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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizé en las instalaciones del
Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la Estacion Experimental Agraria
Canaan - INIA - Ayacucho, ubicado en el distrito de Andrés Avelino Céaceres
Dorregaray, de la provincia de Huamanga, regién de Ayacucho entre los meses
de julio a setiembre del 2017. El objetivo de la investigacion fue evaluar el efecto
de las técnicas de separacion espermatica Swim up y Gradiente de Percoll sobre
la motilidad, vitalidad, concentracion, integridad de membrana plasméatica e
integridad del DNA de los espermatozoides de Vicugna pacos “alpaca”. Las
pajillas fueron descongeladas a 37°C, seguidamente se evaluaron los
parametros esperméticos y otra fraccidbn se procedidé a realizar la separacién
espermatica. Para la evaluacion de la integridad del DNA espermatico se utilizé
la Prueba del Azul de Toluidina. La motilidad espermatica fue el pardmetro mas
afectado, encontrandose diferencias estadisticas significativas entre las técnicas
Swim up y Gradiente de Percoll (13,13 y 15,60%), del mismo modo en el caso de
la concentracién espermaética (36,67 y 80,51%); mientras que en vitalidad (54,19
y 53,45%) e integridad de membrana plasmética (56,30 y 57,18%)
respectivamente para cada técnica de separacibn espermatica, no se
encontraron diferencias estadisticas significativas (p<0.05). En cuanto a la
integridad del DNA espermaético, los patrones de coloracion observados fueron:
Azul (AT negativo: Sin alteracion de la condensacion de la cromatina
espermatica), violeta claro (AT intermedio, algin grado de descondensacién) y
violeta oscuro (AT positivo, alto grado de la descondensacién); mientras que los
porcentajes encontrados para Swim up y Gradiente de Percoll fueron: AT
negativo (97,83 y 95,28%), AT intermedio (2,07 y 3,62%) y AT positivo (0,10 y
1,10%) respectivamente, en los cuales se encontraron diferencias estadisticas
significativas entre ambas técnicas de separacion espermatica (p<0.05). En
conclusion, ambas técnicas de separacion espermatica causaron dafio a los
espermatozoides, siendo la técnica de Swim up, el que generé menor dafio en la
integridad del DNA espermatico.

Palabras claves: Swim up, Gradiente de Percoll, integridad del DNA, pajilla de
semen.
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l. INTRODUCCION

La alpaca es uno de los Camélidos Sudamericanos (CSA) mas importantes en
nuestro pais, constituye un recurso genético de gran importancia desde el punto
de vista social, cultural, econémico, ecoldgico y cientifico para el desarrollo local
de miles de familias de la regién andina comprendida entre 4000 a 5500 m de
altitud, siendo fuente de fina fibra, carne ecoldgica y trabajo para la subsistencia
de un amplio sector de la poblacion alto andina.

El Peru tiene el privilegio de ocupar el primer lugar a nivel mundial en cuanto a la
poblacion de alpacas, el aprovechamiento racional de esta ventaja es el reto que
el pais encara como el medio mas efectivo de lucha contra la inseguridad
alimentaria y la pobreza del sector ganadero que poseen este valioso recurso.
Para que esta ventaja se convierta en un factor de desarrollo se necesita contar
con alternativas tecnoldgicas y asi desarrollar un programa de mejora genética
de sus animales y hacer de su crianza una actividad competitiva y rentable.

La Fertilizacion In Vitro (FIV) es una técnica de reproduccion asistida, donde
espermatozoides previamente capacitados fecundan ovocitos maduros con el
proposito de producir embriones que luego seran transferidos a una hembra
receptora, utilizando semen de alta calidad previamente congelado. Durante la
criopreservacion de espermatozoides se produce estrés fisico y quimico, y
adicionalmente durante la separacion espermatica ya sea utilizando la técnica
Swim up o Gradiente de Percoll, los espermatozoides se someten a un
procedimiento de lavado y separacion por centrifugacion en los que se puede
generar daflo a la membrana plasmatica y aumentar la produccion basal de
Especies Reactivas de Oxigeno (EROs). ' Las EROs son moléculas producidas
por los mismos espermatozoides y tienen un efecto dual sobre las células
espermaticas, ya que fisiolobgicamente son requeridas para los procesos de
capacitacion y reaccion acrosdmica, pero también sus altas concentraciones

producen alteraciones directamente sobre la membrana plasmatica y de una



manera dependiente de la dosis, pueden generar un aumento significativo en la

fragmentacion del DNA.? Los espermatozoides con anormalidades en la

cromatina pueden fertilizar ovocitos y producir embriones; sin embargo, se ha

propuesto que dichos embriones podrian no llegar a término y/o no originar

individuos sanos.®

Como lo mencionado anteriormente, las EROs no solo se generan durante la

criopreservacion, sino que aumentan durante los procedimientos de separacion

espermatica generando dafio en el DNA. En consecuencia, en el presente

trabajo se realizd una investigacion para evaluar el efecto de las técnicas de

separacion espermatica sobre la integridad del DNA espermatico previo a

realizar FIV, y asi considerarlo como un nuevo pardmetro de analisis seminal, lo

cual permita poner de relieve la importancia de la valoracién de la calidad de los

espermatozoides en el eyaculado criopreservado y asegurar una buena tasa de

fecundidad, prefiez e individuos sanos para la explotacién ganadera.

Los objetivos de la investigacién fueron:

Objetivo General

Evaluar el efecto de los procedimientos de la separacién sobre la integridad del

DNA espermatico en alpacas previo a la Fertilizacion In Vitro (FIV).

Objetivos Especificos

1. Evaluar los parametros fisiologicos de motilidad, vitalidad, concentracion e
integridad de la membrana plasméatica de espermatozoides seminales post
descongelacion y luego del proceso de separacion espermatica en alpacas.

2. Evaluar la integridad del DNA de espermatozoides seminales post
descongelacion y luego de la separacién espermética por Swim up y

Gradiente de Percoll, utilizando la Prueba del Azul de Toluidina.



II.  MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Se compararon dos técnicas de separacion de espermatozoides: Gradiente de
Percoll y Swim up a diferentes tiempos de centrifugacion (10, 30 y 45 min) y
como control negativo espermatozoides no centrifugados, evaluando en ellos la
fragmentacion del DNA mediante el Ensayo Cometa. Los resultados
evidenciaron que durante 10, 30 y 45 min de centrifugacién a 700 g después de
la realizacion del gradiente diferencial de Percoll, tuvo un efecto deletéreo sobre
el DNA de los espermatozoides bovinos y que la centrifugacion por 45 min
ademas de causar dafio en el DNA produjo pérdida de la integridad de la
membrana plasmatica.*

El Azul de Toluidina (AT) se ha utilizado para evaluar el grado de
descondensacion del DNA y determinar los patrones de coloracién en semen
fresco de alpacas. Se observaron los mismos patrones de tinciébn a los
encontrados en llama, guanaco y el esperma equino: azul claro (negativo, sin
alteracion de la condensacion de la cromatina), violeta claro (intermedio, algin
grado de descondensacion), violeta oscuro (positivo, alto grado de
descondensacion). Los porcentajes observados fueron (media + DE): AT positivo
7,55 + 5,22%, AT intermedio 21,67 + 6,81% y AT negativo 70,78 + 10,80%.°

Se puso a punto la técnica de AT para la evaluacion de la condensacion de la
cromatina espermética de llama, fijAndose las muestras con etanol 96% durante
2 y 30 min. Los patrones de coloracion observados fueron: coloracién azul claro
(negativos, sin alteracion en la condensacion normal de la cromatina), violeta
claro (intermedios, algin grado de descondensacion) y violeta oscuro (positivos,
alto grado de descondensacién). No se observaron diferencias significativas
entre los tiempos de fijacion y en conclusion se logré simplificar la técnica de AT
y determinar los diferentes patrones en espermatozoides de llama y para evaluar

la susceptibilidad de cada individuo a la descondensacion in vitro.°



Se estudid la relacion entre la integridad de la cromatina y las morfoanomalias
de la cabeza espermética utilizando la tincion del Azul de Toluidina en semen
descongelado de toros. Se agruparon segun el estado de la cromatina, en
normal (azul o verde claro) y en cromatina dafiada (azul oscuro o violeta). Los
espermatozoides con cromatina normal presentaron un porcentaje
significativamente menor de morfoanomalias de la cabeza 2,13% que aquellos
espermios que presentaron cromatina dafiada 30,42%, la integridad de la
cromatina y la morfologia espermatica estan estrechamente relacionadas y los
espermatozoides con cromatina dafiada presentan mas anomalias de la cabeza
que los espermatozoides con cromatina normal.”

En semen fresco de humanos, se compararon muestras procesadas mediante
Gradiente de Densidades (GD) y muestras antes de procesar, mediante la
Prueba de Dispersion de la Cromatina Espermética (DCS). Los resultados
obtenidos mostraron una disminucién significativa en la tasa de fragmentacién
del DNA esperméatico en muestras tras GD. Los espermatozoides inmoéviles
tienen mas probabilidad de presentar el DNA fragmentado que los
espermatozoides moviles.?

