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EFECTODEDILUTORES ENBASEATRIS, TESY LECHE
DESCREMADAEN LA CRIOPRESERVACION
DE ESPERMATOZOIDES OBTENIDOS DEL EPIDIDIMO DE ALPACA

EFrFecT oF ExTENDERS BASED oN TRis, TES AND SkiM MILK ON
CRYOPRESERVATION OF EPIDIDYMAL ALPACA SPERM

Jorge Banda R.%, Shirley Evangelista V.2, Luis Ruiz G, Rocio Sandoval
M., Claudia Rodriguez LI1.2, Martha Valdivia C.?, Alexei Santiani A.*3

ResumMEN

El estudio tuvo por objetivo evaluar el efecto de tres dilutores (Tris, Tes y leche
descremada) en la criopreservacion de espermatozoides obtenidos del epididimo de
alpaca. Previamente se determind el efecto del tiempo entre el beneficio/castracion y la
recuperacion de los espermatozoides del epididimo. Se utilizaron 24 testiculos de alpacas
para la obtencion de los espermatozoides directamente del epididimo en una solucion
fisiologica buferada (PBS). La recuperacion de espermatozoides se realizé a las 0, 35, 48
y 72 horas (6 testiculos por grupo) y se evalu6 la motilidad, concentracion espermatica
e integridad funcional de membrana. Los espermatozoides recuperados a partir de 35
horas post beneficio/castracion no fueron aptos para ser congelados. Las muestras
recuperadas a las 0 horas fueron diluidas con Tris, Tes y leche descremada, enfriadas
desde 35 a 5 °C en 90 minutos, envasadas en pajillas de 0.25 ml y congeladas en nitroge-
no liquido. Se evalud la motilidad, integridad funcional de membrana y vitalidad/integri-
dad acrosomal en las muestras descongeladas. La motilidad fue de 14.0, 8.6 y 17.0% en
los grupos Tris, Tes y leche descremada, respectivamente, donde el grupo leche
descremada fue significativamente mejor que el grupo Tes (p<0.05). Los porcentajes de
integridad funcional de membrana y vitalidad/integridad acrosomal fueron similares
entre los tres grupos. Se concluye que los tres dilutores brindan efectos similares para
la criopreservacion de espermatozoides epididimarios de alpaca.

Palabrasclave: espermatozoides epididimarios, dilutores, criopreservacion de semen,
alpaca

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of three semen extenders
(skim milk, Tris, and Tes) on cryopreservation of epididymal alpaca sperm. Previously,
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the effect of timespan since slaughtering or castration to the recovery of epididymal
sperm was evaluated. Twenty-four alpaca testicles were used to obtain sperm from the
epididymis in a buffered saline solution (PBS). The recovery of spermatozoa was performed
at 0, 35, 48, and 72 hours (6 testes per group) after slaughtering or castration. Sperm
motility, concentration, and sperm membrane functional integrity were analyzed. Sperm
recovered after 35 hours was not usable for cryopreservation. Sperm samples recovered
at 0 hours were subjected to the process of freezing. Samples were diluted with skim milk,
Tris, and Tes, cooled from 35 to 5 °C in 90 minutes, packed into 0.25 ml straws and frozen
in liquid nitrogen. After thawing, straws were evaluated by motility, sperm membrane
functional integrity and vitality/acrosome integrity. Motility was 17.0, 14.0, and 8.6% on
skim milk, Tris and Tes groups respectively, where the skim milk group was significantly
better than the Tes (p<0.05). Percentages of sperm membrane functional integrity and
vitality/acrosomal integrity were similar among the three extenders. It was concluded that
all three extenders provided similar effects for the cryopreservation of epididymal alpaca

spermatozoa.

Keywords: epididymal sperm, extender, sperm cryopreservation, alpaca

La congelacion de semen es una
biotecnologia reproductiva muy poco empleada
en camélidos sudamericanos (CSA). Las di-
ficultades en la coleccion de semen y en el
manejo de las muestras seminales, debido a
su alta viscosidad, y el escaso conocimiento
sobre dilutores apropiados para el semen de
CSA se constituyen en los principales facto-
res que imposibilitan el desarrollo de protoco-
los de criopreservacion con resultados Opti-
mos de calidad espermatica post-descon-
gelamiento. Esto determina que la insemina-
cion artificial quede restringida al uso de se-
men fresco. Asimismo, se tiene que conside-
rar la baja concentracion de espermatozoides
y el alto porcentaje de anormales que, como
caracteristicas usuales del semen de alpaca,
incrementan la dificultad de obtener
parametros espermaticos post-desconge-
lamiento adecuados que permitan la fecunda-
cion (Fernandez-Baca y Calderdn, 1966; Su-
mar y Leyva, 1981; Bravo et al., 1997).

