Asociacién Peruana de
Reproduccién Animal

PR

SPERMOVA

Spermova. 2014, 4(1): 50 - 53

Articulo corto:

COMPARACION DE METODOS DE LAVADO Y TIEMPOS DE
CONSERVACION DE LOS FROTIS PARA EVALUAR EL ACROSOMA EN
ESPERMATOZOIDES DE LLAMA MEDIANTE LA TINCION DE
COOMASSIE BLUE

Comparison of washing methods and smear conservation periods for llama sperm
acrosome assessment using the Coomassie Blue stain.

F.G. Fumuso”’, M.L. Giménez', D.M. Neild”, S.M. Giuliano™, M.G. Chaves"”, M.I. Carretero”

'Catedra de Teriogenologia,” Citedra de Fisica Bioligica, Instituto de Investigaciin y Tecnologia en Reproducciin Animal (INITRA),
Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad de Buenos Aires, Argentina.
E-mail (Fernanda Funinso): fernandafumuso@yaboo.ar ; (Ignacia Carretero): ignaciacarretero@jfvet.uba.ar

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue comparar métodos de lavado y
conservaciéon de frotis para evaluar el acrosoma en
espermatozoides de llama mediante la tincién con Coomassie
Blue (CB), con el propésito de facilitar la técnica e independizar
los momentos de la extraccion de semen de la evaluacion de los
acrosomas espermaticos. Se procesaron 12 eyaculados, se
probaron dos tipos de lavado de los frotis fijados (con PBS o
solucion fisiolégica, SF) y se evaluaron diferentes temperaturas
(5° C y temperatura ambiente) y tiempos (0, 1 y 7 dias) de
conservacion. Se evaluaron los siguientes frotis (cada uno lavado
con PBS o con SF): 1) fijados, tefiidos y evaluados el mismo dfa
de la extraccion; 2) fijados, tefiidos y conservados 24 hs a
temperatura ambiente y luego evaluados; 3) fijados, conservados
a 4° C durante 1 dia y luego tefiidos y evaluados; 4) fijados,
conservados a 4° C durante 7 dias y luego tefidos y evaluados. Se
evaluaron un total de 8 frotis por eyaculado. No se observaron
diferencias significativas en el porcentaje de acrosomas
presentes evaluado por CB entre las dos metodologfas de lavado
de los frotis fijados, ni entre las diferentes temperaturas y los
diferentes tiempos de conservacion de los frotis. Conclusion: es
posible utilizar solucion fisiologica para lavar los frotis fijados
facilitando la técnica de CB para evaluar la presencia de los
acrosomas en espermatozoides de llama. Ademas, se logrd
independizar los momentos de la extraccion de semen de la
evaluacion de los acrosomas espermaticos.

Palabras clave: acrosoma, espermatozoide, Coomassie Blue, llama (Lama
glamay).

ABSTRACT

The objective of this study was to compare washing
methods and smear conservation periods for llama sperm
acrosome assessment using the Coomassie Blue stain, with
the aim of facilitating the technique and to allow the
moment of sperm acrosome evaluation become
independent of the moment of semen collection. Twelve
ejaculates were processed; two types of washing of the
smears (with PBS or with physiologic solution, PS) and
different temperatures (5 °C and room temperature) and
periods of conservation (0, 1 and 7 days) were assessed. The
following smears were evaluated: 1) fixed, stained and
evaluated the same day of collection; 2) fixed, stained and
conserved for 24 hours at room temperature and then
evaluated; 3) fixed, conserved at 4° C for 1 day and then
stained and evaluated and 4) fixed, conserved at 4° C for 7
days and then stained and evaluated. A total of 8 smears per
¢jaculate were evaluated. No significant differences were
observed in the percentages of acrosomes present,
evaluated by CB, between both types of washing of the
fixed smears, nor between the different temperatures and
conservation periods of the fixed smears. Conclusions: itis
possible to use physiologic solution to wash the fixed
smears, thus facilitating the Coomassie Blue technique used
to evaluate the presence of llama sperm acrosomes. In
addition, it was possible to separate the moment of sperm
acrosome evaluation from the semen collection.

