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Resumen

VAZQUEZ AGUIRRE MARTHA. Sexaje de espermatozoides de bovino mediante
meétodos fisicos (bajo la direccion de: MVZ. Javier Valencia Méndez, MVZ. Ma. de
Lourdes Juarez Mosqueda, MVZ. Jorge Hernandez Espinosa)

La posibilidad de seleccionar el sexo de la progenie antes de la concepcion es una tecnologia que
representa una posibilidad para eficientizar la produccién de alimentos de origen animal ya que permite
acelerar el proceso productivo a través de diversas vias. Aunque gracias a la citometria de flujo esta
posibilidad es una realidad, esta tecnologia que ha mostrado ser eficiente a nivel experimental, muestra
serias deficiencias al ser aplicada a nivel de campo. Por ello se considera como una posibilidad el
retomar investigaciones abandonadas en el pasado de métodos de sexaje que sean menos invasivos y
provoquen menor dafio a las células espermaticas. El objetivo de este trabajo fue evaluar 2 técnicas de
sexaje de espermatozoides de toro por métodos fisicos (centrifugacion en gradientes de densidad y
filtracion en gel), ensayados previamente con semen de humano, en los que se reportaron altos grados
de enriquecimiento de alguna de las poblaciones. Asi mismo se trabajé con 4 técnicas de validacion:
tincion con quinacrina, hibridacion in situ, reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR- tr)
y densitometria Optica de geles de agarosa. Unicamente la técnica de PCR-tr y densitometria Optica de
geles proporcionaron datos para realizar el andlisis estadistico, los cuales indicaron que ninguna de las
técnicas permite la separacion de las fracciones. Sin embargo se encontr6é una diferencia numérica que
sugiere la posibilidad de enriquecer la poblacién de espermatozoides X mediante centrifugacion en
gradientes de Ficoll — diatrizoato de sodio, sin embargo es necesario realizar mas repeticiones de la
técnica de PCR-tr para corroborarlo. Las técnicas de tincion con quinacrina e hibridacién in situ no

pudieron estandarizarse.



Abstract

VAZQUEZ AGUIRRE MARTHA. Sexing bull spermatozoa by physical methods
(down direction by: MVZ. Javier Valencia Méndez, MVZ. Ma. de Lourdes Juarez
Mosqueda, MVZ. Jorge Herndndez Espinosa)

The ability to predetermine the sex of the offspring before the conception is a technology that represents
a possibility to increase efficiency of food production since it would allow accelerating the productive
process through diverse routes. Although this possibility is now feasible, thanks to flow cytometry, this
technology that has been proven to be effective at experimental level, it shows still serious deficiencies
to be applied under field conditions. For that reason it is plausible to consider, as a possibility, to
undertake the sexing investigations methods left in the past that are less invasive and cause smaller
damage to the spermatic cells. The objective of this study was to evaluate two physical methods (density
gradient centrifugation media and gel filtration) to sexing spermatozoa bull, which have been used
previously in human semen and it was reported the successfully enrichment of some of the sperm
populations. Also we used 4 approaches to valid sex pre-selection procedures: quinacrine staining,
fluorescence in-situ hybridization (FISH), real time polymerase chain reaction (rt-PCR) and gel agorose
optical densitometry. The techniques of rt-PCR and gel optical densitometry were solely that provided
data to do the statistical analysis, which indicated that none of them allow the separation of the fractions.
Nevertheless there was a numerical difference that suggests the possibility of an enrichment of X-
bearing sperm by Ficoll-sodium diatrizoate density gradient; nevertheless repetitions of the rt-PCR
technique are necessaries to clarify the results. Quinacrine staining and FISH technique could not be

standardized.



I. Introduccion

La seleccion del sexo de la descendencia es un tema que siempre ha
interesado al humano, ya bien por motivos sociales o culturales, hecho que ha
trascendido histéricamente. Practicamente en todas las culturas se han
preferido tener varones en lugar de mujeres. Ello se ha fundamentado en que
el hombre siempre ha tenido mas funciones por ejemplo, tradicionalmente la
progenie masculina era la designada para ocupar el trono de los monarcas
(14), mientras que las mujeres casi siempre solo se consideraban Utiles para
criar a la descendencia y otros menesteres considerados femeninos. A manera
de excepcion se puede mencionar casos como el de la tribu Igbo (Africa
occidental) o la Subanun (Filipinas) en la que tener una descendiente hembra
es considerado una ventaja, sobretodo por el precio que se le pone a la mujer a
la hora de casarla, es decir el precio de la novia (1,2,3).

Hoy en dia el deseo de seleccionar el sexo de la progenie sigue vigente y ha
trascendido hasta la zootecnia (2), ya que predeterminar el sexo de la progenie
es una herramienta que permite incrementar la eficiencia productiva de
alimentos de forma indirecta (2, 3, 4).

En el &rea de la zootecnia la necesidad de optimizar al maximo la produccion,
asi como mejorar la calidad del producto final, ha impulsado la investigacion en
el campo de la reproduccion, dando origen a las denominadas Tecnologias de
Reproduccién Asistida (TRA), cuyo uso como el de cualquier otra tecnologia
esta condicionado por el beneficio real y el costo (3,5).

En el caso particular de la ganaderia lechera, en México, la leche de ganado

bovino ha sido considerada como un producto prioritario (6, 7).



Los avances alcanzados en la tecnificacion de la produccion lechera, la
aplicacion de técnicas en el manejo de ganado con mejores caracteristicas
productivas y en el equipamiento de las explotaciones, ha permitido el
crecimiento de la produccion de leche de bovino (6, 7).

Por otro lado, un aspecto que ha afectado el desempefio de la ganaderia
lechera nacional ha sido la reduccion en la incorporacion de reemplazos,
muchos de ellos de importacion, por el cierre de la frontera al ganado
canadiense desde el primer semestre de 2003 y de los EUA desde principios del
2004. Una ganaderia lechera creciente en México, demanda un nimero mayor
de vientres de reemplazo para aumentar el volumen de leche producida y cubrir
la demanda de vaquillas del mercado interno. Ademas, se sabe que las
vaquillas de razas lecheras tienen un valor comercial superior a los terneros
machos. Por lo que se ve la necesidad de que los hatos lecheros incrementen
la proporcién del nacimiento de animales de sexo hembra (6, 7, 8).

En la ganaderia lechera la obtencion de hembras de reemplazo con alta calidad
genética para venta no es fécil, porque casi todas las hembras se conservan
como posibles futuros reemplazos de la misma explotacion. Un deseo de los
productores especializados en la produccién de leche es poder controlar la
proporcion de sexos de las crias nacidas en sus explotaciones, con la finalidad
de obtener predominantemente hembras y de esa manera incrementar el
tamano de poblacion de la cual seleccionar (9).

Desde hace mucho tiempo, con el proposito de mejorar la calidad genética de
individuos en la ganaderia se han realizado cruzas de individuos con
caracteristicas hereditarias selectivas, Sin embargo los cruzamientos naturales

en algunos casos han sido desplazados por técnicas reproductivas como la



Inseminacién Artificial (IA) que tiene como ventaja primordial la obtencion de
progenie de alto valor genético debido a la seleccion de un semental de
caracteristicas sobresalientes. Esta tecnologia permite la obtencién acelerada
de individuos de alto valor genético, mismos que pueden ser empleados como
reemplazos (10).

Una de las limitantes més importantes de la IA es el desconocimiento que se
tiene del sexo de la progenie, ya que uno de los principales parametros en la
produccion de animales domésticos es el fenotipo sexual por ejemplo, en los
bovinos productores de leche son solo las hembras las que generan este
producto, por lo que son éstas las que se convertirAn en reemplazos, siendo
los machos vendidos como subproductos (10, 11).

Es por esto que se tiene gran interés en la manipulacion de los
espermatozoides para sexar el semen, y lograr la separacion de los dos tipos
de espermatozoide (los portadores del cromosoma X y los portadores del
cromosoma Y) tanto de animales domésticos como de humanos (10).

Esta importante biotecnologia ha sido estudiada durante muchos afios, sin
embargo, desde 1910, con el descubrimiento de los cromosomas sexuales se
comenzaron a estudiar los aspectos reproductivos asociados a la genética y a
partir de entonces también se han desarrollado técnicas para el sexado
esperméatico ya que existe gran interés por encontrar un método eficaz que
permita la separacion de fracciones ricas en espermatozoides X y Y en semen
de distintas especies. Por ello se han puesto en practica numerosos métodos
para lograr la separacion esperméatica, muchos de ellos no lograron ser
exitosas a nivel comercial, ya sea por ofrecer resultados poco precisos 0

escasa repetibilidad (4, 5, 12, 13, 14).



En la actualidad se han logrado grandes cambios con el advenimiento de
técnicas de biologia molecular, siendo la citometria de flujo la que tiene mayor
eficiencia en la separacion de ambas poblaciones espermaticas. A la fecha,
han nacido mas de 2 millones de becerras resultantes de I. A con semen
sexado en diferentes paises, siendo muchos de los casos experimentales
pero esta tecnologia se esta volviendo comercialmente viable en muchos
paises con el paso de los afios (11).

La citometria de flujo aunque es la Unica técnica con altos indices de
confianza, representa multiples inconvenientes que han limitado su utilizacion a
nivel de campo, hecho por el cual resulta muy conveniente abrir nuevas lineas
de investigacion o continuar con otras que han sido abandonadas con el afan
de estandarizar alguna técnica alternativa que solvente los inconvenientes de
la citometria de flujo y con la posibilidad de ser aplicada a gran escala (13, 15,
16).

El sexaje de espermatozoides es ya una realidad, y a pesar de que la técnica
usada representa muchos inconvenientes se ha dejado de lado la investigacion
de técnicas alternativas. Esto es particularmente cierto para el semen de
animales de especies domésticas ya que se han realizado mdultiples ensayos
utilizando semen de humano (15,16).

De estos ensayos, los resultados obtenidos en humanos han sido cuestionados
por la inconsistencia de los mismos en las repeticiones. Sin embargo no se ha
considerado que en muchos de los casos los resultados diversos puedan
deberse a una o0 mas modificaciones (17, 18).

El objetivo de este trabajo es retomar los métodos para la separacion de

espermatozoides X y Y que han sido ensayados con semen humano en los que



se obtuvieron resultados estadisticamente significativos y aplicarlos en el
semen de toro empleando técnicas de validacion con alta confianza vy
determinar si esos métodos son adaptables a la separacion de las poblaciones

de espermatozoides de bovino.



.  ANTECEDENTES

1. Determinacion del sexo

1.1. Sexo cromosomico
Las investigaciones sobre la determinacion del sexo que se llevaron a cabo a
finales del siglo XIX y a principios del XX presentaban enfoques diferentes,
segun las bases tedricas y metodolégicas de las distintas corrientes o
disciplinas, las cuales se pueden sintetizar en dos enfoques (19):

i. Enfoque externalista o ambientalista, que argumentaba que el sexo de los
individuos esté determinado por factores ambientales que actian sobre el
cigoto o el embrion en desarrollo determinando el sexo llegara a tener el
individuo (19).

ii. Enfoque internalista que dice que la causa de la determinacion del sexo se
encuentra en factores internos del cigoto. Uno de los problemas centrales
era determinar cual de los dos principales compartimientos del cigoto, el
nacleo o el citosol, controlaba el desarrollo. Ademas era importante
averiguar si los “determinantes internos del desarrollo” eran morfol6gicos o
fisiolégicos. En funcion de estos enfoques se formaron dos grupos de
internalistas (19):

* Internalistas embridlogos, que daban mayor importancia a
determinantes fisioldgicas del citoplasma y no admitian la existencia de
determinantes morfol4gicos.

» Internalistas cit6logos, los que consideraban que los determinantes del
sexo se encontraban en el nicleo de las células sexuales.

* Internalistas mendelianos: consideraba que los cigotos son dimérficos

desde el momento de la fecundacion.



Fue hasta 1890 cuando se observdO un cromosoma (entonces llamado
cromosoma accesorio que corresponde ahora al cromosoma X) el cuél no
siempre poseia morfologia idéntica. El significado biolégico de esta
observacion fue hecha por Edmund B. Wilson y su estudiante N.M Stevens en
1905, quienes mostraron que las hembras portan dos cromosomas X, mientras
que el macho porta solamente uno. En adicién, en algunas especies, las
células masculinas contienen un Unico cromosoma no encontrado en las
hembras, llamado cromosoma Y. De estas observaciones Wilson y Stevens
concluyeron que este era el mecanismo de determinacion del sexo (19, 20).

Actualmente es bien sabido que la determinacion del sexo es un proceso
regulado genéticamente en el que estan implicados un par de cromosomas

heteromorficos, denominados cromosomas sexuales (11, 21).

1.1.1. Sistemas cromosémicos en la determinacion del sexo
Existen bésicamente cuatro tipos de mecanismos cromosomicos de
determinacion del sexo: XY, ZW, XO, y los mecanismos de cromosomas
multiples. En el caso XY, las hembras poseen un par homomorfico de
cromosomas (XX), como ocurre en lo mamiferos, los machos son
heteromorficos (XY). En el caso ZW, los machos son homomorficos (Z2) y las
hembras heteromérficas (ZW). En el caso XO, existe s6lo un cromosoma
sexual, como en algunos saltamontes y escarabajos; las hembras son
generalmente XX y los machos XO. Por ultimo en el caso de los cromosomas
multiples, varios cromosomas X y Y se hallan implicados en la determinacion
del sexo, como en algunas chinches y escarabajos. Es necesario subrayar que

no son los cromosomas en si los que estan determinando el sexo, sino los
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genes que contienen. En general, el genotipo determina el tipo de génada, que
a su vez controla el fenotipo del organismo mediante la produccion de

hormonas masculinas o femeninas (20, 21)

1.1.2. El sistema XY
En los mamiferos, el sexo estd determinado por un sistema XY, los machos
son heterocigotos (XY), mientras que las hembras son homocigotas (XX), y el
fenotipo masculino esté correlacionado con la presencia del cromosoma Y (15).
En el proceso de divisién celular de los gametos el material genético debe
reducirse, volverse haploide a fin de que la fecundacién restaure el
complemento diploide. Durante la meiosis, las hembras sélo producen gametos
gue contienen el cromosoma X, mientras que los machos producen dos tipos
de gametos: los que llevan el cromosoma X y los que llevan el Y. Por esta
razén nos podemos referir a las hembras como homogaméticas y a los machos
como heterogameéticos (20, 21).
En otras palabras, la clave de la determinacion del sexo es la diferencia en
cromosomas sexuales entre los dos sexos (22).

1.1.3. Determinacion del sexo
Solo algunos genes del cromosoma Y son requeridos para hacer que un
embrién indiferenciado sea macho, la ausencia de esos genes hace que el feto
se diferencie en hembra (11).
En 1991, Robin Novell-Badge y Meter Goodfellow y sus colaboradores en
Inglaterra aislaron un gen denominado SRY (region del cromosoma Y
determinante del sexo por Sex-determining region Y). El gen Sry se ha

identificado como codificador para el factor determinante de los testiculos (TDF,
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testis -determining factor) (21). En presencia del TDF (genotipo XY), las
gbnadas primitivas se diferencian en testiculos, dando como resultado un
fenotipo masculino; mientras que en ausencia del TDF (genotipo XX), las
gbnadas primitivas no reciben la sefial del factor determinante y se diferencian
en ovarios, resultando un fenotipo femenino (23, 24).

Este gen asociado al cromosoma Y descrito en humanos, ratones, conejos y
bovinos se ha aceptado como el gen que codifica para el TDF ya que cuando
SRY es introducido en embriones de ratébn con genotipo XX, estos se
desarrollan con fenotipo de machos (21, 23, 24).

Es decir, el sexo fenotipico es consecuencia de la exposicién del feto a las

hormonas producidas dependiendo del sexo cromosdmico que posea (11).

1.2. Variables asociadas a cambios en la relacion natural de
Sexos
Durante muchos miles de afios, el humano ha observado dos fenédmenos
relacionados con la determinacion del sexo en los animales superiores:
primero, en la descendencia existe una variacion considerable en el nimero de
individuos de cada sexo; y, segundo, que a pesar de esta variacion, el nimero
total de machos y hembras en la proporcién es aproximadamente el mismo
(22). Darwin observd que algunas especies animales pueden mostrar cambios
estadisticamente significativos en la proporcion de hijos e hijas que nacen,
aungue las condiciones y mecanismos que promueven esos cambios son
todavia en gran parte inciertos (25).
Puesto que todos los gametos femeninos contienen un cromosoma X, la

probabilidad de que un gameto femenino contenga un cromosoma X es 1. Los
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machos, por otra parte, producen igual nimero de gametos con cromosoma X
que con cromosoma Y, por lo tanto la probabilidad de que un espermatozoide
dado contenga un cromosoma X sera %2y la de que contenga un cromosoma Y
serd también de ¥2. Se deduce de aqui que la probabilidad de obtener un cigoto
XY es 1 x ¥ = Y. Analogamente, la probabilidad de obtener un cigoto XX es
también 1 x Y2 = %2 (22).

Asi la proporcidn de sexos primaria es la relacién de los gametos masculinos X
o Y, o dicho de otra forma es el porcentaje de espermatozoides en cada
eyaculado que contienen cada cromosoma sexual; mientras que la proporcién
de sexos secundaria es la que se calcula al nacimiento. Sin embargo, la
proporcion de sexos final puede ser diferente a la proporciéon inicialmente
predicha, ya que es influenciada directamente por factores medioambientales
gue pueden favorecer la muerte embrionaria de alguno de los dos sexos, como
el estrés, enfermedades, status social, edad y la dieta, entre otros (26, 27).
Aunque la proporcion obvia es del 50% de cada sexo, se ha observado que
naturalmente hay una desviacion natural; en el caso de bovinos se ha
observado que hasta un 51% en cada concepcién resultan ser machos (11).
Los mecanismos por los cuales una poblacién se incrementa con respecto a la
otra son desconocidos (28), pero algunos estudios sugieren que factores
medioambientales y fisiol6gicos, el tiempo de inseminacion durante el estro
(29), asi como una variacion en la proporcion de espermatozoides Xy Y en el
semen pueden ser causas de este desequilibrio (29, 30).

Desde 1970 se han desarrollado diferentes técnicas para evaluar la relacién de
espermatozoides X y Y en eyaculados de diferentes mamiferos. Este interés

se ha dado por las evidencias que indican que la proporcion de machos y
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hembras en la progenie pueden variar significativamente de la relacion
esperada de 1:1 (29).

Aunque los mamiferos usualmente producen aproximadamente igual namero
de hijos que de hijas, existen algunas excepciones a esta regla general, como
se ha observado en especies de rumiantes ungulados, caso en el que la
hipétesis de Trivers y Willard lo atribuyen a cambios adaptativos (25). De
acuerdo a esta hipétesis, las hembras con mejor condicion fisica tienden a
producir descendencia masculina ya que los hijos formaran un grupo élite que
transmitird sus genes a un mayor numero de individuos en cada temporada
reproductiva, por el contrario, si la descendencia fuera de hembras solo
transmitirdn su potencial genético a uno o dos individuos por temporada (25).
Estos eventos se han observado en ciervos rojos, renos y cerdos domésticos,
entre otras especies (25). En el caso de los bovinos lecheros se ha observado
gue las hembras que se encuentran en mejor estado nutricional tienden a
originar hembras (31).

La alimentacion de la madre es un factor primordial relacionado a la condicion
corporal, en particular dietas altas en &cidos grasos saturados, pero bajas en
carbohidratos, conducen al nacimiento de mayor nimero de machos que de
hembras, mientras que cuando el aporte calorico es suplementado en forma de
carbohidratos, en lugar de grasas, predominan las hembras. Este hecho se ha
estudiado en ratones (25).

Estudios recientes presentan evidencia de que el momento de la inseminacion,
en relacién al estado de maduracion del foliculo dominante, influye en la
relacion de sexos (25). Varios estudios indican que cuando la inseminacion se

realiza cerca del momento de la ovulacion se incrementa el porcentaje de
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nacimientos de machos a un 60% (28), y cuando se realiza de forma temprana
favorece el nacimiento de hembras (25, 27). Sin embargo, los resultados en
diferentes estudios no son coincidentes, posiblemente el método de

sincronizacion de celos influya de alguna forma (25).

También se ha reportado que en humanos, el uso de farmacos, como el citrato
de clomifeno, modifica la relacion de sexos con predominancia de hembras del
74-78% (14, 32, 33). En el caso de los bovinos lecheros Ostrowsji, et al
observaron que hembras sincronizadas con PGF2a tuvieron una descendencia
de machos en su mayoria (70%), mientras que hembras tratadas con PGF2a
en combinacién con GnRH tuvieron descendencia con predominancia de

hembras en un 73% (27).