Los trabajos referidos a la congelacion
de semen de CSA muestran resultados des-
alentadores en funcion a la calidad seminal
post-descongelamiento. En Ilamas, McEvoy
et al. (1992) obtuvieron solo un 10% de
motilidad al descongelamiento de semen co-
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lectado por electroeyaculacion; Von Baer y
Hellemann (1999) describen motilidades en-
tre 16 'y 28% en semen descongelado de lla-
ma, probando la adicion de un surfactante al
0.5% (Equex); mientras que Aller et al.
(2003) reportan 20% de espermatozoides
motiles.

En la alpaca se ha reportado un des-
censo considerable de la motilidad progresi-
va, donde valores de 60-98% en muestras
seminales frescas descienden hasta 15-20%
luego del descongelamiento (Valdivia et al.,
1999). Posteriormente, Santiani et al. (2005)
congelaron semen en dos pasos obteniendo
una motilidad de 20% de espermatozoides
viables con acrosoma integro al desconge-
lamiento de las muestras obtenidas con va-
gina artificial; no obstante, Bravo et al.
(2000) obtuvieron resultados superiores de
motilidad (30-40%) en muestras obtenidas y
congeladas por el mismo método.

Se han reportado diversos métodos que
eliminan la viscosidad del plasma seminal con
el fin de favorecer el manejo de muestras
seminales. Mediante el uso de enzimas
(fibrinolisina, hialuronidasa, colagenasa y
tripsina) y la accién mecanica del paso re-
petido a través de una jeringa de tuberculina
(aspirado y eyectado multiple), se ha logra-
do licuar las muestras de semen; sin embar-
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go, aun es incierto el efecto de estos méto-
dos sobre la capacidad fecundante de los
espermatozoides (Callo et al., 1999; Valdivia
et al., 1999). En este sentido, la recupera-
cion de espermatozoides epididimarios se
constituye en una alternativa para la obten-
cion de muestras sin el inconveniente antes
mencionado; no obstante, se debe considerar
la influencia que pueda tener la ausencia del
plasma seminal sobre los parametros
espermaticos en el post-descongelamiento
(England y Allen, 1992; Way et al., 2000).

Morton et al. (2007) fueron los prime-
ros en reportar el congelamiento de esper-
matozoides epididimarios de alpaca, obtenien-
do 18% de motilidad y 80% de integridad
acrosomal al descongelamiento; en tanto que
Gonzales (2008) reporta una tasa de supervi-
vencia de solo 5% con espermatozoides
epididimarios de alpaca. El presente estudio
evaluo el efecto de tres dilutores utilizados
usualmente para criopreservacion de semen
de alpacas, sobre la motilidad, integridad fun-
cional de membrana y vitalidad/integridad
acrosomal de espermatozoides epididimarios
de alpaca sometidos a un proceso de
criopreservacion.

Material Biol6gico

Se utilizaron 24 testiculos de alpaca, 18
prevenientes del Camal Municipal de
Huancavelica y seis pertenecientes a tres
alpacas Huacaya de 4 afos de edad, con un
peso de 35 a40 kg, de la Facultad de Medici-
na Veterinaria, Universidad Nacional Mayor
de San Marcos (FMV-UNMSM), Lima. El
estudio se realizé durante los meses de enero
a marzo de 2008.

Los 18 testiculos de Huancavelica fue-
ron recuperados en un mismo dia. Luego del
beneficio, se recuperaron los testiculos, se
retir6 la tinica vaginal visceral, se lavaron
con suero fisioldgico y se colocaron en fras-
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cos plasticos individuales con suero fisiologi-
co a 5 °C y se trasladaron a Lima en cajas
refrigeradas. Por otro lado, los testiculos de
las alpacas en Lima se obtuvieron por
orquiectomia, utilizando Ket-A-xyl®
(Ketamina-Xilazina-Atropina) como anestésico
(0.8 ml/10 kg), via intramuscular profunda.

