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RESUMEN

CRUZ GONZALEZ MARIA ISABEL

Analisis comparativo del contenido de DNA en espermatozoides de
toro y cerdo por medio de citometria de flujo

Bajo la direccién de los doctores

Dr. Salvador Romo Garcia
Dr. Humberto Gonzalez Marquez
Dra. Alda Rocio Ortiz Muiiiz

El presente trabajo tuvo por objetivo implementar una técnica para separar
espermatozoides con el cromosoma X o con el cromosoma Y, en toros y cerdos,
basado en la cuantificacién del contenido de DNA por citometria de flujo (CF),
mediante un sistema FACScalibur (Becton Dickinson), utilizando colorantes no
vitales como el Yoduro de Propidio (IP) y Naranja de Acridina (NA) y uno vital,
Syto Green (SG). Los espermatozoides fueron lavados con PBS (Amortiguador
Salino de Fosfatos), sacrificados por choque térmico, tefidos, incubados y
analizados en el citbmetro a velocidad baja. La regidén de espermatozoides fue
determinada y analizada en graficas de puntos de tamafio vs. granulosidad y la
fluorescencia en histogramas de frecuencia. Los espermatozoides seleccionados y
recuperados fueron colectados para volverlos a analizar en el CF. Los datos
obtenidos fueron procesados con el programa Statistical Analysis System (S.A.S.)
para determinar el tipo de distribucion, curtosis y simetria de la poblacion
espermatica. Los resultados indicaron que la poblacién de espermatozoides
presentaba una distribucion con dos medias, correspondientes a dos poblaciones
diferentes en contenido de DNA, aunque al encontrarse tan cercanas entre si su
aislamiento fue dificil. No se pudieron realizar pruebas especificas como la técnica
de PCR, para confirmar la presencia exclusiva de espermatozoides X o Y, solo
fueron corroborados los resultados estadisticamente. Este trabajo permitid
determinar las concentraciones O6ptimas de los fluorocromos, dosis de
espermatozoides por muestra, velocidad de andlisis y la regién donde se localizan
los espermatozoides, datos que seran utiles en futuros trabajos para confirmar la
determinacion del sexo y viabilidad de los espermatozoides analizados por
citometria de flujo.
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INTRODUCCION

La presencia de cromosomas sexuales en los espermatozoides se reconocié desde principios
del siglo XX, esto permitié la realizacion de estudios relacionados con los elementos
genéticos y su aplicacién en los procesos reproductivos, citado en Seidel en 1999 (1). Este
suceso repercutié en muchos campos del conocimiento bioldgico asi como en los procesos
de inseminaci6n artificial y el desarrollo de la fertilizacién in vitro El sexado espermatico,
(esto es, la identificacion del tipo de cromosoma sexual presente en un espermatozoide),
tiene como finalidad obtener progenie de un sexo predeterminado, lo que permitira mayores
ganancias a la industria ganadera (2-4).

Hasta la fecha se han desarrollado distintas técnicas para obtener poblaciones de
espermatozoides de un solo sexo (5). La técnica que mejores resultados ha dado para el
sexado espermatico es la citofluorometria. La seleccidn de espermatozoides por este método
tiene como caracteristica principal la de ser de alta velocidad, favoreciendo los programas
reproductivos al utilizar citofluorémetros adaptados especialmente para realizar el sexado
espermatico (6, 5).

Se ha observado que, después de la seleccion espermatica, la fertilizacion in vitro (FIV) es la
mejor opcion para el uso del semen sexado seguida de la inseminacién intrauterina (IIU), la
inseminacién artificial convencional (IA), y en altimo lugar, la microinyeccién espermatica
(ICSI). Esto debido sobre todo al bajo niimero de espermatozoides obtenidos en las técnicas

de sexado y a la gran cantidad de espermatozoides requeridos para las ultimas técnicas
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aunque la utilizacién de la primera implique mayor capacitacion del personal a cargo de la
"FIV. En el futuro, el uso de semen congelado, ademas del fresco, incrementara el valor
agregado de la seleccion espermatica en la industria ganadera ya que sera una opciéon mas
para mejorar la progenie tanto por la seleccion de los mejores sementales como por el hecho
de obtener crias del sexo necesario para la produccioén (5).

En los laboratorio s donde se han utilizado citometros de flujo, con selectores de alta
velocidad modificados para su uso con espermatozoides y con la adaptacion de boquillas
orientadoras se han podido seleccionar 11x10° espermatozoides/hora con una pureza del 85
al 90% (5).Algunos autores hablan de un rendimiento de selecciéon menor, que va de los
3x10° a 4x10° espermatozoides/hora (1, 7). Se ha determinado que de forma rutinaria, este
proceso permite obtener en promedio 6x10° espermatozoides de cada sexo por hora, y se
puede lograr en un plano rapido de seleccién hasta 18x10%h, aunque el grado de pureza de

espermatozoides X seleccionados puros se reduce a 75% (5).
Cuantificaciéon del DNA intracelular.

El DNA es la unidad primaria de almacenamiento de la informacion genética de una célula,
pasando de ella a las células hijas por el proceso de replicaciéon. El material genético rige la
transmision de todas las caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas y moleculares de los
organismos. Aunque el DNA fue descubierto en los nicleos celulares, en 1869 por F.
Miescher, no fue sino hasta 1944 cuando O. T. Avery y colaboradores lo identificaron como

portador directo de la informacién genética de las células. La composicion estructural del
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bNA en el micleo de las células eucariotas es muy compleja, experimentando grandes
cambios durante el ciclo celular. Durante la interfase, el nticleo presenta un reticulo irregular
de cromatina, (denominada asi por su afinidad a los colorantes basicos). Las fibras de
cromatina constan de dos componentes principales que son el DNA y las proteinas basicas
denominadas histonas. Ademas de las histonas, la cromatina contiene proteinas no histonas,
que pueden ser enzimas como la DNA polimerasa, factores de transcripcion, ademds de
RNA nuclear y algunos lipidos. Se sabe que la cromatina representa mas del 95% del DNA
presente en las células.

Durante la interfase, la cromatina se encuentra dispersa y ocupa la mayor parte del nucleo; y
durante la division nuclear se condensa para formar los cromosomas compactos (citado por
Lehninger, Bohinski y Callen) (8-10).

Durante la espermiogénesis la meiosis ocasiona que la cantidad de DNA pase a ser la mitad
con relacion al contenido en las células somaéticas. Ademas, en los espermatozoides
maduros, el nicleo haploide consiste casi totalmente de cromatina densamente empacada,
compuesta de desoxirribonucleoproteina. Este cambio en densidad se lleva a cabo por la
substitucion secuencial de las histonas somadticas por dos clases de proteinas basicas
pequeilas especificas del testiculo: las proteinas de transicién (TPs) y las protaminas. Se
piensa que este reemplazo secuencial de proteinas es el responsable de la represion de la
actividad transcripcional del nticleo (11-14).

Se sabe que el DNA de la cromatina del micleo somaético esta empaquetado en nucleosomas,

donde el DNA se enrolla 2 veces alrededor de un octamero de histonas cada 200 pares de
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bases (pb), y en'el caso de los espermatozoides se postula que las protaminas se intercalan a
Io Iar;,o del surco de Ia doble hélice del DNA, y las cadenas del DNA se empaquetan lado a
lado en un arreglo lmeal (10).
Englos ulumos 10 afios, varios grupos han desarrollado técnicas para investigar la
brganizacic'm del DNA en el nucleo de muchas especies, basada en la hibridacién in sifu.
Con base en las diferentes evidencias se ha establecido claramente que el nicleo de los
mamiferos esta altamente organizado y la evidencia indica que la replicacién y la
transcripcion del DNA estan restringidas topoldgicamente (15).
Existen dos técnicas principales para el estudio del contenido de DNA, que son: la
fluorocitometria y el analisis de imagenes por medio de microscopia epifluorescente.
La primera consiste en la evaluacién del contenido por medio de la unién de colorantes
especificos que se intercalan en la doble hélice permitiendo ver una florescencia al pasar las
muestras a través de un fluorocitémetro.
La segunda consiste en el analisis de imagenes tomadas a muestras donde se evalla
cuantitativamente la fluorescencia que emiten las células después de realizada una tincion in
situ de las muestras determinando la fluorescencia emitida por medio de un analizador de

imdagenes (11, 16).



La citometria de flujo.

La investigacién que realizé Chassoux en 1999 , muestra el panorama en el cual se ha
desarrollado la citometria de flujo como un instrumento eficaz en el avance de la
investigacion en torno a las ciencias biomédicas. La citometria de flujo se inicié en la década
de los 60 como un avance importante en el proceso de contar y medir el tamafio de
particulas o células en poblaciones no homogéneas. Se define como citémetro de flujo al
aparato que es capaz de medir componentes y propiedades de células y otras particulas
biolégicas, que fluyen en una suspension. Los selectores o separadores celulares (sorters),
tienen las mismas caracteristicas y posibilidades que los citometros de flujo pero con la
capacidad adicional de separar las particulas selectivamente de la suspensién y recuperarlas
para su utilizacion posterior (11).

Los parametros que pueden determinarse por citometria de flujo (CF) se resumen en el
Cuadro 1.

El primer contador celular automatico fue desarrollado en 1934 por Moldavan el cual
consistia en un tubo capilar por el que se hacian pasar células tefiidas, el capilar estaba
montado sobre un microscopio Optico con un objetivo sobre el cual habia un detector
fotoeléctrico que registraba el paso de células como un cambio en la luz que recibia. Este
tuvo muchos problemas como diferencias en el grosor interno del capilar y obstruccion del

mismo, asi como dificultad en el mantenimiento de la presion; y afios mas tarde en 1941



Falta

Pagina



8

Cuadro 1

ESTRUCTURALES

FUNCIONALES

Tamario y forma celular
granulosidad citoplasmatica
Contenido de pigmentos
Fluorescencia de proteinas
Contenido DNA, RNA
Proporcién de bases en el DNA
Estructura de la cromatina
Proteinas totales o basicas
Grupos quimicos
Antigenos

Azucares superficie

Estructura del citoesqueleto

Estado Reduccion - Oxidacion
Estudio de membranas
Actividad enzimatica
Endocitosis

Sintesis de DNA

Receptores

Potencial de membranas

pH, calcio, carga de superficie

Cuadro 1. Parimetros que se pueden estudiar por medio de CF en células eucariontas.

En 1949 W. Coulter desarrollé un contador celular basado en el cambio que produce una
particula al pasar por un agujero en el que hay una diferencia de potencial conocida, y en
1966 también us6é cambios en ondas de radiofrecuencia para el mismo fin, citado por

Caspersson en 1987 (18).
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En 19537 Parkér y Horst describen el primer contador diferencial hematologico usando
células tefiidas en rojo (hematies) y azul (leucocitos), luz visible y detectores para luz roja o
azul, citado por Caspersson en 1987 (18).