En general se han propuesto diversas hipotesis para justificar las alteraciones
en la proporcion de sexos, sin embargo en su mayoria no han sido
rigurosamente probadas, y muchas de ellas no son exclusivas y pueden variar
entre las especies (25). Entre estas tenemos:

« La diferencia en la motilidad de los espermatozoides que portan cada
cromosoma.

» Diferencias en la capacidad de maduracion, capacitacién o dinamica de
la reaccion acrosomal de las poblaciones espermaéticas.

» Condiciones del aparato genital femenino en relacion al momento de la
copula o la 1A, que favorecen a alguna de las poblaciones esperméticas
(estado del moco cervical, pH).

« Diferencias en la resistencia de los embriones XX y los XY que

provoquen la pérdida selectiva de alguno de ellos.
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2. Fundamentos para el sexaje de espermatozoides

La evidencia cientifica de que son los gametos masculinos los que determinan
el sexo de los mamiferos se presenté hasta inicios del siglo XX (34).

A partir de ese momento comenzaron a desarrollarse métodos que permitieran
separar a los espermatozoides portadores del cromosoma X de los
espermatozoides portadores del cromosoma Y, mismos que fallaron por tres
circunstancias principales (34):

1. Esencialmente  todos los  espermatozoides  son idénticos
fenotipicamente.

2. Hasta inicios de los afios 80’s no existia ningun método que permitiera
determinar la composicibn cromosOmica de cada espermatozoide
individualmente.

3. Tampoco existian métodos para determinar la relacion de
espermatozoides X o Y de una muestra “sexada” por lo que el Unico
método para determinar si se habia logrado modificar la relacién natural
50:50 era mediante la inseminacion de hembras y determinacién del
sexo de los embriones, fetos o descendencia al nacimiento, para lo cual
era necesario cientos de observaciones.

Lo cierto es que hasta el momento no se ha identificado diferencias marcadas
entre los espermatozoides X y Y; y aquellas que se han identificado son
relativamente pequefias o no tienen suficientes evidencias para fundamentarlas
(35).

A continuacion se mencionan algunas diferencias sugeridas entre los

espermatozoides X de los Y.
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a) Diferencias fisicas (Tamafio, forma)

Van Muster, et al demostraron que el volumen de los espermatozoides de
bovino portadores del cromosoma X es aproximadamente 1% superior a los
espermatozoides portadores del cromosoma 'Y (34).

Se han realizado mdltiples estudios para determinar si existen diferencias en el
tamafo de la cabeza de los espermatozoides que contienen el cromosoma X
de los que contienen el cromosoma Y. Chandler, et al utilizando video-
microscopia de contraste detectaron una diferencia del 3.2%en el area de la
cabeza de los espermatozoides X de eyaculados de toro, mismas que fueron
reconfirmadas por ellos mismos utilizando la técnica de PCR (Polimerase
chain reaction). Cui y Matthews encontraron diferencias similares en
espermatozoides de humano, en donde los espermatozoides X son mas
grandes, verificando las diferencias observadas mediante PCR de amplificacion
(36).

b) Proteinas de superficie

En los afios 50, Ernst Erchwald encontr6 que los machos presentaban una
proteina sobre la superficie de sus células que no se hallaba en las hembras.
Este investigador descubrié que los ratones hembra rechazaban los injertos de
piel de hermanos genéticamente idénticos, mientras que los injertos de
hermanas eran aceptados por sus hermanos. Esto implica la existencia de un
antigeno en la superficie de las células masculinas que no esta presente en las
femeninas. Esta proteina se denomind antigeno de histocompatibilidad Y
(antigeno H-Y), y se encontré que el gen que codificaba esta localizado en el
cromosoma Y, cerca del centromero, probablemente en el brazo largo del

cromosoma (21, 37, 38).
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c) Contenido de ADN

A finales de 1970’s e inicios de 1980’s se dio un descubrimiento importante en
este campo. Mediante el empleo de citometria de flujo se midié el contenido de
ADN de los espermatozoides. De esta forma se evidencid una pequefia
diferencia en el contenido de ADN de los espermatozoides portadores del
cromosoma X de los portadores del cromosoma Y. En un principio esta
diferencia fue marginal debido a la alta condensacion del nucleo, lo cual
dificultaba captar la diferencia cuantitativa de la fluorescencia (35, 36).

Después de detectar que existian dos poblaciones de espermatozoides que
diferian en la cantidad de ADN, se realizaron ensayos con ratones normales y
ratones “Cattanach” a los cuales se les induce una anormalidad genética
inducida quimicamente que se caracteriza por una translocacién de un
segmento del cromosoma 7 al cromosoma X. La diferencia del contenido de
ADN contenido entre los picos bimodales de espermatozoides de ratones
Cattanach fue 4.9%, mientras que en ratones normales fue del 3.3%. Esto
confirmo que los picos bimodales observados con citometria de flujo representa
a las poblaciones de espermatozoides X o Y (35).

Una vez realizado este descubrimiento se procedié a realizar ensayos con
espermatozoides de varias especies de mamiferos, observandose las

siguientes diferencias en el contenido de ADN entre ambas poblaciones:

Toro 3.7-4.2% (3, 35, 39)
Caballo 3.7% (3, 49)
Verraco 3.7% (3, 35, 39)
Carnero 4.0-4.2% (3, 35, 36, 39)
Conejo 3.0-3.99% (3, 39, 49)
Perro 3.9% (3, 49)

Humano 2.8% (3, 49)
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3. Técnicas de sexaje de espermatozoides

3.1. Antecedentes
Hace aproximadamente 2500 afios los griegos ya escribian acerca de esta
cuestion (34). Cerca del afio 500 a.C. el filésofo griego Anaxégoras, se
aventur6 a afirmar que los espermatozoides producidos por el testiculo derecho
daban lugar a machos, en cambio, los del izquierdo a hembras. Esta creencia
se mantuvo hasta el siglo XVIIl, por lo que en aquella época no era
descabellado proponer le extraccion quirdrgica del testiculo izquierdo para
evitar la descendencia femenina (1, 40).
A lo largo de los afios se han llevado muchas practicas buscando la misma
finalidad, la mayoria de ellas basadas en mitos y supersticiones.
Afortunadamente, en la actualidad gracias al avance en computacion, biofisica,
biologia celular y fisiologia reproductiva asistida se dispone de la tecnologia
suficiente para llevar a cabo la seleccién del sexo (1, 35).
Actualmente la seleccion del sexo de la descendencia se puede realizar
mediante dos tipos de técnicas (1):
1. Seleccion preconcepcional — consiste en la seleccion de espermatozoides
X o0 Y que son los que realmente determinan el sexo de los embriones
mamiferos (1).
2. Seleccion preimplantacional- consiste en determinar el sexo genético de los

embriones y seleccionar los XX o XY, previamente diagnosticados (1).

3.2. Técnicas de seleccion preimplantacional
La fertilizacion in vitro y la determinacion del sexo de los embriones producidos

antes de la transferencia es el Unico procedimiento que permite seleccionar el
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sexo antes de la implantacion. Tiene una confiabilidad de aproximadamente el
95-97%. Las tasas de gestacion son aceptables, pero el principal inconveniente
es la necesidad de la alta manipulacion embrionaria, razén por la cual su

aplicacion en el sector productivo es muy limitado (1, 15, 30).

3.3. Técnicas de seleccion preconcepcional

La predeterminacién del sexo de la descendencia antes de la concepcion
agrupa a todas aquellos métodos que, basandose en diferencias existentes
entre los espermatozoides X y los Y, son capaces de modificar la proporcion
natural de individuos machos y hembras mediante la separaciéon de los
espermatozoides portadores de cromosoma X de los portadores del
cromosoma Y (15).

Durante los ultimos 35 afios el poder determinar el sexo de la progenie antes
de la concepcion mediante separacion o sorteo de espermatozoides se ha
convertido en un foco de atencién (35). Ya que son los espermatozoides los
que portan el cromosoma que determina el sexo de los mamiferos, a lo largo
de la historia se han propuesto un gran nimero de técnicas que tienen como
objetivo alterar la relacion de espermatozoides X y Y, pero generalmente la
separacion ha sido pobre o la repetibilidad baja (41, 34, 46). A la fecha sélo un
procedimiento ha provisto de la suficiente eficiencia para fines préacticos. Este
procedimiento se basa en el contenido individual de ADN de cada
espermatozoide detectado mediante la fluorescencia emitida por el ADN tefido

con un fluorocromo (11).

3.3.1. Citometria de Flujo
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Aunque los espermatozoides son substancialmente idénticos fenotipicamente,
existe un método de sexaje de espermatozoides con aproximadamente el 90%
de confianza llamado citometria de flujo que se realiza después de la tincién
fluorescente del ADN con Hoechst 33342 (34). El primer reporte se remonta a
1971 por Kiddy y Hafs, el segundo en Colorado (Amman y Seidel, 1982) y el
tercero en Netherlands (Johnson y Seidel, 1982) y desde entonces son
multiples los ensayos reportados (35).

Esta técnica se basa en la diferencia de contenido de ADN de los
espermatozoides que portan el cromosoma X de los que portan al cromosoma
Y que va del 3 al 5% dependiendo de la especie (34, 35). En el caso de los
espermatozoides bovinos, el que porta el cromosoma X contiene 3.8% mas de
ADN que los espermatozoides que portan el cromosoma Y (11, 35, 39).

En esta técnica, las células tefiidas con un fluorocromo que se une al ADN
pasan como flujo laminar y son expuestos a un rayo ultravioleta. Las células
con mayor contenido de ADN captan mayor cantidad de fluorocromo y por lo
tanto emiten mayor fluorescencia. La fluorescencia emitida es captada por un
tubo fotomultiplicador que mediante un sistema computarizado convierte esta
intensidad de fluorescencia en informacion cuantitativa categorizando a las
células de acuerdo a la intensidad de fluorescencia emitida (11, 15, 35).

Se han realizado diversos esfuerzos para eficientizar este método de sexaje de
espermatozoides logrando obtener entre un 85 y 95% (11, 34, 35) de la
descendencia del sexo deseado, pero en la mayoria de los casos con
reduccion de la fertilidad y en consecuencia bajos rangos de prefiez (11, 34).
En un inicio la técnica de sexaje por citometria de flujo fue completamente

destructiva, ya que la preparacion de los espermatozoides provocaba
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alteraciones de la membrana, por lo que los espermatozoides sobrevivientes

eran biol6gicamente inadecuados (35).

La principal causa en la disminucion de la fertilidad es el numero tan bajo de
espermatozoides vivos que se recuperan del proceso de sexado (34). Cada
pajilla comercial tiene una dosis que fluctia entre 1.5 - 2 x10°
espermatozoides/ml en comparacion con una dosis comercial de semen no
sexado que es de 10 - 20 x10° espermatozoides/ml (11). Aun no se han
identificado todas las causas de dafio durante el sorteo, pero ademas del
estrés inducido por el proceso de criopreservacion, los espermatozoides son

sometidos a estrés quimico y fisico durante el sorteo, como (34):

1. Exposicién del ADN al fluorocromo (Hoechst 33342).

2. Exposicién al campo electromagnético del laser.

3. Fuerza mecanica por ser transportados a velocidades de 90 Km/h.
4. Desaceleracion abrupta de los 90km/h a 0 km/h.

5. Paso de los espermatozoides por un espacio estrecho.

6. Procesamiento posterior al sorteo: centrifugacion, criopreservacion.

Es obvio que con esta técnica son muchas las causas de dafio que pueden
sufrir los espermatozoides y que alteran su viabilidad (34).

Adicionalmente a estos inconvenientes, el costo elevado de cada dosis es una
limitante mas para su uso a nivel comercial, una pajilla de semen sexado puede
superar el doble del precio de una pajilla de semen convencional (11).

La principal limitacién de la citometria de flujo es la velocidad de separacion, ya
gue a mayor velocidad, la confianza disminuye de un 91% a bajas velocidades

hasta un 87% a velocidades altas. Tipicamente, la velocidad de sorteo para
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espermatozoides de toro se encuentra en un rango de 3000 - 4000
espermatozoides vivos/sexo/segundo, con el 90% de confianza. Esta velocidad
se ha incrementado a lo largo de los afios. Debido a que en el procesamiento
postsorteo se pierde aproximadamente el 20% de espermatozoides, la
produccion neta final es de aproximadamente 10 millones de
espermatozoides/hora de sexaje, que es aproximadamente la mitad del nimero
de espermatozoides que contiene una dosis de semen congelado
convencional. La velocidad de separacién depende también de la orientacion
de los espermatozoides a través del citometro (8,11). A pesar de los avances
logrados, aun no es posible obtener suficientes espermatozoides vivos para
lograr altos indices de fertilidad mediante la técnica de inseminacién rutinaria.
Los problemas asociados con la susceptibilidad de los espermatozoides a su
paso por el aparato reproductor femenino han sido solucionados en porcinos al
colocar los espermatozoides directamente en el istmo del oviducto. En bovinos
se ha probado esta técnica de inseminacion profunda empleando una pipeta
atraumatica cominmente utilizada en la transferencia de embriones, lo cual ha
permitido incrementar los rangos de prefiez con dosis bajas de

espermatozoides (11, 31, 35).

En algunos casos, el costo de la pajilla de semen sexado es tan elevado que
las ventas de los productores son insuficientes para compensar los costos.
Alrededor del mundo, la dosis tipica de semen tiene un precio que oscila entre
los US $10 — 20, pero una dosis de semen sexado puede costar US $50, por
esta razon, el semen sexado no puede emplearse a gran escala en todas las
vacas de un hato, sino que tiene que emplearse bajo programas especificos de

acuerdo al objetivo buscado. Algunos estudios indican que para que el uso de
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semen sexado resulte rentable el costo de la pajilla debe ser menor a US $20,
pero adicionalmente la fertilidad debe mantenerse en los rangos normales, con

al menos 90% de confianza de obtener el sexo deseado (31,34).

Aunque hasta el momento no se han reportado anormalidades en las crias
provenientes de espermatozoides sorteados, lo ideal es que continten los
estudios en este aspecto ya que durante el proceso de sorteo es posible que el
ADN de los espermatozoides sufra alguna alteracion, incrementando la

incidencia de anormalidades genéticas (35).

Cuando la magnitud de las imperfecciones de la técnica de citometria de flujo
sean reducidas, la comercializacion incrementard (34), sin embargo, debido a
todas las desventajas que presenta la citometria de flujo es importante buscar

tecnologias alternativas para el sexaje de espermatozoides.

3.3.2. Sexaje mediante centrifugacion en gradientes de
densidad
Hace casi 30 afios, el Dr. Myron Brakke se convirtio en el “padre” de la
centrifugacién en gradientes de densidad. Su creatividad cientifica permitid
generar esta técnica. El primer procedimiento fue simple: una muestra de virus
de la papa amarilla enana fue centrifugada a través de soluciones de sacarosa
a diferentes concentraciones. En un inicio el empleo de los gradientes de
densidad fue limitado, pero su utilidad como método de separacién crecié en
diferentes campos de la investigacion biolégica (42).
Actualmente, los investigadores emplean la centrifugacion en gradientes de
densidad para aislar particulas tan diversas como proteinas, virus, células o

sus organelos y actualmente se siguen encontrando nuevas aplicaciones (42).
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Una de las mayores ventajas de la centrifugacion es que permite la
disgregacion de las células, ya que es un método suave que preserva la

funcién de las células separadas. (43)

Separacion de espermatozoides por centrifugacion en gradientes de densidad

La separacion de espermatozoides portadores del cromosoma X de los
portadores del cromosoma Y mediante gradientes de densidad ha generado
interés y controversia desde el primer reporte (14, 32). En 1973 Ericsson et al.,
fueron los primeros investigadores que reportaron el aislamiento de una
fraccion rica en espermatozoides Y de humano después del paso del semen a
través de un gradiente de albumina sérica bovina. (28, 32, 44, 45) A pesar de
gue este método para la preseleccion del sexo es el Unico clinicamente
probado, a la fecha su uso no se ha generalizado debido a que no provee el
100% de confianza. Esto debido a que los resultados obtenidos por algunos

investigadores son en ocasiones confusos o contradictorios (28, 32, 44, 45).

Asi Ericsson et al, reportaron una recuperacion del 85% de espermatozoides Y
mediante el empleo de gradientes de albumina, sin embargo investigaciones
posteriores no han podido verificar clinicamente el enriquecimiento de esta
poblacion y de hecho en otros casos los estudios han mostrado

enriquecimiento de la poblacion de espermatozoides X (14).

De los procedimientos ensayados, el descrito por lizuka, et al muestra los
resultados mas sobresalientes ya que obtienen poblaciones con el 94% de
espermatozoides portadores del cromosoma X empleando un gradiente
discontinuo de Percoll con 12 capas (46). Sin embargo el Percoll presenta la

desventaja de que contiene sustancias toxicas para la células lo cual interfiere
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con parametros como la viabilidad, motilidad y fertilidad (30). Ademas debido a
su composicién en algunos casos puede provocar reacciones in utero, como

reacciones inflamatorias del endometrio (47).

Por otra parte Shartry et al empleando Ficoll - metrizoato de sodio para
fraccionar semen de humano obtuvieron una fraccion con alta proporcién de
espermatozoides Y (hasta 76%) y otra con alta proporcién de espermatozoides
X (hasta 80.6%). Por otro lado, el gradiente de densidad con Ficoll ha sido
usado ampliamente para la separacion de linfocitos con algun dafio funcional.
Este compuesto también ha sido empleado para el lavado de espermatozoides
ya que se sabe que no dafia las células lo que constituye una ventaja sobre los

demas medios de separacion (29).

Sin embargo, en cuanto a las técnicas de separacion por centrifugacion, el
fundamento de la supuesta separacion de espermatozoides X y Y es incierto,
los mecanismos de aislamiento selectivo de una poblacion predominante de
espermatozoides son todavia desconocidos pero se han dado diversas
explicaciones. Los resultados obtenido con la técnica de columnas de albumina
han sido atribuidos a que los espermatozoides Y se mueven mas rapidamente
gue los espermatozoides X. En el pasado, también hubo hipétesis sobre el
mayor didmetro de las cabezas de los espermatozoides X (28).

Como se ha mencionado anteriormente, el método de separacion mediante
gradientes de densidad tiene un fundamento sencillo, sin embargo las variables
asociadas a las células que influyen en su separacién son diversas e incluyen
diferencias en el tamafio, peso y forma, aspectos que pueden modificar

directamente la densidad de las células. Los estudios realizados indican que
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aungue la diferencia en la cantidad de ADN entre los espermatozoides Xy Y es
minima, es posible que si se refleje en su peso y tamafio (32, 49)

Por ejemplo, Wang, et al al intentar sexar espermatozoides en medios de
albumina observaron que disminuia el numero de espermatozoides diploides
(XY) (32). Esto fue atribuido a influencias de la diferencia del contenido de
ADN entre las dos poblaciones en el peso de los espermatozoides haciendo a
los espermatozoides X, que contienen de 3.8% mas de ADN, sean mas
pesados que los Y, haciendo que en consecuencia su velocidad de
sedimentacion sea superior, de forma que la poblacién de espermatozoides X
se localice en estratos cercanos al fondo. Esto sugiere que la separacion en
gradientes de densidad esta en relacion con el peso de los espermatozoides ya
que los espermatozoides X que son més pesados sedimentan mas rapido que
la otra poblacién, permitiendo el enriquecimiento de esta fraccién en el fondo
(30).

Por otro lado Cui y Matthews (1993) observaron que, en promedio, la cabeza
de los espermatozoides X de humano es mas larga y ancha que la de los
espermatozoides Y (11). En el caso especifico de espermatozoides de toro
Van Muster, et al determinaron que existe variacion estadisticamente
significativa entre el volumen de la cabeza de los espermatozoides Xy Y (4%),
siendo mayor la de los espermatozoides X (50, 51).

El hecho que los espermatozoides Y sean mas pequefios permite postular que
esta poblacion permanecera en capas inferiores de un gradiente, ya que la
migracion de la poblacion X a través del mismo se ve dificultada por
“coaliciones” con las moléculas del gradiente, mientras que el paso de los

espermatozoides Y se ve facilitada.
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Sin embargo hay otros factores que de cierta forma podrian estar interfiriendo
en el caso exclusivo de los espermatozoides vivos como son la capacidad de
movimiento. Ericcson, et al postularon que los gradientes de albumina
enriquecen la poblacion de espermatozoides Y por su habilidad de nadar con
mayor velocidad en fluidos viscosos que los espermatozoides X  (32).
Kobayashi et al, ensayaron el sexaje de espermatozoides en un gradiente de
Percoll y demostraron que la motilidad es un factor que interfiere en la
separacion por centrifugacién en gradientes de densidad ya que aunque no
lograron separar la poblacién X de la Y si obtuvieron un fraccion que presento
mayor motilidad localizada en la superficie del gradiente, mientras que la
poblacion localizada en el fondo presentd motilidad débil (52).