Espermatozoides Epididimarios

Los testiculos se lavaron con solucion
fisioldgica tampon (PBS) a 37 °C, y se sepa-
raron los epididimos. Se lavaron cuatro ve-
ces con PBS a 37 °C y se aislaron las colas
epididimarias mediante un corte con tijera
mayo recta. Se colocaron en placas petri es-
tériles, se dividieron en secciones pequenas
y se suspendieron en 1 ml de PBS a 37 °C
por epididimo. Se prensaron suavemente con
pinzas para lograr la salida de los esper-
matozoides de los conductos epididimarios.
Se recuperd los espermatozoides en un tubo
Eppendorfde 1.5 ml, de acuerdo a lo descri-
to por Morton et al. (2007), evaluandose la
motilidad, concentracion espermatica y mor-
fologia en base a métodos estandares.

Preparacién de Dilutores
Dilutor en base a Tris

Descrito para congelacion de esperma-
tozoides ovinos (Aisen etal., 2002). La frac-
cion A fue en base a 2.71 g de Tris, 1.40 g de
acido citrico, 1 g de fructosay 10 ml de yema
de huevo, y se completé hasta 100 ml con
agua bidestilada. La fraccion B se prepard
con 6 ml de glicerol, 0.15 gde EDTA, 7.6 g
de trehalosa, completados hasta 100 ml con
la fraccion A.

Dilutor en base a Tes

Descrito para congelacion de esperma-
tozoides de alpaca (Rodriguez, 2009). Para
la fraccion A se mezcld 3.03 g de Tes, 0.763
g de Tris, 0.445 g de citrato de sodio, y 17.3
ml de yema de huevo, y se completd hasta
100 ml con agua bidestilada. La fraccion B
se prepar6 en base a la solucion anterior, adi-
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cionandole dimetilacetamida (DMA) para
obtener una concentracion de 0.375 M.

Dilutor en base a leche descremada

Descrito para congelacion de esperma-
tozoides de alpaca (Santiani et al., 2005). Para
la fraccion A se mezcldo 95 ml de leche
descremada, 5 ml de yema de huevoy 4.85 g
de fructosa. La fraccion B del dilutor se pre-
par6 en base a la solucion anterior, adicio-
nandole etilenglicol para obtener una concen-
tracion de 0.2 M.

Fase Pre-Experimental

Experimento 1: Efecto del tiempo entre el
beneficio/castracion y la recuperacion de
espermatozoides epididimarios sobre
parametros de calidad seminal

Tuvo por finalidad determinar el momen-
to Optimo para recuperar espermatozoides del
epididimo de alpaca después del beneficio o
castracion. Los testiculos se distribuyeron en
grupos de seis y la recuperacion de los
espermatozoides se hizo a las 0 horas de la
castracion (testiculos de alpacas en Lima), y
las 35,48y 72 horas del sacrificio (testiculos
de alpacas de Huancavelica). Los testiculos
de los ultimos tres grupos fueron lavados y
mantenidos en suero fisioloégico a 5 °C hasta
el momento de su evaluacion.

Fase Experimental

Experimento 2: Evaluacion de los dilutores
Tris, Tes y leche descremada en la
criopreservacion de espermatozoides
epididimarios

Solamente los espermatozoides del Gru-
po 0 horas mostraron parametros de calidad
seminal adecuados para criopreservacion, y
por lo tanto, las seis muestras de este grupo
fueron usadas en el experimento.

Cada una de las muestras (1 ml/mues-

tra) se dividio en tres partes de 250 ul c/uy
se diluyeron con igual volumen de los tres
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dilutores (fracciones A) a 37 °C. Seguida-
mente, las muestras fueron enfriadas hasta 5
°C en un tiempo aproximado de 90 minutos,
descendiendo 3 grados por minuto. Se les
anadio 500 pl de la fraccion B del dilutor co-
rrespondiente, y se dejo estabilizar por 30
minutos para seguidamente envasar las mues-
tras en pajillas de 0.25 ml. Se envasaron cua-
tro pajillas por dilutor de cada epididimo.

