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Evaluacion mediante citometria de flujo de la integridad
acrosomal de espermatozoides de alpaca en muestras frescas sin
fijar (0 horas) y muestras fijadas en formaldehido (24 horasy 1
semana)

Flow cytometry evaluation of acrosome integrity of alpaca spermatozoa
in fresh unfixed samples (0 hours) and samples fixed in formaldehyde
(24 hours and 1 week)

Josselyn Delgado Ordinola!, Luis Ruiz Garcia', Alexei Santiani'*

RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar la integridad del acrosoma (IA) en
espermatozoides epididimarios de alpaca, tanto frescos sin fijar como fijados con
formaldehido al 2%, utilizando la técnica de citometria de flujo con FITC-PSA como
fluorocromo. Se obtuvieron los espermatozoides epididimarios de 26 testiculos y se
agruparon en muestras de 0 horas, 24 horas y 1 semana. Las muestras se incubaron con
FITC-PSA (concentracion 2.5 pg/mL). Las muestras de 24 horas y 1 semana se conserva-
ron en refrigeracion durante el tiempo correspondiente. Para la evaluacion se retir6 el
formaldehido mediante lavados con PBS. Los espermatozoides sin fluorescencia verde
fueron considerados con acrosoma intacto. Los resultados mostraron que los porcenta-
jesde IA fueron de 95.89 +4.35% (0 horas), 97.24 = 3.36% (24 horas) y 97.21 +£3.49% (1
semana). La correlacion de Pearson entre las muestras sin fijar con muestras fijadas por
24 horas y 1 semana mostro correlaciones fuertes y positivas (r=0.86 y r=0.84, respectiva-
mente). El analisis de graficos mostro que la mayor parte de los resultados coincidian con
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los limites establecidos. En conclusion, la IA en espermatozoides frescos sin fijar (0
horas) es comparable a la de las muestras conservadas por 24 horas y 1 semana utilizando
formaldehido.
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alpaca, formaldehido

ABSTRACT

The aim of the study was to determine the acrosome integrity (Al) in alpaca epididymal
spermatozoa, both fresh unfixed and fixed with 2% formaldehyde, using the flow cytometry
technique with FITC-PSA as fluorochrome. Epididymal sperm were obtained from 26
testes and grouped into 0-hour, 24-hour and 1-week samples. The samples were incubated
with FITC-PSA (concentration 2.5 pg/mL). The 24-hour and 1-week samples were kept
refrigerated for the corresponding time. For evaluation, formaldehyde was removed by
washing with PBS. Sperm without green fluorescence were considered to have an intact
acrosome. The results showed that the Al percentages were 95.89 + 4.35% (0 hours),
97.24+3.36% (24 hours) and 97.21 £ 3.49% (1 week). Pearson correlation between unfixed
samples with samples fixed for 24 hours and 1 week showed strong and positive correlations
(r=0.86 and r=0.84, respectively). Graph analysis showed that most of the results were in
line with the established limits. In conclusion, Al in fresh unfixed sperm (0 hours) is
comparable to that of samples preserved for 24 hours and 1 week using formaldehyde.
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INTRODUCCION

La estructura del acrosoma es un tipo
de vesicula secretora con una doble mem-
brana que cubre la parte frontal del nticleo
del espermatozoide. Durante la fecundacion,
las membranas externa y plasmatica se fu-
sionan en un proceso denominado reaccion
acrosomal (RA), liberandose casi por com-
pleto el contenido acrosomico (Yanagimachi,
1994). El acrosoma contiene enzimas como
la hialuronidasa y la acrosina, que permiten
que el espermatozoide atraviese la zona
peltcida del ovocito a través de un pequefio
espacio formado por la accion enzimatica
(Glassner et al., 1991). La liberacion de las
enzimas acrosomales se produce cuando se
unen el espermatozoide y la zona pelicida, lo
cual desencadena mecanismos de sefializa-
cion y aumento del calcio intracelular
(Yanagimachi, 1994; Harrison, 1998).

