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Determinacion del potencial de membrana mitocondrial
mediante citometria de flujo durante el proceso de
criopreservacion de espermatozoides
epididimarios de alpacas

Determination of mitochondrial membrane potential by flow cytometry during the
cryopreservation process of epididymal alpaca spermatozoa

Pablo Allauca’, Alejandra Ugarelli!, Alexei Santiani!

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue demostrar, mediante la citometria de flujo, que el
porcentaje de espermatozoides de alpaca con alto potencial de membrana mitocondrial
(PMM) se reduce significativamente luego del proceso de criopreservacion. Se trabajo
con 41 testiculos de alpacas obtenidos del Camal Municipal de Ninacaca, Pasco, Peru. Se
recuperaron los espermatozoides de la cola de los epididimos con un dilutor en base a
leche descremada y se congelaron solo aquellas muestras con minimos de 30% de motilidad
y 50x10¢ espermatozoides/ml. La evaluacion del PMM se realizé antes y después del
proceso de criopreservacion. Cada muestra se incubd durante 10 minutos a 38 °C con
MitoTracker Deep Red (100 nM) para determinar el porcentaje de alto PMM, mediante
citometria de flujo con imagenes. El efecto de la criopreservacion en el porcentaje de
espermatozoides con alto PMM fue evaluado mediante la prueba de T-student pareada.
Asi mismo, se correlacionaron los porcentajes de motilidad y espermatozoides con alto
PMM. Se obtuvoun 49.82 + 12.41 y de 34.97 £ 9.96% de alto PMM en muestras antes y
después del proceso de criopreservacion (p<0.05). Se encontrd una correlacion positiva
(r = 0.62; p<0.0001) entre motilidad y PMM. Se concluye que el PMM se reduce
significativamente luego del proceso de criopreservacion, parametro relacionado a la
motilidad espermatica.
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The aim of this study was to demonstrate, by flow cytometry, that the percentage of
alpaca spermatozoa with high mitochondrial membrane potential (MMP) is significantly
reduced after the cryopreservation process. Forty-one alpaca testicles were obtained
from a local slaughterhouse in the Ninacaca district, Pasco, Peru. The spermatozoa were
recovered from the tail of the epididymis with an extender based on skim milk and only
those samples with minimum 30% motility and 50x 10° spermatozoa/ml were cryopreserved.
The MMP evaluation was carried out before and after the cryopreservation process.
Each sample was incubated for 10 minutes at 38 °C with MitoTracker Deep Red (100 nM)
to determine the percentage of high MMP by imaging flow cytometry. The effect of
cryopreservation on the percentage of spermatozoa with high MMP was evaluated by a
paired t-student test and the percentage of motility and sperm with high MMP were
correlated. A 49.82 + 12.41 and 34.97 + 9.96% of high MMP were obtained in samples
before and after the cryopreservation process (p<0.05). A positive correlation was found
(r=0.62, p<0.0001) between motility and PMM. It is concluded that MMP is significantly
reduced after the cryopreservation process, a parameter related to sperm motility.

Key words: alpaca; spermatozoa; mitochondrial membrane potential; MitoTracker Deep

Red 633

INTRODUCCION

El empleo de biotecnologias
reproductivas viene permitiendo lograr ani-
males genéticamente superiores, asi como
reducir el tiempo generacional en varias es-
pecies de interés ganadero. Sin embargo, la
complejidad en las caracteristicas fisiologi-
cas reproductivas de la alpaca no ha permiti-
do la utilidad desecada en esta especie
(Fernandez-Baca, 1993). Para su mejora pro-
ductiva se requiere la distribucion de mate-
rial genético de alta calidad hacia distintas
areas geograficas que puedan beneficiarse
con la obtencion de crias mejoradas. Es asi
que se necesita evaluar diversos parametros
del material genético; entre ellos, el volumen,
pH, motilidad, concentracion, morfologia y via-
bilidad espermatica. Actualmente, un nuevo
parametro a utilizar es el potencial de mem-
brana mitocondrial (PMM) de los
espermatozoides, el cual podria ser un indi-
cador directo de motilidad e indirecto de ca-
pacidad fecundante (Manosalva et al., 2005).
Elinterés en evaluar la actividad mitocondrial
deriva de su importancia en la produccion de
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adenosina-tri-fosfato (ATP), producido por
fosforilacion oxidativa y necesario para la
motilidad y la fecundacion (Andrade, 2005).

