplicacion estd relativamente extendida en
humanos y también ofrece buenos resultados en animales utilizados para explotacién
ganadera, tales como ganado porcino, bovino y ovino (Evenson et al.,, 2007). Es la

técnica que se ha utilizado como referencia en este trabajo.

El principio en el que se sustenta la técnica es que la cromatina que presenta
DNA fragmentado tiene mayor susceptibilidad para ser desnaturalizada in situ tras
aplicar un tratamiento con calor o una solucién acida. La segunda parte de la
metodologia se fundamenta en las caracteristicas metacromdticas de la naranja de
acridina. Este fluorocromo tiene la capacidad de intercalarse entre las dos cadenas de
DNA como un mondémero, que al ser excitado emite color verde, pero que presenta
emisidn en color rojo-anaranjado si se incorpora al DNA de cadena sencilla. Las células
asi tefiidas se someten a citometria de flujo para discriminar entre ambos tipos de

color (Hoshi et al., 1996).

Esta técnica es la mads aceptada para establecer correlaciones entre
fragmentacion de DNA vy fertilidad de un individuo. El grupo del Dr. Evenson ha
establecido que individuos con un porcentaje de fragmentacion en su DNA de

alrededor de un 30% o superior, presentaria problemas de fertilidad (Evenson, 1999).

Las ventajas del uso de SCSA son:
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e 20 afios de experiencia trabajando con la técnica que han dado como
resultados numerosos estudios en humanos y animales.

e Alicuotas de las mismas muestras de semen utilizadas en técnicas de
reproduccién asistida pueden ser facilmente congeladas y almacenadas,
para que tiempo después se pueda analizar mediante SCSA. Asi se puede
obtener prondsticos de fertilidad antes de conocer la fertilizacion en las
técnicas de reproduccion asistida in vivo.

e De 5.000 a 10.000 espermatozoides son analizados en el citdmetro en
menos de 5 minutos, proporcionando resultados objetivos y un alto nivel
de repetitividad (0,98 — 0,99) en comparaciéon con otros parametros
evaluados en el semen.

e Los datos proporcionados sobre la infertilidad masculina tienen una
razonable sensibilidad, alta precisién y un umbral estadistico sobre el

prondstico de fertilidad masculina (Evenson et al., 2002).

El inconveniente que tiene esta tecnologia es que no es accesible a la mayoria de
los laboratorios, al fundamentarse en la utilizacion de la citometria de flujo (Cortés-

Gutiérrez et al., 2007).
3.6. Aplicacion del analisis mediante SCSA.
Se han realizado estudios en numerosas especies:
Bovino:

Independientemente de la causa de la desestabilizacion de la cromatina, se ha
comprobado que la estabilidad varia mucho entre diferentes muestras, y se ha
asociado a una pérdida de fertilidad. EIl método de SCSA es una herramienta muy
valiosa para la evaluacion del semen y pronosticar la fertilidad de un toro e identificar

a los machos con una fertilidad subéptima (Figura 4) (Ballachey et al., 1987).

En otro estudio (Januskauskas et al., 2003), se comprobd que la deteccion de
fosfatidilserina en la cara externa de la membrana de los espermatozoides tras la
congelacion estaba inversamente relacionado con la viabilidad de las células, y

directamente relacionado, con la desestabilizacion de la cromatina (evaluada por la
16



10

A B
o 1
4
g .
=
=
=
w -10+ r =-.58 (P<.01) 4 r=-40 (P<.01)
y = 6.79 —.15x y = 2.08 —.15x
-15.b3 . T T T T T 3 L 3 T 3
0 30 50 70 90 O 10 20 30 40 50
SD oy COMP a¢

Figura 4. Relacidn entre la tasa de fertilidad y SDa; (actualmente denominado
SDDFI, A) y COMPaq; (células fuera de la poblacién principal, B) en muestras de toro
analizadas mediante SCSA (Ballachey et al., 1987). Al aumentar los valores de SDDFI y

COMP disminuye la tasa de fertilidad de los toros.

técnica SCSA). La expresion de la fosfatidilserina en células vivas indica una alteracién
gue conduce a la muerte celular. La presencia de correlaciones significativas indica que
las alteraciones en la espermatogénesis que afectan a la estructura de la cromatina
espermatica (compactacion) también pueden hacerlos susceptibles a la alteracion de la

membrana.
Cerdo:

Se han realizado estudios en los que el objetivo era predecir la fertilidad de los
cerdos mediante el método SCSA. El sistema SCSA dividié un grupo de cerdos en dos
subgrupos, uno de ellos donde incluia animales con alto potencial reproductivo y otro
con cerdos con bajo potencial (Figura 5). Para comprobar estos datos, se cubrieron
cerdas con estos machos, y las camadas corroboraron las predicciones realizadas por

SCSA (Evenson et al., 1994).
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646 Theriogenology

Table 2. Heterospermic trial data for each boar

Total no. Expected Actual no. Percentage of
No. of of piglets no. of of piglets the theoretical
Boar litters in litters offspring sired estimate
1 14 164 54.7 14 26%
2 8 102 34.0 63 185%
3 4 42 14.0 7 50%
4 5 62 20.7 10 48%
5 6 59 19.7 27 137%
6 5 57 19.0 40 210%
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Figura 5. Comparacién de los SDa; (actualmente denominado SDDFI) y COMP,
tras analizar muestras de semen de cerdo con la técnica SCSA. Se compararon dos
grupos de cerdos, uno con alto potencial de fertilidad y otro con bajo potencial
(Evenson et al., 1994). Los cerdos incluidos en el grupo de bajo potencial de fertilidad
presentan valores mayores de los indices estudiados en comparacion con el grupo de

alto potencial.
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Ovino:

En esta especie se han hecho numerosos estudios. Se ha visto que la
criopreservacion del semen facilita la alteracién del DNA de los espermatozoides (Peris
et al.,, 2007). La baja a moderada correlacién entre las variables proporcionadas por
SCSA y los pardmetros medidos mediante métodos clasicos de evaluacién seminal
indican que la técnica de SCSA proporciona informacién adicional a las pruebas

estandar para evaluar la calidad del semen de los carneros (Peris et al., 2004).
Ciervo:

En pequefios rumiantes se ha utilizado el ciervo rojo como modelo experimental.
Se ha comprobado que oxidantes como el Fe?*/ascorbato y el H,0, inducen la
produccion de ROS intracelular y, segun la concentracion de los oxidantes se produce
mayor o menor cantidad de ROS. Cuando la concentracién de ROS es baja no producen
una disminucion de la calidad espermatica, lo contrario que sucede con las altas
concentraciones. El dafio en la cromatina del espermatozoide se estudié mediante
SCSA, y no se encontraron diferencias entre los distintos tratamientos oxidantes

(Martinez-Pastor et al., 2009).
3.7. Encuadre del estudio y analisis del DNA mediante gPCR.

Este trabajo se encuadra en una linea de investigacién que tiene como objetivo
analizar el daifo en el DNA mediante el uso de herramientas de biologia molecular. La
técnica de SCSA es una técnica validada, por lo cual se planted como referencia para
validar los resultados obtenidos de la gPCR. En un futuro, se analizardn las muestras

mediante gPCR. Y los resultados de este experimento servirdn como referencia.

La gqPCR es una herramienta utilizada para medir el dafio y reparacion del
genoma nuclear o mitocondrial. Esta técnica detecta y cuantifica el dafio y reparacion
en el DNA. Ha sido utilizada con diferentes especies, pero pocas veces para cuantificar
el dafio en el DNA espermatico. Se basa en la amplificacién del DNA con DNA
polimerasas y la cuantificacién del producto mediante fluorescencia (real time).
Cualquier dano en el DNA capaz de detener o inhibir significativamente la DNA

polimerasa se traduce en una reduccién de la amplificacién (Meyer, 2010).
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Las ventajas de esta técnica son que se requiere muy poca cantidad de muestra.
Tiene buena reproducibilidad y cuantificacion, y se adapta a un gran numero de
especies. Entre los inconvenientes de esta técnica se encuentra su limite de deteccidn,
una lesién por 10° bases, la incapacidad de diferenciar los distintos tipos de dafio en el
DNA, y la necesidad de contar con una muestra de referencia o control para cuantificar

el dafio (Meyer, 2010).

El presente estudio se encuentra dentro de una linea de investigacion, en la cual
la técnica SCSA serd la técnica de referencia. Y se analizard el dafio del DNA de los

espermatozoides de carnero mediante qPCR.
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4. Hipdtesis y objetivos.

El presente trabajo se planted dentro de una linea experimental que tiene como
objetivo poner a punto el andlisis del DNA espermatico en pequefios rumiantes
mediante gPCR “real time”. La técnica de SCSA es una técnica validada, por lo cual se

planted como referencia para evaluar los resultados de SCSA obtenidos de la gPCR.

Dado que el estrés oxidativo causa dafios en el DNA, pero distintos tipos de
oxidantes tienen efectos diferentes en la fisiologia espermatica, consideramos someter
a muestras espermaticas de carnero a distintos tratamientos oxidantes. Estas
muestras, presuntamente con distintos grados de dafio, se evaluarian mediante SCSA,

para determinar la fragmentacién del DNA.
Por lo tanto, se plantearon los siguientes objetivos para el trabajo:

1. Someter a muestras espermaticas de carnero a los agentes oxidantes peréxido
de hidrégeno (H,0,), Fe**/ascorbato y reactivo de Fenton (Fe2+/H202), a
diferentes concentraciones y durante distintos tiempos, con el fin de obtener

distintos grados de dafio en el DNA espermatico.

2. Evaluar mediante SCSA y citometria de flujo el DNA espermatico, obteniendo
mediante esta técnica una estimacidén de la fragmentacion del DNA y otras

alteraciones de la cromatina.

3. Obtener y conservar parte de cada muestra para una eventual extraccién de

DNA y su analisis mediante qPCR "real-time".
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5. Material y métodos.

5.1. Disefio experimental.

En este trabajo sometimos las muestras espermadticas a varios tratamientos
oxidativos, con el fin de estimar el dafio inducido en el ADN. Para ello, suplementamos
las muestras con tres agentes oxidantes a diferentes concentraciones, y las incubamos

durante varias horas, muestreando a tres tiempos.

Los agentes oxidantes fueron el peréxido de hidrégeno (H,0,) a1 mM, 10 mM y
100 mM, Fe**/ascorbato y Fe*'/H,0, (reactivo de Fenton) a 10 uM, 100 uM y 1 mM. Se

muestrearon a las 3, 6 y 24 h de incubacidn.
5.2. Animales utilizados.