Se procesaron muestras de semen humano mediante Swim up y Gradiente de
Densidades, valorando la fragmentacién del DNA mediante el Ensayo Cometa.
Los resultados mostraron que ambos métodos fueron beneficiosos en cuanto a
la obtencidon de espermatozoides con menor grado de fragmentacion y cuando
se analiz6 cual de los dos métodos era mas efectivo, se observé que los
espermatozoides recuperados tras GD tenian la media de fragmentacion
significativamente menor que los recuperados mediante Swim up;
probablemente tenga mucho que ver el protocolo utilizado.’

2.2. Reproduccién asistida en Camélidos Sudamericanos

La alpaca tienen una vida reproductiva de aproximadamente 14 afios, quedando
apta para la reproduccion a los 2 afios. La hembra presenta actividad sexual
entre los meses de diciembre a marzo correspondientes a épocas de lluvias y de
mayor disponibilidad de pastos, durante este periodo permanece en celo
continuo hasta que es tomada por el macho. El periodo de gestacion es de
aproximadamente 345 dias resultando en el nacimiento de una sola cria y se ha
descrito que cerca del 50% de las gestaciones terminan dentro de los primeros
30 dias.'® Las alpacas enfrentan problemas reproductivos de diversa indole que

pueden afectar tanto a la hembra como al macho siendo el mas relevante la baja



tasa de natalidad debido a la mortalidad embrionaria, con un porcentaje de
prefiez entre 40 - 60%™ y un largo intervalo generacional.

El manejo de alpacas, son de tipo tradicional y carente de innovaciones
tecnoldgicas. La crianza mixta de llamas y alpacas afecta la calidad de fibra,
produciendo un alto porcentaje de animales manchados, hibridos o cruzados y
otros con defectos congénitos por efecto de la alta consanguinidad de los
rebafios; asimismo, durante mucho tiempo se ha estado introduciendo
reproductores machos, sin importar la zona agroecolégica de procedencia. Esta
actividad ha contribuido a disminuir la variabilidad genética en los rebafios, en
algunos casos favorablemente y en otros no.*?

El desarrollo de las biotecnologias reproductivas en camélidos adn requiere
investigaciones pero a la fecha se han realizado importantes avances de forma
limitada. La Inseminacion Artificial (IA) es una de las tecnologias de mayor
impacto en bovinos lecheros; mientras que en camélidos aun persisten
problemas, para la coleccién de semen, su manejo (naturaleza viscosa), uso de
dilutores para su conservacion, baja concentracion de espermatozoides y el alto
porcentaje de anormales.'® Las experiencias sobre IA reportan tasas de prefiez
del 73% con semen fresco depositado en los cuernos uterinos y los reportes con
semen congelado son muy escasos; debido a que los porcentajes de motilidad
pos descongelamiento encontrados fueron del 20%" hasta 30 — 40%.'* Los
porcentajes de prefiez del 0 al 10% obtenidos al inseminar con semen
congelado, indicarian que los espermatozoides sufren un deterioro en su
capacidad fecundante, porque a pesar de que se inseminé con igual cantidad de
espermatozoides viables y moviles, con el semen criopreservado se obtuvo un
menor porcentaje de prefiez que con semen fresco.’®

En la transferencia de embriones, mediante estimulacién hormonal se pudo
obtener 4.3% de embriones en alpacas,’® para ser transferidas a otras hembras
receptoras confirmandose asi la factibilidad de la técnica pero con una
variabilidad en la respuesta ovarica. La criopreservacion de embriones y su
posterior transferencia también se presentan como alternativa promisoria.
Mediante la Fertilizacién In Vitro (FIV), existen dos maneras en la que un 6vulo
puede ser fertilizado: En la FIV tradicional, el ovocito maduro se expone a
espermatozoides previamente capacitados para que se produzca la fecundacion;
mientras que en el proceso de la Inyeccién Intracitoplasmética de
espermatozoides (ICSI), se utiliza una pequefia aguja, para inyectar un solo

espermatozoide en el centro del 6vulo. Ya sea con la fertilizacién tradicional FIV



o con la ICSI, una vez que la fertilizacion ocurre, el 6vulo fecundado (ahora
denominado embrién) crece en el laboratorio durante 1 a 5 dias antes de ser
transferido al Gtero de la hembra receptora. La FIV se aplica para la obtencién de
embriones a gran escala y aprovechar el potencial genético de los animales
sobresalientes con caracteristicas de importancia econémica.*’
En los procedimientos de biotecnologia reproductiva generalmente se utiliza
semen de alta calidad, sometiendo a los espermatozoides a procedimientos de
lavado y separacion por centrifugaciéon en el que los de mejor movilidad son
separados del plasma seminal, de los muertos e inmdviles, de los diluyentes,
crioprotectores y de otras estructuras, por medio de técnicas de separacion
espermatica.’ Durante estos procedimientos se pueden generar dafio a la
integridad espermatica® y al material genético. Aun con este dafio, los
espermatozoides son capaces de fertilizar y transmitir material genético
defectuoso, con consecuencias adversas para el desarrollo embrionario.*®
2.3. Criopreservacion de espermatozoides en técnicas de reproduccién
asistida
Este proceso pone a las células en animacién suspendida donde pueden retener
su viabilidad y procesos metabdlicos indefinidamente. En la préactica, las células
congeladas son almacenadas a temperaturas de -196°C en nitrégeno liquido.*®
Hoy en dia se usan muchos protocolos en los cuales se trabajan con Agentes
Crioprotectores (ACPs), en variadas concentraciones, los cuales son clasificados
en dos grupos: agentes crioprotectores permeables, estos ingresan dentro de la
célula ya que poseen un peso molecular relativamente bajo, dentro de este
grupo se encuentra el glicerol, dimetilsulféxido (DMSO), el propilén glicol,
dimetilacetamida (DMA) entre otros; y agentes crioprotectores no permeables, no
ingresan dentro de la célula ya que son de peso molecular relativamente alto y
su efecto lo ejercen en el medio exterior, ya que estos agentes crioprotectores
mayormente son azucares y favorecen la deshidratacion celular. Dentro de este
grupo se encuentran la glucosa, sacarosa, trealosa y fructosa.”
A —196°C no se producen reacciones térmicas, puesto que debajo de los —130°C
no existe agua en el estado liquido. Con una velocidad de congelacién
demasiado lenta el espermatozoide pierde toda el agua intracelular, de manera
que no se forman cristales de hielo intracelulares. Por el contrario cuando la
velocidad de congelacion es demasiado rapida el agua intracelular no llega a

salir del espermatozoide y se forma hielo intracelular.”*



Durante el enfriamiento hasta 5°C la membrana plasmatica sufre una
reorganizacién de sus componentes. La membrana consta de una bicapa lipidica
compuesta por diferentes tipos de fosfolipidos, proteinas integrales y colesterol;
cada una de las especies de fosfolipidos presenta una temperatura de transicion
de fase diferente, cuando la membrana es sometida a un descenso de
temperatura, se producen cambios de fase de los fosfolipidos, (fase liquida-
cristalina a fase de gel) y las cadenas de acidos grasos que los componen se
convierten en rigidas y paralelas. Se forman dominios de gel a medida que las
diferentes familias de fosfolipidos llegan a su temperatura de transicion de fase,
y el resultado final es una mayor rigidez de la membrana. Cuando la membrana
es devuelta a la temperatura inicial, los fosfolipidos vuelven al estado liquido,
pero ni éstos ni las proteinas vuelven a su localizacion inicial, produciendo una
alteracion en la funcién de la membrana plasmatica.?

Por otra parte, el ciclo de congelacion y descongelacion ha sido descrito como
responsable de una disminucion en el nivel de antioxidantes, esta disminucién
permitiria que las EROs causen dafio a los espermatozoides durante el proceso
de criopreservacion.* Actualmente los resultados en la criopreservacion de
semen de alpaca son pobres debido a que no estd muy bien desarrollada;
existen dificultades para la coleccién de semen y el manejo de éste debido a su
naturaleza viscosa, haciendo dificii su manejo y dilucion.® La motilidad
espermatica de semen post descongelamiento varia alrededor del 10-20%;*® sin
embargo se tienen reportes de 46,7%* y otro bastante desalentador del
0,00%:?* mientras que en porcentaje de vitalidad se tiene en un rango de 40 a
50%.%

2.4. Caracteristicas del semen de alpaca

El semen de alpaca presenta una coloracién que puede variar desde el blanco
lechoso a blanco cristalino, segun la concentracion de espermatozoides, el
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volumen oscilan entre 1 a 4 m incluso mas, extrema filancia y un plasma

seminal con alta viscosidad, semejante a un gel que dificulta su manejo. Se

compone de 11,5% de espermatozoides y 88,5% de liquido seminal.?®

El pH se
encuentra en el rango de 7,2 - 8,6.™ Las anormalidades morfolégicas: presencia
de doble cola (9-15%), cabezas sin colas y cabezas dobles (3-13%) y la
presencia de gotas citoplasmaticas en 1 — 7% de los espermatozoides.™

La alta viscosidad del plasma seminal asi como la baja concentracion
espermatica determinan patrones de motilidad particulares, en comparacion con

otras especies. No existe motilidad masal y la motilidad individual es estacionaria



u oscilante y no progresivo, ya que la mayoria de espermatozoides se mueven
hacia atrds y adelante. So6lo del 5 al 10% de los espermatozoides tienen un
movimiento progresivo hacia adelante.?’