Recientemente, la técnica de citometria
de flujo ha ofrecido una mayor precision en
la forma de medir la calidad del semen (Hallap
et al., 2005), incluyendo la determinacion del
porcentaje de espermatozoides con alto PMM
como parametro en diversas especies, ade-
mas de la alpaca (Cheuqueman et al., 2013).
Una de las tinciones especificas para
mitocondrias es el MitoTraker® Deep Red,
cuyas moléculas se difunden a través de la
membrana plasmatica y se unen
especificamente a los lipidos de membrana
de las mitocondrias funcionales. Las princi-
pales ventajas son que presentan especifici-
dad, fotoestabilidad, y elevada sensibilidad al
ser incorporado en distintos protocolos.

Reportes de la literatura cientifica indi-
can que Santiani et al. (2016) evaluaron el
PMM en espermatozoides frescos epididi-
marios de alpaca con los fluorocromos Mito-
Tracker® Deep Red y MitoTracker CMXRos,
asi como el trabajo de Cheuqueman et al.
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(2013), quienes evaluaron el PMM en mues-
tras de eyaculado de alpacas utilizando el
fluorocromo JC-1. Adicionalmente, se tiene
el reporte de Santiani ef al. (2015) donde
evaluaron muestras descongeladas epididi-
marias de alpaca, utilizando en este caso el
fluorocromo MitoTracker CMXRos. Sin em-
bargo, se desconoce el efecto de la criopre-
servacion sobre el PMM en espermatozoides
de alpaca. Se ha demostrado que la
criopreservacion afecta negativamente diver-
sos parametros del funcionamiento esper-
matico, por lo que podria esperarse que el
porcentaje de espermatozoides con alto PMM
se vea afectado por este proceso (Castelo et
al., 2008). Por lo tanto, el objetivo del pre-
sente estudio fue determinar, mediante la
citometria de flujo, el efecto del proceso de
criopreservacion sobre el porcentaje de
espermatozoides de alpaca con alto PMM.

MATERIALES Y METODOS

Muestras

Las muestras se obtuvieron del Camal
Municipal del Distrito de Ninacaca, departa-
mento de Pasco, Pert, y se procesaron en el
Laboratorio de Reproduccién Animal de la
Facultad de Medicina Veterinaria de la Uni-
versidad Nacional Mayor de San Marcos,
Lima, durante el afio 2016.

El tamafio muestral se calcul6 utilizan-
do la formulan = (2(Za+ZB)2*SZ/d2, conside-
rando un valor de Z, de 1.645, ZB de 1.282,
S?=19% y d=15%, lo cual dio como resultado
una n de 41 testiculos. Los testiculos se re-
cuperaron luego del beneficio de los anima-
les, se lavaron con solucion fisiologica (NaCl
0.9%) y se colocaron en bolsas herméticas
individuales junto con la solucion fisioldgica.
Se almacenaron en cajas transportadoras,
utilizando un gel refrigerante para mantener
la temperatura a 5 °C y se trasladaron al la-
boratorio. Los testiculos debian tener un ta-
mafio minimo de 3 cm y un peso minimo de
10 g para ser considerarlos en el presente
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estudio, dado que son adecuados indicadores
de la funcidn espermatica de un macho adul-
to (Abraham et al., 2016).

Dilutor

Se mezcld 19 ml de leche descremada,
1 ml de yema de huevo y 0.97 g de fructosa.
A esta mezcla se le afiadio 1840 pl del
crioprotector dimetilacetamida (DMA), equi-
valente a una concentracion final 1 M. Esta
mezcla final se mantuvo temperada a 37.5 °C.

