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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar mediante citometria de flujo,
la proporcion de espermatozoides de alpaca con caspasas 3 y 7 activadas
(apoptoticos) durante el proceso de criopreservacion. Para esto se obtuvieron 23
muestras de epididimo, en donde se evalud la activacion de las caspasas 3y 7
utilizando CellEvent Caspase-3/7 Green Detection Reagent utilizando ensayos
basados en citometria de flujo, antes y después del congelamiento. La prueba
de t- Student pareada fue utilizada para comparar la proporcién de
espermatozoides apoptéticos antes y después de la criopreservacion. Los
porcentajes de espermatozoides de alpaca apoptéticos antes y después de la
criopreservacién fueron similares (36,2 = 11,2% vs 36,7 = 33,7%). Segun
nuestros resultados, la criopreservacion no induciria apoptosis en los
espermatozoides de alpaca; sin embargo, la alta desviacidén estandar encontrada
después de la criopreservacion se explica porque encontramos 2 maneras de
afectar la calidad espermatica, aquellas donde la apoptosis disminuyé
aparentemente como resultado de la criopreservacion (de 36,6 + 9,1% a 1,5
2.2%), y el grupo donde la apoptosis aument6é aparentemente después de la
criopreservacion (de 37,7 + 13,0% a 64,0 = 16,7%). Ambos grupos mostraron un
porcentaje similar de espermatozoides viables y necréticos antes de la
criopreservacion; pero después de la criopreservacion, mientras la viabilidad fue
similar, encontramos 74,9 + 14,5% (grupo con disminucion de apoptosis) frente
a 7,7 £ 50% (grupo con aumento de la apoptosis) de espermatozoides
necréticos. Nuestros resultados indicarian que, en algunas muestras, los
espermatozoides apoptoéticos pasarian a ser necrbticos debido a la
criopreservacion y por ello encontrariamos una relativa disminucion de
apoptosis, mientras que, en otro grupo de muestras, la criopreservacion llevaria
a aumentar la proporcion de espermatozoides apoptoticos sin llegar a causar
necrosis en elevada proporcién. Se concluye que la criopreservacion afecta la

apoptosis en las muestras de espermatozoides de alpaca de diferentes maneras.

Palabras clave: alpaca, espermatozoides, apoptosis, citometria de flujo,

caspasas 3y 7.



ABSTRACT

The aim of the present study was to determine, by means of flow cytometry, the
proportion of alpaca spermatozoa with activated caspases 3 and 7 (apoptotic)
during the cryopreservation process. For this, 23 samples of epididymis were
obtained, where the activation of caspases 3 and 7 was evaluated using
CellEvent Caspase-3/7 Green Detection Reagent using assays based on flow
cytometry, before and after freezing. The paired t-Student test was used to
compare the proportion of apoptotic sperm spermatozoa before and after
cryopreservation. The percentages of apoptotic alpaca spermatozoa before and
after cryopreservation were similar (36.2 £ 11.2% vs 36.7 £ 33.7%). According to
our results, cryopreservation would not induce apoptosis in alpaca sperm,
however, the high standard deviation found after cryopreservation is explained
because we found two ways to affect sperm quality, those where apoptosis
apparently decreased as a result of cryopreservation (From 36.6 +9.1%to 1.5 +
2.2%), and the group where apoptosis apparently increased after
cryopreservation (From 37.7 £ 13 % to 64 £ 16.7%). Both groups showed a similar
percentage of viable and necrotic sperm before cryopreservation, but after
cryopreservation, while viability was similar, we found 74.9 + 14.5% (group with
decreased apoptosis) vs 7.7 £ 5% (group with increased apoptosis) of necrotic
spermatozoa. Our results would indicate that in some samples, apoptotic sperm
would become necrotic due to cryopreservation and therefore we would find a
relative decrease in apoptosis; while in another group of samples,
cryopreservation would lead to an increase in the proportion of apoptotic
spermatozoa, without causing necrosis in a high proportion. It is concluded that
cryopreservation affects apoptosis in alpaca sperm samples in different ways.

Key words: alpaca, sperm, apoptosis, flow cytometry, caspases 3 and 7.



INTRODUCCION

La alpaca (Vicugna pacos) es un camélido sudamericano (CSA)
domesticado de importancia econémica en nuestro pais, valorado por su fibra 'y
carne principalmente (Fernandez-Baca, 1971; Wheeler, 1995). En ese sentido,
en la reproduccion de alpacas se tiene como objetivo lograr animales
genéticamente superiores y tener la distribucion del material genético de machos
con buena calidad espermatica a diferentes zonas del pais (Brown, 2000;
Miragaya et al., 2006; Huanca y Adams, 2007).

Durante los ultimos anos, la alpaca viene despertando un gran interés en
muchos paises, que buscan un mayor desarrollo de la biotecnologia reproductiva
en esta especie. En el caso de la inseminacion artificial (1A), presenta dificultades
encontradas durante el proceso de criopreservacion; hasta la fecha no hay un
protocolo adecuado que asegure el éxito después de la IA con semen congelado
(Santiani et al., 2005; Miragaya et al., 2006; Morton et al., 2007); lo que ha
conllevado a desarrollar diferentes metodologias para que los efectos negativos

se reduzcan durante este proceso.

La criopreservacién tiene un efecto negativo en los espermatozoides
debido al estrés oxidativo 0 aumento en los niveles de especies reactivas de
oxigeno (ROS) durante el proceso (Chatterjee et al., 2001; Evangelista-Vargas y
Santiani, 2017) causando alteraciones en los espermatozoides de alpaca como
la disminucion de la motilidad, viabilidad espermatica y fragmentacién del ADN
espermatico (Bravo et al., 1997; Santiani et al., 2013). En espermatozoides de
bovinos también inducen la apoptosis celular (Martin et al., 2004). Estos cambios
estarian interrelacionados y constituyen un proceso patogénico unificado
(Agarwal y Said, 2004).

La apoptosis es una forma de muerte celular que induce alteraciones
morfoldgicas y bioquimicas que llevan a una muerte programada de la célula
(Said et al., 2004). Durante la espermatogénesis, producto de la proliferacion
celular excesiva, se ha identificado que existen mecanismos apoptéticos en

células espermaticas para regular los niveles normales de proliferacion (Agarwal



y Said, 2004; Said et al., 2004). Adicionalmente se ha descrito que los niveles de
apoptosis también aumentan durante el proceso de criopreservacion
espermatica en algunas especies como bovinos (Martin et al., 2004), equinos
(Martin-Munoz et al., 2016) y humanos (D Arcy, 2019).

Las cistein-aspartico proteasas (caspasas) son proteinas con actividad
catalitica enzimatica implicadas en el proceso de apoptosis, piroptosis e
inflamacion; se clasifican en 2 categorias basadas en la similitud de sus
secuencias y segun su funcion bioldgica, entre ellas, las caspasas implicadas en
la apoptosis muestran dos categorias, caspasas iniciadoras (caspasas 8y 9), y
las caspasas ejecutoras (caspasas 3, 6 y 7) que son activadas por las caspasas
iniciadoras, las caspasas ejecutoras se activan en una etapa tardia de la
apoptosis (D"Arcy, 2019). En estudios realizados en espermatozoides humanos
se ha demostrado que la criopreservacion activa caspasas, evidenciando un
aumento en los niveles de caspasas 3 y 8 (Said et al., 2004).

Un estudio en equinos demostrd que la criopreservacion puede reducir
drasticamente el porcentaje de espermatozoides vivos debido a un aumento
significativo en la expresién de caspasas 3 y 7 luego de la criopreservaciéon
(Martin-Munoz et al., 2015), Las caspasas 3 y 7 no solo comparten homologia
de secuencia, sino también especificidad del sustrato, son considerados incluso
redundantes, solo a través de un analisis bioquimico se encuentra diferencias en
la especificidad, afinidad y selectividad del sustrato (Renema et al., 2020). En el
caso de alpacas, no existen estudios sobre el efecto de la criopreservacion en la

apoptosis espermatica.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar la proporcion de la
activaciéon de las caspasas 3 y 7 como marcadores de apoptosis tardia durante

el proceso de criopreservacion en espermatozoides epididimarios de alpaca.
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.  REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Aspectos reproductivos de la alpaca macho

La alpaca (Vicugna pacos) es un camélido sudamericano (CSA)
domesticado, de importancia econémica en nuestro pais, siendo valorada por su
fibra y carne principalmente (Fernandez-Baca, 1971; Wheeler, 1995). En ese
sentido, en la reproduccidén de alpacas se tiene como objetivo lograr animales
genéticamente superiores y tener la distribucion del material genético de machos
con buena calidad espermatica en diferentes zonas del pais (Brown, 2000;
Miragaya et al., 2006; Huanca y Adams, 2007).