En este estudio se utilizaron tres moruecos adultos de raza Assaf de edades
comprendidas entre 1 y 6 afios, adiestrados para la recogida seminal mediante vagina

artificial.

Las muestras de semen fueron obtenidas en el mes marzo, durante la época no

reproductiva de las ovejas.

Los machos se encuentran en el Centro de Seleccién de la Raza Assaf ubicado en
la localidad de San Pedro Bercianos, perteneciente a la Excma. Diputacion Provincial de
Ledn. Estos sementales proceden de las explotaciones integrantes del nucleo de
seleccion y mejora de la raza. El régimen de explotacion es intensivo y la alimentacién

se basa en forraje (alfalfa y paja) y concentrado de alta calidad.
5.3. Recogida y procesado del semen.

Para este estudio se recogieron tres eyaculados, uno de cada macho. Los
eyaculados se recogieron el mismo dia. La recogida del semen se realizé en presencia
de una hembra sefiuelo, utilizando una vagina artificial llena de agua a 40 °C y con una
presion y lubricacién idéneas para la recogida (Figura 6). El semen se recogié en un

colector de vidrio graduado, que se pasd a un bano a 34 °C justo después de la
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eyaculacion. Tras la recogida del semen, se realizd una valoracién previa del volumen,

movilidad masal y concentracion seminal.

El volumen se estimo a partir de la escala del tubo colector. Para determinar la
movilidad masal, se deposité una gota de semen sobre un portaobjetos de vidrio, y se
observaron las olas del movimiento espermatico con un microscopio Nikon Labophot
(Nikon, Tokio, Japdn), colocando el portaobjetos sobre una pletina termorregulada a
37 °Cy observando la gota a 40 aumentos en campo claro. La escala de valoracion del
movimiento masal utilizado comprende desde 0 (sin movimiento) hasta 5 (olas de

movimiento muy rapidas).

La concentracion se determind mediante espectrofotometria. Para ello se
diluyeron 25 pl de semen en 10 mL de una solucién de citrato de sodio isoosmolar
(30,4 g/l de citrato de sodio; 320 mOsm) y se determind la transmitancia en un
espectrofotdmetro Spectronic 20, calibrado a 540 nm (Baush+Lomb; Rochester, NY,
USA). Mediante una tabla de referencia que correlaciona transmitancia con la
concentracion del eyaculado, se obtuvo el valor de la concentracién del eyaculado

(millones de espermatozoides por mL).

Los eyaculados utilizados en el experimento fueron aquellos cuyo volumen fue
superior a 0,5 mL, con una movilidad masal mayor o igual a 4 y con una concentracién
mayor de 3000 millones de espermatozoides por mililitro. Los eyaculados validos
fueron mezclados y diluidos con el mismo volumen de diluyente de congelacién (TES
218 mM, Tris 58 mM, Fructosa: 11 mM, 10% yema de huevo clarificada y 4% glicerol)
(Anexo |, tabla 1). Se transportaron al laboratorio a 5 °C dentro de las 2 h siguientes a

la diluciéon del eyaculado (Figura 7).
5.4. Congelacidon de las dosis seminales.

Al llegar al laboratorio, se determiné la concentracién espermatica del pool. La
concentracién espermatica se midié tras fijar las muestras en glutaraldehido al 2%
(glucosa 0,16 mM, citrato de sodio 0,03 mM, bicarbonato de sodio 0,02 mM y Agua

milli-Q) (diluciéon 1:60) (Anexo |, tabla 6). Se cargd la muestra en un hemocitémetro
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Blrker y se contaron los espermatozoides de un volumen concreto a 200 aumentos

(microscopio de contraste de fases Labophot-2; Nikon, Tokio, Japdn).

El pool se diluyé a 100 millones de espermatozoides por mililitro con el mismo
diluyente de congelacidén, y se dejaron equilibrando 2 h a 5 °C. Tras el equilibrado, las
muestras se empaquetaron en pajuelas de polivinilo de 0,25 mL y se sellaron con PVA
(alcohol de polivinilo). EI PVA polimeriza con la humedad, formando un tapén plastico.

El material de congelacion se comprd a Minitube Ibérica (Tarragona, Espaia).

Las pajuelas se colocaron en gradillas metalicas especificas para congelacién de
pajuelas. Las gradillas se introdujeron en un biocongelador programable Kryo 10 Series
[l (Planer plc., Sunbury-On-Thames, UK). Este biocongelador utiliza vapores de
nitrégeno liquido para disminuir la temperatura a una velocidad determinada. Se
utilizé una rampa de congelacion de -20 °C/min, optimizada para semen de carnero. Al
llegar a -100 °C, el biocongelador qued6 a la espera. Las pajuelas se transfirieron
directamente a nitrégeno liquido, y se almacenaron en un tanque en la fase liquida del

nitrégeno liquido (Figura 8).
5.5. Preparacion de las muestras para el experimento.

La descongelacion se llevé a cabo mediante inmersién de seis pajuelas en agua a
37 °C durante 30 segundos. Las pajuelas se secaron, y su contenido se eché en un tubo
de 1,5 mL. Tras 10 min, se aifadieron 0,5 mL de medio TALP-Hepes (Anexo |, tabla 5) y
se centrifugd el tubo a 300xg durante 3 min. Se retird el sobrenadante y se afiadié 1
mL de TALP-Hepes, quedando la concentracién espermatica a 100 millones de
espermatozoides por mililitro. Se distribuyd la muestra en 10 tubos de 1,5 mL, y se
afiadio a cada uno 300 pL de TALP-Hepes, quedando las muestras a 25 millones de

espermatozoides por mililitro (Figura 9).
5.6. Preparacion de los oxidantes.

Las diluciones de perdxido de hidrégeno se prepararon a partir de una solucion
stock de 1 M de H,0, (Anexo |, tabla 3) (1/10 de la solucién al 30% del laboratorio, 10

M) en 10 mL de agua.
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Las diluciones de Fe**/ascorbato se prepararon a partir de una solucién stock de
10 mM de FeSO,; y 100 mM de ascorbato sddico (Anexo |, tabla 2); diluimos 27,8 mg de
FeSO4 7 H,0 y 198,2 mg de ascorbato de sodio en 10 mL de H,0 milli-Q.

Por altimo, las diluciones de Fe**/H,0, se prepararon a partir de una solucién
stock de 10 mM de FeSO4 y 10 mM de H,0;, (Anexo |, tabla 4); diluimos 13,9 mg de
FeSO4: 7 H,0 y 50 pl del stock de H,0; en 5 mL.

A continuacién, se preparon una dilucidn seriada de los stocks Fe®'/ascorbato,
H,O, y Fe**/H,0, 1/10 y 1/100 en agua. Todas las diluciones de los diferentes agentes

oxidantes, se preparon el mismo dia del experimento.
5.7. Preparacion de las muestras con los oxidantes.

Afiadiendo las soluciones oxidantes a las muestras espermaticas, obtuvimos las

diferentes concentraciones de los agentes oxidantes, como se indica en la tabla 2.
Se recogid la primera muestra a las 0 h, solo del control sin oxidantes.

A continuacién, se colocaron los tubos a 37 °Cy a las 3, 6 y 24 horas se

muestrearon todos los tubos SCSA y DNA (Figura 9).

Para SCSA, se tomd una alicuota de 32 uL y se diluyd en 400 puL de TNE en
criotubos (2x10° mL™). Las muestras se congelaron y se conservar a -80 °C. El TNE (Tris/
NaCIl/EDTA) es un medio tamponado que se utiliza para diluir las muestras seminales
antes de congelarlas. El TNE estd formado por Tris- HCl 100 mM, NaCl 1,5 M, EDTA
disédico 10 mM todo ello disuelto en agua milli- Q. Ajustado el pH a 7,4 con NaOH 2 N

(Anexo |, tabla 7).

25



Tabla 2. Adiccion de las soluciones oxidantes a las muestras espermaticas, para

obtener las concentraciones de los agentes oxidantes.

2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+

Control Fe Fe Fe H,0, H,0,10 H,0, Fe Fe Fe
10pM 100 pM 1 mM 1mM mV 100 H,0, H,0, H,0,
mv iopmMm 100uM 1 mM

Stock 0 15yl 15uL  15pL 15pL  15uL  15puL 15upL  15pL  15pl

(uL) de  destock destock destock de stock de stock de stock de stock de stock
stock 1/10 10mM 1/100 1/10 1M 1/100 1/10 10mM
1/100

En el mismo momento que se tomaron las muestras para realizar SCSA, se
tomaron muestras para realizar gPCR. Se tomdé un volumen de 1 millon de
espermatozoides (40 uL), que se diluydé en 200 uL de TNE. Los tubos se conservaron a -
80 °C. Estas muestras no se utilizaron en este experimento, sino en el siguiente

experimento dentro de la misma linea de investigacion.
5.8. Analisis mediante SCSA.
Preparacion de las soluciones para SCSA.

Para el SCSA se prepararon con antelacion el medio detergente- acido y la

solucién de tincion.

El medio detergente acido se utiliza para preparar las muestras antes de tefirlas
con la solucién de tincidon con naranja de acridina. El detergente permeabiliza las
membranas de los espermatozoides y el pH bajo desnaturaliza el DNA donde la

cromatina es mas laxa o la doble hebra esta rota.

Estd compuesto por NaCl 150 mM, Triton X- 100 0,1% v/v, HCl 2 N 80 mM
disuelto en agua milli- Q, ajustando el pH a 1,2 (Anexo |, tabla 8). Para 200 mL, se
afiadieron 1,75 g de NaCl, 200 pL de Triton X-100 y 8 mL de HCl 2 N, se ajustd el pH
hasta 1,2 con HCI 5 N y se almacend a 4 °C. Se puede almacenar varios meses a esta

temperatura.

La solucién de tincidén consta de NaCl 150 mM, Acido citrico 100 mM, Na,HPO,

200 mM y EDTA disdédico 1 mM disuelto en agua milli- Q y naranja de acridina de alta
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pureza Polysciences 0,02 mM. El pH se ajusta a 6 con NaOH concentrado (Anexo |,

tabla 9).

Preparamos 500 mL, se diluyeron 4,383 g de NaCl, 9,606 g acido citrico, 14,196 g
de NaHPO3 y 0,186 g de EDTA disddico dihidrato en 480 mL de H,0. Se ajustd el pHy se

afiadio el stock de 3 mL de naranja de acridina.
Realizacion de la técnica.