‘ Y en 1965 Katmentsky introdujo dos importantes avances a la citometria:
e el uso de la espectrofotometria (luz absorbida) para cuantificar DNA
e la medida multiparamétrica de luz dispersada.
Ademas, fue el primero en emplear histogramas biparamétricos y, mds tarde, desarrollé un
sorter neumnatico. Con el tiempo, se fue introduciendo el empleo de sustancias fluorescentes
que permitieron una mejor relacion sefial/ruido que los colorantes de absorcién (17). Entre
1967-69 Van Dilla describe el primer citometro de flujo con configuracion ortogonal usando
la camara descrita por Crosland-Taylor. Demostrando con esto, la relacién existente entre la
ploidia y la intensidad de fluorescencia en la cuantificacion de DNA, elaborando
histogramas donde se pueden visualizar las fases del ciclo celular (GO, G1, fase S y G2+M)
(19).
En 1965, Fulwyler describe el proceso de seleccion electrostético, basandose en la tecnologia
de las impresoras de inyeccién de tinta. Este es el principal sistema empleado en la
actualidad (20-22).
Durante los afios 60 y 70 se producen avances en la tecnologia y su aplicacion a la
citometria de flujo, pero hasta final de los afios 70 y principio de los 80 existian pocas

aplicaciones de la citometria de flujo de interés bioldgico. Los esfuerzos se dirigian
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principalménté a mejorar las caracteristicas de los instrumentos que se estaban desarrollando
D;sde ghibnces, se han producido avances en la investigacion médico-biolégica con el uso
: de ‘la citometria de flujo; Darzynkiewicz y Traganos entre 1976 y 1979 estudiaron el DNA
5' RNA con Naranja de Acridina. En 1983 Hedley estandariz6 la técnica para el estudio del
DNA en ntcleos de muestras fijadas, utilizando la citometria de fluyjo. Muchos otros
investigadores han contribuido, con sus experimentos, a desarrollar técnicas aplicables a la
citometria de flujo, que ahora estin dando frutos y se emplean tanto en el laboratorio de
rutina, como en la investigacion basica (24).

En la actualidad, los citometros presentan un estructura muy similar a la ejemplificada en el
diagrama de la Figura 1. El panel alto muestra la fuente laser y los detectores, y en el panel

bajo, se muestra la cAmara de flyjo.
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Figura 1. Configuracién 6ptica de un CMF basado en un sistema de iluminacién con liser

La calidad de los citdmetros puede evaluarse en funcion de los siguientes pardmetros:

e Sensibilidad: depende de la cantidad minima de moléculas de fluorocromo que se puedan
medir con precision (resolucion), lo que depende de: la luz que disperse, del indice de
refraccion e incluso del fluorocromo empleado. En general, la sensibilidad aumenta si se
disminuye la velocidad de flujo (paso a través de la celda), manteniendo constante el
diametro del flyjo interno (muestra).

e Resolucion (expresado como coeficiente de variacion): es la repetibilidad de la sefial
producida por células o particulas idénticas.

e Velocidad de medida: velocidad maxima en que las células pueden ser medidas sin

exceder una frecuencia determinada de coincidencias (dos células detectadas como una
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sola). En los citdmetros que cuentan con un laser, la velocidad oscila alrededor de 5.000

células/segundo (25).
Aplicaciones de la Citometria de Flujo (CF)

La CF se puede emplear para estudiar caracteristicas estructurales y funcionales de células o
particulas en suspension. La aplicacién fundamental de ésta técnica se observa en el drea de
las ciencias bioldgicas y medicas en donde pueden identificarse antigenos celulares mediante
inmunofluorescencia, el estudio del contenido de DNA y la determinacién de las fases del

ciclo celular (26, 27, 28).

Parametros de calibracion utilizados en citofluorometria de flujo.

Para el uso 6ptimo del citometro de flujo es necesario tener un buen proceso de calibracion
del equipo, lo que permite obtener resultados mas veraces en cuestion de investigacion (25).
Estandares y Controles:

1.- Estandares (Patrones de normalidad): Un estandar es un material estable que tiene unos
valores determinados de fluorescencia o dispersion de luz. Se usan para alinear o calibrar el
citometro de flujo. Existen comerciales o se les puede preparar en el laboratorio.

1.1.- Alineacién: proporciona un método para detectar cambios y problemas en la
configuracion optica y sefial de un dia a otro.

El CF se considera alineado cuando se consigue una elevada fluorescencia o sefial con un bajo

coeficiente de variacion CV.
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1.2.- Calibracion (ajuste de escalas): El CF ofrecen una informacién relativa, para cuantificar
hay que correlacionar los canales con resultados de muestras conocidas. £l método mas
sencillo consiste en ajustar el voltaje del fotodetector ( que produce cambios exponenciales,
no-lineales o logaritmicos de la sefial) y ganancias (crecimiento lineal) para conseguir un pico
de una intensidad determinada.

1.3.- Compensacién de colores: necesario cuando se emplean dos a mas fluorocromos para
marcar a las células en estudio, detectando la sefial proporcional a la primera fluorescencia
(FL1) en un detector, una segunda fluorescencia (FL2), etc. Los fluorocromos tienen
espectros de emision que en ocasiones se superponen, por ello los citdémetros poseen un

sistema informatico de compensacion o sustraccion de sefial. Figura 2.

espectros de emision y filtros

espectro de
excitacién

intersidad FLAransmisién

Figura 2. Espectros de emision y compensacién o sustraccion de sefial con perlas de calibracién.

1.4.- Tiempo: se emplea como parametro para graficar el nimero de células procesadas, el
canal de fluorescencia, etc., en un periodo determinado, puede mostrar la estabilidad de las

mediciones del citémetro y detectar la presencia de problemas.
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2.- Controles: 'son muestras que produce resultados esperados (conocidos). Se usan para
“observar el buen funcionamiento de los reactivos y la calidad de los métodos de preparacion

~-“celular.- Son importantes enlos analisis d¢ DNA e inmunofluorescencia. Generalmente se

“usan controles de ploidia y controles de inmunofluorescencia positivos y negativos.

" Las mejores células de referencia son células diploides del mismo individuo e igual tejido.

Para realizar una buena lectura de DNA se debe tener al CF en perfectas condiciones y ser
cuidadoso en el proceso de preparacién de la muestra y tincion. Es importante mencionar
que el analisis e interpretacion se debe realizar con el software adecuado.
Autofluorescencia: depende del tipo celular, de la longitud de onda del laser (disminuye al
aumentar la longitud de onda), de la cantidad de ruido producido por el aparato con filtros
dpticos y de la compensacion.

Otras técnicas para aumentar la proporcién seial/ruido:

Aumentar la frecuencia de las células deseadas en una poblacion heterogénea, se puede
conseguir purificando las células (lisis de los hematies, centrifugacion, eliminacién de células
muertas, etc.) antes de su procesamiento por citometria o bien con andlisis multiparamétrico

(empleando la dispersion frontal y lateral de luz) (25).
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Cuantificacion de DNA Celular

Los primeros estudios realizados ¢n la década de los sesentas, en donde se evaluo la cantidad
de DNA celular por citometria de flujo intentaron relacionarla con el diagnéstico del cancer.
Otro hallazgo importante fue el hecho de que podia ser un buen indicador de eventos
mutagénicos desarrollados por armas disefiadas en esa época. (26, 12, 29).

Moruzzi y colaboradores en 1979, dirigieron su atencién al uso potencial del DNA como
marcador para preseleccionar el sexo. En sus trabajos observaron una gran diferencia en
cuanto al contenido de DNA entre los espermatozoides X y los Y de numerosas especies
debido a la diferencia en la longitud de los cromosomas. Ellos reportaron una diferencia de
DNA en un intervalo que va desde el 2.8 % en los humanos hasta el 7.5% en las chinchillas
con un promedio general de varias especies del 6.6% (30). Utilizando unicamente la
excitaciéon de una ldmpara de mercurio (no liser). Estos hallazgos fueron confirmados en
1988, por el grupo de investigacién de Johnson, utilizando un citofluorémetro de alta
resolucién con en un laser experimental con configuracién ortogonal, que puede orientar a los
espermatozoides, disminuyendo su movimiento al momento de pasar frente al laser
facilitando su analisis (31, 32).

Los datos sobre las especies y la diferencia que presenta en el contenido de sus cromosomas

sexuales se presenta en la Cuadro 2.
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Cuadro 2

Diferencia entre cromosoma

XyY
Especie (%0)
Raton 3.2

Bovinos 3.6-4.0
Caballos 3.6
Conejos 3.0
Cerdos 3.6
Perros 39
Carneros 4.2
Chinchillas 7.5

Cuadro 2. Anilisis comparativo de varias especies dependiendo de Ia diferencia en porcentaje de su
contenido de DNA entre los espermatozoides que contiene el cromosoma X y los que contienen

el cromosoma Y.

Los estudios realizados en la década de los setentas tuvieron la finalidad de modificar y
hacer mas eficiente la utilizacién de la citometria de flujo como método de sexado,
encontrando que el flujo del fluido del citofluorémetro podria cambiarse de cilindrico a plano
(20). Este cambio permitié una analisis mas eficiente del contenido de DNA en los
espermatozoides (33). Gledhill y colaboradores en 1976, reportaron que el uso del citémetro
de flujo para medir el DNA de espermatozoides determinando los cambio que podia ocurrir

a causa del dafio genético, lo que resultan en problemas de fertilidad en el semen sexado. Las
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forma asimétrica del espermatozoide asi como su orientacion al azar fue causa de
fluorescencia d.if_'crencial. lo que enmascar6 la diferencia en contenido de DNA entre los
esperm;;ozoides Xy losY (34, 35).
Con la finalidad de extender el uso de la citometria de flujo, como método de sexado
espermdtico se han modificado dos aspectos tecnologicos, dando como resultado un
enriquecimiento en la tecnologia del sexado. Primero, la orientacion de los espermatozoides
en el camino del laser, y segundo el disminuir el didmetro de las boquillas, lo que reduce al
maximo el espacio y por ende la movilidad de los espermatozoides (36). Esto permite notar
hasta las mas pequeiias diferencias en el contenido de DNA. Debido a la compactacién de la
cromatina espermatica, la fluorescencia diferencial se presenta principalmente en el borde
celular observado en la cara plana mas transparente de la cabeza del espermatozoide. La
adaptacion de las boquillas orientadoras mejora su eficiencia de un 25% a una eficiencia del
75% al momento de analizar la cromatina (6, 5, 37, 38).
Una de las técnicas para el sexado espermatico utiliza un colorante de DNA nuclear
permeable a la membrana celular y no permanente, para la seleccién por citometria de flujo
de espermatozoides X e Y, el Hoechst 33342. Este colorante se intercala entre los pares de
bases del DNA ligandose principalmente a las regiones ricas en adenina-timina del DNA.
Cuando el complejo es iluminado con luz ultravioleta este fluoresce y dicha fluorescencia es
proporcional a la cantidad de DNA contenida en las células.
Con la finalidad de verificar la eficiencia del sexado con citometria de flujo, las colas de los

espermatozoide son removidas por sonicacioén utilizando los ntcleos liberados para un
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‘segbundo analisis de la cantidad de DNA presente en estos, por este método es posible
observar las diferencias entre las poblaciones X e Y hasta de un 3.0% (7,39 ).

Con algunos equipos de citomeltria actuales se pueden obtener rendimientos de 3x10°-4x10°
espermatozoides X o Y por hora como minimo. Esta baja tasa de separacion se debe a la
necesidad de alcanzar una elevada pureza (maximo 90%) de las poblaciones espermaticas,
sin embargo al aumentar la velocidad hasta 18x10%h el grado de pureza de espermatozoides
seleccionados puros se reduce al 75% (6).

La seleccién por citometria de flujo es una técnica de separacion de espermatozoides que
produce una alta purificacién, sin embargo, este método requiere equipo costoso, a la vez

que el nimero de espermatozoides seleccionados por hora es limitado (14).

