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RESUMEN 
 

El fenómeno de fragmentación de ADN espermático es aquella condición en la que el 

ADN de las células espermáticas, frente a condiciones metabólicamente anómalas propias 

o inducidas por el entorno, experimentan daño estructural a nivel de la cadena 

nucleotídica, condicionando la supervivencia celular a la extensión del daño recibido e 

influyendo en la salud y el bienestar de la descendencia al fecundar un ovocito. En la 

actualidad, muchos embriólogos avalan la importancia de fecundar con espermatozoides 

con baja fragmentación espermática y por lo tanto se han venido desarrollado diversas 

técnicas para cuantificarlo, dentro de ellas está el ensayo de dispersión de la cromatina 

espermática o prueba SCD.  

El objetivo de este estudio fue demostrar si el empleo de la prueba SCD sirve como 

predictor de calidad espermática en alpacas, a la vez  poder medir su implicancia en los 

procesos de desarrollo embrionario temprano, para el primer objetivo se procesaron 45 

pares de muestras epididimarias colectadas en el Camal Municipal de Huancavelica 

(aprox. 3600 msnm) siendo estas analizadas en los parámetros espermáticos 

convencionales y mediante la prueba SCD. Para medir la implicancia de la fragmentación 

en el desarrollo embrionario se llevó a cabo 4 fecundaciones in vitro usando 111 ovocitos 

MII previamente madurados en laboratorio, separándose en grupos de evaluación según 

el nivel de fragmentación de la muestra espermática (Grupo A <2% IFA, Grupo B 2-4% 

IFA y Grupo C 4-6% IFA) y monitorizando el desarrollo a través de la observación directa 

en tres etapas: fecundación, formación mórulas y de blastocistos. 

Se obtuvo un valor promedio de la fragmentación espermática de alpaca expresado como 

índice de fragmentación de ADN (IFA) de 20.98 ± 32.54%, así mismo se demostró 

estadísticamente que el IFA puede correlacionarse positivamente con el porcentaje de 
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espermatozoides inmóviles y negativamente con la movilidad progresiva y concentración 

(p<0.05). La evaluación de los estadios embrionarios solo produjo resultados 

comparables en el Grupo A y Grupo C encontrándose que no había diferencias 

significativas entre ambos grupos durante la monitorización embrionaria (p>0.05). Se 

concluye que es posible usar el IFA como un predictor de calidad espermática, mas el 

nivel de IFA usado en este trabajo no es estadísticamente significativo para evidenciar su 

relación con alguno de los tres estadios de desarrollo embrionario preimplantacional 

analizados. 

 

Palabras clave: fragmentación de ADN espermático, SCD, alpaca, in vitro, embriones 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

La ganadería de camélidos sudamericanos como la alpaca (Vicugna pacos) tiene una alta 

significancia socioeconómica en los países andinos como el Perú, donde las comunidades 

alpaqueras desarrollan su economía basada en el comercio cárnico y de fibra de lana en 

esta especie. En años recientes, el alto interés y demanda en fibras de alpaca de alta 

calidad por parte del mercado textil y la baja tasa de fertilidad de esta especie ha dado 

como resultado un incremento en el estudio y aplicación de biotecnologías reproductivas, 

no obstante, han tenido un éxito muy limitado (Fernández-Baca, 1993; Trasorras et al., 

2013) . 

La evidencia clínica en reproducción asistida sugiere que fallas en los procesos de 

fecundación y/o desarrollo embrionario en mamíferos responden en gran medida a 

defectos en los gametos, factores que no son atendidos y entendidos correctamente sobre 

todo cuando se habla de animales de crianza. En este contexto el análisis de gametos, 

como los espermatozoides, previo a un ciclo de fecundación in vitro (FIV) puede 

identificar defectos que alteren la embriogénesis normal, mejorando así la calidad de los 

embriones transferidos (Balasuriya et al., 2011).  

Uno de estos análisis es la determinación del grado de fragmentación de ADN 

espermático, ensayo que surge como alternativa para explicar la infertilidad masculina de 

origen desconocido (Vásquez, 2012) y el poco éxito en los ciclos recurrentes de 

fecundación (Barroso et al., 2009; Portella-Ruiz & Gonzales, 2016). El daño a nivel de 

ADN en la línea germinal paterna puede resultar en una fecundación deficiente, desarrollo 

subóptimo y alteraciones en la morfocinética del embrión preimplantacional (Casanovas 

et al., 2019; Esbert et al., 2018), abortos espontáneos y un riesgo elevado de prevalencia 
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de desórdenes congénitos en la descendencia (Aitken & De Iuliis, 2010; Aitken & 

Koppers, 2011; Kumaresan et al., 2020; Middelkamp et al., 2020).  

La importancia de la integridad del ADN espermático por tanto se convierte en una 

condición sine qua non para el desarrollo embrionario y posterior obtención de la 

descendencia (Carretero et al., 2012; Zini et al., 2001) teniendo como fin, maximizar el 

éxito de las biotecnologías reproductivas para la crianza intensiva de animales de granja  

El siguiente trabajo de investigación propone una metodología alternativa para la 

evaluación de la integridad del ADN espermático de Vicugna pacos mediante una 

modificación alcalina al test de la dispersión de la cromatina espermática (SCD), la cual 

es una técnica de bajo coste y alta fiabilidad desarrollado con éxito en otras especies de 

mamíferos (Carretero et al., 2012; Cortés-Gutiérrez et al., 2009; Enciso et al., 2006; 

Fernández et al., 2005; Pawar & Kaul, 2011) similar a otras pruebas más elaboras como 

citometría de flujo (Chohan, 2006; Ribas-Maynou et al., 2013) y TUNEL (Zhang et al., 

2010), y el potencial impacto de este parámetro espermático no convencional en el 

desarrollo embrionario temprano in vitro en alpaca lo que permitirá mejorar el criterio de 

selección espermática en los distintos centros de producción y laboratorios de 

investigación embriológica de esta especie para aumentar la tasa de producción de 

embriones, implantación  y preñez. 

2. MARCO TEÓRICO CONCEPTUAL 

 

2.1.  CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LA ALPACA (VICUGNA 

PACOS) 

Vicugna pacos conocida comúnmente como alpaca (del aimara allpaqa) es un 

camélido alto andino domesticado similar a la llama (Lama glama) aunque de menor 
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tamaño y con un cuello más alargado, diurno, de hábitos sociales y que puede llegar 

a vivir hasta 20 años. Inicialmente fue descrita por Linnaeus (1758) como una de las 

formas domésticas de camélidos del Nuevo Mundo y fue emparentada con el guanaco 

(Lama guanicoe), sin embargo los estudios con secuencias parciales del gen 

citocromo b y de microsatélites permitió fortalecer la hipótesis proveniente de 

evidencias arqueozoológicas de que la alpaca podría haber derivado de la 

domesticación de poblaciones de vicuñas (Kadwell et al., 2001; Marín et al., 2007), 

evidencia que ha permitido su reclasificación actual como Vicugna pacos. 

Están distribuidos mayoritariamente en Sudamérica, siendo Perú el país que abarca la 

mayor cantidad de cabezas de ganado de este animal con más de 3.6 millones de 

animales que representan el 87% de ellos a nivel mundial (INEI, 2013), distribuidos 

en 17 departamentos donde Puno y Cuzco concentra la mayor producción. Debido al 

creciente interés en la fibra de lana de este animal varios países han venido 

desarrollando su crianza como los Estados Unidos, Australia, Nueva Zelanda, Canadá 

entre otros.  

Los camélidos sudamericanos son de apareamiento estacional dándose este 

comportamiento de forma natural durante los meses de lluvia de Noviembre a Abril, 

coincidiendo con el incremento de forraje en la zona, mas se ha visto que en los 

centros de crianza en Sudamérica, camélidos como la alpaca pueden entrar en 

apareamiento de Diciembre a Marzo, con picos elevados de apareamiento desde el 

mes de Enero (Brown, 2000; San-Martin et al., 1968). 

En la alpaca, la actividad sexual se observa a partir de los 12 meses en adelante, sin 

embargo, en la práctica ganadera se suele retrasar el apareamiento hasta los 2 años de 

edad (Fernández-Baca, 1993) donde estos animales experimentan una caída de la 

libido al permanecer los machos en contacto continuo con las hembras (Brown, 2000; 
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Sumar, 1996). Esta especie es polígama donde el macho forma un harén con hasta 10 

hembras. San Martín et al (1968) reportaron que la alpaca hembra no tiene un patrón 

de ciclo estral definido, lo que existe es un estro que se sostiene casi continuamente 

en la ausencia de macho alguno u otro estimulante ovulatorio con períodos 

ocasionales de no aceptación (Fernández-Baca, 1993), es decir que requiere cópula 

para desencadenar la acción de la hormona luteinizante responsable de la ovulación, 

siendo caracterizada como especie  de ovulación inducida por el coito (Fernandez-

Baca et al., 1970; Ratto et al., 2005; Sumar, 1994). 

Las gestaciones en esta especie suelen durar entre 342 a 345 días, tiempo del cual 

nace una sola cría con peso oscilante entre los 7 y 8 kilogramos. El nacimiento de 

gemelos en esta especie es un fenómeno muy raro. 

 

2.2.  IMPORTANCIA ECONÓMICA 

 

En el Perú la zona rural alto andina, constituida como la zona alpaquera, tiene como 

una de sus actividades comerciales principales la producción de camélidos 

domésticos, cuyo producto principal es la fibra que tiene características textiles 

apreciadas. La producción y comercialización de aquella es una industria altamente 

dinámica donde intervienen actores a todo nivel, tanto nacionales como 

internacionales: con la ganadería y transformación primaria en las zonas andinas, 

pasando por su industrialización, confección y comercialización como producto 

terminado tanto en el mercado europeo como el asiático. 

Otro producto derivado de las alpacas es su carne, la cual tiene un valor nutritivo 

similar o superior a otras carnes, desafortunadamente aún no está debidamente 
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aprovechada en el mercado nacional restringiéndose mayormente a las zonas de 

crianza del interior del país, de la misma forma subproductos derivados de pieles y 

cueros ampliamente usados en la industria artesanal (FAO, 2005). 

Según el CENAGRO 2012 (INEI, 2013) el 99% de las cabezas de ganado se encuentra 

en poder de pequeños criadores y el 1% en diversas formas organizativas, donde 

paradójicamente los pequeños productores son uno de los segmentos menos 

favorecidos de la población peruana, presentando ingresos anuales per cápita menores 

a 800 dólares americanos (FAO, 2005).  

 

2.3.  PROBLEMÁTICA REPRODUCTIVA 

 

Existe un fenómeno de baja fertilidad en alpacas representado por un alto número de 

pérdidas embrionarias como consecuencia tanto de factores endógenos como 

exógenos (Fernández-Baca, 1993; Sumar, 1996). En las hembras estos factores suelen 

estar asociados a inmadurez folicular, anormalidades fisiológicas (himen persistente, 

efectos luteolíticos diferenciales de los cuernos uterinos), infecciones vagino-uterinas, 

persistencia del cuerpo lúteo, fallas ováricas y abortos (relacionados a infecciones 

uterinas o bajos niveles de progesterona) y en los machos por la presencia de 

adhesiones entre el pene y el prepucio, baja calidad seminal y problemas asociados a 

nivel testicular (Fowler & Bravo, 2010); en otros casos los factores de infertilidad son 

congénitos.  

Años de malos esquemas de manejo reproductivo y la baja fertilidad inherente a estos 

animales han contribuido a deteriorar la calidad de las fibras, disminuyendo la calidad 

de producción, la perdida de diversidad genética y restándole competitividad en el 
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mercado internacional a las comunidades alpaquera altoandinas (Mamani, 2019; 

Yalta et al., 2015), lo que ha impulsado a desarrollar estrategias y programas de 

crianza basados en las biotecnologías reproductivas dado el potencial que representa 

este recurso animal, es así que técnicas como la inseminación intrauterina, desarrollo 

sincronizado de folículos ováricos, super estimulación ovárica, transferencias 

embrionarias  y criopreservación ovárica por vitrificación (Bravo et al., 1997; Ruiz 

et al., 2013; Trasorras et al., 2013) se vienen realizando con el fin de contrarrestar las 

bajas tasas de fertilidad y preñez en esta especie a la vez que permite obtener animales 

con características mejoradas.  

Si bien la literatura muestra resultados relativamente exitosos de preñez mediante 

inseminación artificial (Adams et al., 2009; Bravo et al., 1997) y transferencia 

embrionaria (Huanca et al., 2013) todos estos comparten el hecho de depender de 

muestras en fresco lo cual limita y circunscribe su uso a ciertos núcleos de crianza. 

La aplicación de tecnologías como la fecundación in vitro (FIV) e inyección 

intracitoplasmática del espermatozoide (ICSI) (Mamani, 2019; Miragaya et al., 2006) 

se avizoran como recursos prometedores en la búsqueda de maximizar la obtención 

de progenie mediante  embriones in vitro y dando la opción de criopreservarlos para 

aprovechamiento posterior tanto por el productor alpaquero como por los grupos de 

investigación interesados, sentando bases para la creación de bancos de germoplasma 

y de embriones, lo que permitirá además de preservar la diversidad genética de la 

alpaca. 

 

2.4.  EL ESPERMATOZOIDE DE ALPACA  

Estas células elongadas altamente diferenciadas, producto final de un proceso 

altamente sofisticado de divisiones y remodelaciones estructurales celulares que 
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ocurren en los testículos, llamado espermatogénesis, son una singular y autónoma 

parte del soma cargada con la responsabilidad de mantener la identidad de los 

organismos diploides proveyendo del 50% del material nuclear genético a la 

descendencia (Gosálvez et al., 2015).  

Están compuestos de dos zonas: cabeza, donde encontramos el ADN haploide 

altamente compactado como medida de protección frente agentes exógenos y el 

acrosoma conteniendo enzimas hidrolíticas como la hialuronidasa y proacrosina que 

median la interacción gamética durante la fecundación;  y la cola donde encontramos 

la pieza intermedia rica en mitocondrias y el flagelo espermático compuesto por un 

axonema rico en microtúbulos ambos interactuando en conjunto en los procesos de 

propulsión para la movilidad (Contreras, 2017).  