Keywotds: acrosome, spermatozoa, Coomassie Blue, llama (Lama
Glama).
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INTRODUCCION

Los Camélidos Sudamericanos (CSA) producen una fibra fina
natural codiciada a nivel internacional debido a su excepcional
calidad y una carne con caracteristicas 6ptimas para los
requerimientos actuales del mercado (carnes magras con bajo
contenido de colesterol). También, constituyen casi la Gnica
fuente de proteina animal para las poblaciones altoandinas. Por
otra parte, el aumento en la comercializacion de productos
derivados de los CSA hace necesario utilizar estrategias
reproductivas tendientes a mejorar la produccion y la genética
delos rodeos.

La integridad de las membranas plasmatica y acrosomal es de
gran importancia para la funcionalidad de los
espermatozoides. Esto cobra especial relevancia teniendo en
cuenta que luego de la refrigeracién y del congelamiento
profundo se ha observado que los espermatozoides de varias
especies evidencian cambios similares a los de la capacitacion,
efecto que se ha llamado “criocapacitacién” (carnero: Gillan ez
al., 1997; cerdo: Maxwell y Johnson, 1997; toro: Cormier e/ al.,
1997; equino: Neild ¢z a/, 2003). En la actualidad existen varias
pruebas para evaluar la integridad y/o funcionalidad de la
membrana plasmatica, entre ellas las tinciones vitales con
fluorocromos (como la tinciéon con Diacetato de 6-
carboxifluoresceina ¢ Ioduro de Propidio) y la prueba
hipoosmética, ambas utilizadas de rutina para evaluar semen
de llama (Giuliano ef al, 2010; Carretero ef al., 2012). Con
respecto a la evaluacion de la membrana acrosomal se han
utilizado varias técnicas, muchas de ellas costosas requiriendo
de un equipamiento no disponible para el trabajo a campo. En
la llama se ha utilizado la tincién con Coomassie Blue para
evaluar la presencia y/o ausencia del capuchén acrosomal
(Giuliano et al.,, 2012). Esta técnica es sencilla, econémica,
rapida y se puede realizar en cualquier laboratorio de
espermatologia. Por otra parte, la incorporacion de técnicas
que evalien caracteristicas seminales diferentes a las de rutina
permitirfa una evaluaciéon mas completa de los eyaculados y
ademads permitirfa evaluar los diferentes efectos que tienen
sobre los espermatozoides de llama los procesos realizados in
vitro, con el objetivo dltimo de mejorar las técnicas de
reproduccion asistida utilizadas en la especie. Sin embargo, la
evaluacion de multiples caracteristicas espermadticas estd
limitada por la cantidad de pruebas que puedan evaluarse
simultineamente.

Los objetivos de este trabajo fueron 1) evaluar dos tipos de
lavado de los frotis fijados (PBS o solucion fisiologica), para
posteriormente tefiirlos con Coomassie Blue y 2) evaluar el
efecto de diferentes temperaturas y tiempos de conservacion
de los frotis sobre la efectividad de la tincién de CB, con la
finalidad de independizar los momentos de la extraccion de
semen de la evaluacion de los acrosomas espermaticos.

MATERIALESY METODOS:

Se obtuvieron un total de 12 eyaculados de 5 machos llama
mediante electroeyaculacion bajo anestesia general de acuerdo
a la técnica descripta por Director y col.,, (2007). Todos los
procedimientos fueron aprobados por el Comité del Uso y
Cuidado de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad
de Ciencias Veterinarias de la Universidad de Buenos Aires
(protocolo 2014/16).

Evaluacion de las caracteristicas seminales.

Se evaluaron las siguientes caracteristicas seminales en el
semen fresco: volumen, motilidad espermatica,
concentracion y funcionalidad e integridad de membranas. La
motilidad fue evaluada utilizando microscopio de contraste de
fase (100x) y platina térmica (37° C).

