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Indice de fragmentacién del ADN espermatico de alpacas
(Vicugna pacos) utilizando la prueba de dispersion de la
cromatina espermatica

Sperm DNA fragmentation index of alpaca (Vicugna pacos) using the sperm
chromatin dispersion test

Nancy Huanca'?, César Ordoiez', Enrique Ampuero', Hernan Cucho!

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue analizar la fragmentacion del ADN espermatico
en espermatozoides de alpaca recuperados de la desviacion de los conductos deferentes
(DCD), asi como de los colectados por electroeyaculacion (EE) y mediante poscopula
(PC). El semen fue colectado de tres machos por método en tres oportunidades por
animal. Se evalud el volumen, movilidad, concentracion, vitalidad, funcionalidad de la
membrana espermatica e indice de fragmentacion de ADN espermatico. Las variables
microscopicas se evaluaron con el Integrated Semen Analysis System - ISAS®; el indice
de fragmentacion de ADN espermatico (IFAE) se determind por el método de la disper-
sion de la cromatina (SCD). Los datos del IFAE fueron analizados mediante un disefio de
bloques completamente al azar. Se encontré un IFAE de 36.44 +22.50% en el método de
DCDyde 13.65+18.98%y 8.42 + 10.28% para espermatozoides colectados por EE y PC,
siendo estos dos ultimos superiores (p<0.05) al método de DCD. Se encontré6 menor
porcentaje de indice de fragmentacion de ADN espermatico en semen colectado median-
te de poscopula y electroeyaculacion.
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ABSTRACT

The aim of this study was to analyse the DNA fragmentation in alpaca spermatozoa
recovered from the vas deferens deviation (VDD), as well as those collected by
electroejaculation (EE) and by post-copula (PC). The sperm was collected from three
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males per method and three times per animal. Volume, motility, concentration, vitality,
functionality of the spermatic membrane and sperm DNA fragmentation index were
evaluated. Microscopic variables were evaluated with the Integrated Semen Analysis
System - ISAS®; the sperm DNA fragmentation index (DFI) was determined by the
chromatin dispersion method (VDD). The DFI data was analysed using a completely
randomized block design. An DFI of 36.44 + 22.50% was found in the VDD method and
13.65 + 18.98% and 8.42 + 10.28% for sperm collected by EE and PC, the latter two being
superior (p<0.05) to the VDD method. A lower percentage of sperm DNA fragmentation
was found in semen collected by post-copulation and electroejaculation.
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INTRODUCCION

Los camélidos sudamericanos tienen
caracteristicas seminales particulares, tales
como semen filante y viscoso, escaso volu-
men, baja concentracion espermatica y au-
sencia de movilidad progresiva (Miragaya et
al., 2008). Por otro lado, las caracteristicas
de calidad habituales evaluadas en el semen,
como volumen, concentracion, movilidad, vi-
talidad, morfologia y funcionalidad de la mem-
brana plasmatica no necesariamente reflejan
la calidad del ADN espermatico (Carretero
etal.,2012a,2017), ni revelan alteraciones a
nivel de la estructura de la cromatina en el
ADN espermatico (Cortés-Gutiérrez et al.,
2007); de alli 1a importancia de considerar la
evaluacion del ADN espermatico dentro de
las valoraciones seminales de rutina (Tomsu
et al.,2002; Agarwal y Allamaneni, 2004).

La integridad del ADN espermatico se
le considera como un factor importante en la
fertilidad del macho, pues es determinante
tanto para el éxito en la fecundacion, como
para el desarrollo normal del embrion y del
feto (Berenguer et al., 2008; Gonsalvez et
al., 2008; Sakkas y Alvarez, 2010). Las anor-
malidades en el material genético pueden
expresarse por defectos en la maduracion o
condensacion nuclear, rupturas del ADN y
anormalidades cromosdmicas (Carretero et
al., 2017).

Se conocen algunos factores que pue-
den causar dafio irreversible en el ADN del
gameto, ya sea de origen intrinseco o extrin-
seco, que ocurren durante el proceso de
espermatogénesis o en el transporte a través
del tracto reproductivo. Entre estas se en-
cuentran la apoptosis durante el proceso de
espermatogénesis, empaquetamiento anormal
de la cromatina, deficiencias en la recombi-
nacion del material genético, fragmentacion
de ADN pos-testicular, episodios de fiebre
alta, enfermedades inflamatorias, y dafios in-
ducido por radioterapias, quimioterapias o
agentes toxicos (Cortés-Gutiérrez et al.,
2007; Sakkas y Alvarez, 2010).