Identificacion del cromosoma y por la técnica de reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR)
Esta técnica se basa en la utilizacién de sondas o marcadores especificos que se unen a
secuencias determinadas dentro de una proteina. En este caso se emplean sondas especificas
para detectar la presencia del cromosoma Y dentro de la cromatina descondensada y
amplificada de espermatozoides, se emplea como prueba de verificacion del sexo
subsecuente a un método de citometria de flujo para realizar el sexado. Los primeros
marcadores para el cromosoma Y especificos de bovino fueron derivados de una secuencia

denominada Y BRY, la cual se obtuvo tras la amplificacién por medio de PCR del
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cromosoma Y, del cual obtuvicron 469 pares de bases (40, 41). Los primeros autosomas
derivados de la secuencia satélite de bovino dieron como resultado 246 pares de bases (41),
los cuales se emplean como marcadores para indicar la presencia del cromosoma Y, los
primeros estudios realizados fueron hechos para el sexado de embriones machos, utilizando
en el PCR las fracciones especificas para cada sexo que se tenian aislados como marcadores
(42).

Debido a que la informacién que arroja la técnica de PCR es cuantitativa se debe obtener a
través del andlisis de cien o mas muestras con un mismo patrén de reaccion (43). En ese
caso, el porcentaje de espermatozoides X y espermatozoides Y puede ser calculado por la
amplificaciéon de 100 muestras de espermatozoides seleccionados con base en el contenido
de cromosomas X o Y (7).

La expresion de los anticuerpos anti-H-Y es un método aplicable para el sexado de
embriones de bovinos y estudios donde se han utilizado anticuerpos han reportado su uso
para los embriones de bovinos machos y espermatozoides de toro (44). Los anticuerpos
presentan una proporcion similar (20 a 50%) de espermatozoides seleccionados X e Y entre
los de cerdo y los de toro (45). En suma estos estudios muestran el reconocimiento de una
proteina intracelular presente en todos los espermatozoides la cual solo se presenta en

aquellas células que contiene el cromosoma Y (14, 45).
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Método inmunolégico del analisis de DNA

Un acercamiento interesante para el sexado de espermatozoide consistié en la demostraciéon
de la presencia de proteinas especificas del sexo de los espermatozoides (sex-specific
proteins o SSPs), identificando diferencias en las proteinas presentes en los
espermatozoides dependiendo de la presencia ya sea del cromosoma X o del Y. Para esto
disefiaron un protocolo de purificacion de proteinas especificas y posteriormente
produjeron anticuerpos en contra de estas SSPs (SSAbs), para purificar los espermatozoides
utilizando una columna cromatogrifica de afinidad. Con esto, se propusieron sentar las
bases para un proceso de sexado espermético por un método no invasivo, lo que preservaria

la integridad del espermatozoide y su material genético (14, 42, 45).

Fluorocromos

Los fluorocromos ofrecen un método sensible para obtener informacién acerca de la
estructura, funcidn y vitalidad de las células (25, 46-49 ).

Las propiedades ideales de un fluorocromo son:

Alto coeficiente de extincion a la longitud de onda de excitacidn (probabilidad de absorber la
luz), Alto rendimiento cuantico (emisién de luz),

Elevada fotoestabilidad,

Corto estado de excitacion.
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Hay dos modos de uso: el primero es la unién covalente del fluorocromo a moléculas que se
unen especificamente a componentes celulares, y el segundo es por medio de fluorocromos
que varian sus caracteristicas en funcion del microambiente que les rodea.
Al unirse el fluorocromo debe ser insensible a cambios de pH, polaridad y microambiente.
Es necesario tener presente que a longitudes de onda inferiores a 500 nm se produce una alta
autofluorescencia celular debido a las flavinas.
Los fluorocromos de unién covalente: Son fluorocromos que reaccionan y se usan para
marcar proteinas, lipidos, o cualquier otra molécula bioldgica. Deben ser suficientemente
selectivos y reactivos. Ejemplo de ellos es el isotiocianato de fluoresceina, la rodamina, el
rojo Texas, las cianinas y la ficoeritrina.
Los fluorocromos de unién no covalente: debido e su especial composicion molecular se
unen a determinados componentes celulares, fluorocromos especificos.
Ejemplo de éste tipo de fluorocromos se encuentran los siguientes:

I. Marcadores del contenido en DNA y RNA: son especificos para el DNA o RNA, y
dentro de ellos a determinadas bases. Entre los mas empleados se encuentra: el
Hoechst 33342 (Unién a A-T, vital) que se excita con luz UV, intercalantes como el
Bromuro de Etidio, Yoduro de Propidio se excita con un laser de 488 nm al igual que
el Naranja de Acridina (39). Existen referencias con informacién contradictoria con
respecto a los beneficios del Hoechst 33342; Libbus en 1987, plantea que al
intercalarse entre las bases del DNA, causa algunas mutaciones, entre las pueden

contarse las aberraciones en los espermatozoides de los mamiferos (50). En 1988,
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Johnson y Clarke, plantean que los espermatozoides seleccionados son capaces de
fertilizar indicando que la replicacion del DNA es funcional aun unidos al colorante y
bajo las condiciones de la citometria de flujo (6, 32, 51). Y para 1989 Johnson y
.- colaboradores postulan que los fluorocromos reducen la viabilidad embrionariay a la
mitad las gestaciones (52). En tanto Fugger plantea que éste colorante no se intercala,
no es citotdxico, y es un colorante reversible, el cual absorbe a 358 nm, se excita a

367 nm y emite a 461 nm (53).
Se ha desarrollado un fluorocromo con capacidades de tincion similares al Hoechst,
denominado SYTO Green 13 el cual pertenece a la familia de los Syto, especificos para
analisis de DNA y RNA, el cual penetra a la célula, es excitable por luz UV o visible, es
usado para tefiir células eucariontes vivas o muertas, asi como en bacterias gram positivas y
negativas, es permeable pricticamente a todas las membranas celulares, posee alta
absorbancia molar, y una muy baja fluorescencia intrinseca, también puede ser utilizado para
la deteccion de dcidos nucléicos en solucién y en geles electroforéticos. Aunque no se puede
comparar con el Hoechst, si puede ser una alternativa para su uso en la deteccidon de acidos
nucléicos; en el presente trabajo sera empleado con la finalidad de analizar el DNA de los
espermatozoides, empleando la ventaja que presenta de mantener a los espermatozoides

viables después de su analisis (54).
II. Marcadores del potencial de membrana: como son las cianinas y la rodamina 123.

III. Marcadores de membrana y lipidos, diferencian compartimentos con distinto pH:

poco usados en citometria de flujo (47, 55, 56).
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‘IV. De unién preferente a CG, entre estos se encuentran: la mitramicina, olivomicina,
cromomicina A3.

Clasificacién de acuerdo con su espectro de absorcion.

* Phenantidium: del tipo del Bromuro de Etidio y Yoduro de Propidio. Especificos para
DNA y RNA (es necesario un tratamiento con RNAsa si sélo se desea medir DNA). Se
excitan en el azul/verde-rojo, precisan de células muertas y fijadas, disminuyen la
intensidad de su sefial y especificidad la unién secundaria a los grupos fosfato,
proteasas, DNA estructura Z y bromodeoxiuridina, no se afecta por el pH.

El IP se une al DNA de manera intercalada en células que tengan la membrana permeable,

mostrando una fluorescencia roja. dicha caracteristica la presentan los espermatozoides

muertos.

e Bisbenzimidas: tipo Hoechst, tienen elevada especificidad por el DNA y se unen a las
bases A-:l'. Excitacion en el ultravioleta-azul, tifie células vivas, disminuye su intensidad
con el pH acido.

e Cromomicina : como la cromomicina A3, mitramicina, olivomicina. Se unen a las bases
C-G del DNA. Se excita en el espectro ultravioleta-azul/verde. Requieren del ién
magnesio (Mg) para la unién, pueden teiiir células vivas. No afecta el pH.

e Otros como: Quinacrina (intercalante), Naranja de Acridina se une al DNA y RNA
bicatenario.

El NA al evaluar la cantidad de cromatina condensada se intercala con el DNA, produce una

fluorescencia verde cuando se une a acidos nucléicos de doble hélice y fluorescencia roja
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cuando se une a hebra sencilla. Por consiguiente la intensidad de la fluorescencia decrece

cuando las proteinas estan ligadas al DNA, ya que el acceso del colorante al DNA es menor

(29).

Factores que influyen en la unién del fluorocromo al DNA:.

1. Muestra a analizar: depende del DNA, de la composicion de bases (AT, CG), de la
presencia de bases modificadas (bromodeoxiuridina) o metilacion, estructura del DNA,
También depende de la unién entre las proteinas cromosomicas (histonas) y DNA, una
unién fuerte entre ellos (formol) dificulta la incorporacion del fluorocromo, se puede
hacer incubacion con proteasas. Hay que terer en cuenta la membrana citoplasmadtica (el
IP no la atraviesa), y componentes intracelulares.

2. Quimica, cinética y equilibrio de la unién: depende la concentracion de sa!es del medio
(favorece la disociacion histona-DNA), fuerza iénica (inhibe union secundaria), la
cromomicina necesita Mg*2, el pH (el pH acido favorece la unién secundaria del
Hoescht). Se debe tener cuidado con la concentracion, las condiciones y el tiempo de
incubacion

Enla Cuadro 3 se muestran los fluorocromos empleados en el presente estudio y su rango

de absorcién y emision.
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Cuadro 3
Compuesto Absorciéon (max) Emisiéon (max)
IP 536 623 (617)
NA 480 (503) 520 (530)
SYTO Green 504 523

Cuadro 3. Fluorocromos empleados para el analisis de DNA, presentando las longitudes de onda a
las que absorben y emiten fluorescencia. Datos de Molecular Probes
(http://www.probes.com)

Historia del sexado espermitico.

En 1910 se descubrié el cromosoma sexual citado por Seidel (1). Uno de los primeros
experimentos que se realizaron con éxito sobre el sexado espermdtico haciendo referencia al
contenido de DNA fue realizado por Lush, en 1925 (57). Los primeros resultados sobre el
sexado espermatico basado en las diferentes concentraciones de DNA se presentaron en el
simposio que realiz6 la Universidad de Pensylvania en 1970.

En la década de los setentas se plantearon algunos métodos como la centrifugacion, la
sedimentacion, las columnas de albumina, las superficies antigénicas, para la separacion de
espermatozoides en poblaciones de espermatozoides X y espermatozoides Y citado por
Welch en 1999 (7).

Los métodos modernos para el sexado de espermatozoides pueden clasificarse en dos
grupos: Aquellos que intentan separar espermatozoides de acuerdo con sus caracteristicas

fisicas o cinéticas (dichas técnicas comprenden: el fraccionamiento sobre columnas de
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albimina, ﬁltracic'm eﬂ Sephadex, separacion electroforética y varios tipos de
‘fraccionamiento de flujo, y las técnicas que se basan en las diferencias nucleares de los
espermatozoides que contienen el cromosoma X o el Y. Este ultimo procedimiento ha
permitido la obtencién de poblaciones altamente purificadas de espermatozoides X o Y,

seleccionados de acuerdo con su contenido de DNA.

