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Arch Med Vet 41, 131-138 (2009)

ARTICULO ORIGINAL

Evaluacion de la unién espermatozoide-ADN exdégeno en espermatozoides
porcinos eyaculados y epididimarios”

Evaluation of binding sperm-exogenous DNA in ejaculate and epididimary
porcine spermatozoa

FA Garcia-Vazquez?, A Gutiérrez-Adan®, J] Gadea?
“Departamento de Fisiologia, Facultad de Veterinaria, Universidad de Murcia, Murcia, Espaia.
"Departamento de Reproduccién Animal, INIA, Madrid, Espafia.

SUMMARY

Transgenic biotechnology is a powerful tool for the generation of genetically modified animals with applications in various fields such as veterinary,
agriculture and biomedicine. Sperm mediated gene transfer (SMGT) is an interesting tool for animal transgenesis consisting on the intrinsic ability of
the spermatic cells to bind and internalize exogenous DNA and allow their transfer into oocytes after fertilization, to become part of the genome of the
new embryo. The seminal plasma plays an important role acting as a natural barrier and protecting the spermatozoa from exogenous molecules that
could compromise their integrity. So, the epididymal spermatozoa are a valuable model to explore the possible effect of seminal plasma components.
The objective of this study was to evaluate the interaction among sperm and transgene using Epididymal (EP) vs Ejaculated (EJ) sperm without seminal
plasma. Linealized plasmid (GFP) (5.7 kb) labelled with fluorescein was added (1x10® spermatozoa/ml + 5p1g DNA/mI) and incubated at 16 °C. DNA
binding and viability were measured simultaneously by flow cytometry during 120 minutes of incubation. The results showed that EP spermatozoa present
a similar DNA-binding ability (12.63 + 1.23% vs 10.94 + 1.05%, P = 0.31) and viability throughout the incubation (14.64 + 0.94% vs 13.42 + 0.61%,
P = 0.23) than EJ. We only detected a greater percentage of living DNA-bound spermatozoa in EP compared to EJ (2.10 = 0.33% vs 1.05 = 0.14%,
P < 0.01). The DNA-binding was associated mainly to dead sperm or with low viability in both groups (EP: 10.53 + 1.01% vs EJ: 9.89 + 0.97%,
P =0.98). These results open new ways to explore and use epididymal spermatozoa in diverse applications (artificial insemination, in vitro fertilization
and ICSI) associated with SMGT method.

Palabras clave: espermatozoides, ADN exdgeno, transgénesis, porcino.
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INTRODUCCION

La produccién de organismos transgénicos ha sido el
mayor avance en el dmbito de la biologia en los dltimos
tiempos, siendo providencial en el estudio de mecanis-
mos genéticos de regulacion y desarrollo bioldgico. Se
han producido numerosas mejoras en la tecnologia de la
transgénesis desde su inicio all por el afio 1981 (Gordon
y Ruddle 1981), y son varios los sistemas de transferencia
de ADN que se realizan hoy en dia con una gran eficiencia
y con unos costos reducidos. Desde hace casi dos décadas
el uso de los espermatozoides como vectores de ADN
exégeno (Sperm Mediated Gene Transfer: SMGT) ha
centrado la atencién de numerosos investigadores en un
continuo debate sobre la transgénesis animal. En 1989 se
publicé un trabajo donde se demostraba la capacidad que
tenian los espermatozoides de transportar ADN ex6geno
y transferir estas moléculas mediante fecundacién dando
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lugar a animales modificados genéticamente (Lavitrano y
col 1989). Esto supuso un importante avance en el campo
de la transgénesis, de manera que la SMGT podria ser
considerada por su relativa sencillez y bajo costo como
la técnica de eleccidn para la produccién de animales de
granja modificados genéticamente y representaria una
poderosa herramienta para la investigacion en diversos
campos de la medicina. Usando esta técnica se ha obte-
nido un porcentaje que se encuentra entre el 5 y el 80 de
animales transgénicos del total de nacidos y la eficiencia
varia segun las especies de aplicacién. Por tanto, dicho
método mejora notablemente la eficiencia que se alcanza
cuando se emplea la microinyeccién pronuclear que se
encuentra entre 0,5-4% (Niemann y Kues 2003).