El espermatozoide

Los espermatozoides son producidos durante la espermatogénesis, son células
elongadas; la cabeza aplanada contiene al nacleo y la cola es un sistema que
permite la motilidad espermatica. Los cambios de madurez en el espermatozoide
dependen de las secreciones del epididimo y del tiempo de transporte. Uno de
los cambios mas notorios del espermatozoide durante la maduracion
epididimaria es el desarrollo de la motilidad esperméatica, los lipidos de
membrana sufren cambios fisicos y quimicos lo que influye en el patron de
distribucién de proteinas intramembrana (glicoproteinas), siendo un factor
importante la presencia de altas cantidades de colesterol en el epididimo las
cuales estabilizan la membrana del espermatozoide.?®

La cabeza esta cubierta por el acrosoma y compuesto por una membrana
acrosomal externa e interna. Posee acrosina, hialuronidasa y otras enzimas
hidroliticas que participan en el proceso de la fecundacion, el segmento
ecuatorial del acrosoma es importante debido a que esta parte del
espermatozoide, junto con el segmento anterior de la regiobn posacrosémica, se
fusiona inicialmente con la membrana del ovocito durante la fecundacion. La cola
contiene elementos metabdlicos para producir energia y proporciona
mecanismos de propulsion para la motilidad. Esta estructura esta formada por
una pieza media, una pieza principal y una pieza terminal; un delicado cuello se
ensambla entre la pieza media y la cabeza y las fibrillas flagelares amplian la
longitud de la cola. La gota citoplasmatica, que suele desprenderse de los

espermatozoides tras la eyaculacion, estd compuesta de citoplasma residual.?
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Figura 1. Espermatozoide de alpaca evaluado mediante microscopia 6ptica 400X.

Fuente: Santiani (2012).30



El espermatozoide de alpaca presenta una longitud total de 47 y, mientras que el
largo y el ancho promedio de la cabeza mide 6 y 3 p respectivamente.®* En otro
estudio, empleando un sistema de analisis de imagen computarizado, se evalud
la morfometria de las cabezas de los espermatozoides presentes en el semen,
en el cual se definieron tres categorias de acuerdo al tamafio de las cabezas:
normal 50%, pequefio 26% y grande 24% y cinco categorias de acuerdo a la
forma de la cabeza del espermatozoide: normal 47%, piriforme 3%, pequefio
20%, redondo 1% y grande 29%.%°

2.4.1. Colecciéon de semen de alpaca por el método de la vagina artificial
En este método se elabora un maniqui en forma de una hembra sentada en
posicion de copula; la vagina artificial para alpacas fue una modificacion de
aquella usada para vacunos y ovinos, la cual consiste en un tubo de PVC
adaptado con una valvula para ingresar aire, introduciendo una manga de latex,
de un extremo se amarra con bandas elasticas y el otro extremo queda suelto
hasta introducir agua caliente en cantidad suficiente como para crear presion y
temperatura similar a la vagina de la hembra, se pasa a sellar con bandas
elasticas y se envuelve con franelas para conservar el calor. Con una bomba se
introduce aire para generar presion, en una funda cénica se coloca un tubo
falcon y en un extremo se sujeta con cinta adhesiva. La vagina artificial, antes
preparada se le adapta a un maniqui y los machos aceptan el maniqui después

de un corto entrenamiento.*?

Figura 2. Armado de la vagina artificial (izquierda) y monta de la alpaca macho en el

maniqui (derecha).
Fuente: Torres (2006)*
La coleccién de semen en CSA es bastante dificultosa dadas las caracteristicas

reproductivas, anatomicas y fisiologicas de esta especie y no existe un protocolo

recomendado y una técnica éptima, asi como su manejo posterior.



2.4.2. Evaluaciones sobre el estado de los espermatozoides

La estimacién de la calidad o de la evaluacion de espermatozoides requiere la

contrastacion y correlacion con datos de motilidad espermatica, viabilidad,

morfologia celular y grado de integridad celular (especialmente del acrosoma).

Hoy en dia no existe un método universal que pueda predecir la fertilidad de las

muestras de espermatozoides. El objetivo de las pruebas de valoracion in vitro

es determinar cuantos espermatozoides son funcionalmente competentes para

alcanzar el proceso de fertilizacién con éxito.>*

Las anomalias de los espermatozoides se pueden clasificar en “compensables” y

“no compensables”. Los defectos compensables, son aquellos que dan lugar a

fallos en la fertilizacion pero pueden ser compensados al incrementar el nUmero

de espermatozoides en la dosis inseminante,*® como:

¢ Viabilidad espermaética.

¢ Anomalias morfoldgicas.

e Caracteristicas de funcionalidad (movilidad, concentracion y duracion de los
espermatozoides para la reaccion acrosémica).

Por el contrario, los defectos “no compensables”, engloban aquellos cuya

presencia no limita el transito de los espermatozoides, ni la probabilidad de

fecundacion, pero causan deficiencias en la fertilizacion del ovocito o en el

progreso embrionario: *

¢ Dafos en el DNA espermatico.

e Mutaciones cromosOmicas.

¢ Defectos en la morfologia de la cabeza del espermatozoide.

2.5. Evaluacioén de la funcion espermatica

El espermatozoide es una célula altamente especializada y con una funcién

biologica compleja, influenciada por factores externos in vitro (tratamientos

seguidos en el laboratorio para su conservacion) o in vivo (cambios en el medio a

lo largo de su paso por el tracto reproductor de la hembra).

La evaluacién de espermatozoides proporciona suficientes elementos para la

valoracién de la capacidad de un reproductor en funcién de su calidad seminal.®

Las formas de evaluacion son realizadas de manera subjetiva, rapida, simple y

con un coste moderado.®

2.5.1. Motilidad

La motilidad espermatica es un parametro fundamental para el transporte

espermatico y la capacidad de penetracion del ovocito, aunque no pronostica de
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forma precisa la capacidad fecundante del espermatozoide. EI método mas
utilizado para la evaluacion de motilidad es la valoracién subjetiva que consiste
en evaluar el porcentaje de espermatozoides moviles, asi como, el tipo de
movimiento que presentan de forma inmediata y econémica. En CSA es mejor
referirse como motilidad individual y oscilatoria, con movimiento lento que en
parte es debido a la viscosidad del semen.**

La motilidad del semen de alpaca obtenida por vagina artificial es baja, entre los

49.7% y 57.29 %,% aunque se han reportado valores entre los 60-98%;*° sin

embargo los porcentajes pueden variar y mas aun al evaluar espermatozoides

post descongelacion, en los que se muestran descensos significativos.

¢ Motilidad progresiva (MP): espermatozoides moviéndose activamente, sea de
manera lineal o en circulos grandes, independientemente de la velocidad.

e Motilidad no progresiva (NP): todos los otros patrones de motilidad con
ausencia de progresion, por ejemplo: nadando en pequefios circulos, la
fuerza flagelar con apenas desplazamiento de la cabeza o cuando solo un
latido flagelar puede ser observado.

¢ Inmotilidad (IM): sin movimiento.

Donde MP + MNP = Movilidad total. Todo este analisis es realizado bajo

observaciones en microscopia éptica.*

2.5.2. Vitalidad

La vitalidad espermatica refleja el grado de integridad de la membrana

plasmética y acrosomal del espermatozoide, parametro que ha sido previamente

asociado con la fertilidad potencial de una muestra de esperma. Este analisis se
basa en la determinacion de la proporciéon de espermatozoides vivos y muertos
en funcién de la permeabilidad de membrana, las tinciones permiten diferenciar

los espermatozoides vivos de los espermatozoides muertos, asi en lo referente a

colorantes la cabeza tiene la propiedad de dejar pasar los colorantes por

perturbacion de la membrana cefalica mientras que los vivos no.**

En semen fresco de alpaca, el porcentaje de vitalidad mas alto encontrado fue

74.9% mediante el método de la vagina artificial,*®

cabe resaltar que después de
la criopreservacion se observa un notorio descenso.

2.5.3. Concentracion espermatica

Es una prueba importante de andlisis seminal, existe variabilidad muy grande en
la concentracidon de un eyaculado a otro, siendo importante conocer el nUmero

de espermatozoides por eyaculado, ya que de este parametro depende el
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namero de hembras a inseminar. La concentracion puede calcularse por varios
métodos a partir de una muestra de semen, entre estos métodos destaca el uso
de camara de recuento celular como las de Biirker, Neubauer o Thoma.*?

Cabe indicar que la concentracion espermatica en la alpaca varia entre los 30
hasta 150 millones por mililitro y de acuerdo al método utilizado en la coleccion
del semen:®® asi mismo se reportd6 hasta 339,4 millones/ml de
espermatozoides,® sin duda un porcentaje muy elevado.