Si bien los resultados obtenidos en los diversos ensayos han sido
cuestionados por los métodos de validacion empleados, y muchos métodos de
gradientes han sido recomendados y empleados clinicamente en humanos (32,
46), algunas pruebas clinicas han mostrado que la proporcion de los sexos al
nacimiento es alterada por varios de los procedimientos de seleccion

espermatica (32).

Parte de la controversia es debida a que la técnica empleada para validar los
ensayos de separacion ha sido la tincibn con quinacrina que tifie “cuerpos Y”
en los espermatozoides, y a que existen evidencias en algunos ensayos que
sugieren que este método no necesariamente detecta solo al cromosoma Y

(14).

Por otro lado, es posible que la variacion en los resultados obtenidos en los
ensayos subsecuentes es que no se hace la reproduccion fiel de los métodos

iniciales, es decir, las réplicas no se realizan exactamente con la metodologia
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inicial ya que en las publicaciones no se describe a detalle la metodologia
empleada y aunque las metodologias para la separacion mediante gradientes
de densidad es sencilla existe una gran diversidad de variables asociadas que

al no ser consideradas puedan originar resultados diferentes(14).

O Fundamento y Variables asociadas
La centrifugacion es una técnica ampliamente utilizada en la separacion y
caracterizacion de células y macromoléculas. Su fundamento reside en el
estudio del movimiento provocado sobre las particulas en suspension
(macromoléculas, fragmentos celulares, materia coloidal, etc) en un medio
fluido (generalmente una solucién de concentracion variable) al aplicarles una
fuerza radial, consecuencia de un campo centrifugo (53).
La experiencia cotidiana indica que las particulas pequefias (<1 pm) que se
hallan suspendidas en una solucién son atraidas hacia el fondo del recipiente
gue las contiene por la fuerza gravitacional de la Tierra, este movimiento es
conocido como sedimentacién y queda parcialmente compensado por la
flotacion de la particula (53, 54).
Con el objeto de promover la sedimentacion de particulas de mayor tamafio o
en muestras donde hay particulas con caracteristicas muy similares, es
necesario someterlas a fuerzas de magnitud superior a la fuerza de gravedad,
lo que se consigue sometiendo a las particulas a un campo de aceleracion
centrifuga (53).
El coeficiente de sedimentacion es una magnitud que caracteriza el
comportamiento hidrodindmico de la particula en funcion de su volumen, su

masa Y las caracteristicas del medio (53,54).
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Como el campo gravitacional de la Tierra es débil, una solucidon que contiene
macromoléculas suele ser homogénea como resultado del movimiento térmico
aleatorio de las moléculas. La velocidad de sedimentacion de las particulas
aumenta con la masa de la particula y con la fuerza del campo gravitacional.
Cuando una solucion es sometida a centrifugacion, ademés del campo
gravitacional, la fuerza centrifuga que actla sobre las particulas también influye
en la velocidad de sedimentacién (54).
Debido a que el medio ejerce una fuerza de friccibn sobre las particulas,
también debe considerarse la viscosidad del medio de separacion. (54)
Considerando estos factores se puede concluir que:
* La velocidad de sedimentacion de cada particula es inversamente
proporcional a su tamafo.
* La velocidad de sedimentacion de cada particula es directamente
proporcional a su peso.
» La velocidad de sedimentacion es proporcional a la diferencia entre la
densidad del medio circundante y la densidad de la particula.
* La velocidad de sedimentacion es inversamente proporcional a la
viscosidad del medio.
» Laviscosidad del medio es directamente proporcional a la concentracion
del mismo.
* La velocidad de sedimentacion aumenta al aumentar la fuerza del
campo centrifugo.

Métodos de separacion

En la sedimentacién por velocidad, la muestra se coloca sobre el medio de

separacién y los componentes de la muestra sedimentan a diferentes
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velocidades de acuerdo con su tamafo. Para estabilizar las bandas que
sedimentan y evitar que se mezclen por fenébmenos de conveccion originados
por pequefas diferencias de temperatura o de concentracion de solutos, el
tubo contiene un gradiente discontinuo que aumenta de concentracion hacia el
fondo. Después de la centrifugacion, los diferentes componentes pueden
recogerse por separado; la forma mas sencilla de hacerlo consiste en perforar
el tubo de la centrifuga y recoger gota a gota el contenido (43).

En la centrifugacién en equilibrio de gradiente, las moléculas se desplazan de

una menor a mayor concentracion hasta que se establece un equilibrio en
donde ya no hay flujo de particulas.  Sin embargo a diferentes tiempos
eventualmente todas las moléculas se moveran al fondo del tubo (54).
Normalmente, la sedimentacion impulsard a las particulas hacia abajo, por lo
que por cada tipo de macromolécula se formara una banda en algun punto a lo
largo del gradiente de densidad. Las diferentes bandas pueden obtenerse cada
una por separado, recogiendo cada porcion en un tubo distinto (54).

En la sedimentacién de equilibrio los componentes de la mezcla también se
centrifugan en un gradiente; en el interior del liquido, los componentes de la
muestra se desplazan arriba y abajo del tubo hasta alcanzar la zona en la que
la densidad de la solucion es igual a la de su propia densidad. Las bandas
finales se recuperan de la misma forma que en la sedimentacion por velocidad
(43).

Tipos de gradientes

Un medio de gradiente de densidad esta formado por dos partes: un soluto y un

disolvente.
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La metodologia para la centrifugacion en gradientes de densidad involucra dos
tipos de gradientes: continuos y discontinuos (30).

Los gradientes discontinuos se forman colocando con cuidado capas del medio
de separacion de densidades distintas en los tubos de centrifuga. El método
més ampliamente usado para producir gradientes discontinuos es comenzar
con la solucion més densa y colocar sucesivamente capas de menor densidad.
Existe la posibilidad de cargar por arriba usando una pipeta, una jeringa o una
pipeta Pasteur, teniendo precaucion en la forma como se van colocando y
evitando siempre la formacion de aire que cause turbulencia sobre los
gradientes ya formados. Aunque el método de carga por arriba es el mas
usado, existe también la posibilidad de carga por abajo colocandose soluciones

mas densas por debajo de las menos densas (43).

Los gradientes continuos son aquellos en los que la densidad antes de la
centrifugacién es uniforme en el medio, pero después de la centrifugacion, la
densidad incrementa proporcionalmente conforme la distancia al eje de
rotacion se incrementa (55).

Medios de separacion

En la mayoria de los casos, el disolvente utilizado es una solucidon acuosa
amortiguadora cercana al pH fisiol6gico, aunque tanto la composicibn como el
pH dependen de la naturaleza bioldgica de la muestra que sera fraccionada
(55).

Obviamente, la eleccion del soluto y del disolvente depende de la naturaleza de
las particulas que seran fraccionadas y del tipo de gradiente que se utilizara.

(55)
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A continuacion se describen algunos de los solutos empleados en la

elaboracion de gradientes de densidad:

Sacarosa. La sacarosa ha sido un disacarido ampliamente empleado en
la separacion y purificacion de materiales biolégicos mediante
centrifugacion zonal. Sin embargo presenta una alta viscosidad, lo que
no le permite alcanzar grandes densidades. La molécula es ademéas
osmoéticamente activa, por lo que no es la mas adecuada para aislar
células o componentes celulares. Por lo demas es barata y de facil
adquisicion. Otras de sus ventajas es su caracter no ionico. Se utiliza en

el estudio de proteinas (55).

Ficoll. Se trata de un polisacéarido sintético de alto peso molecular (400
kDa). Presenta un alto contenido en grupos hidroxilo por lo que tiene una
buena solubilidad en medios acuosos. Ademas no presenta grupos
ionizables que puedan servir de union a las muestras. Es estable a pH
neutro y alcalino, pudiendo ser esterilizado en el autoclave sin
degradarse. Su viscosidad es menor a la de la sacarosa, aunque sigue
siendo algo elevada, lo que supone un inconveniente, pero tiene la
ventaja de no alterar la presion osmética del medio. Debido a sus
propiedades, el Ficoll se ha utilizado para la separacion de células y

particulas subcelulares mediante centrifugacion zonal (55).

Percoll. Se trata de una suspensiéon de particulas (5.15 nm) de &cido
salicilico revestidas de un derivado de polivinilo (polivinilpirrolidona,
PVP) (56) que presenta baja viscosidad a densidades elevadas,
practicamente no afecta la presién osmaética del medio y es estable a

pH comprendidos entre 5 y 10. Es soluble en solucion acuosa y estable
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en ellas siempre que no haya aniones bivalentes (sulfato),
especialmente a bajos pH. El compuesto puede ser utilizado para
centrifugaciones zonales, gradientes preformados, o bien para
centrifugacion isopicnica, ya que la centrifugacion de Percoll en rotores
angulares durante 20-30 minutos y 20.000-100.000 xg produce un ligero

gradiente, independientemente de la densidad inicial del mismo (55).

e Derivados iodados del acido benzoico. Son biolégicamente inertes.
Pueden ser i6nicos (metrizoato) o neutros (metrizamida y Nycodenz).
Presentan una densidad maxima de 1.4 g/ cm®, una gran estabilidad y
facil formacion. Son Utiles en estructuras sensibles a la fuerza idnica. Sin
embargo tienen el incoveniente de que normalmente presentan precios
elevados (55).

3.3.3. Filtracién en Sephadex

La filtracién en gel, también llamada exclusion por tamafio, permite separar
moléculas de acuerdo a diferencias en su tamafio al pasarlas a través de un gel
gue funciona como medio de filtracion. EI medio es una matriz porosa en forma
de particulas esféricas que poseen estabilidad fisica y quimica, ademas de ser
inertes. (57)

El Sephadex LH-20 es un producto hecho a partir de dextran hidroxipropilado
empleado para la separacion y purificaciéon de productos tales como acidos
nucleicos, enzimas y otras proteinas y requiere la presencia de disolventes
organicos para mantener su solubilidad (57).

Los resultados obtenidos al filtrar semen de humano en columnas de Sephadex

indican que es posible recuperar fracciones de espermatozoides portadores del
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cromosoma X, sin embargo la repetibilidad es variable y en muchos casos no
se han obtenido los mismos resultados al reproducir los ensayos (16, 41, 58).

El fundamento que permite explicar la separacion de espermatozoides en
poblaciones X y Y es aln mas controversial que la separacion por gradientes
de densidad. Un primer postulado permite pensar que las esferas que forman al
gel actian como una especie de filtro, en el cual los espermatozoides mas
pequefios pueden migrar con mayor facilidad, sin embargo este fundamento
contradice los resultados obtenidos inicialmente por Steeno, et al quienes
obtuvieron fracciones ricas en espermatozoides portadores de cromosoma X.
Investigaciones recientes sefialan un modelo hidrodinamico contracorriente
para el sexaje de los espermatozoides teniendo en cuenta que los
espermatozoides se orientan contracorriente en fluidos dinamicos, lo cual
permite “arrastrar” a los espermatozoides a través de la columna de Sephadex
cuando la velocidad de elucién es aproximadamente igual a la velocidad media
de los espermatozoides. Lo anterior permite pensar que los espermatozoides
portadores del cromosoma X son arrastrados primero que los espermatozoides
Y ya que al ser mas pesados también son mas lentos y presentan menor
resistencia a la elucién por lo cual en las primeras fracciones se obtiene una
mayor proporcion de espermatozoides X (16).

Las variables asociadas a este método son diversas, entre ellas se puede
considerar el volumen de la muestra, la relacion del volumen de la muestra y el
volumen de la columna, las dimensiones de la columna, el tamafio de las
particulas por separar, la distribucion de las particulas separadoras (gel), el

tamano de las particulas que constituyen el filtro, la densidad de empacamiento
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de la columna, el tamafio del poro de la matriz del gel, la viscosidad de la
muestra y del amortiguador (57).
En el caso especifico del sexaje de espermatozoides, la concentracion inicial
de la muestra colocada es un factor importante para evitar la aglutinacién de
los espermatozoides, aspecto que interviene en la migracion de los mismos a
través de la columna (16).

3.3.4. Otros métodos

Migracion en diferentes pH

Se han realizado algunos estudios para examinar el efecto de diferentes pH en
la motilidad espermética. Los resultados obtenidos indican que en un pH
alcalino (pH 9,0) se puede lograr el enriquecimiento de espermatozoides Y
(hasta 60.28%), mientras que en un pH acido (pH 5.5) se logra enriquecer la
poblacién de espermatozoides X (72.12%) (30).

Esta situacion puede aprovecharse monitoreando y/o manipulando el pH del
moco cervical al momento de la IA (30).

Swim up

Este procedimiento se basa en la motilidad de los espermatozoides. El semen
es diluido con un medio de cultivo y centrifugado, el sobrenadante que contiene
el plasma seminal es descartado y las células sedimentadas son colocadas
sobre el medio de separacion, permitiendo a los espermatozoides nadar
libremente. Entre otros inconvenientes, el empleo de esta técnica requiere de
mucho tiempo y en algunos casos puede ocurrir contaminaciéon bacteriana (47).

Modificaciones genéticas

Una forma de manipular el sexo es a través de modificaciones transgénicas.

Con ellas se ha logrado modificar a 2:1 la proporcion de sexos en ratones
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transgénicos. Aunque tedricamente es posible lograr esta distorsion en la
proporcion de sexos en ganado bovino, esto seria extremadamente costoso, y

poco factible tecnolégicamente (11).

4. Técnicas de validacion

El desarrollo y estandarizacién de una técnica de sexaje de espermatozoides
necesita la verificacion precisa de la pureza de los espermatozoides sexados
para su aplicacion practica (29).

Se han desarrollado diversas técnicas que permiten monitorear la eficiencia de
técnicas de sexaje de espermatozoides entre los que se encuentran: la tincion
con quinacrina para la identificacion de espermatozoides con cromosoma Y,
southern blotting cuantitativo, PCR semicuantitativa para deteccion del
cromosoma X o Y, eventualmente asociadas con analisis autoradiografico,
andlisis con PCR de espermatozoides individuales, y la electroforesis capilar
entre otros (59, 29).

El principio fundamental de la mayoria de las técnicas de validacion consiste en
evaluar si ha existido una desviacion de la proporcion de los espermatozoides

Xy Y que en una muestra de semen es de 50:50 (35).

4.1. Fluoroscopia
4.1.1. Tincién con quinacrina
La quinacrina es una sustancia que inicialmente se empled para la obtencién
de bandas Q en los cromosomas para su identificacién, ya que muchos tienen

tamafos y morfologias similares (60).
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El descubrimiento de Barlow & Vossa de que el brazo largo del cromosoma Y
del espermatozoide humano emite mayor fluorescencia que el resto de los
cromosomas mediante la tincion con el fluorocromo quinacrina permitio la
diferenciacion de los espermatozoides con cromosoma Y de los
espermatozoides con cromosoma X (28). Esto se observa como un punto de
mayor fluorescencia en la cabeza de los espermatozoides portadores del
cromosoma Y, que se ha denominado cuerpo Y o cuerpo F (28, 46).

Esto es, la prueba del cuerpo Y se basa en la observacion subjetiva de un
cuerpo brillante en la cabeza de los espermatozoides tefidos con el
fluorocromo quinacrina (41).

Aunque cierto numero de investigadores han confirmado este hallazgo, han
habido diserciones ocasionales, y en consecuencia se ha cuestionado la
validez de la técnica de tincibn con quinacrina ya que otros estudios
demuestran que es posible que Unicamente el 35% de las células totales lo
presentan mientras que otros sugieren que solo en el 25 al 50% de los
espermatozoides con cromosoma Y lo manifiestan (28, 46).

La mayor parte de los ensayos realizados para el sexaje de espermatozoides
mediante gradientes de densidad han sido validados mediante esta técnica.
Debido a los falsos positivos y negativos reportados, se ha sugerido que la
presencia del cuerpo Y no es un estimador real del nimero de células con
cromosoma Y, suscitindose multiples debates en donde finalmente se
concluyd que lo mas recomendable es emplear métodos mas especificos,
como la hibridacién in situ fluorescente (32, 46).

Por otra parte, el mecanismo implicado en la evidenciacion del cuerpo Y no ha

sido explicado. En el caso del bandeo, se cree que la quinacrina se une al
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ADN intercalandose, en las zonas ricas en A-T produciendo una fluorescencia
fuerte, dando asi las bandas Q. Probablemente el cuerpo Y es una region con
abundantes A-T presente en el cromosoma Y humano pero no asi en el
cromosoma Y de otras especies incluyéndose el toro (60).
Es decir, la presencia del cuerpo Y sélo se ha demostrado en algunos
animales, y en el caso de los bovinos los resultados son auln controversiales
por el escaso numero de ensayos realizados para evidenciar la presencia del
cuerpo Y (61).

4.1.2. Hibiridacion in situ (FISH)
La técnica de hibridacion in situ es una técnica de fluorescencia que permite la
localizacion directa de un gen e involucra el empleo de una cadena de ADN
marcada que corresponde al gen o parte del gen que se quiere identificar; ya
que una cadena de ADN tiene la capacidad de unirse (hibridar) con su cadena
homologa debido a la complementariedad de las secuencias de nucle6tidos
como a continuacion se explica (30, 61).
Una molécula de ADN consta de dos cadenas unidad de forma especifica.
Cada cadena consta de una secuencia lineal de nucleétidos. Todos los
nucledtidos de ADN contienen la misma molécula de azucar (desoxirribosa) y
un grupo fosfato idéntico, pero su tercer componente, una base nitrogenada
tiene cuatro posibles formas (Adenina: A, Guanina: G, Timina: T; Citosina: C)
que dan lugar a cuatro nucleétidos diferentes: dAMP (Desoxiadenosin 5’
fosfato), dGMP (Desoxiguanosin 5’ fosfato), dCMP (Desoxicitidin 5’ fosfato) y
dTMP (Desoxitimidin 5’ fosfato). Cada cadena de ADN tiene un fosfato 5’ en un
extremo (llamado “extremo 5”) y un OH 3’ en el otro extremo (llamado “extremo

3). Los nucleétidos de una cadena se mantienen unidos mediante enlaces
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covalentes entre el fosfato 5 de un nucleétido y el OH 3’ del nucleétido
adyacente. Las dos cadenas que constituyen la molécula de ADN se mantienen
juntas por puentes de hidrogeno especificos entre A con Ty G con C dando
lugar a los pares de bases A:T y G:C. Como A se enlaza sélo con Ty G se
enlaza so6lo con C, una cadena de ADN es complementaria a la otra y su
secuencia de bases puede predecirse a partir de la secuencia de bases de la
otra. Una consecuencia adicional de este apareamiento entre bases es que las
dos cadenas enlazadas forman una espiral o hélice. Si la doble hélice es
desenrollada de modo que las dos cadenas se separen, la secuencia de
nucledtidos que esté presente en la sonda podrd aparearse con las bases
ahora desapareadas de cada cadena, formandose ADN hibrido donde sean
complementarios con cada una de las originales. (21, 22)

El método comprende dos fases: 1) marcaje de la sonda con un fluorocromo; 2)
la hibridacion en si. Existen diversos métodos y consideraciones de la primera
fase, mientras que la segunda, es mas sencilla y comprende tres pasos
béasicos: fijacion de la muestra de interés en una laminilla, hibridacion de los
fragmentos de ADN marcados con el ADN gendémico de la muestra y la
observacién al microscopio (62).

Con FISH se puede determinar visualmente la presencia de una secuencia
particular de ADN en una célula y consecuentemente es posible identificar la
presencia del cromosoma X o Y en los espermatozoides (32, 63). La
hibridacion  especifica  ocurre  Onicamente  si  existe  suficiente
complementariedad entre sonda marcada y la secuencia de ADN de las células

(61).
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Sin embargo, el empleo de la FISH con un solo cromosoma es limitado en la
determinacion del sexo de los espermatozoides ya que no es posible saber con
certeza si las células que no estdn marcadas contienen al otro cromosoma o Si
la ausencia de la marca se debe a la inhabilidad de la sonda para entrar al
ndcleo espermatico. Esto puede causar una alta proporcidon de resultados
erroneos, particularmente si la eficiencia de marcaje es bajo o variable. Para
evitar esta complicacion, se recomienda el empleo de la hibridacién in situ con
marca doble que es una técnica que simultaneamente identifica a dos

cromosomas en un espermatozoide (32).

Ténicas de marcaje de sondas para FISH

Un paso fundamental en la hibridacion in situ es la sintesis de un fragmento de

ADN marcado con una molécula fluorescente, para lo cual existen varias

técnicas:

* Nick translation.

