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INTRODUCCION

la integridad de las membranas plasmética y acrosomal es de gran
importancia para la funcionalidad de los espermatozoides. En la actualidad
existen varias pruebas para evaluar la integridad y/o funcionalidad de la
membrana plasmdtica, entre ellas las tinciones vitales con fluorocromos
(como por ejemplo la tincién con Diacetato de 6-carboxifluoresceina e
loduro de Propidio) y la prueba de endésmosis o HOS test, ambas
utilizadas de rutina en laboratorios de investigacién para evaluar semen de
llama (Giuliano efa/, 2008; Carretero efal., 2012; Casaretto efal., 2012).
En el semen de camélidos sudamericanos no se puede evaluar el acrosoma
mediante microscopia de contraste de fase, ya que no se distingue como
en ofras especies. Por lo tanto diversas técnicas se han utilizado para poder
evaluarlo utilizando tanto microscopia de campo claro como microscopia
de fluorescencia.

INTRODUCTION

The plasma and acrosomal membrane integrity is very
important for sperm function. There are currently several
tests fo evaluate plasma membrane integrity and/or
funtionality, including the vital staining with fluorochromes
(such as for example: the stain with 6-carboxyfluorescein
diacetate (6 CFDA) and propidium iodide (Pl) and
endosmosis test or hypo-osmotic swelling (HOS) test,
weapons routinely used in research laboratories to
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evaluate Llama semen (Giuliano ef o/, 2008; Carretero ef
al,, 2012; Casaretto ef al,, 2012).

In South American camelids semen cannot evaluate the
acrosome by phase contrast microscopy same manner in
other species. Hence, need assessment techniques use
bright field microscopy or fluorescence microscopy.
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Evaluacién del acrosoma del espermatozoide de llama
mediante microscopia de campo claro

En espermatozoides de llama se ha evaluado la presencia
y/ o ausencia del capuchén acrosomal utilizando la tincién
con Coomassie Blue (CB) (Giuliano ef a/, 2012; Fumuso
et al, 2014; Carretero et al, 2015). Esta técnica fue
utilizada para evaluar el estado acrosomal en muestras de
semen fresco, semen incubado con colagenasa, semen
refrigerado y semen congelado/descongelado (figura 1).
Los resultados indican que los frotis se pueden fijar,
conservar a 4 °C por un periodo de 7 dias y finalmente
tefiir en el momento de la evaluacién. Otra alternativa,
puede ser tefiir los frotis el mismo dia de la extraccién,
conservarlos a temperatura ambiente y observarlos al
siguiente dia. los resultados obtenidos simplifican la
técnica original de CB y permiten la evaluacién simultanea
de varias caracteristicas seminales al poder evaluar el
estado del acrosoma en un dia diferente al dia de la
extraccién de la muestra. Esta técnica es sencilla,
econémica y se evalia mediante microscopia de campo
claro; sin embargo, no permite evaluar la viabilidad

espermdtica. Una tincién de campo claro que permite
determinar el estado acrosomal y la viabilidad
espermdtica simultdneamente es la Triple Tincion (TT: Azul
Tripdn, Rojo Neutro y Giemsa).

En camélidos sudamericanos se han podido identificar
cuatro patrones utilizando la TT (figura 2): 1-
espermatozoides vivos con acrosoma presente (regién post
acrosomal celeste o azul claro y acrosoma porpura); 2-
espermatozoides vivos con acrosoma dafiado o suelto
(region post acrosomal celeste o azul claro y acrosoma
lavanda claro u oscuro); 3- espermatozoides muertos con
acrosoma presente (regién post acrosomal azul oscuro y
acrosoma purpura); 4- espermatozoides muertos con
acrosoma dafiado o suelto (regidon post acrosomal azul
oscuro y acrosoma violeta claro u oscuro) (Fumuso ef o/,
2015). También, Fumuso ef a/ (2015) observaron una
correlacién  positiva  entre el  porcentaje  de
espermatozoides con acrosoma presente evaluado a
través de CB y el porcentaje de espermatozoides vivos con
acrosoma intacto evaluados mediante TT, lo que estaria
indicando que la mayoria de los espermatozoides con
acrosoma presente evaluados mediante CB podrian estar
vivos.

Figura 1. Espermatozoides de Llama

tefiidos  con

Figura 2. Espermatozoides de llama tefiidos con triple tincion: A)
Coomassie  Blue: A) Espermatozoide vivo con acrosoma presente (regién post acrosomal celeste

Espermatozoides con acrosoma presente o azul claro y acrosoma purpura), B) Espermatozoide muerto con acrosom
y B) Espermatozoides con acrosoma presente (regién post arosomal azul oscuro y acrosoma porpura) y C)

ausente

Espermatozoides muertos con acrosoma dafiado o suelto (regién post

acrosomal azul oscuro y acrosoma violeta claro u oscuro).