Hay varias técnicas propuestas para
evaluar la integridad acrosomal (IA), inclu-
yendo microscopia de campo claro, citometria
de flujo y microscopia de fluorescencia. Tam-
bién se ha utilizado la técnica de doble tincion
en conjunto con la microscopia de campo claro
para determinar la viabilidad y la IA en
camélidos sudamericanos (Santiani et al.,
2005; Banda et al., 2010). En la microscopia
de fluorescencia se han utilizado lectinas uni-
das a fluoresceina para unirse a glicoproteinas
especificas del acrosoma, siendo Pisum
sativum (PSA) y Arachis hypogaea
(Peanut, PNA) los conjugados mas comun-
mente usados en humanos (Risopatron et al.,
2001), ovinos (Celeghini et al., 2010), porcinos
(Siciliano et al., 2008), conejos (Hernandez
et al., 2012) y camélidos (Santiani et al.,
2016; Ugarelli et al., 2017). En los casos de
dafio acrosomal, las lectinas pueden unirse a
las glicoproteinas del acrosoma y emitir fluo-
rescencia verde.
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Se ha demostrado que la precision de la
microscopia es dependiente del operador y
requiere mucho tiempo para evaluar las mues-
tras, ya que se necesita contar una gran can-
tidad de células para obtener un resultado
estadistico adecuado (Gillan et al., 2005). En
la actualidad se prefiere el uso de fluoro-cro-
mos en la citometria de flujo debido a la ca-
pacidad de analizar automaticamente y de
manera precisa células suspendidas en flujo,
detectando las intensidades de fluorescencia,
lo que permite evaluar un mayor niamero de
eventos, que pueden variar entre 8000 y
20 000 células (Gillan et al., 2005). El
fluorocromo Fluorescein isothiocyanate
(FITC) conjugado con PSA se utiliza para
evaluar la IA en alpacas y ha sido objeto de
estudios (Morton et al., 2010; Cheuqueman
etal.,2013; Santiani et al., 2016; Ugarelli et
al., 2017), aunque solo se ha evaluado con
muestras frescas.

Peia et al. (2017) han sugerido la fija-
cion de muestras frescas de espermatozoides
de animales con formaldehido como una téc-
nica para su posterior analisis en el laborato-
rio. Asi, se ha evaluado la viabilidad y el po-
tencial de la membrana mitocondrial de se-
men de caballos fijadas con formaldehido,
encontrando resultados similares a las mues-
tras frescas. Con base a estos resultados,
seria posible evaluar otros parametros esper-
maticos en muestras fijadas con formaldehido
y evaluados dias después; por lo tanto, el ob-
jetivo de este trabajo fue comparar la [A de
las células espermaticas de alpaca en mues-
tras frescas y fijadas con formaldehido usan-
do FITC-PSA.

MATERIALES Y METODOS

Muestras

Se recolectaron 26 testiculos de 16
alpacas sacrificadas en el Camal Municipal
de Ninacaca, en Pasco, Peru. Las muestras
fueron lavadas con solucion salina al 0.9%,
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guardadas en forma individual en bolsas plas-
ticas con solucion fisioldgica, y almacenadas
a 5 °C en cajas de transporte para su trasla-
do al laboratorio de la Facultad de Medicina
Veterinaria (FMV) de la Universidad Nacio-
nal Mayor de San Marcos ((UNMSM) en
Lima. Las muestras llegaron al laboratorio
en un lapso de 20 horas.

Procedimiento Metodologico

Las colas epididimarias fueron separa-
das de los testiculos y fueron lavadas con PBS
a 37 °C. Después, cada parte caudal del
epididimo fue colocada en placas Petri y se
agreg6 1 ml de PBS temperado. Se recupe-
raron los espermatozoides empleando varios
cortes en el tejido. Luego, las suspensiones
se recogieron en tubos Eppendorf y se man-
tuvieron a 37 °C.