Esta técnica permite marcar ADN de doble hélice mediante dos
reacciones mediadas por dos enzimas. En la primer reaccién una de las
hebras de ADN es cortada por una ADNsa (deoxirribonucleasa 1)
generando una muesca en el ADN que se denomina nick (62).
El efecto neto es el corte y remocion de nucleotidos a lo largo de la
hebra de ADN en direccién 5’ a 3’ de cada nick. En este sitio, la segunda
enzima, la ADN polimerasa, adiciona nucleétidos marcados con un
fluorocromo o con radiactividad quedando estas moléculas incorporadas

en la cadena original de ADN (62).
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A continuacion se afladen al medio nucleoétidos, uno de ellos marcado
con el fluorocromo, y la enzima ADN polimerasa |. Asi, la ADN
polimerasa | utiliza su actividad exonucleasa para ir sacando nucleotidos
a partir de las zonas en las que fueron rotos los enlaces fosfodiéster y su
actividad polimerasa ird colocando nuevos nucleétidos e ir sintetizando
una nueva cadena, utilizando nucleétidos del medio y, entre ellos, los
marcados. En dltimo término se obtiene una monocadena de ADN
complementaria marcada que podra ser utilizada como sonda (64).
e Random Priming.
Es otra técnica de marcaje que se fundamenta en la utilizacién de cebadores
inespecificos (hexameros), que se uniran aleatoriamente al ADN previamente
desnaturalizado y serviran como cebadores para la acciébn de la ADN
polimerasa. Asi, la ADN polimerasa sintetizarA cadenas nuevas
complementarias utilizando nucleétidos del medio, algunos de ellos marcados
con el fluorocromo (64)
4.2. Andlisis del ADN
4.2.1. Citometria de flujo
La citometria de flujo, ademas de ser una técnica para el sexaje de
espermatozoides, ha sido utilizada como prueba de validacion de otras técnicas
de separacién de espermatozoides, pues evalla el grado de enriquecimiento
de las poblaciones de espermatozoides X o Y (35).
Las técnicas de separacién que han sido validadas mediante citometria de flujo
incluyen: sedimentacion, electroforesis, filtracion en Sephadex, centrifugacion

en gradientes de densidad, entre otras (35).
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4.2.2. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR- polymerase chain reaction) es
una técnica de genética molecular que se basa la desnaturalizacion,
alineamiento con un cebador y la extension (replicacién) del ADN lo cual
permite amplificar un segmento especifico de ADN para su estudio obteniendo
al final un gran nimero de copias de dicho fragmento por hora (65, 62).
Mediante esta técnica es posible determinar la presencia de un gen en el ADN
de una muestra determinada.
Si una regién de ADN ha sido clonada y secuenciada, la secuencia puede ser
usada para “recuperar” partes de la regidén equivalente (65).
La amplificacion de ADN mediante PCR es un proceso similar a la replicacion
de ADN in vivo en el que a partir de cada hebra de la doble hélice de ADN se
obtienen 2 copias iguales por la accion de la ADN polimerasa. Para que este
proceso se realice artificialmente son necesarios cuatro elementos: ADN
obtenido de la muestra de interés, una secuencia corta de ADN
complementaria a los extremos del ADN a amplificar (primer o cebador),
deoxirribonucleétidos (adenina, tiamina, citosina, guanina) y la ADN polimerasa
(62).
Una ADN polimerasa resistente a altas temperaturas (la Taq polimerasa,
producida por la bacteria Thermus aquaticus), es utilizada para catalizar la
sintesis de fragmentos de ADN. Cada uno de los cebadores colocados en
hebras opuestas crece en direcciones opuestas (62, 65).
Con esté técnica una copia Unica de un gen puede ser detectado después de la
amplificacién, siempre y cuando se provean los cebadores sintetizados en

correspondencia a una secuencia conocida de un gen (65).
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Uno de los requerimientos para la secuenciacion del ADN es la habilidad para
obtener un fragmento definido de ADN . Es decir para obtener copias de una
secuencia especifica de ADN primero se requiere determinar la secuencia de
nucledtidos de interés (65).

Cada reaccion de amplificacion de PCR tiene diferentes pasos. En el primero,
el tubo con la reaccién es calentado a mas de 90C para que la doble hélice de
ADN se desenrolle y se separen las dos cadenas (desnaturalizaciéon), de modo
gue cada una sirva como plantilla o molde para la sintesis de nuevas copias
(62). En el segundo paso la temperatura disminuye (52<C) con lo cual los dos
cebadores se alinean con su secuencia complementaria en cada plantilla
(alineacion). La Taq polimerasa utiliza los deoxirribonucleotidos para extender
cada cebador segun su complementariedad con la hebra molde (62).

Después de terminarse la replicacion de un segmento, entre dos cebadores (un
ciclo), los dos nuevos duplicados son desnaturalizados mediante calor, para
generar cadenas simples que servirdn a su vez como plantillas o moldes para
producir cada una dos nuevas copias en un segundo ciclo. La repeticion de
ciclos de sintesis y desnaturalizacion resulta en un incremento exponencial en
el numero de segmentos replicados. Cada copia obtenida es un clon de la
plantilla original de ADN (65).

La sensibilidad de la técnica de PCR es muy alta pero presenta algunos
inconvenientes, como son que no es una técnica cuantitativa y presenta una
probabilidad relativamente alta de obtener falsos positivos por contaminacion.
Para solucionar este ultimo problema se ha de optimizar la secuencia de los
cebadores, asi como la temperatura precisa para que estos se unan al ADN en

la localizacién correcta y; realizar una adecuada manipulacion de la muestra, el
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a la PCR, en conjuncion con los instrumentos capaces de amplificar, detectar y

cuantificas los niveles de &cidos nucleicos, han formado la base para una

técnica que permite solucionar el problema de la cuantificacion que se tenia
con el esquema inicial de la PCR, dando lugar a lo que se conoce como PCR

cuantitativa o PCR en tiempo real (66)

La PCR cuantitativa o en tiempo real (PCR-tr) se basa en el seguimiento de la

sintesis de cada copia de ADN de forma indirecta mediante la deteccion de

fluorescencia producida en la reaccion. La cuantificacion de la fluorescencia
emitida durante cada ciclo de la PCR ser& proporcional a la cantidad de ADN

gue se esta amplificando (67).

Para llevar a cabo la PCR en tiempo real se emplean termocicladores

especiales que incorpora un lector de fluorescencia, diseflados para poder

medir en todo momento de la reaccién, la fluorescencia emitida en cada uno de
los viales donde se realice la amplificacion. Los sistemas de deteccion por
fluorescencia empleados en la PCR en tiempo real pueden ser de dos tipos:
agentes intercalantes y sondas especificas marcadas con fluorocromos,

disefiadas de forma especial (67) .

a) Agentes intercalantes: Son fluorocromos que se insertan entre las bases
de una molécula de ADN y aumentan notablemente la emision de
fluorescencia cuando se unen a ADN de doble hélice. El incremento de
ADN en cada ciclo se refleja en un aumento proporcional de la
fluorecencia emitida (66,68).

b) Sondas de hibridacion especificas: Es un sistema compuesto de dos

sondas que se unen a secuencias adyacentes del ADN diana. Una de las
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sondas lleva un donador en el extremo 3’ y la otra un aceptor en el
extremo 5. Cuando las sondas estan hibridadas los dos fluorocromos
estan proximos. El proceso se basa en la transferencia de energia
fluorescente mediante resonancia (FRET) entre las dos moléculas,
cuando al ser excitado el donador (3’) transfiere su energia al aceptor (5’)
(68)
La cuantificacion de ADN puede ser absoluta o relativa y se realiza a través del
ciclo umbral (Ct) que es el pardmetro fundamental a partir del cual se realizan
todos los célculos para la obtencion de los resultados de la medicion; se define
como el niumero de ciclos necesarios para que se produzca un aumento de
fluorescencia significativo con respecto a la sefial de base y es inversamente
proporcional a la cantidad inicial de copias de la muestra. En la cuantificacion
absoluta se requiere de la construccién de una curva estandar absoluta de los
valores Ct para cada amplicon de forma individual para calcular el nimero de
copias preciso del ADN replicado. Por otro lado existen dos métodos de
cuantificacion relativa, la curva estdndar y Ct comparativo. En el método de
curva estandar la cantidad de copias de inicio de una muestra conocida es
calculada a partir de la curva estandar de un gen especifico y normalizada para
la cantidad de inicio de un gen referencia el cual es calculado a partir de la
curva estandar. El método comparativo de Ct, detecta la expresion relativa de
un gen con respecto a otro, en la cual se asume que la eficiencia de

amplificaciébn de ambos genes es relativamente igual (66)
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4.2.3. Electroforesis y densitometria dptica de geles
Un método que permite visualizar ADN o fragmentos del mismo es la
electroforesis en gel de agarosa, en la cual se separan en funcién de su
tamafo. Esta técnica consiste en someter la mezcla de moléculas de ADN
colocadas en un gel de agarosa a un campo eléctrico. Las moléculas de ADN
son atraidas al polo positivo debido a la carga neta negativa de ambas cadenas
consecuencia de sus grupos fosfato. Las moléculas mas pequefias migran mas
rapido que las grandes al verse menos “frenadas” por el gel de agarosa en su
desplazamiento. La visualizacion de los fragmentos separados de ADN se da
por la adicién de bromuro de etidio (EtBr). El EtBr es una molécula plana con
afinidad por el ADN y tiene la particularidad de que fluoresce cuando estéa unido
a €l. Para evidenciar el ADN, el gel es iluminado con luz UV, de forma que las
bandas de fluorescencia observadas corresponden a fragmentos de ADN de
diferente tamafo. Es posible realizar una semicuantificacion de los productos
de amplificacién si se mide la densidad éptica de las bandas y se compara con

un control (69).

4.2.4. Cariotipo
El cariotipo se refiere a la identificacion de los cromosomas tefiidos de una
célula, usualmente basadas en el ordenamiento de los mismos de acuerdo a su
longitud (63). Este método permite la observacion directa de los cromosomas
contenidos en una célula (41). Durante la metafase, es posible observar el
namero, tamafio y morfologia de los cromosomas con un microscopio 6ptico
tras un tratamiento adecuado de las células (60). Los cromosomas son

identificados por su tamafio, la posicion de su centrémero y por el disefio de las
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bandas. El tamafio de un cromosoma depende de la longitud de sus brazos,
mientras que su forma depende de la posicion del centrémero, que se
manifiesta como una constriccion (21).

Para adaptar esta técnica a la evaluacion de los espermatozoides es necesaria
la activacion de su material genético que se realiza posterior a su fusién con el
ovocito ya que la cromatina espermatica esta fuertemente compactada en su
forma condensada lo cual impide la identificacién individual de cada
cromosoma, después de la penetracion del ovocito maduro sigue la
descondensacion de la cromatina espermatica, lo cual permite el analisis de los

cromosomas en metafase (41, 61).

4.2.5. Inseminacion Artificial

El método definitivo para evaluar el grado de separacion de las dos
poblaciones de espermatozoides es la evaluaciéon de la relacion de sexos de
las crias nacidas en las hembras inseminadas con las fracciones ricas en
espermatozoides X o0 Y, aunque este es la Ultima opcion (41).

El reporte del nacimiento de gazapos producidos con espermatozoides
sexados por citometria de flujo fue la evidencia biolégica que confirmé la
validez de esta técnica. En 1982 Johnson, et al inseminaron conejas con
espermatozoides que se suponia contenian el cromosoma X obteniendo un
94% de gazapos hembras mientras que al inseminar conejas con la fraccion
gue se presumia contenia espermatozoides Y se obtuvo un 84% de

descendencia de machos (35).

5. Aplicaciones précticas
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El sexaje de espermatozoides es una técnica de reproduccion asistida que
puede contribuir a alcanzar diversas metas tanto econémicas como biolégicas
aunque varien entre las especies de interés (31).
1. Medicina Humana
Existen razones medicas definidas que justifican la seleccion de la progenie
humana de un sexo determinado ya que hay aproximadamente 200
enfermedades genéticas ligadas al sexo como la hemofilia, distrofia
muscular, retinitis pigmentosa, hipogonadismo, feminizacion testicular, entre
otras, en las que las hembras con genotipo heterocigoto son portadoras,
afectando a su progenie masculina que las manifiesta (46, 58). La
posibilidad de separar los espermatozoides X de los Y ofrece la oportunidad
de seleccionar el sexo de las mujeres portadoras para que su descendencia
sea de mujeres que al ser heterocigotas no manifestarian los desordenes
(59).
2. Produccion pecuaria
En esta categoria se estima que se puede ocupar el mayor volumen de
semen sexado si los costos son bajos. El &rea de los bovinos productores
de leche sera el mercado dominante, aunque su empleo es posible en todas
las especies de interés productivo (cerdos, pequefios rumiantes, etc.).
Exceptuando a las aves, en las que es el ovocito y no el espermatozoide el
gue determina el sexo (34).
3. Animales de compafia
La justificacion de su empleo se basa en aspectos emocionales mas que
productivos, ya que los humanos tienden a mostrar preferencia por el sexo

de sus animales de compafia. Los caballos son la especie dominante para
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este mercado inicialmente, aunque el mercado de los perros dominara
eventualmente (34).

4. Animales de deporte

En este rubro las especies en las que se aplicaria esta tecnologia son:
animales para caceria como los alces, animales de carreras como los perros
y caballos. En estos casos los machos estdn mejor valuados que las
hembras (34).

5. Fauna silvestre

El empleo de esta tecnologia permitiria optimizar los programas de
cruzamiento para conservacion de fauna silvestre (34).

6. Nichos biotecnolégicos

En esta categoria se puede incluir la produccion de animales para
aplicacion en estudios de clonacion y transgénesis (34).

7. Investigacion

En muchas éareas de la investigacion, la predeterminacion del sexo puede
reducir los costos, en parte por que disminuye el nimero de animales

requeridos en un estudio (34).

Aplicaciones en la produccién de bovinos

Para apreciar la logistica de introducir una nueva tecnologia como lo es el

semen sexado, es importante considerar la estructura de la industria de los

bovinos, donde los animales tienen fines productivos por lo que este fin es el

gue determinara el sexo deseable de la progenie. Por ejemplo, en el ganado

lechero es deseable que la mayor parte de la progenie sean hembras ya que

son estas las que con el parto comienzan a producir leche, y por lo tanto
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también se buscan hembras que funcionaran como reemplazos que
posteriormente también tendran ciclos lactacionales, en este caso los machos
son indeseables salvo por casos excepcionales en los que se buscan hijos de
madres altas productoras que funcionardn como sementales (11,34).

Con el semen sexado es posible aumentar las ganancias de los productores,
tanto en el ganado lechero como de carne, pues la obtencion de crias del sexo
deseado ofrece las ventajas de la diferencia en el valor de machos y hembras

para propaositos especificos del mercado (8).

Aplicaciones en la producciéon de bovinos lecheros

El semen sexado puede contribuir a incrementar la rentabilidad en la
produccion de bovinos lecheros a través de diversos caminos logrando
objetivos tanto comerciales como de mejoramiento genético, aunque el empleo
de semen sexado no influya directamente en la produccion lechera (31).
Consideremos que la inseminacion artificial cumple con dos propdsitos: en
primer lugar provocar que las vacas queden gestantes para que con el parto
inicie subsecuentemente la lactacion, es decir, la inseminacion es un “iniciador
de la lactacion”; en segundo lugar producir becerras que servirAn como
reemplazos o para su venta (31).

Los productores lecheros pueden emplear el semen sexado para producir
reemplazos de vacas genéticamente superiores (31,8) incrementando el valor
tanto genético como comercial de las becerras. Para este propoésito, las vacas
gue funcionardn como madres deben poseer los meritos genéticos y
econdmicos estimados para la produccion lechera, de esta forma se puede

lograr un avance genético de un 9 - 15%. (31)



51

Los beneficios de obtener reemplazos genéticamente superiores:

La produccion de reemplazos y la velocidad de mejoramiento genético puede
acelerarse si se asocia el sexaje de espermatozoides con técnicas como la

superovulacion y transferencia de embriones (11).

Con esta tecnologia es posible disminuir el costo de evaluacién de toros
mediante la evaluacién de su progenie ya que partir de una elite pequefa se
requiere un menor nimero de vacas elite para producir determinado nimero de

hijas (31).

Por otro lado el sexaje de espermatozoides puede ser asociado a la
fertilizacion in vitro (34, 35). Hasta ahora con la fertilizacion de ovocitos
maduros se ha realizado la produccion y posterior trasferencia de los
embriones, asi como la congelacién de los mismos, logrando la prefiez de las
vacas a las que se transfirieron (70). La tecnologia de FIV combinada con
semen sexado ha tenido resultados prometedores en la fase experimental que
permitirian lograr la produccibn comercial de embriones de sexo
predeterminado en un futuro, sin embargo, esta tecnologia aun debe
optimizarse antes de su aprovechamiento a nivel de campo (70, 71). A nivel
experimental se ha logrado la produccién de descendencia de sexo predefinido
en bovinos, cerdos, caballos, borregos, conejos y humanos (72).

Adicionalmente, el empleo de semen sexado puede influir directamente en el
bienestar animal al disminuir la incidencia de distocias en vaquillas al
seleccionar para el nacimiento de becerras las cuales son mas pequefias que

los machos (34).
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Ademas, la preseleccidén del sexo de la descendencia evitaria el sacrificio de
los becerros y la pérdida que esto ocasiona, ya que en México la mayor parte

de los becerros se mandan al rastro a los pocos dias de nacidos (8).

Aplicaciones en la produccién de bovinos productores de carne

Por sus caracteristicas productivas (ganancia diaria de peso, rendimiento en
canal, etc) los machos son mejor valuados que las hembras, aunque las
hembras tienen un valor especial ya que son necesarias como reemplazos para

producir a los machos (34).
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6. JUSTIFICACION

La citometria de flujo es hasta la fecha el Unico método que ha mostrado ser
efectivo para la separacion de los espermatozoides X y Y, sin embargo
representa multiples desventajas entre las que destacan que es invasiva y se
provoca gran estrés a los espermatozoides. Por otro lado las técnicas de
separacion fisicas (centrifugacion en gradientes de densidad y filtracion en gel)
dafian menos a las células espermaticas por lo cual representan una alternativa

para incrementar la eficiencia de separacion de las dos poblaciones.

7. OBJETIVO GENERAL

Determinar si los métodos de separacion fisicos (por gradientes de densidad y
filtracién en gel) ensayados en humanos pueden ser utilizados en bovinos para

separar las poblaciones de espermatozoides Xy Y.

8. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

o Ensayar el método de gradientes de densidad con semen de bovino en
dos medios de separacion: albumina sérica bovina (BSA) y Ficoll -
Diatrizoato, para evaluar la separacion de las dos poblaciones.

e« Ensayar el método de filtracibn en gel Sephadex™ para evaluar la
separacion de las dos poblaciones.

o Validar los métodos de separacién de espermatozoides mediante las
técnicas de identificacion del cuerpo “Y”, hibridacién in situ, PCR de

tiempo real y densitometria Optica de geles.



9. HIPOTESIS

Si la cantidad de ADN entre los espermatozoides X y Y del bovino genera
diferencias en su densidad especifica y tamafio de la cabeza esto permitira la
separacion de las dos poblaciones mediante métodos fisicos (centrifugacion en

gradientes de densidad y filtracion en gel).
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lll.  Material y métodos

1. Toma y transporte de muestras

Las muestras fueron obtenidas de 2 toros pertenecientes a Centro de Ensefianza,
Practica e Investigacion en Produccion y Salud Animal (CEPIPSA), de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM ubicado en el kildmetro 28.5 de
la Carretera Federal México — Cuernavaca, a 19°latitud norte y 99°longitud Oeste

a una altura de 2760 metros sobre el nivel del mar, el clima de la region es ¢ (w) b
(i) que corresponde a semifrio semihimedo con lluvias en verano y con una
precipitacion pluvial de 800 a 1200 milimetros anuales y una temperatura

promedio de 19°C.

