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Animal, Facultad de Ciencias ~ espermatozoides motiles/vivos no se prefia con semen criopreservado y si con el
Veterinarias, Universidad de semen fresco? ”. La criopreservacién de gametos permite conservar el material
Buenos Aires, Argentina. genético de reproductores de alta calidad genética por tiempo ilimitado y ademés

4 Consejo Nacional de permite transportar este material a lugares distantes de donde se encuentre el
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Técnicas, Argentina. no ha tenido el mismo éxito que se ha observado en la especie bovina. Tanto en

la llama como en la alpaca, adn se insemine con semen criopreservado el mismo
nimero de espermatozoides vivos y méviles que con semen fresco, se obtienen
muy bajos porcentajes de prefiez (O al 26%) (Bravo et o/, 2000q; Aller ef al,

E-mail: smgiulia@gmail.com 2003; Vaughan et al,, 2003; Huanca et al, 2007; Giuliano et al., 2012a).
Como consecuencia de esta situacién, no hay campafias masivas de
inseminacién artificial (IA) con semen criopreservado. Diversos protocolos se han
desarrollado con el fin de mejorar los resultados post-descongelado. Con respecto
a los crioprotectores penetrantes, el glicerol al 7% (equilibrado a 5 °C) ha sido
practicamente el Gnico crioprotector empleado (Bravo ef o/, 2000q; Aller ef al.,
2003; Vaughan ef al,, 2003; Santiani ef al, 2005; Morton ef al., 2010). En
menor medida se ha probado etilenglicol en alpacas (Santiani ef a/, 2005;
2013). En nuestro laboratorio, determinamos que el equilibramiento a
temperatura ambiente y el uso de dimetilformamida al 7% como crioprotector
penetrante, conservé la movilidad, viabilidad e integridad funcional de la
membrana plasmatica espermdtica y a su vez conservé la integridad y
condensacién de la cromatina de los espermatozoides de llama (Carretero ef af,
2014). En el mismo trabajo, utilizando glicerol al 7%, observamos que un 87-
100% de los espermatozoides tenian el ADN fragmentado. Hasta la actualidad,
la mayoria de los estudios realizados sobre criopreservacién de semen de CSA
se han centrado en determinar los efectos de diferentes crioprotectores vy
concentraciones de los mismos, temperaturas de equilibramiento y curvas de
congelamiento sobre la viabilidad y la movilidad espermatica.
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INTRODUCTION

Everyone who work with camelids ask themselves “Why
the pregnancy rate is higher using fresh semen versus
frozen semen?2”, This results are obtain even when the same
amount of motile and viable spermatozoa are use in the
artificial insemination. Gamete cryopreservation preserves
the genetic material of males with superior genetic quality
for unlimited time and also it allows the transport of this
material to distant places where the males are located.
Cryopreservation of South American Camelids (SAC)
semen, didn’t had the same success that has been observed
in cattle. Low pregnancy rates are obtain in llamas and
alpacas when they are inseminated with frozen thawed
spermatozoa (0 to 26%), even when the same amount of
live and motile spermatozoa are inseminated compared to
fresh semen used (Bravo ef al,, 2000q; Aller ef af., 2003;
Vaughan ef o/, 2003; Huanca ef af,, 2007; Giuliano ef
al, 2012a). Because of these results no massive
campaigns  of  artificial insemination  (Al)  with
frozen/thawed semen are performed. Several protocols
have been developed in order to improve ouftcomes,
different cryoprotectants like glycerol 7% had been tested
and is [practically the most used in cryopreserved semen
(Bravo ef al, 2000aq; Aller ef a/,, 2003; Vaughan et o,
2003; Santiani ef al,, 2005; Morton efal., 2010). A smalll
use has been giving to ethylene glycol but is been tested in
alpaca semen (Santiani et af, 2005; 2013). In our
laboratory, we determine that the equilibration at room
temperature  using dimethylformamide (7%) as a
penetrating cryoprotectant can preserve motility, viability
and membrane functional integrity of llama spermatozoa
(Carretero et al., 2014). In this same work, we found 87-
100% of sperm with fragmented DNA using glycerol 7%
as cryoprotectant. To the present, most studies on
cryopreservation of camelids semen have focused on
determining the effects of different cryoprotectants and
concentrations, temperature equilibration and freezing
curves on the viability and motility sperm.