LLa concentracion espermatica fue calculada utilizando una
camara de Neubauer. La funcionalidad de membranas fue
evaluada utilizando el test hipoosomético (HOS) y la
integridad de membranas fue evaluada utilizando diacetato de
6-carboxifluoresceina (CFDA) e ioduro de propidio (PI) de
acuerdo a Giuliano e7a/. (2010). Brevemente, parala prueba de
HOS, 50 ul de semen fueron incubados con 200 ul de una
solucion hipoosomética conteniendo fructosa y citrato de
sodio (50 mOsm). Luego de la incubacion se evaluaron un
minimo de 200 espermatozoides utilizando microscopio de
contraste de fase. La osmolaridad de las soluciones fueron
medidas utilizando un osmémetro automatico (Osmomat®
030). Para evaluar la integridad de membranas, 50 ul de semen
fueron incubados a 37° C por 10 minutos en 510 ul de un
medio de tincién. Este medio estaba formado por 500 pl de
solucién salina isotonica y 10 ul CFDA (0,5 mg/ml).
Postetiormente, se agregaron 10 ul PI (0,5 mg/ml) y se incubd
a 37° C por otros 10 minutos. Un minimo de 200
espermatozoides fueron evaluados mediante microscopia de
fluorescencia.

Evalnaciin del acrosoma espernudtico.

Para evaluar el estado del acrosoma, las muestras fueron
incubadas con colagenasa al 0,1% en medio H-TALP, con el
objetivo de disminuir la filancia de los eyaculados y evitar la
tincion de fondo (Giuliano e @, 2010). Brevemente las
muestras de semen se diluyeron en una proporcion 4:1 con la
enzima y se incubaron durante 4 minutos a 37° C.
Posteriormente se centrifugaron durante 10 minutos a 800 gy
el pellet obtenido se resuspendié con H-TALP a una
concentraciéon de 20x10° espermatozoides/ml. Se realizaron
frotis que se secaron al aire y se fijaron con paraformaldheido
al 4% en PBS. Los frotis se lavaron, se tiieron con Coomassie
Blue al 0,22% durante 5 minutos y se observaron en
microscopio 6ptico a 1000x (Giuliano ez al,2012). Se realizo el
siguiente disefio con el objetivo de facilitar la técnica (lavado
de los frotis fijados con PBS o con solucion fisiologica, SF) y
deindependizarlos momentos de la extraccion de semen de la
evaluacion de los acrosomas espermaticos:

1. Fijacion, lavado con PBS o SE tincion y evaluacion en el
momento.

2. Fijacién, lavado con PBS o SE tincién, conservacion a
temperatura ambiente (T'A) durante 1 dfa y evaluacion.

3. Fijacién, lavado con PBS o SE conservacion a 4° C
durante 1 dia, tincion y evaluacion.

4. Fijacién, lavado con PBS o SE conservacion a 4° C

durante 7 dfas, tincién y evaluacion.

Awndlisis estadistico.

Para evaluar el porcentaje de espermatozoides con acrosoma
presente y/o ausente en los diferentes tratamientos, se realizé
un diseflo factorial de 2 factores con 2 y 4 niveles cada uno,
tomando al macho como bloque (Primer factor: tipo de
lavado con los niveles PBS y SE, y segundo factor: tipo de
conservacioén conlos niveles: 1, 2,3y 4). Se utiliz6 el programa
Statistix para realizar el analisis estadistico de los datos.
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RESULTADOS

Las caracteristicas seminales de rutina fueron similares a los
observados en trabajos previos. Los valores fueron (promedio
+ DS): volumen (ml): 2,2 + 1,2; motilidad (%): 25,4% 19,06;
concentraciéon (espermatozoides/ml): 63,9 £ 51,0;
funcionalidad de membranas (%): 23,1 £ 6,5 y viabilidad o
integridad de membranas (%0): 48,3 = 10,2.

Con respecto a la técnica de CB, los patrones visualizados
fueron: acrosoma presente (CB tefiido) y acrosoma ausente

(CB no tefiido) (Figura 1).
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Figura 1. Espermatozoides de llama tefiidos con la tincién de
Coomassie Blue: A) espermatozoides con capuchén
acrosomal presente (CB tefiidos) y B) espermatozoides con
capuchén acrosomal ausente (CB no tefiidos).