El sexado espermatico por citometria de flujo

El método empleado por Maxwell y colaboradores en 1999, indica que el sexado
espermdtico por citometria de flujo requiere de dos etapas para el semen en dilucién. En la
primer etapa se diluye la muestra de semen de 100 a 200 veces en el caso de los verracos y
toros, y de 500 a 1000 veces en caso de carneros. La primer etapa transcurre desde el
momento en que el semen sin ningln tratamiento se va a sumergir en la preparacion que
contiene Hoechst 33342 un fluorocromo que se une al DNA de forma no permanente y que
es requerido para la diferenciacién de los cromosomas X e Y. La segunda etapa ocurre
después de pasar la muestra por el citdmetro de flujo para seleccionar las células y termina
cuando los espermatozoides seleccionados son proyectados a un tubo que contiene un
fluido colector. Maxwell y colaboradores, demostraron que el plasma seminal puede mejorar
la viabilidad del espermatozoide de carneros y cerdos y toros altamente diluidos, preparados

para la seleccion en el citometro de flujo (58, 59).
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- La técnica que emplea Johnson, demostré que la presencias de distintas cargas entre los
espermatozoides dentro del tubo de colecta provocan la aglutinaciéon de las cabezas de los
espermatozoides. Este problema se reduce al adicionar plasma seminal el cual contiene
proteinas que evitan la agregacién, una de ellas es la albumina sérica bovina, esta ultima
puede adicionarse purificada (5).
El sistema de sexado por citometria no esta libre de problemas, en su mayoria son de tipo
técnico. En la actualidad existe una metodologia denominada Beltsville Sperm Sexing
Technology (BSST), de la cual han nacido mas de 400 animales. La citometria de flujo aun es
impracticable en los sistemas tradicionales de inseminacién artificial (IA) debido al escaso
nimero de espermatozoides que pueden ser separados (5, 60).
Para el sexado espermatico por citometria de flujo se ha establecido que son importantes
diversos factores entre los que, Maxwell y colaboradores demostraron que el plasma seminal
puede mejorar la viabilidad de los espermatozoides de camero, cerdo y toro altamente
diluidos, preparados para su seleccion por medio de ésta metodologia (61). También se ha
observado que el proceso de preseleccion del semen influye en la eficiencia de la separacion
en el citometro de flujo, su objetivo es remover la mayoria de los espermatozoides muertos,
inmoviles y anormales, asi como contaminantes de las muestras (6). Se ha realizado la
seleccion de espermatozoides por medio de citometria de flujo, siendo confirmado después

por un segundo analisis de DNA basado en la FISH con buenos resultados (62, 63).
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Hipétesis

Se sabe que las poblaciones de espermatozoides X tienen mayor cantidad de material
genético en comparacion con el que contienen los espermatozoides Y, por lo tanto si se tifie
el material genético y se obtiene la fluorescencia diferencial de dichas poblaciones estos se
podrian separar mediante el uso de la citometria de flujo, para utilizar los espermatozoides

del sexo deseado en diversos estudios.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Realizar mediante citometria de flujo un estudio comparativo del contenido de DNA de
espermatozoides en dos especies (bovinos y cerdos), utilizando tres fluorocromos (Yoduro
de Propidio, Naranja de Acridina y SYTO Green), y determinar en muestras libres de
colorante si la diferencia en contenido de DNA es suficiente para que el tamaiio de la cabeza

espermatica se modifique para asi separar a los espermatozoides X de los Y.

Objetivos Especificos

Localizar las regiones correspondientes a los espermatozoides en el citometro de flujo
tratando de aislar en dos zonas a los espermatozoides agrupados en poblaciones de
espermatozoides con el cromosoma X o el cromosoma Y, de acuerdo a su diferencia en
tamaiio de la cabeza.

Estandarizar la técnica de tincion de DNA con IP y con NA en poblaciones de
espermatozoides de bovino y cerdos.

Estandarizar la técnica de marcaje de DNA de espermatozoides de bovino y cerdo con el
colorante vital Syto Green.

Determinar mediante la técnica de PCR o FISH el grado de pureza de las poblaciones

seleccionadas.
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MATERIAL Y METODOS

Lugar

El trabajo fue realizado en los laboratorios de Biologia Celular , Departamento Ciencias de la
Salud, Divisién de Ciencias Biologicas y de la Salud, Universidad Auténoma Metropolitana
Iztapalapa

Fechas

El trabajo fue realizado entre octubre del 2000 y octubre del 2001.

Equipo

Citémetro de flujo FACScalibur (Becton 5-40 pl, 40-200 pl, 200-1000 ply 1-5 ml.
Dickinson). Tubos de plastico de S0mly 15 ml
Microscopio 6ptico Tubos para citometria de 5 ml

Centrifuga Tubos Eppendorf de 2 ml

Bascula Puntas amarillas, azules, blancas,
Potenciometro transparentes (500 nl, 1 mly 50 pl, 5 ml
Vortex respectivamente)

Centrifuga Eppendorf 5415 Porta y cubre objetos de cristal

Bomba de vacio Vasos de precipitado de 50 ml y 4 Its.
Embudo de filtracién de cristal Membranas de filtracién con poros de
Material de laboratorio 022um

Micropipetas de 0.2-2 ul, 0.5-10 pul,



Material biolégico

* Pjjillas congeladas con una capacidad de 0.5 ml de semen de toros de calidad probada de

las razas: Holstein y Cebu

e Dosis de 20 ml de semen fresco, puro, de cerdo de calidad probada de las razas: Duroc,

Hampshire, Landrace y Pietrain

Medios, Sustancias y Fluorocromos

e Albimina Sérica Bovina Fraccion
V(BSA)

 EDTA

e Solucion Buffer de Fosfatos (PBS)

e Solucién amortiguadora (TNE)

e Etanol grado reactivo

e Yoduro de Propidio

e Naranja de Acridina

e Syto Green (Molecular Probes No. de
catalogo S-7575)

e Hipoclorito de sodio al 10%

e Agua desionizada

e Agarosaal 3%,

Bromuro de Etidio

Solucion Buffer FACSFlow

NaCl

Na; HPO4 7H,O

KH,PO4

TRIS

Kit de calibracion CALIBRITE Beads
Kit de calibracion para DNA (DNA
QC particles)

Heparina

Medio McCoy

Linfograd
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'rLos resultados obtenidos tras la adquisicién de las muestras en el CF. se registraron en una-
‘éé'mpl;lgdora Power Macintosh, para la recoleccion y analisis. Para la coleccion de datos sc
- utlllzo el programa "CellQuest" y para su andlisis el programa "Modfit LT", especifico para
s anéllsns de DNA. El anilisis estadistico fue realizado por medio del programa llamado

-” Statistical Analysis System (S.A.S.)

METODOLOGIA

Preparacion de reactivos y soluciones

Antes de la utilizacién de las muestras de semen fue necesario contar con todos los
reactivos, soluciones y amortiguadores necesarios para procesar las muestras.

Preparacion de la Solucién Buffer de Fosfatos de Dulbecco (PBS)

Disolver las siguientes sales en agua desionizada en la proporcion y orden siguiente (g por

cada 1000ml)

NaCl 8.00
KCl 0.20
Na; HPO,4 7H,0 1.15
KH; PO4 0.2

Incorporar al agua en el orden en que se presentan y esperar a que se disuelva cada una de
las sales antes de incorporar la siguiente, todo esto en agitacién constante, verificar el pH

que se debe encontrar en 7.4 antes de aforar la solucidn, filtrar con una membrana de
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0.045mm, Lo solucion preparada mantenerla en refrigeracion hasta el momento en que se
utilice,
Preparacién del amortiguador TNE

Disolver las siguientes sales en agua desionizada en la siguiente proporcion (g por cada

1000mi).
TRIS 12114 gr
NaCl 8.766 gr
EDTA 0.2922 gr.

Las sales se van incorporando al agua en el orden en que se presentan y esperando que se
diluyan cada una de ellas antes de incorporar la siguiente, todo esto en agitacion constante,
verificar el pH se encuentre en 7.4, aforar al volumen requerido, filtra con una membrana de
0.22pum, mantener a temperatura ambiente hasta el momento en que se utilice.

Preparacion de Albimina Sérica Bovina fraccién V (BSA).

Prepara a una concentraciéon del 10% en agua desionizada, disolver en agitacién muy lenta
con la finalidad de no desnaturalizar la albimina y que no formar espuma, filtrar con una
membrana de 0.20um.

Mantener en congelacién o refrigeracion antes de ser utilizada en el recubrimiento de los

tubos que recolectaran la muestra separada por el citémetro.
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Preparacion de fluorocromos
Preparaciéon del IP
El IP se encuentra en polvo y es necesario prepararlo en el buffer TNE, medio final en el que
se trabajaran las muestras.
Preparar una solucién stock de 50 pg por ml, pesar, diluir y conservar en oscuridad hasta el
momento de utilizarlo para que no pierda su fluorescencia.
El volumen final empleado sera Sug de IP por 1 m! de muestra.
Preparaciéon del NA
La NA se encuentra en polvo y al igual que el IP se prepara en TNE para obtener una
solucién stock de 1 mg por 1 ml, la NA se pesa, diluye y conserva en la oscuridad y en
refrigeracion hasta el momento de ser utilizada.
El volumen final a utilizar por muestra es de 6 ug de NA por 1 ml de muestra.
Preparaciéon del SG
El SG no requiere preparacion pues su presentacion es liquida y se adiciona directamente

0.2 pl a las muestras que se procesaran con este fluorocromo.

Calibracién del FACSCALIBUR de Becton-Dickinson (BD)
Con la finalidad de montar la técnica de analisis d¢ DNA en espermatozoides de cerdo y

bovino se procedid a calibrar el citometro de flujo para lo cual se utilizaron perlas de
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calibracién Becton Dickinson para observar la disposicion de las células de acuerdo a la
fluorescencia que emiten al encontrarse unidas a un colorante.
Calibracién con perlas
El proceso comienza con la preparacion de las perlas en dos tubos de citometria los cuales
deben contener lo siguiente
Tubo A: perlas sin marcar
Tubo B: perlas sin marcar frasco gris

Perlas con isotiocianato de fluoresceina (FITC), frasco verde

Perlas con Ficoeritrina (PE), frasco naranja

Perlas con peridinil chlorophyll protein (PerCP), frasco rojo

De cada frasco se toma una gota que corresponde a 20p], cantidad que debe ser diluida en 1
ml de medio de flujo (FACSFlow BD).

La calibraciéon consiste en que el citometro acomode las perlas de acuerdo al tamafio y
granulosidad de las mismas, con la finalidad de localizarlas en distintas regiones de acuerdo a
las siguientes caracteristicas: 1) tamaiio y granulosidad de las células y 2)De acuerdo al grado
de fluorescencia. Lo cual se realiza con el tubo A.

Las perlas sin colorante son titiles para determinar la autofluorescencia, la cual se debe

localizar en el extremo izquierdo de la grafica presentada por el equipo.



36
Cuando se ha calibrado con las perlas del tubo A, se procede a compensar el equipo con la
" “finalidad de que al momento de analizar las muestras éste discrimine cada una de las
fluorescencias contenidas en la mezcla del tubo B
Los colorantes deben de situarse en los dos cuadrantes superiores e inferior derecho en mas
de un 90% para que lo descartado por el CM no sea la autofluorescencia.
Después se evaliia la sensibilidad la cual le permite al equipo poder diferenciar entre las
sefiales producidas por sonidos propios del equipo de aquellas sefiales emitidas por las
perlas. Dicha seiial puede ser amplificada en forma lineal (LIN) utilizada para la
fluorescencia y la logaritmica (LOG) que detecta la forma y la granulosidad.

Los programas (software) que se utilizaron fueron:

e FACScomp Para la compensacién y calibracion del equipo
e CellQuest Para adquirir y analizar las muestras y
* ModFit LT Para realizar el analisis de DNA

Antes de iniciar el trabajo de adquisicién de muestras es necesario purgar el sistema para
eliminar la presencia de burbujas de aire en las mangueras del sistema.

Ya calibrado de procedié a probar el equipo con células sanguineas.
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Procesamiento de muestras sanguineas.