En el caso de la alpaca hembra, es una especie de ovulacién inducida, esto
puede permitir que las hembras no gestantes se puedan aparear con los machos
en cualquier época del ano, y demanda que los machos no tengan diferencias
significativas en cuanto a su calidad seminal (San Martin et al., 1968; Urquieta et
al., 2005; Huanca y Adams, 2007); La alpaca macho tiene un intenso inicio del
periodo reproductivo, pero son incapaces de aparearse porque el pene se
adhiere al prepucio, lo que genera un retraso en el inicio de la reproduccion en

esta especie (Fernandez-Baca, 1993; Brown, 2000; Abraham et al., 2015).

Ademas, se deben tener en cuenta las dificultades de lograr muestras de
buena calidad espermatica en la recoleccion de semen, estas dificultades se
deben a la posicion del apareamiento, la larga duracion de la copula, el depdsito
intrauterino y la frecuencia de la monta (Bravo et al., 1997; Bravo et al., 2000). A
esto también se le suma que periodos de descanso largos de la actividad sexual
del macho resulta ser negativo en la viabilidad espermatica, lo que sugiere un
mayor numero de apareamientos a lo largo de un ciclo anual (Urquieta et al.,
2005).

Durante los ultimos anos, la alpaca viene despertando un gran interés en
muchos paises, que buscan un mayor desarrollo de la biotecnologia reproductiva
en esta especie. En el caso de la IA como alternativa, presenta dificultades, no
solo las ya mencionadas; sino también las encontradas durante y después del

11



proceso de criopreservacion, hasta la fecha no hay un protocolo adecuado que
asegure el éxito después de la IA con semen congelado (Santiani et al., 2005;
Miragaya et al., 2006; Morton et al., 2007); lo que ha conllevado a desarrollar
diferentes metodologias para conocer los efectos negativos que ocurren durante

este proceso.

2.2. Caracteristicas seminales en alpaca

El semen de la alpaca presenta caracteristicas ya conocidas; en cuanto al
color del semen predomina el blanco opalescente, también se han reportado
muestras con color blanco, blanco amarillento y transltcido incoloro (Garnica et
al., 1993; Flores et al., 2002; Urquieta et al., 2005); el volumen del eyaculado
varia entre 0.8 a 3.1 ml, el pH es de 7.2, la concentracion espermatica del semen
es de 82,000 a 250,000 espermatozoides/ml y la motilidad de los
espermatozoides es oscilatoria, con espermatozoides individuales moviéndose
en su lugar pero sin mostrar motilidad progresiva, causado por la viscosidad del
semen (Bravo et al., 1997; Bravo et al., 2000; Flores et al., 2002).

La viscosidad del semen en esta especie es alta, siendo esta caracteristica
una de las mas negativas y por el cual es mejor optar por otra metodologia para
la obtencién de muestras de espermatozoides (Garnica et al., 1993; Bravo et al.,
2000); esta viscosidad, producto de la presencia de la proteina Mucina 5B,
impide la evaluacion del semen ya que atrapa los espermatozoides, haciéndolos
moverse de manera oscilatoria, también limita el contacto con los crioprotectores

durante la criopreservaciéon (Abraham et al., 2017).

El recuento de espermatozoides en los eyaculados es menor en
comparacién con otras especies; el sitio de depédsito del semen durante el
apareamiento es intrauterina, esto reduce la necesidad de un mayor volumen de
eyaculacién y concentracion de espermatozoides (Urquieta et al., 2005). La
proporcion de espermatozoides vivos del semen es del 50%, en
espermatozoides epididimarios la viabilidad espermética estuvo alrededor del
48%; morfoldgicamente los estudios sugieren que el 50% de los

espermatozoides vivos son normales, y estudios con método digital no
12



automatizado brindan un porcentaje de espermatozoides con cabeza normal de
48% (Bravo et al., 2000; Flores et al., 2002; Evangelista-Vargas et al., 2016;
Juarez y Santiani, 2019).

Las anomalias morfologicas en el semen de alpaca incluyen anormalidades
de la cola; como colas torcidas y dobles, cabezas sin cola, cabezas dobles y
presencia de gotas citoplasmaticas (Bravo et al., 2000); pero también se
evidencian muestras azoospérmicas en un 20%, siendo este hallazgo causado
por largos periodos de reposo sexual que generan un agotamiento de las
reservas de espermatozoides en el epididimo, perdiendo su viabilidad (Flores et
al., 2002; Urquieta et al., 2005).

Es importante mencionar que no hay diferencia entre los parametros al
congelar espermatozoides epididimarios de alpaca con y sin plasma seminal,
concluyendo que este no tiene efecto protector, en consecuencia, los
espermatozoides epididimarios constituyen buenos modelos de estudio en
criopreservacion de alpaca (Banda et al, 2010). Los espermatozoides
epididimarios se han utilizado para recuperar el germoplasma de individuos de
especies en peligro de extincidon que hayan muerto, pero también podrian ser
utilizados como fuente de espermatozoides para desarrollar nuevas técnicas de
criopreservacion e |A en la alpaca; como ya se vienen investigando en otras

especies (Abraham et al., 2017).

2.3. Criopreservacion

Los espermatozoides de mamiferos estuvieron entre las primeras células
en ser criopreservadas con éxito, el uso de semen congelado-descongelado para
la IA ha llegado a desempefiar un papel importante en una gran variedad de
especies (Woelders, 1997; Curry, 2007); sin embargo, el dafio celular debido a
la criopreservacion parece ser mas severo en los espermatozoides de camélidos
que en otras especies domésticas (Fumuso et al., 2021).

13



2.3.1. Fundamentos de la criopreservacion

La criopreservacion es una técnica que puede mantener los
espermatozoides vivos indefinidamente; este procedimiento implica el
enfriamiento de muestras de semen y su almacenamiento a -196°C en nitrégeno
liquido. A esta temperatura se detienen todos los procesos metabolicos (Paoli et
al., 2019). Durante el proceso de enfriamiento, congelaciéon y descongelacion;
los espermatozoides estan sujetos a una serie de cambios drasticos en su
entorno fisico y quimico, asi como dafnos en su estructura y funcion (Woelders,
1997; Chatterjee et al., 2001).

Aun se necesita profundizar mas sobre los cambios fisiolégicos y
bioquimicos que ocurren durante y después de la criopreservacion (Amor et al.,
2018; Paoli et al., 2019). Los cambios fisiolégicos son generados por el
desequilibrio osmotico, estrés oxidativo y formacién de cristales de hielo; como
consecuencia, hay un deterioro en la calidad espermatica que se manifiesta en
una reduccién de la motilidad y la viabilidad, aumento del porcentaje de
anomalias morfoldgicas, desprendimiento de las colas de los espermatozoides y
una reorganizacion de los componentes de la membrana, especialmente los
lipidos, o0 una eventual ruptura de la membrana espermatica (Woelders, 1997;
Silva et al., 2003; Ugur et al., 2019).

Algunos de los cambios bioquimicos que ocurren durante este proceso es
el aumento de las especies reactivas de oxigeno (ROS). La disminucién de la
temperatura altera el patrén de distribucién de las proteinas que contienen
sulfhidrilo en la membrana y la disposicion de los componentes de la membrana
espermatica (Chatterjee et al., 2001), lo que permite la activaciéon de algunos
elementos como la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa (NADPH
oxidasa) en el plasma, es un complejo multiproteico encargado de producir ROS,
finalmente las ROS estan asociados a la perdida de la viabilidad y la motilidad
espermatica (Santiani et al., 2012; Bravo et al., 2013).

A pesar de los avances en los métodos de criopreservacion, la tasa de
recuperacion de espermatozoides después de sufrir el proceso de congelacién y
descongelacién sigue siendo insatisfactoria (Agarwal y Said, 2004), para ello se
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vienen empleando una variedad de protocolos, utilizando diferentes dilutores y
crioprotectores, estandarizacion del método de congelamiento, entre otras
técnicas que han mejorado los resultados obtenidos (Santiani et al., 2012; Ugur
et al., 2019). La mejora de los protocolos de criopreservacion actuales depende
del conocimiento adecuado de las lesiones moleculares que ocurren durante
este proceso (Ortega Ferrusola et al., 2017).