Se obtuvieron 10 eyaculados, para su identificacion cada uno se enumero
progresivamente del 1 al 10 por el orden de obtencion. Las muestras se obtuvieron
mediante el empleo de una vagina artificial de forro rugoso, a una temperatura que
oscilaba entre 40-42 C. Cada eyaculado se dividié en dos alicuotas. La mitad del
eyaculado fue diluido en amortiguador de fosfato salino (PBS-phosphate buffered
saline, pH 7.4) a temperatura ambiente, en proporcion de 3:1, mientras que la otra
mitad se conservo sin ser diluido. Las muestras se transportaron al laboratorio de
Morfologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM a

temperatura ambiente y protegidas de la luz.
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2. Preparacion de las muestras
Cada una de las muestras obtenidas fue utilizada para evaluar los tres métodos de
separacion.
Las muestras diluidas en PBS fueron lavadas en el mismo amortiguador por
centrifugacion a 3500 rpm por 5 min y resuspendida finalmente en el mismo.
Una vez lavadas las muestras se determind la concentracion espermatica
mediante conteo doble en el hemocitdmetro. Para su empleo en los procesos de
separacion las muestras fueron resuspendidas a diferentes concentraciones y
medios como se especifica a continuacion.
Una alicuota del semen a una concentracién 30x10° fue almacenada en PBS a -
20T para ser empleada como control del sexaje .
El semen que fue procesado mediante el gradiente de BSA se reconstituyé en
Tyrode a una concentracion de 30x10° células/ ml.
El semen que seria separado en el gradiente de Ficoll - diatrizoato se ajusté a una
concentracion de 160x10° células/ ml en PBS.
El semen completo (sin diluir) fue empleado para ensayar la separacion en

columnas de Sephadex, sin recibir ningun lavado.

3. Sexaje
Los 10 eyaculados obtenidos fueron procesados por separado para el sexado de
los espermatozoides por las técnicas de centrifugacion en gradientes de BSA y

Ficoll - Diatrizoato y filtracion en gel Sephadex.
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3.1. Columnas de albumina
De la muestra de espermatozoides resuspendidos en Tyrode a una concentracion
de 30x10° células/ ml se colocaron 0.5 ml sobre una columna de 1 ml de albimina
sérica bovina (BSA, AMRESCO, cat, 0175-100G) al 7.5%, incubando 60 minutos a
temperatura ambiente. Después de la incubacion se procediéo a centrifugar la
columna a 1250 rpm por 10 min, se eliminGé el sobrenadante y la pastilla fue
resuspendida en 0.5 ml de Tyrode. Posteriormente la muestra recuperada fue
colocada sobre una columna de dos estratos de BSA formada por 1.0 ml al 12%
sobre 0.5 ml al 20%. Después de 1 hr de incubacion a temperatura ambiente, la
columna fue centrifugada 1250 rpm por 10 min. El sobrenadante fue eliminado y
la pastilla final de espermatozoides fue reconstituida en 1.5 ml de PBS para lavarla
2 veces a 3500 rpm por 5 min. Finalmente la pastilla se reconstituyé en 0.5 ml de
PBS y fue almacenada en congelacion a -20 C para su posterior validacion. Para
este ensayo las columnas se prepararon en tubos de ensaye de vidrio de 10ml y
1.3 cm de diametro.
3.2. Columnas de Sephadex

Cada columna fue construida empleando pipetas de plastico de 5ml con un
diametro interno de 1.08 cm. En la punta se acoplo una valvula de tres vias para
regular el volumen de elusién de la muestra. En la luz de salida de la pipeta se
coloc6 una cama de fibra de vidrio para evitar la pérdida del Sephadex G-50 (GE
Healthcare, cat. 17-0043-01).

Para su activacion, el Sephadex G50 fue suspendido en solucién Locke (0.9%
NaCl; 0.042% KCI; 0.024% CacCl,; 0.02% NaHCO3;), incubando toda la noche a

4<C. Las columnas fueron llenadas con el Sephadex activa do, dejandolas reposar
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1 hora y retirando el liquido con una pipeta pasteur las veces que fuese necesario
hasta alcanzar el nivel de 12 cm de Sephadex.

Por cada eyaculado, se preparé una columna sobre las cuales se coloco 1 ml de
semen completo, los primeros 4 ml se dejaron eluir y se recuperaron las
siguientes 4 fracciones de 1 ml. Las muestras fueron eluidas con solucion
Locke.Para la recuperacion de las fracciones se utilizé un colector de fracciones
(Bio-Rad, Fraction Collector model 2110). Todas las muestras (40 en total; 4 por
eyaculado) fueron lavadas 2 veces en PBS a 3500 rpm, 5 min, y reconstituidas
finalmente en 0.5 ml en PBS para ser almacenadas a -20C para su posterior

validacion.

3.3. Columnas de Ficoll - Diatrizoato de Sodio
De los espermatozoides resuspendidos en PBS a la concentracién de 160x10°
células/ ml, se coloc6é delicadamente 1ml de muestra sobre una columna
compuesta de 2.4 ml de Ficoll (SIGMA, cat, F4375-100G) al 8% en PBS
adicionado con 1 ml de diatrizoato de sodio (SIGMA, cat, S4506-100G) al 32.8%
en PBS, en tubos de ensaye de vidrio de 10 ml y diametro interno de 1 cm. De
inmediato se centrifugd a 700 rpm, 20 min. Después de la centrifugacion se
formaron 3 bandas (1 oscura y delgada en la superficie y dos mas tenues y
anchas de posicion intermedia) separadas por 2 interfases quedando al fondo una
pastilla (ver esquema 1). Las interfases fueron desechadas y cada banda asi
como la pastilla fueron recuperadas por separado mediante aspiracion empleando

una micropipeta (100/1000 ul) y depositada en viales de 1.5 ml y lavadas dos
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veces con 1.5ml de PBS a 3500 rpm por 5 min y reconstituidas finalmente en

0.5ml del mismo amortiguador para su almacenaje a -20C para su posterior

validacion.
ot
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La identificacion de cada fraccion obtenida se realizo con una clave en la cual el
primer namero correspondié al numero de eyaculado, la letra equivale al proceso
de separacion (BSA para las fracciones obtenidas de la separacion en gradiente
de albamina sérica bovina, S para las fracciones recuperadas de la filtracion en gel
Sephadex y F para las fracciones recuperadas del gradiente de Ficoll — diatrizoato
de sodio). En el caso de las fracciones recuperadas después de la filtracion en gel
se identificaron del 1 al 4de acuerdo al orden de recuperacion. Las fracciones del
gradiente de Ficoll se identificaron con una letra (A, B y C) por su posicion en la
columna de la superior a la inferior, la fraccion B del gradiente de Ficoll se dividio
en fraccion 1 y 2. A continuacion se presenta un cuadro con la identificacion de

las fracciones obtenidas de las tres técnicas con los 10 eyaculados:



Cuadrol Eyaculadosy fracciones obtenidas de las técnica
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s de separacion

Eyaculado

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
BSA 1.BSA | 2.BSA | 3.BSA | 4.BSA | 5.BSA | 6.BSA | 7.BSA | 8.BSA | 9.BSA | 10.BSA
c Sephadex | y g9 |2s1 |3S1 [4S1 |5S1 |6S1 |75l [8Sl |9.S1 |10S1
Ne)
'g 1.S2 |2S2 |3S2 |4S2 |5S2 |6S2 |7S2 |8S2 |9.S2 |10.S2
8 1S3 |2S3 |3S3 |4S3 |5S3 |6S3 |7S3 |8S3 |9.S3 |10.S3
]
3 1S4 |2S4 |3S4 |4S4 |5S4 |6S4 |754 |8S4 |9S4 |10.54
© "
Ficoll-
_g Diatrizoato | 1'FA | 2FA |3FA |4FA |5FA |6FA |[7FA |8FA |9FA |10FA
é 1.FB1 | 2.FB1 | 3.FB1 | 4.FBl1 | 5.FB1 | 6.FB1 | 7.FB1 | 8.FB1 | 9.FB1 | 10.FB1
|_
1.FB2 | 2.FB2 | 3.FB2 | 4.FB2 | 5.FB2 | 6.FB2 | 7.FB2 | 8.FB2 | 9.FB2 | 10.FB2
1.FC |2.FC |3FC |4FC |5FC |6.FC |7.FC |8FC |9.FC | 10.FC
4, Validacion
4.1. Fluoroscopia
4.1.1. Tincién con quinacrina

El método descrito por Blottner, et al (73), fue modificado. Para estandarizar la
técnica se utilizd una muestra de espermatozoides control elegida al azar,
ajustando la concentracién a 30x10° células/ml Para descondensar el ADN de los
espermatozoides, 100 pl de muestra fueron adicionados con 100 ul de soluciéon
descondensante compuesta de papaiana al 1.25% (SIGMA, cat. P3375-25G), DL-
Ditiotreitol al 0.155% (DTT, SIGMA, cat. D-0632), DMSO al 0.025% (SIGMA, cat.
D5879-100ML) en Tris - HCI 50 mM (SIGMA, cat. T1503-500G) pH 8.6, y se
dejaron incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después de ese
tiempo se agregaron 200 ul de formalina al 5% en PBS para detener la reaccion y
se incubd 15 minutos a temperatura ambiente. A esta suspension se afiadieron

400 pl quinacrina dihidroclorada al 0.5% (SIGMA, cat. Q3251-25G) en PBS y se
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incubaron a temperatura ambiente. Se tomaron alicuotas a los tiempos 1, 2, 3, 4,
y 5 horas de incubacion. Se realizaron frotis empleando 5 pl de cada muestra
descondensada vy tefiida, dejandolas secar al aire. Las laminillas fueron lavadas
por inmersion en PBS y secadas al aire para fijarlas finalmente en alcohol etilico
absoluto durante 5 minutos. Los frotis se montaron con PBS para su observacion
inmediata al microscopio de fluorescencia empleando un filtro con longitud de
onda de excitacion de 400-440.

4.1.2. Hibridacion in situ
El marcaje de las sondas se realiz6 en el laboratorio de Genética Molecular de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.
Se realizaron10 ensayos de PCR de amplificacion para el marcaje de la sonda
homéloga al gen satélite BRY.1 del cromosoma Y bovino cuyo producto mide 307
pb. Los cebadores fueron sintetizados por los laboratorios Biolab, la secuencia fue
tomada del trabajo de Liu, et al (b142) siendo las siguientes:
Forward : 5’ — GGATCCGAGACACAGAACAGGCTGC - 3
Reverse: 5 — TTGATCAAGCTAATCCATCCATCCTAT -3
Se amplificaron los fragmentos para ambos loci a partir de 25 ng de ADN
gendmico de toro las mezclas de reacciéon fueron de 25 ul conteniendo 1 U de
ADN Taq polimerasa (Biogenica, #cat. EA-250), 1x PCR buffer (Biogenica, #cat. EA-
250), 0.2 mM de cada nucleétido (dATP, dCTP, dGTP, dTTP; Biogenica, #cat
DNTP1000), 0.4 uM de la mezcla de cebadores (forward y reverse), se probaron 3
concentraciones de MgCl, 1.0 mM, 1.5 mM y 2 mM. Las condiciones de

amplificacion usadas fueron 5 min a 94C; 30 ciclos de 30 seg a 94TC; 30
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segundos a 56, 58, 60, 62 0 64 T ; 30 segundos a 72T y una extension final de 5
min a 72<C.

Los productos de esta reaccion fueron corridos por electroforesis en geles de
agarosa al 3% Yy purificados a partir de éste. Los geles fueron visualizados en un
transiluminador y las bandas de interés cortadas con una navaja de bisturi. Cada
banda seleccionada fue colocada en un vial de 1.5 ml y se agregé 1 ml de Nal 6M,
a continuacion cada vial se coloco en un termoblock a 55T hasta fundir la
agarosa agitando a intervalos de 5 minutos. A continuacion, a cada vial se
agregaron 30 pl de perlas de silica (SIGMA, cat. S-5631) vortexeando 30
segundos e incubando 1 hora a 4C con agitaciéon a interv alos de 15 minutos. Al
terminar la incubacién se centrifug6 a 12, 000 rpm 5 minutos a 4. La fase
acuosa fue decantada y se realizaron 3 lavados con 500 pl de solucion de lavado
(50mM NaCl, 10mM Tris - HCI pH 7.5, 2.56mM EDTA, 50% v/v etanol)
centrifugando bajo las mismas condiciones, decantando de nuevo el
sobrenadante y reconstituyendo la pastilla mediante pipeteo. Finalmente la
pastilla se secé en un termoblock a 55T por 15 minutos y se resuspendio en 25 pl
de agua estéril e incubada a 55T durante 5 minutos. Se centrifugd a 12, 000 rpm
por 4 min recuperando el sobrenadante en un vial limpio. La verificacion de la
obtencion del ADN se realiz6 con 3 pl de cada fragmento purificado mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 3%.

Los fragmentos purificados fueron utilizados para el marcaje de la sonda por PCR
en mezclas de reaccién de 50 pl conteniendo 15 ng de los productos de PCR, 1x

PCR buffer, 2mM MgCl,, 2mM de cada nucleotido (dATP, dCTP, dGTP), 1,15y
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2 nM d-UTP rhodamina (Roche, Tetramethyl — Rhodamine- 5. dUTP, cat.
11534378001), 0.4 uM de la mezcla de cebadores (forward y reverse), 1 U Taq
polimerasa. Las condiciones de ciclaje fueron 5 min a 94<C, 30 ciclos de 30 seg a
94<C; 30 segundos a 56C, 30 segundos a 72T y una exte nsion final de 5 min a
72<C.

Adicionalmente se realizé un ensayo para marcar la sonda por random priming.
Para ello se prepararon mezclas de reaccién de 25 pl en viales de 0.5 ml, con 50
ng de los productos purificados mismos que se desnaturalizaron en el termoblock
a 95TC, 5 min, enfriando 1 minuto en hielo, al terminar la desnaturalizacion se
agrego, 1x amortiguador de reaccién, 1x solucion de dNTP’s (-dTTP), 1nM d-UTP
rhodamina (Roche, Tetramethyl — Rhodamine- 5. dUTP, cat. 11534378001), 2 U
Klenow, 0.01 mg BSA (Factor V) y se incub6 a 37C, 60 minutos, pasando de
inmediato a 95T por 5 minutos y enfriando en hielo durante un minuto.

En los dos procedimientos se corrid0 simultdneamente un control en el cual se
incluyé dTTP en concentracion menor pero omitiendo dUTP-rhodamina.

Después de cada procedimiento de marcaje, los productos de las reacciones
fueron corridos por electroforesis es geles de agarosa al 3% diluida en TBE 0.5x,
durante 60 minutos a 100V. Se empleo una camara de electroforesis horizontal
(Bio-Rad) conectada a una fuente de poder (Bio-Rad). En cada pozo se colocaron
5 pl de muestra adicionados conl pl de amortiguador de muestra, y en los carriles
de los extremos se colocaron 5 pl de marcador de bajo peso molecular.

Una vez que se demostrd la amplificacion, los productos fueron purificados

mediante filtracion en columnas de Sephadex G10 grano fino en agua estéril. Se
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prepar6 una columna por cada producto de amplificacion. Se rellenaron columnas
comerciales de 1.5 ml con Sephadex G10 al 10% y centrifugadas 2700 rpm por 4
min para permitir que la fase de gel sedimentara y se perdiera el liquido, posterior
a la centrifugacion se volvid a rellenar la camisa a tope y se repitio la
centrifugacion. Este paso se repitio 2 veces. Enseguida se procedié a equilibrar
cada columna, para ello se adicion6 una cantidad conocida de agua estéril y se
centrifugo varias veces en hasta que la cantidad de agua recuperada fuera igual a
la cantidad de agua colocada, en este momento la columna se consideraba como
equilibrada y se procedio6 a filtrar los productos de amplificacion. Los productos de
amplificacion, colocados en columnas independientes, se centrifugaron a 2700
rpm por 4 min recuperandose la porcion filtrada en un vial limpio.

Para corroborar, los productos filtrados fueron corridos por electroforesis
nuevamente bajo las mismas condiciones.

Todos los productos marcados y filtrados fueron empleados para ensayar las
hibridaciones in situ.

Hibridacién in situ

Como control se realizaron frotis de linfocitos de toro. Para ello se introdujeron
portaobjetos en alcohol etilico al 50% para desengrasarlos. A una altura de 5 cm
se dejaron caer 1 o 2 gotas del cultivo de linfocitos sobre los portaobjetos (ver
anexo 1) y de inmediato puestos incubar durante 10 segundos en bafio maria
(vapores), se dejaron secar sobre una gasa humeda a temperatura ambiente.
Posteriormente, los frotis fueron observados al microscopio de contraste de fases

para seleccionar a las laminillas con al menos una metafases por campo,
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evaluandose 3 campos por laminilla. Las laminillas seleccionadas fueron
almacenadas a -20TC hasta su empleo.

Los frotis de espermatozoides de una fraccion control elegida al azar, fueron
realizados colocando 5 pl de la muestra espermatica a una concentracion de
30x10° células/ml, en portaobjetos desengrasados en alcohol 50%, se dejaron
secar al aire y se almacenaron a -20C hasta su utilizacién.

Para descondensar el material genético espermatico, los frotis de los
espermatozoides fueron tratados bajo dos procedimientos. En un primer
procedimiento los espermatozoides fueron tratados con DTT (100mM) y Heparina
(100 U/ml) a diferentes tiempos (15, 20, 25 y 40 minutos). Un segundo grupo de
espermatozoides fueron desmembranados 10 minutos con el detergente Brij al
1.2% y descondensados con DTT (100mM) y Heparina (100 U/ml) a distintos
tiempos (15 y 20 minutos). El grado de descondensacion se evalué mediante la
tincion del ndcleo agregando 5pl 4',6-diamidino-2-fenilindo (DAPI, Vectashield,
Vector, cat. H-1200) a cada frotis y montando con un cubreobjetos desengrasado
pasa su posterior observacion al microscopio de fluorescencia, empleando el filtro
con longitud de onda de excitacion de 330-380 nm para evaluar cambios en el
tamafno de la cabeza espermatica como reflejo de la descondensacion del nucleo
con respecto al control.

Los ensayos de hibridacion in situ se realizaron en el laboratorio de Genética del
Hospital General de México.

Para la hibridacion in situ los frotis de los espermatozoides descondensados y de

los linfocitos fueron deshidratadas en concentraciones ascendentes de alcohol
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etilico (70%, 80% y 100%) incubando 2 minutos a temperatura ambiente en cada
uno, y se dejaron secar al aire. Posteriormente se realiz0 la desnaturalizacion
mediante incubacion en formamida al 70% en solucion acuosa a 72T durante 5
minutos; las laminillas se deshidrataron nuevamente y se dejaron secar al aire. Se
agregaron 5 pl de la sonda BRY.1 marcada y se colocO un cubreobtejos
previamente desengrasado. Las laminillas se colocaron en una termoplatina a
72C por 2 min. Acto seguido los portaobjetos fueron sellados con cemento para
evitar la evaporacion de la sonda. Las laminillas selladas fueron incubadas 24 hrs
a 37°C en camara humeda.

Después de la incubacion las laminillas fueron lavadas en dos soluciones de
Nonidet P40 (NP40, Roche, cat, 11 332 473 001). La primera consistio de NP40
0.3% en 0.4x SSC (Invitrogen, cat. 15557-044) a 72T durante 2 minutos. El
segundo lavado se realizé en NP40 0.1% en 2x SSC 1 minuto a temperatura
ambiente y finalmente pasadas tres veces en agua destilada. Las laminillas fueron
secadas al aire para afadir 5 pl del medio de montaje para fluorescencia con DAPI
(Vectashield, Vector, cat. H-1200) y cubiertas con un cubreobjetos desengrasado.
Todas las laminillas fueron evaluadas en un microscopio de epifluorescencia
(Olimpus) y analizadas mediante un sistema automatizado de analisis de
cromosomas automatizado (Multiple Cytovision(TM) Automated Chromosome
Analysis Systems, Applied Imaging).

4.2. Analisis de ADN de los espermatozoides sexados

El analisis del ADN de los espermatozoides sexados se realizo en el Instituto de

Fisiologia Celular, Biofisica y Neurociencias de la UNAM.
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El ADN de los espermatozoides obtenidos por las 3 técnicas de sexado fue
extraido y analizado mediante reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(PCR-tr) con cebadores especificos del gen SRY que es una secuencia Unica del
cromosoma Y. Como control se utiliz6 el gen para B-actina, ambos genes se
corrieron en reacciones independientes.
Los productos de cada reaccion fueron corridas por electroforesis en geles de
agarosa y las bandas resultantes de la amplificacion de cada gen fueron
visualizadas.
Los resultados obtenidos de la PCR-tr fueron corroborados mediante PCR y
densitometria éptica de los geles de agarosa.
Para determinar diferencias en la intensidad de fluorescencia entre las bandas de
los genes amplificados (SRY y B-actina), se compararon las bandas de los
productos de la amplificaciéon (densitometria Gptica de los geles de agarosa).
Adicionalmente se comparé la banda correspondiente al gen SRY con la muestra
control de semen en la que se supone una proporcion 50:50 de espermatozoides
XyY.
Finalmente se realiz6 una PCR cualitativa uUnicamente a las fracciones de
aquellos ensayos en las que los dos tipos de PCR indicaron cambios significativos
con respecto a los controles (fraccion de semen sin sexar y amplificaciones de gen
autosomico).