La defensa de los espermatozoides con-
tra el dafio de su material genético se sostie-
ne basicamente por la sustitucion de histonas
por protaminas que producen una stiper con-
densacion de la cromatina y estabilizan el
ADN covalentemente por enlaces intra e
intermoleculares de disulfuro (Mukhopadhyay
et al., 2011). En el semen de bovino se ha
indicado que la inmadurez en los
espermatozoides los hace mas propensos a
la degradacion del ADN por la criopreser-
vacion (Mukhopadhyay et al., 2011). Asi, el
objetivo de este estudio fue determinar y com-
parar el indice de fragmentacion del ADN
espermatico de alpacas (Vicugna pacos)
colectados por tres métodos (electroeya-
culacion, desviacion del conducto deferente
y poscopula), utilizando la técnica de la dis-
persion de la cromatina.
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MATERIALES Y METODOS

Lugar de Estudio y Animales

El estudio fue realizado en el Centro de
Investigacion en Camélidos Sudamericanos
(CICAS) La Raya, de la Facultad de Cien-
cias Agrarias, de la Universidad Nacional de
San Antonio Abad del Cusco. La zona se
encuentra a 4133 msnm. Se utilizaron nueve
alpacas macho adultos de 6-8 afos, con peso
inicial de 69.1 + 9.8 kg, criados sobre prade-
ras naturales.

Coleccion de Semen

Se utilizaron tres animales por método
de colecta y se realizaron tres colectas por
cada animal entre enero y abril. Para la re-
cuperacion de los espermatozoides de los
conductos deferentes (DCD), se utiliz6 0.3
ml de base Tris (Souza, 2009) en viales de 2
ml, siguiendo el procedimiento descrito por
Meza et al. (2018). La coleccion de semen
mediante electroeyaculacion (EE) fue de
acuerdo a la técnica descrita por Director et
al. (2007) y modificada para este especie,
utilizando anestesia general. La coleccion de
semen por el método de poscopula (PC) fue
segun la técnica descrita por Garcia et al.
(2017). En todos los casos, las muestras fue-
ron inmediatamente conservadas a 37 °C. Los
eyaculados con concentraciones de
espermatozoides menores a 25 x 10%/ml, con
presencia de orina, o de eyaculacion parcial
fueron excluidos del estudio.

Evaluacion de Semen

Lamovilidad total (moviles progresivos
y moéviles no progresivos), y la concentracion
se evaluaron en el ISAS® (Proiser R+D,
Paterna, Espafa), que incluye un microsco-
pio de contraste de fase UOP — UB200i, con
un objetivo de contraste de fase negativo de
10x (Meza et al., 2018), y una video cdmara
(Ximea MQO003MG-CM; Ximea, Alemania).
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La vitalidad se determin6 mediante fluores-
cencia, usando el kit VitalTest® (Halotech,
Espaia) siguiendo las especificaciones del
fabricante, capturando no menos de 200
espermatozoides por muestra. La funcio-
nalidad de la membrana espermatica se eva-
lu6 mediante la prueba hipoosmotica (50
mOsm/kg), contandose no menos de 200
espermatozoides por muestra. En estas dos
ultimas pruebas, se empleo el objetivo 40X
del sistema ISAS®.

indice de Fragmentacién de ADN Esper-
matico

La fragmentacion del ADN espermatico
se analiz6 con el test de la dispersion de la
cromatina espermatica - SCD (Fernandez et
al.,2003), empleando el kit Halomax ® ram
(Halotech, Espafia) (Gonsalvez et al., 2008).
Publicaciones sobre la técnica se han descri-
to tanto para el caso de humanos como para
animales (Fernandez ef al., 2005; Enciso et
al., 2006; Cortes-Gutiérrez et al., 2008).

Los portaobjetos con las muestras fue-
ron tefiidos con Diff Quik (6 min con Diff
Quik I [Eosina] y 6 min con Diff Quik II [azul
de metileno]), y 6 min con la tincion Wrigth.
Luego fueron lavados con agua destilada,
dejandose a secar a temperatura ambiente.
El dafio del ADN se determind utilizando un
microscopio de campo claro con objetivo de
40X, en el modulo de fragmentacion de ADN
del ISAS®. Se tomaron fotogramas de no
menos de 300 espermatozoides por muestra
(Figura 1). Los espermatozoides con ADN
fragmentado presentan un gran halo de difu-
sion de los fragmentos de cromatina, mien-
tras que aquellos que no estan afectados no
presentan halo de bucles de cromatina, o este
es de tamafio muy reducido y compacto (Po-
sado, 2014; Carretero et al., 2012a;
Gonsalvez et al., 2008). El control positivo
para SCD se obtuvo exponiendo esperma-
tozoides de alpaca a una temperatura de 80 °C
por 5 minutos, consiguiendo 86% de
espermatozoides fragmentados o dafiados.
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Figura 1. Espermatozoides de alpaca con ADN intacto (a) y con ADN fragmentado (b). Colo-
racion Diff Quik y Wright (Barra de escala =5 um)

Analisis Estadistico

Se obtuvo estadistica descriptiva del
volumen, movilidad, vitalidad, concentracion
y funcionalidad de la membrana espermatica.
El indice de fragmentacion de ADN esper-
matico se analizo con un disefio de bloques al
azar, previo analisis de normalidad (test de
Kolmogorov-Smirnov) y de homogeneidad de
varianzas (test de Levene). Para los céalculos
estadisticos se utilizo el SAS v. 8.2.