Se dividi6 cada muestra en tres porcio-
nes de 100 iL para los tres grupos experi-
mentales: Muestras evaluadas a las 0 horas
(control, sin fijar), Muestras evaluadas des-
pués de 24 horas y Muestras evaluadas des-
pués de una semana; estos dos ultimos gru-
pos fijados en formaldehido. Se agreg6 FITC-
PSA a cada alicuota, para llegar a una con-
centracion final de 2.5 ig/mL). Luego, las
muestras se incubaron a 38 °C por 10 min en
oscuridad.

Fijacién con Formaldehido

En los tratamientos correspondientes, se
aplico una fijacion 1:1 con formaldehido (100
ilL al 4% (para obtener una concentracion
final de 2%) a temperatura ambiente durante
30 minutos. Luego, se guardaron en la oscu-
ridad en refrigeracion (+4 °C) por 24 horas o
1 semana. Previo a la evaluacion, se elimind
el formaldehido mediante un lavado por
centrifugacion (600 g durante 8 min) con PBS.
Después de la centrifugacion, se descarto el
exceso y se afiadio PBS (100 il a 38 °C)
para ser evaluado por el citometro de flujo.
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Preparacion de Controles

Para comprobar la reaccion positiva de
FITC-PSA se emple6 un control con calcio
1onoforo A23187. Brevemente, 1 iL de calcio
(1 mM) fue afiadido a 100 iL de semen (con-
centracion final: 10 iM). Se incubaron a 38 °C
durante 60 min y se hizo la lectura final en el
citometro de flujo (Santiani et al., 2016). En
el control negativo de FITC-PSA se evalud
una muestra de semen sin FITC-PSA.

Analisis por Citometria de Flujo

Se hizo un andlisis de fluorescencia con
un equipo FlowSight (Amnis, EE. UU.), que
tiene un sistema analizador de imagenes. Se
seleccionaron 10 000 eventos que se consi-
deraron compatibles con células espermaticas
considerando su proporcion de ancho/largo y
tamafio. Se us6 un laser 488 nm a 15 mW
para excitar el FITC-PSA, y se captur6 la
emision de fluorescencia entre 505 a 560 nm
(Ch02). Adicionalmente, se us6 un campo
claro (ChO1) para verificar la presencia de
espermatozoides. Los espermatozoides con
acrosomas intactos se identificaron como
aquellos que no mostraban fluorescencia ver-
de en la region acrosomal, mientras que los
espermatozoides con dafio en el acrosoma
se consideraron aquellos que exhibian fluo-
rescencia verde en esta area.

Analisis Estadistico

Los valores obtenidos son presentados
como medias aritméticas con su desviacion
estandar. Ademas, se hizo una prueba de co-
rrelacion de Pearson (r) para comparar los
porcentajes de IA del tratamiento O h frente
al de 24 h y de O h frente a 1 semana (sem).
Para visualizar las diferencias entre las me-
diciones relacionadas se utilizé una grafica
de Bland-Altman (Dispersion de puntos) a
fin de determinar el sesgo promedio al com-
parar un estudio con otro, lo que permitioé una
mejor comprension de los resultados obteni-
dos.

RESULTADOS

Las medias de integridad acrosomal en
espermatozoides de alpaca, seglin tratamien-
to, se muestran en el Cuadro 1.

Las imagenes de los espermatozoides
fueron capturadas en dos canales de detec-
cién (ChO1 y Ch02), permitiendo visualizar el
acrosoma reaccionado a través de la fluo-
rescencia verde causada por la FITC-PSA.
La Figura 1 muestra un ejemplo de un esper-
matozoide con acrosoma intacto y otro con
acrosoma reaccionado.