La congelacion de espermatozoides epididimarios tiene resultados
similares a las muestras de semen en cuanto a los dafos que se producen
durante y después del proceso de criopreservacién; se pueden obtener
espermatozoides epididimarios viables a partir de castraciones o post mortem
(Agca y Critser, 2002; Curry, 2007; Bravo et al, 2013). El uso de
espermatozoides del epididimo se estd volviendo una practica comun para
desarrollar nuevos protocolos de criopreservacion, evita el problema de como
tratar la eyaculacion viscosa en CSA (Morton et al.,, 2007; Al-Essawe et al.,
2020).

2.3.2. Criopreservacion en espermatozoides de alpaca

Cuando mencionamos criopreservacién del material genético de la alpaca,
se han reportado estudios utilizando semen de alpaca, logrando resultados poco
satisfactorios; sin embargo, el uso de espermatozoides epididimarios constituye
una mejor alternativa, ante muchos factores negativos, entre los cuales podemos
mencionar, las dificultades en la coleccién de semen, alta viscosidad lo que
dificulta su dilucién y criopreservacion, empleo de dilutores apropiados, un alto
porcentaje de anomalias, volumen que contiene baja concentracion de
espermatozoides y porcentaje de motilidad muy baja (Bravo et al., 1997; Banda
et al., 2010; Evangelista-Vargas et al., 2016).

Los estudios referentes a la criopreservacion de alpaca demuestran la
factibilidad de recolectar y criopreservar espermatozoides epidimarios, ademas
vienen brindando informacion mas detallada sobre los cambios se generan

durante este proceso (Morton et al., 2007; Santiani et al., 2012; Bravo et al.,
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2013). Tales como la viabilidad y la motilidad espermética; los cuales disminuyen
significativamente; la integridad acrosomal, integridad de la membrana, entre
otros parametros, también disminuyen, lo que genera una disminucién de la

calidad espermatica (Santiani et al., 2013; Juarez y Santiani, 2019).

2.3.3. Danos que se producen en los espermatozoides de alpaca durante

el proceso de criopreservacion

Actualmente existen nuevas variables que nos ayudarian a determinar de
manera indirecta la capacidad fecundante de los espermatozoides de alpaca, los
cambios que se producirian en estas variables, antes y después de la
criopreservacion; nos brindarian datos mas precisos de cuales de estas variables
cambian y poder cuantificarlas. Estas variables son: El potencial de membrana
mitocondrial (PMM), integridad del acrosoma, porcentaje de apoptosis, dafio en
el ADN y la peroxidacion lipidica de la membrana plasmatica (Santiani et al.,
2012; Santiani et al., 2016; Ugarelli et al., 2017; Allauca et al., 2019).

Los mecanismos moleculares asociados con el dafo de los
espermatozoides durante la criopreservacién se entienden mucho mejor que
antes (Martin-Munoz et al., 2015). ElI choque osmético durante la
criopreservacion dafa las mitocondrias, o que genera una mayor cantidad de
ROS, los cuales se han demostrado que en niveles elevados pueden causar
efectos nocivos en los espermatozoides; el desequilibrio de los niveles de ROS
conduce a la produccién de aldehidos téxicos, como 4 hydroxinonenal (4-HNE)
causando peroxidacidon de los lipidos y desfosforilacion de AKT, que
desencadena transtornos en la membrana, estrés oxidativo, induce la apoptosis
y afecta la integridad del ADN espermatico; acelerando la senescencia y muerte
de los espermatozoides (Chatterjee et al., 2001; Martin-Mufoz et al., 2016;
Evangelista-Vargas y Santiani, 2017; Paoli et al., 2019).

La técnica a través de citometria de flujo para la evaluacién
multiparamétrica de los espermatozoides, resulta ser mucho mas objetivo,
preciso y eficiente, proporcionando datos estadisticamente mas sdlidos,
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pudiendo conducir en un futuro, la seleccién de los mejores machos de alta
calidad espermatica para programas de reproduccion (Silva y Gadella, 2006).
Permite analizar un mayor numero de eventos (8000 a 20000 espermatozoides)
en comparacion con la cantidad de espermatozoides que se observa en
microscopia, debido a que es un conteo automatizado de un flujo celular
mediante la deteccion de intensidades de fluoresceina, permitiendo una mejor
investigacion sobre los cambios moleculares y bioquimicos de la apoptosis,
alteracién de interés para este estudio (Darzynkiewicz et al., 1992; Martinez-
Pastor et al., 2010; Santiani et al., 2016).

2.4. Tipos de muerte celular

En los espermatozoides se han evidenciado dos tipos de muerte celular,
por necrosis y apoptosis, siendo estos procesos diferentes entre si. La necrosis
es una forma de muerte celular incontrolada, ocasionado por un dafo celular o
tisular que no es dependiente de energia, no se da durante el desarrollo y la
principal caracteristica es que hay derrame de contenido, mientras que en la
apoptosis o muerte celular programada, es un proceso regulado, con estimulos
externos e internos, dependiente de energia, se da durante el desarrollo y no hay
derrame del contenido celular al entorno ya que los cuerpos apoptéticos que se
forman durante este proceso son fagocitados (D Arcy, 2019).

2.5. Apoptosis

La apoptosis es un mecanismo de muerte celular programada, vital para
muchos organismos eucariotas, ya que regula el recuento celular y elimina las
células innecesarias que comprometen la supervivencia (Anglada et al., 2005;
Said et al., 2010); desempefiando un papel clave en el desarrollo de tejidos y
organos durante la embriogénesis, y en la regulaciéon de la muerte natural de

células diferenciadas al final de su vida Util; diferente a las formas de muerte
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celular por necrosis o autofagia (Darzynkiewicz et al., 1992; Martin-Murioz et al.,
2015).

El proceso de apoptosis se inicia, ya sea por una via intrinseca o extrinseca,
para luego activar las denominadas caspasas, esta activacion inicia una cascada
de eventos que resultan en la fragmentacion del ADN por activacion de
endonucleasas, destruccibn de las proteinas nucleares y citoesqueleto,
entrecruzamiento de proteinas, la expresiébn de ligandos para las células
fagociticas y la formacion de cuerpos apoptdticos como se muestra en la figura
1 (Agarwal y Said, 2004; D Arcy, 2019); las células apoptéticas se caracterizan
por un patron muy especifico de caracteristicas metabdlicas, bioquimicas y
moleculares que se pueden probar mediante citometria de flujo (Darzynkiewicz
et al., 1992).

Formacion

Dafio celular de cuerpos = .
(Extrinseca e e apoptéticos i :
Intrinseca) 2

Son fagocitados

\ por células
J circundantes

Fragmentacion
del ADN
Destruccion de

Expresion de
ligandos para

células

proteinas fagociticas

nucleares y del
citoesqueleto

(D"Arcy, 2019)

Figura 1: Proceso apoptético que finaliza en la fagocitosis de la célula.

2.5.1. Apoptosis fisiologica en espermatozoides

La apoptosis es necesaria para la espermatogénesis normal en mamiferos;
en condiciones fisiol6gicas asegura la homeostasis celular y mantiene el buen
equilibrio entre las células germinales y las células de Sertoli (Caselles et al.,
2014; Said et al, 2004); en los testiculos de los mamiferos, las células

germinales se dividen a través de la mitosis hasta experimentar el proceso de
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diferenciacion que dan como resultado espermatozoides maduros, esta division
es excesiva y, por lo tanto, requiere de un mecanismo como la apoptosis para
regular los niveles normales de proliferacion (Chaveiro et al., 2007; Said et al.,
2010).

La citoquina TNF-a es secretada por las células germinales testiculares; la
expresion de la proteina receptora de TNF en el epitelio seminifero se encuentra
en las células de Sertoli, lo que significa que el efecto anti apoptético del TNF-a
este mediado por las células somaticas; por lo tanto, el ligando Fas, un inductor
conocido de apoptosis testicular esta regulada negativamente por TNF-a en los
tubulos seminiferos, controlando de esta manera la apoptosis fisioldgica (Said et
al., 2004); alteraciones en esta via ocasiona la produccion de espermatozoides
inmaduros de forma excesiva (Agarwal y Said, 2004). Concluyendo que existe
una proporcién de apoptosis inicial; por ende, es importante conocer, en que
tanto incrementan esos niveles de apoptosis inicial, posterior al proceso de

criopreservacion.