Sin embargo, las dificultades en la repetitividad y la baja
eficiencia en la integracion de los transgenes en el genoma
del animal resultaron en una considerable controversia sobre
dicho trabajo durante numerosos afios (Brinster y col 1989,
Birnstiel y Busslinger 1989). No obstante, recientemente
se han publicado numerosos estudios confirmando que los
espermatozoides de miiltiples especies pueden ser usados
como vectores para introducir transgenes dentro del genoma
del animal (Smith y Spadafora 2005). Entre los diferentes
animales donde se ha aplicado esta técnica se encuentran
el ratén (Lavitrano y col 1989, Hochi y col 1990, Bachiller
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y col 1991, Maione y col 1998, Sciamanna y col 2000,
Sato y col 2002), conejo (Brackett y col 1971, Kuznetsov
y Kuznetsov 1995, Wang y col 2001), cerdo (Sperandio
y col 1996, Gandolfi y col 1998, Lavitrano y col 2002,
Nagashima y col 2003), pollo (Fainsold y col 1990, Yang
y col 2004), rana (Xenopus laevis) (Kroll y Amaya 1996,
Jonak 2000), vacuno (Pérez y col 1991, Sperandio y
col 1996, Rieth y col 2000) y en algunas especies de peces
(Sin y col 2000, Venugopal y col 2004).

El ADN ex6geno interactiia con proteinas de 30-35 KDa,
las cuales estdn presentes en la superficie de las células
espermaticas (Lavitrano y col 1992, Zani y col 1995). No
obstante, los espermatozoides maduros tienen una protec-
cién natural para evitar la intrusién de ADN foraneo. El
plasma seminal antagoniza con la unién del ADN exdgeno,
ejerciendo una poderosa proteccién del espermatozoide. Un
factor inhibidor denominado IF-1 fue detectado tanto en el
plasma seminal como en la superficie del espermatozoide
(Zani y col 1995). En ausencia de IF-1, las proteinas de
unién son capaces de interaccionar con el ADN introdu-
ciéndolo en la célula espermatica (Lavitrano y col 1997).
Por lo tanto, este factor juega un papel importante actuando
como una barrera natural y protegiendo el espermatozoide
de intrusiones de moléculas exdgenas que pudieran com-
prometer la integridad del espermatozoide y la identidad
genética de la progenie (Spadafora 1998).

En este sentido, se han observado diferencias en
la eficiencia del transporte de los espermatozoides de
ADN exdgeno y la generacidn de animales transgénicos.
Asi, en cerdos se ha logrado una alta eficiencia con esta
técnica, obteniéndose, en algunos estudios, resultados
que muestran que mas del 80% de la descendencia eran
transgénicos (Lavitrano y col 2002), mientras que el éxito
fue mas limitado en la produccidon de cabras transgénicas
(Schellander y col 1995). Las causas de las diferencias
entre laboratorios y entre especies no estan todavia claras,
y, en consecuencia, la SMGT, aun siendo una técnica muy
prometedora, no ha sido del todo adoptada para la creacién
de animales transgénicos.

Los estudios en la especie porcina de SMGT se han
realizado mayoritariamente con semen eyaculado refrigerado
en las mismas condiciones que se hace en la produccién
porcina (Lavitrano y col 2002 y 2003) y en menor medida
con semen eyaculado congelado (Garcia-Vazquez 2007).
Sin embargo, el uso de espermatozoides epididimarios
porcinos no ha sido estudiado hasta el momento. Este
tipo de espermatozoide puede ser un buen modelo para el
estudio de la interaccién con el ADN, ya que no ha estado
en contacto con los componentes del plasma seminal que
modulan el proceso de unién espermatozoide-ADN. Por
tanto el objetivo principal de nuestro trabajo fue evaluar
y comparar el grado de unidn, viabilidad espermética y
cinética de unién entre el ADN exdgeno y espermatozoides
mediante el uso del citémetro de flujo en eyaculados a
los que se elimind el plasma seminal y espermatozoides
epididimarios.
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MATERIAL Y METODOS
ANIMALES

El semen utilizado de verracos de fertilidad probada
pertenecientes al centro de inseminacion artificial de la
granja “Lo Navarro” S.A. (Murcia, Espafia). Los ani-
males estuvieron alojados en habitdculos individuales
mantenidos a temperatura controlada (25 °C) y bajo
condiciones naturales de luz y humedad. Los programas
sanitarios y nutricionales, aplicados a los verracos, fueron
los utilizados sistematicamente en la granja.

MEDIO UTILIZADO PARA EL PROCESADO ESPERMATICO

El medio utilizado para la dilucién y lavado de los
espermatozoides fue el Swine Fertilisation Medium (SFM)
descrito previamente por Lavitrano y col (2002). Este
medio estd compuesto por glucosa (11,25 g/l), citrato
sodico (10 g/1), EDTA (4,7 g/l), acido citrico (3,25 g/l),
Trizma (6,5 g/1). Posteriormente fue suplementado con 6
mg/ml de Albimina Sérica Bovina (BSA) para inducir el
proceso de capacitacién temprano ya que segtin Lavitrano
y col (2003) es el momento 6ptimo donde se produce la
unién entre el espermatozoide y el ADN exégeno. El pH
final del medio fue ajustado a 6,8.