El espermatozoide de alpaca a diferencia de otros rumiantes domésticos, en semen 

eyaculado, casi no presenta movilidad masal siendo la movilidad individual 

principalmente oscilante no progresiva, donde los individuos tienen un 5-10% de 

movilidad progresiva (Contreras, 2017), presencia de gotas citoplasmáticas entre el 1 

-7% (Brown, 2000) y una morfología espermática anormalmente alta (Fernández-

Baca, 1993). Huanca-Marca et al. (2020) en un trabajo más reciente mediante un 

análisis espermático asistido por computadora (CASA) corrobora estas aseveraciones 

mostrando que la heteromorficidad (gran variabilidad morfológica de los 

espermatozoides inter e intra animal) y parámetros espermáticos relativamente bajos 

(movilidad total 16.27±11.96%, concentración 247±186.70%) son valores 

característicos de la alpaca y no se debe  propiamente a un factor de mortandad 

espermática (viabilidad 62.86±15.92%) sino a la madurez sexual, estado fisiológico 

y polimorfismo genéticos que controlan la espermatogénesis.  
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Actualmente los grupos de investigación reproductiva en alpacas se han interesado en 

el uso de espermatozoides epididimarios dado que el procesamiento de evaluación es 

más “amigable” (Bravo & Valdivia, 2018; Ugarelli et al., 2018) al eliminar los 

procesos de licuefacción mecánica y/o enzimática (tripsina, papaína, colagenasa, etc.) 

necesarios para trabajar con eyaculado dado su alta filancia y viscosidad (Adams 

et al., 2009).  

 

2.5.  CAPACITACIÓN ESPERMÁTICA  

 

Desde la acuñación del término por Colin Russell Austin en 1952, el concepto ha 

evolucionado conjuntamente con el descubrimiento de los mecanismos que median la 

fecundación, separándose de conceptos pertenecientes a eventos concomitantes pero 

independientes como la reacción acrosómica y al hiperactivación espermática 

(Gervasi & Visconti, 2016).  

La capacitación espermática puede definirse como la culminación de la “madurez 

funcional” o adquisición de la capacidad fecundante, que empezó tempranamente con 

la espermatogénesis a nivel testicular, pasando por una maduración estructural en el 

epidídimo y que finaliza post copula en el tracto femenino (Nixon & Bromfield, 

2018), en la que una subpoblación espermática a través de sofisticados cambios 

bioquímicos remodelan la membrana plasmática, impulsan el movimiento flagelar 

progresivo y alistan la maquinaria enzimática para la interacción gamética previa a la 

singamia . 

Estos cambios fisiológicos espermáticos, inician con la fluidificación de la membrana 

plasmática espermática mediante la remoción del colesterol y factores decapacitantes 

asociados a membrana, este cambio en membrana a nivel molecular permite modificar 



9 

 

los canales iónicos permitiendo el influjo de HCO-3 y Ca+2 , a la vez que se modifica 

el pH citosólico y activa la vía del AMPc/PKA, esa señal incrementa la fosforilación 

de residuos de tirosina de múltiples proteínas espermáticas resultando en la 

inactivación de serina/treonina fosfatasas mediada por una familia de tirosin-quinasas 

(Nixon & Bromfield, 2018), en varios especies esta fosforilación de proteínas 

dependientes de AMPc se da en el flagelo espermático, asociado con la 

hiperactivación de motilidad espermática (Leemans et al., 2019) evento considerado 

marcador del proceso de capacitación. Asimismo el incremento de Ca+2 intracelular 

también favorece este proceso y lo predispone a la reacción acrosómica (Gervasi & 

Visconti, 2016). 

Experimentalmente en alpaca se ha visto que estos eventos se pueden reproducir in 

vitro usando tanto fluido folicular del mismo animal (Bravo & Valdivia, 2018) como 

medios de cultivo sintéticos tamponados como Sperm Talp (Ruiz et al., 2017) o HAM 

F10 (Mamani, 2019) ambos suplementados con albúmina sérica bovina (BSA) en 

condiciones controladas de incubación; en reproducción asistida, es imperativo que 

los espermatozoides tengan un tratamiento de selección mediante centrifugación 

como puede ser columnas de Percoll® o swim up. Estas técnicas de selección 

espermática aprovechan la capacidad de respuesta de los espermatozoides a las 

moléculas capacitantes como el BSA e ionóforos del medio, aprovechando su 

movilidad intrínseca para separarlos mecánicamente de espermatozoides inmóviles 

y/o dañados físicamente, células redondas, debris, bacterias y plasma seminal si 

hubiese, esta fracción separada está asociada con un mejor pronóstico fecundativo 

(Sakkas, 2018; WHO, 2010). 
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2.6.  EVALUACIÓN DE LA FUNCIÓN ESPERMÁTICA 

 

Al momento de esta redacción no existe un protocolo universal que determine con 

total exactitud la fertilidad de los espermatozoides en mamíferos, sin embargo, existe 

una relación de parámetros informativos de calidad espermática relacionados con una 

mayor o menor competencia funcional para la fecundación. 

Experimentalmente al trabajar en reproducción asistida, se toma consenso  la 

valoración de ciertos parámetros espermáticos informativos para valorar el potencial 

fecundante del macho lo que se puede denominar como “pruebas de valoración in 

vitro” que suelen ser: la movilidad, viabilidad, concentración y morfología, pruebas 

que están ampliamente documentadas en la literatura (Acosta et al., 2015; Carretero 

et al., 2012; Cheuquemán et al., 2013; Huanca Marca et al., 2020; WHO, 2010), 

empero obviamos el hecho de que el espermatozoide aporta el genoma haploide, los 

centriolos para conducir las divisiones celulares, la fosfolipasa C-zeta específica del 

espermatozoide, factor activador del ovocito y ácidos ribonucleicos mensajeros 

implicados en el desarrollo embrionario temprano (Portella-Ruiz & Gonzales, 2016), 

bajo la presunción de que un espermatozoide móvil y con membrana plasmática 

intacta debe contener una molécula de ADN normal.  

Se ha demostrado que técnicas de selección espermática como el swim up no bastan 

para eliminar todas aquellas células con ADN dañado (Amiri et al., 2012; Malvezzi 

et al., 2014; Santiso et al., 2010; Zini et al., 2000). Diversos estudios (Aitken & Baker, 

2020; Barroso et al., 2009; Castillo et al., 2018; Middelkamp et al., 2020; Souza et al., 

2019) sugieren que la infertilidad idiopática, las fallas de fecundación y 

anormalidades en la progresión del desarrollo embrionario tienen origen en la 

alteración de los componentes localizados en el núcleo espermático, mas estos 
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elementos, no suelen ser evaluados en el análisis seminal convencional 

(espermograma). 

 

2.7.  FRAGMENTACIÓN DEL ADN ESPERMÁTICO 

 

La fragmentación de ADN espermático es aquel estado donde el ADN sufre roturas 

tanto de cadena simple como doble de grado variable como consecuencia factores 

intrínsecos (apoptosis abortiva, defectos de empaquetamiento, estrés oxidativo) ( 

Aitken & De Iuliis, 2010; Muratori, Marchiani, et al., 2019.) y extrínsecos (cambios 

de temperatura, infecciones, medicamentos, etc.) (González-Marín et al., 2012) que 

alteran la susceptibilidad del ADN al daño por otros mecanismos, como el estrés 

oxidativo (Portella-Ruiz & Gonzales, 2016). Si bien el espermatozoide tiene tanto 

ADN nuclear cómo mitocondrial, solo se toma en cuenta para la evaluación el primero 

dado que las mitocondrias paternas no participan en el proceso de fecundación en los 

mamíferos (Barroso et al., 2009), sin embargo sí podrían someter al espermatozoide 

a niveles anormales de radicales libres de oxígeno (ROS) bajo cualquier agente 

estresor comprometiendo la integridad del ADN nuclear (Aitken et al., 2014; Aitken 

& Baker, 2020). 

Aitken & Koppers (2011) postulan que una amplia variedad de factores clínicos y 

medioambientales actuando solos o en combinación son capaces de producir estrés 

oxidativo en los testículos, este estrés perjudica la espermiogénesis resultando en la 

producción de espermatozoides defectuosos y con cromatina escasamente 

protaminada, favoreciendo el incremento de radicales libres de oxígeno (ROS)  

atacando la cromatina y posibilitando la formación de aductos oxidados de las bases 

nucleotídicas del ADN que darán como resultado rupturas de cadena nucleotídica, 
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exponiendo al ADN cada vez más a un daño continuo mediado por ROS lo que puede 

desencadenar en muerte celular y alteraciones de la fertilidad. 

En los últimos años la evaluación de la fragmentación de ADN espermático ha ganado 

importancia como biomarcador de calidad seminal y potencial predictor de fertilidad 

(Fernández et al., 2005; Portella-Ruiz & Gonzales, 2016). Los estudios han permitido 

relacionar y explicar diversas situaciones observadas en reproducción asistida 

asociadas al daño en el ADN espermático como microdeleciones y mutaciones de 

novo (Aitken & Baker, 2020), retrasos en el desarrollo embrionario (Casanovas et al., 

2019; Esbert et al., 2018), errores en la segregación cromática y formación de 

embriones mosaicos (Middelkamp et al., 2020), bajas tasas de fecundación y 

embarazo (Gosálvez et al., 2015; Tandara et al., 2014), aneuploidías cromosómicas 

detectadas en abortos espontáneos (Enciso et al., 2013; Kim et al., 2010; Portella-Ruiz 

& Gonzales, 2016) e incremento de condiciones neurológicas (epilepsia, 

esquizofrenia espontanea, autismo, trastorno bipolar) (Aitken et al., 2020), 

situaciones que obligan tomar medidas para su pronto detección previo ciclo de 

fecundación in vitro. 

 

2.7.1. FACTORES QUE INCREMENTAN EL DAÑO AL ADN 

ESPERMÁTICO 

 

2.7.1.1. Defectos de empaquetamiento 

 

El espermatozoide maduro contiene, en su composición nuclear, protaminas con 

abundante cantidad de residuos de arginina que permiten el 

“superempaquetamiento” del ADN, para reducir el acceso de moléculas pequeñas 



13 

 

que puedan dañarlo (Portella-Ruiz & Gonzales, 2016). En los mamíferos la 

cromatina está empaquetada por nucleasas endógenas (topoisomerasa II) que 

cortan y ligan los nicks liberando el estrés de torsión (Sharma & Agarwal, 2018) 

y facilitando el reemplazo de histonas por protaminas, evento imprescindible de 

la maduración espermática, durante la espermiogénesis permitiendo restaurar la 

integridad del ADN durante el transito epididimario (Andrabi, 2007). 

Una escasa protaminación por la presencia de nicks endógenos en el ADN 

espermático post tránsito epididimal (González-Marín et al., 2012) o defectos en 

los checkpoints del proceso de maduración espermática (Gosálvez et al., 2015) 

deja sitios lábiles en la cromatina susceptibles a roturas de cadena simple o doble 

por moléculas con actividad enzimática ROS provenientes de procesos 

metabólicos alterados lo que luego se refleja en el eyaculado como 

espermatozoides con valores anormalmente altos de fragmentación de ADN. 

 

2.7.1.2. Estrés Oxidativo 

 

La membrana plasmática de los espermatozoides tiene una composición lipídica 

muy diversa (fosfolípidos, esteroles, ácidos grasos saturados y poliinsaturados) 

que los vuelve fácilmente susceptibles al daño por ROS. La generación de bajos 

niveles de ROS es vital para el correcto funcionamiento espermático al intervenir 

en la modulación de genes y proteínas relacionadas en eventos de proliferación, 

diferenciación y función; desbalances entre la producción de ROS y las moléculas 

antioxidantes seminales puede traer efectos negativos en la calidad de los 

espermatozoides (Andrabi, 2007; Carretero et al., 2017).  
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Las células espermáticas son particularmente susceptibles al estrés oxidativo 

durante la espermiogénesis, las células de Sertoli son las encargadas de ejercer los 

mecanismos de screening (González-Marín et al., 2012) para controlar el exceso 

de ROS, las cuales proveen de antioxidantes como la superóxido dismutasa, 

glutatión reductasa, transferasas y peroxidasas (Sharma & Agarwal, 2018). Un 

ambiente donde predomine el ROS condicionará la oxidación de los grupos tiol 

en el ADN generando protaminaciones defectuosas en las espermátidas (versiones 

inmaduras de los espermatozoides), disminución en la formación de puentes 

disulfuro y por tanto un incorrecto “superempaquetamiento” del ADN lo que 

aumenta los sitios lábiles a la fragmentación del ADN mediada por ROS. 

El estrés oxidativo mediado por ROS acarrea tres fenómenos observados en 

infertilidad: disminución de la movilidad del espermatozoide asociado a daño en 

membrana espermática, deterioro del ADN espermático alterando la contribución 

genómica paterna hacia el embrión (Vásquez, 2012) y un fenómeno recientemente 

observado, la dinámica de la reprogramación genética que puede afectar la 

contribución epigenética del genoma paterno hacia el desarrollo embrionario 

(Castillo et al., 2018; Wyck et al., 2018) y las tasas de embarazo (Peña, Jr et al., 

2017; Sharma & Agarwal, 2018).  

 

2.7.1.3. Apoptosis abortiva 

 

En los testículos mamíferos ocurre una expansión clonal de las células germinales, 

un evento bastante intenso que suele superar la capacidad de mantenimiento y 

screening de las células de Sertoli. La apoptosis que acompaña la 
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espermatogénesis surge como un evento de control donde aproximadamente el 

75% de las espermatogonias son eliminadas por eventos de muerte celular 

programada evitando sobrepasar la capacidad de soporte de las células de Sertoli 

(Andrabi, 2007; Sharma & Agarwal, 2018). 

Portella-Ruiz & Gonzales (2016) indican que la arquitectura del espermatozoide 

normal impide que exista translocación nuclear de nucleasas activadas y 

cofactores activadores de apoptosis evitando la inhibición de la vía del Inositol-3-

fosfoquinasa (PI3K)- proteína quinasa B (AKT) lo que se traduce en perdida de la 

movilidad, aumento del ROS mitocondrial, activación de caspasas en el citosol, 

externalización de fosfatidilserina, vacuolización del citoplasma y daño oxidativo 

del ADN.  

Fallas a cualquier nivel en la eliminación de espermatozoides dañados o 

disfuncionales llevará a la acumulación de subpoblaciones de espermatozoides 

que escaparon de la muerte programada pero que externalizan ligandos Fas que al 

contacto con especies reactivas de oxígeno o nitrógeno reactivaran las vías 

intrínsecas y extrínsecas de la apoptosis desencadenado respuestas celulares 

letales y activando la vía de caspasas y produciendo una apoptosis tardía, la cual 

se asocia a los eventos de fragmentación de ADN (Andrabi, 2007; Carretero et al., 

2017; Muratori, Marchiani, et al., 2019; Sharma & Agarwal, 2018).  