2.5.2. Apoptosis en espermatozoides criopreservadas

Como ya se menciond, la criopreservacion genera la produccion de ROS;
estos dafan directamente los espermatozoides induciendo la peroxidacion
lipidica de la membrana plasmatica del espermatozoide, disminuyendo su
integridad; también modifica la motilidad, dafando la estructura axonemal y lo
mas importante es que se detectaron caspasas en niveles altos de
espermatozoides con motilidad baja, lo cual nos indica que la apoptosis estaria
involucrado, siendo un factor contribuyente, ya que las caspasas son
marcadores de apoptosis tardia (Agarwal y Said, 2004; Aitken y Baker, 2013;
Caselles et al., 2014).

En estudios realizados en esperma humano se ha demostrado que la
criopreservacion activa caspasas de diferentes vias apoptéticas, después de la
criopreservacion y descongelacion se evidencié un aumento en los niveles de
caspasa 3 y 8 (Said et al, 2004; Chaveiro et al., 2007); entonces, los

espermatozoides tendrian una vida util normal con un umbral de apoptosis, pero
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si se pierde el equilibrio, se produce un incremento y una senescencia
espermatica acelerada (Martin-
Munoz et al., 2016).

2.5.3. Marcadores apoptéticos

La activacion de las caspasas, la externalizacion de la fosfatidilserina, la
alteracion del potencial de membrana mitocondrial y la fragmentacion del ADN,
son los marcadores apoptoéticos que se vienen investigando hoy en dia en
estudios relacionados a la criopreservaciéon de espermatozoides; estos estudios
demuestran cambios luego de la criopreservacion y descongelacion, siendo la
activacion de las caspasas, el principal regulador de la apoptosis (Martin et al.,
2004; Said et al., 2010).

Las caspasas son proteasas especificas de cisteinil aspartato, cumplen un
papel fundamental en el inicio y ejecucion de la apoptosis; lo cual provoca
cambios morfologicos y bioquimicos que finalizan en la muerte celular apoptética
(Earnshaw et al., 1999); Se han evidenciado 14 caspasas en la cascada de la
via apoptdtica en mamiferos, estas caspasas actuan en distintos tejidos y en
respuesta a diferentes estimulos, todas las caspasas se expresan como pro
enzimas inactivas que al entrar en apoptosis se procesan posteriormente a

formas activas (Said et al., 2004).

La cascada se puede originar por una via extrinseca, también llamada via
mediada por receptores de muerte; que se inicia cuando el ligando se une con
el receptor CD95 o Fas, estos receptores se caracterizan por una regién
intracelular, denominado dominio de muerte. Posteriormente ocurre un cambio
conformacional en el receptor, se forma un complejo de senalizacién intracelular
inductor de muerte (DISC) mediante el reclutamiento de moléculas adaptadoras,
como FADD (proteina de dominio de muerte asociada a Fas) (Said et al., 2004);
que a su vez recluta la pro caspasa-8, posteriormente se escinde en caspasa 8
iniciadora, la caspasa 8 activa escinde a las caspasas 3y 7, las cuales escinden
multiples dianas celulares como los componentes del citoesqueleto, generando
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la pérdida de la estructura celular, contrayendo y provocando la muerte de la
célula (Renema et al., 2020).

También tenemos una via intrinseca o mediada por mitocondrias; el cual
libera activadores de caspasa como el citocromo c, el citocromo c reside en el
espacio entre las membranas externa e interna de las mitocondrias (Said et al.,
2004); las senales de peligro intracelular se inician a partir de una via positiva
(ROS) o negativa(ausencia de citoquinas, hormonas y factores de crecimiento
que activan moléculas proapoptoticas dentro de la célula como noxa, puma y
bax) (D Arcy, 2019), lo que da como resultado la permeabilidad de la membrana
mitocondrial y la liberacion del citocromo ¢, una vez liberado se une a la proteina
adaptadora factor activador de proteasa apoptética 1 (Apaf-1), posteriormente
se forma un apoptosoma que recluta la pro caspasa 9, esta se escinde
proteoliticamente a caspasa 9 activa, que escinde a su vez a las caspasas
ejecutoras 3 y 7, dando lugar a la muerte celular (Renema et al., 2020).

Las caspasas se dividen en 2 categorias, las iniciadoras y ejecutoras;
siendo las iniciadoras, las caspasas 2, 8, 9 y 10; y las segundas que son
activadas por las primeras, las caspasas 3, 6 y 7; que conducen a la escision de
varios sustratos y la finalizacion del proceso de apoptosis (apoptosis tardia). La
activacién de la caspasa 3, principal caspasa efectora, resulta de mucha
importancia ya que decide el destino de la célula en la cascada apoptotica, su
activacién marca el punto de no retorno en la apoptosis (Earnshaw et al., 1999;
Walsh et al., 2008); También sabemos que las caspasas 3 y 7 estan mas
estrechamente relacionadas entre si, ambas se activan independientemente de
la via que los active, muestran especificidad superpuestas de sustrato,
comparten homologia de secuencia en un 73%, el andlisis protebmico ha
revelado que ambas caspasas se dirigen a la secuencia de 4 aminoacidos
DEVD, lo que respalda la afirmacion de que ambos son incluso redundantes
(Said et al., 2004; Walsh et al., 2008; Martin-Munoz et al., 2016; Renema et al.,
2020).

En el epitelio seminifero humano y de otras especies, las caspasas
cumplen un papel central en la regulacién adecuada de la apoptosis; por eso es
importante conocer que no solo cumplen un rol importante en la diferenciacién
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de los espermatozoides y la madurez testicular; sino también en multiples
patologias afectando la calidad espermatica de forma irreversible (Said et al.,
2004); entonces podemos concluir en base a otros estudios que los niveles de
caspasas se mantienen en equilibrio para no perjudicar la calidad espermatica
en diferentes especies, siempre y cuando no exista un estimulo que aumente los

niveles normales (Martin-Muioz et al., 2016).

La criopreservacién provoca la muerte de los espermatozoides y activa las
caspasas de ambas vias apoptéticas (Said et al., 2004), el porcentaje de
espermatozoides positivos a caspasa 3 y 7 en especies como el equino evidencia
un incremento, siendo los espermatozoides vivos caspasa 3 y 7 positivos, un
20% en muestras frescas, y en muestras descongeladas cerca del 60% (Martin-
Mufioz et al.,, 2015); en humanos fue de un 21% en muestras frescas e
incrementd en un 47% en muestras criopreservadas (Said et al.,, 2010); en
bovinos demuestran un incremento de 2% en muestras frescas, y en muestras

criopreservadas un 12% (Martin et al., 2004).

Actualmente no existen estudios que determinen la activacién de caspasas
en espermatozoides epididimarios de alpacas sometido a un proceso de
criopreservacion, se han realizado estudios en equinos, bovinos y humanos; de

la cuales se puede extrapolar los datos para realizar esta investigacion.

Ill.  MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de estudio

Las muestras se obtuvieron del Camal Municipal de Huancavelica,
provincia de Huancavelica y fueron procesadas en el Laboratorio de
Reproduccién Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, durante el afio 2021-2022.
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3.2. Tamaino muestral

Para determinar el tamano muestral se calcul6 mediante la férmula de

comparacién de 2 medias:

Donde:
n: Muestras necesarias.

Za: Valor de Z correspondiente al riesgo deseado (Considerando una

significancia de 0.05 y un test unilateral, el Za es 1.645).

ZB: Valor de Z correspondiente al riesgo deseado (Considerando una
Potencia de 0.90, el valor de Z es 1.282).

S2: Varianza de la variable. (En donde de acuerdo a Martin-Mufoz et al.,
(2015) la D.S. del porcentaje de espermatozoides con apoptosis tardia es de
42%).

d: Valor minimo de la diferencia que se desea detectar. Se proyecta un

aumento de la activacién de las caspasas 3y 7 en un 38%.
Calculando: n = 2 x (1.645 + 1.282)2 x (42)? / 382 = 20.93 testiculos

Por lo tanto, en este estudio se decidio utilizar 23 testiculos.