PLASMIDO EGFP

El plasmido EGFP, que hemos utilizado en este trabajo,
contiene el promotor temprano CMV (citomegalovirus)
humano y fue obtenido de Clontech (pEGFP-N1, 5.7 Kpb,
Clontech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA, EE.UU.). El
plasmido se hizo lineal mediante el uso de AflII. Finalmente
el plasmido lineal fue marcado con fluoresceina-12-dUTP
(Roche®, Alemania). La incorporacién del nucleétido
marcado en el ADN sintetizado disminuye su movilidad
electroforética con respecto al ADN no marcado (Gutiérrez-
Adan y Pintado 2000).

RECOGIDA DEL SEMENY PROCESADO DE ESPERMATOZOIDES

Espermatozoides eyaculados. La recogida de semen se
realiz6 mediante el método manual (King y Macpherson
1973). La primera fraccién del eyaculado (concentracién
baja de espermatozoides) fue eliminada, y la fraccién
rica en espermatozoides fue recogida en un termo estéril
precalentado a 37 °C (para evitar el choque térmico) y
filtrada mediante gasas estériles para descartar las secre-
ciones de la glandula de Cowper. Inmediatamente tras la
recoleccién del eyaculado, el semen fue diluido 1:1 en
medio SFM sin BSA, precalentado a 37 °C.

El semen fue preparado por el método descrito por
Lavitrano y col (2002). Tras la recogida de la fraccién
rica del eyaculado y la dilucién del semen 1:1 en medio
SFM sin BSA, fue trasladado al laboratorio en un termo



eléctrico a 37 °C. Una vez en el laboratorio, se diluyé de
nuevo en medio SFM (37 °C) en una proporcién de 1:10
(5 ml semen 1:1 + 45 ml medio) en tubos Falcon®, y se
centrifugd a 800 g durante 10 min a 25 °C.

Seguidamente, se elimind el sobrenadante y se re-
suspendié de nuevo en SFM (en este caso con BSA) a
25 °C, de nuevo se centrifugé a 800 g durante 10 min a
25 °C; se descart6 el sobrenadante y se afiadié 1 ml del
medio con BSA a 25 °C. Una vez acabado el procesado
de los espermatozoides se valoré la motilidad mediante la
observacién en microscopio de campo claro con objetivo
10X, depositando 10 pl de 1a muestra sobre un portaobjetos
precalentado en una placa térmica atemperada a 38 °C. Se
valoro el porcentaje de espermatozoides con movimiento
(0-100) y el tipo de movimiento rectilineo, progresivo y
rdpido en una escala de 0 a 5 (Gadea y col 1998). Para
su uso en los experimentos debia alcanzar una motilidad
superior al 65% y una motilidad progresiva no inferior a
2,5. Se calcul6 la concentracién final mediante un sistema
espectrofotométrico (SpermaCue®, Minitub). Finalmente,
se ajustd la concentracion de la suspensién espermatica
a 108 células espermdticas/ml, a los que se le afiadieron
5 pg del plasmido EGFP/ml (solucién stock del plasmido
EGFP 200 ng/ul).

Espermatozoides de epididimo. Los epididimos utilizados
procedian de verracos sanos sacrificados en matadero. El
transporte al laboratorio se realizé en un recipiente isotermo
en un plazo maximo de 1 h tras el sacrificio. Una vez en el
laboratorio, los testiculos y los epididimos fueron lavados
con solucioén salina atemperada procediéndose tras ello a la
diseccidn de la cola del epididimo. Posteriormente se lavo
el conducto con 2 ml de medio BTS (Bestwille Thawing
Solution) utilizando una aguja de 21 G acoplada a una
jeringuilla de 5 ml. Las muestras resultantes del lavado
fueron analizadas y solamente se utilizaron aquellas en las
que la poblacién espermdtica mantenia su integridad de
membrana en un nimero superior al 80%. La integridad
de membrana se valord incubando los espermatozoides
en una solucién que contenia 20 pl de la solucién stock
de diacetato de carboxifluoresceina (DCF) [0,46 mg/ml
DCEF en dimetil-sulféxido (DMSO)], a la cual se le afia-
dieron 20 pl de solucién de ioduro de propidio (IP) [IP
en solucidn salina fisiolgica (SSF) 500 pug/ml], 10 ul de
SS formolada, 100 pl de la muestra de semen y 900 ul
de SSF (Harrison y Vickers 1990). Esta suspension se
incubd a temperatura ambiente durante 10 min en un
lugar protegido de la luz. Pasado este tiempo se colocaron
10 pl de la solucién final en un portaobjetos y bajo un
cubreobjetos. Finalmente, se valoré mediante microscopia
de fluorescencia (Leica® modelo DMLS) con un filtro de
excitacion a 580 nm bajo objetivo de inmersién (100X).
Clasificamos los espermatozoides observados en dos
grupos: 1) Células con fluorescencia verde: Integridad
de membrana intacta; 2) Células con fluorescencia roja:
Integridad de membrana alterada.