4.2.1. Disefio de los cebadores
Mediante el empleo del software Oligo® v. 6.8 (Molecular Biology Insight, Inc) se

disefiaron dos cebadores. Uno correspondiente al gen de [-actina de un
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cromosoma autosomico para ser utilizado como control positivo para todas las
reacciones cuyo producto seria de 157 pb aproximadamente. Las secuencias
empleadas se indican a continuacion:

Forward 5’- CCC ATT GAG CAC GGC ATC GTC 3

Reverse 5'- TCT GGG TCATCT TCT CAC GGT TGG C 3

El otro cebador correspondioé al gen SRY bovino especifico de cromosoma Y cuyo
producto seria de 183 pb. Las secuencias respectivas son:

Forward 5- AAC GCC TTC ATT GTG TGG TCT CGT 3

Reverse 5'- CGG GTATTT GTC TCG GTG TATGGC T 3’

Ambos cebadores fueron sintetizados en el laboratorio de Biologia Molecular del
Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Autbnoma de México.
Antes de utilizar los cebadores previamente sintetizados se probo su pureza en los
productos amplificados mediante una reaccion de PCR de dos pasos. Cada
cebador se evalud por separado en microtubos de 0.25 ml donde las condiciones
de amplificacion fueron 94°C, 1 min; 35 ciclos a 95C, 30 s; 68T 30s, extension
final de 72 T, 3 min. Los productos de amplificacion fueron corridos por
electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% diluida en TAE 1x (tris, acetato y
EDTA) y 5% de bromuro de etidio (a una concentracion de 10mg/ml). A cada
muestra se afiadieron 3pl de amortiguador de muestra por cada 30 ul de reaccién
y se cargo en cada pozo 15ul de muestra. Las condiciones de corrida fueron 120V
por 30 minutos. Finalmente el gel fue visualizado en un transiluminador.

4.2.2 Obtencién de ADN de los espermatozoides sexados
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Los espermatozoides de cada una de las 100 muestras obtenidas (10 controles,
10 fracciones de los gradientes, 40 fracciones de las columnas de Sephadex y 40
fracciones de los gradientes de Ficoll - Diatrizoato) fueron lisados vy
descondensados para obtener el ADN.

Para determinar la cantidad minima de espermatozoides requerida para la
extraccion del ADN se seleccion6é al azar una de las muestras control de
espermatozoides. Los ensayos de extraccion se realizaron ensayando
concentraciones de 0.3, 0.5, 1y 2 x10° de células. A cada una de ellas se
adicionaron 500 pl de solucién de lisis preparada con proteinasa K 1% -
amortiguador STE (SDS, Tris, EDTA) y se dejaron incubar a 55 € durante 60 min
en un termoblock (Eppendorf, TermoStat plus). Después de la incubacion se
adicionaron 500 pul de fenol equilibrado (USB Corporation, cat. 75829) y se mezclé
para después ser centrifugados a 13, 200 rpm por 10 min a temperatura ambiente.
La fase del fondo fue descartada y se repitio el procedimiento 2 veces, A la fase
conservada se le adicionaron 500 pl de fenol — cloroformo (USB Corporation, cat.
75831) centrifugando bajo las mismas condiciones, se descarto la fase inferior y
se realiz6 dos veces el procedimiento, recuperando después de la ultima
centrifgacion la fase superior. Esta fase fue colocada en otro vial y fue adicionada
con 1 ml de etanol absoluto, mezclando gentilmente. En seguida se agregaron 50
ul de acetato de sodio 3M pH5 y se incubdé a -20C durante 20 minutos. De
inmediato se centrifugé a 10,000 rpm por 10 min a -4<C. El sobrenadante fue

aspirado y desechado al resto del tubo se afiadid 1 ml de etanol al 70% agitando
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gentilmente y el alcohol fue retirado por aspiracion, finalmente se reconstituyo el
ADN con agua estéril.

La técnica se repitic empleando wuna concentracion de 1 millébn de
espermatozoides en las fracciones obtenida de los ensayos de sexaje 1, 2y 9
(controles, fraccion de BSA, fracciones de Sephadex y de Ficoll - Diatrizoato).

La concentracion del ADN de cada ensayo realizado fue determinada mediante
absorbancia a 260/280 nm empleando un espectrofotometro (NanoDrop, ND-
1000). Sin embargo, debido a que las lecturas obtenidas no fueron constantes se
decidié ensayar otra técnica para la extraccion del ADN empleando las mismas
muestras.

Un millon de espermatozoides fueron incubadas durante 40 minutos a 37C, v/v
en solucidn de lisis compuesta de papaiana al 1.25% (SIGMA, cat. P3375-25G),
DTT al 0.155% (SIGMA, cat. D-0632), DMSO al 0.025% (SIGMA, cat. D5879-
100ML) en Tris- HCI 50 mM (SIGMA, cat. T1503-500G) pH 8.9. A continuacion se
agregaron 5ul de CTAB al 5% y se centrifugé a 8000 rpm durante 3 min en una
microcentrifuga (Eppendorf, Centrifuge 5415 R). Se retird el sobrenadante y se
reconstituyo la pastilla con 100 pl de agua destilada volviendo a centrifugar a la
misma velocidad y tiempo. En seguida se retir0 el sobrenadante y la pastilla se
reconstituyé en 50 ul de Tris-HCI 50 mM pH 8.9. A cada muestra se adicionaron
20 pl de SDS al 10% y 20 pl de DTT 90 mM, y se dejo incubar 45 minutos a
temperatura ambiente. Después de este tiempo se agregaron 200 pl de acetona
helada (-20C) y posteriormente las muestras fueron centrifugada s a 8000 rpm por

3 min. Después de la centrifugacion se descarto el sobrenadante y a la pastilla se
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le agregd 1ml de etanol absoluto agitando ligeramente. El etanol fue retirado por
aspiracion y la pastilla se reconstituy6 con 50 pl de agua estéril.
Se cuantific6 la concentracion del ADN a una absorbancia de 260 nm vy
simultaneamente se determiné la relacion 260/280 nm  mediante
espectrofotometria (NanoDrop, ND-1000). Se seleccionaron las muestras con
concentraciones superiores a 40ng/ml y relacion 260/280 de al menos 1.5.
Empleando esta técnica se extrajo el ADN de todas las fracciones de los 10
eyaculados sexados de los tres procedimientos: BSA, Sephadex y Ficoll al igual
gue de sus respectivos controles. Ensayandose en total 100 extracciones (10
controles, 10 fracciones del gradiente de BSA, 40 fracciones de las columnas de
Sephadex y 40 fracciones del gradiente de Ficoll-Diatrizoato).
La concentraciéon de todas las muestras fue ajustada a 40ng/ul para las reacciones
de PCR-tr y PCR o0 almacenadas a -20 € para su posterior procesamiento

4.2.3 PCR a tiempo real
El PCR en tiempo real es un método que permite monitorear la amplificacion de la
muestra mediante el empleo de un fluorocromo que se intercala en la doble hélice
de ADN, de forma que al producirse cada copia se genera fluorescencia que es
detectada por el equipo. Dicha fluorescencia esta relacionada directamente con el
numero de copias de ADN obtenido en cada ciclo del PCR. El nUmero de copias al
inicio de la reaccion se puede cuantificar con gran precision a través del ciclo
umbral (Ct) que es el parametro fundamental en una PCR en Tiempo Real y en
funcién del cual se van a realizar todos los célculos analiticos y obtencién de

resultados. El Ct es el numero de ciclos necesarios para que se produzca un
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aumento de fluorescencia significativo con respecto a la sefal de base, y es
inversamente proporcional a la cantidad inicial de copias de la muestra.

Para este ensayo se utilizé el ADN extraido de los espermatozoides de los
eyaculados 1 y 2. Del eyaculado 1 se incluyeron todas las fracciones. Del
eyaculado 2 se omitieron las fracciones de Sephadex. Se trabajaron en total 16
fracciones (10 del eyaculado 1: control, 1 fraccion del gradiente de BSA, 4
fracciones de Sephadex, 4 fracciones del gradiente de Ficoll.Diatrizoato; 6 del
eyaculado 2: control, 1 fraccion del gradiente de BSA, 4 fracciones del gradiente
de Ficoll - Diatrizoato). Se corrieron los controles respectivos de cada eyaculado.
Cada muestra se corri6 por triplicado.

Las reacciones se realizaron en placas de reaccion con calidad Optica para PCR
de 96 pozos. Las reacciones de amplificacion para los genes SRY y [3-actina se
corrieron en pozos independientes. Para la amplificacion se emple6 SYBR Green
PCR kit (Applied Biosystems, cat. 4304886).

Cada mezcla de reaccién de 25 pl contenia 100 ng del ADN gendmico, 1x SYBR
Green PCR buffer, 3mM MgCl,, 0.2 mM dNTP’s (dATP, DCTP, dGTP), 0.4mM
dUuTP, 1.25 U AmpliTaq Gold, 0.5 U AmpErase UNG, 1uM de la mezcla de
cebadores (forward y reverse).

Una vez colocada la mezcla de reaccién en cada pozo, la placa para PCR fue
centrifugada a 1500 rpm por 3 min (Beckman Coulter, Centrifuga Allegra GR) para
eliminar las burbujas de aire.

Las condiciones de ciclaje fueron 50C, 2 minutos; 95T , 10 minutos y 40 ciclos a

95%C, 15 segundos; 60T, 1 minuto. Se utilizé un te rmociclador Abi Prism 7000
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Sequence Detection System (Applied Biosystems), el monitoreo se realiz6 medinte
el software Abi Prism 7000 SDS software v. 1.0 (Applied Biosystems).
Se obtuvo el ciclo de umbral (Ct) de cada reaccion de PCR-tr. La relacion de

expresion del gen problema (REGP) con el gen control fue determinado por:

REGP _ 2CtSRY—Ct,Bactina

Donde,
Ct SRY= Ciclo Umbral del gen SRY
Ct B-actina = Ciclo Umbral del gen B-actina

Los resultados fueron analizados como la relacion entre el gen SRY/B-actina.

4.2.4 PCR de amplificacion

Después de analizar los resultados obtenidos con la PCR-tr se analizo la densidad
Optica de geles de agarosa para verificar la amplificacion del gen problema SYR,
utilizando al gen B-actina como control. Las muestras de ADN utilizadas fueron las
mismas que se emplearon en el ensayo de PCR-tr: 10 fracciones del eyaculado 1
(control, 1 fraccion del gradiente de BSA, 4 fracciones de Sephadex, 4 fracciones
del gradiente de Ficoll - Diatrizoato) y 6 fracciones del eyaculado 2 (control, 1
fraccion del gradiente de BSA, 4 fracciones del gradiente de Ficoll - Diatrizoato).

Adicionalmente, en un segundo ensayo se realizaron reacciones de PCR de
amplificacion con el ADN de las fracciones que mostraron tener diferencia con el

control: FC, BSA y S4 de algunos de los eyaculados, se empledé ademas el ADN
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de espermatozoides sexados mediante citometria de flujo, donde la fraccion
enriquecida era la de espermatozoides portadores del cromosoma X.

En un tercer ensayo se seleccionaron las muestras de ADN con concentraciones
de 40ng/ul y calidad >1.5 de la relacion 260/280 de cada fraccion de interés (Cx,
BSA, S4y FC) de los 10, eyaculados. En este ensayo también se utilizé el ADN de
los espermatozoides X sexados por citometria de flujo.

Cada reaccion de PCR de 30ul se preparé en microtubos de 0.25 ml. Cada
mezcla de reaccion de 30 pl contenia 1x PCR buffer (Clontech, cat. S1793), 0.33
mM del mix de nucleétidos (dATP, dCTP, dGTP) (Clontech, cat. 639125), 0.33
UM de la mezcla de cebadores (forward y reverse), 0.33x Titanium™ Taq
polimerasa (Clontech, cat. 75831). Las condiciones de amplificacion fueron: 94°C,
1 min; 35 ciclos a 95T, 30 s; 68T por 30s, extension f inal de 72C, 3 min

(Applied Biosystems, 2720 Thermal Cycler).

4.2.6 Electroforesis y densitometria Optica
Los productos de amplificacion se verificaron en geles de agarosa al 1.2% diluida
en TAE 1x (tris, acetato y EDTA, Bio-Rad, 50X TAE cat. 151-0773) y 5%de
bromuro de etidio (a una concentracion 10mg/ml) (SIGMA, cat. E8751),
empleando como amortiguador de camara TAE 1x. Cada mezcla de reaccion se
adicion6 con 1ul de amortiguador de muestra (Orange G, SIGMA, cat. O3756) y
se cargaron 15 pl de muestra en los pozos del gel. En el primer pozo se cargaron
5 yl de marcadores de peso molecular (1Kb plus ladder, Invitrogen, cat. 10787-

026).
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Las muestras se corrieron durante 30 minutos a 120 V empleando una camara de
electroforesis horizontal (CLP, Apollo) conectada a una fuente de poder (Bio-Rad,
Power pac 200)
Los geles fueron observados en un transiluminador ( Bio-Rad, UV transiluminator
2000) para visualizar los fragmentos de ADN tefidos con EtBr. Las imagenes
fueron capturadas con una camara digital Kodak DC 290.
Las imagenes de los geles fueron evaluadas con el sistema de analisis de
imagenes ImagJ para determinar la densidad oOptica de las bandas de B-actina y
SRY y de este modo cuantificar indirectamente los productos amplificados en
cada reaccion.

4.2.7 Andlisis estadisticos
Los datos obtenidos de la densitometria Optica y del PCR de tiempo real fueron
evaluados con ANOVA y prueba HSD Tukey cuando las muestras eran del mismo
tamafo y por ANOVA y prueba de Tukey — Kramer para muestras de tamarfos
diferentes. Para la validacion estadistica de los experimentos se utilizo el

programa BioStat® 2007.
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IV. Resultados

Sexaje

De los 10 eyaculados empleados para los 3 procedimientos de sexaje
(gradientes de BSA, columnas de Sephadex y gradientes de Ficoll -
Diatrizoato) se obtuvieron 90 fracciones: 10 fracciones resultantes de la
separacion en columnas de BSA, 40 fracciones de la separacion en columna
de Sephadex y 40 fracciones de la separacion en gradiente de Ficoll -
Diatrizoato. Ademas de los 10 controles respectivos (semen lavado sin sexar),

trabajandose un total de 100 muestras.

Gradientes de BSA

Después de la segunda centrifugacion se recuperé una pastilla celular con una
concentracion de 13.39+3.61 x10° células/ml lo que representd
aproximadamente la mitad de la concentracion inicial de espermatozoides
utilizada (30x10° x10° células/ml) (ver Cuadro 2). Las pastillas obtenidas se

muestran en la figura 1.
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Cuadro 1. Concentracion espermatica de las fracciones obten idas
después de la separacién de cada eyaculado en dos g radientes de BSA.

Concentracion
espermatica
(x10°
Eyaculado | células/ml)
11.03
12.08
13.13
12.08
13.13
10.50

8.93

19.95
13.65

10 19.43
Promedio |13.39
Desv. Est. |3.61

OO N |0 WINF

" b)

Figura 1. Tubos de ensaye mostrando en el fondo las pastillas de células
espermaticas resultantes después de la centrifugaci on en el gradiente de
albumina. a) Pastilla obtenida de la primera centri ~ fugacion. b) Pastilla
obtenida después de centrifugar la pastilla recuper ada de la primera
centrifugacion.

Columnas de Sephadex

De cada uno de los 10 eyaculados se obtuvieron 4 fracciones de 1ml, que
fueron identificadas como S1, S2, S3 y S4, segun el orden de recuperacion. En

total se obtuvieron 40 fracciones.
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El promedio de la concentracién de las tres primeras fracciones fue muy similar
(S1=123.38 + 71.09, S2= 122.77 + 83.33, S3= 103.00 + 69.47 células/ml) en
cambio en la ultima fraccion colectada la concentracion fue notablemente

menor (S4= 82.75 + 60.79 x10° células/ml) (Cuadro 3).

Cuadro 2. Concentracion esperméatica de las fracciones obteni das
después de la separacion de cada eyaculado en colum nas de Sephadex
G50.

Concentracion espermatica (x10°
células/ml)
Eyaculado S1 S2 S3 S4
1 91.88 137.03 55.65 34.13
2 151.20 147.00 99.23 43.13
3 65.10 13.65 55.65 66.68
4 156.45 40.95 83.48 71.93
5 30.98 5.00 1.58 18.90
6 267.22 232.58 214.20 86.63
7 32.03 252.00 204.75 153.82
8 139.65 128.10 72.97 128.10
9 148.05 128.10 165.90 201.60
10 151.20 143.33 76.65 22.56
Promedio 123.38 122.77 103.00 82.75
Desv. Est. 71.09 83.33 69.47 60.79

Gradientes de Ficoll-Diatrizoato

Después de la centrifugacion en el gradiente de Ficoll — Diatrizoato se observo
la formacion de 3 bandas y una pastilla celular, las cuales se recuperaron por
aspiracion. (Figura 2).

La primera banda fue denominada FA, la cual fue la méas delgada y la
concentracion celular fue de 9.97 + 12.64 x10° células/ml; en tres de los
eyaculados no se pudo determinar la concentracion esperméatica de esta banda

(Cuadro 4).
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La siguiente banda fue la mas ancha y se denominé FB, y fue dividida en dos
subfracciones, FB1 y FB2, esto debido a que se notaba una separacion entre
ambas. La fraccién FB1 en promedio tuvo una concentracion de 54.91 x10° +
29.39 células/ml, mientras que la fraccibn FB2 tuvo una concentracion
promedio de 13.44 +7.33 x10° células/ml (Cuadro 4).

Cabe mencionar que debido a la cercania de la banda FA con la banda FB1 al
momento de la aspiracion de las muestras se llegé a mezclar una con la otra.
La pastilla de células identificada como fraccion FC fue la que tuvo una

concentracion promedio de 61.97 +33.80 x10° células/ml (ver Cuadro 4)-

Cuadro 3 Concentracion espermatica de las fracciones obteni das
después de la separacién de cada eyaculado en un gr  adiente de Ficoll -
Diatrizoato.

Concentracion espermatica (x10° células/ml)
Eyaculado FA FB1 FB2 FC
1 2.63 7.35 19.95 144.37
2 32.00 27.83 8.93 35.18
3 0.00 63.00 26.78 40.62
4 0.00 88.20 17.33 36.23
5 0.00 102.90 14.70 35.70
6 4.20 23.63 4.20 59.85
7 9.98 50.40 2.63 65.10
8 30.97 71.40 11.55 70.55
9 2.10 54.06 17.33 45.50
10 7.87 60.38 11.03 86.63
Promedio 9.97 54.91 13.44 61.97
Desv. Est. 12.64 29.39 7.33 33.80
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Figura 2. Tubos de ensaye mostrando el gradiente de Ficoll — Diatrizoato
de Sodio. a) La columna antes de ser centrifugada, el medio se observa
traslacido y en la superficie una banda bien defini da que corresponde a la
muestra colocada en la superficie. B) La misma colu  mna después del
proceso de centrifugacion, se observa el medio turb io ya que se han
formado las distintas bandas.

Validacion

Tincién con quinacrina

Para este ensayo se utilizé una muestra de espermatozoides control elegida al azar, ajustando
la concentracion a 30x10° células/ml. Los espermatozoides fueron descondensados y tefiidos
con quinacrina hidroclorada a distintos tiempos (1, 2, 3, 4, y 5 horas). En ninguno de los
espermatozoides tefidos a los diferentes tiempos se observo un punto fluorescente (cuerpo Y)
bien definido indicativo de la presencia del cromosoma Y en las cabezas espermaticas (Figura

3).
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Figura 3. Microscopia de Fluorescencia de espermatozoides de bovino
tefiidos con quinacrina. Se observa tincibn homogéne a de las cabezas,
negativas al cuerpo Y.

Hibridaciéon in situ

Marcaje de la Sonda

Un primer paso para la amplificacion de la sonda fue la obtencién de
fragmentos purificados del gen BRY.1 del cromosoma Y bovino. Para ello se
realiz6 un gradiente en el cual se probaron 5 temperaturas de alineacion de los
cebadores y 3 concentraciones de MgCl,. El gel de los productos amplificados
mostré que la cantidad de producto obtenido a las temperaturas de 56,58, 60,
62 T fue muy similar, mientras que a 64T la amplifi cacibn fue menos
eficiente. Por otro lado se observé que la concentracién de 1 mM de MgCI; fue
la menos eficiente, siendo muy semejante el producto amplificado a las

concentraciones de 1.5y 2.0 mM (Figura 4).
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Figura 4. Gel de agarosa al 3% mostrando los productos de a  mplificaciéon
del gen BRY.1 bajo diferentes condiciones. Cada blo que (A, B, C)
corresponde a las diferentes concentraciones de MgC |, probadas: A= 1.0
mM, B= 1.5mM y C= 2 mM; Los numeros del -5 corresponde a las
temperaturas de alineacion: 1= 56C, 2= 58T, 3=60° C, 4=62<TC, 5=64<T.
MP=marcadores de peso.