ESTADO ACTUAL DEL CONOCIMIENTO

Es de resaltar que no hay muchos estudios sobre el efecto
de la dilucion del plasma seminal (PS) en las muestras
criopreservadas. El PS de los CSA tiene caracteristicas
particulares que se tendrian que tener en cuenta para
poder contar con protocolos de criopreservacién de semen
que permitan obtener tasas aceptables de prefiez
mediante inseminacién artificial (IA) (Giuliano ef o,
2010; Apichela ef al, 2014; Kershaw-Young ef af,
2013). Dos de las més importantes caracteristicas que
presenta el PS, son su capacidad de formar hilo cuando
se lo pipetea y de presentar viscosidad estructural alta
(Casaretto ef al, 2012). Con respecto al manejo del
semen, estas caracteristicas reolégicas, dificultan en
extrema medida la separacién de los espermatozoides del
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plasma, la dilucién del eyaculado, la homogeneidad de
las muestras, la separacién en alicuotas y el envasado en
pajuelas (Tibary y Vaughan 2006; Kershaw-Young ef af.,
2013, Carretero et al, 2014). Diferentes enzimas
(tripsina,  colagenasa, fibrinolisina,  hialuronidasa,
papaina) se han utilizado para disminuir la viscosidad del
plasma seminal en CSA con resultados variables (Bravo ef
al, 1999; 2000b; Giuliano et al,, 2010; Kershaw-Young
etal, 2013).

La incubacién del semen de CSA con una solucién de
colagenasa en Hepes-TALP demostré ser eficaz para
eliminar la filancia de las muestras, separar los
espermatozoides del plasma seminal e inducir movilidad
espermdtica progresiva (Giuliano ef af, 2010) y asi
conseguir la primera prefiez a nivel mundial a partir de
embriones obtenidos mediante fertilizacién in  vitro
(Trasorras et al., 2014). Con respecto a la composicién
bioquimica del PS de los CSA, se observé que las
proteinas totales, lipidos, glucosa, iones cloro y calcio,
presentaron concentraciones similares a las observadas en
el toro y en el carnero y que la proteina mucina 5B seria
probablemente la responsable de la filancia y viscosidad
del PS (Kershaw-Young et af, 2012). Ademés se ha
demostrado la presencia de un factor inductor de la
ovulacién (OIF) y luteotréfico en el PS tanto de alpacas
como de llamas, con el cual se obtuvieron tasas de
ovulacién superiores al 90% al inyectar PS por via
intramuscular (Ratto ef a/,, 2005).

En investigaciones recientes en alpacas, se determiné que
el OIF es un factor de crecimiento nervioso beta (B-NGF),
con el que se obtuvo la misma efectividad que con
andlogos de GnRH sobre la ovulaciéon de foliculos
preovulatorios (Kershaw-Young et al, 2012). Con respecto
al efecto de la presencia del plasma seminal en el proceso
de refrigeracién del semen, en nuestro laboratorio
observamos que el porcentaje de movilidad de muestras
diluidas (1:1) con un diluyente a base de lactosa y yema
de huevo) y refrigeradas con PS fue significativamente
menor al porcentaje de las muestras refrigeradas sin PS
(Santa Cruz ef al, 2012). Con respecto a la cromatina
espermdtica, observamos que el porcentaje de
descondensacién de la cromatina fue mayor en las
muestras refrigeradas sin PS respecto de las refrigeradas
con PS (Carretero, datos no publicados) y que la
fragmentaciéon del ADN no aumenté en las muestras
refrigeradas, tanfo en presencia como en ausencia de PS
(Carretero ef al., 2012). No se conoce todavia en su real
medida la funcién del PS con respecto a la fisiologia
espermdtica de estas especies. Como los espermatozoides
del eyaculado fresco de CSA no tienen movilidad
progresiva y solamente presentan movilidad oscilatoria, se
le ha atribuido al PS una accién mecanica que no dejaria
avanzar a los espermatozoides (Bravo 2000b). Sin
embargo, estudios recientes han sugerido que la falta de
movilidad progresiva no sélo se deberia a una accién
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mecdnica, sino a un efecto mas complejo (Giuliano ef af,

2010aq, 2012aq; Carretero ef al., 2014, 2015).