RESULTADOS

Los resultados de las evaluaciones de
las nueve muestras de semen colectadas por
método de colecta se muestran en el Cuadro
1 y el porcentaje del indice de fragmentacion
de ADN espermatico en el Cuadro 2. Los
espermatozoides colectados por electroe-

yaculacion y poscopula presentaron menor
porcentaje de indice de fragmentacion de
ADN espermatico con relacion a los
espermatozoides recuperados del conducto
deferente (p<<0.05). El esperma colectado del
conducto deferente no contiene plasma
seminal y los espermatozoides probablemen-
te no han completado su maduracion.

DiscusioN

Los resultados de la evaluacion de los
parametros seminales de rutina de los tres
métodos de coleccion fueron similares a los
descritos en espermatozoides recuperados del
conducto deferente por Meza et al. (2018) y
Quispe (2015) en semen colectado pos-co-
pula por Alarcén et al. (2012) y en semen
colectado por electroeyaculacion por Ordofiez
et al. (2013) y Ciprian (2019) en alpacas.
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Cuadro 1. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de semen de alpaca!
colectado por electroeyaculacion (EE), desviacion del conducto deferente

(DCD) y poscépula (PC)

bl DCD EE PC
Variable Promedio+ DS Promedio+ DS  Promedio+ DS
Volumen (ml) 0.03 £0.02 1.22 £0.51 2.80+£2.12
Movilidad total (%) 16.3+£12.0 14.7+11.2 124+7.3
Concentracion espermatica 247 + 187 67.9+679 100.3 + 56.1
(x 10%/ml)
Vitalidad (%) 629 +159 63.0+£15.2 702+ 143
Funcionalidad de la 57.6 £8.9 504 +£12.5 60.8 £ 15.5

membrana espermatica (%)

1Tres machos por método y tres colecciones por macho

Cuadro 2. Porcentaje de fragmentacion de ADN espermatico de muestras seminales!
de alpacas obtenidas mediante tres métodos de coleccion

Media D.E: CV (%) Minimo Maximo
Desviacion del 36.44° 2250 61.75 0 62.61
conducto deferente
Electroeyaculacion 13.65° 18.98 139.08 0 62.30
Poscopula 8.420 10.28 122.09 0 30.09

b | etras diferentes dentro de medias indican diferencia significativa (p<0.05)
! Tres machos por método y tres colecciones por macho

La integridad del ADN de los esper-
matozoides es importante para el desarrollo
normal del embrion y del feto. La fragmenta-
cion del ADN se ve influenciada en gran parte
por la susceptibilidad al dafio de los esper-
matozoides producto del shock por frio
(Salazar, 2013). En el presente estudio, tras
exponer el semen a temperaturas altas se
obtuvo mayor porcentaje de degradacion de
ADN espermatico; por lo tanto, en camélidos
sudamericanos, este es otro factor que au-
menta el indice de fragmentacion de ADN
espermatico (Carretero et al, 2012a). Asi
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mismo, el método de colecta afecto la cali-
dad de las muestras de semen en el presente
estudio. La velocidad de degradacion de ADN
espermatico varia entre especies y método
de colecta, siendo muy elevada para el caso
de oveja, medio para el caso del humano y el
caballo y baja en el caso del toro (Lorences,
2010).

Los espermatozoides recuperados del
conducto deferente carecen de plasma
seminal, que es un componente que juega un
rol importante en la conservacion de los
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espermatozoides, ya que contiene una pro-
teina secretora rica en cisteina (CRISP3), que
ha sido asociada positivamente con la tasa
de concepcion (Novak et al., 2010), ademas
de diversos componentes que actian como
antioxidantes (Villa et al.,2012). Asi mismo,
Pizarro et al. (2013) sefiala que el plasma
seminal mantiene menores niveles de
peroxidacion lipidica de los espermatozoides;
es decir, menos estrés oxidativo de la mues-
tra. En consecuencia, los espermatozoides
recuperados del conducto deferente, al care-
cer de plasma seminal, presentan una mayor
degradacion de ADN espermatico frente a
los otros dos métodos de colecta.

No se tienen reportes sobre la fragmen-
tacion del ADN espermatico con el método
de SCD en espermatozoides de alpacas re-
cuperados del conducto deferente y de se-
men colectado por poscopula; sin embargo,
Carretero et al. (2015) reportd en llamas
19.2% de espermatozoides fragmentados con
este método en semen colectado por
electroeyaculacion, valor superior al hallado
en este estudio por el mismo método de ob-
tencion de semen.

CONCLUSION

El método de colecta afecta la calidad
seminal en camélidos sudamericanos. La ob-
tencion de semen por los métodos de
poscopula y electroeyaculacion muestran un
menor porcentaje de ADN fragmentado en
comparacion con los recuperados del con-
ducto deferente
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