2.5.4. Pruebadelaintegridad de membrana plasmética

La evaluacién de la integridad funcional de membrana, prueba de estrés
hipoosmético o Hypo Osmotic Swelling Test (HOST) permite evaluar la
integridad de la membrana plasmatica, valorando su funcionalidad al comprobar
la resistencia osmética del espermatozoide en medios hipo-osméticos.*

La célula espermética posee la capacidad de captar o liberar agua segun la
osmolaridad del medio extracelular, informando de la éptima funcionalidad de su
membrana plasmaética y de la capacidad del espermatozoide para la distribucion
de fluidos dentro y fuera del mismo. Los espermatozoides bioquimicamente
activos permitiran la entrada de agua mostrando diferentes grados de turgencia
en un esfuerzo por mantener la dinamica del equilibrio entre los fluidos de sus
compartimientos interno y el entorno extracelular. Lo cual se evidenciara por el
enrollamiento de la cola (endosmosis).*®

En semen fresco de alpaca, se encontraron respuestas endosmoéticas de
55,80%,*° 62%"*" y 53,34%.*®

2.6. Técnicas de separacion espermaética

Los espermatozoides de CSA no presentan motilidad progresiva en los
eyaculados. Consecuentemente si se espera utilizar técnicas como FIV con
semen de macho de alto valor genético, a los cuales no se desea 0 no hay
motivos para castrar, resulta necesario implementar metodologias que permitan
utilizar eyaculados frescos o criopreservados. Dentro de estos protocolos estan
incluidas las técnicas de preparacion del semen por centrifugacion, ya que se
requieren la recuperacion de un alto porcentaje de espermatozoides motiles
libres de desechos celulares y de espermatozoides muertos.*®

2.6.1. Swim up

Es una técnica utilizada para seleccionar los espermatozoides mas motiles de un
eyaculado; para ello, el semen es depositado en el fondo de un tubo de ensayo

con el medio adecuado y se incuba por espacio de una hora. Soélo los
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espermatozoides con mejor motilidad nadaran hacia arriba, aquellos que se
desplazan con movimientos rapidos y rectilineos de tal manera que al momento
de retirar el contenido de la parte superior del tubo se estaran seleccionando los
espermatozoides vivos y con motilidad rectilinea progresiva. Esta técnica se
basa en el geotropismo negativo de los espermatozoides, por lo tanto tras una
centrifugacion alcanzaran primero la superficie aquellos que sean mas répidos y
por lo tanto con mayor capacidad fecundante.>

Desde su inicio, el procedimiento sufrié una serie de variantes a fin de mejorar su
eficiencia cualitativa y cuantitativa. Los espermatozoides obtenidos después del
tratamiento son altamente motiles (buena calidad), sin embargo, el rendimiento
cuantitativo es bajo, lo que puede constituir una desventaja, porque puede
requerir del uso de mas de una pajuela de semen, por otro lado no proporciona
ninguna seleccién basada en la morfologia normal de la cabeza, la integridad de
la cromatina (espermatozoides con cromatina intacta), o la viabilidad e integridad
acrosomal.®® El gran inconveniente de esta técnica es que durante la
centrifugacion precipitan tanto los espermatozoides maduros como los
inmaduros y los leucocitos, con el posible efecto de generar EROs.*

2.6.2. Gradiente de Percoll

En este método se seleccionan los espermatozoides en virtud de su velocidad
potencial y su relativa alta densidad. EI semen, diluido en medio de capacitacion,
es colocado en la parte superior del Percoll, el cual posee una concentracion
diferencial de 90 y 45%, procediéndose luego a su centrifugacién, obteniendo
espermatozoides viables concentrados en el fondo, quedando en las fases del
gradiente los espermatozoides muertos o de baja motilidad, el plasma seminal y
demas estructuras.

Mediante esta técnica se consiguen mejores parametros seminales tras el
procesado (mayor concentracion de espermatozoides y tasa de recuperacion de
espermatozoides motiles) que mediante la técnica de Swim up, sin embargo los
resultados clinicos que se obtienen al realizar inseminaciones artificiales son
independientes de la técnica utilizada para preparar las muestras seminales.>
2.7. DNA del espermatozoide

El DNA espermatico esta extremadamente condensado, es el DNA eucariotico
més condensado, hasta 6 veces mas que el cromosoma mitdtico. Esta
condensacion extrema solo es posible gracias a sus componentes estructurales

y a su organizacion especifica.>
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2.7.1. Remodelacion de la cromatina

Durante este proceso, las histonas que conforman los nucleosomas en las
células somaticas son reemplazadas en primer lugar por proteinas de transicion
y finalmente por protaminas, necesarias para mantener la capacidad de
fertilizacion, de manera que se elimina la organizacion del DNA de las células
somaticas.”

Las protaminas son pequefias proteinas muy bésicas de bajo peso molecular
que estan asociadas al DNA en los ndcleos espermaticos maduros, estan
involucradas en el empaquetamiento final del DNA espermatico y en la
condensacion apropiada, lo que probablemente estabiliza el DNA y lo hace
menos vulnerable frente a cualquier tipo de dafio. Algunas especies de
mamiferos presentan sélo un tipo de protamina, mientras que en otras especies
existen dos tipos: Protamina 1 (PRM1 o P1), que es un polipéptido de unos 50
aminoacidos rico en arginina y cisteina; y protamina 2 (PRM2 o P2), que es un
poco mas grande, entre 54 y 62 aminoacidos y posee una gran cantidad de
residuos de histidina. Se ha descrito la familia de la protamina 1 (P1) en todos
los mamiferos y la familia P2 (formada por un compendio de otras protaminas)
presente en los primates y roedores. La desestabilizacion de la proporcién P1/P2
esta altamente correlacionada con el incremento de la fragmentacion del DNA
espermatico, generando fallos en la fertilizacion, mala calidad embrionaria y
tasas bajas de embarazo.*®

El proceso de remodelacion de la cromatina de histonas por protaminas no esta
muy claro, parece estar asociada a modificaciones en la estructura de la
cromatina como la acetilacion y la degradacion por ubiquitinizacion. Se cree que
la acetilacion facilita la sustitucion de las histonas por protaminas y que la
ubiquitinizacién esta implicada en la eliminacion de las histonas. De hecho,
algunos estudios han correlacionado alteraciones en el estado de condensacion
del DNA de los espermatozoides con altos niveles de fragmentacion.®’

En las etapas finales de la espermiogénesis, cuando las protaminas son
transportadas al nucleo una vez sintetizadas, se fosforilan de manera masiva.
Esta fosforilacion facilita la unién de las protaminas al DNA y va seguida de una
defosforilacion que parece estar asociada con el aumento de la condensacién de
la cromatina del espermatozoide. Las protaminas condensan el DNA que lo
hacen muy resistente incluso a la ebullicion. Alun con este nivel de condensacion

los espermatozoides son susceptibles de dafio.*®
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Figura 3. Esquema comparativo entre la estructura de la cromatina de células sométicas

y la de espermatozoides.
Fuente: Ward (1991)%°
El DNA unido a las protaminas se organiza en estructuras toroidales. COmo se

forman los toroides y su organizacién sigue siendo motivo de investigacion,
aunque algunos autores mencionan que los toroides se unirian entre ellos
mediante una region de cromatina (toroide linker o DNA espaciador), unida a la
matriz nuclear espermatica. Estas regiones de cromatina de estructura no
toroidal son sensibles a DNAsas, esta sensibilidad seria debida a que en estas

regiones el DNA a su vez estaria unido a histonas.®
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2.8. Origenes de la fragmentacion del DNA espermatico

El mecanismo exacto por el cual se genera dafio en el DNA de las células
espermaticas no se conoce, pero se han planteado posibles origenes las cuales
podrian ser causadas de forma natural o inducidas por los procedimientos de
preparacion espermatica realizadas en diversas biotecnologias de reproduccién
asistida.

2.8.1. Empaquetamiento anormal de la cromatina espermatica

Durante la espermiogénesis tiene lugar una reorganizacion de la cromatina
espermatica en la que se reemplazan las histonas por protaminas. Se postula
que en este proceso es necesaria la actividad de enzimas que corten y liguen el
DNA en determinadas etapas liberando el estrés de torsion y facilitando la
protaminacién y el empaquetamiento de la cromatina. Un fallo en la reparacién
de estos cortes podria provocar que el espermatozoide llegara al eyaculado con
su DNA fragmentado.®* Cabe indicar que una escasa protaminacion se relaciona
con una mayor susceptibilidad al dafio oxidativo.