3.3. Procesamiento de testiculos y recuperacion de
espermatozoides

Las muestras se obtuvieron de alpacas beneficiadas en el camal de
Huancavelica; posterior al beneficio, los testiculos se lavaron con solucién de
suero fisiolégico (NaCl 0.9%) y fueron colocados en bolsas herméticas
individuales junto con una solucién fisiolégica debido a la lejania al laboratorio;

se almacenaron en cajas transportadoras, utilizando gel refrigerante
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manteniendo una temperatura de 5°C para su traslado durante 20 horas en
promedio hasta llegar a Lima y posteriormente al laboratorio de Reproduccién
Animal en la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos, donde fueron seleccionados en base al peso (> 10 g) y longitud

testicular (> 3 cm) (Allauca et al., 2019).

Para la preparacion del dilutor se utilizaron 19 mL de leche descremada, 1
mL de yema de huevo y 0.97 g de fructosa (Banda et al., 2010), a esta mezcla
se le anadi6 1840 pL de dimetilacetamida (DMA) equivalente a una
concentracion final 1M. La mezcla final se mantuvo a una temperatura de 37.5°C.
(Martin-Munoz et al., 2015).

Una vez seleccionados los testiculos, se procedidé a recuperar los
espermatozoides epididimarios. Mediante el uso de bisturi y pinzas se procedio
a retirar la tunica vaginal de cada testiculo, se divulsion6 para separar el
epididimo y se aislé la cola del epididimo, usando una tijera y pinza se retiré el
tejido conectivo adyacente y con el bisel no cortante de una hoja de bisturi se
discurrié el contenido de los vasos sanguineos con el fin de evitar la

contaminacién de la muestra (Abraham et al., 2015; Allauca et al., 2019).

Para aislar la cola del epididimo se realiz6 un lavado en PBS y luego se
coloco la cola del epididimo en una placa Petri temperada a 37.5°C, se afadié
1ml del dilutor y se procede a la liberacién de espermatozoides mediante cortes
seriados. Finalmente se recuperé los espermatozoides en un tubo eppendorf de

1.5 mL y se mantuvo temperado a 37.5 °C (Banda et al., 2010).

3.4. Diseio experimental

En total fueron procesadas 44 muestras de testiculos de alpaca, se analizé
el peso y la longitud testicular; también se aprovechd en medir el ancho y alto
testicular, con el fin de obtener el volumen testicular. De esas 44 muestras, 23
fueron seleccionadas por su peso (> 10 g) y longitud testicular (> 3 cm). En las
muestras seleccionadas, se evalud posteriormente la motilidad y concentracién

espermatica. Para determinar la motilidad se retird6 10 uL de la muestra en

24



suspension y fueron colocados sobre una lamina porta objeto temperada a 37.5
°C, se cubrié con una lamina cubre objeto y se observo en el microscopio con un
objetivo de 40X. Para evaluar la concentracibn de la suspensién de
espermatozoides recuperados de cada testiculo, se diluyé una proporcion 1:2
con agua, se recuper6 10 uL de la dilucion y se leyd en la camara de Neubauer
a 40X (Allauca et al., 2019).

Se realizd un disefio experimental de muestras pareadas, en donde las 23
muestras seleccionadas fueron evaluadas para determinar la activacion de
caspasas 3 y 7, tanto en fresco como post descongelamiento como Io muestra
la Fig. 2.

Determinacion de la activacion de las caspasas 3y 7

{f Momento de evaluacion @

Muestras frescas Criopreservacion | Muestras descongeladas

Muestra fresca 1

Muestra descongelada 1

v

Muestra fresca 2 Muestra descongelada 2

v

Muestra fresca 3 Muestra descongelada 3

v

Muestra fresca 4 Muestra descongelada 4

v

Muestra fresca 23 Muestra descongelada 23

v

Figura 2: Disefio experimental de muestras pareadas, antes y después de
la criopreservacion
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3.5. Criopreservacion

Para la criopreservacién de las muestras, se utilizé nitrégeno liquido dentro
de un sistema de congelamiento automatico Cryobath (Cryologic). Las muestras
se envasaron en pajillas para posteriormente someterlas en el Cryobath. Para el
congelamiento, se utilizé el programa # 7 (Figura 3), el cual inicia a una
temperatura de 18 °C por 5 minutos, disminuyendo hasta los 2 °C dentro de un
periodo de 90 minutos y seguido a esto mantenerse en esas condiciones por 30
minutos. Posterior a este periodo disminuye en 2 minutos hasta -8 °C, se
mantiene por unos 5 minutos para finalmente descender su temperatura hasta
congelarse. Una vez congeladas las pajillas fueron retiradas y se colocaron
inmediatamente en el nitrégeno liquido y se mantuvieron ahi hasta el dia de su

evaluacién (Martin-Munoz et al., 2015).

PROGRAM 7: Porcine Semen

15 i :
L1} i :
5 H

Control Temperature ("C)

20 40 &l a0 100
Tirme from start

Figura 3. Programa #7 de congelamiento automatico Cryobath
(Cryologic®)

Las pajillas fueron descongeladas en bafio Maria a 37 °C durante un
minuto, luego se secaron y el contenido de cada pajilla se colocé en un tubo
eppendorf de 1.5 mL para su evaluacién (Allauca et al., 2019).
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3.6. Evaluacion de apoptosis tardia: Caspasas 3/7

Para la deteccion de apoptosis se utilizé el reactivo CellEvent Caspase-3/7
Green Detection Reagent (Thermofisher) de acuerdo a lo descrito por Ortega et
al., (2017), este reactivo es un sustrato fluorogénico para caspasas 3 y 7. El
reactivo consta de un péptido de 4 aminoacidos (DEVD) conjugado a un
colorante de unién de acido nucleico, este sustrato permeable a las células es
intrinsecamente no fluorescente porque el péptido DEVD inhibe la capacidad del
colorante para unirse al ADN. Después de la activacion de las caspasas 3y 7 en
células apoptoticas, el péptido DEVD se escinde, lo que permite que el colorante
se una al ADN y produzca una respuesta fluorogénica brillante (Martin-Mufnoz et
al., 2016).

La solucion de trabajo de caspasa 3/7 consistio en agregar 6.25 mL de
Buffer fosfato salino (PBS) a la solucion Stock de caspasa 3/7 (25 uL) que tiene
una concentracién de 2 mM, para tener una concentracion final de 8 uM, luego

se prepararon alicuotas de 600 uL para luego anadir a los pellets.

Las muestras frescas y posterior a la criopreservacion fueron lavadas 2
veces con 1000 puL de PBS a 600 G por 8 minutos, al terminar se eliminé el
sobrenadante; y se reconstituyé la muestra en 100 uL de solucion de trabajo de
caspasa 3/7 (8 uM). Finalmente, la muestra se incubé a 37°C por 30 minutos; a
los 20 minutos de incubacién se agregd 0.5 yL de Yoduro de propidio (Pl), se
llevd a la estufa los 10 minutos restantes y posteriormente se analizé en el

citdmetro de flujo.

3.7. Citometria de flujo

Se utilizé el citébmetro de flujo FlowSight (Amnis, Seattle, EEUU), equipado
con un sistema analizador de imagenes. El software de adquisicién usado fue
INSPIRE® v.100.3.218.0 (Amnis, Seattle, EEUU) y el software para analizar los
datos fue IDEAS® v.6.2 (Amnis, Seattle, EEUU). Se utilizé el laser de 488 nm
para excitar ambos marcadores, y la lectura se realiz utilizando los canales de
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emision Ch02 (longitud de onda: 505-560 nm) para caspasas 3/7 (Marcador de
apoptosis) y Ch05 (longitud de onda: 642-745 nm) para Yoduro de Propidio (PI)
(Marcador de muerte celular). Los espermatozoides positivos a caspasas y
negativos a PI, fueron considerados apoptéticos; los espermatozoides positivos
a Pl y negativos a caspasas 3/7 fueron considerados muertos o necroticos y
finalmente, los espermatozoides negativos a ambos marcadores fueron

considerados vivos.

Para los controles se utilizaron muestras de semen de bovino
criopreservado, como lo muestra el anexo 8, los cuales fueron divididos en 3
grupos: Control de vivos, control de apoptosis inducida y control de necrosis
inducida, los cuales nos ayud6 a definir las poblaciones en el citometro de flujo.
Para el control de vivos se descongelo la muestra como lo indica nuestro
protocolo antes descrito, para este primer grupo la mayor poblacion espermatica
es negativa a Caspasa y Pl (53%), la poblacion positiva a Pl fue del 31% y la
poblacion positiva a caspasa fue de un 16%. Para el control de apoptosis se
utiliz6 camptotecina, como inductor de la apoptosis, la poblacién negativa a
ambos marcadores bajo hasta un 14%, la poblacion con mayor intensidad para
Pl fue del 52%, y la poblacién positiva a caspasa fue del 34%. Por ultimo, el
control de necrosis inducida, se le anadié a la muestra agua y sin pasar por
proceso de congelacion, fue directamente llevado al tanque de nitrégeno, con el
fin de matar a los espermatozoides por necrosis, sin que tenga tiempo de seguir
pasando por un proceso apoptético, la poblacién negativa a ambos fue de 3%,
el porcentaje de poblacién positiva a Pl fue del 94% y la poblacién positiva a
caspasa 3/7 fue de un 3%, con estos resultados pudimos definir las poblaciones
para las muestras de espermatozoides epididimarios de alpaca.