ESPERMATOZOIDES, ADN EXOGENO, TRANSGENESIS, PORCINO

Los espermatozoides epididimarios fueron resuspendidos
en medio SFM vy centrifugados a 800 g durante 10 min
a 25 °C; posteriormente tras descartar el sobrenadante se
resuspendié en SFM pero en este caso con BSA, centrifu-
gando de nuevo en las mismas condiciones anteriormente
descritas. Se descart6 el sobrenadante y se afiadi6 1 ml de
SFM con BSA a 25 °C. Se calculé la concentracién final
mediante el sistema espectrofotométrico (SpermaCue®,
Minitub). Finalmente, se ajust6 la concentracién de la
suspensién espermtica a 103 células espermaticas/ml a los
que se le afladieron 5 pg del plasmido EGFP/ml (solucién
stock del plasmido EGFP 200 ng/ul).

EVALUACION DE LA UNION ESPERMATOZOIDE-ADN Y
VIABILIDAD ESPERMATICA MEDIANTE CITOMETRIA DE
FLUJO

El andlisis de la unién espermatozoide-ADN y viabilidad
espermadtica fue realizado mediante un citémetro Coulter
Epics XL (Beckman Coulter Inc., Miami, Florida. USA).
Los datos medidos por el citometro fueron analizados usando
el programa Expo32ADC (Beckman Coulter Inc.).

Inicialmente se hizo una seleccién primaria basada
en el tamafio y complejidad de la superficie celular para
excluir particulas contaminantes, aglutinaciones, células
somaticas, etc. De esta manera se seleccionaron sélo las
particulas con un tamaiio y complejidad de la superficie
compatible con las células espermaticas. La intensidad
de fluorescencia que presentaban los espermatozoides
fue analizada mediante el registro de fluorescencia verde
(FL1), recogido a través de un filtro de 525 nm, mientras
que el registro de fluorescencia roja (FL3) se realizé a
través de un filtro de 575 nm.

Para realizar diversos estudios de la unién al ADN y
simultdaneamente la evaluacién de la viabilidad celular
fue necesario el empleo de dos fluorocromos. Los esper-
matozoides fueron incubados con EGFP marcado con
fluoresceina y al mismo tiempo con ioduro de propidio
(9.6 ul IP de la solucién stock 500 pg/ml, por cada ml de
muestra), y posteriormente medidos en el citémetro de
la manera antes descrita. Al utilizar conjuntamente dos
fluorocromos es posible distinguir cuatro subpoblacio-
nes que describimos a continuacién: 1) Espermatozoides
vivos sin ADN unido (Ningtn signo de fluorescencia),
2) Espermatozoides vivos con ADN unido (Unicamente
fluorescencia verde), 3) Espermatozoides muertos con ADN
unido (Fluorescencia verde y roja), 4) Espermatozoides
muertos sin ADN unido (Fluorescencia roja).

DISENO EXPERIMENTAL

Para esta experiencia se utilizaron espermatozoides
epididimarios y espermatozoides eyaculados sin plasma
seminal. Los espermatozoides de ambos grupos fueron
coincubados con el transgén EGFP (5 ug de ADN
ex6geno/ml) marcado con fluoresceina en la relacién
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108 células espermdticas/ml, y mantenidos a 16 ° C
durante la incubacién y el andlisis. A su vez, se valord
la viabilidad espermdtica mediante la tincién con IP. Se
analizaron, mediante el citémetro de flujo, 10.000 células
espermadticas por grupo y tres mediciones por muestra
a lo largo del tiempo de incubacién (0, 15, 30, 60, 90
y 120 min), a una velocidad de 500 células/segundo.
Para cada medicién se tomaron 100 pl de muestra a
los que se le afiadieron 3 ml de PBS (Phosphate Buffer
Saline). Se realiz6 un total de tres replicados para esta
experiencia.

ANALISIS ESTADISTICO

Se muestran los valores medios y el error estdndar de la
media de los pardmetros estudiados. Se realiz un estudio
de ANOVA considerando como efectos fijos el tipo de
espermatozoide empleado (eyaculado vs epididimario) y
el tiempo de incubacion (0, 15, 30, 60, 90 y 120 min). Se
consideraron diferencias significativas cuando P < 0,05.
Se utiliz6 el programa Systat v11 (Systat Software Inc.,
2004, Richmond, CA 94804, USA).