Las pajillas se congelaron utilizando un
sistema de enfriamiento controlado con el
software Cryogenesis 4.0. Luego, se alma-
cenaron en un tanque de nitrogeno liquido. El
descongelamiento de las pajillas se realizo 15
dias después de la criopreservacion, ponién-
dolas en bafio maria a 42 °C durante 45 se-
gundos.

Se evaluo la motilidad, integridad fun-
cional de membrana y vitalidad/integridad
acrosomal. La motilidad espermatica se eva-
lud en 10 campos y se expreso en porcentaje
de espermatozoides motiles.

La integridad funcional de membrana
(HOS) se evalud en 200 espermatozoides por
ldmina mediante el test hipoosmotico (HOS:
hypo osmotic swelling test) descrito por
Jeyendran et al. (1984) y Santiani et al.
(2004) para espermatozoides humanos y
ovinos, respectivamente. Se consideraron
espermatozoides con membrana funcional
(HOS+) los que reaccionaron al estrés
hipoosmotico mediante la hinchazon de la
parte distal de la cola espermatica, mientras
que aquellos espermatozoides sin cambios en
la cola se consideraron funcionalmente da-
flados (HOS-). Los resultados se expresaron
en porcentaje de espermatozoides con mem-
brana funcional (HOS+).

La vitalidad o integridad acrosomal se
evalué mediante la técnica de doble tincion
(DT), descrita por Didion et al. (1989) y
modificada por Santiani et al. (2005) para
espermatozoides de alpaca. Esta técnica
emplea el colorante Azul tripan como indica-
dor de vitalidad y Giemsa que se adhiere a la
matriz acrosomal. Se observaron 200
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espermatozoides bajo el objetivo de inmer-
sion (100x). Se consideraron espermatozoides
vivos con acrosoma intacto a los que presen-
taron coloracion transparente en la parte pos-
terior a la linea ecuatorial de la cabeza y al
mismo tiempo el acrosoma tefiido de color
fucsia. Otros patrones de espermatozoides
fueron espermatozoides vivos sin acrosoma
(region pos ecuatorial transparente y region
acrosomal transparente); espermatozoides
muertos con acrosoma (region pos ecuato-
rial azul oscuro y region acrosomal fucsia), y
espermatozoides muertos sin acrosoma (re-
gion pos ecuatorial azul oscuro y region
acrosomal transparente). Los resultados se
expresaron en porcentaje de espermatozoides
vivos con acrosoma integro.

Analisis de Datos

Se utilizo el programa estadistico
Prism® v. 3.0. Los porcentajes de motilidad,
espermatozoides HOS(+) y espermatozoides
vivos con acrosoma intacto se transforma-
ron a valores angulares (dngulo = arcoseno
Vx) para acercar los datos a la distribucion
normal. Para determinar si existen diferen-
cias estadisticas se utilizo la prueba de anali-
sis de varianza, y para determinar diferen-
cias entre grupos se utilizo el test de Tukey.

Los valores de motilidad, concentracion
espermatica e integridad funcional de mem-
brana de espermatozoides epididimarios dis-
minuyeron conforme se incremento el inter-
valo de tiempo entre el beneficio o castra-
cion y la evaluacion (Cuadro 1). En ese sen-
tido, los mejores valores de motilidad, con-
centracion e integridad funcional de membra-
na se obtuvieron a las 0 horas, en tanto que
no se logrd observar espermatozoides a las
72 horas, y por lo tanto no se hicieron las
pruebas de motilidad e integridad funcional
de membrana.
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Si bien la motilidad a las 0 horas fue al-
rededor del 30%, a las 35 horas se habia re-
ducido considerablemente (3.8%), y a las 48
horas fue nula. La concentracion espermatica
fue similar a las 0 y 35 horas, pero se obser-
vO un descenso considerable a las 48 horas, no
observandose ningtin espermatozoide luego del
lavado del epididimo a las 72 horas. En forma
similar, la integridad funcional de membrana fue
mayor en espermatozoides de los grupos 0y 35
horas en comparacion con los espermatozoides
del grupo 48 horas (Cuadro 1).