De las muestras que se analizaron, la poblacion de células espermaticas
apoptéticas se ubicaba en el extremo superior derecho, pero debajo de la
poblaciéon necrética, tal como nos muestra el anexo 8. Estudios anteriores
respaldan la ubicacién de las células apoptéticas usando el marcador de
caspasas 3 y 7 tal como se muestra en la figura 4.
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Apoptotic

mnrrg ] [ D |
-1e3 -1000100 1e3 1ed4 1e5 1e6
Caspase (Ch02)

Caspase (Ch02)
Population Count | %Gated
Sperm & R1 4820 | 100
Live & Sperm & R1 1231 | 255
Dead & Sperm & R1 155 | 3.22
Apoptotic & Sperm & R1 | 3494 | 72.5

Figura 4. Muestra en la que la apoptosis representa el 72% de la
poblacion total de espermatozoides de alpaca.

De la misma manera, algunas de las muestras que se analizaron, la
poblacion de células espermaticas necréticas se ubicaba en el extremo superior
derecho, por encima de la poblacion apoptética. De articulos previos, aunque se
usen diferentes marcadores de muerte celular y en diferentes especies se ha
observado que se sigue el mismo patron de ubicacion, tal como se muestra en

la figura 5.
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I
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Caspase (Ch02)
Population Count | %Gated
Sperm & R1 3503 | 100
Live & Sperm & R1 937 26.7
Dead & Sperm & R1 2554 | 72.9
Apoptotic & Sperm & R1 | 4 0.11

Figura 5. Muestra en la que la necrosis representa el 72.9% de la
poblacion total de espermatozoides de alpaca.

3.8. Analisis de datos

Se realiz6 una prueba de t- Student pareada de muestras para comparar la
proporcibn de espermatozoides apoptoéticos antes y después de la
criopreservacién. Asimismo, también se realiz6 el mismo andlisis para las

poblaciones consideradas células vivas y necroticas.
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IV.  RESULTADOS

Los valores iniciales de caracteristicas testiculares y parametros seminales
iniciales son presentados en la Tabla 1. En total se procesaron 44 muestras para
obtener 23 que cumplan con los criterios de inclusion definidos. Las 23 muestras
seleccionadas presentaron un peso de 17.12 £ 3.39 g y una longitud de 3.90 *
0.44 cm. La motilidad esperméatica en las muestras procesadas fue 35.65 +
22.38%, mientras que la concentraciéon fue 123.83 + 101.79 x10°

espermatozoides/mL.

Tabla 1: Valores iniciales de los parametros testiculares y seminales de las
muestras seleccionadas y totales

Muestras seleccionadas Muestras totales
(n=23) (n=44)
Peso (g) 17.12 £3.39 13.65 +4.68
Longitud (cm) 3.90 £ 0.44 3.54 +0.56
Ancho (cm) 2.34 +0.20 2.14 +0.28
Alto (cm) 2.43 +0.27 2.24 +0.31
Volumen (cm?) 22.58 £6.11 17.39 +7.52
Motilidad (%) 35.65 £22.38 No fue evaluado
Concentracion (x108
123.83 +101.79 No fue evaluado

espermatozoides/mL)

Valores son promedios + D.S

Los porcentajes de espermatozoides de alpaca con caspasa 3/7 activada
antes y después de la criopreservacion fueron similares como se muestra en la
Tabla 2. El porcentaje de apoptosis en Pre-congelamiento fue de un 36.21 £
11.25% y de Post-congelamiento fue 36.58 = 33.73%. Con respecto a la
viabilidad hubo una disminucién de espermatozoides vivos de 59.96 + 12.09% a
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27.26 + 14.62%; mientras que los espermatozoides muertos o necroticos
aumentaron de 2.66 + 4.13% a 36.65 + 35.75%.

Tabla 2: Efecto de la criopreservacion en la proporcidén de espermatozoides
de alpacas vivos, muertos y apoptoticos (n=23).

Pre-congelamiento Post-congelamiento
Vivos (%) 59.96 + 12.092 27.26 + 14.62°
Muertos (%) 2.66 +4.132 36.65 + 35.75P
Apoptdticos (%) 36.21 +11.252 36.58 + 33.732

Valores son promedios + D.S
Letras diferentes (a y b) en filas indican diferencias (p<0.05)

La alta desviacion estandar encontrada después de la congelacion en
espermatozoides apoptéticos y muertos nos llevé a analizar los datos en forma
individual y encontramos que, en algunas muestras, los cambios en la proporcion
de espermatozoides apoptoéticos eran totalmente diferente. En ese sentido,
decidimos formar 2 sub grupos en funciéon a cémo varié la apoptosis por efecto
de la criopreservacién: Aquellas muestras donde la apoptosis disminuyé como
resultado de la criopreservacion (de 36,6 £ 9,1% a 1,5 £ 2.2%), y el grupo donde
la apoptosis aumentd después de la criopreservacion (de 37,7 £ 13,0% a 64,0 £
16,7%) (Tabla 3).

Tabla 3: Promedio y D.S de los porcentajes de vivos, muertos y apoptéticos

de las muestras donde aumenta y disminuye el porcentaje de apoptosis antes y
después del congelamiento.

Pre-congelamiento Post-congelamiento

Muestras donde aumenta el porcentaje de apoptosis (n=13)

Vivos (%) 60.82 +13.64 30.11 £15.25
Muertos 1.52 +1.61 7.23+5.28
(%)

Apoptoticos 35.92 + 13.01 63.53 + 16.47
(%)
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Muestras donde disminuye el porcentaje de apoptosis (n=10)

Vivos (%)  58.83+£10.34 23.55 £ 13.60
Muertos 415 +5.83 74.90 £ 14.55
(%)

Apoptoéticos 36.59 £9.13 1.54+2.19
(%)

Valores son promedios + D.S

Si bien no se realizdé un analisis estadistico, al comparar los valores de
ambos sub grupos, se observan similares porcentajes de viabilidad, necrosis y
apoptosis antes de la criopreservacion. Del mismo modo, en ambos sub grupos,
la viabilidad posterior a la descongelacion fue similar.

Sin embargo, después de la criopreservacion, encontramos que en el sub
grupo con disminucion de apoptosis se produjo un gran aumento de células
muertas; mientras que en el sub grupo con aumento de la apoptosis se produce

una notoria disminucion en los espermatozoides necréticos.

V. DISCUSION

Los resultados del presente trabajo demuestran por primera vez como la
criopreservacion afecta el porcentaje de apoptosis en espermatozoides de
alpaca. Para lograrlo se empled un marcador de apoptosis tardia, la caspasa 3/7,
analizada antes y después del proceso de criopreservacion mediante la técnica
de citometria de flujo. En otras especies se sabe que, tras la produccion de ROS
mitocondriales y la supresién de la motilidad, causados por el proceso de
criopreservacion (Said et al., 2014), los espermatozoides exhiben un cuadro de
apoptosis. Una apoptosis temprana expresada en la externalizacién de la
fosfatidilserina (PS) (Anzar et al., 2002 Talarczyk-Desole et al, 2016); y
ultimamente se ha demostrado una apoptosis tardia, expresada en la activacion
de caspasas (Aitken y Baker, 2013; Paasch et al., 2014). Las caspasas son
iniciadoras o ejecutoras en la cascada de las vias apoptoéticas; en este estudio
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nos centramos en las caspasas ejecutoras, especificamente la 3 y 7 (Earnshaw
et al., 1999; Walsh et al., 2008). La caspasa 3 decide el destino de la célula en
la cascada apoptotica, donde la célula no se puede revertir a su estado normal,
por lo que a la caspasa 3 se considera la mas importante, su activacion marca el
punto de no retorno de la apoptosis (Said et al., 2010; Ortega-Ferrusola et al.,
2016).