Espermatozoides Epididimarios

Se retird la tinica vaginal visceral de
cada testiculo, se hizo la divulsion para sepa-
rar el epididimo y se aisld la cola del epididimo
mediante un corte con tijera Mayo recta y
pinza de Adson. Se retir6 todo el tejido
conectivo visible con el mismo instrumental y
con el bisel no cortante de una hoja de bisturi
se corrio el contenido de los vasos sangui-
neos para evitar la contaminacién de la mues-
tra. Antes de aislar la cola del epididimo, se
realizé un lavado con PBS y luego se colocd
la cola del epididimo en una placa Petri
temperada a 37.5 °C, y se agreg6o 1 ml de
dilutor para proceder a la liberacion, median-
te cortes seriados de la cola del epididimo.
Finalmente, se colecto la suspension en un
tubo eppendorf de 1.5 ml y se mantuvo
temperado a 37.5 °C.

Calidad Seminal

Lamotilidad fue evaluada en forma sub-
jetiva, utilizando 10 ul de cada muestra de
suspension de espermatozoides recuperados.
Se coloco la muestra 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 40X. Para la
concentraciéon de la suspensién de
espermatozoides recuperados cada muestra
se diluyd en una proporcion 1:20 con agua
destilada, se recupero 10 pl de cada dilucion
y se ley6 en la camara de Neubauer a 400X.
Solo aquellas muestras con motilidad >30%
y concentracion >50x 109 espermatozoides por
ml fueron procesados.
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PROGRAM 7: Porcine Semen

Control Temperature (°C)

20 W & e 100
Time from start

Figura 1. Programa #7 de congelamiento au-
tomatico Cryobath (Cryologic)

Criopreservacion

Para el proceso de criopreservacion se
utilizo nitrégeno liquido dentro de un sistema
de congelamiento automatico (Cryobath,
Cryologic). Las muestras de espermatozoides
suspendidas en el dilutor se envasaron en
pajillas de plastico de 0.25 ml. Se utilizé el
programa # 7 del sistema (Figura 1), el cual
se inicid a una temperatura de 18 °C, dismi-
nuyendo hasta llegar a 5 °C en un periodo de
90 minutos, para luego mantenerse en esas
condiciones por 30 minutos. Luego, la tem-
peratura descendid hasta lograr la congela-
cion de las pajillas. Estas fueron luego colo-
cadas en nitrégeno liquido hasta su evalua-
cion.

Motilidad Pos-descongelacion

Las pajillas se descongelaron en bafio
maria a 37 °C durante un minuto, luego se
secaron y el contenido de cada pajilla se co-
locd en un tubo de 1.5 ml. Se tom6 10 pul de
cada muestra y se coloc en una lamina por-
ta objeto temperada a 37.5 °C, se cubrid con
una lamina cubre objeto y se observo en el
microscopio con un objetivo 40X para eva-
luar la motilidad.

Potencial de Membrana Mitocondrial
(PMM)

El PPM se evalud utilizando el

fluorocromo MitoTracker Deep Red
(M22425, Molecular Probes, EEUU). Se rea-
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liz6 antes y después del proceso de
criopreservacion. Cada muestra fresca y des-
congelada se lavo dos veces por
centrifugacion con PBS a 600 g por 8 min.
Se elimino el sobrenadante y el pellet se
resuspendi6 en 150 pl de PBS. Se preparo
una solucion stock de MitoTracker Deep Red,
para lo cual se diluyo 50 ugen 92 pul de DMSO
para llegar a una concentracion de 1 mM. Se
procedié a homogenizar y se prepararon
alicuotas de 2 pl guardandolas en congela-
cion. Luego se prepar6 una solucion de tra-
bajo para lo cual se diluyo6 2 ul de solucion
stock de MitoTracker Deep Red con 100 pl
de PBS, para llegar a una concentracion de
20 uM. Se tomd 100 pl de muestra después
del lavado y se agrego6 0.5 ul de solucion
de trabajo de MitoTracker Deep Red 633
(20 pM) para obtener una concentracion fi-
nal de 100 nM. Se incub6 durante 10 min a
38 °C en oscuridad.