El SCSA es un método que determina la susceptibilidad del DNA espermatico a la
desnaturalizacion (Love, 2005). Esta técnica utiliza un colorante metacromatico,
naranja de acridina (AO), y la citometria de flujo (Evenson and Jost, 2000). El naranja
de acridina emite fluorescencia de color verde cuando se une a DNA de doble hebra, y
de color rojo cuando se une a DNA de hebra sencilla. Se calcula un ratio para cada
espermatozoide entre la fluorescencia roja y la fluorescencia total (verde+roja) que es
el lamado DFI (DNA fragmentation index). A partir de este indice, se puede estimar el

dafio en el DNA de los espermatozoides (Evenson et al., 2002).

El analisis se realizd con un citometro de flujo FACScalibur (Becton Dickinson
Immunochemistry Sistems, San Jose, CA, USA). Los datos correspondientes a la
fluorescencia roja se captan con el fotodetector FL3, que tiene un filtro de paso largo
670. Y la fluorescencia verde se adquiere con el fotodetector FL1, que tiene un filtro

530/28.

Para analizar las muestras es necesario tener muestras estdndar preparadas y
crear una plantilla de adquisicidn en el software de citometria. La muestra estandar es
una muestra con alta heterogeneidad de DFI (DNA Fragmentation index), que se

prepard como las muestras a analizar.

La plantilla se cred una grafica de puntos xy, con FL3-H (670LP, rojo) en el eje x y
FL1-H (530/28BP, verde) en el eje y. Se utilizd una escala lineal con ambos ejes (0-
1023). Se dibujé una regién que excluyera las regiones donde aparezcan senales de
debris, bacterias o células aglutinadas (sefiales en el canal 1023 de x o y). Esta regién
excluye los extremos de cada eje (~ canal 1000), el origen de ejes (linea de ~ 45°), la

region a la derecha de la poblacidn principal de células y la regidén <50 en el eje y.
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Se configurd el software para detener la adquisicion al llegar a 5.000 eventos en

la region anterior y para guardar sélo esos eventos.

Se cred un grafico de puntos FSC-H vs. SSC-H para asegurarse de que se estaban
adquiriendo correctamente los eventos correspondientes a espermatozoides, y ajustar
el umbral de FSC-H para eliminar el ruido (tipicamente ~ 350, para no eliminar

espermatozoides).

Una vez tuvimos las muestras estandar y la plantilla se comenzé con el analisis,
es importante mantener la solucion detergente-acida y la solucién de tincion en hielo

humedo.

La muestra estdndar se descongeldé en agua a 37 °C, una vez descongelada,
comprobando que no hubiese restos de hielo, se transferian 200 uL de la muestra al
tubo de citometria, a continuacién, se afadieron 400 pL de la solucion detergente-
acida y exactamente a los 30 segundos se afiadieron 1,2 mL de la solucién de tincién
(Figura 10). A continuacidn, se colocé el tubo en el citdmetro, tras 2 minutos de
tincion, se comenzd la adquisicidon en modo setup (sin guardar los datos), se ajusta la
region de adquisicidn para excluir debris y no excluir células, y la velocidad de flujo del
citometro a 200-250 células/s, una velocidad de flujo baja. Se ajustaron los voltajes de

los fotomultiplicadores FL1y FL3:
FL1- H para un valor medio de y de 130 + 5.
FL3- H para un valor medio de x de 500 + 5.

Para evaluar las muestras de semen, se siguidé el mismo protocolo que para la

muestra estandar, pero sin modificar el voltaje de los fotodetectores.
5.9. Analisis estadistico.

El andlisis de los datos se realizé con el paquete estadistico R (v. 2.15.0). Las
variables del SCSA se analizaron mediante modelos lineales de efectos mixtos. Se
analizé por una parte el efecto del tiempo de incubacidn, utilizando solo los datos de
los controles, utilizando el tiempo como factor fijo. En un segundo andlisis, dentro de

cada muestreo de 3, 6 y 24 h, se analizé el efecto de los tratamientos oxidantes frente
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al control de cada tiempo. Se obtuvo una estimacién del efecto de cada tiempo y cada
tratamiento, y se considerd un efecto significativo (incrementar o disminuir el valor de

la variable respecto al control respectivo) cuando P<0,05.

Figura 6. Fotografia del momento de la extracciéon seminal.
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Semen

VALORACKIN PREVIA DEL SEMEN

Yulumen =05 mlL
f Motilidad masal =/> 4
Concetracién > 3.000 millones espermatazoides/mL
Diluyenze de

congelacidn

<

Mantenimieate a 5 “C hasta e laboratorio en las 2
h siguentes a la diluc 6n del evaculadao.

Figura 7. Recogida y procesado del semen. Se recogieron tres eyaculados de
diferentes machos. A continuacidn, se realizd6 una valoracién previa del volumen,
movilidad masal y concentracion seminal. Los eyaculados validos se mezclaron vy
diluyeron con el mismo volumen de diluyente de congelacion. Se transportaron al
laboratorio a 5 °C dentro de las 2 h siguientes a la dilucion de los mismos.
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¥
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Empaquetado en pajuelas de
polivinlle de 0,25 mL y sellado
con PYA.

Congelacidn de las pajuelas Transferencia de las pajuelas al
{-202C/min hasta -100 "C} en el nitrégeno liquido.
biocongelador programable.

Figura 8. Congelacién de las dosis seminales. En el laboratorio se determiné la
concentracion espermatica de las muestras. A continuacién, se diluyé a 100 millones
de espermatozoides/ mL con diluyente de congelacidn, y se dejaron equilibrar durante
2 h a 5 °C. Después se empaquetaron en pajuelas de 0,25 mL, y se introdujeron en
gradillas en un biocongelador programable. En el congelador alcanzaron los -100 °C y
se transfirieron directamente a nitrégeno liquido.
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Figura 9. Las pajuelas se descongelaron en agua a 37 °C durante 30 segundos. El
contenido se depositd en un tubo y se afiadidé 0,5 mL de TALP- Hepes y se centrifugd a 300xg
durante 3 min. Se eliminé el sobrenadante y se afiadié 1 mL de TALP- Hepes. La muestra se
distribuyé en 10 tubos y se afiadié 300 uL de TALP- Hepes, quedando las muestras a 25
millones de spz/mL. Cada muestra se sometid a un oxidante y concentracion diferente. Se
incubaron a 37 °Cy se recogieron muestras a las 0 (control), 3, 6 y 24 horas. Posteriormente, se
evalud el dafio en el DNA espermatico mediante SCSA y qPCR.
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Muesiras congeladas Descongeladdn de las
mueastras a 37 °C

Solucién Solucidn de
detergente- dada tincién

200 yl de la muestra + 400 pl del Analisis en el
detergente durante 30 seg después dtémetra
1.2 mL de a sol. de tincidn

Figura 10. Realizacion de la técnica SCSA. Se parte de las muestras congeladas
(fotografia superior izquierda) que son descongeladas en un bafio de agua a 37 °C
(fotografia superior derecha). A continuacidn se le adicionaron 200 pL de solucién
detergente- acida, durante 30 segundos y después 1,2 mL de la solucion de tincién
(fotografia inferior izquierda). A los dos minutos de tincidn, se pasaron las muestras
por el citdmetro (fotografia inferior derecha).
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6. Resultados.

El ajuste del citdmetro para las muestras de carnero se realizd sin problemas.
Durante la realizacion de los analisis, se mantuvo la rutina de analizar una muestra
estandar cada 10 tubos experimentales, tal como recomiendan Evenson y Jost
(Evenson and Jost, 2000). Los cambios realizados a los voltajes de los
fotomultiplicadores durante el analisis de los tubos de muestra estandar fueron
minimos. Esto se tomd como prueba de la estabilidad del sistema o&ptico e
hidrodindmico del citdmetro. Se definid la adquisicién del citémetro de flujo y los
pardmetros y regiones de andlisis en el software, incluyendo todos las sefiales de los
espermatozoides y excluyendo la sefiales de debris del analisis, localizadas en el inicio
de los ejes X e Y de los citogramas. Y se equilibré el citdmetro dejando pasar durante

15 minutos un buffer de equilibrio con naranja de acridina (Evenson and Jost, 2000).

En el andlisis de las muestras de SCSA, se obtuvieron los resultados esperados.
Pudimos detectar fluorescencia verde y roja en los espermatozoides tratados para
SCSA. Encontramos, tal como esta descrito en otros trabajos (Evenson and Jost, 2000;
Evenson et al., 2002) una poblacién principal con la cromatina no alterada (incremento
de la fluorescencia verde sobre la roja) a la izquierda y, a la derecha de la linea
diagonal de trazos, las células fuera de esta poblacion (COMP) con la cromatina
alterada (incremento de la fluorescencia roja sobre la verde) aunque COMP fue casi
inexistente en casi todas las muestras. Los eventos por encima de la linea horizontal
formaron parte de HDS (proporcion de espermatozoides con alta tincion de DNA,
posiblemente con cromatina laxa). Tras calcular DFI, obtuvimos un histograma tipico,
distinguiéndose el pico de la poblacidon principal y las células con DFI mds alto

formando una prolongacion a la derecha.

En la Figura 11 se muestran dos citogramas de ejemplo obtenidos un trabajo de
Evenson et al.(2002) , donde se comparan los resultados clinicos obtenidos con SCSA
de dos pacientes, uno fértil y otro no. En los citogramas de la derecha se observa que
el nimero de células fuera de la llamada poblacion principal (COMP), es mayor en el

caso del paciente infértil. En el histograma DFI, se observa que en el caso del paciente
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fértil hay un pico correspondiente a la poblacidn principal y no hay prolongacién hacia
a la derecha. Al contrario que en el paciente infértil, en el cual, el pico correspondiente
a la poblacion principal es menor. Y las células con un DFI mas elevado forman una
prolongacion hacia la derecha. En nuestras graficas se observd que la mayoria de los
tratamientos no presentaron células fuera de la poblacidn principal. Y solamente
algunos tratamientos mostraron como resultados citogramas similares al paciente
infértil. Es el caso de las muestras tratadas con 1 mM Fe?*/ascorbato incubada durante

3 h (Anexo Il, citograma A5).