RESULTADOS

Cuando analizamos la cinética de la unién del ADN
a los espermatozoides (cuadro 1 y figura 1) observamos
que tanto para espermatozoides eyaculados como epidi-
dimarios el mayor porcentaje de unién con el transgén
(referida la unién del ADN tanto a espermatozoides

vivos como muertos) ocurre en los primeros 15 min de
coincubacién (Eyaculado: 13,07 + 1,42% vs Epididimo:
15,53 +3,24%; P = 0,43), a partir del cual la unién se man-
tiene mas o menos constante hasta los 120 min (Eyaculado:
13,17 +0,27% vs Epididimario: 13,20 +£2,15%; P =0,85),
manteniendo un patrén de unién similar para ambos
grupos. Del mismo modo, la unién del ADN a células
viables se produce de manera rdapida en ambos tipos de
espermatozoides, aunque durante los primeros 30 min de
incubacidn el porcentaje de unién es significativamente
superior en los espermatozoides epididimarios (en los
primeros 15 min de incubacién: Eyaculado: 1,70 + 0,39%
vs Epididimario: 4,35 + 1,65%, P = 0,09; a los 30 min de
incubacién: Eyaculado: 1,38 + 0,27% vs. Epididimario:
3,03 +0,42%, P <0,01), llegando a los 120 min con unos
porcentajes de union similares en ambos grupos (Eyaculado:
1,43 = 0,09% vs Epididimario: 1,32 + 0,43%, P = 0,85)
(cuadro 1y figura 2).

En el cuadro 2 se representan los valores medios tenien-
do en cuenta las mediciones realizadas en los diferentes
tiempos de incubacidn (es decir, la media de los valores
medidos a los 0, 15, 30, 60, 90 y 120 min). Los esperma-
tozoides epididimarios presentan una capacidad similar a
los eyaculados y centrifugados tanto en el grado de unién
al ADN (12,63 +1,23% vs 10,94 +1,05%, P =0,31) como
en la viabilidad espermatica (espermatozoides no viables
14,64 + 0,94% vs 13,42 + 0,61%, P = 0,23) a lo largo
del tiempo de incubacién (cuadro 2). La mayor parte de
dicha unién tiene lugar en los espermatozoides no viables
para ambos tipos de espermatozoides (10,53 + 1,01% vs

Cuadro 1. Datos de % de unién (unién total, unién a espermatozoides muertos y unién a espermatozoides vivos) y viabilidad a lo largo
de 120 min de incubacién (0, 15, 30, 60, 90, 120 min) para espermatozoides epididimarios y eyaculados sin plasma seminal.

Values for DNA binding % (total binding, binding to live and dead spermatozoa) and viability of epididymal and ejaculated spermatozoa
measured at different times (0, 15, 30, 60, 90, 120 min) during 120 min of incubation.

Tipo Tiempo
espermatozoide (min) P

0 15 30 60 90 120
% Espz Eyaculado 8,90+1,32% 14,08+1,50 14,22+1,46" 12,28+0,45> 1593 +1,03° 13,43+0,27° P=0,02
muertos Epididimario 9,38 £1,76 16,60+297 16,10+1,47 1594+296 14,83+221 13,98+2,08 P=0,35

P 0,84 0,43 0,38 0,26 0,66 0,85
» Eyaculado 0? 13,07+1,42° 13,10+ 1,46 11,94+0,62" 15,65+1,07° 13,17+0,27° P<0.01

% Union total e :

Epididimario 02 15,53 £3,24° 15,03+ 1,42% 14,90+2,87> 14,35+1,94* 13,20+2,15> P<0.01

P - 0,45 0,36 0,34 0,57 0,99
% Uni6n espz Eyaculado 0? 11,37+1,56° 11,72 +1,31> 11,04+0,52" 14,58 £1,02" 11,73+0,19° P<0.01
muertos Epididimario 02 11,18 +1,86° 12,00+ 1,29* 13,08+2,41> 12,42+1,78> 11,88+1,76> P<0.01

P - 0,94 0,88 0,43 0,32 0,95
% Uni6n espz Eyaculado 02 1,70 £ 0,39 1,38 £0,27°" 0,90 £0,24° 1,07 £ 0,08°" 1,43 £0,09° P<0.01
vivos Epididimario 02 4,35+1,65° 3,03+042°" 1,82+048° 1,93+031"" 1,32+0,43> P<0.01

P - 0,09 0,01 0,12 0,02 0,85

ok

En la misma columna indican diferencias significativas (P < 0,05) entre tipo de espermatozoides (eyaculados y epididimarios).

a5 En la misma fila indican diferencias significativas (P < 0,05) asociados al tiempo de incubacién (0, 15, 30, 60, 90 y 120 min).
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Figura 1. Cinética de unién entre el ADN exdgeno y los es-
permatozoides eyaculados y epididimarios (unioén total, tanto
a espermatozoides muertos como vivos) medidos a diferentes
tiempos a lo largo de 120 min de incubacién, evaluados mediante
el citémetro de flujo. Observamos que para ambos grupos en los
primeros 15 min de incubacién se produce el mayor porcentaje
de unién.