Heparinizar una jeringa de 3 ml

. Obtener la muestra en dicho tubo

Diluir la sangre 1:1 en medio McCoy

Recubrir un tubo con linfograd

. Colocar suavemente la muestra en el tubo tratando de que resbale por las paredes
Centrifugar a 3000rpm, 20 minutos a 10° C

Obtener las diferentes fases en el tubo

En el fondo del tubo se encuentra un botén formado por el linfograd

En la parte media se encuentra una capa blanca de linfocitos y monocitos y

En la superficie se encuentra el medio McCoy.

Se colecta la porcion blanca para realizar el analisis separacién y recuperacion de las
muestras.

La banda blanca se coloca en 2 ml de medio McCoy

se centrifuga a 1200 rpm 5 minutosy 10° C

se elimina el sobrenadante

se adicionan 2 ml de PBS con BSA
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e se centrifuga a 1000 rpm por 5 minutosa 10° C
* se elimina el sobrenadante
e seresuspende en | ml de PBS con BSA
8. Se procede a realizar el separacion y recuperacién celular.
Después de la separacion de las células sanguineas se procedié a separar las muestras con
espermatozoides, y lo primero que se hizo fue calibrar el citometro para el andlisis del

contenido de DNA.

Calibracion para el analisis de DNA

Se emplea un KIT especial para DNA, el cual esta conformado por dos frascos que
contienen:

1.- Ncleos de eritrocitos de pollo (CEN), que son células en GO que se aglomeran con la
finalidad de reconocer las regiones donde se presentan los dobletes (células que presentan
una cantidad de DNA diplode) y

2.- Timocitos de ternera (CTN) con células en fase G0/G1, S, G2/M

El citometro cuenta con un programa especifico de la calibracién para DNA, al abrir el

programa hay que verificar que los detectores estén activados para detectar los dobletes.
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Antes de iniciar la adquisicion de las muestras es necesario indicar el nimero de eventos que
se desean, el cual no debe ser menos a 20000 eventos, ademas de indicar que la adquisicion
debe ser realizada a velocidad baja (low), para obtener mejores resultados.
Primero se calibra con CEN y la poblacion de 2n debe aparecer en el canal de fluorescencia
200, por tanto 4n debe estar en el canal 400, esto sc logra modificando el voltaje de FL2,
canal donde se observa la fluorescencia del IP, fluorocromo empleado para teiiir las perlas de
calibracion y también las muestras a trabajar.
Después de calibrado el citometro se procedié a adquirir las muestras de espermatozoides
con la finalidad de localizar la region donde se localizan los espermatozoides y de esta forma
proceder a la separacion y recuperacion de los espermatozoides, los cuales se colectan en
tubos de 50 ml recubiertos de BSA al10%.
Para poder corroborar la separaciéon y recuperacion celular, el volumen recuperado es
reducirlo para concentrar los espermatozoides por medio de centrifugaciéon, cuando se
obtiene un botén de espermatozoides se observaron por medio de citometria para verificar
que se encuentren en la misma regién de donde fueron adquiridos y otra parte se observo

directamente en un microscopio.
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Obtencion de la muestra de semen de toro y cerdo.

El trabajo experimental consté de un total de 60 muestras, repartidas de la siguiente manera:
30 muestras de cerdo y 30 de toro, de las cuales 10 se tifieron con IP, 10 con NA y 10 mas
con SG.

Las muestras de toro fueron proporcionadas de la empresa ULTIMATE GENETICS, de
FRANKLIN, TEXAS la cual dond las pajillas de semen congelado de dos sementales, de las
raza Cebu y Holstein, para el presente estudio.

Las muestras de cerdo fueron compradas a un centro de Inseminacién localizado en la
Delegacion Tlahuac. Estas correspondieron a semen fresco colectado el mismo dia de su

utilizacion provenientes de ocho cerdos de cuatro razas diferentes.

Procesamiento de las muestras

Las muestras se¢ manejaron por separado tanto por la fuente como por la presentacion
(semen congelado y semen fresco)

Procesamicnto de las pajillas de Toro

Para la utilizacion de las muestras de toro se procedié a descongelar las pajillas a bafio maria
a una temperatura de 35°C por 30 segundos, descongeladas las muestras se procedié a

resuspender el contenido de las mismas (de 4 a 5 x 10 espermatozoides en 500p1) en 1 ml
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de PBS para de ahi tomar una gota de 20 pl y analizar la morfologia, movilidad y porcentaje

de viabilidad de los espermatozoides contenidos en cada una de las muestras.

Posteriormente se lavaron las muestras para eliminar el medio de criopreservacion y tefiir a

los espermatozoides.

Procesamiento de las muestras de semen fresco de Cerdo

Las muestras de cerdo fueron analizadas a su llegada al laboratorio, comprobando la

movilidad, morfologia y concentracién de las muestras, para lo cual se realiza una dilucién

del semen completo, Para realizar el conteo de espermatozoides y determinar la

concentracion de la muestra se llevo a cabo el protocolo siguiente :

1.

2.

Se toman 10 ul de semen por 990 pl de diluyente para obtener una solucién 1:100

Se resuspende y se procede a tomar una gota de 10 pl de dicha suspensién para
colocarla en la camara de Neubauer (10 pl en cada cdmara)

Se procede a realizar el conteo de los cuatro cuadrantes con sus 16 cuadros
respectivamente

Se realiza una sumatoria de los 4 valores y se procede de la misma forma con la
segunda camara

Se suman ambos valores y se dividen entre cuatro
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6. El reéu]tacio se eleva primero al exponente de la dilucion y después al de la camara,
quecnde 10°
NOTA: no es conveniente tomar menos de 5 pl de la suspensién que va a ser contada
v. f)or que el resultado no sera representativo.

Posteriormente se procede a realizar la dilucién adecuada para tener una concentracion de 5 x
108 espermatozoides en un volumen final de 1 ml, el cual ya puede ser lavado de la misma
forma que las muestras de toro.
En el caso de las muestras de semen fresco de cerdo, como se encuentras en estado liquido se
procedio directamente al lavado de las mismas con la finalidad de eliminar el plasma seminal,
debido a que se reporta que dicho liquido interfiere con el proceso de tincién y analisis del
contenido de DNA por medio de CF.
Lavado de las muestras
Se colocaron las muestras en tubos de centrifuga con capacidad de 15 ml.
Se adiciond un volumen de 5 ml de TNE homogeneizando las muestra suavemente,
Se colocaron las muestras en la centrifuga y se sometieron a un ciclo de 10 minutos a una
velocidad de 250g,
Se eliminé el sobrenadante y el botén celular resultante se resuspendié nuevamente en 5 ml
de TNE Repetir por dos ocasiones mas los ciclos de centrifugacioén, y al final de dicho
proceso se resuspendio el botdén en 1 ml de TNE.

Realizado el lavado se siguieron tres caminos distintos:
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1) Analizar las muestras directamente en el CF sin la adicion de ningin colorante: para lo
cual se dejé la muestra de espermatozoides en un volumen final de Iml y se colocod
directamente en el CF para su lectura y andlisis.
2) Se utilizaron los colorantes IP y NA, los cuales requieren de membranas permeables para
que puedan penetrar y unirse al DNA. Para lo cual, las muestras fueron sometidas a un
choque térmico, que consiste en someterlas a temperatura de congelacién por 90 minutos.
Transcurrido ese tiempo se colocaron a bafio maria a 45°C por 20 minutos, se resuspende y
se centrifuga a 250g X 10 minutos, se elimina el sobrenadante y el botén celular se
resuspende en | mi de PBS para tefiir con IP; en caso del NA en TNE. Dicha técnica aplica
en ambos casos, tanto para la utilizacion de las muestras de semen de toro como de cerdo.
Con la finalidad de conservar la integridad de las membranas nucleares y que no se degraden
los espermatozoides se procede a fijar las muestras de la siguiente manera:
Se colocaron las muestras en tubos de 15 ml y en el vortex se agitaron con la finalidad de que
se encuentre la muestra en constante movimiento y evitar que los espermatozoides se
peguen y formen grumos que después no podrian ser separados imposibilitando la
utilizacion de dicha muestra para el proceso de tincién. Mientras se agita la muestra se
adicionar 3 ml de una solucidn de etanol grado reactivo (previamente refrigerado a —4°C por
un lapso no menor de 24 horas) para obtener una muestra final al 75% de etanol. Lograda la
incorporacion del etanol a la muestra de espermatozoides se dejaron reposar en refrigeracion

un periodo de 2 horas para que se fijaran las muestras. Transcurrido dicho tiempo se sacaron

lar
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las muestras de refrigeracion y se volvieron a lavar por centrifugacién, un ciclo a 250g por 10
minutos para eliminar el etanol, el boton resultante se resuspendié nuevamente en 1 ml de
TNE y se procedié a teilir las muestras, unas con IP y otras con NA.
3) Las muestras de semen con espermatozoides vivos, se tifieron con Syto Green, con la
finalidad de probarlo, para esto, las muestras después de ser lavadas y resuspendidas en

TNE se tifieron y se analizaron.
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Técnicas de tincion

Tincién con IP

Las muestras fueron colocadas en tubos de citometria con una capacidad de 5 ml, en los
cuales se adiciondé un volumen de IP 50 ul a una concentracién de 50 mM, se procedi6 a
homogeneizar suavemente la muestra y se dejé incubar a temperatura ambiente y en

oscuridad por 10 minutos.

Tinciéon con NA

Las muestras fueron colocadas en tubos de citometria con una capacidad de 5 ml, en los
cuales se adiciona un volumen de NA 1.2 pl, a una concentracién de 5 mM se procedié a
homogeneizar suavemente la muestra y se dejé incubar a temperatura ambiente y en
oscuridad por 10 minutos.

Tincién con SG

Las muestras fueron colocadas en tubos de citometria con una capacidad de 5 ml, en los
cuales se adiciona un volumen de 0.2 pl a una concentracién de 10 mM, se procedid a
homogeneizar suavemente la muestra y se dejé incubar a temperatura ambiente y en
oscuridad por 10 minutos

Una vez realizada la tincidn se procedid a analizarlas en el CF.
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RESULTADOS

Calibracién del citofluorémetro.

La evaluaciéon de muestras de sangre de humano permitié observar que el citofluorometro
trabaja correctamente por la identificacion de las regiones de los leucocitos totales que son
ampliamente conocidas. En la figura 3a, se observan las regiones correspondientes a los
leucocitos, granulocitos y monocitos. En Figura 3b se muestra la region en donde se

encuentran los linfocitos aislados por medio de gradiente de Linfograd.

g

FSC
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250 500 1000

Figura 3a. Grifica de puntos de sangre completa, se observa marcado con el 1 la regién de los
linfocitos, con el 2 a los granulocitos y con el 3 a los monocitos. 3b. Grifica de puntos donde

se muestran linfocitos aislados por medio de un gradiente de Linfograd.
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Estandarizacidon para la cuantificacién del DNA e¢n citometria de flujo

Los datos que ofrece el CF, al momento de adquirir muestras, pueden variar dependiendo de
la tincién, la preparacion de la muestra y la calidad del citometro.