En nuestro estudio se llegd a obtener valores previos a la criopreservacion
de 36.21 £ 11.25% y después de la criopreservacion de 36.58 + 33.73%, lo cual
indicaria que la criopreservacion aparentemente no afecta los niveles de
apoptosis. Basandonos en otras especies, se sabe que la criopreservacion
incrementa la actividad de las caspasas; en semen de bovinos se sabe que
existe un incremento de 2.2 + 1% a 12 *+ 6.3% de actividad de caspasas (Martin
etal., 2004), en semen de humano, hay un incremento de 21 £ 2.6% a 47 +5.8%
de pan-caspasas activadas y otro estudio sefiala que la activacion de caspasas
3 aumenta de 39.6 £ 3.7 a 55.4 + 3.2% (Paasch et al., 2004; Grunewald et al.,
2005), y en semen de equino incrementa de 20.9 £ 3% a 63 + 3.4% la activacion
de caspasas 3 y 7 (Martin-Munoz et al., 2015). En las especies mencionadas, es
importante sefalar que, si inician con una apoptosis inicial o fisiol6gica bajo, tras
someterse a un proceso de congelamiento, la proporcién de espermatozoides
apoptéticos no varia mucho luego de la criopreservacion; sin embargo, en
especies como el humano y el equino, empiezan con una apoptosis inicial alta,
lo que hace que la apoptosis luego de la criopreservacion incremente mucho mas
(Said et al., 2010; Martin-Munoz et al., 2016).

Las especies con una mejor calidad espermatica (pacientes fértiles en
humanos) presentan una menor actividad de caspasas 3 en semen fresco, al
someterse al proceso de criopreservacion, presentan un menor incremento de
activacién de caspasa 3 (Amor et al., 2018); sin embargo, en el equino como ya
se menciond, presenta una apoptosis inicial alta, esto se debe a que los
espermatozoides de mejor calidad espermatica son altos productores de ROS
(Martin-Munoz et al., 2016), por eso tom6 como referencia para determinar el
tamafno muestral; otro aspecto a considerar es la alta variabilidad observadas,
no solo en la cantidad de cuerpos apoptoticos, sino también en la actividad de
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caspasa 3 observado entre individuos, la tasa de apoptosis parece ser diferente
entre sementales (Paasch et al., 2004).

Es interesante destacar que, en nuestro estudio, la desviacién estandar
(D.S) del porcentaje de espermatozoides apoptéticos post-congelamiento es
alta, diferente a las otras especies mencionadas, es por ello que, al revisar
individualmente cada muestra, encontramos que existen 2 tipos de muestras, en
funcion a como varié la apoptosis por efecto de la criopreservacion; en ese
sentido tenemos muestras donde la apoptosis disminuye como resultado de la
criopreservacion; y el grupo donde la apoptosis aumentd después de la
criopreservacion. En el grupo donde increment6 el porcentaje de apoptosis
podemos decir que es lo mismo que ocurre con las otras especies, con la
diferencia de que parten con una apoptosis inicial mas alta, lo cual activa ambas
vias apoptoticas, principalmente la via mitocondrial, ya que se encontré una
mayor proporcion de caspasa 9 luego de la criopreservacion, lo que respalda
dicha afirmacién (Martin et al., 2006; Martin-Mufioz et al., 2016). En el grupo
donde aumenta la necrosis y disminuye la apoptosis se debe a que los cuerpos
apoptoticos que no son fagocitados sufren una necrosis secundaria,
caracterizadas por una mayor permeabilidad de la membrana y distension de la
estructura de la membrana citoplasmatica (Anzar et al., 2002), a este fendbmeno
se le conoce como “Cross talk”, relacion entre la cascada apoptética y necrética
(D’Arcy, 2019).

Esto también puede deberse a que las poblaciones de espermatozoides
apoptéticos y muertos, se encuentran en una regién similar, opuesto a la
poblacion de vivos; segun Martin et al., (2004), la poblacion que se encuentra en
un extremo inferior izquierdo son espermatozoides viables, es una poblacién
negativa a marcadores de apoptosis y necrosis (FIT C-VAD-FMK7/PI"), mientras
que opuesto a esta poblacion y cercanas entre si, se encuentra la poblacién
positiva a necrosis (PI*) y positiva a apoptosis (FIT C-VAD-FMK+*/PI"); de la
misma manera Ortega-Ferrusola et al. (2016) y Martin-Munoz et al. (2016),
utilizando como marcador apoptético las caspasas 3/7, observaron el mismo
comportamiento, la poblacién negativa a ambos marcadores de apoptosis y

necrosis, se ubica en un extremo inferior izquierda y opuesto se ubican las
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poblaciones de espermatozoides apoptoticos y necréticos como lo muestra la

(figura 6).
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Figura 6. Dot plots donde se muestra la ubicacién de las células
espermaticas viables y las apoptobticas.

Si analizamos el porcentaje de viabilidad, observamos que hay una
disminucidn, pero eso ya es conocido por otros estudios, donde nos muestran
que la criopreservacidon tiende a disminuir el porcentaje de viabilidad; por
ejemplo, en semen de humanos se ha reportado que disminuye de 43 a 22%
(Amor et al., 2018), en semen de equinos la viabilidad baja de 80 a 50% (Martin-
Munoz et al., 2015), en semen de bovinos de igual manera, de 72 a 50% (Martin
etal., 2004) y en alpacas de 48 a 32% (Santiani et al., 2013), este ultimo, usando
muestras de espermatozoides epididimarios; es importante sefalar que a
diferencia de los estudios mencionados, todos ellos usaron marcadores de
viabilidad espermatica, en este estudio nos enfocamos en el porcentaje de
apoptéticos y necréticos, siendo la poblacién negativa a ambos marcadores,
espermatozoides viables. Con respecto al aumento del porcentaje de
espermatozoides necréticos o muertos, es interesante también la alta D.S
después del proceso de criopreservacion. Lo cual indicaria en base a nuestros
resultados, que las poblaciones de espermatozoides apoptéticos y muertos son
bastante similares y al congelar los espermatozoides de alpaca disminuyen la
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poblacion de vivos, pero aumentan una de las poblaciones, ya sea los necréticos

o los apoptéticos.

Las caspasas inician y aceleran el proceso de apoptosis durante la
criopreservacion (Wundrich et al., 2004; Amor et al., 2018); pero también estan
implicadas en el proceso fisioldgico de la espermatogénesis, manteniendo la
homeostasis en los testiculos mediante la eliminacion de células germinales
excedentes y anormales; teniendo una apoptosis inicial o umbral en todos los
mamiferos (Said et al., 2004; Caselles et al., 2014). En este estudio obtuvimos
una apoptosis fisioldgica elevada de espermatozoides epididimarios de alpaca,
en comparacion a otras especies, a excepcion del equino; esta proporcion inicial
alta nos indica que existe una alta produccién de especies reactiva de oxigeno
en los espermatozoides de alpaca que activa ambas vias apoptéticas (Renema
et al., 2020); siendo la criopreservaciéon un proceso que activa mas aun la
apoptosis, tener en cuenta que la calidad espermatica también influye en la
activaciéon de caspasas, los espermatozoides necréticos generan un incremento
de poblaciones de espermatozoides muertos, concluyendo que la alpaca es una
especie que los espermatozoides son mas susceptibles que otras especies, de
morir por necrosis o apoptosis (Chatterjee et al., 2001; Martin-Munoz et al.,
2016).

Los métodos de criopreservacién de los espermatozoides necesitan de
muchas investigaciones para conocer mejor los cambios bioquimicos y
fisiolégicos que ocurren en los espermatozoides durante la exposicion a la
congelacién y descongelacién, ya sean muestras de semen o espermatozoides
epididimarios (Paasch et al., 2014; Amor et al., 2018). En los ultimos afios los
mecanismos moleculares asociados con la senescencia espermatica acelerada
0 espermptosis, como recientemente se ha denominado, han comenzado a

entenderse mejor (Martin-Mufioz et al., 2016).

Es muy importante considerar diferentes marcadores de estrés oxidativo,
para predecir todos los efectos negativos de la criopreservacién; y en un futuro
nos ayude en la seleccion de muestras de espermatozoides para congelar
(Martin-Munoz et al., 2016).
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VI.  CONCLUSIONES

Se concluye que la criopreservacion afecta el porcentaje de apoptosis en
las muestras de espermatozoides epididimarios de alpaca.