2.8.2. Apoptosis defectuosa antes de la eyaculaciéon

En los testiculos, las células germinales se expanden clonalmente en varias
rondas de mitosis antes de iniciar su diferenciacion a espermatozoides maduros.
Esta expansion es excesiva y esta equilibrada por un mecanismo de apoptosis
selectivo, la apoptosis es la muerte celular programada estrictamente regulada
utilizada por las células somaticas para el desarrollo adecuado y la eliminacién
de aquellas dafiadas o peligrosas.®? El proceso apoptético dafia el DNA y
contribuye a una pobre calidad esperméatica. Durante el proceso de formacion de
las espermatidas en las paredes de los tubulos seminiferos del testiculo se
produce la apoptosis continuamente. Las células de Sertoli, presentes también
en las paredes de dichos tlbulos, fagocitan y limpian los residuos celulares. Sin
embargo, las células que se escapan del proceso de apoptosis y tienen su DNA
fragmentado, pueden conservar la capacidad de diferenciarse en un
espermatozoide maduro funcional, que puede alcanzar el ovocito y conseguir la
fertilizacion. Ademas, estos espermatozoides generan una serie de metabolitos
en el liquido seminal, que podrian acelerar el proceso de degradacién del DNA
de otros espermatozoides tras la eyaculacion.®® Algunos autores mencionan que
la fragmentacion del DNA espermatico no se produciria de manera inmediata,
sino que seria inducida de manera secundaria como resultado de la formacion

de dafio oxidativo en el DNA.%*
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2.8.3. Produccién excesiva de Especies Reactivas de Oxigeno (EROs)

Los espermatozoides por si mismos pueden producir EROs pero deben ser
continuamente inactivadas, de modo que sélo una cantidad minima esté
presente para mantener las funciones normales de la célula. Los bajos niveles
de EROs son necesarios para la capacitacion espermética y la reaccion
acrosomica; mientras que una acumulacion excesiva del metabolito puede
modificar las funciones celulares y/o poner en peligro la supervivencia celular.?

El término "estrés oxidativo" se refiere a un desequilibrio en la produccién o
acumulacién excesiva de EROs al disminuir la capacidad antioxidante del
plasma seminal. Las EROs son radicales libres que causan dafio oxidativo, son
moléculas altamente reactivas que presentan un tiempo de vida corto, en su
estructura presenta un electrén no apareado girando en sus orbitas externas,
situacion sumamente inestable por lo cual oxidan a cualquier molécula vecina y
establecer un vinculo con otro electrén para convertirse en estable, alterando su
estructura y convirtiéndola en otro radical libre. Estas especies quimicas se
producen como consecuencia del metabolismo celular del oxigeno durante
procesos fisioldgicos o0 en respuesta a factores exdgenos. Las EROs mas
importantes son el anién superoxido (0%), radical hidroxilo (OH"), radical peroxilo
(ROQO") y también perdxido de hidrégeno (H.0y), que es el producto final de la
reactividad de las EROs y es considerado como el méas toxico de los oxidantes.®®
Los espermatozoides son muy vulnerables al ataque oxidativo debido a la gran
cantidad de Acidos Grasos Poliinsaturados (AGP) en la membrana plasmatica.?
Durante la criopreservacion disminuye dramaticamente los AGP debido a la
peroxidacion lipidica, esto se inicia cuando el espermatozoide es atacado por las
EROs. En mamiferos, la mayor fuente de formacion de estas EROs incluyen la
contaminacién por los leucocitos, espermatozoides muertos o anormales y el
exceso de residuos citoplasmaticos que causan efectos nocivos en las
membranas espermaticas, disminucion de la movilidad, pérdida de viabilidad y
alteraciones directamente sobre la membrana plasmatica resultando en dafio del
DNA, alteraciones en el citoesqueleto e inhibicion de la unién espermatozoide-
ovocito, finalmente, caida del potencial de fertilidad.*

La centrifugaciéon es uno de los procesos que afecta la viabilidad de los
espermatozoides, generando alteraciones de diversa indole sobre éstos.®® Un
aumento en el tiempo de centrifugacion o en la fuerza gravitacional, de manera

dependiente de la dosis, pueden generar un aumento significativo en la
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fragmentacion del DNA y una pérdida severa de la motilidad, su calidad en
general, debido a las fuerzas mecéanicas asociadas, es por ello que diferentes
sistemas de lavado de espermatozoides han sido desarrollados para reducir el
efecto perjudicial de la centrifugacién. Existen evidencias que demuestran que la
sedimentacion de una poblacibn de espermatozoides después de la
centrifugacion pueden aumentan ain mas la produccién basal de EROs en el
sedimento, lo que provocaria un dafio irreversible en los espermatozoides
perjudicando asi su capacidad de fecundacion.® Por otro lado, la incubacion de
semen a temperatura ambiente o a 37°C también puede causar dafio. Por lo
tanto, el procesamiento de los espermatozoides en tecnologias de reproduccion
asistida debe regirse por el principio primum non nocere; es decir, debe evitarse
la incubacién innecesaria de semen y suspensiones de espermatozoides y
utilizarse métodos de criopreservacion que minimicen la fragmentacion de DNA
espermatico.®’

2.9. Técnicas para evaluar el dafio en el DNA espermético

Las pérdidas gestacionales tempranas, particularmente en los casos de muerte
embrionaria, han sido poco estudiadas. Los recientes hallazgos en biologia de la
reproduccion han mejorado tanto la comprension fisiologica del espermatozoide
como los mecanismos para llevar acabo la fertilizacion y estos estan basados
sobre la integridad del genoma, es decir la integridad del DNA espermatico que
es crucial para la salud de las nuevas generaciones. La integridad del DNA
espermatico puede estar relacionada con el desarrollo embrionario temprano
mas que con la capacidad fecundante de un espermatozoide.® El estudio de
este parametro se puede realizar mediante el empleo de diferentes técnicas que
permitan detectar la presencia de lesiones en el DNA.

En las Ultimas dos décadas, se han desarrollado técnicas de evaluacién seminal,
basadas en métodos fluorescentes, que permiten una valoracién mas precisa de
la integridad de diversos compartimentos y estructuras celulares como las
mitocondrias, el DNA nuclear, la membrana plasmatica y acrosomal; asi como
han permitido evaluar diferentes aspectos de la capacidad funcional de las
células espermaticas. Estas técnicas permiten reconocer de manera mas
precisa, las alteraciones celulares ocasionadas por procedimientos como la
centrifugacion, haciendo mas factible, realizar los ajustes necesarios en los
procesos de separacion espermética, aunque su aplicacion en el marco de la

produccion animal es més reducida.®’
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La mayoria de las técnicas disponibles para detectar la fragmentacion son
laboriosas, requieren instrumentacion cara o el uso de enzimas cuya actividad y
accesibilidad a las roturas pueden verse con dificultad por la extrema
condensacién de la cromatina del espermatozoide. De manera que estos
procedimientos son més adecuados para el campo de la investigacion que para
la utilizacion rutinaria en laboratorio.®
Los métodos directos determinan el “dafio real” del DNA e incluyen la técnica
Tunel y Ensayo Cometa; mientras que los indirectos determinan “dafio potencial”
del DNA y comprenden: Prueba de Dispersion de la Cromatina Espermética
(SCD), Ensayo de la Estructura de la Cromatina Espermatica (SCSA), Ensayo de
Naranja de Acridina (AO). Aunque inicialmente se utilizaron pruebas para evaluar
el grado de condensacion o compactacion de la cromatina espermatica mediante
colorantes como el Azul de Toluidina (AT) y Cromomicina A3 (CMA).
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling): esta
técnica es capaz de detectar roturas de la cadena simple y doble del DNA
producido por sustancias inorganicas, orgénicas y otros factores.”
Ensayo Cometa: es una técnica rapida, simple, visual y sensible en células
espermaticas,”* detecta niveles muy bajos de dafio en el DNA; sin embargo no
diferencia roturas de cadena simple, es habitual para la evaluacion de diversos
agentes (fisicos o a la exposicién de xenobidticos).”
Dispersion de la Cromatina Espermatica (SCD): esta técnica nos permite
diferenciar entre los espermatozoides cuya cromatina esta condensada e intacta
de los que tienen su DNA fragmentado, se basa en el principio que el DNA
fragmentado no produce el halo caracteristico de sus formas helicoidales,
mientras que espermatozoides con DNA fragmentado muestran grandes halos
alrededor del su nucleo.”
2.9.1. Evaluacion del DNA espermético mediante la Prueba del Azul de
Toluidina (AT)
Esta prueba evalia el grado de condensacion de la cromatina espermatica,
permite detectar el dafio potencial y susceptibilidad a la desnaturalizacion. Se
utiliza tipicamente para estudios esperméticos, ya que durante la maduracion de
los espermatozoides el DNA se condensa mas de lo normal gracias a las
protaminas; sin embargo los espermatozoides con cromatina inmadura tendrian

habitualmente mas roturas del DNA."®
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Figura 4. Patrones de espermatozoides de llama tefiidos con Azul de Toluidina: A)
negativos: color azul, sin alteracién en la condensacién normal de la cromatina, B)
intermedios: color violeta claro, algin grado de descondensacién C) positivos: color

violeta oscuro, alto grado de descondensacion. (1000X).
Fuente: Carretero (2009)°

Es un colorante catiénico cuya union al DNA da lugar al color metacromatico
violeta oscuro que corresponden a agregados de AT interactuando ibnicamente
con los grupos fosfatos del DNA. La coloracion violeta claro se debe a la
participacién de un namero mucho mas reducido de moléculas de AT que se
unen como monomeros al DNA, mediante intercalaciébn o por unién iénica.
Mientras que la neutralizaciébn completa de los grupos fosfato por las argininas
de las protaminas y la ocurrencia de entrecruzamientos entre protaminas, son los
principales factores responsables de la reducida afinidad de la cromatina
espermética por los colorantes cationicos tornandose azul palido.”