La calibracion para el andlisis de DNA se realiza mediante la asignacion de valores de
fluorescencia utilizando estandares. Esta es determinada, midiendo el coeficiente de variacion
de la distribucién del pico de células en fase GO/G1 a partir de un estindar que son los
niicleos de eritrocitos de pollo (CEN), minimizando las variaciones debidas a artefactos al
momento de la preparacion de las muestras, lo que es un factor crucial para optimizar las
condiciones en el analisis de DNA. Los nicleos de eritrocitos de pollo fijados con etanol, al
momento de ser analizados por CF, muestra nicleos aislados (simples), dobles o pegador en
pares (dobletes), niicleos unidos de tres en tres (tripletes) y agregados mayores. Cuando los
CEN se tifien con IP, forman cuatro o mas picos, al analizarlos utilizando el parametro FL2-
A, la respuesta del instrumento es lineal, e indica que la tincion fue realizada correctamente,
estos picos deben ser 2, 3 y 4 veces mds grandes que el canal de las muestras de nticleos
solos o simples (Figura 4a, b). El mismo procedimiento se sigue con niicleos de timocitos de
ternera (CTN) de los cuales se muestra un histograma donde se muestran los picos en los
canales de fluorescencia adecuados para los nucleos solos, dobletes, etc., el uso de éste tipo
de nucleos es bueno debido a se manejaron muestras de toro (Figura 4c). Para que la
calibracién se encuentre correcta, las mediciones el coeficiente de variacién (CV) del pico

M1 debe ser de 1.85 y la linearidad de 1.995.
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Figura 4 Grificas de CEN tefiidos con IP. da. Se graficé el ancho de la fluorescencia 2 (FL2W) contra
el nimero de los eventos, con esta grafica se modifica la ganancia en el amperaje hasta
obtener un valor de 200 + 5. 4b. Histograma del drea de la fluorescencia 2 (FL2-A) con el que
se ajusta el voltaje hasta obtener un valor de 200 = 5, para luego obtencr el coeficiente de
variacion y la linearidad de la medida. 4c. Grifica de puntos donde se muestran nicleos de
timocitos de ternera (CTN) de FL2-W vs FL2-A en dénde se determina la regién en cl cual se

cuantificaron los niicleos solos.
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Determinacién de la zona dc localizacién de los espermatozoides toro y cerdo.
Tratando de encontrar la forma en que se lograra una mejor separacién de las dos
poblaciones de espermatozoides, las muestras fucron analizadas con los parametros en dos
tipos de escala conocida y manejada por el CF: una escalas logaritmicas (Log.) Figura Sa y
una escala lineal (Lin.) Figura 5b, lo cual permite observar las muestras con una mejor
dispercion celular, lo que favoreci6 la localizacion de los espermatozoides, para las pruebas

que se realizaron.

FSC
500

250

1000 250 500 1000

SSC

Figura 5a. Muestra de espermatozoides de cerdo adquiridos con la finalidad de analizar los
pardmetros FFC y SSC en forma logaritmica, separando en una regién correspondiente a la
poblacién de los espermatozoides encerrada en una elipse. 5b. Grifica de puntos de
espermatozoides adquiridos en forma lineal es posible observar una poblacién mayor a

comparacién con lo que se cbserva en la adquisicién de la muestra en forma log.
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La adquisicién con escala logaritmica fue reportada para identificar a los espermatozoides
humanos. Sin embargo, como se observa en la Figura 5a, la poblacion aparcce muy dispersa.
Al adquirir la muestra con parimetros lineales (Figura 5b) se logra observar una mejor
dispersion de la misma poblacién de espermatozoides y un mayor niimero de eventos en la
region seleccionada. Lo que facilité una mejor localizacién de la region donde se encuentran
los espermatozoides

Una vez identificada la region de los espermatozoides de cerdo se realizé el mismo
procedimiento de adquisicion con las muestras de toro, obteniendo una distribucién similar a
la que presentan los espermatozoides de cerdo. Las muestras de semen de toro analizadas

con escalas logaritmicas, se muestran en la Figura 6a y con escalas lineales en la Figura 6b.

FSC

250 500 1000 250 500

SSC

Figura 6a Muecstra la distribucién de los espermatozoides de toro adquiridos con pariametros

logaritmicos, en la que e¢s posible determinar a la regién correspondiente a los

1000
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espermatozoides delimitada por el clipse. Figura 3b Grafica de puntos con parimetros

lincales donde es posible observar una region mas clara de espermatozoides.

Los experimentos descritos anteriormente, tuvieron la finalidad de identificar a los
espermatozoides con cromosoma X o Y solamente por su tamafio. Esto ultimo no fue
posible debido a que la diferencia en el tamafio de las cabezas de los espermatozoides tanto
de cerdo como de toro no fueron suficientes para separarlos en dos poblaciones. Sin
embargo los datos proporcionados por estos experimentos, fueron de gran importancia para
la ubicacion de la regién donde se localizan los espermatozoides.

Determinacién del contenido de DNA de espermatozoides bovinos y porcinos
mediante fluorcromos especificos para DNA.

Una vez localizada la region en que aparecen los espermatozoides tanto de cerdo como de
toro se procedis a realizar el proceso de adquisicion de las muestras tifiéndolas con diversos
colorantes especificos para DNA.

Los resultados del total de las muestras se encuentran en el anexo I al final del trabajo, donde
se muestra un andlisis completo realizado por medio de un programa estadistico S.A.S.,
donde se procesaron los datos obtenidos del CF y que de forma grifica muestra la
composicion de los promedios las muestras analizadas, por especie y colorante, ademas de

mostrar un e¢jemplo de las muestras mas representativas de cada grupo.
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Muestras tefiidas con IP

Para el anilisis de las muestras se desplegaron dos ventanas donde se observaron dos
graficas de puntos, una ventana mostrando los pardmetros de tamafio (FSC) y granulosidad
(SSC) Figura 7a. muestra una grafica donde se delimité la regién correspondiente a los
espermatozoides. En la Figura 7b se muestra una grifica de puntos, con las variables ancho
(FL2-W) contra el drea de la fluorescencia de IP (FL2-A), estas graficas se utilizaron para

descartar a los espermatozoides que formaban agregados.
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Figura 7a Adquisicién de espermatozoides de cerdo en forma lineal. Se observa la dispersién de igual
manera que en la adquisicién sin colorante, seleccionando la regién encerrada en un elipse
donde se localizan los espermatozoides, la cual sirvié para localizarla en el grifico del ancho
(W) y érea (A) de fluorescencia.7b Se observa un grupo mds homogéneo y localizable. En el
cunl es posible notar dos subpoblaciones que en teoria corresponden a las dos

subpoblaciones de espermatozoides que contienen el cromosoma X o al cromosoma Y,

En los histogramas obtenidos de las graficas de puntos anteriores, es posible observar un
desplazamiento hacia la derecha y el segundo hacia la izquierda, esto cumpliendo con el
entendido de que los espermatozoides que contienen el cromosoma X contienen mas DNA
y por tanto fluorescen mas que los que contiene el cromosoma Y, lo cual se puede
interpretar como que los que contienen en X estan desplazados hacia la derecha y los que

contienen al Y se localizan hacia la izquierda
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Utilizando tnicamente los espermatozoides presentes en la region delimitada en las graficas

de puntos anteriores, se muestran los siguientes histogramas de frecuencia confrontando en

el eje de las ordenadas el conteo celular y en el eje de las abscisas los valores de fluorescencia

IP-H (FL2) Figura 8a y el ancho (FL2-W) en la Figura 8b.
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Figura 8a. En el histograma se muestra la fluorescencia de la poblacién de espermatozoides de la

region seleccionada en la grafica de puntos, en el cual no es posible observar las dos
subpoblaciones de espermatozoides bien delimitadas. 8b. Histograma que muestra el ancho
de la fluorescencia debida al IP, es posible observar dos picos que podrian corresponder a

dos poblaciones.

Muestra de toro tefiidas con IP.

Se realizo el mismo analisis con las muestras de espermatozoides de toro y asi aparece en las

gréficas de puntos que corresponden a las figuras 9a, 9b, y los histogramas correspondientes

a esos mismas regiones se observan en las Figuras 10a y 10b.
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Figura 9a, Grifica de puntos donde se muestra la disposicién de la poblacién analizada de acuerdo a

su tamaiio y granulosidad (FSC vs SSC). 9b Grifica en la que se muestra la disposicién de la
poblacién espermaitica de acuerdo al ancho y al drea de Ia fluorescencia emitida (IP-W vs IP-
A respectivamente) por el material genético de los espermatozoides de toro empleados para este
andlisis.
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Figura 10a. El histograma muestra la regién correspondiente a los espermatozoides seleccionados en
el grifico de puntos, permitiendo observar la presencia de dos picos demasiado unidos, lo
que dificulta la posibilidad de separarlos para someterlos a proceso de seleccién y
recuperacion celular. 10b. Muestra otra perspectiva acerca de la misma regién, siendo més

clara la presencia de dos picos.

Muestras de cerdo tefiidas con NA

En la Figura 1la y 11b, las grificas de puntos muestran la regién donde se localizan los
espermatozoides tomando en cuenta el tamafio y la granulosidad de los mismos. La siguiente
grafica de puntos muestra la fluorescencia, permitiendo la localizacion de los
espermatozoides que no se aglomeraron. Con los datos proporcionados por las graficas de
puntos se realizaron dos histogramas: tomando en cuenta el ancho de la fluorescencia (Figura

12a) y la altura (Figura 12b) de la fluorescencia.
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Figura 11a. Grifica de puntos donde se observa la disposicién de la poblacién de espermatozoides de
cerdo teiiidos con NA, tomando en cuenta los pardmetros de granulosidad y tamafio de las
células analizadas (FSC-SSC). 11b. Se observa el andlisis de los espermatozoides de cerdo
teiiidos con NA tomando los parimetros de ancho y drea de la fluorescencia (NA-W / NA-A).
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Figura 12a El histograma es obtenido a partir de la informacién proporcionada por la grafica de
puntos donde se localizé la regién de los espermatozoides. Es posible observar dos picos que
corresponden posiblemente a dos poblaciones de espermatozoides. 12b. Histograma que
muestra el ancho de Ia fluorescencia debida al NA. No es posible determinar una separacién

de espermatozoides en dos poblaciones.

Muestras de toro tefiidas con NA

Se realiz6 el mismo procedimiento mostrando una grafica de puntos FFS contra SSC (Figura
13a), y otra grafica de puntos donde se muestra el area contra el ancho de la fluorescencia
(Figura 13b). Con los datos proporcionados por estas gréficas se reali9zaron los siguientes
histogramas de flujo, con los mismos parametros de fluorescencia, altura (figura 14a), ancho

(figura 14b)
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Figura 13a. Griafica de puntos de acuerdo a la granulosidad y tamafio de las células. Es posible
observar una distribucién similar a la que presentan las muestras de cerdo. 13b. Gréfica de
puntos de acuerdo al ancho de la fluorescencia del NA intercalado en el DNA de los nuacleos
de los espermatozoides. La dispersién de los puntos se muestra de forma extendida, lo cual

dificulta la localizacién del un grupo representativo de espermatozoides no agregados.
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Figura 14a. Histograma obtenido a partir del grifico de puntos donde se localizé la regién de los
espermatozoides., Es posible observar la presencia de dos picos que posiblemente
corresponden a dos poblaciones de espermatozoides, a pesar de la distancia tan marcada que
presentan, debido a que por presentar una diferencia de solo el 4% entre los que contienen el
cromosoma X y el Y, deben presentarme mads unidos los picos. 14b Histograma en el cual es

posible observar la presencia de dos picos que posiblemente corresponden a dos poblaciones.
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Muestras de cerdo terniidas con SG

Como punto final del presente trabajo se probo el colorante vital SG, utilizando muestras de
espermatozoides viables.