En el segundo experimento solo se utili-
zaron los espermatozoides del Grupo 0 horas
dado que los parametros espermaticos de los
otros grupos no fueron adecuados para so-
meterlos al proceso de criopreservacion. Los
valores de motilidad, integridad funcional de
membrana y vitalidad/integridad acrosomal
post-descongelamiento se presentan en el
Cuadro 2. La motilidad espermatica en el gru-
po de leche descremada (17%) fue superior
(p<0.05) al del grupo Tes (8.6%), pero simi-
lar al grupo Tris. No se encontrd diferencias
entre grupos en el porcentaje de esperma-
tozoides con membrana funcional (HOS+) ni
de espermatozoides vivos con acrosoma in-
tacto.

No existe informacion precisa sobre la
supervivencia de espermatozoides de
camélidos sudamericanos mantenidos dentro
del epididimo desde el momento en que se
beneficia o castra al animal hasta que la mues-
tra pueda ser procesada en un laboratorio.
En este estudio, el tiempo transcurrido entre
el beneficio/castracion de la alpaca hasta el
momento de recuperacion de los espermato-
zoides epididimarios afecto significativamente
la motilidad espermatica, siendo menos de 35
horas el tiempo idéoneo para obtener una
motilidad aceptable. Otros reportes senalan
la posibilidad de recuperar y congelar
espermatozoides de alpaca a las 8 horas
(Morton et al., 2007), 14 horas (Rodriguez,
2009)y 20 a 30 horas del beneficio (Gonzélez
et al., 2008). Ademas, en llamas se reporta
recuperacion y congelacion de esperma-
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Cuadro 1. Efecto del tiempo (horas) entre el beneficio o castracion de la alpaca y la
recuperacion de espermatozoides epididimarios sobre parametros de calidad

seminal
Parametros espermaticos Oh 35h 48 h 72 h
Motilidad (%) 31.3+3.5° 3.8+4.8° 0 —
g;’ﬁfj;‘gﬁgn espermitica 3944 170° 37843770  48+11.0° 0
Espermatozoides con 345£3.0°  355444°  220£57° e

membrana funcional (%)

ab Superindices diferentes dentro de filas indican diferencias significativas (p<0.05)

Cuadro 2. Parametros espermaticos obtenidos con el uso de los dilutores Tris, Tes y leche
descremada en criopreservacion de espermatozoides epididimarios de alpaca

Parametros espermaticos Tris Tes deslgfgrlrllz da
Motilidad 14.0 +7.5% 8.6 +3.8" 17.0 +4.3°
HOS 243+9.6 19.1+5.6 17.9+5.5

Vitalidad/Integridad acrosomal 32.6 £15.6 263 +17.3 272+ 13.5

b superindices diferentes dentro de filas indican diferencias significativas (p<0.05)

tozoides de llama a las 8 horas del beneficio
(Ratto et al., 1999).

Los resultados indican una rapida pér-
dida de motilidad de los espermatozoides lue-
go del beneficio de los machos, y este resul-
tado puede, ademas, apoyarse con resulta-
dos de otros estudios. Asi, la motilidad en-
contrada a las 0 horas fue de 31.3%, y segun
otros autores fue de 22% a las 14 horas
(Rodriguez, 2009), y de 20% a las 20-30 ho-
ras (Gonzales et al., 2008). Asimismo, la
motilidad en el presente estudio a las 35 y 48
horas fue de 3 y 0%, respectivamente. No
obstante, otros autores reportan porcentajes
de motilidad entre 40 a 50% a las 8 horas
post beneficio, tanto en espermatozoides de
alpaca (Morton et al., 2007) como de llama
(Ratto et al., 1999). Esto podria explicarse
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porque en el primer caso se realizo un lavado
por centrifugacion de los espermatozoides
epididimarios con lo que, posiblemente, se eli-
minaron los factores inmovilizantes de esper-
matozoides presentes en el fluido epididimario
(Albers y Barrios, 2006). En ese sentido,
Rodriguez (2009) refiere que si bien la
motilidad inicial fue alrededor del 22%, la
motilidad aumento hasta cerca del 50% a los
60 minutos de la recuperacion de los
espermatozoides.

Este estudio es el primero en reportar
concentracion espermatica e integridad fun-
cional de membrana en espermatozoides
epididimarios de alpaca. Ambos pardmetros
muestran resultados similares entre las 0 y
35 horas post beneficio/castracion, y una con-
siderable disminucioén a las 48 horas, mien-
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tras que no fue posible recuperar esperma-
tozoides del epididimo a las 72 horas. Si bien,
estos dos parametros no variaron significa-
tivamente entre las 0 y 35 horas, la reducida
motilidad a las 35 horas indica que los gametos
deberan recuperarse antes de las 35 horas
post castracion/beneficio para poder
criopreservarlos con cierto nivel de éxito.