En este estudio se demuestra que hay 2 maneras diferentes de afectar el
porcentaje de apoptosis, ya sea incrementando o disminuyendo la
proporcién de espermatozoides apoptoéticos.
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VIl ANEXOS

Anexo 1: Datos donde se muestran los datos iniciales de peso, longitud, alto, volumen,
concentracién y motilidad espermatica de las 23 muestras analizadas.

Datos iniciales
Id Fecha Peso Longitud Ancho | Alto Volumen Concent Mot
1A 24/11/2021 14.98 4.2 2.1 2 17.64 31 10
2B 24/11/2021| 13.35 3.6 2 2.1 15.12 9 0
3A 24/11/2021| 13.19 3.5 2.1 2.3 16.91 6 20
3B 24/11/2021 18.82 5 2.3 2.4 27.60 211 55
4A 1/12/2021| 24.38 4.6 2.6 3 35.88 272 50
4B 1/12/2021| 24.03 4.7 2.7 3 38.07 352 60
5A 1/12/2021| 14.64 3.2 2.2 2.6 18.30 298 20
5B 1/12/2021| 16.26 3.6 2.3 2.4 19.87 66 10
6A 1/12/2021| 10.39 3.4 2 2 13.60 145 50
9A 1/12/2021| 15.45 3.9 24| 23 21.53 178 65
9B 1/12/2021| 15.90 3.4 2.3 2.4 18.77 68 10
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10A 1/12/2021| 12.48 3.7 2.2 2.1 17.09 24 30
12A 15/12/2021 19.78 4.1 24 2.5 24.60 88 20
12B 15/12/2021| 17.64 3.9 2.4 2.4 22.46 85 15
13A 15/12/2021| 19.67 4 2.5 2.6 26.00 12 75
13B 15/12/2021| 17.21 4 2.6 2.6 27.04 105 50
14A 15/12/2021| 16.64 3.9 2.1 2.2 18.02 6 40
18A 22/12/2021| 19.97 3.6 2.6 2.7 25.27 151 40
18B 22/12/2021| 18.33 4 2.4 2.5 24.00 253 25
19B 22/12/2021| 18.97 3.9 2.5 2.6 25.35 99 10
20A 22/12/2021| 15.72 3.6 2.2 2.4 19.01 133 35
208B 22/12/2021| 19.76 4.2 2.5 2.6 27.30 208 60
21A 22/12/2021 16.10 3.6 2.4 2.3 19.87 48 70
Promedio 17.12 3.90 2.34| 243 22.58 123.83| 35.65
D.S. 3.39 0.44 0.20| 0.27 6.11 101.79| 22.38
Anexo 2: Datos de las 23 poblaciones de vivos, muertos y caspasa 3 y 7 activas, antes y
después del congelamiento.
Pre-congelamiento Post-congelamiento
Vivos Muertos Vivos Muertos Caspasas+

1A 48.70 13.60 25.3 73.4 2.27

2B 56.10 16.30 56.6 39.9 7.33

3A 96.00 0.99 72.9 13.2 14.9

3B 51.90 5.87 35.9 8.77 56.1

4A 60.3 2.75 23.7 9.26 62.5

4B 63.7 0.72 314 3.86 64

5A 52.9 0.07 325 2.37 63.7

5B 42.3 4.12 26.7 72.9 0.11

6A 57.6 0.17 39.9 0.49 59.5

9A 53.5 1.16 21.1 76.9 1.25

9B 73.5 0.64 32.6 1.5 64.2

10A 75.8 0.4 27.4 71.9 0.25

12A 55.1 1.93 11.7 87.9 0.28

12B 71.1 0.71 14.6 84.7 0.56

13A 57.8 0.69 14.5 84.7 0.54

13B 68.7 1.57 28.6 66.6 2.33

14A 59.2 0.97 9.01 90.1 0.43

18A 39.9 2.49 9 17.2 83

18B 62.1 2.82 27.9 11.7 63.1

19B 69.2 0.84 25.5 3.22 72.5

20A 58 1.25 20.4 11.8 71.2

20B 56.5 0.61 19.4 2.58 77.7




21A 49.1 0.51 48.6 20.3 8.01 73.5
Promedio| 5996 2.66 36.21 27.26 36.65 36.58
D.S 12.09 4.13 11.25 14.62 35.75 33.73

Anexo 3: Datos de las muestras donde incrementa la apoptosis (n=13)

Pre-congelamiento Post-congelamiento
n=13 Vivos Muertos Caspasas+ Vivos Muertos | Caspasas+
3A 96.00 0.99 2.93 72.9 13.2 14.9
3B 51.90 5.87 36.60 35.9 8.77 56.1
4A 60.3 2.75 36.7 23.7 9.26 62.5
4B 63.7 0.72 34.4 31.4 3.86 64
SA 52.9 0.07 46.5 32.5 2.37 63.7
6A 57.6 0.17 41.6 39.9 0.49 59.5
98B 73.5 0.64 24.9 32.6 1.5 64.2
18A 39.9 2.49 56.7 9 17.2 83
188 62.1 2.82 33.1 27.9 11.7 63.1
198 69.2 0.84 28.1 25.5 3.22 72.5
20 A 58 1.25 39 20.4 11.8 71.2
208 56.5 0.61 37.8 19.4 2.58 77.7
21A 49.1 0.51 48.6 20.3 8.01 73.5
Promedio| 60.82 1.52 35.92 30.11 7.23 63.53
D.S 13.64 1.61 13.01 15.25 5.28 16.47

Anexo 4: Dot-Plot de una de las muestras donde se evidencia un incremento de la apoptosis.
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PIMDR 23.12.21_9

-1e3 e
-1e3

Caspase (Ch02)

Apoptotic

-1000 100

1e3 1e4 1eb

Caspase (Ch02)

Population Count | %Gated
Sperm & R1 4820 | 100
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Apoptotic & Sperm & R1 3494 | 725
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Anexo 5: Datos de las muestras donde disminuye la apoptosis (n=10)

Pre-congelamiento

n=10

Vivos

Muertos

1A

48.70

13.60

Post-congelamiento

Vivos

Muertos

Caspasas+

25.3

73.4

2.27




2B 56.10 16.30 56.6 39.9 7.33
5B 42.3 4.12 26.7 72.9 0.11
9A 53.5 1.16 21.1 76.9 1.25
10A 75.8 0.4 27.4 71.9 0.25
12A 55.1 1.93 11.7 87.9 0.28
128 71.1 0.71 14.6 84.7 0.56
13A 57.8 0.69 14.5 84.7 0.54
138 68.7 1.57 28.6 66.6 2.33
14A 59.2 0.97 9.01 90.1 0.43
Promedio 58.83 4.15 23.55 74.90 1.54
D.S 10.34 5.83 13.60 14.55 2.19

Anexo 6: Dot-Plot de una de las muestras donde se evidencia una disminucion de la apoptosis.
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Sperm & R1 2232 | 100
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Sperm & R1 3503 | 100
Live & Sperm & R1 937 26.7
Dead & Sperm & R1 2554 | 72.9
Apoptotic & Sperm & R1 4 0.11

Anexo 7: Andlisis estadistico utilizando el test de Kolmogorov-Smirnov para ver si se sigue una
distribucién normal

Analisis estadistico del antes y

después de las 23 muestras Before After
Number of values 23 23
Minimum 2.930 0.110
Median 37.800 56.100
75% Percentile 43.150 67.700
Maximum 56.700 83.000
Mean 36.21 36.58
Std. Deviation 11.25 33.73
Std. Error 2.346 7.032
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Lower 95% ClI 31.34 21.99
Upper 95% Cil 41.08 51.16
Normality Test

KS distance 0.1225 0.2418
P value P>0.10 P>0.10
Passed normality test (*=0.05)7? Yes Yes

P value summary ns ns

Anexo 8: Experimento control con semen de toro para establecer las poblaciones.

A)

B)
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Sperm & R1 6855 | 100
Live & Sperm & R1 3670 | 53.5
Dead & Sperm & R1 2161 | 31.5
Apoptotic & Sperm & R1 973 14.2
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Sperm & R1 2966 | 100
Live & Sperm & R1 408 13.8
Dead & Sperm & R1 1539 | 51.9
Apoptotic & Sperm & R1 1070 | 36.1

C) Necrosis:
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Sperm & R1 7827 | 100
Live & Sperm & R1 213 2.72
Dead & Sperm & R1 7329 | 93.6
Apoptotic & Sperm & R1 443 5.66
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