En la Figura 12 se muestran dos ejemplos representativos de nuestros analisis,
en los cuales se replican las gréficas mostradas en la Figura 11 y se muestra el
paralelismo entre los resultados de Evenson en semen humano y nuestros resultados
con semen de carnero. En nuestras graficas observamos que en el caso de semen
tratado con Fe**/ascorbato a 1 mM incubado durante 3 h muestra un aumento de la
poblacion con la cromatina alterada (incremento de la fluorescencia roja sobre la
verde), en comparacién con el semen tratado con 1 mM H,0, durante 3 h, en la cual
no observamos apenas poblacion con la cromatina alterada. Si nos centramos en el
citograma central, que enfrenta los valores de DFI con los valores de fluorescencia
total, se observa que en el caso de los tratados con H,0, la poblacién se encuentra por
debajo del DFI 25%. Por el contrario, en los tratados con Fe2+/ascorbato encontramos
una poblacién que se encuentra entre el 25% y el 50%, que corresponderia al mDFI.
Por ultimo, en el histograma de DFI, en relacién con los anteriores, se distingue un pico
con la llamada poblaciéon principal, encontrandose las células con un DFlI mas elevada
formando una prolongacién hacia la derecha, lo cual es evidente en el caso del
tratamiento con Fe®'/ascorbato (que llegé a formar un segundo pico en muestras con
mayor dafo) (Anexo ll, citogramas A5, A15 y A25). En el caso del tratamiento con
perdéxido de hidrégeno, y en otras muestras que apenas presentan fragmentacion,
solamente encontramos el pico con la poblacion principal, sin prolongacion a la

derecha.

En el Anexo Il se muestran los datos obtenidos del analisis de citometria de flujo.

Sin necesidad de analizar los datos, pudimos observar que las muestras Control apenas
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sufrieron cambios con el tiempo. En cuanto a las muestras experimentales, hubo un
acusado contraste entre aquellas tratadas con Fe®*/ascorbato y el reactivo de Fenton.
En las tratadas con Fe**/ascorbato se observé una clara respuesta con dosis crecientes,
gue se hizo evidente en cada tiempo de muestreo. La muestra tratada con 10 uM
apenas sufrio cambios (Anexo I, citogramas A3, A13 y A23), mientras que la tratada
con 1 mM tuvo un cambio moderado a 3 h (Anexo I, citograma A5), y muy evidente en
tiempos posteriores. De hecho a 24 h desaparecié la poblacion principal (Anexo I,
citograma A25). Las muestras incubadas durante 6 h mostraron modificaciones
intermedias (Anexo Il, citograma 15). La nube de puntos se fue modificando a medida
que aumento el tiempo de incubacién. La nube de puntos fue formando una
prolongacion hacia a la derecha, hasta que finalmente, a las 24 h, desaparecio la
poblacion principal (Anexo I, citograma A25). En los histogramas de DFI se pudo
apreciar como en la muestra tratada con 1 mM e incubada durante 3 h, se observaron
dos picos, el de la izquierda, el pico de la poblacién principal y a la derecha, las células
con el DFI mas elevado (Anexo ll, citograma A5). En el histograma de la muestra
incubada durante 24 h, desaparecid el pico de la poblacién principal y se observé
solamente un pico con el DFI entre 25-50% (Anexo Il, citograma A25). A las 6 h, el pico

se encontro entre 25%- 40% de DFI (Anexo Il, citograma A15).

En cambio, en las tratadas con el reactivo de Fenton (Fe2+/H202), no hubo
cambios evidentes con el tiempo, y en su mayor parte, los citogramas no se

diferenciaron de las muestras Control (Anexo Il, citogramas 11, 21y 31).

En el caso del H,0,, se observaron pocos cambios en los citogramas respecto a
las muestras Control. Solo en el caso de 100 mM se pudo observar cambios que
indicaron un incremento del dafio al DNA espermatico, y sobre todo en las muestras
de 24 h (Anexo Il, citograma A28). Tenemos que tener en cuenta que las dosis de H,0,
utilizadas son dos érdenes de magnitud mayores que las utilizadas con los otros dos

tratamientos oxidantes.

Una vez procesados los datos de fluorescencia, obtuvimos los seis parametros
que utilizamos para definir el dafio en el DNA espermatico. El primero de los

pardmetros es el DFl (indice de fragmentacién del DNA), es el ratio entre la
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fluorescencia roja/fluorescencia total. El SDDFI es la desviacién estandar del DFI, e
indica heterogeneidad en la muestra. El DFI se divide en el mDFl y el hDFI. El mDFl es el
porcentaje de espermatozoides con el DFI mayor del 25% y menor del 50%. El hDFI es
el porcentaje de espermatozoides con el DFI mayor del 50%. Evenson establece el
umbral entre el hDFI y el mDFI en el 75%. La modificacidon de este umbral (del 75% al
50%) es debido a las diferencias interespecificas en la estructura de la cromatina
espermatica entre el hombre y el carnero. El tDFI es la suma de hDFl y mDFI. Por
ultimo, el HDS es definido como el DNA con alta tincidon. Se trata de una medida del
grado de condensacién del DNA (Evenson et al.,, 2002). Los valores medios y sus
desviaciones estandar estdn representados en la Tabla 3, y los valores de cada réplica

experimental estan representados graficamente en las figuras 13 a 18.

Los parametros xDFl y SDDFI reflejaron claramente la dindmica de las
poblaciones visualizadas en los citogramas. Los tratamientos con mas dafio mostraron
valores de xDFI mas elevados, puesto que las nubes de puntos se desplazaron hacia
valores de DFI mayores cuando se incrementd el dafio al DNA (Figura 13). A esto suele
acompanarlo un incremento de SDDFI (Figura 14), ya que el dafio no es homogéneo en
toda la poblacién espermadtica, por lo que hay espermatozoides con mas dafio y otros
con menos dafio, resultando en un alargamiento de la poblacién a lo largo de los

valores de DFI.

En cuanto a la proporcion de espermatozoides con un DFI mayor del 25%, un
hecho destacable fue que muy pocos tuvieron valores mayores del 50% (hDFl). Hay
qgue recordar que, atendiendo a resultados preliminares, decidimos rebajar el limite
para considerar un espermatozoide como hDFI (de 75% en humano a 50% en ovino).
Aln asi, solo aparecieron espermatozoides hDFI en las muestras con Fe®*/ascorbato a
1 mM en los muestreos a 6 y 24 h y con H,0, 100 mM en el muestreo a 24 h (Figura

16).

Teniendo en cuenta estos resultados para hDFl, mDFIl y tDFI tuvieron resultados
practicamente idénticos, por lo que en este trabajo nos centraremos solo en el tDFI
(Figura 17). Esta variable representa la proporcién de espermatozoides con un DFI

mayor del 25%, por tanto, con alteraciones en la cromatina (identificadas por lo
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general con fragmentacion del ADN). En las muestras Control muy pocos
espermatozoides cruzaron este umbral del 25% de DFI, con casi todos los
espermatozoides dentro de la llamada poblacién principal. La mayoria de los
tratamientos no tuvieron un efecto apreciable en esta variable, con valores similares a
los de los controles (Figura 17). Destacaron los tratamientos de Fe®*/ascorbato a 1
mM, que causaron un incremento muy notable en todos los tiempos. De hecho, a las
24 h casi todos los espermatozoides sometidos a este tratamiento se encontraron
dentro de la COMP, fuera de la poblacién principal (Anexo IlI, citograma A26). El
Fe**/ascorbato a 0,1 mM incrementd tDFI de forma mas moderada, pero evidente a las
24 h. El H,0; elevé tDFI de forma bastante notable, pero solo a 100 mM vy tras 24 h,
con poco efecto en otras concentraciones y tiempos. No obstante, mas del 70% de los

espermatozoides fueron clasificados como tDFI en este andlisis.

El HDS es una variable que depende del grado de compactacion de la cromatina,
informando de la proporcion de espermatozoides muy tefiidos por el naranja de
acridina (que alcanza una mayor concentracion en la cabeza espermatica si la
cromatina es laxa). En este trabajo establecimos un limite en el canal 600 de la
fluorescencia verde, que parece mas adecuado para las muestras de pequefios
rumiantes (Garcia-Macias et al., 2006). En general, nuestras muestras tuvieron entre
un 10% y un 15% de HDS, con un pequefio aumento al transcurrir el tiempo de
incubacién y con los tratamientos Fe®'/ascorbato 0,01 mM y 0,1 mM, asi como con
Fenton 0,1 mM y 1 mM. El tratamiento Fe®*/ascorbato 1 mM redujo apreciablemente
el valor de esta variable, ya que la intensidad de la fluorescencia verde decrecié en las
muestras a las que se aplicé este oxidante. En estas muestras, HDS decrecié con el

tiempo de incubacién (Figura 18).

Es importante destacar el efecto del tratamiento Fe®'/ascorbato 1 mM. Este
tratamiento resultdé tan agresivo que no solo incrementd el valor de tDFI (Figura 17),
sino que alterd notablemente las caracteristicas del citograma, con un gran aumento
de xDFI (Figura 13) (posicién de la nube en cuanto a la relacién rojo/fluorescencia
total) y SDDFI (Figura 14) (forma de la nube, mucho mas dispersa en las muestras

tratadas con este oxidante). Mientras que a las 3 h en este tratamiento aun se pudo
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identificar la poblacion original y una poblacidon “gemela” con un DFI mas alto y en
COMP (Anexo Il, citograma A5), a las 6 h y, sobre todo, a las 24 h (Anexo Il, citograma
A25), la poblacion principal practicamente desapareciéo y casi todas las células
formaron parte de COMP, formando una poblacién alargada en el sentido del eje de la
fluorescencia roja, dando lugar a un citograma similar DFI vs. fluorescencia total y un
histograma aplanado, en vez del tipico pico de los histogramas del SCSA. La
disminucién de la fluorescencia verde provocé un valor menor de HDS, como se ha

mencionado en el parrafo anterior.

El andlisis estadistico se centré en determinar el efecto del tiempo y de cada
tratamiento en las variables obtenidas del SCSA, utilizando modelos lineales de efectos
mixtos. Tal como sugieren los datos obtenidos, las variables del SCSA variaron muy
poco con el tiempo, excepto en los casos donde hubo un dafio apreciable (Figura 19).
Estudiando la variacién de los controles con el tiempo, encontramos un aumento
significativo y muy pequeno de las alteraciones de la cromatina, que fue significativo
solo a las 24 h (xDFI y tDFI) (Figura 19, xDFl y tDFI), aunque el valor de HDS se

incremento en el muestreo 3 h (Figura 19, HDS).