Los resultados del analisis se presentan
en forma de histogramas (Figura 2). El con-
trol de autofluorescencia de FITC-PSA mos-
tr6 una poblacion tinica en el eje X, indicando
porcentajes altos de espermatozoides con
acrosomas intactos. El control positivo con el
inductor de RA mostrd una poblacion tnica
en el eje X que muestra porcentajes altos de
espermatozoides con acrosomas reacciona-
dos. Los histogramas de las muestras 0 h, 24
h y 1 semana mostraron una poblacion ma-
yor a la izquierda del eje X que corresponde
a células espermaticas con acrosomas intac-
tos, y una poblacion menor a la derecha del
eje X que representa las células espermaticas
con RA. Estos resultados permiten evaluar
de manera objetiva los efectos del tratamien-
to con formaldehido en la TA de los
espermatozoides de alpaca.

Cuadro 1. Integridad acrosomal (%) obtenida en
espermatozoides de alpaca con o sin fijacion en
formaldehido

Tratamiento Integridad acrosomal’
Oh 95.89 +4.35
24 h 97.24 +3.36
1 sem 97.21+£3.49

1 Valores son medias + desviacion estandar

Rev Inv Vet Peru 2024; 35(3): €28268



Integridad acrosomal en espermatozoides de alpaca fijados en formaldehido

Ch01/Ch02

Ch01/Ch02

Figura 1. Muestras fotograficas de espermatozoides capturadas por el sistema analizador de
imagenes del citometro de flujo. Las imagenes de la izquierda (Ch01) muestran el
espermatozoide en un campo claro y las imagenes de la derecha (Ch02, 505-560 nm)
muestran la fluorescencia a FITC-PSA. La imagen superior muestra un espermato-
zoide con acrosoma intacto sin fluorescencia, mientras que imagen inferior muestra la
region acrosomal con fluorescencia verde, indicando que el espermatozoide tiene re-

accion acrosomal

El cuadro 2 muestra las correlaciones
entre los porcentajes de IA a las 0 horas y las
de 24 horas y una semana, que fueron fuer-
tes, positivas y significativas (p<0.0001).

Enla Figura 3 se ilustran los resultados
comparativos de la integridad del acrosoma
entre las muestras no fijadas en 0 hy las fija-
das en 24 h y 1 semana a través de graficos
de dispersion. La Figura 4 presenta los anali-
sis de Bland y Altman, que evaltan la corres-
pondencia entre la integridad acrosomal a las
0 h y luego de 24 h, asi como entre 0 h 'y
luego de 1 semana, mediante la comparacion
de la media de las diferencias para evaluar si
un resultado puede ser reemplazado por el
otro. Los valores se encuentran dentro de los
limites de concordancia, con una excepcion.
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DiScUSION

Este estudio es novedoso al reportar la
capacidad de evaluar la integridad acrosomal
(IA) en espermatozoides de alpaca en tres
periodos (0 y 24 horas y una semana de co-
leccion), siempre y cuando se haya fijado pre-
viamente la muestra, logrando resultados si-
milares a la evaluacion en muestras frescas
recién obtenidas (0 horas). Las muestras de
espermatozoides fueron fijadas con formal-
dehido, y la IA fue identificada mediante el
uso de FITC-PSA. La utilizacion de esper-
ma-tozoides epididimarios de alpaca como
modelo para su estudio ha sido previamente
discutido por diferentes autores (Morton et
al.,2007,2010; Santiani et al., 2016; Ugarelli
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Cuadro 2. Correlacion de Pearson entre la
integridad acrosomal (%) de espermatozoides
de alpaca en 16 muestras sin fijar (0 h) versus
muestras fijadas con formaldehido 2% (24 hy 1
sem)