Binding kinetic between spermatozoa (ejaculated vs
epididymal) and exogenous DNA (total binding: sperm alive and dead)
throughout 120 min of incubation evaluated by flow cytometry. Results
showed that the main DNA binding to sperm was achieved as soon as
15 min of incubation in both groups.

ESPERMATOZOIDES, ADN EXOGENO, TRANSGENESIS, PORCINO
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Figura 2. Cinética de unién entre el ADN exdgeno y los esper-
matozoides viables de origen eyaculado y epididimario medidos a
diferentes tiempos a lo largo de 120 min de incubacién evaluados
mediante el citométro de flujo. Observamos que en los primeros
30 min de incubacion la unién a células vivas es mayor en los
espermatozoides epididimarios.

Binding kinetic between alive spermatozoa (ejaculated
vs epididymal) and exogenous DNA throughout 120 min of incu-
bation evaluated by flow cytometry. Results showed that in the first
30 min of incubation the binding was higher in epididymal sperm
than ejaculated.

Cuadro 2. Datos medios de unién (entre espermatozoides y ADN exdgeno) y viabilidad a lo largo de 120 min de incubacién (datos
medios incluyendo las medidas en los diferentes tiempos de incubacion: 0, 15, 30, 60, 90 y 120 min) para espermatozoides epididimarios

y eyaculados sin plasma seminal.

Mean values (at different times of incubation: 0, 15, 30, 60, 90 and 120 min) for DNA binding and viability of epididymal and ejaculated

spermatozoa cultured for 120 min.

Tipo espermatozoides % Espz muertos

% Union Total

% Unién Espz muertos % Unién Espz vivos

Epididimario 14,64 + 0,94 12,63 +1,23 10,53 + 1,01 2,10 £0,33*
Eyaculado 13,42 0,61 10,94 = 1,05 9,89 + 0,97 1,05 £0,14°
P 0,23 0,98 < 0,01

ab En ]a misma columna indican diferencias significativas (P < 0,05)

9,89 £ 0,97%, P = 0,98). Sin embargo, detectamos un
mayor porcentaje de células vivas con unién al ADN en
los espermatozoides de origen epididimario (2,10 + 0,33%
vs 1,05 £ 0,14%, P < 0,01) que en los eyaculados. Esto
supone que mientras en los espermatozoides unidos a
ADN el 9,97 £ 1,10% de ellos son viables, en el caso de
los epididimarios aumenta significativamente (P < 0,01)
hasta el 15,43 + 1,71% (cuadro 2 y figura 2).

En relacién a la viabilidad espermadtica, evaluada con
ioduro de propidio, y medida mediante el citémetro de
flujo, observamos que para ambos casos (espermatozoi-
des eyaculados y epididimarios) el porcentaje de células
muertas es similar en los diferentes tiempos de incubacidn,

siendo el porcentaje de células no viables mds bajo al inicio
de la medicion (tiempo 0) (Eyaculado: 8,90 + 1,32% vs
Epididimario: 9,38 + 1,76%) (cuadro 1 y figura 3).

DISCUSION

Desde que se redescubrié la SMGT hasta nuestros
dias se han publicado numerosos trabajos en relacién a
esta técnica de transgénesis, que demuestran el éxito en
numerosas especies (Spadafora 1998, Smith y Spadafora
2005).

Si las células espermaticas pueden actuar como vec-
tores de secuencias génicas exdgenas, significa que el
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Figura 3. Espermatozoides no viables (tefiidos con ioduro de
propidio) de origen eyaculado y epididimario medidos mediante
citometria de flujo en diferentes tiempos de incubacion (0, 15,
30, 60, 90 y 120 min).

Ejaculated and epididymal dead spermatozoa (stained by
propidium iodide) measured by flow cytometry throughout at different
incubation times 0, 15, 30, 60, 90 y 120 min).

genoma de animales reproducidos sexualmente puede
estar expuesto a la influencia de los genes foraneos que
pueden transportarse unidos a los espermatozoides, con
importantes implicaciones en los procesos evolutivos.
De aqui procede el escepticismo generado por el método
SMGT debido al caos evolutivo que supondria que las
células espermaticas fueran capaces de actuar como vec-
tores de ADN exdgeno.