Después estudiamos el efecto de los tratamientos oxidantes dentro de cada
muestreo. En las figuras 20 a 25 se muestra la variacion de cada variable respecto al
Control respectivo, segun el efecto de cada oxidante y dosis. El analisis confirmé las
observaciones iniciales. En el caso de xDFI (Figura 20), las concentraciones 0,1 mM y
1 mM de Fe2+/ascorbato tuvieron un efecto significativo, siendo la magnitud del efecto
mucho mayor para 1 mM e incrementandose éste con el tiempo. El H,0, 100 mM tuvo
un efecto significativo y similar al de 0,1 mM de Fe**/ascorbato. El Fenton 1 mM tuvo
efecto solo a las 24 h, y este efecto fue menor al de los otros tratamientos (de hecho,
pasé desapercibido en una primera evaluacién de los datos). En el caso del SDDFI
(Figura 21), se observé menos cambios significativos respecto a los controles, con solo
1 mM de Fe®*/ascorbato teniendo un efecto significativo en todos los muestreos. Este
resultado fue consecuencia de la deformacion de la nube de puntos en el citograma
del SCSA, que no fue muy acusada con otros tratamientos, y que resulté en una mayor

desviacion de los valores de DFI.
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En cuanto a la proporcién de espermatozoides con DFI alto (>25%), solo 1 mM de
Fe®*/ascorbato tuvo un efecto significativo sobre hDFI, como esperabamos (Figura 23).
El andlisis de tDFI refleja la evoluciéon observada en las muestras, con 1 mM de
Fe®*/ascorbato ejerciendo un efecto muy significativo y creciente con el tiempo, y un
efecto menor pero también significativo a 0,1 mM. Del resto de tratamientos, solo 100

mM H,0, tuvo un efecto significativo en tDFI, y a 24 h (Figura 24).

El efecto de 1 mM de Fe**/ascorbato fue también muy significativo en HDS a
todos los tiempos, confirmando la disminucién de esta variable en las muestras
sometidas a este tratamiento (Figura 25). Los tratamientos con 1 mM Fentona 3 hy
0,1 mM Fenton a 6 h incrementaron ligera pero significativamente los valores de HDS,

sugiriendo un cierto efecto de estos tratamientos sobre la estructura de la cromatina.
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Figura 11. Resultados del test SCSA en muestras de humano. Muestra de un paciente
fértil (arriba) y de un paciente infértil (abajo) (Evenson et al., 2002). Los citogramas
revelan toda la informacion que proporciona el método SCSA. En el citrograma de la
izquierda, el eje X representa el DNA fragmentado, fluorescencia roja, y el eje Y, el DNA
estable, que emite fluorescencia verde. El citrograma central representa en el eje X,
DFI que es el ratio entre la fluorescencia roja y la total, y en el eje Y, la fluorescencia
total, es decir, la suma de la fluorescencia roja y verde. Por ultimo, el histograma de la
derecha representa la fragmentacion del DNA (con cada una de las subpoblaciones,

moderado y alto) (Evenson et al., 2002).
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Figura 12. Citogramas del anlisis de una muestra tratada con 1 mM de Fe**/ascorbato
e incubada durante 3 h a 37 °C (superior) y los citogramas de una muestra tratada con
1 mM de perdéxido de hidrégeno e incubada durante 3 h a 37 °C (inferior). El citograma
de la izquierda muestra los eventos capturados segun su fluorescencia roja y verde (la
escala muestra canales de fluorescencia, en una escala lineal). En este citograma, los
eventos cercanos al origen son descartados (ruido, restos celulares, restos de
diluyente, etc.). Se puede apreciar una poblacion principal (cromatina no alterada) a la
izquierda y, a la derecha de la linea diagonal de trazos, las células fuera de la poblacién
principal (COMP), con cromatina alterada (incremento de la fluorescencia roja sobre la
verde). Los eventos por encima de la linea horizontal (fluorescencia verde sobre el
canal 600) forman parte del HDS (proporcion de espermatozoides con alta tincién del
DNA, posiblemente con cromatina laxa). El citograma central enfrenta los valores de
DFI (calculados a partir de los valores verdes y rojo de cada espermatozoide) con los
valores de fluorescencia central. Se aprecia claramente la nube de puntos que forman
las COMP, a la derecha del limite de 25% del DFI. En este estudio hemos establecido
dos limites para calcular la proporcion de espermatozoides en COMP. La variable mDFI
es el porcentaje de espermatozoides con DFI mayor de 25% pero menor de 50%, y
hDFI es el porcentaje de espermatozoides con DFI mayor de 50%. A la derecha se
muestra un histograma de DFI, distinguiéndose el pico de la poblacién principal y las
células con DFI mas alto formando una prolongacién a la derecha.
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Figura 13. Representacion de los valores de cada réplica para xDFI. A tiempo 0 solo se

obtuvieron datos del Control. Se observé claramente el incremento de xDFl en 1 mM
de Fe**/ascorbato, y mas ligeramente en 0,1 mM de Fe**/ascorbato y en 100 mM H,0,
a24h.
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Figura 14. Representacién de los valores de cada réplica para SDDFI (desviacion
estandar de DFI). A tiempo O solo se obtuvieron datos del Control. Se observd
claramente el incremento de SDDFI en 1 mM de Fe**/ascorbato, y mas ligeramente en
0,1 mM de Fe**/ascorbato y en 100 mM H,0, a 24 h.
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Figura 15. Representacion de los valores de cada réplica para mDFIl (indice de
fragmentacion del DNA moderado, DFI entre el 25% y el 50%). Solo aparecieron
espermatozoides mDFI en las muestras con Fe?*/ascorbato a 1 mM en los muestreos a
6y 24 hyconH;0, 100 mM en el muestreo a 24 h.
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Figura 16. Representacion de los valores de cada réplica para hDFl (indice de
fragmentacion del DNA elevado, DFI mayor del 50%). Solo aparecieron
espermatozoides hDFI en las muestras con Fe?*/ascorbato a 1 mM en los muestreos a
6y 24 hyconH;0, 100 mM en el muestreo a 24 h.
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Figura 17. Representacién de los valores de cada réplica para tDFlI (mDFI+ hDFI, es
decir todos los espermatozoides con un DFI mayor del 25%). Se aprecian efectos en los
tratamientos de Fe*'/ascorbato a 1 mM gue causaron un incremento a todos los
tiempos de muestreo. También se incrementé el tDFI en el tratamiento Fe**/ascorbato
a 0,1 mM de forma mdas moderada pero evidente a las 24 h. Por ultimo, el H,0, elevd
el tDFI pero solamente a 100 mM vy tras 24 h de incubacion.
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Figura 18. Representacion de los valores de cada réplica para HDS (alto grado de
tincion). El HDS en nuestras muestras se encuentra en un valor medio entre el 10% y el
15%. Se ve incrementado segun trascurre el tiempo de incubacién y con los
tratamientos de Fe?'/ascorbato 0,01 y 0,1 mM, y también con Fe**/H,0, 0,1 mM y1
mM. El tratamiento Fe**/ascorbato 1 mM decrecié el valor de HDS, debido a que la

fluorescencia verde decrecio en estas muestras.
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Figura 19. Andlisis estadistico del efecto del tiempo en las muestras Control. Se
muestran los limites del intervalo de confianza al 95% para el efecto de cada tiempo
sobre el muestreo a las 0 h (el punto indica la media). Un efecto significativo (aumento
o reduccion del valor de la variable que probablemente no se deba al azar) se indica
con * (P<0,05), ** (P<0,01) o *** (P<0,001). La linea horizontal indica el efecto 0 (sin
efecto respecto al tiempo 0 h).
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Figura 20. Analisis estadistico del efecto de los tratamientos oxidantes sobre la variable
xDFI. Se muestran los limites del intervalo de confianza al 95% para el efecto de cada
tiempo sobre el Control del muestreo correspondiente (el punto indica la media). Un
efecto significativo (aumento o reduccién del valor de la variable que probablemente
no se deba al azar) se indica con * (P<0,05), ** (P<0,01) o *** (P<0,001). La linea
horizontal indica el efecto 0 (sin efecto respecto al Control respectivo.
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Figura 21. Analisis estadistico del efecto de los tratamientos oxidantes sobre la variable
SDDFI. Se muestran los limites del intervalo de confianza al 95% para el efecto de cada
tiempo sobre el Control del muestreo correspondiente (el punto indica la media). Un
efecto significativo (aumento o reduccion del valor de la variable que probablemente
no se deba al azar) se indica con * (P<0,05), ** (P<0,01) o *** (P<0,001). La linea
horizontal indica el efecto O (sin efecto respecto al Control respectivo).
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Figura 22. Analisis estadistico del efecto de los tratamientos oxidantes sobre la variable
mDFI. Se muestran los limites del intervalo de confianza al 95% para el efecto de cada
tiempo sobre el Control del muestreo correspondiente (el punto indica la media). Un
efecto significativo (aumento o reduccién del valor de la variable que probablemente
no se deba al azar) se indica con * (P<0,05), ** (P<0,01) o *** (P<0,001). La linea

horizontal indica el efecto 0 (sin efecto respecto al Control respectivo).
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Figura 23. Analisis estadistico del efecto de los tratamientos oxidantes sobre la variable
hDFI. Se muestran los limites del intervalo de confianza al 95% para el efecto de cada
tiempo sobre el Control del muestreo correspondiente (el punto indica la media). Un
efecto significativo (aumento o reduccion del valor de la variable que probablemente
no se deba al azar) se indica con * (P<0,05), ** (P<0,01) o *** (P<0,001). La linea

horizontal indica el efecto O (sin efecto respecto al Control respectivo).

60



Tamano del efecto (respecto al Control) Tamaiio del efecto (respecto al Control)

Tamano del efecto (respecto al Control)

tDFI1, 3 h

Fe?*/Ascorbato Fenton H,0,
* *kk
15-
1.0-
05-

o ST 0 A
001 0.1 1 001 0.1 1 1 10 100
Concentracion (mM)
tDFI, 6 h
Fe?*/Ascorbato Fenton H,0,

k% *kk
15-
I
05-

. S I o
001 0.1 1 001 0.1 1 1 10 100
Concentracion (mM)
tDFI, 24 h
Fe?*/Ascorbato Fenton H,0,

*kk *kk *k%k
15-
1.0-
05-
T e
001 0.1 1 001 0.1 1 1 10 100

Concentracion (mM)

61



Figura 24. Analisis estadistico del efecto de los tratamientos oxidantes sobre la variable
tDFI. Se muestran los limites del intervalo de confianza al 95% para el efecto de cada
tiempo sobre el Control del muestreo correspondiente (el punto indica la media). Un
efecto significativo (aumento o reduccién del valor de la variable que probablemente
no se deba al azar) se indica con * (P<0,05), ** (P<0,01) o *** (P<0,001). La linea
horizontal indica el efecto 0 (sin efecto respecto al Control respectivo).
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Figura 25. Analisis estadistico del efecto de los tratamientos oxidantes sobre la variable
HDS. Se muestran los limites del intervalo de confianza al 95% para el efecto de cada
tiempo sobre el Control del muestreo correspondiente (el punto indica la media). Un
efecto significativo (aumento o reduccién del valor de la variable que probablemente
no se deba al azar) se indica con * (P<0,05), ** (P<0,01) o *** (P<0,001). La linea

horizontal indica el efecto 0 (sin efecto respecto al Control respectivo).
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Tabla 3. Resultados SCSA de los tratamientos control, Fe**/ascorbato, H,0, y Fe**/H,0,

(Mediastdesviaciones estandar). Continua en la pagina siguiente.