Integridad Correlacion de Pearson

acrosomal r P

Ohvs.24h 0.8589 p<0.0001
Ohvs. 1sem 0.8419 p<0.0001

etal.,2017). Previamente, FITC-PSA ha sido
utilizado para evaluar la IA de los esper-
matozoides de alpaca, pero solo en muestras
frescas (Cheuqueman et al., 2013).
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En cuanto a la integridad del acrosoma
en espermatozoides de alpaca, los resultados
indicaron que entre el 95 y 97% de ellos pre-
sentaron un acrosoma intacto. Resultados
equivalentes con alpacas han sido reporta-
das por Morton et al. (2010) obteniendo 92%
de IA usando microscopia de fluorescencia
(FICT-PSA), mientras que Cheuqueman et
al. (2013) informaron de 88%, Santiani et al.
(2016) de 93% y Ugarelli et al. (2017) de 88
a 95% empleando citometria de flujo (FITC-
PSA). Los resultados del presente estudio
(95-97%) sugieren que la mayoria de los
espermatozoides mantienen su acrosoma in-
tacto y podrian participar en el proceso de
fecundacion al atravesar la zona pelucida del
ovocito.
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Figura2. Histogramas de espermatozoides de alpacas obtenidos mediante citometria de flujo.
(a) Autofluorescencia (Sin FITC-PSA); (b) Calcio ionoforo (Control positivo); (c)
Muestras no fijadas evaluadas a las 0 horas; (d) Muestras fijadas con formaldehido
2% evaluadas a las 24 horas; (¢) Muestras fijadas con formaldehido 2% evaluadas a
una semana
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Figura 3. Grafica de la integridad acrosomal con la dispersion de sus valores. (a) Evaluacion a
las 0 horas (eje Y) vs. evaluacion a las 24 horas (eje X). (b): Evaluacion a las 0 horas
(eje Y) vs. evaluacion a una semana (eje X)

En el presente estudio se compararon
los niveles de A en espermatozoides en tres
periodos de almacenamiento utilizando
citometria de flujo, indicando resultados simi-
lares entre los tres grupos de muestras, aun-
que con un ligero aumento en las muestras
procesadas con formaldehido después de 24
h (97.9%) y 1 semana (97.2%) en compara-
cion al control (95.89%). Ademas, para de-

Rev Inv Vet Peru 2024; 35(3): €28268

terminar la asociacion lineal entre las mues-
tras frescas y las fijadas se trabajo con la
correlacion de Pearson, encontrando una fuer-
te correlacion positiva (r = 0.86 y r = 0.84
para las muestras después de 24 h 'y 1 sema-
na, respectivamente). Finalmente, se llevo a
cabo una evaluacion de graficas (Bland y
Altman) para evaluar la concordancia entre
las pruebas, encontrando que los puntos se
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Figura4. Grafico para examinar concordancia entre la integridad acrosomal (%) de
espermatozoides de alpaca (Figura de Bland y Altman). (a). Espermatozoides eva-
luados a las 0 h (no fijadas) vs. a las 24 h (fijadas Espermatozoides evaluados a), (b)
Espermatozoides evaluados a las 0 h (no fijadas) vs. 1 semana (fijadas Espermatozoides
evaluados)
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encontraban dentro de los limites de concor-
dancia, excepto un punto en cada grafica. En
general, los resultados sugieren que el anali-
sis de la estructura acrosomal en muestras
de espermatozoides fijadas podria reempla-
zar la evaluacion de la muestra fresca sin
afectar los resultados. Sin embargo, es im-
portante tener en cuenta que se observo una
ligera pérdida de fluorescencia a FITC-PSA
en las muestras fijadas después de su mani-
pulacion y almacenamiento.

CONCLUSIONES

e Las muestras frescas no fijadas de
espermatozoides de alpaca (0 horas) tie-
nen una integridad acrosomal semejante
a las muestras que fueron fijadas con
formaldehido (24 horas y 1 semana).

e Es posible determinar el porcentaje de
integridad acrosomal en espermatozoides
de las alpacas hasta 7 dias después de
su obtencion y fijacion. Por tanto, se su-
giere la posibilidad de evaluar la integri-
dad acrosomal de las alpacas
reproductoras sin tener que recurrir a un
laboratorio cercano con tecnologia avan-
zada y sin tener que transportar equipos
fragiles y costosos a esas areas.
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