Tabla 1. Porcentajes de espermatozoides de llama con
presencia (CB tefiido) o ausencia (CB no tefiido) del capuchoén
acrosomal evaluados con Coomassie Blue. Los frotis fueron
lavados con PBS o solucion fisiolégica y conservados de
diferentes maneras (1,2, 3 y4) (n=5 machos, 12 eyaculados).

Tipo de lavado CB Tesido CB No teido
(promedio + DS) (promedio + DS)
1 91,6 £ 6,5° 84 T 65"
2 92,4 £6,7" 7,6 £6,7°
PBS 3 935+£53" 6,5%53"
4 92,5%6,2" 7,5%+6,2"
1 90,2 £ 84" 9,8 84"
SF 2 90,8 +6,6* 9,2+ 6,6"
3 91,9 £6,1° 8,1 £6,1"
4 91,8 £78" 82+78"

1: tincién y observacion el dia de la extraccidn, 2: conservacion del
frotis tefiido a TA durante 1 dfa, 3: conservacion del frotis fijado a 4°
C durante 1 diay 4: conservacion del frotis fijado a 4° C durante 7 dias

(P>0,05).

I No se observo interaccion entre el método de lavado (PBS y
SF) y la temperatura y el tiempo de conservacion (1, 2, 3y 4).
No se observaron diferencias significativas (P> 0,05) en
ninguno de los patrones de CB entre las dos metodologfas de
lavado (PBS o SF). Tampoco se observaron diferencias
significativas (P> 0,05) en los patrones de CB entre las
diferentes temperaturas y los diferentes tiempos de
conservacion (1: tincién y observacion en el momento, 2:
conservacion del frotis tefiido a TA durante 1 dia; 3:
conservacion del frotis fijado a 4° C durante 1 dia y 4:
conservacion del frotis fijado a 4° C durante 7 dfas (P> 0,05).
Los valores pueden observarse en la tabla.

DISCUSIONES

La reaccion acrosomal (RA) es un proceso exocitdtico que
permite que el espermatozoide atraviese la zona pelicida y
fecunde al ovocito. Este proceso involucra la fenestracion y
vesiculizacion de la membrana plasmatica y la membrana
acrosomal externa, llevando a la liberacién del contenido
acrosomal. Como se ha mencionado, se han desarrollado varias
técnicas para evaluar la RA en diferentes especies, muchas de
las cuales requieren de un equipamiento no disponible en un
laboratorio a campo. En la llama existe un reporte que evalta la
presencia o ausencia del capuchén acrosomal a través de la
tincion con CB (Giuliano e# a/., 2012). Esta técnica es sencilla,
economica y se ha utilizado en otras especies para evaluarla RA
(Larson y Miller, 1999; Brum e al, 2006). El objetivo de
nuestro trabajo fue facilitar la técnica de CB utilizando solucion
fisiologica en lugar de PBS para lavar los portaobjetos fijados
con paraformaldheido. Los resultados mostraron que no se
observaron diferencias significativas entre las dos
metodologias de lavado por lo que la SF podtia reemplazar al
PBS. Por otra parte, al evaluar la temperatura y el tiempo de
conservacion de los frotis, no se observaron diferencias
significativas entre las diferentes variantes. Estos resultados
indicarfan que los frotis podtian ser fijados, conservados a 4° C
por un perfodo de 7 dias y finalmente tefiirlos en el momento
de la evaluacion. Otra alternativa, podria ser tefiir los frotis el
mismo dfa de la extraccion, conservarlos a temperatura
ambiente y observarlos al siguiente dfa. Los resultados
obtenidos simplifican ain mids la técnica de CB y permiten la
evaluacion simultanea de varias caracteristicas seminales al
poder evaluar el estado del acrosoma en un dia diferente al de la
extraccion de lamuestra de semen.

CONCLUSION

Es posible evaluar la presencia y/o ausencia de los acrosomas
en espermatozoides de llama utilizando solucion fisiolbgica
para lavar los frotis fijados, facilitando la técnica de CB.
También, es posible evaluar el estado de los acrosomas en un
momento diferente al de la extraccion de semen.
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