En la figura 1 se resume esquemáticamente la manera en que a nivel celular los 

tres factores anteriormente descritos suelen implicarse en los mecanismos de 

incremento de fragmentación de ADN espermático.  
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2.7.2. TÉCNICAS PARA EVALUAR EL DAÑO EN EL ADN 

ESPERMÁTICO 

 

En los años 80, Evenson et al. establecieron por primera vez una relación entre 

infertilidad y la fragmentación del ADN espermático mediante la aplicación de 

naranja de acridina (AO) y citometría de flujo, desde entonces diversas técnicas han 

surgido para la detección de este parámetro.  

Figura 1. Modelo esquemático del origen de la fragmentación espermática. In vivo la 

fragmentación de ADN espermático surge porque un grupo de células escapan de 

los procesos apoptóticos celulares. Estas células espermáticas muertas llegan al 

tracto genital donde el entorno oxidativo propio de las células vivas desencadena la 

apoptosis de las células muertas y fragmentando su ADN. Se hipotetiza in vitro que 

el fenómeno que ocurre es similar, aunque también es posible que altos niveles de 

oxidación rompan directamente el ADN sin la intervención de endonucleasas. 

Fuente: Muratori, Marchiani, et al., 2019. 
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En la literatura (Andrabi, 2007; D. P. Evenson, 2016; Gosálvez et al., 2015) existen 

diversas técnicas para estudiar los defectos del ADN espermático conocido como 

fragmentación espermática, pudiendo dividirse en 2 grupos: los que incluyen 

metodologías de marcado sobre las hebras de ruptura simple y doble cuantificando 

el “daño actual” como el ensayo TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase 

dUTP nick end labeling) y aquellas que cuantifican el “daño potencial”, es decir,  

miden la susceptibilidad del ADN a la desnaturalización como naranja de acridina 

(AO), ensayo de la estructura de la cromatina espermática (SCSA) y la prueba de 

dispersión de la cromatina espermática (SCD) (Carretero et al., 2017), esta última fue 

empleada en el desarrollo de este trabajo. 

2.7.2.1. Test de la Dispersión de la Cromatina Espermática (SCD) 

 

La prueba SCD es simple, pero con un elegante concepto científico detrás que 

consta de tres pasos principales: (1) las células espermáticas son embebidas en 

una matriz inerte de agarosa, (2) seguidos de una incubación secuencial en una 

solución de lisis especie-especifica con actividad ADN denaturante acompañada 

de una depleción controlada de las proteínas nucleares, y (3) tinción y 

visualización de baja complejidad (Fernández et al., 2011, 2018). Los 

espermatozoides con ADN integro producen halos de dispersión de cromatina 

(bucles de ADN hermanados a la estructura nuclear residual) a diferencia de 

aquellos con ADN fragmentado en donde se evidencia la formación de halos 

diminutos o sin halo. 

Actualmente existen diversos estudios en infertilidad masculina principalmente 

humana donde se demuestra clara relación entre el incremento de espermatozoides 

con ADN fragmentado versus muestras con sospecha de infertilidad (Acosta et al., 
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2015), infertilidad aparente con parámetros seminales normales (Choucair et al., 

2016; Feijó & Esteves, 2014), infertilidad asociada a abortos recurrentes (Absalan 

et al., 2012; Kim et al., 2010), rearreglos cromosómicos estructurales 

transmisibles (García-Peiró et al., 2011; Middelkamp et al., 2020), calidad 

embrionaria y éxito de preñez (Gosálvez et al., 2015; Tandara et al., 2014) e 

incremento de condiciones neurológicas en la descendencia ( Aitken et al., 2020). 

Estudios realizados usando FIV han demostrado que los espermatozoides con 

ADN severamente dañado poseen capacidad fecundante y de producción de 

embriones sin embargo detienen su desarrollo durante la transcripción del genoma 

del embrión (4 – 8 células) al no poder activar y expresar correctamente el genoma 

paterno heredado (Barroso et al., 2009; Middelkamp et al., 2020) a la vez de 

repercutir negativamente en el desarrollo e implantación embrionaria (Barroso 

et al., 2009; Zandieh et al., 2019). 

La prueba SCD ha tenido un amplio éxito en diversas especies como peces 

(López-Fernández et al., 2009), marsupiales (Johnston et al., 2007), humanos ( 

Fernández et al., 2005; Fernández et al., 2003), y mamíferos diversos (Carretero 

et al., 2012; Cortés-Gutiérrez et al., 2009; de la Torre et al., 2007; Pawar & Kaul, 

2011) teniendo resultados comparables frente a técnicas más complejas como 

DBD-FISH ( Fernández et al., 2003), ensayo cometa (Ribas-Maynou et al., 2013), 

prueba de estructura de la cromatina espermática (SCSA) (Chohan, 2006) y 

TUNEL (Zhang et al., 2010) con el incentivo adicional de ser menos laboriosas, 

requerir menor instrumental y mayor procesamiento de muestras por día con un 

solo operador (Feijó & Esteves, 2014). 

Lo anterior expuesto deja patente que los parámetros seminales estándar y la 

capacidad fecundante de un espermatozoide no son suficientes para asegurar la 
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integridad de su ADN, un factor trascendental si se plantea usar estos gametos en 

procesos de tecnologías reproductivas para lograr altas tasas de embriones y 

embarazos a término, de ahí la importancia de implementar metodologías de la 

detección del daño al ADN espermático como el test SCD.  

 

2.8.  FECUNDACIÓN IN VITRO 

 

La fecundación in vitro (FIV) es una es un proceso altamente complejo en el que los 

gametos homólogos previamente capacitados de una especie interactúan en medio de 

cultivo uniéndose para formar un embrión, esto es una versión sintética y dirigida de 

los procesos reproductivos naturales sin la interacción directa de los individuos.  

La producción in vitro de embriones llevada a cabo en animales de producción tiene 

tres pasos importantes: una maduración in vitro del ovocito, la fecundación del 

ovocito madurado y el cultivo in vitro del ovocito fecundando hasta su etapa de 

blastocitos (Moawad et al., 2020). La literatura es amplia sobre los FIV llevados a 

cabo en camélidos sudamericanos usando espermatozoides epididimarios (Ayuque 

Araujo & Justiniano Huamancayo, 2013; Mamani, 2019; Ruiz et al., 2017) y bajo 

diversos medios y técnicas de cultivo (Del Campo et al., 1994; Martinez Chavez & 

Ramos Aponte, 2015; Moawad et al., 2020; Ruiz et al., 2017; Trasorras et al., 2013) 

donde son puestos a fecundar durante 18-24 horas luego del cual se comprueba la 

fecundación exitosa por observación directa de la extrusión del polocito o inicios del 

primer clivaje, tiempo del cual son cambiados a  medios enriquecidos y 

nutricionalmente distintos. 
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2.9.  CULTIVO DE EMBRIONES 

 

El cultivo embrionario es la fase crucial del correcto desarrollo embrionario, pues es 

sabido que el embrión tiene requerimientos nutricionales particulares según va 

progresando de estadio y la formulación de estos medios son cruciales para la 

producción de blastocisto de buena calidad con miras a una transferencia embrionaria. 

Se ha descrito que algunos componentes del medio son esenciales para mejorar la tasa 

de desarrollo en embriones preimplantacionales; dentro de estos se encuentra una gran 

variedad de suplementos tal como los aminoácidos, suero, fluido folicular, hormonas 

de origen diverso, ácido retinoico, cafeína L-carnitina y antioxidantes (Gadir Adam, 

2016; Han & Niwa, 2003; Leisinger, 2013; Moawad et al., 2020). 

En camélidos sudamericanos los protocolos de medio más usados son derivados de 

aquellos usados en rumiantes (Ruiz et al., 2017), siendo el medio SOFaa, KSOMaa y 

el CR-1 los más empleados, estos medios definidos son bastante estables en términos 

de osmolaridad permitiendo simplificar los sistemas de cultivo.   

 

2.10.  DESARROLLO EMBRIONARIO 

 

El desarrollo embrionario en mamíferos ocurre inmediatamente después de que los 

gametos se han fusionado para dar origen a una única célula totipotencial llamada 

zigoto, empieza con una reorganización de los componentes citoplasmáticos del 

ovocito donde determinantes citoplasmáticos actúan en la activación o inactivación 

de los genes y eventos controladores de los primeros clivajes, posteriormente los 

transcriptos maternos serán degradados y reemplazados por los del zigoto en un 
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cambio transitorio del control genómico materno al del embrión (Betts & Madan, 

2008; Wei et al., 2017). La activación del genoma paterno puede ocurrir 

tempranamente en el desarrollo embrionario y parece estar mediado por factores de 

activación ovocitaria (Seli et al., 2004; Simões, 2010), algunos estudios llevados a 

cabo en bovinos (Comizzoli et al., 2000; Eid et al., 1994) demostraron que el factor 

paterno se manifiesta tan temprano como en la fase S del primer ciclo celular 

impactando en el inicio y duración del primer clivaje. 

El primer clivaje se da como un “anillo” formado por actina y miosina que se extiende 

paralelo al eje polar del zigoto (polo animal- vegetal) y normal al eje longitudinal del 

huso mitótico (Georgadaki et al., 2016).  El segundo clivaje se da paralelo al eje 

polar,  para este punto el embrión paso de 2 a 4 células o blastómeros, los clivajes 

siguientes continuaran dividendo al embrión en células. Después de las 8 células 

comienza experimentar un proceso de compactación progresiva a través de uniones 

estrechas (tigh junctions) y adherentes impidiendo la distinción de los contornos de 

las blastómeros e inicia la polarización embrionaria (Gardner & Balaban, 2016; 

Stringfellow & Sidel, 2000).  

El embrión forma una cavidad en su interior, el blastocele, la cual se forma por la 

secreción de fluido de las células más externas hacia la mórula formando dos zonas: 

el trofoblasto y la masa celular (Mamani, 2019). Este estadio suele observarse en 

alpacas ente las 120 a 168 horas post fecundación in vitro (Pérez Durand et al., 2017).  

Esta descripción anterior se ejemplifica en la figura 2, mostrando el desarrollo 

embrionario continuo de bovino post fecundación desde las tempranas etapas de 

zigoto, pasando por las primeras divisiones celulares, su posterior compactación o 

mórula hasta el blastocito tardío. 
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Figura 2. Imágenes microscópicas del desarrollo embrionario preimplantacional de 

bovinos desde zigoto (A) pasando por los estadios de 2 células (B), 4 células (C), 8 

células (D), mórula (E), blastocitos temprano (F) y tardío (G). Fuente Wei et al., 

2017, imagen modificada. 
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2.11. EVALUACIÓN DE EMBRIONES 

 

La evaluación de embriones a través de la calidad es una estimación de la predicción 

de su sobrevivencia en el medio de cultivo, en términos generales un embrión 

saludable es aquel que presenta contorno regular y sin opacidades el cual es el primer 

signo de degeneración celular.  

En este trabajo el desarrollo embrionario se llevó a cabo siguiendo la clasificación 

dada por Stringfellow & Sidel (2000), la que se resume de la siguiente manera: 

 

Grado 1 Excelente,  el embrión es casi perfecto, altamente simétrico, esférico con 

tamaño, color y texturas uniformes, masa celular activa y saludable sin 

defectos visibles, la zona pelúcida está intacta. El desarrollo embrionario 

correspondiente al día de su observación.  

 

Grado 2 Regular, su masa celular esta activa y saludable sin embargo se detectan 

algunas imperfecciones, principalmente de forma (formas irregulares), 

algunos blastómeros se encuentran extruidos de la masa celular, puede 

presentarse algunas vesículas pequeñas.  

 

Grado 3 Malo, su masa celular esta activa, pero el embrión presenta defectos muy 

definidos entre ellos detritus celulares, formas irregulares, alteraciones en 

el citoplasma y zona pelúcida. Hay pocas células degeneradas, blastómeros 

desprendidos y presencia de numerosas vesículas. 
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Grado 4 Degenerado,  se incluye a los defectos del grado 3 el desarrollo retardado, 

ruptura de zona pelúcida, extrusión y/o desintegración con granulación y 

vacuolización de blastómeros. La masa celular no suele presentar signos de 

estar activa. 
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS DE LA INVESTIGACIÓN 

 

3.1.  HIPÓTESIS 

 

Es posible evaluar la fragmentación de ADN espermático en alpaca mediante la 

técnica de dispersión de la cromatina espermática (SCD) y usarlo como predictor de 

calidad espermática. 

 

3.2.  OBJETIVOS 

 

3.2.1. Objetivo General 

 

Determinar si el nivel de fragmentación de ADN en espermatozoides 

epididimarios de alpaca usando el test de dispersión de la cromatina es un 

predictor de calidad espermática y del desarrollo embrionario temprano. 

 

3.2.2. Objetivos Específicos 

 

Estandarizar el test de dispersión de la cromatina (SCD) en muestras epididimarias 

de alpacas para evaluar el grado de fragmentación del ADN espermático.  

Identificar los patrones de dispersión de cromatina espermática propios de alpaca. 
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Determinar si existe correlación entre el índice de fragmentación espermática y 

parámetros espermáticos convencionales. 

Comparar los estadios de desarrollo temprano y la fecundación con 

espermatozoides de índices de fragmentación de ADN espermático variable. 
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4. MATERIALES Y METODOS 

 

4.1.  LUGAR DE ESTUDIO 

 

El presente trabajo se desarrolló en principalmente el Laboratorio de Fisiología de la 

Reproducción en la Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad Nacional 

Mayor de San Marcos (Lima, Perú), adicionalmente un grupo de muestras fue 

procesado en colaboración con el Laboratorio de Biotecnología Reproductiva de la 

Universidad Nacional de Huancavelica en el campus de la ciudad de Huancavelica. 

 

4.2.  MATERIAL BIOLÓGICO  

 

Se seleccionaron cuarenta y cinco pares de epidídimos provenientes de muestras 

testiculares de machos adultos de alpacas beneficiados en el Camal Municipal de 

Huancavelica (Centro poblado Callqui Chico - Huancavelica, Perú), cuyo peso 

testicular supere los 8 gramos como confirmatorio de adultez (Valdivia et al., 2019).  

Una vez beneficiado el animal, los pares testiculares se lavaron en suero fisiológico 

(NaCl 0.9%) y fueron guardados individualmente y transportados en suero fisiológico 

4°C con ayuda de gelpacks en contenedores termoaislantes.  