Incubacidén .
(h) Tratamiento mM  xDFI SDDFI mDFI (%) hDFI (%) tDFI (%) HDS (%)
0 Control 0 19.4+40.1 1.4+0 0.31#0.1 010 0.30.1 11+0.1
3 Control 0 19,640,2 1,2¢0 0,310,1 010 0,3%0,1 12,6%1,1
3 Fe2+/ascorbato 0,01 20+0,1 1,3+0,1 0,3%0 0+0 0,3t0 13,5+1,2
3 Fe2+/ascorbato 0,1 21,3+0,6 1,6+0,1 1,7+0,9 0+0 1,7+0,9 13,4+0,5
3 Fe2+/ascorbato 1 25,4+0,9 5,8+0,6 47,4+9,8 0+0 47,4+9,9 8,1+0,9
3 Fe®'/H,0, 0,01 19,6+0,4 1,4+0,3 0,8+0,9 010 0,8+0,9 11,6+0,9
3 Fe®'/H,0, 0,1 19,5¢0,4 1,4+0,1 0,3%0,1 010 0,3+0,1 14,2+0,8
3 Fe®'/H,0, 1 20+0,9 1,4+0,1 0,4%0,3 010 0,4+0,3 14,4+0,3
3 H,0, 1 19,5¢0,3 1,4+0,1 0,3%#0,1 010 0,3%0,1 11,515
3 H,0, 10 20,8+0,6 1,3+0,1 0,4%0,3 010 0,4+0,3 1240,5
3 H,0, 100 21,4+0,2 1,4+0,2 0,5%0,3 0£0 0,5+0,3 12,8+0,8
6 Control 0 19,9+0,8 1,640,3 0,6%0,3 010 0,6+0,3 12,9+0,9
6 Fe’'/ascorbato 0,01 20,4+0,9 1,4+0,1 0,7+0,2 010 0,7+0,2 14,3%#1
6 Fe’'/ascorbato 0,1 22,4+0,7 1,5+0,1 4,1+2,2 010 4,1+2,2 14,1+1,2
6 Fe2+/ascorbato 1 34,3+4,1 8,4+1,5 83+7,5 0,2+0,2 83,2+7,6 6,71

xDFI, media de DFI (roja/fluorescencia roja+verde); SDDFI, desviacion estandar de DFI;
mDFlI, indice de fragmentacion del DNA moderado; hDFI, indice de fragmentacién del
DNA alto; tDFI, indice de fragmentacion del DFI total (hDFI+mDFl); HDS, alto de grado
de tinciodn.
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Tabla 3 (cont.). Resultados SCSA de los tratamientos control, Fe**/ascorbato, H,0, y

Fe**/H,0, (Mediastdesviaciones estandar).

Incubacion . mDFI hDFI
(h) Tratamiento mM  xDFI SDDFI (%) (%) tDFI (%) HDS (%)
6 Fe*/H,0, 0,01 20,2+0,3 1,4#0,1 0,5%0,1 00 0,5+0,1 12,510
6 Fe*/H,0, 0,1 19,9+0,3 1,4+0,1 0,440,2 010 0,4+0,2 14,6%1,4
6 Fe”*/H,0, 1 20,5¢0,4 1,5¢0,1 0,6%0,4 0+0 0,6+0,4 14+0,9
6 H,0, 1 20,3#0,6 1,6+0,5 1,2+14 0+0 1,241,4 11,9412
6 H,0, 10 20,940,6 1,4+0,2 0,410,2 010 0,4+0,2 11,7+0,2
6 H,0, 100 22,1+0,4 1,5¢0,1 1,709 0+0  1,7+0,9 13,3%0,5
24 Control 0 20,9+0,4 2,3t1 1,9+1,6 00 1,9+1,6 13,5+0,4
24 Fe’*/ascorbato 0,01 21,3+0,6 1,8+0,6 1,6+1,8 00  1,6+1,8 13,310,1
24 Fe’*/ascorbato 0,1 23,9+0,5 2,1#0,3 20+11,9 00 20,1#11,9 14,2+0,7
24 Fe**/ascorbato 1 44+1 10,5+0,5 97+0,9 1,1+0,9 98,1+0,8 5,7£1,3
24 Fe’*/H,0, 0,01 20,61 1,9+0,6 1,4+1,6 00 1,4+1,6 13+1,1
24 Fe*/H,0, 0,1 21,4+0,5 1,7+0,2 1,940,9 010 1,940,9 15,1%0,7
24 Fe”/H,0, 1 22,3+1,1 1,840,2 4,869 010 4,8+6,9 13,9+0,6
24 H,0, 1 206+1 1,9+0,6 1,1+1,3 0+0 1,141,3 13,2+1,1
24 H,0, 10 21,940,4 1,4+0,1 0,940,5 010 0,9+0,5 12,9+0,4

xDFIl, media de DFI (roja/fluorescencia roja+ verde); SDDFI, desviacion estandar de DFI;
mDFlI, indice de fragmentacion del DNA moderado; hDFl, indice de fragmentacién del
DNA alto; tDFI, indice de fragmentacién del DFI total (hDFI+ mDFI); HDS, alto de grado
de tincidn.
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7. Discusion.

En este estudio hemos comparado los efectos de tres generadores de radicales
libres de oxigeno (ROS) Fe2+/ascorbato, H,0,y Fe2+/H202 a diferentes concentraciones
y tiempos en semen de carnero. El dafio producido en la cromatina espermatica lo

hemos evaluado mediante el método SCSA.

Es bien conocido que el nucleo de los espermatozoides de los mamiferos es una
estructura muy estable, con un alto grado de organizacion y condensacién del DNA
(Ward and Coffey, 1991). La estabilidad de la cromatina es debida a puentes disulfuro
covalentes entre las protaminas y el reemplazo de las histonas durante la
espermatogénesis (Poccia, 1986). En este estudio, usando la técnica SCSA, se ha
evaluando la susceptibilidad de la cromatina espermdtica de carnero a la
desnaturalizaciéon (debida a la fragmentacidon del DNA) debido a la incubacién con
diferentes agentes oxidantes. El SCSA ha sido utilizado previamente para analizar el
DNA espermdtico de toros (Ballachey et al., 1987), cerdos (Evenson et al., 1994),
équidos (Lo et al., 2002), ratones (Evenson et al., 1993), ciervos, osos (Garcia-Macias et

al., 2006) y humanos (Evenson, 1999).

Los ROS tienen un doble efecto en el espermatozoide. Por una parte a bajas
concentraciones participan en la transducciéon de sefiales que inducen Ia
hiperactivaciéon (de Lamirande and Gagnon, 1992), la capacitacion (Ford, 2004), la
fusién del ovocito con el espermatozoide y la reaccion acrosémica (Aitken et al., 1989).
Pero si las concentraciones son elevadas inducen dafio en la cromatina del
espermatozoide, que puede impedir que el espermatozoide fertilice el ovocito,
disminuir la tasa de fertilizacién, aumentar la tasa de abortos y las malformaciones
fetales (Virro et al., 2004). También se ha visto que elevadas concentraciones de ROS
estan correlacionadas con una pobre motilidad espermatica y con otras alteraciones,

como la peroxidacion lipidica (Peris et al., 2007).

No obstante, el origen del dafio en el DNA del espermatozoide no solamente esta
causado por los ROS. Hay autores que defienden que las rupturas de la hebra de

cromatina es una forma de apoptosis del espermatozoide (Gorczyca et al., 1993). Se ha
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descubierto que las endonucleasas presentes en el semen pueden cortar el DNA de los

espermatozoides y dafiar la integridad del genoma espermatico (Evenson, 1999).

Existen diferencias interespecificas entre los citogramas obtenidos mediante
SCSA (Garcia-Macias et al., 2006). En los histogramas FL-1 (fluorescencia verde) varian
el nimero de picos, correspondientes a la poblacién principal (Figura 27). Se ha
observado la presencia de dos picos en los histogramas de rumiantes (tanto de semen
eyaculado como en semen epididimario). En cambio, los histogramas de perro u oso
solo presentan un pico. La presencia de dos picos en los rumiantes es debido a la
morfologia de la cabeza de los espermatozoides. La cabeza presenta una forma plana.
Dando lugar a histogramas con picos asimétricos, que se extienden hacia mayores
valores de fluorescencia. Esto es un artefacto por a la geometria y el alto indice de
refraccion de la cabeza del espermatozoide. Cuando el laser incide por la cara plana
emite mas fluorescencia, en comparacién a si lo atraviesa perpendicularmente a la
cara plana (Gledhill et al., 1976). Por este motivo, en especies como el perro y el oso
solamente se observa un pico, porque las cabezas de los espermatozoides son mas
pequeiias y cortas que las cabezas de los espermatozoides del carnero o del ciervo. Se
considera que este hecho no afecta a los resultados de la fluorescencia por la

proximidad de los dos picos en los rumiantes (Garcia-Macias et al., 2006).

Green Fluorescence
histograms

Carnero Cervo nojo Oso

Figura 27. Histogramas FL-1 (fluorescencia verde) de SCSA realizado con
espermatozoides de carnero, ciervo rojo y 0so. Se observa la presencia de dos picos en
los histogramas de carnero y ciervo rojo. Por el contrario, el histograma del oso

solamente presenta un pico (Garcia-Macias et al., 2006).
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Otra diferencia entre especies consiste en, la compactacién de la poblacion
principal. En el caso de los humanos la compactacién de la poblacidon principal es

menor que en el resto de las especies de mamiferos (Garcia-Macias et al., 2006).

También se han estudiado las posibles variaciones de las caracteristicas de la
cromatina espermatica a lo largo de los periodos reproductivos anuales. En el caso de
carnero no se encontraron diferencias significativas a lo largo del afio en los
pardmetros SCSA, pero todos los parametros difirieron (P<0.01) entre el verano vy la
estacion reproductiva y no reproductiva, indicando un alto grado de descondensacién
y una baja proporcién de espermatozoides con alto grado de tincién (HDS). En cambio,
en el oso si que se hallaron diferencias en los diferentes periodos del afio. En la época
reproductiva (mayo y junio) y en los meses posteriores (julio y agosto), se ha
observado que la cromatina espermdtica presenta mayor grado de inmadurez y
descondensacion que en otros periodos del ciclo reproductivo. Esto puede ser debido
al que el transito epididimario en la temporada reproductiva es mas rapido (Garcia-

Macias et al., 2006).

El efecto de los ROS también varia entre machos de la misma especie

(Dominguez-Rebolledo et al., 2009).