En la figura 5 se presentan los productos de la PCR que fueron purificados a

partir del gel de los productos amplificados.

- 147

Figura 5. Gel de agarosa al 3% mostrando los productos puri  ficados a
partir un gel de amplificacion. En el carril 2 no s e observa ningun
producto. En el carril 3 se observa un producto ine  specifico. En los
carriles 4, 5y 6 se observan bandas bien definidas gue corresponden a
BRY.1.
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Con el fin de obtener un fragmento marcado del cromosoma Y bovino, se
emplearon dos técnicas de marcaje: PCR de amplificacion y random priming.

En ambos procedimientos se observd amplificacion del control positivo (Figura
6 carril 3y 4, Figura 7 carril 2), sin embargo en los carriles correspondiente a
los productos marcados con el fluorocromo (Figura 6 carril 2, Figura 7 carril 3)
se observaron dos bandas anchas las cuales no correspondieron al peso de los
productos de BRY.1 (307 pb). Mas aun, después de la purificacion de los
productos marcados por columna de Sephadex, no se observd ninguna banda
de amplificacién de la sonda marcada con fluorescencia, e inclusive ya no se
observaron las bandas observadas en los geles anteriores (datos no
mostrados), por otra parte la columna de Sephadex adquiri6 color rosaceo

posiblemente por el fluorocromo retenido.

Cabe sefalar que de los ensayos realizados modificando la concentracion del
nucleétido marcado, en ningun caso el nucleétido marcado se incorporo a la

sonda (Figura 8).



Figura 6. Gel de agarosa al 3 % que muestra los productos de la
amplificaciéon de BRY.1 y marcaje con dUTP -rodamina mediante PCR de
amplificacién. EI carril 2 corresponde a la amplifi cacion de BRY.1
empleando dUTP -rhodamina omitiendo el dTTP Se observa una banda de
intensa fluorescencia que sobrepasa al marcador, co rresponde a los
nucleétidos fluorescentes que no se incorporaron. E n el carril 3 se redujo
la concentracion de dTTP y no se utilizé dUTP  -rodamina se observa una
banda delgada y de poca intensidad de 300 pb que co rresponde a la
amplificacibn de BRY.1. En el carril 3 el producto de amplificacién de
BRY.1, en esta reaccién se utiliz6 dTTP a la misma ¢ oncentracion que el
resto de los nucleétidos, se observa una banda anch ~ a muy intensa de 300
pb y una banda delgada que corresponde a  algun producto inespecifico.
MP= marcadores de peso.
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Figura 7. Gel de agarosa al 3% que muestra los productos de la

amplificacion y marcaje de BRY.1 dUTP -rodamina mediante random
priming. En el carril 2 se observa el producto de la reaccion en el que se
redujo la concentracion de dTTP y no se utilizd6 dUTP  -rodamina, se
observa una banda delgada de escasa fluorescencia a la altura de 300 pb.
El carril 3 corresponde al producto de la reaccién en el cudl se redujo la
concentraciéon de dTTP y se incluyé el dUTP -rodamina, no se observa
producto a la altura de 300 pb que corresponderia a BRY.1, la mancha de
intensa fluorescencia corresponde a los nucleétidos no incorporados en
la reaccion. MP= marcadores de peso.
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Figura 8. Gel de agarosa al 3% que muestra los productos de la reaccion
de PCR de amplificacion. En los carriles 1 -3 se ensay6 anulando
completamente el nucleétido d -TTP y se probaron 3 concentraciones de
dUTP-rodamina: en el carril 1 1nM, en el carril 21.5 nM , en el carril 3 2 nM.
En ninguno de los 3 casos se observa banda correspo  ndiente a 300 pb y
se observan manchas muy intensas correspondientes a los nucledtidos
no incorporados. En el carril 4 no se utiliz6 dUTP  -rodamina y se utilizd
una concentracion reducida de dTTP, se observa una banda delgada de
intensidad inferior a la del marcador. MP= marcador  es de peso.

Independientemente de la aparente falta de incorporacion del nucleétido
marcado a la sonda del gen BRY.1 bovino, los productos de las reacciones

fueron empleados en los ensayos de hibridacion in situ
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Descondensacion

Para descondensar el nicleo espermatico, los frotis de los espermatozoides
fueron tratados con dos procedimientos, el efecto de la descondensacion fue
evaluado por la tincion del ADN con fluorocromo DAPI.

Los espermatozoides tratados con DTT 100 mM y Heparina (100 U/ml)
mostraron escaso o nulo incremento en el didmetro del nicleo espermatico en
comparacion con los espermatozoides no tratados (Cx= control) (Figura 9). En
cambio los espermatozoides previamente desmembranados y
descondensados con DTT 100 mM y Heparina 100 U/ml mostraron franca
descondensacién a los dos tiempos ensayados observandose incremento en el
tamafio y cambio de la forma de la cabeza espermatica en comparacion con los
espermatozoides no tratados (Figura 10); sin embargo no se observo diferencia

entre los dos tiempos de incubacion ensayados.

Hibridacion in situ

Se utilizaron frotis de espermatozoides de una muestra control seleccionada al
azar, como control positivo en cada ensayo se incluyeron frotis de linfocitos de
bovino (macho) de cromosomas mitéticos. En ninguno de los ensayos
realizados se observo sefial de hibridacion, tanto en las muestras de linfocitos

como en las de espermatozoides (Figura 11).
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Figura 9. Nucleos de espermatozoides de bovino tefiidos con DA PI después de ser tratados con DTT 100 mM y Heparin a
10 U/ml a diferentes tiempos. a) Control (espermato  zoides sin tratamiento) b) 15 min, c) 20, d ) 25 min, e) 40 min.. Se
observa escaso aumento en el diametro del nucleo co n respecto al control, lo cual indica un bajo grado de

descondensacion
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Figura 10 . Nucleos de espermatozoides de bovino tefiidos con DA Pl después
de ser desmembranados con el detergente Brij 30T al 1.2% vy
descondensados con DTT 100 mM y Heparina 10 U/ml a  diferentes tiempos:
a) Control b) 15 min, c) 20. El control corresponde a espermatozoides sin
tratamiento. En b) y c) se observa franco increment 0 en el didmetro de los
nacleos con respecto al control lo cual indica fran ca descondensacion,
adecuada para los ensayos de hibridacion in situ. No se observa diferencia
entre los dos tiempo s probados.

Figura 11. Ensayo de hibridacion in situ. a) Nucleos de linfocitos y

cromosomas de linfocitos en matafase de bovino b) nlcleos de
espermatozoides de bovino, en los que se utilizd la sonda del gen BRY.1 del
cromosoma Y de bovino marcada con dUTP -rodamina. En ambos casos no

hubo la sefial de hibridacion de la sonda marcada.



90

Analisis de ADN

Obtencién de ADN

Los resultados para determinar la concentracién espermatica para la extraccion de
ADN se muestran en la Cuadro 5. Como se puede observar, la concentraciéon con
la que se obtuvo la mayor calidad de muestra fue la de 1 x10° células, la cual se
utilizé para las extracciones subsecuentes. En la Grafica 1 se observa claramente
que al incrementar la concentracion de células también incrementd la
concentracion de ADN obtenido, sin embargo con las concentraciones de 3,4y 5
x10° células la concentracién de ADN descendié drasticamente. Aunque la calidad
del ADN fue constante, no se obtuvo el minimo requerido para los ensayos de

PCR-tr (260/280 >1.5) (Gréfica 2)

Cuadro 4. Concentracion y calidad del ADN extraido de los e  spermatozoides
de toro con el método de cloroformo a diferentes c oncentraciones de la
muestra

Concentracion Concentraciéon | Calidad

(x10° del ADN del ADN
espermatozoides) | (ng/pl) (260/280)
0.5 35.23 1.34

1 51.95 1.38

2 163.80 1.37

3 30.50 1.36

4 29.30 1.33

5 136.30 1.35




91

180

160

140

120

100

80

60

40

Concentracion DNA (ng/ul)

20

0 0.5 1.0 2.0 3.0 4.0
Concentracion espermatica (x10° espermatozoides)

5.0

4= Concentraciéon ‘

Grafica 1. Concentracion de ADN de espermatozoides de toro
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Grafica 2. Calidad del ADN de espermatozoides de toro obtenido con él

método de extraccion con proteinasa K y cloroformo.
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En la Cuadro 6 se muestran los resultados para la extraccion de ADN, con los dos
meétodos empleados, de los espermatozoides sexados de los eyaculados 1, 2y 9
(sexados con los tres métodos de separacion).

Como se puede apreciar empleando el método 1 (proteinasa K y cloroformo) la
concentracion promedio (41.4 + 23.3) y la calidad del ADN promedio (1.3 + 0.2)
de las muestras ensayadas no cumplieron con los valores requeridos para su uso
en las reacciones de PCR (>40 ng/ul y 1.5 respectivamente), En cambio los
espermatozoides tratados con el método 2 (papaina y DTT) mostraron en

promedio una concentracion (113.3 +50.6) y calidad de ADN adecuados (1.7+0.2).

En la grafica 3 y 4 se comparan la calidad y concentracion de los dos métodos de

extraccion ensayados.



Cuadro 5. Comparacion de la concentracion y la calidad del A
de espermatozoides de bovino con

purificacion de ADN.
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dos métodos de ext

DN extraido
raccion y

Método 1 Tratamiento 2
Calidad Concentracion | Calidad Concentracién
del ADN |del ADN |del ADN |del ADN
Ensayo |Muestra (260/280) | (ng/ul) (260/280) | (ng/ul)
1 Cx 1.1 14.2 1.7 72.3
1 BSA 1.2 25.7 1.2 58.4
1 S1 1.4 21.7 1.7 95.9
1 S2 1.0 14.2 1.7 162.3
1 S3 1.1 26.4 1.7 167.5
1 S4 1.4 70.9 1.8 155.1
1 FA 1.1 25.4 1.6 47.1
1 FB1 1.2 42.4 1.7 83.5
1 FB2 1.3 58.0 1.2 90.1
1 FC 1.3 30.5 1.7 131.7
2 Cx 1.3 31.8 1.7 54.6
2 BSA 1.3 35.6 1.6 28.9
2 FA 1.0 14.2 1.8 69.8
2 FB1 1.6 79.8 1.7 127.3
2 FB2 1.3 25.4 1.7 122.1
2 FC 1.2 13.6 1.7 128.4
9 Cx 1.5 47.9 1.7 71.6
9 BSA 1.2 47.9 1.7 238.2
9 S1 1.4 25.7 1.8 58.4
9 S2 1.6 67.7 1.8 139.9
9 S3 1.6 72.8 1.8 130.5
9 S4 1.5 86.2 1.8 144.5
9 FA 1.5 55.4 1.8 122.2
9 FB1 1.4 77.3 1.7 134.2
9 FC 1.5 23.9 1.7 199.4
Promedio 1.3 41.4 1.7 113.3
Desv. Est. 0.2 23.3 0.2 50.6
Max 1.6 86.2 1.8 238.2
Min 1.0 13.6 1.2 28.9
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Gréfica 3. Concentracion de ADN extraido de espermatozoides de toro. Comparacion del método
de extraccion 1 (proteinasa K y cloroformo) y 2 (papaina y DTT). Se observa que el método 2 es
mas eficiente ya que la concentracion de ADN extraido es superior a la obtenida con el método 1.
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Gréfica 4. Calidad del ADN extraido de espermatozoides de toro. Comparacién del método
de extraccién 1 (proteinasa K y cloroformo) y 2 (pa  paina y DTT). Se observa que el ADN
extraido con el método 2 tiene mayor calidad y que hay menor fluctuacion entre los
ensayos, siendo los valores constantes.
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Para los ensayos de PCR de amplificacion y PCR-tr, el ADN de las 100 fracciones
fue extraido mediante el segundo método seleccionandose sélo las muestras de
ADN de aquellas fracciones cuya concentracién y calidad estuviera dentro del

valor de referencia ((>40 ng/upl y 1.5 respectivamente)

PCR tiempo real

Se realiz6 un estudio molecular, a través de PCR-tr, para evaluar la amplificacion
del SRY presente exclusivamente en los espermatozoides portadores del
cromosoma Y y compararlo con la amplificacion del gen para (3-actina presente en
todos las células ya que es una secuencia autosémica.

Para este ensayo se utilizé el ADN extraido de los espermatozoides de los
eyaculados 1y 2. Para el eyaculado 1 se extrajo el ADN de las muestras control, y
las obtenidas de los diferentes métodos de separacion. En el caso del eyaculado 2

se excluyeron las fracciones obtenidas de las columnas de Sephadex.

Los resultados obtenidos se muestran en la Cuadro 7 y gréaficas 5.
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Cuadro 6. Valores Ct de las muestras analizadas mediante PCR

-tr para el gen B-actinay SRY.

Ensayo Muestra Ct SRY Ct B-Actina
26.7702 21.2506
28.7521 21.7577
1 Cx 27.8532 20.8741
27.4753 21.3171
28.8752 22.325
1 BSA 27.9455 22.0621
27.8309 21.7311
24.0532 21.8293
1 S1 25.0309 22.0764
31.7308 21.023
27.0009 21.1467
1 S2 33.3958 21.2759
30.1669 22.3633
27.7538 21.4604
1 S3 33.7342 23.0274
23.8844 20.2584
22.6922 20.695
1 S4 22.7336 20.6854
22.4945 21.4906
24.7462 23.8699
1 FB1 27.7299 21.3418
30.2939 20.3309
28.9062 20.4229
1 FB2 31.7243 20.8076
31.4678 20.428
31.0173 22.9685
1 FC 29.7656 20.414
28.0754 24.674
29.8574 22.6257
2 Cx ND 22.7365
25.3539 20.8066
24.4556 20.484
2 BSA 23.0848 20.2087
30.0689 26.4121
30.0704 25.3835
2 FA 30.0083 25.7561
32.4545 21.7379
28.7625 23.7946
2 FB1 30.8817 21.8842
25.4619 20.7381
27.4829 21.5309
2 FB2 24.5331 22.3981
29.3774 21.3824
30.3705 20.395
2 FC ND 21.3998
ND - valores no determinados.
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Grafica 5. Valores Ct para el gen B-actinay SRY

Como se observa los valores Ct para el gen SRY fueron mayores que los valores
Ct del gen B-actina, lo cual indica que se requirid un mayor numero de ciclos para
detectar la fluorescecia emitida por la amplificacion del gen SRY.

También se puede observar que los valores Ct para el gen B.actina, fueron muy
similares en todas las muestras por lo que se puede decir que el nUmero de copias
fue similar en todos los ensayos realizados. Por otro lado los valores Ct para SRY
fueron variables entre cada muestra, lo cual indica que el nimero de copias del
gen SRY en cada muestra es diferente.

Al determinar la diferencia en el nimero de copias del gen SRY con respecto al
namero de copias del gen B-actina, mediante la relacion de los promedios de los
Ct de la amplificacion de SRY entre los de B-actina para cada muestra. Al realizar
el andlisis estadistico se promediaron los valores de las fracciones que fueron

incluidas dos veces (control, BSA, FA, FB1, FB2, FC) (Cuadro 8).
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Los resultados de la relacion de los promedios de los Ct de la amplificacion de
gen B-actina y SRY para cada muestra se muestran en la Cuadro 8. Como se
puede apreciar la fraccion FA del eyaculado 1 no pudo ser determinada por el

termociclador de tiempo real.

Cuadro 7. Relacion de los valores Ct promedio para el gen B-actinay SRY
de las muestras analizadas mediante PCR  -tr.

Eyaculado |Eyaculado
1 2

Cx [0.0111 0.0203
BSA |0.0136 0.0719

S1 |0.0738 ND
S2  10.0013 ND
S3  ]0.0032 ND
S4 10.1699 ND
FA ND 0.0545
FB1 ]0.148 0.0033

FB2 |0.0011 0.0518
FC ]0.0014 0.0022
ND=no determidado. S1-S4 del eyaculado 2 no fueron incluidas en el ensayo.

En la Cuadro 9 se presentan los promedios de los valores Ct de cada fraccion y
las diferencias estadistica entre ellas, la prueba de Tukey indicé que no existid
diferencia estadisticamente significativa entre las fracciones (P>0.05). Sin
embargo debido a que numéricamente el promedio de los valores Ct de la
fraccion FC fue 8.6 veces menor que el control, lo cual sugiere un posible
enriguecimiento de la fraccion de espermatozoides portadores de cromosoma X

(Cuadro 10).
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Cuadro 8. Promedios de la relacion de valores Ct  promedio para el gen -
actinay SRY de las muestras analizadas mediante PC  R-tr (P<0.05)

Cx BSA FB1 FB2 FC
Eyaculado1l [0.0111 |0.0136 |0.1480 |0.0011 |0.0014
Eyaculado 2 0.0203 |0.0719 |0.0033 |0.0518 |0.0022
Promedio 0.0157%]0.0428%|0.0757% | 0.0265% | 0.0018%
Devs. Est. 0.0065 |0.0412 ]0.1023 |0.0359 |0.0006

PCR de amplificacién y densitometria 6ptica

Los productos de la amplificacién de los genes SRY y - actina con el ADN de las
fracciones empleadas en el ensayo de PCR-tr se presentan en la figura 12.
Visualmente se aprecié que la intensidad de fluorescencia de las bandas
correspondientes a la amplificacion del gen [(-actina fue superior a la de la
amplificacion del gen SRY. Sin embargo, el andlisis estadistico de los promedios
de la densidad optica de las bandas de cada fraccion (control, BSA, FA, FB1, FB2
y FC) no revelo diferencia estadisticamente significativa entre los promedios de los
valores de la densidad oOptica de cada fraccion con respecto al control (P>0.05)

(Cuadro 10).
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Cuadro 10. ANOVA de la Relacién de la densidad optica de las b  andas
SRY/B-actina (P >0.05)

MUESTRA Cx BSA FA FB1 FB2 FC
Densidad 1.0331 |1.0040 {0.8978 |0.7940 |0.8934 |0.7309
optica 0.8812 [0.9817 |0.8815 [0.9104 |0.9524 |0.5419
Media 0.9570%|0.9930%|0.8900%| 0.8520%| 0.9230% | 0.6360%
Desviasion 14 1070 |0.0160 |0.0120 [0.0820 |0.0420 |0.1340
estandar
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Los resultados de una segunda amplificacion en los que se utilizaron 4 muestras
de la fraccion FC, 3 de la fraccién control, 3 de la fraccion BSA seleccionadas al
azar, asi como la muestra sexada por citometria de flujo se muestran en la figura
13. También se observan bandas Unicas bien definidas, las bandas
correspondientes a la amplificacién de B-actina se observan mas homogéneas en
cuanto a su intensidad y grosor, observandose diferencias en las bandas de los
productos de SRY. Sin embargo, el analisis estadistico de los promedios de las
densidades Opticas de cada fraccidn indica que no existe diferencia
estadisticamente significativa con respecto a la fraccion control (P>0.05) (Cuadro

11).

pb
MP_ 4FC 6FC 9FC 10FC 1Cx 2Cx 9Cx 1BSZBSA 3BSA 1S4 7S4 9S4

12000

2000

100

MP. 4FC 6FC 9FC 10FC 1Cx 2Cx 9Cx B3 2BSA 3BSA 1S4 7S4 9S4

12000

2000

100

Figura 13. Gel de agarosa al 1% que muestra los productos a mplificados.
Fila superior corresponde a los productos de amplif icacion del gen p-actina,
mientras que la fila inferior corresponde a los pro ductos del gen SRY las
muestras son correspondientes. ElI primer carril en ambos casos
corresponde al marcador de peso molecular.
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(P>0.05).