La forma en que se presentan los resultados corresponde a la misma que se empled para los
otros colorantes, mostrando una grafica de puntos donde se mide la granulosidad contra el
tamario celular, FSC contra SSC (Figura 15a), y otro tomando en cuenta el ancho y drea de
fluorescencia (Figura 15b) Ademas se muestran dos histogramas confrontando el conteo
celular contra el ancho (Figura 16a) y altura (Figura 16b) de la fluorescencia emitida por el

SG.
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Figura 15a. Grifica de puntos, cn ella es posible observar una disposicién similar a la que se observa
en las muestras tefiidas con IP o NA. 15b. Grifica de puntos donde se¢ tomo6 como parametro
el ancho de la fluorescencia, se observa una disposicién similar a la observada con las
muestras teflidas con IP. Dc ésta grifica se tomé la region de los espermatozoides no

agregados para su anilisis en los histogramas.
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Figura 16a. El histograma es obtenido a partir de la informacién proporcionada por el grifico de
puntos donde se localizé 1a regién de los espermatozoides. Es posible observar dos picos que
podrian corresponder a dos poblaciones de espermatozoides, aunque es muy notoria su
separacion, la cual haria dudar de la veracidad de que sean dos poblaciones. 16b.
Histograma que muestra ¢l ancho de la fluorescencia debida a SG. Es posible observar una

separacién de espermatozoides en dos poblaciones por la pr ia de los picos.
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Muestras de toro tefiidas con SG.
El mismo procedimiento se recalizé con las muestras de toro presentando una grifica de
puntos de FSC contra SSC (Figura 17a), una grafica de puntos de la fluorescencia (Figura

17b), ademas de dos histograma mostrando el ancho (Figura 18a) y la altura (figura 18b) de

fluorescencia del SG.
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Figura 17a. Grifica de puntos, es posible observar una disposicién similar a la que se observa en las
muestras teitidas con IP o NA. 17b, Grifica de puntos tomando como pariametros la
fluorescencia, se observa una disposicién similar a la observada con las muestras teiiidas con
IP, aunque se observan dos grupos de puntos, de éste grifico se tomé la region de los

espermatozoides no agregados para su andlisis en los histogramas.
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Figura 18a. El histograma es obtenido a partir de la informacién proporcionada por la grifica de
puntos donde se localizé la regién de los espermatozoides. No es posible observar dos picos
bien definidos que correspondan a dos poblaciones de espermatozoides, 18b. Histograma que
muestra el ancho de la fluorescencia debida a SG, es posible observar una separacién de
espermatozoides ¢n dos poblaciones por la presencia de los picos, aunque es muy notoria su

separacién, Ia cual haria dudar de la veracidad de que scan dos poblaciones.
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Tratamiento estadistico de los resultados.

Los resultados de las muestras adquiridas por CF se sometieron a anilisis estadistico para
determinar la presencia de dos subpoblaciones de espermatozoides en las muestras de
semen.

Al analizar la distribucién normal de la regién de espermatozoides se pudo observar que
presentaba una simetria y curtosis perteneciente a la denominada distribucion platictrtica.
La distribucién platicirtica plantea que se puede observar una distribucién normal con las
extremos mas alejados, o cual se interpreta como la sobreposicién de dos poblaciones con
varianzas similares pero con medias distintas, pero muy cercanas entre si.

En la Cuadro 4 se muestran los datos correspondientes a la curtosis de las muestras

analizadas, obtenidos por medio del programa S.A.S.
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Cuadro 4

Muestras Cerdos Toro

colorante P NA SG 1P NA SG

Curtosis - -0.99166 -0.86414 -1.12344 -0.9589 -0.94249  -1.20338
-1.03836 -1.10658 -1.18374  -0.85562 0.112154 -0.4556

-0.78337 -1.25461 -0.99607 -0.81894 -1.0409 -1.18576

-1.37636 -0.12924 -0.34729  -1.57713  -0.65465 -1.22356

-1.01322 -0.70332 -1.2258 -0.82478  -0.72953  -0.74475

-1.44358 -0.60588 -0.70951  -1.23769 -1.38333 -0.39567

-1.39376 -0.59267 -1.29838  -1.07601 -1.01343 -1.41885

-0.68276 -0.46881 -0.71356  -0.68993  -0.73578 -1.29638

-0.27973 -1.16289  -0.87673 -0.71913 -1.51404

-0.89006 -0.39664  -1.31319 -0.8505  -0.76008

-0.31803 -0.60411  -1.44047
-0.63529
Promedio -1.32117 -0.70533 -1.19407 -1.43662 -1.06563 -1.27636

Cuadro 4 Valores de curtosis de cada muestra con los diversos colorantes. Muestras los valores de
cada una de las muestras analizadas y tefiidas con los diferentes fluorocromos empleados
para observar el contenido de DNA de los espermatozoides. Como se pucde observar todos los
valores obtenidos, ya sea en forma independiente o en promedio por especie y colorante, son

menores a cero, lo que indica que la distribucién que presentan es platicuartica.
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La forma en que se analizaron los resultados fue la siguiente: .

Partiendo de la informaci6n obtenida en el citémetro de flujo, con respecto a la distribucion
de la poblacion de espermatozoides donde se observan los dos picos, se tomaron y
procesaron los resultados, por medio del analisis de una distribucién normal, la cual plantea
que una g,y g, significativamente menores a cero indica que la muestra presenta una
distribucidn platicurtica conteniendo dos poblaciones normales con iguales varianzas pero
con diferentes medias. La g, y g, en una muestra estadistica, corresponden a los valores
estimados a partir de los parametros de las poblaciones analizadas. En donde:

n}:(Xi— J_{)J
ST -2

w

= k, = k,
& "[?J' =y
.- Z(Xi - 5{)4n(n +1)(n—1)— 3[:(xs - X)z T

(n—-2)(n-3)
e

k3 y k4 son los coeficientes de K. Pearson, s es la varianza, Xi es la muestra I, X es la

media, n es el niimero de muestra y g son los factores de la curtosis de Pearson.
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Como no todas las distribuciones simétricas son normales, estadisticamente se pueden
diferenciar evaluando la forma de una distribucién, con respecto a la normalidad, empleando
el cuarto poder de la desviacién de las medias proporcionando una medida llamada curtosis.
La curtosis de una poblacion por lo regular se caracterizada por presentar "picos", que
puede ser de tres tipos, mesocurticos o normales de una sola poblacién, leptocurticos de dos
poblaciones con la misma media y platicurtica (Figura 19), de dos poblaciones con medias
diferentes aunque muy cercanas entre si (64-66).

Para confirmar la presencia de dos poblaciones con media muy cercanas entre si es necesario
el planteamiento de hipétesis a confirmar o a rechazar.

La hipétesis alterna (HA) plantea que si:

8> <0 entonces la distribucion sera platicurtica, normal pero con dos medias muy cercanas
entre si.

La hipétesis nula (HO) plantea que si:

82> 0 entonces la distribucion sera normal con una sola poblacion.

Se pudo constatar con el presente estudio es que a pesar de obtener valores menores a cero
y confirmar la presencia de dos poblaciones, estas se encuentran tan unidas que es dificil

separarlas con el equipo de citometria de flujo.
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Figura 19 Distribucién PLATICURTICA de dos poblaciones por simetria y curtosis.
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DISCUSION

Este proyecto tuvo como objetivo primordial estandarizar las técnicas para teiiir
espermatozoides con la finalidad de determinar la cantidad relativa de DNA en los
espermatozoides de toros y cerdos por medio de CF. Lo primero fue localizar las zonas en
las cuales, las referencias bibliograficas y estudios de citometria previamente realizados
indicaban la localizacion de los espermatozoides de acuerdo a la fluorescencia emitida.

Se analiz6 la distribucién de los espermatozoides de acuerdo a su tamaiio y granulosidad,
esto brindo el primer parametro para iniciar el presente trabajo.

Se procedi6 a analizar las regiones y compararlas con los datos encontrados en la literatura,
se probaron diversos medios para lavar y resuspender las muestras de semen, que fueron
utilizadas en el CF.

El primer medio que se utilizé fue el PBS con BSA al 1%, como se mencionaba en la
literatura: Este no result6 ser el amortiguador adecuado, ya que incremento la agregacion de
los espermatozoides, que se pegaron a las paredes de las mangueras del equipo; provocando
lecturas falsas y a la larga obstrucciones del equipo, lo que trajo como consecuencia un
retraso en la obtencién de resultados.

Posteriormente, se utilizé PBS solo, sin embargo, al momento de tratar de recuperar los
espermatozoides, estos se perdian, por lo cual se procedié a sustituirlo por TNE (Tris-

NaCI-EDTA).
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El‘TNE brind6 mejores resultados permitiendo recuperar a los espermatozoides integros y
sin aglu‘tinarse. |
Lo siguiente fue probar las soluciones acarreadoras para que corrieran las muestras dentro
del citéometro. El primero en utilizarse fue el FACSFlow (solucion recomendada por BD
para adquirir y recupera las muestras celulares en el CF), pero no permitié obtener buenos
resultados, por lo cual se sustituyé por PBS. Este se utilizo recién preparado y no se logro
obtener resultados favorables, por lo cual se procedid a filtrarlo, ajustarle el pH a 74 y
después enfriarlo, debido a que el proceso de adquisicion, seleccion y recuperacion de los
espermatozoides al parecer aumenta la temperatura de la solucion, lo que provoca que los
espermatozoides no pudieran ser recuperados. Con esta medida fue posible obtener mejores
resultados.
Ya lograda la primera fase que era obtener los medios apropiados para la adquisicion, se
procedié a probar las concentraciones 6ptimas para una buena tincidn, ademas de los
tiempos apropiados para que el colorante penetrara a la célula y se fijara al DNA. Esto se
realizé para el IP, NA Y SG, definidas las concentraciones 6ptimas se procedid a utilizarlas
con las muestras de semen que serian registradas en el presente trabajo.
La region de los espermatozoides fue determinada y los resultados fueron analizados en
histogramas de frecuencia contra fluorescencia FL2. Dicha regién fue seleccionada y
recuperada en tubos de 50 ml recubiertos con BSA al 1%, las muestras recuperadas se

centrifugaron, con la finalidad de concentrarlas y efectuarles un segundo anélisis, por medio




72

de CF o por PCR con sondas especificas del cromosoma Y de bovino y sondas especificas
de humano que cruzan con las de cerdo. Las amplificaciones fueron corridas por
electroforesis en geles de agarosa al 3%, tefiidos con bromuro de ctidio y visualizados con
luz ultravioleta.

Esta técnica puede verificar la adecuada separacién de las subpoblaciones de
espermatozoides con el cromosoma X o el cromosoma Y, pero solo fue realizada en dos
ocasiones y no fue posible confirmar que las muestras procesadas por medio de PCR fueran
de una poblaciéon de espermatozoides con el cromosoma X, debido a que mostraban
secuencias especificas del cromosoma Y. No se pudieron realizar mayor nimero de pruebas,
debido a problemas con la parte del selector y recuperador de células del equipo y tuvieron
que ser suspendidas; razon por la cual solo se especula y no se afirma que los picos antes
presentados correspondan a dos poblaciones distintas, esto debido a que no se pudieron
hacer una mayor cantidad de pruebas de PCR para confirmar la separacion. Sin embargo, con
los resultados presentados en forma estadistica y las referencias hasta el momento
encontradas, se puede concluir que se logro la diferenciacion de las dos poblaciones de
espermatozoides. Las muestras que se lograron recuperar fueron sometidas a un andlisis al
microscopio optico, para corroborar la presencia de espermatozoides en el volumen de
recuperacion. Los tiempos de centrifugacion se estandarizaron como se muestra en la
metodologia y la observaciéon al microscopio mostrd muy pocos espermatozoides por

campo. Aunque los que se encontraban estaban integros.
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Con base en lo anterior, se podria considerar que a pesar de que el CF es capaz de localizar
la regidén espermdtica y mostrar dos posibles picos correspondientes a las dos
subpoblaciones de espermatozoides. estas se encuentran tan cercanas una de la otra que no
fue posible una adecuada separacion, y sf una muy posible contaminacién de muestras de
espermatozoides X con espermatozoides que contienen el cromosoma Y. No se puede
descartar un problema metodolégico, factible de ser modificado y corregido, en cuanto el
equipo sec encuentre en condiciones de volver a trabajar con las muestras de
espermatozoides.