El deterioro de los parametros esper-
maticos coincide con observaciones en otras
especies (Garde et al., 1994; Anel et al.,
2002; Tittarelli et al., 2006), donde se demues-
tra que la motilidad espermatica disminuye
significativamente entre las 24 y 48 horas post
mortem, siendo bajas todas las medidas de
calidad espermatica luego de las 48 horas.

Existen escasos reportes sobre conge-
lacion de espermatozoides epididimarios en
alpacas. Los resultados indicaron que hubo
mejor motilidad post descongelamiento con
los dilutores a base de leche descremada y
Tris (17 y 14%, respectivamente) en compa-
racion con uso de Tes (8%). Morton et al.
(2007) reportan similares motilidades con el
uso de los dilutores en base a lactosa y Tris
(18 y 11%, respectivamente). Por otro lado,
Santiani et al. (2005) encontraron mejores
valores de motilidad (20%) al congelar se-
men de alpaca con el dilutor a base de leche
descremada frente a otro en base a Tris
(<5%) y sugieren que la caseina y la lactosa,
presentes en la leche, protegerian mejor a los
espermatozoides que el Tris y acido citrico,
presentes en el dilutor en base a Tris. Esto
también concuerda otros reportes (Ratto et
al., 1999; Morton et al., 2007). Se puede in-
ferir que el uso de dilutores cuyos compo-
nentes incluyen lactosa o leche descremada
favorecerian la conservacion espermatica en
alpacas y llamas frente a dilutores en base a
Tris.

La mayoria de trabajos sobre
criopreservacion espermatica en camélidos
sudamericanos utilizaron muestras de semen
completo (McEvoy et al., 1992; von Baer et
al., 1999; Valdivia et al., 2000; Aller et al.,
2003; Santiani et al., 2005), es decir, los
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espermatozoides fueron congelados junto con
el plasma seminal. En este trabajo, los
espermatozoides procedieron del epididimo y,
por lo tanto, no estuvieron expuestos al plas-
ma seminal. En ese sentido, el efecto del plas-
ma seminal sobre la viabilidad espermatica
durante el proceso de criopreservacion es
controversial. Por un lado, se indica que el
plasma seminal protegeria a los esperma-
tozoides durante el congelamiento (Barrios
et al., 2000; Parrilla et al., 2004), mientras
otros estudios senalan que la adicion de plas-
ma seminal afecta negativamente la calidad
seminal durante la criopreservacion (England
y Allen, 1992; Way et al., 2000).

Enun trabajo reciente, Rodriguez (2009)
no encontrd diferencias en diversos para-
metros espermaticos al congelar esperma-
tozoides epididimarios de alpaca con y sin
plasma seminal, concluyendo que no existe
un efecto protector por parte del plasma
seminal en la criopreservacion de esperma-
tozoides de alpaca. Esto explicaria que los
valores espermaticos, luego de la criopreser-
vacion de semen de alpacas (Valdivia et al.,
2000; Santiani et al., 2005), sean similares a
los obtenidos durante la criopreservacion de
espermatozoides epididimarios de alpacas
(Morton et al., 2007; Gonzales et al., 2008).
En consecuencia, los trabajos de criopreser-
vacion de espermatozoides epididimarios se
constituyen en buenos modelos para el estudio
de la criopreservacion de semen de alpaca.

e Larecuperacion de espermatozoides del
epididimo de alpacas realizada luego de
35 horas post beneficio afecta negativa-
mente la motilidad y concentracion
espermatica.

e [Lacriopreservacion de espermatozoides
de alpaca utilizando un dilutor en base a
leche descremada brinda mejores resul-
tados en relacion a motilidad espermatica
en comparacion con el dilutor Tes.
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El uso de los dilutores leche descremada,
Tris y Tes no afecta los porcentajes de
integridad funcional de membrana y vi-
talidad/integridad acrosomal durante el
proceso de congelamiento/descongela-
miento de espermatozoides de alpaca.
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