Los ovocitos que se usaron para la fecundación in vitro (FIV), son ovocitos MII 

confirmados por la presencia de un único cuerpo polar, estos han sido previamente 

madurados dentro del marco del proyecto FONDECYT contrato 428-2019, estos 
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ovocitos proceden de ovarios colectados y transportados bajo las mismas condiciones 

que los testículos. 

 

4.3.  TRANSPORTE 

 

El envío de las muestras de testículos se realizó mediante servicio de transporte de 

carga desde la ciudad de Huancavelica hasta el Laboratorio de Fisiología de la 

Reproducción en la Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad Nacional 

Mayor de San Marcos (Campus Cercado de Lima, Lima - Perú) para su procesamiento 

24 horas post-mortem 

Una vez arribados a las instalaciones del laboratorio en Lima (24 horas post mortem), 

uno de los testículos fue usado para la evaluación de parámetros y análisis de 

fragmentación de ADN, el contralateral se guardó manteniendo la cadena de frío hasta 

su uso en la Fecundación In Vitro (FIV). 

 

4.4.  MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS 

 

4.4.1. Material para el Test de la Dispersión de la Cromatina Espermática 

(SCD) 

 

4.4.1.1. Medio de soporte 

Se usó láminas pretratadas con una delgada capa de agarosa de punto de fusión 

normal (NMP) de baja electroendosmosis al 0.65% (Cleaver Scientific, cat. CSL-
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AG500) y tubos microcentrífuga que tuvieron 70µl agarosa de bajo punto de 

fusión (LMP) al 1% (Bio-Rad, cat. No. 1613111). 

 

4.4.1.2. Soluciones de trabajo  

La solución álcali denaturante se preparó disolviendo 58.44g (1M) de NaCl 

(Sigma-Aldrich, cat. No. S5886) y 1.2g (0.03M) de NaOH en un 1000mL de agua 

destilada, se ajustó el pH de la solución a 7.5. 

La solución de lisis, por ser un proceso controlado de eliminación de proteínas 

nucleares, se usó diversas concentraciones de 1,4-Dithiothreitol (DTT) (Merck, 

cat. No 1.11474.0005) en la formulación (0.006M), 2.5M NaCl (Sigma-Aldrich, 

cat. No. S5886), 0.4M Tris (Sigma-Aldrich, cat. No. T6066), 50mM EDTA 

(Sigma-Aldrich, cat. No. E6758) y 1.5 mL Tritón X-100 (Sigma-Aldrich, cat. No. 

X-100) completado con agua destilada hasta 1000mL, se ajustó el pH a 7.5. 

Se usó PBS como dilutor de la muestra espermática y para los procesos de tinción, 

este fue formulado con 8g/L de Cloruro de Sodio (Sigma-Aldrich, cat. No. S5886), 

0.2 g/L de cloruro de potasio (Sigma-Aldrich, cat. No. P9333), 0.24 g/L de fosfato 

de potasio (Sigma-Aldrich, cat. No. P5379) y 1.62 g/L de fosfato dibásico de sodio 

(Sigma-Aldrich, cat. No. S5136) a pH 7.4, suplementado con 0.075 g/L de 

penicilina y estreptomicina. 

 

4.4.1.3. Solución de tinción 

Se uso colorante Eosina-azul de metileno en solución según Wright (Sigma-

Aldrich, cat. No. 101383), comúnmente llamado colorante Wright y una batería 

de alcohol etílico de diversos grados (50º, 70º, 100º). 
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4.4.2. Reactivos de Tinción 

 

4.4.2.1. Reactivo para evaluación de viabilidad celular 

Como reactivo de vitalidad se usó 50 mg de Eosina-Y en solución con 10 mL de 

cloruro de sodio al 0.9% (Sigma-Aldrich, cat. No. S5886). 

 

4.4.2.2. Reactivo para evaluación de integridad de membrana 

Se preparó una solución de 0.1470g de citrato de sodio y 0.2702g de fructosa 

disueltos en 20 mL de agua estéril, esta se alícuota en fracciones de 90µL y se 

congelan hasta su uso.   

 

4.4.3. Medios de cultivo 

 

4.4.3.1. Medios de aislamiento 

Los espermatozoides fueron asilados en medio nutritivo mixto HAM F10 (Sigma-

Aldrich, cat. No. N6635) suplementado con sales de lactato de calcio (Sigma-

Aldrich, cat. No. L4388), bicarbonato de sodio (Sigma-Aldrich, cat. No. S5761), 

penicilina (Sigma-Aldrich, cat. No. P4875), estreptomicina y albumina bovina 

sérica facción V (BSA) (Sigma-Aldrich, cat No. A3311). 
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4.4.3.2. Medio de lavado y capacitación  

La capacitación espermática se llevó a cabo liberando los espermatozoides en 

medio Sil-Select Plus™ Washing medium (FertiPro, cat. No. WASH100G) y 

usando una solución stock de medio de fecundación TL (Minitube, cat. No. 

19990/0030) suplementado con 0.6% de albúmina bovina sérica libre de ácidos 

grasos (Sigma-Aldrich, cat. No.  A7030), 50 µg/mL de gentamicina (Sigma-

Aldrich, cat. No.  G1264) y 0.2 mM de piruvato de sodio (Sigma-Aldrich, cat. No. 

P5280). 

 

4.4.3.3. Medio de fecundación in vitro 

 

El medio de fecundación se preparó a partir de una solución stock de medio de 

fecundación TL (Minitube, cat. No. 19990/0030) suplementado con 0.6% de 

albúmina bovina sérica libre de ácidos grasos (Sigma-Aldrich, cat. No.  A7030), 

50 µg/mL de gentamicina (Sigma-Aldrich, cat. No.  G1264), 0.2 mM de piruvato 

de sodio (Sigma-Aldrich, cat. No. P5280), 2 UI/mL de heparina (Sigma-Aldrich, 

cat. No.  H3149), 20 µM de penicilamina (Sigma-Aldrich, cat. No.  P4875), 10 

µM hipotaurina (Sigma-Aldrich, cat. No.  H1384) y 1 µM epinefrina (Sigma-

Aldrich, cat. No. E4250) y cubierto con aceite mineral (LifeGuard Oil, cat. No 

LGUA-500). 

 

4.4.3.4. Medio de cultivo de embriones 

Se utilizó medio KSOM+ aa (Merck, cat. No.  MR-106-D) suplementado con 

0.4% de albúmina bovina sérica libre de ácidos grasos (Sigma-Aldrich, cat. No.  



32 

 

A7030), 50 µg/mL de gentamicina (Sigma-Aldrich, cat. No.  G1264) y 2 mM de 

piruvato de sodio (Sigma-Aldrich, cat. No. P5280 y cubierto con aceite mineral 

(LifeGuard Oil, cat. No LGUA-500).  

Para asegurar la esterilidad de los medios usados para los procedimientos 

implicados en producción de embriones, estos fueron filtrados con filtros de 

membrana de 0.22 µm (Millex-GV Merck). 

 

4.5.  MATERIALES DE PLÁSTICO, METAL Y VIDRIO 

 

Placas de Petri, puntas para micropipeta de diferente volumen, láminas porta y 

cubreobjetos, tubos microcentrífuga de 1.5 mL, tubos centrífugos cónicos de 15 mL, 

tubos centrifuga cónicos de 50 mL, filtros de membrana de 0.22 µm (Millex-GV 

Merck), tijeras , pinzas de relojero, jeringas de 10mL, cámara de Neubauer (Boecco), 

guantes de nitrilo. 

 

4.6.  EQUIPOS DE LABORATORIO 

 

Incubadora de CO2 Thermo Scientific, cabina de flujo laminar Labconco, balanza 

analítica, potenciómetro digital Hanna Instruments, microscopio óptico e invertido, 

micropipetas de volumen variable, plancha termo controlada, refrigeradora.  
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4.7.  METODOLOGÍA  

La metodología establecida de trabajo se resume en el flujograma presentado a 
continuación Figura 3, explicando en las líneas siguiente uno a uno los 
protocolos de este estudio. 

 

Figura 3. Flujograma del trabajo experimental. 

(IFA 4-6%) 
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4.7.1. Método de Recuperación de Espermatozoides Epididimarios 

 

Se retiró la túnica albugínea de uno de los pares de testículos por cada individuo, 

exponiendo el epidídimo, donde se seccionó la cola epididimaria, colocándola en 

placas Petri para un trozado fino en 500 µl de medio de aislamiento temperado y 

estabilizado (37ºC, 5% CO2) para favorecer la salida de los espermatozoides según 

lo descrito por Bravo & Valdivia (2018).  

Se obtuvo una “suspensión espermática” que fue utilizada en las evaluaciones 

siguientes, la suspensión deberá permanecer temperada y estabilizada en todo 

momento de la evaluación. 

 

4.7.2. Método de Evaluación de Parámetros Espermáticos 

 

4.7.2.1. Movilidad Espermática 

 

Se colocó una alícuota de 10 µL de la suspensión espermática sobre una lámina 

portaobjetos y se cubrió con una laminilla cubreobjetos, ambas temperadas 

previamente a 37oC, observándose directamente al microscopio de campo claro a 

400X según lo descrito por Vásquez, Gonzáles & Pino (2012). La movilidad se 

clasificó como progresiva (desplazamiento rectilíneo o circular grande), no 

progresivo (movimientos de cola sin desplazamiento) e inmóviles (WHO, 2010). 

Adicionalmente las muestras se clasificaron según su movilidad progresiva 

siguiendo el criterio de Valdivia et al. (2019) para espermatozoides epididimarios 
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(ESPM) para la parte del análisis estadístico como un punto adicional de 

correlación, siendo este: 

ESPM > 30% = muestras de buena calidad (BUENA) 

ESPM =20-29% = muestras de calidad regular (REGULAR) 

ESPM < 20% = muestras de mala calidad (MALA) 

 

4.7.2.2. Viabilidad Espermática 

 

Se diluyó la suspensión espermática con Eosina-Y al 0.5% en suero fisiológico a 

37°C en proporción 1:1, observándose a 400x en el microscopio tomando en 

consideración como espermatozoides muertos a los que se tiñen de rosa en su 

totalidad y vivos aquellos que no están coloreados (WHO, 2010). 

 

4.7.2.3. Ensayo de Integridad de Funcional de Membrana Espermática 

(HOS) 

 

Se incubo 10 µL de suspensión espermática en 90 µL de solución hiposmótica  

previamente temperada a 37ºC, se homogeneizaron y se dejó incubar a esa 

temperatura por espacio de 40 minutos, tiempo después fue analizado al 

microscopio de campo claro contando 200 espermatozoides tomándose como 

positivos al test de endosmosis los espermatozoides que presentaron las colas 

hinchadas o enrolladas lo cual indico que la membrana plasmática se encontraba 

funcionalmente activa (Vásquez et al., 2012). 
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4.7.2.4. Concentración Espermática 

 

Se usó la cámara Neubauer mejorada usando ambos pocillos bajo el microscopio, 

siguiendo la metodología de recuento descrita por la WHO (2010); el recuento se 

hizo fila por fila hasta obtener 200 espermatozoides, una vez contado 200 

espermatozoides se acabará de contar todos los espermatozoides de dicha fila.  

 

4.7.3. Test de la Dispersión de la Cromatina Espermática (SCD) 

 

El protocolo de partida fue el propuesto por Pratap et al. (2017) con algunas 

modificaciones. Las suspensiones espermáticas se diluyeron en medio de cultivo 

hasta una concentración de 10-15 x106 espermatozoides/mL, luego una fracción 

de esta se mezcló a 37ºC con agarosa LMP al 1% (hasta obtener una concentración 

final de 0.7%) y se incluyó en el portaobjeto pretratado con agarosa NMP y 

cubriendo inmediatamente con un cubreobjetos. Se dejó solidificar a 4ºC durante 

10 minutos, pasado este tiempo se retira el cubreobjeto. 

El portaobjetos se incubó en inmersión en solución álcali denaturante por 8 

minutos a 4ºC. A continuación, se le introdujo en solución de lisis por 8 minutos 

a temperatura ambiente. Las láminas tratadas fueron fijadas y deshidratadas en un 

batería de alcohol (50%, 70% y 100%) y se dejó secar al aire. La tinción se efectuó 

con Wright visualizándose al microscopio de campo claro a 400 aumentos.  
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Como control negativo (relajación y visualización de halos de cromatina) de la 

técnica se realizaron todos los pasos descritos anteriormente, sin usar la solución 

álcali denaturante, como control positivo de la técnica (espermatozoides sin halos 

de cromatina) se expuso las suspensiones espermáticas a radiación 

electromagnética con un foco UV de 15 watts (Sylvania G15W) por 40 minutos y 

reposo post irradiación de 30 minutos, procesándose luego con normalidad. Se 

considera como un buen tiempo aquel que permita obtener al menos más del 85% 

de las muestras fragmentadas post exposición (Huanca Marca, 2016). Los ensayos 

se hicieron por duplicado. 

La evaluación se hizo con al menos 200 imágenes de espermatozoides por muestra 

como mínimo, donde cada espermatozoide evaluado tuvo un core o nucleoide 

(núcleo residual), la zona del halo y el flagelo. Se excluyó del análisis los 

espermatozoides entrecruzados y/o incompletos. Las mediciones fueron 

ejecutadas en un software de captura y procesamiento de imagen (Euromex 

ImageFocusAlpha ver.x64, 1.3.7.13814.20190120), estableciéndose 4 categorías 

de evaluación:  

Halo grande: la medición del halo es mayor al diámetro mayor del nucleoide.  

Halo medio: la medición del halo es igual al diámetro mayor del nucleoide 

Halo pequeño: la medición del halo es menor al diámetro mayor del nucleoide. 

Sin halo: ausencia de halo. 

Se consideró como espermatozoides con daño de ADN o “fragmentados” a todos 

aquellos que tuviesen un halo pequeño o sin halo y “no fragmentados” aquellos 

con halo medio o grande, y se expresó como un índice de fragmentación de ADN 

espermático (IFA). 
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𝐼𝐹𝐴 = 100 × 𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑟𝑚𝑎𝑡𝑜𝑧𝑜𝑖𝑑𝑒𝑠 𝑐𝑜𝑛 𝑑𝑎ñ𝑜 𝑑𝑒 𝐴𝐷𝑁𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑟𝑚𝑎𝑡𝑜𝑧𝑜𝑖𝑑𝑒𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑑𝑜𝑠  

 

 

4.7.4. Selección y capacitación espermática por Swim up 

 

Los testículos se temperaron gradualmente al ambiente, cortando hasta exponer el 

epidídimo; procesando de manera similar a lo descrito línea arriba, pero liberando 

ADN 

FRAGMENTADO 

ADN NO 

FRAGMENTADO 

Figura 4. Resumen de la metodología de preparación de la técnica de SCD empleada. 
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los espermatozoides en medio de lavado y luego se dejó temperar la muestra a 

37ºC por 10 minutos y se evaluó la presencia de movilidad alguna.  