Dado que en los tractos reproductivos se puede en-
contrar ADN procedente de diversas células (bacterias,
etc.), material subcelular y virus que pueden contener
moléculas de ADN libre (originarias de la muerte celular
natural), es por tanto razonable pensar que las células es-
permaticas son altamente resistentes a la hora de capturar
dichas moléculas. Debido a las numerosas publicaciones
relacionadas con la SMGT y el hecho de que ningtin caos
evolutivo al respecto se ha producido, cabe pensar que la
naturaleza posee formidables barreras que eviten que el
espermatozoide sea capaz de transferir ADN ex6geno al
nuevo embrién, aunque estas barreras no son absolutas ni
infranqueables, debido a los resultados obtenidos con esta
técnica. Entre las barreras que antagonizan la captacion
y el transporte del ADN exégeno podrian encontrarse la
actividad enzimadtica en los espermatozoides, ademads de
que el plasma seminal (PS) o componentes presentes en el
mismo inhiban el proceso de unién. Los espermatozoides
estdn sujetos a la interaccion con las proteinas proceden-
tes del epididimo y del PS. Estas proteinas tienen como
funcion estabilizar las membranas espermadticas frente a
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una prematura capacitacion y una reaccion acrosémica es-
pontdnea (Vadnais y Roberts 2006). Por lo tanto, el plasma
seminal podria jugar un papel importante actuando como
una barrera natural y protegiendo a los espermatozoides
de intrusiones de moléculas exdgenas que pudieran com-
prometer la integridad del espermatozoide y la identidad
genética de la progenie. Indudablemente la membrana
plasmatica de los espermatozoides es uno de los obstaculos
que previene la incorporacién de ADN exdgeno.

En los resultados obtenidos en nuestra investigacién
los espermatozoides epididimarios presentan una capaci-
dad de unioén similar que los eyaculados (a los que se ha
eliminado el plasma seminal) tanto en el grado de unién
al ADN como en la viabilidad a lo largo de la incubacién.
Unicamente detectamos un mayor porcentaje de unién
del ADN a las c€lulas vivas en el grupo epididimario
que es detectado por la alta sensibilidad y repetitividad
que aporta la citometria de flujo (Gillan y col 2005). Sin
embargo, entendemos que esa diferencia estadistica (de
un 1 a un 2%) aun teniendo un escaso valor bioldgico
podria ser objeto de un estudio mas profundo que permi-
tiera comprender el proceso de unién e interaccion de la
célula espermdtica y el ADN exdgeno. La diferencia en
el porcentaje de unién en espermatozoides vivos puede
estar relacionada con diferentes patrones de capacitacion
que presentan los espermatozoides epididimarios (Matds
y col 2007), habiendo autores que opinan que los esper-
matozoides procedentes de epididimo se capacitan mas
facilmente que los eyaculados (Yanagimachi 1994), por
lo que segun establecen Lavitrano y col (2003), que la
unién se produce principalmente en estadios tempranos
de capacitacion, podria ser ésta una de las causas por las
cuales los espermatozoides epididimarios se unen al ADN
exdgeno en los primeros minutos de incubacién en un mayor
porcentaje que los espermatozoides eyaculados.

Antes de la incubacién con el plasmido EGFP el
semen se centrifuga dos veces para eliminar el plasma
seminal que inhibe la unién, por lo que una pérdida de la
motilidad (Kang y col 2008) y por tanto de la viabilidad
puede ser debida al efecto de la centrifugacién. También
se sugiere que los espermatozoides maduros contienen
nucleasas inducidas por la interiorizacién del ADN ex6-
geno que pueden dar lugar a la degradacién del ADN
cromosdémico del espermatozoide y del ADN exdgeno
que ha sido unido (Maione y col 1997, Spadafora 1998,
Szczygiel y col 2003). Ademds, el plasma seminal es la
mayor fuente de proteccién contra agentes oxidativos
del espermatozoide y la eliminacién por tanto del plasma
seminal aumenta la produccién de agentes reactivos de
oxigeno, resultando en un aumento en el dafio del ADN
y por tanto una disminucién en la viabilidad espermética
(Aitken y col 1988).

En cualquier caso, el hecho de poder obtener una efi-
ciencia similar al utilizar los espermatozoides epididimarios
que los eyaculados tras el tratamiento de eliminacién del
plasma seminal en la capacidad de interaccién con el ADN



pone de manifiesto que el proceso de eliminacién de pro-
teinas del plasma es efectivo. Ademds, podriamos utilizar
en un futuro este tipo de espermatozoides epididimarios y
congelarlos, y asi poder usar el mismo macho en diversas
experiencias sin que la variabilidad del verraco afecte a la
repetitividad de los resultados (Rath y col 1997).