Evaluacién del acrosoma del espermatozoide de llama
mediante microscopia de fluorescencia

Dentro de las técnicas que utilizan microscopio de
fluorescencia para evaluar la reaccién acrosomal (RA) se
han utilizado una variedad de lectinas que se unen a
glicoconjugados de la membrana acrosomal externa o de
la matriz acrosomal (humano: Mortimer ef al., 1987; Oy,
1994; ratén: Tao ef al, 1993; cerdo: Vézquez ef af,
1993 y toro: Cross y Waston, 1994). Mortimer ef dl.
(1987) observaron que el sitio especifico de unién de la
aglutinina  del mani  (Peanut agglutinin, PNA) en
espermatozoides humanos era la membrana acrosomal
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externa. Cheng et al. (1996) utilizaron Isotiocianato de
Fluoresceina  (Fluoresecein isothiocyanate,  FITC)
conjugado con Arachis hypogaea agglutinin (FITC-peanut
agglutinin;  FITC-PNA) para evaluar la RA en
espermatozoides equinos y comprobaron por microscopia
electrénica que el FITCPNA se unia a la membrana
acrosomal externa. los patrones descriptos fueron:
acrosoma intacto, acrosoma reaccionando y acrosoma
reaccionado.

Se han redlizado estudios que evaluaron, mediante
microscopia de fluorescencia, el estado acrosomal de
espermatozoides de alpaca utilizando FITC-PNA en
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espermatozoides de epididimo y de semen fresco (Morton
et al, 2010; Kershaw-Young y Maxwell, 2011). No
obstante, en estos ensayos no se incluyeron fluorocromos
que permitan diferenciar la poblacién de espermatozoides
reaccionados vivos de los muertos. Mdas tarde,
Cheuquemén ef a/. (2013) evaluaron mediante citometria
de flujo el estado acrosomal de espermatozoides de
alpaca. Estos autores utilizaron FITC-PSA (FITC- Pisum
sativum agglutinin) junto con un fluorocromo, el ioduro de
propidio (IP), logrando identificar diferentes poblaciones
celulares  (espermatozoides viables con membrana
acrosomal intacta, viables con membrana acrosomal
dafiada, muertos con membrana acrosomal intacta y
espermatozoides muerfos con membrana acrosomal

dafiada).

Recientemente, Carretero ef al. (2015) utilizaron FITC-PNA
junto al IP para poder identificar el estado acrosomal y la
viabilidad en espermatozoides de llama mediante
microscopia de fluorescencia. En este estudio, se
determinaron seis patrones utilizando FITC-PNA/IP (figura
3): 1- espermatozoides vivos con acrosoma intacto
(ausencia de fluorescencia en cabeza y en el capuchén
acrosomal), 2- espermatozoides vivos con acrosoma
reaccionando (ausencia de fluorescencia en cabeza y una
fluorescencia verde intensa en el capuchén acrosomal), 3-
espermatozoides vivos con acrosoma reaccionado

(ausencia de fluorescencia en cabeza y una fluorescencia
verde en forma de media luna o puntillado en el acrosoma
o una fluorescencia verde a nivel del segmento ecuatorial),
4- espermatozoides muertos con acrosoma intacto
(fluorescencia roja en la cabeza y ausencia de
fluorescencia  en el capuchén  acrosomal), 5-
espermatozoides muertos con acrosoma reaccionando
(fluorescencia roja en la cabeza y una fluorescencia verde
intensa en el capuchén acrosomal) y 6- espermatozoides
muerfos con acrosoma reaccionado (fluorescencia roja en
la cabeza y una fluorescencia verde en forma de media
luna o puntillado en el acrosoma o una fluorescencia verde
a nivel del segmento ecuatorial). También Carretero ef a/.
(2015) observaron una correlacién positiva entre el
porcentaje de acrosomas intactos evaluados con FITC-
PNA/IP (espermatozoides vivos + muertos) y el porcentaje
de acrosomas presentes evaluados por CB (r = 0.64; P =

0.000).

Muchos autores prefieren utilizar PNA debido a que
presenta menor cantidad de sitios inespecificos de unién
al espermatozoide comparado con la PSA (Graham,
2001). Ademés, la PNA es la lectina de eleccién cuando
se evalian espermatozoides diluidos en medios que
contienen yema de huevo debido a que la PSA presenta
afinidad a sitios no especificos de la yema de huevo

(Thomas ef al,, 1997).

Figura 3. Patrones de espermatozoides de llama observados con la técnica de FITC-PNA/IP. i) Espermatozoides vivos
con acrosomas intactos (sin fluorescencia en cabeza ni capuchén acrosomal), ii) Espermatozoide vivo con acrosoma
reaccionando (sin fluorescencia en cabeza, fluorescencia verde intensa en capuchén acrosomal), iii) Espermatozoide vivo
con acrosoma reaccionado (sin fluorescencia en cabeza, fluorescencia verde en capucén acrosomal en forma de
puntillado o media luna, o fluorescencia verde en segmento ecuatorial), iv)Espermatozoide muerto con acrosoma
reaccionando (fluorescencia roja en la cabeza, y fluorescencia verde intensa en capuchén acrosomal) y vi)
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Espermatozoide muerto con acrosoma reaccionado (fluorescencia roja en cabeza, fluorescencia verde en capuchén
acrosomal en forma de puntillado o media luna, o florescencia verde en segmento ecuatorial).