Se realizó una capacitación swim up a estas muestras, lavándose estas a 1600RPM 

por 8 minutos, recuperando el pellet sin desestabilizarlo y depositándolo en el 

fondo de un tubo microcentrífuga que tenía un volumen de 200µl de medio de 

capacitación previamente temperado y estabilizado en incubadora de CO2 

(38.5ºC, 5% CO2, 100% de humedad relativa), se dejó migrar los espermatozoides 

en un plano inclinado en incubadora de CO2 por espacio de 1 hora.  

Se recuperó un volumen entre 100 a 150µl de sobrenadante, y se evaluó la 

movilidad. Las muestras post swim up con movilidad suficiente (movilidad total 

mayor a 30%) y concentración mayor al millón.mL-1 fueron destinadas para su 

uso en FIV, el resto se descartó.  

4.7.5. Fecundación in vitro y Evaluación del Desarrollo Embrionario In 

vitro 

 

La fecundación se llevó a cabo empleando 111 ovocitos MII y 9 muestras 

espermáticas con IFA variable, agrupándolos para su análisis en función al valor 

del IFA: Grupo A (IFA<2%), B (IFA 2-4%)  y C (IFA4-6%). Se emplearon gotas 

de 50µL de medio de fecundación que contenían alrededor de 10 ovocitos 

madurados de alpaca (24h pre maduración y 38h de maduración final) por gota y 

se coincubó junto a los espermatozoides a una concentración final de 1-2 

millones.mL-1 en placas de cultivo de 35x 10mm, cubriendo con aceite mineral y 

se dejó a condiciones de incubación (38.5ºC, 5% CO2, 100% de humedad relativa) 

por un espacio de 20 horas.  
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Al día siguiente, 20 h post fecundación, se determinó la fecundación por la 

extrusión del segundo cuerpo polar u observación del primer clivaje, separando y 

pasándolos a medio de desarrollo a condiciones de incubación. 

Se estableció para la evaluación morfológica del desarrollo 3 puntos de 

observación, tomándolo como referencia el desarrollo embrionario de bovino 

(figura 2): 

20h post fecundación: evaluación de fecundación a través de la observación de 

la extrusión del segundo cuerpo polar u observación del primer clivaje. 

72-96h post fecundación: evaluación y gradación de mórulas siguiendo el criterio 

de (Stringfellow & Sidel, 2000).  

120-168h post fecundación: evaluación y gradación de blástulas siguiendo el 

criterio de (Stringfellow & Sidel, 2000). 

 

4.8.  ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Los análisis estadísticos se llevaron a cabo en el software SPSS para Windows (IBM® 

SPSS Statistics Ver. 23), estableciéndose el nivel de significancia estadística para 

todas las pruebas del 5%.  

Los datos se evaluaron con la prueba de Shapiro-Wilk para determinar si seguían 

distribución normal. Debido a la naturaleza de los datos se optó por usar pruebas 

estadísticas no paramétricas. Se empleo correlación de Spearman y la prueba de U-

Mann Whitney para demostrar asociación entre la variable de estudio y los parámetros 

espermáticos convencionales. Se usó la prueba de Chi-cuadrado como estadígrafo de 
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relacionamiento entre los grupos espermáticos usados en el FIV y la asociación con 

los estadios de desarrollo observado, ambos eran variables cualitativas. 
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5. RESULTADOS  

 

5.1.  ESTANDARIZACIÓN DEL PROCEDIMIENTO  

 

En este trabajo extrapolamos y modificamos la técnica establecida para humanos por 

(Pratap et al., 2017) para su uso en alpaca, por lo cual se requirió estandarización de 

la metodología (correcta formulación y tiempo de exposición a las soluciones 

químicas) buscando obtener una lisis de proteínas nucleares controlada que permita 

obtener unos halos de cromatina uniformes sin distorsionar la información. 

Se disminuyó sistemáticamente el tiempo de exposición de las muestras espermáticas 

embebidas en las láminas de agarosa variando en primer momento la solución 

denaturante y posteriormente la solución de lisis hasta obtener el tiempo de 8 minutos 

en cada una, estableciéndose estos tiempos como los mínimos requeridos para la 

observación de un halo uniforme claramente visible sin perder las estructuras del 

espermatozoide en cada una de las soluciones de trabajo (Figura 5 y 6) . 

Figura 5. Estandarización del tiempo de solución denaturante. El tiempo de lisis fue fijo, siendo variables el tiempo de 

denaturación en 12 minutos (a), 10 minutos (b) y 8 minutos (c). Fotografías a 400 aumentos (a y b) y 200 aumentos (c). 

a b c 
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b b1 

c1 c 

d d1 

e e1 

a1 a 

Figura 6. Estandarización del tiempo de solución lisis. Izquierda, corresponden a distintos 

tiempos de exposición a la solución, derecha corresponde a la misma lámina, pero mostrando 

espermatozoides a objetivo de inmersión. El tiempo de denaturación fue fijo de 8 minutos, 

siendo variables el tiempo de lisis en 18 minutos (a), 15 minutos (b), 12 minutos (c), 10 minutos 

(d) y 8 minutos (e). Fotografías tomadas a 200x (a-d), 400x (e) y 1000x (a1-e1). 
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5.2.  EVALUACIÓN DE CONTROLES 

 

Se usaron cuatro muestras para el control positivo y una para control negativo, se 

determinó que con una potencia de 15W por 40 minutos y un tiempo de reposo post 

irradiación de 30 minutos a una distancia de 10 centímetros es suficiente para obtener 

resultados. El control negativo se trabajó con el protocolo establecido en la 

metodología lo que resulto en una relajación parcial de la cromatina. El control 

positivo y el negativo se pueden evidenciar en la Figura 7 y 8 respectivamente. 
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Figura 7.  Resultados del control positivo mediante la exposición a UV con tiempos, 

distancias y potencias variables. 
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Figura 8. Establecimiento de los controles. Fotografías a 400 aumentos de la muestra D. 

En a muestra sin exposición a UV; en b el control positivo (muestras expuestas a UV), 

nótese los diferentes tamaños de halo de cromatina (flecha) reflejo de grados de 

fragmentación diversos respecto a un espermatozoide no fragmentado (cabeza de flecha), 

en c el control negativo. 

a 

c 

b 
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5.3.  PARÁMETROS ESPERMÁTICOS  

 

Cuarenta y cinco pares de epidídimos de alpaca post mortem fueron usados como 

muestras en este estudio donde se evaluaron sus parámetros espermáticos 

convencionales y el índice de fragmentación de ADN espermático (IFA), estos datos 

se muestran en la Tabla 1. 

Adicionalmente, a la data en bruto se le añadió una variable de “transporte de 

muestra” que está en función del tiempo transcurrido hasta su evaluación en 

laboratorio: cuarenta muestras de espermatozoides epididimarios de alpacas con 24 

horas post mortem (muestra transportada), evaluadas en Lima, y cinco de 1 hora post 

mortem que se considera como muestra de evaluación en fresco (muestra no 

transportada) en la ciudad de Huancavelica, en las instalaciones del laboratorio 

Biotecnología Reproductiva de la Universidad Nacional de Huancavelica, esto último 

buscó determinar si la logística de transporte era la correcta y no estuviese alterando 

los valores basales de IFA connaturales a la alpaca. 

 

 

 

 

 

 

 

  



47 

 

CALIDAD 
DE LA 

MUESTRA 

TRANSPORTE 
DE LA 

MUESTRA 
MUESTRA 

MOVILIDAD 
PROGRESIVA 

(%) 

MOVILIDAD 
NO 

PROGRESIVA 
(%) 

INMÓVILES 
(%) 

VIABILIDAD 
(%) 

TEST 
DE HOS 

(%) 

CONCENTRACIÓN 
(millones.mL-1) 

IFA 
(%) 

BUENA Transportada #1 30.5 15.5 54.0 60.0 52.0 200 3.2 

MALA Transportada #2 0.0 0.4 99.6 60.0 65.0 31 11.2 

MALA Transportada #3 0.2 1.0 98.8 28.0 60.0 119 1.8 

REGULAR Transportada #4 23.6 30.0 46.4 72.0 79.0 135 88.1 

BUENA Transportada #5 32.0 11.0 57.0 51.0 60.3 23 1.4 

BUENA Transportada #6 41.0 30.0 29.0 78.0 - 39 13.9 

MALA Transportada #7 15.2 13.6 71.2 41.0 53.0 7 100 

MALA Transportada #8 11.5 17.0 71.5 69.6 61.0 182 2.0 

REGULAR Transportada #9 22.1 24.2 53.7 68.0 57.0 207 0.6 

BUENA Transportada #10 45.0 32.7 22.3 74.1 66.2 124 2.3 

BUENA Transportada #11 34.1 31.8 34.1 74.0 67.8 66 4.8 

MALA Transportada #12 18.1 23.7 58.2 61.0 41.0 885 40.1 

REGULAR Transportada #13 21.7 21.8 56.5 67.0 52.0 24 3.5 

REGULAR Transportada #14 27.0 24.3 48.7 68.0 58.0 137 0.5 

MALA Transportada #15 2.9 23.2 73.9 55.0 50.0 76 3.8 

MALA Transportada #16 2.6 30.8 66.6 60.0 57.0 11 3.4 

BUENA Transportada #17 35.0 40.0 25.0 79.0 - 155 40.6 

MALA Transportada #18 8.2 16.7 75.1 34.2 50.8 193 5.3 

MALA Transportada #19 4.1 19.8 76.1 76.0 64.1 2 100 

MALA Transportada #20 1.3 15.4 83.3 55.9 72.2 1 100 

MALA Transportada #21 19.4 20.0 60.6 77.6 68.0 85 1.4 

MALA Transportada #22 8.1 11.3 80.6 61.5 - 0.25 100 

MALA Transportada #23 0.0 0.0 100.0 62.0 55.0 1.6 56.5 
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MALA Transportada #24 0.0 0.0 100.0 15.4 21.1 1.2 92.1 

BUENA Transportada #25 30.1 17.6 52.3 72.2 77.0 248 8.0 

REGULAR Transportada #26 29.8 24.8 45.4 81.8 79.9 121 30.2 

REGULAR Transportada #27 29.8 28.1 42.1 72.0 63.9 381 4.5 

BUENA Transportada #28 50.9 27.6 21.5 79.1 - 71 5.5 

MALA No transportada #29 12.1 23.4 64.5 43.7 43.1 24 7.8 

BUENA No transportada #30 42.9 28.3 28.8 84.5 72.6 205 13.0 

MALA No transportada #31 14.9 22.8 62.3 46.4 46.3 61 37.7 

REGULAR No transportada #32 22.8 24.2 53.0 61.2 57.0 64 13.4 

REGULAR No transportada #33 28.7 23.7 47.5 70.3 67.8 234 14.0 

BUENA Transportada #34 33.9 23.5 42.6 82.7 - 200 0.7 

BUENA Transportada #35 41.2 25.7 33.1 74.4 - 230 0.5 

REGULAR Transportada #36 28.7 21.0 50.3 83.0 - 98 4.2 

BUENA Transportada #37 44.1 23.5 32.4 - 76.7 140 0.9 

REGULAR Transportada #38 28.6 25.0 46.4 - 86.7 126 1.0 

BUENA Transportada #39 52.2 18.7 29.1 - 66.8 391 1.3 

MALA Transportada #40 2.2 6.5 91.3 - - 60 11.4 

BUENA Transportada #41 32.9 23.7 43.5 - - 243 3.0 

BUENA Transportada #42 37.4 26.7 35.8 55.8 81.6 194 2.9 

BUENA Transportada #43 40.7 25.0 34.3 62.1 73.0 310 0.8 

REGULAR Transportada #44 24.5 27.4 48.1 79.5 86.9 78 2.1 

MALA Transportada #45 6.8 15.5 77.7 84.4 87.0 85 4.7 

 

 

Tabla1. Evaluación de los parámetros espermáticos de las muestras espermáticas evaluadas en este estudio. 
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5.4.  PRUEBAS ESTADÍSTICAS  

 

5.4.1. Factor transporte  

 

Buscando determinar si los IFA observados en laboratorio eran connaturales a los 

animales y no una alteración externa producida por las condiciones de transporte 

se procesó algunas muestras en la ciudad de Huancavelica y se contrastó estos 

datos con lo observado en Lima. Los estadísticos descriptivos y el análisis 

relacional no paramétrico se pueden evidenciar en el anexo Nº1 y 2.  

Al segmentarse la data por la variable de agrupación “transporte de muestra”, la 

prueba no paramétrica U de Mann-Whitney demostró que no existe la suficiente 

robustez estadística para considerar que los índices de fragmentación de ADN 

Figura 9. Diagrama de caja y bigotes de la distribución de los índices de 

fragmentación del ADN (IFA) según la variable de agrupación “transporte de la 

muestra”. Las flechas punteadas son las proyecciones de la media sobre la caja 

contigua. 
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espermático (IFA) en ambos grupos son distintos estadísticamente (p-valor= 0.11 

U= 55). De la figura 9 de cajas y bigotes podemos llegar también a esta conclusión 

al proyectar los valores de la media sobre la caja contigua notando que estos caen 

dentro del 50 % de los datos evaluados.  

Como la variable “transporte de la muestra” no es un factor que potencialmente 

haya incrementado los valores de IFA, se tomó los datos como una unidad para su 

análisis. 

5.4.2. De los parámetros espermáticos y el índice de fragmentación 

espermática (IFA) 

 

Los parámetros espermáticos y el IFA fueron sometidos a la prueba de Shapiro-

Wilk para determinar si estos se distribuyen de manera normal, esta información 

se presenta junto con algunos estadísticos descriptivos (media, error estándar, 

desviación estándar y varianza) en el anexo Nº3.  

Los resultados mostraron que los datos analizados no siguen en su totalidad una 

distribución normal salvo en lo que refiere a movilidad progresiva, inmovilidad, 

test de HOS, por tanto, los análisis de asociaciones entre estas variables fueron 

evaluadas mediante contraste de hipótesis con test no paramétrico.  