Por otro lado, en nuestras investigaciones se confirma
el hecho de que la mayor parte de la unién de las moléculas
de ADN y espermatozoides se produce en células muertas
o con alteraciones graves de la membrana. La hipdtesis mas
verosimil que explique este hecho es que la alteracion o
fractura de la membrana espermatica favorezca la interac-
cion con el ADN y permita fijarse a la region perinuclear.
Pero también es posible que la unién al ADN induzca la
alteracion y muerte del espermatozoide por la activacion
de las endonucleasas. Cuando las nucleasas son activadas
por la presencia del ADN exdgeno, catalizan la degradacién
localizada del ADN cromosémico del espermatozoide.
La degradacién del ADN y la modulacién de la actividad
de las nucleasas nos recuerdan a la apoptosis asociada al
ADN descrita en las células somaticas (Spadafora 1998)
y consecuentemente llevan a la muerte celular (Maione
y col 1997). La apoptosis de la célula espermédtica podria
ser, por tanto, un mecanismo natural para prevenir la
transmisién de ADN exdgeno a la siguiente generacion
(Anzar y Buhr 2006).

Es la primera referencia desde nuestro conocimiento
donde se evalda la capacidad de unién de ADN ex6geno
a espermatozoides epididimarios mediante citometria de
flujo, siendo una técnica que nos permite evaluar un gran
numero de células en un corto periodo de tiempo de una
manera muy precisa y eficaz.

Con este estudio hemos demostrado que los esperma-
tozoides libres de plasma seminal (tanto epididimarios
como eyaculados) son capaces de interaccionar con el
ADN exdgeno, y por tanto se podria utilizar la técnica de
SMGT combinada con técnicas de reproduccién asistida
como la ICSI con el fin de obtener embriones y lechones
transgénicos (Garcia-Vazquez 2007) como alternativa a
la microinyeccién pronuclear, ya que la frecuencia de
produccion de animales transgénicos mediante SMGT
se encuentra alrededor de 50-60%, contrastando con la
eficiencia de 0,5-4% usando la microinyeccién (Niemann
y Kues 2000), y produciendo un menor nimero de descen-
dientes (entre 2 y 3) en comparacién con la SMGT (entre
6y 14). Sin embargo, se requiere investigar mis sobre esta
técnica para comprender el transporte del ADN ex6geno
en los espermatozoides en el tracto reproductivo in vivo,
y habilidad para participar en el proceso de fecundacién y
como el ADN exd6geno se introduce en los ovocitos.

RESUMEN

La transgénesis es una potente herramienta biotecnoldgica para la
generacion de animales modificados genéticamente con aplicaciones en
diversas dreas como veterinaria, biomedicina y agricultura. En 1989 se

ESPERMATOZOIDES, ADN EXOGENO, TRANSGENESIS, PORCINO

describe un nuevo método para la produccién de animales transgénicos,
la transgénesis mediada por espermatozoides (SMGT). Este método estd
basado en la habilidad intrinseca de las células espermdticas para unir
ADN exdgeno y permitir su transferencia al interior de los ovocitos.
El objetivo de este estudio fue comparar la capacidad de transferencia
de ADN exdgeno que presenta el espermatozoide eyaculado libre de
plasma seminal vs epididimario, asi como la viabilidad y cinética de
unién mediante la citometria de flujo. Los resultados que obtuvimos
mostraron que los espermatozoides epididimarios presentan una capacidad
similar a los eyaculados y centrifugados tanto en el grado de unién al
ADN (12,63 +1,23% vs 10,94 + 1,05%, P =0,31) como en la viabilidad
(espermatozoides no viables 14,64 +0,94% vs 13,42+ 0,61%,P=0,23) a
lo largo del tiempo de incubacion. La mayor parte de dicha union tiene lugar
en los espermatozoides no viables para ambos tipos de espermatozoides
(10,53 = 1,01% vs 9,89 + 0,97%, P = 0,98). En relacion a la cinética
de unién, observamos que para ambos grupos experimentales el mayor
porcentaje de unién con el transgén ocurre en los primeros 15 minutos
de coincubacion, a partir del cual la unién se mantiene mas o menos
constante hasta los 120 minutos. Con este estudio hemos demostrado que
tanto espermatozoides epididimarios como eyaculados son capaces de
interactuar con el ADN exégeno, por lo que se podria utilizar la SMGT
combinada con técnicas de reproduccién asistida como la ICSI para la
obtencion de embriones y lechones transgénicos.
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