En estudios anteriores, se ha observado que incubando semen de ciervo rojo con
100 uM y 1 mM de H,0, durante 180 min se produce un descenso de la motilidad de
las muestras (Martinez-Pastor et al., 2009a). El descenso de la motilidad tras la
incubacién con peroxido de hidrégeno se ha observado también en el semen humano
(Aitken et al., 1993). En el semen de carnero se han realizado estudios similares y se ha
concluido que el pardmetro mas sensible al H,0, es la motilidad (Peris et al., 2007). La
motilidad de los espermatozoides disminuye en presencia de H,0, lo cual se atribuye a
la inactivacion de las enzimas glicoliticas que provienen de energia al flagelo (Baumber
et al., 2000). Ademas, también se ha comprobado en cerdos que la presencia de H,0,

incrementa la peroxidacion lipidica e induce la capacitacion (Awda et al., 2009).

En cuanto al dafio que causa el perdxido de hidrégeno en la cromatina

espermatica. Se ha observado que el %DFI se incrementa tras la incubacién con este
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agente (150 y 300 uM durante 24 h) en semen de carnero (Peris et al., 2007). En
nuestro estudio, con perodxido de hidrogeno (H,0,) solo se ha encontrado dafio en el
DNA a elevadas concentraciones, 100 mM y tras 24 h de incubacion. El valor de tDFlI
fue solamente del 10%. Sin embargo, en anteriores estudios se habia detectado dano
con concentraciones de H,0, de tan solo 200 uM. Esto puede ser debido a la diferente
sensibilidad al peréxido de hidrégeno entre los distintos machos (Dominguez-
Rebolledo et al., 2011). Las diferentes respuestas que muestran los espermatozoides
de machos de la misma especie a un mismo tratamiento oxidante pueden ser debido a
factores individuales, segin se ha estudiando en el semen de ciervo rojo. La
alimentaciéon o condicion corporal influyen sobre la resistencia o sensibilidad de los
espermatozoides al estrés oxidativo. Ya que, por ejemplo, se producen cambios en la
composicion de las membranas o en la expresion de enzimas antioxidantes

(Dominguez-Rebolledo et al., 2009).

Peris et al. (2007) informaron que el DNA de los espermatozoides de carnero es
relativamente resistente al dafio inducido por el H,0,. Esta resistencia puede ser
debida a que los espermatozoides de carnero solo presentan la protamina P1, a
diferencia de los humanos, ratéon y caballo que presentan la P1 y P2. Se ha
comprobado que la cromatina espermatica de especies que presentan ambas
protaminas es mas susceptible a la descondensacion (Perreault et al., 1988). Por ello,

el semen de carnero seria mas resistente al estrés oxidativo inducido por H,0,.

En cerdos, se ha observado que la presencia de 0,015% H,0; a 37 °C durante 48 h
induce la fragmentacién del DNA (analizado mediante SCD) (de la Torre et al., 2007). El
tiempo de incubacién es mucho mayor que en nuestro experimento, pero viene a
confirmar que la presencia de perdéxido de hidréogeno durante largos periodos de

incubacién induce la fragmentacion del DNA espermatico.

También se han realizado estudios analizando el dafio que induce el H,0; en el
semen de ciervo rojo. Se ha comprobado que en esta especie, la exposicidon del semen
a H,0, es mas citotdxica que la exposicidon a Fe2+/ascorbato (Martinez-Pastor et al.,

2+ . . ~
2009a). No obstante, el Fe“"/ascorbato parece inducir un dafio mayor al ADN, tal como

hemos confirmado en el presente trabajo. El DNA del semen de ciervo se fragmenté
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con 200 puM de H,0,, pero no con una concentracion de 100 uM (Dominguez-
Rebolledo et al., 2011). Fueron concentraciones de perdéxido de hidrogeno menores
gue en nuestro estudio las que provocaron la fragmentacién. Lo que apoya la teoria de
la resistencia del semen de carnero a la fragmentacion inducida por el perdxido de

hidrégeno.

En el caso de espermatozoides humanos, no se detectaron dafios en el DNA, tras
incubar durante 1 h semen de hombres normospérmicos con 25 uM de H,0,. En
cambiod, se observo dano (mediante TUNEL) tras 24 h de incubacién. Estos autores
indicaron que pequefias concentraciones de ROS pueden inducir dafio tras largas
incubaciones (Ramos and Wetzels, 2001). En otro estudio, utilizando la técnica COMET,
mostrdé que con tan solo 100 y 200 uM de H,0, durante 1 h en semen de hombres
normospérmicos causaba un importante incremento en el dafio del DNA, y que
solamente fue necesario 40 uM de H,0, para causar un pequefio incremento en el
dafio del DNA de muestras astenozoospérmicas (Hughes et al., 1996). En el caso del
semen de humano, la mala calidad de las muestras separa a los humanos del resto de
especies de mamiferos. Se ha observado en muestras procedentes de hombres fértiles
que presentan un gran numero de formas anormales (hasta un 85%) segun la
Organizacion Mundial de la Salud (1999). Estos bajos indices de calidad se traducen en
una baja fertilidad y mayores tasas de aneuploidias, pérdidas de embarazo y defectos
en los recién nacidos. Una de las causas ultimas de esta alteracion de los
espermatozoides se ha atribuido a la formacion de ROS por los propios
espermatozoides y/o la interrupcion de los mecanismos de defensa antioxidante en el
tracto reproductivo masculino. Una de las anormalidades mds frecuente es la
presencia de gota citoplasmatica. El exceso de citoplasma conlleva un mayor nimero
de enzimas que estimulan la produccién de ROS por el propio espermatozoide (Aitken

and Sawyer, 2003.)

El reactivo de Fenton (Fe2+/H202) indujo dafio al DNA del espermatozoide solo a
la concentraciéon mas elevada (1 mM) tras 24 h de incubacidn. Este efecto fue menor al
de los otros tratamientos, e incluso pasé desapercibido en la primera evaluacién de los

citogramas. La accidn de este compuesto es debido a que el metal, en este caso el Fe**,
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cataliza una reaccion que da lugar a radicales hidroxilo. Los radicales hidroxilo son unas
especies reactivas muy potentes, iniciadoras de la peroxidacion lipidica (Baumber et
al., 2003). No obstante, debemos tener en cuenta que, en comparacién con el H,0,, el
reactivo de Fenton fue mas agresivo con las muestras. Si bien el efecto a 24 h fue
incluso menor en las concentraciones mas altas, utilizamos una concentracién de H,0,
100 veces menor en el reactivo de Fenton. Es posible que, de haber utilizado una

concentracion 100 mM, el efecto habria sido mucho mayor que el del H,0,.

El Gltimo tratamiento fue con Fe**/ascorbato. EI Fe** se oxida a Fe*. EI Fe®* es
reciclado por el ascorbato a Fe*, reaccion en la cual se producen radicales hidroxilo.
En estudios anteriores con semen de ciervo rojo se ha observado que este agente
tiene muy poco efecto sobre la movilidad de los espermatozoides o el potencial de
membrana mitocondrial, al contrario que el perdxido de hidrégeno (Martinez-Pastor et
al., 2009a). Este pequefio efecto puede ser debido a que el radical hidroxilo tiene una
vida muy corta y, es relativamente impermeable en las membranas bioldgicas
(Martinez-Pastor et al.,, 2009a). Por el contrario, otro estudio con ciervo rojo
demuestra que tras incubar con 100 pM Fe?" y 1 mM ascorbato durante 6 h se redujo
significativamente la movilidad de los espermatozoides (Fernandez-Santos et al.,
2009). Estas diferencias pueden ser debidas, como afirmé Dominguez-Rebolledo et al.,
(2011), a factores individuales de los machos. El Fe** es también un potente promotor

de la peroxidacidn lipidica (Martinez-Pastor et al., 2009a).

En nuestro estudio, el tratamiento con Fe**/ascorbato resulto en un dafio
evidente en el DNA. En este caso observamos una clara respuesta con dosis crecientes,
que se hizo evidente en cada tiempo de muestreo. La muestra tratada con 10 pM
apenas sufrio cambios, mientras que la tratada con 1 mM tuvo un cambio enorme, que
a las 24 h llegé incuso a desaparecer la poblacién principal. En estudios realizados con
semen de toro, se observd también un incremento del dafio en el DNA del
espermatozoide tras la incubacién con Fe** 100 uM y ascorbato 1 mM. Ademas este
incremento del dafio fue mds elevado con tiempos de incubacidn mayor, como sucedié

en un experimento anterior con ciervo rojo (Fernandez-Santos et al., 2009).
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En otro estudio en que se analizé el efecto en el DNA de ciervo rojo de diferentes
generadores de radicales no se encontrd ninguna diferencia en el dano producido por
los distintos tratamientos oxidantes en el DNA, incluyendo el Fe2+/ascorbato a
concentraciones de 1 a 100 uM (Martinez-Pastor et al., 2009a). En ese estudio se
incubaron las muestras solo 3 h, lo cual pudo haber sido insuficiente para detectar

dafios en el ADN espermatico.

Otra variable que nos proporciona SCSA es el SDDFI (desviacidon estandar del
DFI1). En nuestro estudio solamente se incrementd con 1 mM de Fe2+/ascorbato, y mas
ligeramente en 0,1 mM de Fe**/ascorbato y en 100 mM H,0; a 24 h. Este resultado es
consecuencia de la deformacién de la nube de puntos en el citograma del SCSA, que no
es muy acusada con otros tratamientos, y que resulta en una mayor desviacién de los
valores de DFI. En estudios realizados con semen de carnero, se observd que tras la
incubacién con H,0, a diferentes concentraciones (50, 150 y 300 uM) durante 24 h. No
se encontraron diferencias significativas en el valor de SDDFI. En comparaciéon con
nuestro experimento, la concentracion de perdxido de hidrégeno fue menor (Peris et

al., 2007).

En estudios de fertilidad en toros y de toxicologia en ratones han mostrado que
el valor del SDDFI es un 20-30% mas sensible que el DFI (Ballachey et al., 1987). En
cambio, en un estudio con semen de toro se observd que el valor SDDFI no era
significativo. Se incub6 el semen con Fe®'/ascorbato durante 6 h. Después se analizé el
dafio mediante SCSA. Y en este caso el valor SDDFI solamente discriminé el semen de
uno de los tres toros de la muestra control (Martinez-Pastor et al.,, 2009b). En
humanos, en los resultados preliminares de las investigaciones se ha observado que la
desviacion estandar de DFIl es un 10% mas sensible que el DFI en estudios sobre

infertilidad (Evenson and Wixon, 2006b).