Mediante el estadígrafo de Spearman (ver anexo Nº4) se observó que existe 

asociación estadísticamente significativa entre el índice de fragmentación de ADN 

(IFA) y las variables de inmovilidad (sig.= 0.02; Rho= 0.34), movilidad 

progresiva (sig.= 0.01; Rho= -0.40),  y concentración espermática (sig.= 0.00; 

Rho= -0.47), siendo una correlación positiva baja para la primera variable y una 

correlación negativa moderada para las otras dos. 
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Si segmentamos la data en base a la calidad espermática (movilidad) según 

(Valdivia et al., 2019)  y corremos el estadígrafo no paramétrico de Kruskal Wallis 

se demuestra con una probabilidad de error del 2% (p-valor= 0.02 Χ2= 8.00) que 

el índice de fragmentación de ADN del espermatozoide es estadísticamente 

diferente según su movilidad (ver anexo Nº4), esta información puede verse en la 

figura 10. 

5.4.3. Evaluación cualitativa de los patrones de SCD  

  

Tomando en cuenta la clasificación dada por Fernández et al. (2005), se elaboró 

la tabla 2 donde se clasificaron los halos de dispersión cromatínica en 4 patrones 

Figura 10. Gráfico de distribución de las medias aritméticas del IFA respecto 

a su la movilidad progresiva clasificadas según criterio Valdivia et al., 2019.  

buena = mp>30%, regular= 29%>mp>20%, mala<19% 

mp= movilidad progresiva  
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expresando estos resultados en porcentajes,  sus estadísticos descriptivos se 

muestran en el anexo Nº6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Muestra 
Halo 

Grande 
(%) 

Halo 
Medio 

(%) 

Halo 
Pequeño (%) 

Sin 
Halo 
(%) 

IFA 
(%) 

 
#1 64.52 32.26 2.15 1.08 3.23 
#2 82.44 6.34 6.83 4.39 11.22 
#3 95.81 2.40 0.00 1.80 1.80 
#4 11.18 0.70 3.68 84.44 88.12 
#5 95.37 3.23 1.40 0.00 1.40 
#6 72.18 13.91 9.76 4.14 13.91 
#7 0.00 0.00 0.00 100.00 100.00 
#8 90.56 7.44 1.50 0.50 2.00 
#9 97.45 1.97 0.57 0.00 0.57 

#10 93.35 4.34 2.02 0.29 2.31 
#11 89.69 5.50 4.12 0.69 4.81 
#12 39.26 20.66 37.19 2.89 40.08 
#13 94.59 1.94 3.47 0.00 3.47 
#14 99.55 0.00 0.45 0.00 0.45 
#15 92.37 3.79 2.82 1.02 3.84 
#16 91.66 4.89 2.01 1.44 3.45 
#17 35.61 23.81 33.53 7.05 40.58 
#18 90.42 4.31 5.27 0.00 5.27 
#19 0.00 0.00 0.00 100.00 100.00 
#21 92.52 6.06 1.18 0.24 1.42 
#22 0.00 0.00 0.00 100.00 100.00 
#24 20.22 23.24 42.95 13.59 56.54 
#24 0.93 6.94 67.13 25.00 92.13 
#26 62.77 7.01 13.52 16.70 30.22 
#27 77.20 18.26 4.54 0.00 4.54 
#28 73.81 20.70 4.93 0.55 5.48 
#29 76.60 15.64 7.76 0.00 7.76 
#30 46.75 40.26 11.32 1.67 12.99 
#31 25.98 36.27 28.92 8.82 37.75 
#32 34.45 52.19 11.50 1.86 13.36 
#33 37.21 48.84 13.18 0.78 13.95 

Tabla 2. Distribución de los patrones de halos de dispersión de la cromatina 

observados en las muestras epididimarias de alpaca. En la última columna de esta 

tabla se muestra el índice de fragmentación espermática (% halo pequeño + % sin 

halo) para cada muestra. 
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La media de los porcentajes de los patrones de SCD que se obtuvieron fue de 

60.79 ±35.05% (halo grande), 13.22±14.92% (halo medio), 10.44±15.57% (halo 

pequeño) y 15.45±32.15% (sin halo), es decir más del 70% de espermatozoides 

analizados en este estudio presentan halos de dispersión grande y media lo que se 

traduce en espermatozoides no fragmentados. 

 

 

5.4.4. Evaluación del Índice del Fragmentación de ADN en muestras 

espermáticas seleccionadas por swim up destinadas a Fecundación in 

vitro  

 

En la tabla 3 mostramos los índices de fragmentación de ADN espermático inicial 

y post capacitación swim up en espermatozoides epididimarios, los estadísticos 

descriptivos se muestran en el anexo 8 donde se encontró que la media y la 

Figura 11. Composición de las muestras espermáticas basados en los patrones de 

dispersión de la cromatina espermática (SCD). El grafico muestra solo el valor de 

las medias ± SEM. 
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desviación estándar para ambos grupos son numéricamente contrastables (IFA 

inicial= 12.04±21.57%; IFA post swim up= 6.78±6.77%) lo que sugirió una 

tendencia a la reducción de la fragmentación espermática asociado a la selección 

espermática. La prueba de rangos con signo de Wilcoxon desestimó esta 

suposición (n=17; Z= -.497; Sig.= .619), encontrando que no existe evidencia 

estadística suficiente que indique diferencias mediadas por la selección 

espermática. Cabe resaltar que no todas las muestras capacitadas fueron usadas en 

fecundación in vitro. 

 

IFA (%) 

Inicial 
Post swim 

up 

88.12 14.21 

3.47 1.95 

0.45 5.21 

4.54 4.81 

5.48 3.00 

7.76 11.56 

12.99 3.87 

37.75 25.41 

13.36 18.42 

13.95 5.81 

0.67 1.89 

4.18 2.38 

0.89 2.29 

1.33 1.61 

2.97 3.45 

2.14 2.50 

4.65 6.86 

 

 

Tabla 3. Datos de fragmentación espermática inicial y post capacitación swim up 

dentro de una misma muestra. 
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5.4.5. Evaluación de la Fecundación In vitro 

 

Se logró realizar 4 ensayos de Fecundación in vitro (FIV), empleándose 111 

ovocitos madurados in vitro que fueron distribuidos y fecundados aleatoriamente 

con muestras espermáticas previamente capacitadas por swim up, clasificando los 

grupos de desarrollo según el grado de fragmentación de ADN: Grupo A 

(IFA<2%), B (IFA 2-4%)  y C (IFA 4-6%). La evaluación del desarrollo 

embrionario preimplantacional se realizó a las 20, 72-96 y 120-168 horas post 

fecundación. Esta data se resume en la tabla 4. 

La primera observación realizada a las 20h post fecundación tuvo como objetivo 

determinar la tasa de fecundación de los grupos, siendo esta del 34.29% para el 

grupo A, 8.82% para el B y 33.33% para el C. El grupo B no consiguió proseguir 

el desarrollo más halla de unas pocas divisiones (2-4 células) es probable que este 

asociado a factores intrínsecos maternos de los ovocitos por tanto se evitará su 

interpretación en los análisis posteriores. 

La evaluación realizada entre las 72 - 96 horas evidenció que en todos los grupos 

al menos se realizó el primer clivaje, sin embargo, solo el grupo A y C progresaron 

hacia mórula (20% y 11.90% respectivamente), los embriones restantes de los tres 

grupos presentaron evidentes anomalías de desarrollo (retraso en las divisiones 

celulares, falta de simetría en las divisiones de los blastómeros, presencia de 

vacuolas).  

Las mórulas fueron evaluadas siguiendo la gradación dada por Stringfellow & 

Sidel (2000), la figura 12 muestra estos datos. Se obtuvo que el Grupo A está 

compuesto en su gran mayoría por mórulas grado 2 (57%) a diferencia del grupo 
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C donde el grupo mayor fue de grado 3 (40%), los embriones de grado 4 

(degenerados) fueron del 14 y 20% respectivamente. 

En la evaluación a las 168h post fecundación, se observó en los grupos A y C la 

presencia de mórulas (17.14% y 9.52% respectivamente) y ningún blastocito.  

 

 

 

0% 0%

20%

57%

0%

20%

29%

0%

40%

14%

0%

20%

Grupo A Grupo B Grupo C

Clasificación de las Morulas según su calidad

GRADO 1 GRADO 2 GRADO 3 GRADO 4

Figura 12. Clasificación de mórulas obtenidas según su calidad por grupo de IFA, 

expresado en porcentajes. 
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Tabla 4. Comparación del desarrollo embrionario temprano in vitro en alpaca 

entre los grupos estudiados, expresado en porcentajes por grupo de 

IFA(p>0.05). 

 

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 Grupo A Grupo C P valor 

Total de ovocitos inseminados 35 42 - 

20 horas    

Ovocitos fecundados y clivaje 
temprano 

34.29% 33.33% 0.930 

72-96 horas    

Embriones <8 células 14.29% 19.05% 0.431 

Mórula 20% 11.90% 0.249 

Degenerados 2.86% 2.38% 0.720 

120-168 horas    

Embriones <8 células 11.43% 9.52% 0.563 

Mórula 11.43% 9.52% 0.563 

Blastocistos 0% 0% - 

Degenerados totales 11.43% 14.29% 0.464 
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6. DISCUSÍON  

 

6.1.  DE LA ESTANDARIZACIÓN DEL PROCEDIMIENTO 

 

Durante mucho tiempo se le otorgó una importancia casi exclusiva al ovocito como 

predictor para llevar a buen término el desarrollo embrionario, si bien la evidencia 

clínica ha respaldado esta afirmación, la misma en tiempos recientes ha demostrado 

que alteraciones en los componentes espermáticos pueden repercutir tanto en la 

fecundación y desarrollo embrionario (Portella-Ruiz & Gonzales, 2016) como en la 

descendencia obtenida (Aitken et al., 2020; Aitken & Baker, 2020). Bajo esta nueva 

luz, es necesario establecer nuevos predictores de calidad embrionaria al implementar 

biotecnologías reproductivas en alpacas con el fin de maximizar los embriones de 

buena calidad, disminuir el impacto drástico en la ontogenia y aumentar el éxito de 

una preñez a término (Carretero et al., 2012, 2017; Fernández et al., 2018). 

En este trabajo se buscó demostrar si el índice de fragmentación de ADN espermático 

(IFA) en los espermatozoides epididimarios puede ser utilizado como predictor de 

calidad espermática basado y teniendo como soporte estadístico algún nivel de 

asociación con los parámetros convencionales y los estadios de desarrollo 

embrionario.  

Existen algunos trabajos usando el test SCD en alpaca (Huanca Marca, 2016; Huanca 

Marca et al., 2020; Ordoñez et al., 2015); sin embargo todos estos son hechos en 

eyaculado fresco y con kit comercial, a diferencia de los anteriores en nuestro trabajo 

las muestras son de origen epididimario de animales beneficiados en la provincia de 

Huancavelica y evaluadas en el mismo Huancavelica y otras transportadas durante 24 
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horas hasta su evaluación en Lima. El presente trabajo permitió estandarizar e 

implementar una modificación del test SCD en alpacas a bajo costo y tiempo de 

realización para muestras de espermatozoides epididimarios post mortem con valores 

de IFA coincidentes con resultados descritos en otros camélidos sudamericanos con 

muestras provenientes de eyaculado.  

Se inició con la formulación y tiempos indicados según el autor de la técnica (Pratap 

et al., 2017); sin embargo se evidenció que no era útil para evaluar la fragmentación 

del ADN espermático en alpaca, dado que se degrada parcialmente la muestra y con 

mayores tiempos ocurre una degradación total.  

Dada la naturaleza de las soluciones de trabajo, se optó por acortar los tiempos de 

exposición tanto de la denaturante como de la solución de lisis hasta evidenciar al 

microscopio las estructuras completas del espermatozoide (cabeza y cola) y el halo 

cromatínico con el mínimo tiempo de exposición, siendo estos tiempos de 8 minutos 

para ambas soluciones de trabajo donde puede visualizarse que el ADN 

supercompactado se  relajó, formando un halo casi circular uniforme alrededor del 

core y la agresividad del tratamiento conservó y no deformó las estructuras 

espermáticas. Vistos a máximo aumento los halos formaron un círculo casi perfecto 

y cada una de las estructuras del espermatozoide fueron claramente distinguibles 

respecto a los otros tratamientos (Figura 5.c, 6.e-e1).  

Los controles respondieron de manera correcta, el control negativo mostró la 

formación de un pequeño halo de cromatina, efecto visto en células que son expuestas 

a una solución de desproteinización sin desnaturación previa ( Fernández et al., 2003). 

Para el control positivo los ensayos demostraron que para una potencia de 15 watts y 

una menor distancia de exposición al emisor de UV se obtiene un número más alto de 
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espermatozoides fragmentados, obteniendo porcentajes sobre el 70% con tiempos de 

exposición de 40 minutos a más pero al dejar reposar y evaluar 30 minutos después 

de la irradiación se observó que el IFA se incrementó alrededor de 10%, suficiente 

para generar un impacto y considerarlo como control positivo de fragmentación 

espermática. Este incremento del IFA en las muestras reposadas probablemente 

responda a que los espermatozoides al estar más tiempo en contacto con el ROS y 

especies reactivas generadas por el UV, estos compuestos pueden destruir 

componentes genómicos esenciales (Carretero et al., 2012) en más células por más 

tiempo observándose como un incremento en dicho valor. 

6.2.  DEL ÍNDICE DE FRAGMENTACIÓN DE ADN  

 

6.2.1. Factor transporte 

 

Se tiene conocimiento que los parámetros espermáticos de algunos animales se 

llegan a conservar si estos son mantenidos en a 4ºC en el epidídimo (Bravo & 

Valdivia, 2018; James et al., 2002) también es sabido que ciclos de congelamiento 

y descongelamiento en algunos animales pueden condicionar a cambios a nivel de 

la cromatina (Hamamah et al., 1990; Vieira et al., 2013) e incrementar la 

generación de ROS (González-Marín et al., 2012).  

En nuestro estudio se determinó que no hay diferencias estadísticamente 

significativas entre los valores de los índices de fragmentación de ADN 

espermático cuando se analizan muestras transportadas durante 24 horas a 4ºC y 

muestras analizadas en el lugar, esto se traduce como una ausencia de evidencia 

de cambios aparentes en el estado de la cromatina forzados por factores externos 
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como el frio prologando o un desbalance de ROS en el epidídimo. Vieira et al. 