La tincién con azul de toluidina también es util para evaluar los efectos que las
biotecnologias reproductivas tienen sobre el grado de condensacion-
descondensacion de la cromatina del DNA espermatico, al detectar la ausencia o
ruptura de puentes disulfuro. La reduccion de los grupos disulfuro mediante
agentes reductores, permite que las proteinas se relajen y que los grupos fosfato

del DNA queden disponibles y accesibles a la unién de los colorantes.”
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Esta técnica tiene como ventaja su bajo costo y facil elaboracion pero como
principal desventaja, la baja reproducibilidad y dificil valoracién de las
coloraciones intermedias. El colorante AT, ha sido utilizado para detectar y
evaluar la condensacion de la cromatina en especies de produccion tradicional,
como el caballo (Equus caballus), la vaca (Bos taurus), y en especies de
produccion no tradicional, como la llama (Lama glama),® guanaco y la alpaca
(Vicugna pacos).’

2.9.2. Impacto del dafio en el DNA espermatico

Una fraccion elevada de espermatozoides con defectos en la cromatina puede
tener un impacto negativo en los resultados de las técnicas de reproduccion
asistida. Los estudios de FIV han demostrado que el desarrollo embrionario se
afecta cuando existe dafio en el DNA, aun asi los espermatozoides con este
dafio son capaces de fertilizar, y producir embriones; sin embargo, se ha
propuesto, que dichos embriones podrian no llegar a término o podrian conducir
a la expresion de enfermedades tardias en la descendencia.® La variabilidad del
efecto de fragmentacién del DNA espermatico puede relacionarse con la calidad
y capacidad del sistema de reparacién del DNA dentro del ovocito. Sin embargo,
cuando el dafio proviene de la cadena doble de DNA, es mucho més dificil su
reparacion. Como consecuencia, uno de los principales efectos negativos en el
desarrollo embrionario se asocia con abortos.”®

Experimentos realizados por FIV utilizando espermatozoides de toro con dafio
severo en su DNA demostraron que el espermatozoide permanecia intacto
funcionalmente a nivel de membrana, de organelas y de movilidad, presentaban
normalidad en la unién a la zona pellcida del ovocito durante la fecundacion y
las tasas de ovocitos fertilizados, permanecieron normales. Sin embargo, los
embriones obtenidos murieron por apoptosis durante la etapa de 4 a 8 células,
posiblemente debido a una expresién defectuosa del genoma.’’

En los dltimos afios la importancia de incluir la evaluacién del DNA espermatico
dentro de las caracteristicas seminales de rutina se ha incrementado debido a
reportes que correlacionan el grado de dafio del DNA con varios indices de
fertilidad como: tasas de fertilizacion, clivaje embrionario, implantacion, prefiez y

nacidos vivos.’®
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar deinvestigacion

El presente trabajo de investigacion se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia
Reproductiva de la Estacién Experimental Agraria Canaan del Instituto Nacional
de Innovacién Agraria (INIA), ubicado en el distrito de Andrés Avelino Caceres
Dorregaray de la provincia de Huamanga, region Ayacucho, a 2735 msnm y
geograficamente: Latitud sur 13° 10' 09” y una Longitud oeste de 74° 11' 53, con
una temperatura promedio de 12-18 °C, precipitacién pluvial promedio de 500
mm y humedad relativa de 40-50%."°

3.2. Material biolégico

Se utilizaron un total de 15 pajillas congeladas de 0.25 ml conteniendo semen en
dilutor comercial AndroMed® (proporcion 1:1), proveniente del plantel de machos
reproductores de alpacas de la Estacién Experimental Agraria Canaan-INIA-
Ayacucho, mayores de dos afios de edad colectados mediante método de la
vagina artificial.

3.2.1. Obtencion de muestras

Para la criopreservacion de los espermatozoides, las motilidades espermaticas
fueron superiores al 50%. Asi mismo, las motilidades espermaticas post
descongelacion consideradas aptas para el trabajo tuvieron que ser superiores al
10%.

Para la descongelacion, las pajillas de semen fueron retiradas de las canastillas
del tanque criogénico y fueron sumergidas en un bafio térmico a 37°C por un
tiempo de 15 s, secadas con papel toalla para luego recuperar todo el contenido
en un tubo eppendorf e inmediatamente fueron llevadas para la evaluacién de
los pardmetros espermaticos de motilidad progresiva, vitalidad, concentracion,

integridad de membrana plasmaética e integridad del DNA espermético.
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Las evaluaciones se realizaron después de la descongelacién y luego del
proceso de separacion espermatica, tanto por la técnica de Swim up como
Gradiente de Percoll.

Como control positivo se utiliz6 semen fresco de alpaca. En un eppendorf se
colocaron 50 pl de semen fresco y se congelaron a -4°C, durante 90 min.
Transcurrido el tiempo, en una lamina portaobjetos se realiz6 el frotis para luego
realizar la coloracion con Azul de Toluidina.

3.3. Técnicas de separacion espermética

3.3.1. Swim up

En un tubo eppendorf se colocaron 100 ul del medio TALP-Sperm (previamente
atemperado a 37°C), se agregaron 100 pl de muestra espermatica
descongelada, inmediatamente fue centrifugado a 150,93 g por 5 min a
temperatura de laboratorio. El pellet formado se resuspendié en 20 ul de medio
TALP-FIV, este nuevo volumen fue cuidadosamente inoculado al fondo de otro
tubo eppendorf, el cual contenia 100 ul del medio de capacitacién (previamente
atemperado a 37°C); se dejé en incubacion a 45° de inclinacioén y abierto durante
60 min en una incubadora de CO, a 38,5°C. Para la evaluacion se tomaron
espermatozoides que sobrenadaron a la superficie del medio de suspension.
3.3.2. Gradiente de Percoll

En un tubo eppendorf se depositaron: primero 100 ul de Percoll al 22.5%, luego
100 pl de Percoll al 45% vy finalmente 100 pyl de muestra espermatica
descongelada. Fue centrifugado a 150,93 g por 10 min a temperatura de
laboratorio, el pellet formado fue resuspendido en 100 ul del medio TALP-FIV y
centrifugado por segunda vez a 150,93 g por 5 min. Finalmente el pellet obtenido
después del segundo lavado se resuspendié en 50 ul del medio TALP-FIV y fue
llevado a su evaluacion.

3.4. Evaluacion de la calidad espermética

3.4.1. Motilidad

Sobre una lamina portaobjetos atemperado a 37°C se colocaron 10 ul de la
muestra espermatica y sobre ella una lamina cubreobjetos, fue observada en un
microscopio optico a 40X. Los resultados fueron expresados en porcentajes,
contando por lo menos 200 espermatozoides bajo los siguientes criterios:

MP  : Movilidad progresiva

MNP : Movilidad no progresiva

IN : Inmovilidad

Donde MP + MNP = Movilidad total.*°
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3.4.2. Vitalidad

En una lamina portaobjeto atemperada a 37°C, se colocaron 10 pl de muestra
espermatica, luego se afiadieron 10 pl de colorante Eosina - Nigrosina
(previamente preparado: Eosina 2% y Nigrosina 4%). Se realiz6 el frotis de la
mezcla del semen coloreado y se dejé secar a temperatura ambiente, luego fue
llevada al microscopio para su observacién a 100X con aceite de inmersion.
Contabilizando como minimo 200 células espermaticas, la frecuencia de vivos
(espermatozoides no coloreados) y muertos (espermatozoides rojos), los cuales
Se expresaron en porcentaje.

3.4.3. Concentracion

La muestra espermatica descongela fue diluida con agua destilada en proporcion
1:10 (10 pl de muestra y 90 ul de agua), las muestras después de la separacion
espermatica fueron diluidas con agua destilada en proporcion 1:5 (10 pl de
muestra y 40 ul de agua). Se colocaron 10 pl de la dilucién en el centro de la
Céamara de Neubauer, el cual estuvo provisto con una laminilla cubreobjetos,
dejandolo reposar por 5 min y finalmente se contabilizaron los 5 cuadrados
centrales en ambos lados. El recuento espermatico se realiz6 en un microscopio

Optico a 10X segun la formula:*?
_ N
~ superf. cont. x profundidad cdmara x D

Donde:

C: Concentracion espermatica (en millones por ml).

N: Promedio de espermatozoides contados de 5 campos pequefios en ambos
lados de la camara.

Superficie contada: 5 cuadrados medianos corresponden a 0,2 mm?
Profundidad camara: 0,1 mm

D: Grado de dilucion.

3.4.4. Pruebadelaintegridad de membrana plasmética

La evaluacion de la integridad de membrana espermética se realizdé por la
técnica de Hypo Osmotic Swelling Test (HOST)*® adaptada.

En un eppendorf se colocaron 90 uyl de medio hipoosmdético y fue llevado a 37°C,
al cual se le agregaron 10 pl de muestra espermatica, siendo luego incubado
durante 40 min.