Por ultimo, la variable HDS en nuestro experimento oscila entre un 10 y un 15%,
con un pequeno aumento al trascurrir el tiempo de incubacidn, y con los tratamientos
de Fe2+/ascorbato 0,01 mM y 0,1 mM, asi como en Fenton 0,1 M y 1 mM. El
tratamiento Fe?*/ascorbato 1 mM redujo apreciablemente el valor de esta variable,

debido a que la fluorescencia verde decrecié en las muestras a las que se le aplicd este
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tratamiento. En estas muestras, HDS decrecié con el tiempo de incubacion. En otro
estudio (Martinez-Pastor et al., 2009b), con semen de toro, se observo también que el
HDS disminuye con el tiempo tras la incubacién con Fe**. Esta disminucidn se asocid a
posibles cambios que se producen en la cromatina durante la incubacién que afectan a
la organizacion de la cromatina espermatica. Evenson and Wixon, (2006) indicaron que
el HDS puede indicar la proporcién de espermatozoides inmaduros en la muestra. En
otro estudio con semen de carnero (Garcia-Macias et al., 2006), se estudiaron las
posibles variaciones que presenta el semen de carnero a lo largo del afo. Se observé
qgue el valor del pardmetro HDS decrecia en verano. Esta disminucién puede indicar
que hay otros factores, ademds de la inmadurez de la cromatina espermatica, que
afectan al valor HDS. Uno de estos factores puede ser en este caso la temperatura

ambiental.

En estudios con semen humano, se ha observado que las muestras que
presentan el valor de HDS incrementado (HDS>15%). Este incremento se relaciona con
una disminucién en la tasa de fertilizacion y un mayor tiempo para conseguir una
gestacién (in vivo o in vitro) (Virro et al., 2004). Por otro lado, el valor de HDS no

presenta relacién con la tasa de fertilizacién mediante ICSI (Bungum et al., 2004).

Estas muestras que se han analizado mediante SCSA, se van analizar
posteriormente mediante gPCR. Y los resultados obtenidos mediante qPCR se
compararan con los obtenidos del SCSA. Es decir, las muestras en las que hemos
observado dafio deberian resultar en unas PCR menos eficientes, y esta menor
eficiencia deberia corresponderse al nivel de dafio (por ejemplo, el Fe’/ascorbato a 3,
6y 24 h deberia dar una eficiencia menor en correspondencia). Esto nos permite ver si
la técnica es al menos tan sensible como el SCSA. Ademas, nos permitird ver si la gPCR
es mas sensible. Por ejemplo, esperamos que en todos los tratamientos haya al menos
un poco de dafio, pero igual con el SCSA no somos capaces de verlo, pero tal vez si con

la qPCR.
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8. Conclusiones.

En resumen, nuestros resultados muestran claras diferencias entre los

generadores de ROS.

El Fe*/ascorbato es el que mas dafio a inducido en el DNA de los

espermatozoides de carnero, en comparacién con los otros dos.

En el caso del perdxido de hidrogeno, solamente la concentracion mas elevada
(100 mM) y tras 24 h de incubacidon ha inducido fragmentacion del DNA. Aunque
debemos tener en cuenta que las concentraciones fueron dos érdenes en magnitud

mayores que las utilizadas en los otros tratamientos.

Por altimo, el reactivo de de Fenton (Fe2+/H202) indujo dafio al DNA a la
concentracion mas elevada (1 mM) y tras 24 h de incubacidon. No obstante, debemos
tener en cuenta que en comparacién con el tratamiento H,0,, el reactivo de Fenton
fue mds agresivo con las muestras. Ya que la utilizamos una concentracién de H,0, 100

veces menor.

Este experimento estd incluido dentro de una linea experimental, cuyo objetivo
es analizar el dafo en el DNA de los espermatozoides de carnero mediante qPCR “real
time”. Estos resultados serviran como referencia para comparar con los obtenidos

mediante la gPCR.
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Anexo 1. Composicion de los medios y soluciones utilizados.

Salvo que se indique lo contrario, todos los medios se preparan con agua milli-Q.

Tabla 1. Medio de congelacidn. Diluyente de congelacion.

Concentracion final
Productos quimicos (mM si no se indica
otra unidad)

TES (Sigma T-6022) 218
Tris (Sigma T-1410) 58
Fructosa (Sigma F-3510) 11
Yema de huevo clarificada 10% (v/v)
Glicerol (Sigma G-5516) 4% (v/v)

pH: 7,2; osmolaridad antes de afiadir yema de huevo y glicerol: 320 mOsm/kg

Tabla 2. Stock Fe*/ascorbato.

Concentracion final

Productos quimicos (mM si no se indica
otra unidad)

FeSO,4 (Sigma F8048) 10

Ascorbato sédico (Sigma A4034) 100

Tabla 3. Stock H,0, 1 M.

Concentracion final
Productos quimicos (M si no se indica
otra unidad)

H,0, (Sigma H1009) 1
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Tabla 4. Stock Fe**/H,0,.

Concentracion final
Productos quimicos (mM si no se indica
otra unidad)
FeSO, (Sigma F8048) 10
H,0, (Sigma H1009) 10

Tabla 5. TALP- Hepes. Medio TALP (Tyrode-Albumin-Lactate-Pyruvate) con Hepes como

tampon.

Concentracion final
Productos quimicos (mM si no se indica
otra unidad)

NaCl (Sigma S5886) 100
KCI (Sigma P5405) 3,1
CaCl, (Sigma C7902, dihidrato) 3
MgCl, (Sigma M8266, anhidro) 0,4
NaH,PO4 (Sigma S9638, monohidrato) 0,3
NaHCO; (Sigma S5761) 25
Lactato de sodio (Sigma L4263, sirope 60%) 21,6
Piruvato de sodio (Sigma P4562) 1
Glucosa (Sigma G8270) >
HEPES (free acid) (Sigma H4034) 10
BSA (Sigma A3311) 5 mg/mL
Gentamicina (Sigma G1397) 10 mg/L
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Tabla 6. Glutaraldehido 2%. Agente fijador de los espermatozoides.

Concentracion final
Productos quimicos (mM si no se indica
otra unidad)

Glucosa (Sigma G8270) 0,16
Citrato de sodio (Sigma C0909) 0,03
Bicarbonato de sodio (Sigma S5761) 0,02

Tabla 7. Stock 10X de TNE (Tris/ NaCI/EDTA) es un medio tamponado que se utiliza

para diluir las muestras seminales antes de congelarlas. Se diluye 10 veces antes de su

uso.
Concentracion final
Productos quimicos (mM si no se indica
otra unidad)
Tris- HCI (Sigma T5941) 100 mM
NaCl (Sigma S9625) 1,5 M
EDTA disédico (Sigma E1644) 10 mM

Se ajusta el pH a 7,4 con NaOH 2 N.

Tabla 8. Medio detergente-acido para SCSA. Permeabiliza las membranas de los
espermatozoides y el pH bajo desnaturaliza el DNA donde la cromatina es mas laxa o la

doble esta rota.

Concentracion final

Productos quimicos (mM si no se indica
otra unidad

NacCl (Sigma S9625) 150

Triton X- 100 (Sigma T9284) 0,1% v/v

HCl 2 N (Sigma H1758) 80

Se ajusta el pHa 1,2.

85



Tabla 9. Solucion de tincion para SCSA. El naranja de acridina es un colorante
metacromatico. Emite color verde cuando se une a DNA de doble hebra, y de color

rojo cuando se une a DNA de hebra sencilla.

Concentracion final (mM si no

Productos quimicos e s .
a se indica otra unidad

NaCl (Sigma S9625) 150
Acido citrico (Sigma C0759) 100
Na,HPO4 (Sigma S0876) 200
EDTA disédico (Sigma E6635) 1
Naranja de acridina alta pureza Polysciences

(Acridine orange, Cl 46005 en solucién a 1 mg/mL en 0,02
H,0)

Se ajusta el pH 6 con NaOH concentrado.
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Anexo Il. Datos obtenidos del andlisis de citometria de
flujo.

En este anexo se muestran los citogramas obtenidos del andlisis por citometria
de flujo. En cada figura el citograma de la izquierda muestra los eventos capturados
segun su fluorescencia roja y verde (la escala muestra canales de fluorescencia, en una
escala lineal). En este citograma, los eventos cercanos al origen son descartados (ruido,
restos celulares, restos de diluyente, etc.). Se puede apreciar una poblacién principal
(cromatina no alterada) a la izquierda y, a la derecha de la linea diagonal de trazos, las
células fuera de la poblacion principal (COMP), con cromatina alterada (incremento de
la fluorescencia roja sobre la verde). Los eventos por encima de la linea horizontal
(fluorescencia verde sobre el canal 600) forman parte del HDS (proporciéon de
espermatozoides con alta tincién del ADN, posiblemente con cromatina laxa). El
citograma central enfrenta los valores de DFI (calculados a partir de los valores verdes
y rojo de cada espermatozoide) con los valores de fluorescencia total. Se aprecia
claramente la nube de puntos que forman las COMP, a la derecha del limite de 25% del
DFI. En este estudio hemos establecido dos limites para calcular la proporcion de
espermatozoides en COMP. La variable mDFI es el porcentaje de espermatozoides con
DFI mayor de 25% pero menor de 50%, y hDFI es el porcentaje de espermatozoides
con DFI mayor de 50%. A la derecha se muestran los histogramas de DFl,
distinguiéndose el pico de la poblacidon principal y las células con DFI mds alto

formando una prolongacion o un segundo pico a la derecha.
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a37°C
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Rojo (ADN Fragmentado) DNA Fragmentation Index (DFI) DNA Fragmentation Index (DFI)

Citograma A24. Muestra tratada con 100 uM de Fe?*/ascorbato e incubada durante

24ha37°C
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Rojo (ADN Fragmentado) DNA Fragmentation Index (DFI) DNA Fragmentation Index (DFI)

Citograma A25. Muestra tratada con 1 mM de Fe*/ascorbato e incubada durante 24 h

a37°C.
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Citograma A26. Muestra tratada con 1 mM de H,0, e incubada durante 24 h a 37
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Citograma A27. Muestra tratada con 10 mM de H,0, e incubada durante 24 h a 37
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Citograma A28. Muestra tratada con 100 mM de H,0, e incubada durante 24 h a 37 °C.
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Citograma A29. Muestra tratada con 10 uM de Fe2+/H202 e incubada durante 24 h a

37 °C.
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Citograma A30. Muestra tratada con 100 uM de Fe**/H,0, e incubada durante 24 h a

37 °C.
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Citograma A31. Muestra tratada con 1 mM de Fe2+/H202 e incubada durante 24 h a

37 °C.
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