(2013) refiere resultados similares en caballo con epidídimos refrigerados a 4ºC 

hasta por 96 horas dando como explicación al bajo metabolismo de los 

espermatozoides epididimarios y las bajas temperaturas como factor de 

preservación correcta. 

 

6.2.2. Relación del Índice de Fragmentación de ADN con los parámetros 

espermáticos 

 

De las 45 muestras evaluadas en nuestro estudio obtuvimos un IFA promedio del 

20.98 ± 32.54%, valor ligeramente diferente a los reportados por otros autores en 

evaluaciones hechas en camélidos sudamericanos mediante muestreos hechos por 

electro eyaculación en llama (0.68 – 37%) (Carretero et al., 2012) o en alpaca post 

copula (8.42 ± 10.28%) y desviación del conducto deferente (36.44 ± 22.50%) 

(Huanca Marca et al. 2020), (35.31 ± 28.17%) (Ordoñez et al., 2015). A nivel 

epididimario hay menor cantidad de moléculas antioxidantes que en el plasma 

seminal del eyaculado por lo que deberíamos esperar tener valores mayores o 

iguales que lo expuesto por los autores anteriormente mencionados, mas esta 

diferencia de resultados responde al hecho de que la celeridad de degradación del 

ADN espermático varía dentro y entre las especies, asimismo, ésta se ve 

influenciada por el método de colecta (Huanca Marca et al., 2020). 

No hay muchos estudios usando la técnica de SCD en alpaca a partir de 

espermatozoides epididimarios, por lo que este trabajo ofrece uno de los primeros 

aportes en este aspecto.  
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Se logró demostrar la existencia de correlación entre el IFA y algunos parámetros 

espermáticos convencionales, teniendo una correlación positiva baja para la 

inmovilidad y correlaciones negativas moderadas para la movilidad progresiva y 

concentración espermática pudiendo tomarse estos valores como referencia para 

un mayor criterio en la selección de muestras espermáticas de óptima calidad. 

Evidencias similares se han reportado en humano (Acosta et al., 2015; Choucair 

et al., 2016; Zini et al., 2001) donde la fragmentación del ADN espermático se 

correlaciona con alteraciones de los parámetros de movilidad y concentración, no 

obstante, no se evidenció correlación con la integridad de membrana (test de HOS) 

o la viabilidad como lo reportado por Cheuquemán et al. (2012) en llamas. Esta 

posible inconsistencia estaría relacionada al hecho de usar animales machos de 

“descarte” beneficiados para consumo, no reproductores, donde factores como 

dieta, edad, ausencia de actividad sexual, genética y otros se ven reflejados en 

valores espermáticos que pueden llegar a ser bastante heterogéneos de individuo 

a individuo, lo que genera resultados muy variables. 

Valdivia et al. (2019) propone una clasificación de calidad espermática basada en 

el grado de movilidad progresiva, con este criterio se segmentó el valor del IFA 

de la tabla 1 y se aplicó el estadígrafo no paramétrico de Kruskal Wallis 

obteniéndose diferencias significativas según el tipo de calidad espermática 

basado en la movilidad progresiva con lo que se pudo asumir al 2% de error que 

los valores de IFA son diferentes según su calidad espermática. La figura 10 

mostró claramente que la media más baja de IFA (6.32%) se asocia a muestras de 

buena calidad en contraste con las de calidad mala (39.68%). 
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Con estos resultados podemos inferir que el uso de la movilidad progresiva y la 

concentración espermática van de la mano con el grado de IFA pudiendo usarse 

en conjunto como indicadores de calidad espermática. 

 

6.2.3. Evaluación de los patrones SCD 

 

Fernández et al. (2003) explican que el principio de formación de halos 

cromatínicos se basa en la capacidad de las soluciones denaturantes de “soltar el 

ADN” y transformar las regiones que tienen roturas de cadena en motivos de 

cadena simple de ADN, estos motivos interactúan con el core residual de la cabeza 

impidiendo que los fragmentos de ADN se pierdan después de la eliminación  de 

las proteínas nucleares por la lisis, con lo que se visualiza si el ADN está intacto 

en halos de dispersión, sin embargo, si el daño es muy extenso según explica 

Carretero et al. (2012) los fragmentos de ADN interactúan entre sí en la cabeza 

del espermatozoide por complementariedad de bases formando uniones cohesivas, 

como resultado no se produce halo en los espermatozoides fragmentados. 

Analizando 33 muestras espermáticas aleatorias se estableció mediante la técnica 

empleada cuatro patrones de dispersión cromatínica o “halos”: grande, mediano, 

pequeño y sin halo, donde el patrón de mayor frecuencia fue el halo grande (60.79 

±35.05%) seguidos casi indistintamente por los otros patrones (13.22±14.92%, 

10.44±15.57% y 15.45±32.15% respectivamente). Esta descripción de patrones 

de halos es la primera reportada en alpacas usando esta técnica y es contrastable 

con patrones similares reportados en llamas bajo la misma técnica donde el patrón 

de mayor frecuencia tiene valores similares a lo presentado (halo grande= 
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60.2±33.8%) (Carretero et al., 2012) aunque diferentes a lo visto en humanos ( 

Fernández et al., 2005; Fernández et al., 2003) donde se reporta un estado 

adicional de “degradación” aunque la aparición de este resultado está asociado al 

uso de kit comerciales (Carretero et al., 2017). 

 

6.3.  ÍNDICE DE FRAGMENTACIÓN DE ADN ESPERMÁTICO POST 

CAPACITACIÓN SWIM UP  

 

Si bien no era parte de este estudio determinar si había asociación entre estos dos 

factores, sí fue necesario conocer el grado de IFA de las muestras destinadas a 

fecundación in vitro (FIV) así como avalar la inocuidad de la metodología de 

capacitación espermática.  

Para nuestro grupo experimental, en términos generales no se evidenció diferencias 

significativas entre el IFA inicial y post capacitación swim up, es decir, no hay 

suficiente soporte estadístico para asumir daño iatrogénico a la muestra fecundante. 

Estudios llevados a cabo en diferentes especies muestran discordancia en este punto. 

Algunos autores sostienen el decremento de la fragmentación de ADN post 

capacitación asociado al proceso de selección artificial (Santiso et al., 2010) mientras 

otros remarcan la presencia de un incremento variable promovido por los procesos de 

centrifugación (Contreras, 2017; Zini et al., 2000).  

Muratori et al., 2019 indica que existe muchos estudios de comparación entre pre y 

post capacitación swim up donde no se suelen observar diferencias significativas, 

como en este trabajo, principalmente porque se toman valores promedios para 

comparar sin considerar la historia individual de la muestra. Espermatozoides de 
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individuos con baja fertilidad responden de manera diferente a los procesos de 

centrifugación respecto a individuos con fertilidad no alterada donde la integridad del 

ADN es un valor más sensible a estos fenómenos que la movilidad misma (Zini et al., 

2000), lo cual puede verse reflejado en la variabilidad de los valores de IFA post swim 

up (ver tabla 3).  

 

6.4.  FRAGMENTACIÓN ESPERMÁTICA Y DESARROLLO 

EMBRIONARIO 

 

En los últimos años han surgido estudios describiendo la fragmentación espermática 

en alpacas provenientes de diversos tipos de colecta y usando técnicas variadas de 

análisis (Contreras, 2017; Huanca Marca, 2016; Huanca Marca et al., 2020; Ordoñez 

et al., 2015; Ugarelli et al., 2018) sin embargo poco se ha abordado su impacto en el 

desarrollo embrionario de esta especie.  

Este trabajo tuvo como uno de los objetivos determinar si existe algún grado de 

asociación entre el IFA y el desarrollo embrionario temprano mediante observación 

morfológica. De los resultados descritos en el anexo 9 y 10, tres grupos de desarrollo 

fueron establecidos en base al nivel de IFA espermático con el que fueron fecundados 

(Grupo A<2%, Grupo 2-4%, Grupo C 4-6%) y tres tiempos de observación estadio-

especifico: 20, 72-96, 120-168 horas post fecundación que corresponde a 

fecundación, formación de mórulas y blastocitos respectivamente.  

Los tres grupos establecidos alcanzaron a las 20 horas de observación el estadio de 

fecundación mediante la extrusión del segundo cuerpo polar u observación del primer 

clivaje. En los camélidos sudamericanos no se puede establecer otro tipo análisis más 
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informativo como el estado de los pronúcleos, distribución de los cuerpos precursores 

nucleolares o variaciones en el citoplasma ya que este último presenta un alto 

contenido de cuerpos lipídicos que lo oscurecen (Leisinger, 2013). El porcentaje de 

fecundación en los grupos A y C (34.29%-33.33%) fue similar entre ellos y a lo 

reportado por Mamani (2019) del 37% en zigotos de alpaca obtenidos por FIV en 

estadio de pronúcleos, aunque menor que lo reportado en llamas por del Campo et al 

(1994) de 57.1% ambos estudios usando espermatozoides de origen epididimario.  

En los tres grupos, los embriones sufren un bloqueo en la etapa de división celular sin 

progresar más allá de 2-4 células, resaltando principalmente el grupo B donde los 

embriones obtenidos post fecundación no progresaron en desarrollo. Es sabido que 

los clivajes retrasados tanto como la formación de embriones aberrantes o 

degenerados se han asociados a daño por estrés oxidativo y fragmentación de ADN 

(Barroso et al., 2009; Wyck et al., 2018) pero también al factor materno, estos arrestos 

en los primeros clivajes se han asociados a la “ausencia de competencia ovocitaria” 

(Madan, 2011), este estado se caracteriza por una disminución de la cantidad 

necesaria de transcritos moleculares y proteínas  lo que se traduce en un bajo perfil de 

expresión génica de genes importantes del desarrollo y afectando considerablemente 

la transición del control génico  materno al embrionario resultando en embriones que 

no progresan su desarrollo más allá de unas pocas divisiones (Betts & Madan, 2008). 

Hay que considerar que los FIV fueron hechos con ovocitos heterólogos por tanto el 

grado de maduración nuclear y ovocitaria diferirá entre individuos y dada la 

naturaleza de la muestra es difícil tener acceso a informacional adicional como estatus 

genético, hormonal, edad, peso o dieta, factores que son partícipes en el estado de 

maduración ovocitaria y el subsecuente desarrollo embrionario tras la fecundación 

(Moawad et al., 2020).  
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Entre las 72-96 horas post fecundación se evidenció la formación de mórulas de grado 

variable, siendo para el grupo A de 20% y 11.90% para el C, sin embargo, estos 

valores no fueron estadísticamente diferentes. Otros autores han reportado en alpaca 

valores de 4.3% (Mamani, 2019),  52.9% (Martinez Chavez & Ramos Aponte, 2015), 

45.5% (Ruiz et al., 2017) y en llama de 5.6% (Del Campo et al., 1994), 8% (Gamarra 

et al., 2009), 71.47% (Ayuque Araujo & Justiniano Huamancayo, 2013) para la 

producción de mórulas. Esta disparidad de resultados puede explicarse por las 

diferentes metodologías de obtención de gametos y de trabajo así como de la 

formulación de medios de cultivo optados por los autores en la producción in vitro de 

embriones (Moawad et al., 2020; Pérez Durand et al., 2017). 

Las mórulas obtenidas de cada grupo se clasificaron siguiendo los criterios de 

Stringfellow & Sidel (2000), donde el grupo A tuvo una mayor producción de mórulas 

de grado 2 o regulares (57%) en contraste con el grupo C donde el grado 3 o malo es 

el grupo predominante (40%). Aunque estadísticamente la cantidad de mórulas 

producidas en ambos grupos no son diferentes, figuradamente sí estarían formados 

por subpoblaciones de calidades de mórulas diferentes, esto es un indicio de que 

podría existir alguna relación entre el IFA y el desarrollo embrionario sin embargo la 

evidencia no es estadísticamente robusta y por ello se recomendaría continuar los 

estudios con un mayor número de observaciones para confirmar este punto. 

A las 120-196 horas de observación post FIV, ninguno de los grupos obtuvo 

progresión hacia blastocisto, sin embargo, aparece un fenómeno evidente desde la 

observación hecha entre las 72-96 horas post fecundación: la ocurrencia de embriones 

degenerados. Se obtuvo 11.43% y 14.29% de embriones degenerados totales para el 

Grupo A y C respectivamente, no existiendo diferencias significativas entre estos 

valores (p>0.05).  
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No se encontró evidencia estadística suficiente que demuestre que los grupos A y C 

tienen desarrollos embrionarios distintos en función al IFA de la muestra espermática 

usada en el FIV, este resultado obtenido puede ser explicado desde tres aspectos: el 

primero fue mencionado líneas arriba y responde a la naturaleza muy heterogénea de 

las hembras de las cuales se extrajo los ovocitos a madurar, es probable que en éstos 

ovocitos se alcanzó maduración nuclear mas no maduración citoplasmática (Moawad 

et al., 2020) restándole competencia al ovocito para fecundar, lo cual podría ser la 

causa de que el grupo B tuviese tan pocos ovocitos fecundados. El segundo está 

asociado al proceso metodológico donde la baja tasa de fecundación, pocas o ninguna 

mórula y embriones en algunas fechas del FIV (ver anexo Nº9) se atribuyen a la 

manera de trabajo.  Ruiz et al. (2017) menciona que al usar ovocito maduros 

envejecidos (ovocitos maduros que permanecen mucho tiempo en el sistema de 

cultivo sin fecundar), estos ovocitos si bien tienen el potencial de ser fecundados, no 

desarrollan a embriones, presentado patrones alterados de gránulos corticales y 

microtúbulos; así también puede atribuirse a la ausencia de ciertos factores 

suplementarios del medio de cultivo (Leisinger, 2013; Moawad et al., 2020) o su 

ausencia en puntos clave del desarrollo. Han & Niwa (2003) reportaron en ratón que 

si bien el uso de suero fetal bovino era deletéreo en los primeros clivajes, promovía 

rápidamente la transición de mórula a blastocisto mejorando la calidad de estos 

últimos. Pérez Durand et al.(2017) refiere que existe un efecto positivo del medio 

ambiente oviductal al cultivar cigotos in vivo respecto al in vitro en alpacas, siendo 

solo en cultivo in vivo donde se pudo obtener blastocitos cronológica y 

morfológicamente correctos.  