Transcurrido el tiempo, se tomaron 10 yl de la mezcla y fue colocado sobre una
lamina porta objetos con su respectiva lamina cubreobjetos, observada a un

aumento de 40X en un microscopio 6ptico y contando como minimo 200

25



espermatozoides. Se determinaron como espermatozoides con reaccidn positiva
a todos aquellos que tenian la cola enrollada, es decir aquellos con membrana
plasmatica intacta y los espermatozoides con la cola recta correspondian
aquellos con la membrana plasmatica alterada.

3.4.5. Integridad del DNA espermatico

La evaluacion del grado de descondensacion de la cromatina espermatica, se
realiz6 mediante la coloracion del Azul de Toluidina® (AT) adaptada.

En portaobjetos limpios, se realizaron extendidos con las muestras
espermaticas, luego se fijaron con etanol de 96% durante 2 min a temperatura
ambiente. Los frotices fueron tefiidos durante 5 min con una solucién de trabajo
de AT, se lavaron con agua destilada y fueron secados al aire protegidos de la
luz.

La solucion de trabajo fue preparada a partir de una solucién stock (0,4 g de AT
en 200 ml de agua destilada) que fue diluida en una proporcién de 1:9 (1 parte
de la solucién stock en 9 partes de buffer pH 4). Los espermatozoides se
evaluaron en microscopio Optico a 100X con aceite de inmersion, contando un
minimo de 200 espermatozoides y se clasificaron de acuerdo a la coloracion de

la cromatina espermatica:®

Tabla 1. Patrones de coloracién de los estados de condensacién de la cromatina
espermatica mediante la coloracién Azul de Toluidina (AT).

Estado de la cromatina

Color Reaccion AT "
espermatica
Azul Negativo Sin alteracién de la condensacion
Violeta claro Intermedio Algun grado de descondensacion
Violeta oscuro Positivo Alto grado de descondensacién
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3.5. Procedimiento experimental

Pajilla congelada

Evaluaciones: \

= Motilidad
progresiva.

= Vitalidad.

= Concentracion.

= Integridad de
membrana
plasmaética.

= Integridad del DNA.

)

Descongelado de pajilla

Separacion
espermatica

Swim up Gradiente de

(100 w) Percoll (100 pl)

\
Evaluaciones:
= Motilidad progresiva.
= Vitalidad.
= Concentracion.
= Integridad de

Integridad del DNA membrana
plasmaética.

esperméatico

)

Figura 5. Disefio experimental de la aplicacion de las técnicas de separacion
esperméatica Swim up y Gradiente de Percoll, para la evaluacién de la integridad del DNA
espermético de alpaca.
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Descongelamiento a

Obtencion de pajillas
del tangue criogénico 37°C por 15 s

Pajillas

Canister

Recuperacion

anque de

Nitrégeno liquido

= Motilidad progresiva

= Vitalidad.

= Concentracion.

= Integridad de la
membrana
plasmatica.

= Integridad del DNA.

Evaluacion

Figura 6. Proceso del descongelamiento de pajillas del semen de “alpaca” para la
evaluacion de pardmetros espermaticos. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de
la EEA Canaén-INIA-Ayacucho (julio-setiembre, 2017).
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K

100 ul muestra
espermatica
descongelada

100 pl de

medio TALP
Sperm

...

Centrifugacionia

= Motilidad progresiva. .
1500 rpm/5 min

= \italidad.

= [oncentracidn.

= |ntegridad de
membrana plasmatica.

= [ntegridad del DNA. Resuspencion

en 20 pl de

medio TALP

FIV

Evaluacion

Recuperacionide ‘ Incubacion en100 pl de
espermatozoides de la medio de capacitacion
superficie por 60 min a 38°C

Figura 7. Proceso de separacion de espermatozoides por la técnica de Swim up para la
evaluacion de los parametros espermaticos. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva
de la EEA Canaéan-INIA-Ayacucho (julio-setiembre, 2017).
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Preparacion deila
muestra

= Motilidad progresiva.

= \italidad.

= [oncentracidn.

= |ntegridad de membrana

plasmatica.
= |ntegridad del DNA.

100 pl semen descongelado
100 pl Percoll 45 %
100 ul Percoll 22.5 %

Resuspencion en
50 pl de medio
TALP FIV

L

Resuspencion
en 100 pl de
medio TALP

FIV

Centrifugacion a
1500 rpm/10'min

Centrifugacion a
1500 rpm/5 min

Figura 8. Proceso de separacion de espermatozoides mediante la técnica Gradiente de
Percoll para la evaluacion de los parametros esperméticos. Laboratorio de Biotecnologia
Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho (julio-setiembre, 2017).
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Semen Separacion espermatica por: Swimup'y
descongelado Gradiente de Percoll

Fijacion con etanol
al'96% por 2 min

Coloracion con Azul
de Toluidina por 5 min

Lavado con agua
destilada

Evaluacion a 100X con
aceite de inmersion

Figura 9. Proceso de evaluaciéon de la integridad del DNA espermatico mediante la
técnica del Azul de Toluidina. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA
Canaéan-INIA-Ayacucho (julio-setiembre, 2017).
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3.6. Andlisis estadistico

El tipo de investigacion fue basica-experimental; se realizaron 15 repeticiones
por cada tratamiento y fueron expresadas como la Media + DE (Desviacién
Estandar) los datos de motilidad progresiva, vitalidad, concentracion, integridad
de membrana plasmaética e integridad del DNA espermatico.

Se realiz6 la prueba de normalidad para ver si los datos cumplian los criterios de
distribucion normal y homogeneidad mediante Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-
Wilk. Luego de contrastar que dichas variables tenian distribucién normal, se
pas6 a comparar las medias mediante un analisis de varianza (ANOVA) para un
disefio completamente aleatorio con variable independiente (factor) y los
tratamientos (control, Swim up y Gradiente de Percoll). Por Ultimo se utilizé la
prueba no paramétrica de Tukey con un nivel de confianza del 95%. Para los
datos que no cumplian con los criterios de normalidad, se utilizé la prueba de
Kruskal-Wallis.

El analisis de datos se realiz6 utilizando el programa estadistico R 3.4.3.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 2. Motilidad progresiva de los espermatozoides de “alpaca” (Media + DS) segin
las técnicas de separacion espermatica. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la

EEA Canaan-INIA-Ayacucho (julio-setiembre, 2017).

Técnica de separacion ; . o
. N Media £ DS (%) Minimo  Maximo
espermatica
Control* 15 17,20 +2,11°% 17,00 21,00
Gradiente de Percoll 15 15,60 + 2,75° 16,00 20,00
Swim up 15 13,13 +1,69" 13,00 16,00

2P |etras diferentes en la misma columna indican que hay diferencia significativa (p<0.05).
*Semen descongelado
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% Motilidad progresiva

12
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Control Gradiente de Percoll Swim up

Técnica de separacion espermatica

Figura 10. Efecto de las técnicas de separacion espermética sobre la motilidad
progresiva de los espermatozoides de “alpaca”. Laboratorio de Biotecnologia
Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho (julio-setiembre, 2017). Diferentes letras
en la parte superior de las barras indican diferencias significativas entre tratamientos

(p<0.05).
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Tabla 3. Vitalidad de los espermatozoides de “alpaca” (Media + DS) segln las técnicas
de separacidon espermatica. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA
Canaan-INIA-Ayacucho (julio-setiembre, 2017).

Técnica de separacién

" Media £ DS (%) Minimo Maximo
espermatica
Control* 15 51,74 + 16,772 23,59 87,99
Gradiente de Percoll 15 53,45 + 6,29% 44,95 68,96
Swim up 15 54,19 + 12,57° 36,12 85,93

ab |etras diferentes en la misma columna indican gue hay diferencia significativa (p<0.05).
*Semen descongelado.
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Figura 11. Efecto de las técnicas de separacién espermatica sobre la vitalidad de los
espermatozoides de “alpaca”. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA

Canaan-INIA-Ayacucho (julio-setiembre, 2017). Letras diferentes en la parte superior de
las barras indican que hay diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05).
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Tabla 4. Concentraciéon de espermatozoides de “alpaca” (Media + DS) segun las técnicas
de separacidon espermatica. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA
Canaan-INIA-Ayacucho (julio-setiembre, 2017).

Técnica de separacion Media + DS ; ;
) N ) Minimo Maximo
espermatica (millones/ml)
Control* 15 103,40 + 51,60° 58,50 248,30
Gradiente de Percoll 15 80,51 + 34,53° 33,00 152,13
Swim up 15 36,67 +17,33" 16,25 74,00

P letras diferentes en la misma columna indican que hay diferencia significativa (p<0.05).
*Semen descongelado.
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Figura 12. Efecto de las técnicas de separacion espermatica sobre la concentracién de
los espermatozoides de “alpaca”. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA
Canaan-INIA-Ayacucho (julio-setiembre, 2017). Diferentes letras en la parte superior de
las barras indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05).
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Tabla 5. Prueba de integridad de membrana plasmatica en espermatozoides de “alpaca”
(Media + DS) segun las técnicas de separacion espermatica. Laboratorio de
Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho (julio-setiembre, 2017).