Cuadro 11. Relacion de la densidad 6ptica entre las bandas SPR¥dctina. (Réplica 1)

FC

Cx

BSA

S4

X

0.9410

0.8137

0.7568

0.7430

0.6647

0.8013

0.7892

0.8711

0.8651

0.6647

0.9828

0.8571

0.8661

0.8703

0.7636

Media

0.8722°

0.8200°

0.8313%

0.8261°

0.6647*

Desv.Est

0.1062

0.0344

0.0646

0.0720

0.0000

*Este valor no fue empleado en el andlisis estadistico

En la figura 14 se observan los productos de amplificacién de los mismos genes
con el ADN de la fracciéon FC de los eyaculados 1-9, control de los eyaculados 1-6,
BSA de los eyaculados 1-7 y la muestra sexada por citometria de flujo (figura 15).
Al igual que en los casos anteriores los productos de la amplificaciéon del gen -
actina son homogéneos, mientras que visualmente las bandas de los productos de
SRY varian en cuanto a su intensidad. Sin embargo al realizar el andlisis
estadistico los resultados indican que no existe diferencia estadisticamente

significativa entre las fracciones (P>0.05) (Cuadro 12).
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1FC 2FC 3FC 4FC 6FC 7FC 8FC GOF10FC 1Cx 2Cx 3Cx 8Cx 9Cx 1BSA 2BSA 3BSIBSA 9BSA 10BSA 1S4 4S4 7S4 9S4

100

2FC 3FC 4FC 6FC 7FC 8FC 9FOOFC 1Cx 2Cx 3Cx 8Cx 9Cx 1BSA 2BSA IBSIBSA 9BSA 10BSA 1S4 4S4 7S4 9S4

12000

2000

100

Figura 14. Gel de agarosa al 1% que muestra los productos am  plificados. La
fila superior corresponde a los productos de amplifi cacion del gen B-actina,
mientras que la fila inferior corresponde a los pro ductos del gen SRY , las
muestras son correspondientes. ElI primer carril en ambos casos
corresponde al marcador de peso molecular.

pb

200

100

Figura 15. Gel de agarosa al 1% que muestra los productos am  plificados a
partir del ADN de espermatozoides X sexados por cito ~ metria de flujo. El
carril 2 corresponde a los productos de amplificac ion del gen B-actina,
mientras que el carril 3 corresponde a los producto s del gen SRY. El primer
carril corresponde al marcador de peso molecular.
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Cuadro 9. Relacién de la densidad oOptica de las bandas SRY/ B-actina.
(Replica 2) (P<0.05).

FC Cx BSA S4 X

0.8608 |1.0600 |0.9581 |0.9627 |0.7555
0.9505 |0.9962 |1.0040 |0.8514
0.9395 |1.0090 |0.9146 |0.8418
0.9524 11.0818 |0.7628 |0.9288
0.9876 10.9981 |0.9656 |1.1091
1.0314 0.9290
0.9869
0.9947
1.0164
Media 0.9689%|1.0290% | 0.9223%|0.9387% | 0.7555*
Desv.Est. | 0.0508 [0.0393 [0.0841 |0.1081
*Este valor no fue empleado en el andlisis estadistico

OO N[OOI WIN|F

=
o
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V. DISCUSION

La posibilidad de determinar el sexo de la descendencia antes de la fertilizacién es
uno de los objetivos mas importantes dentro del campo de la tecnologia de la
reproducciéon, hecho que es posible mediante la separacion de los
espermatozoides portadores del cromosoma X de los portadores del cromosoma Y
ya que en los mamiferos, la determinacién del sexo depende del espermatozoide
gue fecunda al ovocito, de acuerdo al cromosoma que porta (X-hembra, Y-macho)
(15). En este trabajo se ensayaron 2 métodos de separacién fisica de los
espermatozoides empleando semen de bovino, estos métodos fueron
seleccionados en base a reportes previos en los que se empleé semen de humano
e indicaron haber obtenido altos grados de enriquecimiento de las poblaciones

esperméticas recuperadas (>70%) (48).

Sin embargo, la repetibilidad de estos estudios ha sido cuestionada, razén por la
cual en diversos trabajos se ha discutido la importancia de la eleccién y
estandarizacion de la técnica de validacion empleada (18), ya que si esta es
inadecuada es posible que la técnica de separacion sea valorada incorrectamente
incurriendo en falsos positivos 0 negativos. Debido a que gran parte de la
controversia la han generado las técnicas de validacion, en este estudio se
emplearon 4 técnicas diferentes: tincidn con quinacrina, hibridacién in situ, PCR
en tiempo real y PCR de amplificacion complementada con densitometria Optica
de geles, sin embargo Unicamente la técnica de PCR-tr y la densitometria de geles

proporcion6 datos que pudieron ser evaluados mediante el analisis estadistico.
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En este trabajo se logré desarrollar un PCR-tr sensible y especifico empleando los
cebadores, disefiados en este mismo trabajo, para el gen SRY y [(-actina de
bovino, con esto se confirmdé el uso potencial de PCR en tiempo real, como
técnica de validacion del sexaje de espermatozoides, misma que ha sido
reportada recientemente pare este fin, asi como para el sexaje de embriones (26,
29, 76, 77), Si bien los resultados obtenidos mediante esta técnica indican que
no se logroé la separacion de poblaciones de espermatozoides Xy Y en ninguna de
las técnicas de sexaje ensayadas (gradientes de densidad vy filtracion en gel),
resalta una diferencia numérica entre los valores de la relacion de los Ct del
control y la fraccidbn FC del gradiente de Ficoll-diatrizoato. Esta diferencia en la
cual la relacién de los valores Ct de la fraccion FC es 8.6 veces menor que los de
la fraccion control sugieren que esta técnica es eficaz para recuperar una fraccién
enriquecida con espermatozoides portadores del cromosoma X al fondo del tubo.
Sin embargo, para confirmar si esta diferencia numérica podria deberse a una
purificacion estadisticamente significativa es necesario realizar un mayor namero
de experimentos dePCR-tr, lo cual también permitiria evaluar la repetibilidad de la
técnica de separacion.

Por otro lado, si esta separacion fuera real, este resultado resulta contradictorio
con los reportados por otros autores que trabajaron con semen de humano.
Shastry, et al (1977) usando el mismo método, pero en un medio con una
densidad de 1.08, encontraron que la interfase entre el plasma seminal y la zona
media fue la enriquecida con espermatozoides X (74%), mientras que el
sedimento contenia el mayor porcentaje de espermatozoides Y (72%) (48).

Resultados similares a los de estos autores también fueron corroborados por
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Hegde UC, et al (1977) quienes obtuvieron un enriquecimiento del 62% de
espermatozoides Y en el sedimento, sin embargo Kakeko S, et al, empleando una
densidad de 1.077 encontraron un enriquecimiento muy pobre (55%) (74).

Aunque los mecanismos de separacion por gradientes de densidad son inciertos,
nuestros resultados podrian ser atribuidos a que los espermatozoide X que
poseen un 3.8% mas de ADN que los Y migraron mas rapido al fondo del tubo ya
gue esta diferencia de ADN los hace mas pesados y por lo tanto su velocidad de
sedimentacion es mayor. En cuanto a los resultados obtenidos por los otros
autores, es posible que la migracién de los espermatozoides Y se viera menos
obstaculizada por las particulas del medio de separacibn menos denso, en
cambio los espermatozoides X migraron mas lentamente al fondo del tubo al
moverse con dificultad a través del medio, permaneciendo en los estratos
superficiales. Por otra parte, Kaneko, et al mencionan que la separacion de los
espermatozoides empleando estos métodos podria deberse a diferencias en la
velocidad de sedimentacion entre los espermatozoides X y los Y, mas que a la
formacion de los gradientes de densidad (74). No obstante, se sabe que la
formacioén de los estratos en un gradiente de densidad est4 dada por las diferentes
velocidades de sedimentacion de los componentes de la muestra (54,55).

Por otro lado, los resultados obtenidos en este trabajo indican que los métodos de
separacion por gradientes de densidad, empleando BSA y la separacion en
columnas de Sephadex, son ineficientes para separar las poblaciones de
espermatozoides X y Y de bovino, ya que no se observO una desviacion

estadisticamente significativa con respecto al control. Estos resultados concuerdan
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con los reportados por diversos estudios en los cuales se utilizan técnicas de
validacion mas confiables como la hibridacion in situ (14, 17, 75).

No se descarta la posibilidad de que las diferencias entre los resultados obtenidos
en este estudio con los de otros investigadores puedan deberse a las
modificaciones realizadas a la técnica original como diferencias en la densidad del
medio, diferencias en los recipientes empleados para la centrifugacion y en
consecuencia el volumen y altura de la columna.

Los resultados también pueden atribuirse a diferencias interespecie, ya que la
densidad inicial de la muestra influye en el comportamiento de la separacion, en
este caso los espermatozoides de humano son mas pequefios que los
espermatozoides de bovino (49).

Por otra parte, la falla en la separacion en columnas de Sephadex podrian
atribuirse a que el tamano de las esferas empleadas en este estudio fue mayor al
de las empleadas en el trabajo original y que por consiguiente ambas poblaciones
hayan fluido simultdneamente a través de la columna. Alegre, et al (2008) han
sugerido que la separacion de las poblaciones X y Y de espermatozoides a través
de columnas de Sephadex esta dada por la mayor oposicion que presentan los
espermatozoides Y a ser arrastrados por el fluido de elucién, por lo que un factor
importante a considerar es la velocidad de elucion (16), misma que en este trabajo
no fue considerada.

Adicionalmente, en este estudio se logré optimizar el protocolo de extraccion del
ADN mediante el empleo de papainay DTT logrando obtener la calidad adecuada
para ser empleado en las reacciones de PCR de amplificacion. Sin embargo, se

requiere incrementar la calidad del mismo de forma que la relacion 260/280 sea de
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al menos 1.8 para su empleo en PCR-tr. El empleo de proteinasa K en la solucién
de lisis y fenol - cloroformo para la purificacion ha sido descrita previamente en
espermatozoides de bovino (76), sin embargo Chandler, et al (1998)
complementan la solucion de lisis con DTT (26). En nuestro ensayo de extraccion
empleando la proteinasa K no se utilizé6 DTT, razén por la cual posiblemente el
ADN espermético no se descondens6 adecuadamente.

Por otro lado, en este estudio no fue posible detectar diferencias en la
amplificacion del gen SRY entre las diferentes fracciones obtenidas del proceso de
sexaje por densitometria Optica. Si bien la PCR es una técnica cualitativa que
permite sintetizar in vitro un fragmento de ADN, los resultados de la amplificacién
no siempre determinan con precision la cantidad original de copias presentes en la
muestra, ya que hacia el final de la reaccion de PCR la cantidad de productos
obtenidos se mantiene constante sin importar cuantos ciclos mas se prolongue la
reaccion. Es decir, es posible observar que muestras con diferentes
concentraciones iniciales del ADN templado tengan el mismo nimero de copias al
final de la reaccion. Por ello, la inclusion de una muestra de ADN de
espermatozoides X separados mediante citometria de flujo representa un control
importante, ya que se conoce el grado de pureza de la poblacion (al menos 90%).
Sin embargo, en los ensayos realizados con el ADN purificado de esta poblaciéon
indican que debido a la alta sensibilidad de la técnica, pocas copias del gen SRY
pueden ser detectadas por el PCR, lo cual puede provocar que se interpreten
falsos negativos en muestras con un enriquecimiento menor al 90%.

Por otro lado, la técnica de hibridacion in situ para la validacion de las técnicas de

sexaje posee alta especificidad y mas si se cuenta con el disefio adecuado de la
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sonda (tamafio y secuencia). En este trabajo no se logré estandarizar la técnica de
marcaje de la sonda lo cual impidié por ende valorar la técnica de hibridacion per
se. Los geles indican que no se logré incorporar el nucledtido marcado con el
fluorocromo, esto a pesar de que se emplearon 2 enzimas diferentes para la
sintesis de la sonda (Taq polimerasa y Klenow). Es posible que las enzimas no
hayan reconocido al nucleétido modificado y que por ello no lo hayan incorporado
en la cadena sintetizada. Sin embargo, otros autores han reportado el marcaje de
sondas para hibridacién in situ empleando la Taq polimerasa, una diferencia
importante podria ser que emplearon nucleétidos marcados con TAMRA o
digoxigenina (78, 79).

Asi el hecho de que no se haya observado sefial fluorescente pudo deberse a
diversos factores como son: 1) la inexistencia de la sonda, ya que los resultados
de las electroforesis indicaron que no hubo amplificacion; 2)intensidad de la sefial
escasa, el tamafio del producto esperado fue de 307 , siendo una secuencia corta,
la cual emite una sefal pequefa, sin embargo al tratarse de una secuencia
repetida la intensidad de la sefial debi6 haber sido mayor; 3) inadecuada
descondensacion del nucleo espermatico, lo cual pudo haber impedido el ingreso
de la sonda y su consecuente hibridacién con el ADN gendmico.

Finalmente, de las técnicas de validacion empleadas para evaluar el grado de
separacion de las poblaciones X y Y, la tincidon con quinacrina es la mas antigua y
la primera en ser utilizada para diferenciar entre las dos poblaciones de
espermatozoides (X y Y), sin embargo, en este estudio no fue posible estandarizar
la técnica. Mucho se ha cuestionado en relacion a los resultados obtenidos en

otros estudios ya que existen reportes que indican que no todos los
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espermatozoides Y presentan el denominado cuerpo “Y” o “F”, por lo que el
empleo de la misma podria dar falsos positivos en poblaciones en las que
predomine la fraccibn de espermatozoides portadores del cromosoma X.
Adicionalmente, los reportes iniciales sefialan que la técnica sélo es eficaz en los
espermatozoides de humanos y de gorilas, con una frecuencia de observacion del
42+2.5% (80). Bhatacharya et al, fueron los primeros en identificar este cuerpo en
espermatozoides de toro, y varios afios después, se observd un porcentaje
aproximado al reportado en el semen de humano (83). Blottner, et al reportaron
la observaciéon de cuerpo “Y”, sin embargo sefialan que la fluorescencia
desaparece rapidamente (20 segundos) (83, 84). En este trabajo no se logrd
observar el cuerpo Y, posiblemente esto también se deba a que se empled
guinacrina dihidroclorada en lugar de mostaza quinacrina como lo reporta Blottner,
et al. Sin embargo, en trabajos realizados con semen de humanos se ha utilizado
indistintamente ambos tipos de quinacrina, modificando Unicamente la
concentracion (quinacrina dihidrocrorada al 0.5%, mostaza quinacrina al 0.005%
(41, 48, 58, 81, 73).

Aunqgue en este momento los datos obtenidos son insuficientes, si sugieren que la
fraccion FC obtenida del gradiente de Ficoll — Diatrizoato de sodio es rica en
espermatozoides portadores del cromosoma X. La reproducibilidad de la técnica
debe ser evaluada realizando un mayor numero de separaciones bajo las mismas

condiciones de manipulacion, instrumentos y reactivos.

También es necesario estandarizar las técnicas de validacion y de este modo

poder evaluar las técnicas de separacion realizando modificaciones a las variables
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asociadas (concentracion del gradiente, velocidad de centrifugacion, tiempo de

centrifugacion, volumen del medio de separacion, entre otras).
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VI. CONCLUSION

Los resultados obtenidos con las técnicas de validacion resultan insuficientes para
determinar la eficacia de las técnicas de sexaje. Si bien, los resultados obtenidos
mediante PCR-tr sugieren que la técnica de separaciéon por gradientes de
densidad en columnas de Ficoll-diatrizato de sodio, permite recuperar una fraccién
al fondo del tubo (fraccién FC) con mayor concentracion de espermatozoides X, es
necesario realizar mas repeticiones para determinar si la diferencia numérica es

estadisticamente significativa.
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VIl. ANEXOS

1. CULTIVO DE LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA DE TORO

REACTIVOS, MATERIALES E INSTRUMENTOS.

Reactivos.

Medio RPMI 1640 GIBCO Cat. No. 11875-101
L-glutamina Sigma No. G-13126

Penicilina 800 000 U

Estreptomicina

PHA (fitohemaglutinina) GIBCO Cat. No. 10576-015
Colchicina Sigma C-9754

Cloruro de potasio (KCl) Sigma P-9541

Metanol absoluto Grado analitico

Acido acético glacial Grado analitico

Giemsa Merck C-94035518

Fosfato de potasio monobasico (KH,PO,4) Grado analitico
Fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,) Grado analitico
Etanol Absoluto Grado analitico

Aceite de inmersion

Agua bidestilada estéril

[-glutamina 1%
1 g de I-glutamina en 100 ml de agua destilada estéril. Hacer alicuotas de 1 ml y mantener en
congelacion

Penicilina — Estreptomicina

A 1 g de estreptomicina agregar 5 ml de agua estéril.

A 800 000 U de penicilina agregar 5 ml de agua estéril

Tomar 0.5 ml de cada una y llevar a 10 ml con agua estéril. Hacer alicuotas de 1mly
mantener en congelacion.

PHA
Reconstituir de acuerdo a la instrucciones del fabricante. Alicuotar en microtubos 1.5 ml
estériles y mantener en congelacion.

RPMI suplementado o completo
100 ml RPMI 1640

1 ml I-glutamina

1 ml penicilina - estreptomicina
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Mantener en refrigeracién a 4C

Colchicina 0.02%
0.02 g colchicina en 100 ml de agua destilada
Mantener en refrigeracion a 4C

Sol. Hipoténica KCI 0.075 M
2.8g KCl en 500 ml de agua destilada
Mantener en refrigeracion o temperatura ambiente.

Sol. Fijadora de Carnoy

Metanol absoluto-Acido acético glacial 3:1
75 ml metanol + 25 ml de &cido acético
Preparar al momento de usar.

Giemsa
5 ml de colorante Giemsa + 45 ml de amortiguador de fosfatos pH 6.8

Amortiguador de fosfatos pH 6.8

Fosfato de potasio monobasico (KH,PO,) 6.63 g
Fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,) 2.56 g

Aforar a 1 litro de agua destilada y ajustar pH 6.8

O bien

Solucion A

Fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,) 9.47¢l
Solucion B

Fosfato de potasio monobéasico (Na,HPO,) 9.08¢g/ |

Buffer de fosfatos pH 6.8
50 ml de la solucién A
50 ml de la solucién B

Buffer de fosfatos pH 7
72 ml de la solucion A
38 ml de la solucién B

Materiales

Tubos de centrifuga conicos de 15 ml (polipropileno), estériles
Pipeta seroldgica de 5, 10 ml
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Micropipeta de 10 a 40 ul o de 10 a 200 ul
Puntas universales para micropipeta (amarillas de 200 ul )
Pipetas Pasteur con bulbo
Vaso de precipitado 50, 150 o 200 ml
Portaobjetos de 25x75 mm
Cubreobjetos de 24x50 mm
Vasos de coplen
Gradillas
Agua bidestilada estéril
Gasas
L&piz con punta diamante

Instrumentos

Campana de flujo laminar

Incubadora 37°C

Centrifuga para tubos conicos de 15 ml (3500 rpm)
Microscopio optico

Bafio maria 60°C

Vortex

PROCEDIMIENTO

Muestra

2 ml de sangre periférica y/o 2 ml de médula 6sea heparinizadas [cuando la muestra tiene

>24hrs de haber sido tomada]

Siembra

En campana de flujo laminar sembrar por duplicado cada una de las muestras.
Adicionar a un tubo de polipropileno de 15 ml estéril 5 ml de medio RPMI 1640, 100 ul de

PHA y 11 gotas de sangre periférica y/o médula 6sea.

Agitar suavemente para homogenizar e incubar a 37C 7 2 hrs.

Cosecha

Una hora y media antes de que se cumplan las 72 hrs adicionar

Reincubar 30 minutos.
Centrifugar a 2500 rpm por 7 minutos.

Decantar, dejando 0.5 ml del sobrenadante

35 pl de colchicina.
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Resuspender y agregar gota a gota 2 ml de sol. hipotonica KCI 0.075 M a 37 <C. Agregar sol
hipotonica hasta 10 ml.

Incubar 30 minutos a 37C

Prefijar: Antes de centrifugar, agregar 1 ml de sol. de Carnoy fresca y fria y agitar en el
vortex (cambia de color, de rojo a café por oxidacion de la hemoglobina).

Centrifugar a 2500 rpm por 7 minutos
Decantar, dejando 0.3 a 0.5 ml del sobrenadante

Resuspender y agregar gota a gota la sol. Carnoy (fijador) fria y fresca hasta un total de 10
ml.

Dejar reposar a temperatura ambiente por 20 minutos.

Centrifugar a 2500 rpm por 7 minutos

Decantar, dejando 0.5 ml del sobrenadante

Resuspender y agregar fijador hasta un total de 10 ml en agitacion

Centrifugar a 2500 rpm por 7 minutos

Decantar, dejando 0.5 ml del sobrenadante

Repetir los lavados con fijador hasta observar un botén blanco (2 — 3 lavados)

Decantar, resuspender y adicionar fijador hasta aproximadamente 0.7 ml (el volumen
dependera del tamafio del boton)

Preparar laminillas

Los portaobjetos deben estar previamente desengrasados y conservados en alcohol de 96°.
Secar las laminillas con gasa y marcar con lapiz diamante con la clave del paciente.

Humedecer la laminilla con fijador vy retirar el exceso. Colocar la laminilla en una posicion
inclinada + 45° gotear con una micropipeta 30 ul y en seguida otros 30 pl de la muestra.

Si la muestra presenta metafases con cromosomas sobrelapados o muy cerradas, secar la
laminilla colocdndola en el vapor de un bafio maria a 75C por 3 -6 minutos.

Tefiir la laminilla y observar al microscopio.
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