Citometria de Flujo

Las muestras se analizaron utilizando un
citometro de flujo FlowSight (Amnis) equi-
pado con un sistema analizador de imagenes.
Se leyeron diez mil espermatozoides por cada
muestra. Para la excitacion del MitoTracker
Deep Red se utilizo un laser de longitud de
onda de 642 nm y la emision de la fluores-
cencia se leyo utilizando el canal de detec-
cion 11 (Ch-11): (642-740 nm). Los eventos
se presentaron utilizando un grafico tipo
histograma, en donde el eje «X» midi¢ la in-
tensidad de fluorescencia del Ch-11 y en el
eje «Y» la frecuencia de los eventos. Se con-
sideraron espermatozoides con actividad
mitocondrial a aquellos que presentaron fluo-
rescencia roja. Los resultados se expresaron
en porcentaje de espermatozoides con acti-
vidad mitocondrial.

Dado que el citometro de flujo cuenta
con un sistema analogo de imagen, se obser-
varon fotos de espermatozoides con alto y
bajo PMM de los siguientes canales:

Chl: Presentado en campo claro (longitud de
onda: 435-505 nM)
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Figura?2. Esquema de presentacion de histograma de espermatozoides. Muestra dos poblacio-

nes diferenciadas de espermatozoides

Ch11: Presentado en campo oscuro (longitud
de onda: 642-745 nM)

Ch1/Chl11: Presentado en campo claro y os-
curo (longitud de onda: 435-505 nM +
642-745 nM)

Controles de Fluorescencia

Para la corroboracion de los datos se
utilizaron controles de autofluorescencia, con-
trol negativo y control positivo. Los datos se
presentaron en tres histogramas: el control
de autofluorescencia en donde se analizo las
muestras espermaticas a través del citdmetro
de flujo sin la utilizacion de algin fluorocromo;
el control negativo, donde las muestras de
espermatozoides se indujeron a muerte celu-
lar, y luego se evaluaron a través del citometro
de flujo utilizando el fluorocromo MitoTracker
Deep Red; y el control positivo, donde una
muestra de espermatozoides a condiciones
normales fue evaluada a través del citdmetro
de flujo utilizando el fluorocromo MitoTracker
Deep Red 633.
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Disefio Experimentai y Analisis

Se evaluaron las 41 muestras obtenidas,
divididas en dos etapas: evaluacion de mues-
tras en fresco y evaluacion post conge-
lamiento. El promedio de los porcentajes de
espermatozoides con alto PMM, frescos y
descongelados, se analizaron mediante un t-
Student de muestras pareadas. Ademas, los
datos se presentaron como media, mediana,
coeficiente de variacion e intervalo de con-
fianza. Los porcentajes de motilidad y PMM
también fueron comparados utilizando la Co-
rrelacion de Pearson. Se utilizo el programa
GraphPad Prism ® v. 3.0.

RESULTADOS

Los datos estadisticos de los esperma-
tozoides que presentan alto potencial de mem-
brana mitocondrial (PMM) se presentan en
el Cuadro 1. E149.82 + 12.41% de esperma-
tozoides frescos y el 34.97 £ 9.96% de esper-
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Cuadro 1. Espermatozoides epididimarios
de alpacas, frescos y descongelados,
analizados con el fluorocromo MitoTracker
Deep Red, con alto potencial de membrana
mitocondrial (PMM)

Muestras Muestras
frescas  descongeladas
(%) (%)
Promedio 49.82 34.97
Mediana 51.50 35.90
Desviacion 12.41 9.95
estandar
Coeficiente 2491 28.48
de variacion
Intervalo de 7.84 6.29
confianza

matozoides descongelados presenta alto
PMM, siendo esta diferencia estadisti-
camente significativa (p<0.05) mediante la
prueba de t de Student (Cuadro 2). En forma
similar, la motilidad fue de 46.10+ 7.71% en
las muestras de espermatozoides frescos y
de 24.07 = 6.50% en las muestras de
espermatozoides descongelados, habiendo
diferencias significativas (p<0.05) entre gru-
pos (Cuadro 2).