En espermatozoides de epididimo y de eyaculados de
alpaca, incubados durante 6 horas con diferentes
concentraciones de PS, se observé que una concentracién
final de 10 % de PS conservaba la movilidad espermatica,
preservaba la integridad acrosémica y mantenia la
viabilidad (Kershaw-Young y Maxwell, 2011). En ofro
reporte, Apichela ef al. (2014) observaron que el PS
participa en la formacién de reservorios espermdticos en
la unién Oterotubdrica y que luego de 28 horas post-
servicio los espermatozoides se liberan del reservorio.
Dado que las hembras de CSA son ovuladoras inducidas
y que en la llama la ovulacién se produce a las 28,6 +
0,4 horas post-administracién exégena de LH o de
andlogos de GnRH (Bourke ef af,, 1992), la liberacién de
los espermatozoides del reservorio coincidiria con el
momento de la ovulacién. Por lo tanto, la dilucién o
tratamiento enzimético del PS podrian estar alterando o
impidiendo la formacién de reservorios esperméticos en el
oviducto y esto podria ser un factor importante a tener en
cuenta al desarrollar protocolos de conservaciéon de
semen. Es de interés remarcar que, en un estudio realizado
por Carretero ef al. (2015), se observé hipermovilidad en
muestras de semen fresco diluidas en medio Hepes-TALP
en ausencia de PS, mientras que en las muestras con 100%
de PS sélo se observé movilidad oscilatoria evidenciando
asi que la ausencia del PS produce un cambio en el patrén
de movilidad de los espermatozoides de llama.

Por otra parte, no se observaron diferencias significativas
en el porcentaje de viabilidad ni en el porcentaje de
espermatozoides con sus acrosomas intactos entre las
muestras con O y 100% de PS (Carretero ef al,, 2015).
Con respecto al congelamiento de semen de llama con
diferentes porcentajes de PS, no se han encontrado
diferencias significativas (p<0.05) en las diferentes
variables seminales evaluadas entre las muestras
criopreservadas con diferentes porcentajes de PS (0%;
10%; 50%), ademés se presentaron dificultades para
homogeneizar y envasar las muestras con PS (Fumuso no
publicado). En ofro estudio, evaluamos el efecto de la
dimetilformamida (al 4 y 7%) y del tratamiento enzimético
del PS, en la movilidad y en los valores promedios de
velocidad en espermatozoides de alpaca criopreservados,
utilizando el sistema ISAS®. El aumento de la velocidad
media en los espermatozoides de alpaca procesados para
un protocolo de congelamiento profundo podrian estar
indicando que la dilucién de las muestras previo a la
criopreservacion podria estar cambiando el patrén de
movilidad de los espermatozoides y asi interferir en su
capacidad fertilizante (Flores ef a/, 2015).

Con respecto al efecto del PS en espermatozoides de ofras
especies, se ha reportado que la dilucién del mismo
pareceria producir capacitacién, o un proceso similar a la

231

capacitacién, (Watson, 1995; Neild ef a/, 2003; Silva y
Gadella, 2006). Ademds se ha observado que los
espermatozoides de varias especies evidencian cambios
similares a los de la capacitacién luego de la refrigeraciéon
y del congelamiento profundo, efecto que se ha llamado
“criocapacitacién” (raton: Fuller y Whittingham, 1996;
carnero: Pérez ef al, 1996; Gillan ef al, 1997; cerdo:
Maxwell y Johnson, 1997; toro: Cormier ef al, 1997,
equino: Neild ef a/, 1999; 2003). Se desconoce si este
efecto ocurriria en espermatozoides de llama y en los
demds CSA. Respeto a los beneficios de la presencia o
ausencia del PS en la preservacion del semen de otras
especies, la literatura presenta resultados controvertidos
(Maxwell y Jonhson, 1999; Lépez-Pérez y Pérez-Clariget,
2012; Juyena y Stelleta 2012).

CONCILUSIONES

Por lo anteriormente mencionado, en los CSA la presencia
del PS no permite un buen manejo del semen, dificultando
la interaccion de los espermatozoides con los
crioprotectores y el envasado de las pajuelas, por lo tanto
se hace necesario un tratamiento enzimético que posibilite
el manejo de las muestras a criopreservar. Por otra parte,
la dilucién o tratamiento enzimdtico de los eyaculados
podria modificar el patrén de movilidad de los
espermatozoides, interferir en la interaccién oviducto-
espermatozoide y favorecer fenémenos de membrana
similares a la capacitacién, comprometiendo el encuentro
de los gametos en el oviducto. Teniendo en cuenta que
hasta la actualidad no hay un protocolo de
criopreservacién de semen de CSA que permita obtener
prefiez, es de interés realizar mas estudios para conocer
los efectos o influencia de la dilucién del plasma seminal
en la fisiologia y criopreservacién del espermatozoide de
llama.
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