Induccién de reaccién acrosomal (RA)

Por ofra parte, la evaluacién de la habilidad del
espermatozoide para llevar a cabo la RA es una
herramienta til para detectar defectos en la capacidad
fecundante de los espermatozoides. La induccién artificial
de la RA se ha realizado en varias especies mediante
estimulos farmacolégicos y fisiolégicos, e incluso se ha
inducido la remocién del contenido acrosomal mediante
sonicacién (Yu et al, 2006). Dentro de los estimulos
farmacolégicos, uno de los mas utilizados ha sido el
ionéforo de calcio, tanto en el cobayo (Green, 1978)
como en el bovino (Pereira ef al, 2000) caprino (Pereira
et al, 2000), equino (Cheng ef al, 1996) y en el hombre
(Cardona-Maya et af, 2006). También se ha utilizado
como inductor de la RA, la incubacién con diferentes
compuestos lipidicos: fosfatidilcoling, lisofosfatildilcoling,
lisofosfatildiletanolamina y lisofosfatildilinositol (Fleming y
Yanagimachi, 1981; Graham et af, 1986). Entre los
estimulos fisiolégicos de la RA, la incubacién con liquido
folicular ha sido el més utilizado en diferentes especies

(Yanagimachi 1969; Iwamatsu y Chang, 1969).

Aparentemente la progesterona presente en el liquido
folicular seria responsable de inducir la RA en la especie
equina y humana (Cheng ef al,, 1998; Schuffner ef af,
2002). En diferentes especies, utilizando el agregado de
esta hormona en los medios de capacitacién, lograron
inducir la RA en forma similar a la fisiolégica (equino:
Cheng et al, 1998; caprino: Somanath et al, 2000;
humano: Schuffner ef o/, 2002 y porcino: Wu ef df,
2006). Segun Birch et a/, (2009) la aptitud del acrosoma
para reaccionar depende del estado fisiolégico del
espermatozoide. En condiciones in vivo sélo los
espermatozoides capacitados pueden llevar a cabo la RA
(Yanagimachi, 1994). Estudios de induccién de RA in vitro
demostraron que este proceso depende de la presencia de
calcio y de su concentracién, mas que de la presencia de
agentes capacitantes (Birch ef a/, 2009). En un trabajo
realizado en nuestro laboratorio, no se observaron
diferencias significativas en el porcentaje de blastocistos
de llama obtenidos por fecundacién in vitro (FIV) entre el
semen incubado con seroalbumina bovina (BSA) y el
semen incubado con BSA maés el agregado de ofros
agentes capacitantes (heparina, penicilamina,
hipotaurina; Conde ef a/, 2008).

Posteriormente se confirmé que los agentes capacitantes
no serian esenciales para producir embriones mediante
FIV (Trasorras et al, 2012). Sin embargo, en estos
trabajos los ovocitos fueron obtenidos mediante
laparoscopia por el flanco posterior a la aplicacién de una
inyeccién de buserelina con el objetivo de producir una
maduracién /n vivo de los ovocitos, brindando condiciones
éptimas para la fecundacién. En espermatozoides de
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llama se han utilizado tanto inductores fisiolégicos como
farmacolégicos para inducir la RA (Carretero et al,
2015). Los resultados de este estudio mostraron que el
ionéforo de calcio (A23187) fue el agente més potente
para inducir la RA (67.2 £ 14.4% de espermatozoides
vivos + muerfos con acrosomas reaccionados), sin
embargo afectaron negativamente la movilidad y la
viabilidad espermaticas. Mientras que la ionomicina y la
progesterona presentaron menores efectos adversos en la
movilidad y viabilidad pero indujeron menor RA.

CONCILUSIONES

El andlisis de moltiples caracteristicas seminales es
esencial para evaluar el posible dafio que pudieran causar
sobre los espermatozoides los diferentes procesos in vitro
a los que son sometidos (seleccion espermdtica, FIV,
criopreservacién de semen, etc.). La evaluacién de la
integridad acrosémica provee informacién adicional sobre
las funciones espermdticas, complementarias a la
evaluacién seminal de rutina, contribuyendo a un andlisis
més completo de los eyaculados con el objetivo Gltimo de
mejorar las técnicas de reproduccion asistida utilizadas en
la especie. Ademds, los avances y mejoras obtenidos en
las biotecnologias reproductivas aplicadas a la llama
podrian extrapolarse al resto de los CSA, principalmente
a las especies silvestres como el guanaco y la vicufa.
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