Cuadro 2. Potencial de membrana
mitocondrial (PMM) y la motilidad de
espermatozoides epididimarios de alpaca,
frescos y descongelados

Frescos  Descongelados

AltoPMM g 0h 15410 34.9729 96
(%)

Mo(t;/ll)dad 46.10£7.71*  24.07+6.50
()

ab Letras diferentes dentro de lineas indican
diferencia estadistica significativa (p<0.05)
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En la Figura 3 se presentan ejemplos
graficos (histogramas) del analisis de las
muestras de espermatozoides epidimarios de
alpaca mediante el citometro de flujo. En (A)
se presenta el control de autofluorescencia
del fluorocromo MitoTracker Deep Red, don-
de se muestra que no hay emision de
fluoresencia en Ch 11, por lo que todos los
eventos forman una sola poblacion ubicada a
la izquierda del eje x, indicando bajo PMM.
En (B) se presenta el control negativo,
espermatozoides inducidos a muerte celular
analizados utilizando el fluorocromo
MitoTracker Deep Red, donde se observa que
los eventos forman una sola poblacion ubica-
da alaizquierda del eje x, indicando bajo po-
tencial de membrana mitocondrial. En (C) y
(D) se presentan el analisis de muestras fres-
cas y muestras descongeladas, respectiva-
mente. En (C) se puede observar una mayor
distribucion de eventos localizados a la dere-
cha del eje x y en (D) se puede observar una
mayor distribucion de eventos localizados a
laizquierda del eje x, por lo cual representan
una variacion en las poblaciones antes y des-
pués del proceso de criopreservacion.

En la Figura 4 se presentan fotos de
espermatozoides analizados mediante
citometria de flujo. El espermatozoide que se
observa en la Figura 4A pertenece a la po-
blacion de eventos con alto potencial de mem-
brana mitocondrial, observada mediante el
sistema analizador de iméagenes del citometro
de flujo utilizando el canal Ch 1 en campo
claro. Se presenta con fluorecencia naranja
intensa ante la exposicion a los filtros para el
fluorocromo MitoTracker Deep Red del Ch
11 en campo oscuro y utilizando los canales
Ch 1y Ch 11 en campo claro y oscuro. En la
Figura 4B se presenta un espermatozoide que
pertenece a la poblacion de eventos con bajo
potencial de membrana mitocondrial, obser-
vada bajo el sistema analizador de imagenes
del citometro de flujo utilizando el Ch 1 en
campo claro, y observado ante la exposicion
a los filtros para el fluorocromo MitoTracker
Deep Red del canal Ch 11 en campo oscuro
y utilizando los canales Ch 1 y Ch 11 en cam-
po claro y oscuro.
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Figura 3. Histogramas de muestras de espermatozoides epididimarios de alpaca analizados
mediante el citometro de flujo. (A) Control de autofluorescencia, muestra de
espermatozoides analizados sin utilizar el fluorocromo MitoTracker Deep Red. (B)
Control negativo, se analiz6 espermatozoides inducidos a muerte celular, utilizando el
fluorocromo MitoTracker Deep Red. (C) y (D) representan muestras de
espermatozoides epididimarios frescos y descongelados, respectivamente, utilizando
el fluorocromo MitoTracker Deep Red

El analisis de correlacion de Pearson DISCUSION

entre los valores porcentuales obtenidos en-
tre motilidad y el porcentaje de alto PMM
(n=82 pares) indico6 una correlacion positiva
significativa (p<0.0001) con un valor de r =

Este trabajo es el primer reporte que
confirma que el PMM disminuye
significativamente durante el proceso de
0.6271 (Figura 5). criopreservacion en espermatozoides
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(A)

3030

=
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Figura4: Ejemplos de espermatozoides epididimarios de alpaca evaluados mediante el sistema
analizador de imagen del citometro de flujo. (A) Espermatozoide de alto potencial de
membrana mitocondrial (PMM). (B) Espermatozoide de bajo PMM

Figura 5. Correlacion entre el porcentaje de motilidad y alto potencial de membrana mitocondrial
(PMM) de espermatozoides epididimarios de alpaca
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epididimarios de alpacas analizados median-
te el citometro de flujo y utilizando el
fluorocromo MitoTracker Deep Red 633. El
PMM es la diferencia de voltaje a través de
la membrana mitocondrial, el cual es un com-
ponente importante de la fuerza proton-mo-
triz en las mitocondrias que se utiliza para
realizar la sintesis de ATP (Vojtiskova et al.,
2004).