Una tercera causa puede estar asociada al estrés oxidativo intrínseco del embrión en 

formación, Betts & Madan (2008) proponen que el arresto embrionario en las 
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primeras etapas del desarrollo es un mecanismo de control de la integridad de los 

telómeros. Condiciones subóptimas de cultivo tanto de nutrientes como el uso de 

oxígeno a concentraciones atmosféricas (esta condición última es similar a la usada 

en nuestro caso), aunado a defectos en los transcriptos maternos de reserva 

condicionan a que el metabolismo embrionario se altere incrementando los niveles de 

ROS y estrés oxidativo. Betts & Madan concluyen que este estrés oxidativo media la 

activación de algunas vías de senescencia celular y la inducción de daño telomérico 

oxidativo a nivel de telómeros resultando en un bloqueo permanente del desarrollo 

impidiendo el desarrollo de futuros embriones de baja calidad. 

Se podría presuponer entonces que el uso de gametos con determinado nivel de ROS 

también devendría en embriones detenidos en los primeros clivajes, sin embargo 

Simões (2010) menciona que la apoptosis embrionaria puede deberse a factores 

relacionados al estrés oxidativo del embrión independiente del uso de 

espermatozoides fragmentados en la fecundación. Es cierto que existen factores 

espermáticos que son responsables de los primeros clivajes (Comizzoli et al., 2000; 

Simões, 2010) y se ha demostrado que un ADN alterado en estas células puede 

desencadenar bloqueos de desarrollo entre el segundo al tercer clivaje (Fatehi, 2006), 

similar a lo que se observado en este trabajo; sin embargo, no podemos inferir que sea 

producto de un ADN dañado ya que los grupos analizados no muestran diferencias 

significativas entre ellos en ninguno de los estadios observados.  

Investigaciones llevadas a cabo en bovinos (Simões, 2010), ratón (Ahmadi & Ng, 

1999) y humano (Simon et al., 2014) muestran que a niveles bajos de fragmentación 

de ADN espermático este no tiene influencia en el desarrollo embrionario 

preimplantacional y el ovocito puede reparar el daño génico paterno, con esto presente 

es presumible que con valores de IFA más elevados se pueda visualizar algún efecto 
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en el desarrollo por tanto sería recomendable aumentar los grupos de IFA en estudios 

posteriores y determinar cuál es el punto mínimo requerido de este valor para obtener 

un desarrollo embrionario correcto. 
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7. CONCLUSIONES     

 

Se ha logrado implementar un test rápido y económico para determinar el Índice de 

Fragmentación del ADN en espermatozoides epididimarios de alpacas mediante la prueba 

SCD modificado. 

Desde el punto de análisis de la fragmentación de ADN espermático, el transporte de las 

muestras bajo las condiciones establecidas en este estudio no es un factor que 

potencialmente incremente este valor. 

Existe correlación proporcionalmente inversa entre los valores de IFA y los parámetros 

espermáticos asociados a la movilidad progresiva y concentración. 

No existen diferencias significativas entre el IFA pre y post capacitación espermática 

usando la técnica de swim up ni con el desarrollo embrionario preimplantacional en 

alpacas. 
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8. RECOMENDACIONES 

 

• Complementar la prueba SCD con otras pruebas que miden fragmentación 

espermática desde otras ópticas ya sea por inmadurez espermática a través de azul 

de toluidina, medición de ROS por TUNEL o a través de marcadores apoptóticos 

por citometría de flujo. 

 

• Ampliar el número FIV realizados mejorando la metodología de desarrollo 

embrionario y los sistemas de cultivo usados (cultivar en hipoxia 5% O2) para 

maximizar el muestreo de embriones finales producidos, así mismo usar muestras 

espermáticas con valores de IFA más elevados. 
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10.  ANEXOS 
 

Anexo Nº1. Estadísticos descriptivos de los parámetros espermáticos segmentados por el factor 
“transporte de la muestra”.  
 

 n Media 

Error 
estándar 

de la 
media 

Desviación 
estándar 

Varianza 

Shapiro-Wilk 

Estadístico gl Sig. 

Muestra 
Transportada 

Movilidad 
progresiva 

40 22.94 2.50 15.78 249.07 .94 40 .03* 

Movilidad no 
progresiva 

40 20.36 1.49 9.41 88.55 .94 40 .03* 

Inmóviles 40 56.70 3.63 22.94 526.43 .95 40 .06 

Viabilidad 35 65.01 2.71 16.03 256.95 .88 35 .00* 

Host 31 64.19 2.60 14.47 209.46 .95 31 .20 

Concentración 40 142.03 24.91 157.56 24824.87 .73 40 .00* 

IFA 40 21.46 5.43 34.32 1178.05 .62 40 .00* 

Muestra No 
transportada 

Movilidad 
progresiva 

5 24.27 5.51 12.32 151.70 .94 5 .65 

Movilidad no 
progresiva 

5 24.50 0.98 2.20 4.82 .78 5 .05 

Inmóviles 5 51.23 6.41 14.33 205.25 .91 5 .47 

Viabilidad 5 61.20 7.58 16.96 287.61 .94 5 .66 

Host 5 57.35 5.77 12.91 166.56 .92 5 .55 

Concentración 5 117.60 42.44 94.90 9006.30 .84 5 .18 

IFA 5 17.16 5.26 11.77 138.57 .73 5 .02* 

El nivel de significancia se estableció en 0.05 para la evaluación de normalidad. 

*Los datos marcados no siguen una distribución normal. 

 

 

Anexo Nº2. Medida de la heterogeneidad del índice de fragmentación de ADN espermático (IFA) 
entre los grupos que componen el transporte de la muestra. 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 IFA 

U de Mann-Whitney 55,00 

Z -1,63 

Sig.  ,11 
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Anexo Nº3. Estadísticos descriptivos de los parámetros espermáticos en su totalidad.  
 

El nivel de significancia se estableció en p-valor< 0.05 para la evaluación de normalidad.  

*Los datos marcados no siguen una distribución normal. 

 

 

Anexo Nº4. Correlación no paramétrica entre el índice de fragmentación de ADN espermático 
(IFA) y algunos parámetros espermáticos.  
 

El nivel de significancia se estableció en p-valor< 0.05.  

*Los datos marcados son significativos. 

 

 

 

 

 

  n Media 

Error 
estándar 

de la 
media 

Desviación 
estándar 

Varianza 
Shapiro-Wilk 

Estadístico gl Sig. 

Movilidad 
Progresiva 

45 23.09 2.28 15.32 234.73 0.95 45 0.05 

Movilidad No 
Progresiva 

45 20.82 1.34 8.98 80.66 0.92 45 0.01* 

Inmovilidad 45 56.09 3.29 22.10 488.29 0.95 45 0.07 

Viabilidad 40 64.53 2.53 15.97 255.13 0.91 40 0.00* 

Test de HOS 36 63.24 2.38 14.29 204.34 0.97 36 0.41 

Concentración 45 139.31 22.55 151.27 22882.88 0.74 45 0.00* 

IFA 45 20.98 4.85 32.54 1058.64 0.64 45 ,000* 

  
Mov. 

Progresiva 
Mov. No 

Progresiva Inmóviles Viabilidad 
Test 
Hos 

Concentración 
Espermática 

IFA 

Rho 
-,40* -.19 ,34* -.12 -.22 -,47* 

Sig. .01 .21 .02 .45 .19 .00 

n 45 45 45 40 36 45 
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Anexo Nº5. Prueba de Kruskal Wallis para determinar la similitud de los valores de índice de 
fragmentación de ADN espermático (IFA) y la calidad espermática según Valdivia et al. (2019). 
  

 

 Chi-
cuadrado 

gl Sig. 

IFA 8.00 2 .02 

 

 

Anexo Nº6. Estadísticos descriptivos para los patrones de dispersión de la cromatina espermática 
(SCD). 
 

Patrones de 
dispersión 
cromatínica 

n Mínimo Máximo Media 

Error 
estándar 

de la 
media 

Desviación 
estándar 

Varianza 

Halo grande 31 0 99.55 60.79 6.30 35.05 1228.85 

Halo medio 31 0 52.19 13.32 2.68 14.92 222.68 

Halo 
pequeño 

31 0 67.13 10.44 2.80 15.57 242.53 

Sin Halo 31 0 100.00 15.45 5.77 32.15 1033.57 

 

 

Anexo Nº7. Prueba de rangos con signo de Wilcoxon para la heterogeneidad del índice de 
fragmentación de ADN (IFA) antes y después de la selección espermática.  
 

 

 N Z Sig. 
Diferencial 
entre pre y 
post 
capacitación 
espermática  

17 -.497 .619 
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Anexo Nº8. Estadísticos descriptivos de los índices de fragmentación espermática inicial y post 
capacitación swim up dentro de una misma muestra. 

 

 

 

 IFA n Media Mediana 

Error 
estándar 
de la 
media 

Desviación 
estándar 

Varianza 

Shapiro-Wilk para la 
diferencia de las medidas 

Estadístico gl Sig. 

Inicial 17 12.04 4.54 5.23 21.57 465.36 

0.33 17 0.00 

Swim 
up 

17 6.78 3.87 1.64 6.77 45.85 
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Anexo Nº9. Desarrollo embrionario por fechas. 
 

Fecha 19/06/2019 

IFA 
Total de 
ovocitos 
maduros 

20 horas post 
fecundación 

 72-96 horas post fecundación  120-168 horas post fecundación 
Degenerados 

Total 
Fecundados  División mórula 

Degenerados 
del estadio 

 División mórula blastocito 

1.95% 6 3 
 

2 1 0 
 

1 0 - 2 
  

5.21% 4 1 
 

0 0 0 
 

0 0 0 0   
  

 

Fecha 24/09/2021 

 

IFA 
Total de 
ovocitos 
maduros 

20 horas post 
fecundación 

 72-96 horas post fecundación  120-168 horas post fecundación 
Degenerados 

Total 
Fecundados  División mórula 

Degenerados 
del estadio 

 División mórula blastocito 

3.53% 8 0 
 

0 0 0 
 

0 0 0 0 
  

4.26% 33 12 
 

7 5 1 
 

4 4 0 4   
  

 

Fecha 30/09/2021 
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IFA 
Total de 
ovocitos 
maduros 

20 horas post 
fecundación 

 72-96 horas post fecundación  120-168 horas post fecundación 
Degenerados 

Total 
Fecundados  División mórula 

Degenerados del 
estadio 

 División mórula blastocito 

1.89% 17 5 
 

1 4 1 
 

1 4 0 1 
  

4.91% 5 2  1 1 0  0 0 0 1 

2.38% 14 1 
 

1 0 0 
 

1 0 0 0 
  

 

Fecha 29/10/2021 

 

IFA 
Total de 
ovocitos 
maduros 

20 horas post 
fecundación 

 72-96 horas post fecundación  120-168 horas post fecundación 
Degenerados 

Total 
Fecundados  División mórula 

Degenerados 
del estadio 

 División mórula blastocito 

1.61% 12 4 
 

2 2 1 
 

2 1 0 1 
  

2.29% 12 2 
 

1 0 1 
 

1 0 0 1   
  

 

  



98 

 

 

IFA 
  

TOTAL DE 
OVOCITOS 
MADUROS 

INSEMINADOS 
  

20 horas 

 

72-96 horas 

 

120-168 horas 

  
DEGENERADOS 

TOTALES 
ACUMULADOS 

FECUNDADOS 

 

EMBRIONES 
<8 CELULAS 

MÓRULA 
DEGENERADOS 
DEL ESTADIO 

 

EMBRIONES 
<8 CELULAS 

MÓRULA BLASTOCITO 

Grupo 
A 

35 

Recuento 12 
 

5 7 1 
 

4 4 0 4 

(<2%) 
% dentro 
del grupo 

34.29%a 
 

14.29%b 20%c 2.86%d 
 

11.43%e 11.43%f 0%h 11.43%i 

Grupo 
B 

34 

Recuento 3 
 

2 0 1 
 

2 0 0 1 

(2-4% ) 
% dentro 
del grupo 

8.82% 
 

5.88% 0% 2.94% 
 

5.88% 0% 0% 2.94% 

Grupo 
C 

42 

Recuento 14 
 

8 5 1 
 

4 4 0 6 

(4-6%) 
% dentro 
del grupo 

33.33%a 
 

19.05%b 11.90%c 2.38%d 
 

9.52%e 9.52%f 0%h 14.29%i 

 

 Anexo Nº10. Resumen del desarrollo embrionario. 
a,b,c,d,e,f,h,i Los superíndices iguales dentro de las columnas indican que no hubo diferencias significativas (p>0.05). 
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Anexo Nº11. Pruebas de significancia usando el estadístico Chi-cuadrado.  
 

Grupo A-C 

  Estadígrafo gl. Sig. 

20 h post 
FIV 

Fecundación X2 = 0.008 1 0.930 

72-96 h 
post FIV 

Mórula X2 = 1.330 1 0.249 

División X2 = 0.619 1 0.431 

Degenerados X2 = 0.013 1 0.720 

120-168 h 
post FIV 

División X2 = 0.069 1 0.563 

Mórula X2 = 0.069 1 0.563 

Degenerados 
totales 

X2 = 0.248 1 0.464 
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Anexo Nº12. Patrones de halos de dispersión cromática de espermatozoides epididimarios de 
alpaca usando la técnica SCD 
 

  

a 

d c 

b 

Muestras espermáticas de diferentes individuos visto a 40x al 

microscopio óptico. 

Flecha roja: espermatozoide con halo grande 

Flecha naranja: espermatozoide con halo mediano 

Flecha azul: espermatozoide con halo pequeño 

Flecha celeste: espermatozoide sin halo 
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Anexo Nº13. Foto de espermatozoides analizados por la técnica SCD  

a 

b 

Muestras espermáticas analizadas por el ensayo SCD. 

a. espermatozoides vistos a 20x al microscopio óptico de campo claro. 

b. espermatozoides vistos a 40x al microscopio óptico de campo claro. 
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Anexo Nº14. Registro fotográfico de la fecundación in vitro. 

a. Preparación y carga de los gametos masculinos. 

b. Fecundación en placa de cultivo. 

b. Ovocitos vistos 4X al estereoscopio. 

a 

b c 
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Anexo Nº15. Fotos de embriones obtenidos.  

 
 

 

 

 

 

a 

c d 

b 

f e 

a. Embrión visto a las 20h post FIV, nótese la extrusión del 2º polocito. 

b. y c. Embriones detenidos en los primeros clivajes celulares.   

d. Embrión detenido en tres células, visto a las 120h post FIV.  

e. Mórula grado 2, 120h post FIV. 

f. Mórula grado 4, visiblemente degenerada a las 168h post FIV. 

 