A pesar de las dificultades presentes en este trabajo, los resultados presentados serviran
como base para manejar de una forma adecuada las muestras, ya sea modificando otros
parametros en el equipo utilizado o bien manejar las muestras con un equipo mas avanzado.
Este seria el caso de un CF con la capacidad de reorientar el ldser y separar por medio de
cargas eléctricas las dos poblaciones a la vez y descartando en un tubo a aquellos
espermatozoides a los cuales no se puedan colocar ya sea en el tubo de recuperacion de
espermatozoides X o de espermatozoides Y.

En la actualidad ya se determinaron las concentraciones 6ptimas de NA y SG, para analizar
tanto la eficiencia como la variabilidad en la cuantificacién del DNA de espermatozoides de

bovinos y cerdos, comparado con los resultados obtenidos con IP.
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CONCLUSIONES

Con base en los objetivos planteados al inicio del presente trabajo, se concluye lo siguiente:
Se lograron establecer las condiciones adecuadas en las cuales deben ser preparadas las
muestras para su anélisis por medio de citometria de flujo.

El andlisis por medio de citometria de flujo permiti6 ubicar la region de los espermatozoides
de toro y cerdo, utilizando los parametros de tamafio y granulosidad (FSC y SSC), lo cual
permitira usar dichas regiones para proseguir con los trabajos experimentales que permitan
lograr una separacion exitosa de muestras de semen viable.

Los fluorocromos utilizados (IP y NA) fueron eficientes para tefiir el DNA de los
espermatozoides, ademas de que permiticron comparar la ubicaciéon de la poblacion
espermatica y corroborar su localizacion en el mismo canal de fluorescencia.

La distribucion de la poblaciéon espermatica de acuerdo a la intensidad de fluorescencia
emitida por los dos fluorocromos, permitid observar la presencia de dos picos, los cuales
indican la presencia de dos subpoblaciones diferentes en su contenido de DNA.

Los datos obtenidos a lo largo del trabajo indican que se logré separar y recuperar una
poblacién espermatica, a pesar de que no fue posible corroborar a cual de las dos

subpoblaciones correspondian, dichas células.
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Se logro6 estandarizar y corroborar el uso del SG como Fluorocromo especifico de DNA, y a
pesar de mostrar una disposicion diferente a la que presentaron los espermatozoides con IP
y NA, fue posible la recuperacion de células con buenas caracteristicas de integridad celular.
Esto abre un camino para proseguir con los experimentos que permitan en un futuro no muy
lejano la adquisicion de células viables a menores costos de los que implica la separacion de
espermatozoides por medio de equipos especializados pero mas costosos y muy lejanos de
las posibilidades de nuestro pafs.

Después del trabajo realizado se puede considerar se requieren de estudios adicionales, para
lograr comprobar la separacién en dos subpoblaciones a los espermatozoides, por lo que es
necesario continuar con los experimentos con el uso del SG y de ser posible con un equipo

de citometria mas avanzado.
Perspectivas

Los estudios realizados hasta el momento han permitido desarrollar la base para intentar una
posible separacion de espermatozoides en dos subpoblaciones distintas y de ser posible
lograr la recuperacion de espermatozoides viables para su posterior utilizacion, a un costo
menor al que implica la compra de un equipo especializado para el sexado. Esto brindaria
una alternativa de selecciéon en el ganado productor de leche o de came en la ganaderia
nacional y en el desarrollo de piaras de un sexo determinado. Es necesario realizar un mayor

numero de ensayos para determinar con mayor eficiencia la separacion de las dos
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poblaciones, asi como la viabilidad de los espermatozoides para que posteriormente puedan
ser utilizados tanto en programas de inseminacién artificial como de fertilizacion in vitro.

El equipo se planea utilizar es el FACS Vantage, el cual tienc la capacidad de realizar
pruebas comparativas con el fluorocromo Hoechst 33342, ademas de la utilizacion del Syto
Green, lo cual brindara una mejor alternativa al planteamiento inicial de nuestro trabajo:
realizar un sexado espermatico eficiente con los medios disponibles y que se tienen a
nuestro alcance, empleando semen sexado en la practica cotidiana de la FIV que se lleva a
cabo en los laboratorios de 1a UAM-I y de la Facultad de MVZ de la UNAM, para obtener
embriones de un sexo determinado, de acuerdo a su utilidad zootécnica. Todo esto permitira
demostrar que no es necesaria la utilizacion de un laser UV y de Hoechst para la separacién
de los espermatozoides en dos poblaciones.

De esta manera, se buscara implementar una técnica eficiente, practica y econémica para la

utilizacion del semen sexado en la ganaderia de nuestro pais.
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ANEXOI

Analisis estadistico de los promedios de las muestras de toro y cerdo tefiidas con Yoduro de
Propidio, Naranja de Acridina y Syto Green.

Se presentan solo los valores mas representativos de cada grupo manejado.




87

Cerdos con Yoduro de Propidio

promedio

Moments

N 145 Sum Wgts 145
Mean 237.221 Sum 34397.04
Std Dev 160.31 Variance 25699.3
Skewness -0.02944 Kurtosis -1.32117
uss 11860398 CSs 3700699
cv 67.57834 Std Mean 13.31302
T:Mean=0 17.81872 Prob>IT] 0.0001
Sgn Rank 5292.5 Prob>1SI 0.0001
Num ~= 0 145

W:Normal 0.901067 Prob<W 0.0001

Quantiles (Def=5}

100% Max 496.625 99% 494.5
75% Q3 363.875 95% 477.375
50% Med 254.625 90% 457.125
25% Q1 73.25 10% 13.75
0% Min 0.75 5% 7.875
1% 1.125
Range 495,875 :
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Mode 13.75
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Stem Leaf # Boxplot
50 1 |
4 001111223444555667777888889999 30 1
3 0012222233334444555566678899 28 o +
2 0011222233344555667777888999 28 i Tt
1 011123344456678899 i8 | i
0 0000001111111111222233334444555666777889 40 L +
B et T Sttt a1

Multiply Stem.Leaf by 10**+2



88

i Normal Probability Plot
550+ . ++++++
1 ) EE R R R EREEEREE XS] - *
\ ek e s e by
! .-y
1 PR
50+0 * PR R E R SRR R R R
R -+ + —te——— + + + o=

-2 . -1 - (o] +1 . +2

FREQUENCY OF 'PROM

FREQUENCY
| *okkew
20 4  whww k i L2 2R
l ‘*‘*.** dr de ke e i ﬁ-*»ﬁ*i e e e
15 4 mwE e hkk : * ok : L b e
] LR T 20 ‘wwﬁ*ﬁf; B | e etk ke e e ek e dodek o kk e b
10 + *-ﬁ***v.‘,**}ﬁw' - ddrdedeh oo e de b de v it do et b o ke e ek e de b e
[ e R A L L A Y S I L L L L A A LD L I R T
5 -+ **Of* L ek e LA A A A R A XA N L AAS] LA A S 4 U e LA A R 4 b b W LA AR 4
| L 2 1 2 LA & X AL E L RS R R LI EEES] o e e Ao e ok e drode de e LA A XY LA AR RS
¢} 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Toros con Yoduro de Propidio

PROMEDIO
Moments

N 156 Sum Wgts 156
Mean 106.6391 Sum 16635.7
Std Dev 86.72411 Variance 7521.071
Skewness 0.298802 Kurtosis -1.43662
uss 2939782 CSs 1165766
cv 81.32487 Std Mean 6.943486
T :Mean=0 15.35815 Prob>!{T| 0.0001
Sgn Rank 6123 Prob>iS| 0.0001
Num “= 0 156

W:Normal 0.858895 Prob<w 0.0

Quantiles (Def=5)

100% Max 253.3 99% 250.2
75% Q3 192 95% 241.6
50% Med 93.45 90% 233.7
25% Q1 20.85 10% 6.1

0% Min 0.1 5% 2.9
1% 1
Range 253.2

Q3-01 171.15




89

Mode 5.2
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Cerdos con Naranja de Acridina
PROMEDIC
Moments
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Cerdos con Syto Green

PROMEDIO
Moments
N 91 Sum Wgts 91
Mean 106.3816 Sum 9680.727
Std Dev 78.22234 Variance 6118.735
Skewness 0.265031 Kurtosis -1.19407
uss 1580538 CSS 550686.1
cv 73.52994 Std Mean 8.19993
T:Mean=0 12.97348 Prob>IT| 0.0001
Sgn Rank 2093 Prob>|S| 0.0001
Num ~= 0 91 .
W:Normal 0.902236 Prob<W 0.0001 - -
Quantiles (Def=5)
100% Max 243 99% 243
75% Q3 173.6364 95% 234.2727
50% Med 93.7273 90% 223.3636-
25% Q1 30.9091 10% 6.1818
0% Min 0.5455 5% 1.3636
1% 0.5455
Range 242.4545
Q3-Q1 142.7273
Mode 0.8182
Extremes
Lowest Obs Highest Obs
0.5455¢ 2) 234.2727¢( 47)
0.8182¢ 4) 235.4545( 48)
0.8182¢ 3) 239¢( 50)
1.3636¢( 5) 242(¢ 49)
1.3636(¢ 1) 243(¢( 51)
Stem Leaf # Boxplot
2 000112222333334444 18 |
1 555667778999 12 d——— +
1 000001122233344 15 I+
0 555666777888888889999 21 F———— >
0 0000000011111111222223344 25 Fom—— +
e e D R

Multiply Stem.Leaf by 10**+2

Normal Probability Plot

225+ e dok b ke *
| kW g
125+ ek
| e
254+ - - Wk ok kb
PPy PUYS S S




94

FREQUENCY :OF PROM

FREQUENCY
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Toros con Syto Green

PROMEDIO
Moments

N 141 Sum Wgts 141
Mean 71.01547 Sum 10013.18
Std Dev 44.56393 Variance 1985.944
Skewness -0.36013 Kurtosis -1.27636
uss 989123 Css 278032.1
cv 62.75242 Std Mean 3.7529%6
T:Mean=0 18.92252 Prob>IT] 0.0001
Sgn Rank 4865 Prob>|S)| 0.0001
Num ~= 0 139

W:Normal 0.871162 Prob<W 0.0

Quantiles (Def=5)

100% Max 136 99% 132.0909
75% Q3 110.2727 95% 128.2727
50% Med 83 90% 124.1818
25% Q1 23.1818 10% 3.4545

0% Min 0 5% 1.5455
1% o}

Range 136

Q3-01 87.0909

Mode 4

Extremes
Lowest Obs Highest Obs
04 141) 128.8182¢( 61)
0¢ 3) 129¢( 66)
0.3636¢( 2) 129.6364( 58)
0.7273¢ 5) 132.0909( 60)

0.8182¢( 4) 136¢( 121)
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Stem Leaf ok Boxplot
12 011223333444445577789999026 27 '
10 02558888002234667 17 tm———— +
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6 000123000113356788 18 | +
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0 000111122222233444455570001234679  ~ 33 T S I
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Multiply Stem.Leaf by 10**+1

Normal Probability Ploﬁ
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