Se encontraron valores cercanos al 50%
de alto PMM en muestras espermaticas fres-
cas, lo cual fue ligeramente inferior al descri-
to previamente por Santiani et al. (2016),
donde obtuvieron alrededor de 59% de alto
PMM, utilizando también el fluorocromo
MitoTracker Deep Red 633. En dicho traba-
jo también evaluaron espermatozoides utili-
zando el flurocromo CMXRos obteniendo
valores de 65% de alto PMM. Es posible que
el factor estacional haya influido en los resul-
tados, dado que el presente estudio se hizo
en los meses de verano (enero-mayo), mien-
tras que Santiani et al. (2016) trabajaron en
los meses de primavera (septiembre-enero),
considerando que Urquieta et a/. (1994) men-
ciona que los meses de mayor reproduccion
corresponden entre marzo y mayo. Por otro
lado Cheuqueman et al. (2013) evaluaron
muestras de eyaculado de alpaca utilizando
el fluorocromo JC-1 obteniendo un valor de
66% de alto PMM utilizando seis alpacas de
comprobada fertilidad, en tanto que en el pre-
sente estudio se utilizaron testiculos de alpacas
beneficiadas.

La calidad espermatica disminuyo
significativamente por el proceso de
criopreservacion, pues descendio a 35% de
alto PMM. Resultados similares obtuvieron
Santiani et al. (2015), encontrando un 25%
de alto PMM en espermatozoides epididi-
marios de alpaca, utilizando en este caso el
fluorocromo MitoTracker Red CMXRos. En
otras especies, Hallap et al. (2005) utilizando
también el fluorocromo MitoTracker Deep
Red encontraron 69% de alto PMM en
espermatozoides frescos de toros y alrededor
de 48% en espermatozoides descongelados.
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Con respecto a la motilidad, las mues-
tras de espermatozoides frescos obtuvieron
un valor de 46% y las muestras de
espermatozoides descongelados un valor de
24%. En el estudio de Valdivia ef al. (1999)
con muestras seminales de alpaca obtuvie-
ron también una variacion considerable en la
motilidad, siendo de 60-98% en muestras
frescas y de 15-20% luego del proceso de
congelacion-descongelacion. Asi mismo,
Santiani et al. (2005) utilizando muestras
seminales recolectadas por vagina artificial
obtuvieron motilidades de 72% en muestras
frescas y 20% en muestras descongeladas.
Cabe resaltar que en dicho estudio, se traba-
j6 con muestras de cuatro alpacas criadas
bajo buena alimentacion, lo cual puede expli-
car los mayores valores de motilidad respec-
to a los del presente estudio. Por otro lado,
los mejores valores de motilidad pos-descon-
gelacion entre ambos estudios se puede de-
ber a las técnicas de congelacion, ya que el
método automatico utilizado en el presente
trabajo minimiza el dafio celular durante la
criopreservacion. En diversos estudios se ha
demostrado la pérdida de motilidad por efec-
to de la criopreservacion (Aller ef al., 2003;
Piomboni et al.,2012).

Tal como indica O’Connell et al. (2003),
existe una relacion directa entre motilidad y
PMM. La correlacion de Pearson entre la
motilidad y el PMM en el presente trabajo
fue altamente significativa (p<0.0001).

CONCLUSIONES

e El potencial de membrana mitocondrial
(PMM) de las muestras espermaticas se
reduce por efecto del proceso de
criopreservacion.

e FEl PMM es un parametro de calidad

espermatica que tiene directa relacion
con la motilidad.
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