Técnica de separacion

espermaética Media = DS (%) Minimo Méximo
Control* 15 55,69 + 12,13 34,37 75,81
Gradiente de Percoll 15 57,18 + 11,50% 40,00 79,77
Swim up 15 56,30 + 13,58% 37,26 78,76

2P |etras diferentes en la misma columna indican que hay diferencia significativa (p<0.05).
*Semen descongelado.
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Figura 13. Efecto de las técnicas de separacién espermatica sobre la integridad de
membrana plasmatica de los espermatozoides de “alpaca”. Laboratorio de Biotecnologia
Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho (julio-setiembre, 2017). Letras diferentes
en la parte superior de las barras indican que hay diferencias significativas entre
tratamientos (p<0.05).
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Figura 14: (A) Vitalidad, (B) concentracion e (C) integridad de membrana plasmatica de
espermatozoides de alpaca, 40X. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA
Canaéan-INIA-Ayacucho (julio-setiembre, 2017).
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Tabla 6. Efecto de las técnicas de separacién espermatica sobre la integridad del DNA
en espermatozoides de “alpaca” (Media = DS) segun la técnica del Azul de Toluidina.
Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho (julio-

setiembre, 2017).

Técnica de separacion espermética (Media = DS)
Gradiente de

Estado de la

cromatina

N Control* Swim up
Percoll

espermatica

Sin alteracion 15 93,05 +0,88° 97,83 +2,02° 95,28 +2,44°

Algun grado de a b a
y 15 4,70 £ 0,70 2,07 +£1,89 3,62+1,71
descondensacion
Alto grado de a c b
15 2,25+0,29 0,10+ 0,24 1,10+ 0,96

descondensacion
2PC |etras diferentes en la misma fila indican que hay diferencia significativa (p<0.05).
*Semen descongelado.

Sin alteracion = color azul
Algun grado de descondensacion = color violeta claro
Alto grado de descondensacion = violeta oscuro

44



% AT Negativo

93

921

91+

Control Gradiente de Percoll Swim up
Técnica de separaciéon espermatica

Figura 15. Efecto de las técnicas de separacion espermatica sobre la integridad del DNA
en espermatozoides de “alpaca”, negativos a la coloraciéon con Azul de Toluidina.
Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho (julio-
setiembre, 2017). Diferentes letras en la parte superior de las barras indican diferencias
significativas entre tratamientos (p<0.05).
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Figura 16. Efecto de las técnicas de separacion espermatica sobre la integridad del DNA
en espermatozoides de “alpaca”, intermedios a la coloracion con Azul de Toluidina.
Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho (julio-
setiembre, 2017). Diferentes letras en la parte superior de las barras indican diferencias
significativas entre tratamientos (p<0.05).
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Figura 17. Efecto de las técnicas de separacion espermatica sobre la integridad del DNA
en espermatozoides de “alpaca”, positivos a la coloracion con Azul de Toluidina.
Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho (julio-
setiembre, 2017). Diferentes letras en la parte superior de las barras indican diferencias

significativas entre tratamientos (p<0.05).
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Figura 18. Efecto de las técnicas de separacion espermatica sobre la integridad del DNA
en espermatozoides de “alpaca”, con Azul de Toluidina. Laboratorio de Biotecnologia
Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho (julio-setiembre, 2017). Diferentes letras
en la parte superior de las barras indican diferencias significativas entre tratamientos
(p<0.05).
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Figura 19. Patrones de coloracién de los espermatozoides de “alpaca”, mediante la
coloracion del Azul de Toluidina: (A) Negativos: color azul, sin alteracion de la
condensacion de la cromatina, (B) Intermedios: violeta claro, algin grado de
descondensacion, (C) Positivos: violeta oscuro, alto grado de descondensacion a 100X.
Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho (julio-
setiembre, 2017).
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V. DISCUSION

En la Tabla 2, se muestran los resultados del notable descenso de la motilidad
después de los procesos de separacion espermatica. Comparando las dos
técnicas de separacion, mediante Gradiente de Percoll se obtuvieron mejores
resultados (15,60 + 2,75%); mientras que con la técnica de Swim up la motilidad
se vib mas reducida (13,13 + 1,69%), sin duda ambos valores menores a los
encontrados en la muestra post descongelamiento (17,20 + 2,11%). En la Figura
10 se muestran los resultados del analisis estadistico post hoc HSD de Tukey,
en el que se muestra que existen diferencias estadisticas significativas entre las
técnicas de separacion espermatica (p<0.05). En teoria, la motilidad espermatica
de semen post descongelacién varian alrededor del 10-20%." Se reportaron
valores del 60-98% en semen fresco que descendieron hasta 15-20%,* en otros
trabajos reportaron 46,7%,”* 16,96%,** y 26,18% de motilidad post
descongelacién.®®* Estos datos fueron superiores a los encontrados en el
presente trabajo; sin embargo también hay reportes del 22,8% que descendieron
hasta el 8,52% y otro bastante significativo del 0,00%.?*

En la Tabla 3, se muestran los resultados de la vitalidad espermatica y
comparando ambas técnicas de separacion, se encontraron valores similares
mediante Swim up (54,19 + 12,575%) y Gradiente de Percoll (53,45 + 6,29%)
respectivamente, que no vendrian a ser determinantes para una técnica. En la
Figura 11 se muestra el analisis estadistico post hoc HSD de Tukey, en el cual
no se encontraron diferencias estadisticas significativas entre ambas técnicas de
separacion espermatica (p<0.05). El porcentaje de vitalidad mas alto encontrado
en semen fresco de alpaca fue 74.9% mediante vagina artificial,"® aunque
normalmente varian entre los 40 y 50%.* Se han reportado valores del 15%°% y
20% en semen post descongelacion,* resultados inferiores en comparacion con

los encontrados en el presente trabajo 51,74%.
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En la Tabla 4, se muestran los resultados de la concentracion espermatica,
mediante la técnica Gradiente de Percoll se recuperaron mayor cantidad de
espermatozoides (80,51 + 34,53%) ya que la misma metodologia permite
conglomerar gran cantidad espermatica; mientras que con la técnica de Swim up
solo se obtuvo el (36,67 + 17,33%), debido a que pocos espermatozoides
pueden vencer las dificultades y llegar a la parte superior para ser recuperados.
En la Figura 12 se muestra el andlisis estadistico post hoc HSD de Tukey, en el
que se encontraron diferencias estadisticas significativas entre ambas técnicas
de separacion espermatica (p<0.05). La concentracion espermatica en semen
fresco de alpaca varfan entre los 30 y 150 millones por mililitro,”® aunque hay

trabajos que reportaron 134,5 millones/ml,*® 112,36 millones/ml,*” 152,98

|,26 |86 |;87

millones/ml,=> 80,48 millones/mI* y 65,43 millones/ml;°" incluso se report6 hasta
339,4 millones/ml de espermatozoides.®® En comparacién con el presente
trabajo, el valor encontrado estuvo dentro del rango normal no siendo bajo
103,40%.

En la Tabla 5, se muestran los resultados de integridad de la membrana
plasmatica y comparando ambas técnicas de separacion espermatica, los
valores obtenidos fueron similares mediante Gradiente de Percoll (57,18 *
11,50%) y Swim up (56,30 + 13,58%), no siendo determinante para una técnica.
En la Figura 13 se muestra el andlisis estadistico post hoc HSD de Tukey, donde
no se encontraron diferencias estadisticas significativas entre ambas técnicas de
separacion espermatica (p<0.05). En semen fresco de alpaca, se encontraron
respuestas endosméticas del 55,80%,* 62%*" y 53,34%;*® mientras que en
espermatozoides epididimarios post descongelacion, se reportaron 24,3%,%
50,93%* y 83,4%.%® Estos ultimos resultados con distintos dilutores y
crioprotectores, sin duda necesarios para poder obtener una gran cantidad de
espermatozoides con membrana plasmatica intacta. En el presente trabajo, se
encontraron valores por encima de los 50%, parecidos a los resultados
mencionados; dentro del grupo de espermatozoides viables, existe un conjunto
de ellos que a pesar de no poseer movilidad muestran membranas plasméaticas
intactas, los denominados “espermatozoides viables no motiles”, que estan
desestabilizadas pero sin llegar a la muerte.*® De forma similar en otras
especies, sOlo alrededor del 40-50% de los espermatozoides sobreviven al

proceso de criopreservacion aun usando protocolos optimos.®®
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En el procedimiento de separacion por centrifugacion de las muestras de semen,
no ocurre una “seleccion natural” de espermatozoides de mayor motilidad, existe
una separacion incompleta, debido a la forma, tamafio y densidad de las
particulas presentes.”® En términos de calidad espermatica (motilidad y
vitalidad), la técnica de Swim up implica un periodo relativo (alrededor de 60
minutos), produciendo estrés y alteracion en los patrones del desplazamiento de
los espermatozoides® y mediante Gradiente de Percoll (alrededor de 10
minutos) que es mas facil de realizar, pero al utilizar mas de una centrifugacion,
pude causar dafio a la membrana plasmatica y sus componentes (DNA y
proteinas), consecuentemente afectar su motilidad, viabilidad y habilidad
fecundante demostrada en bovinos y en humanos.® Son escasos los trabajos
que comparan las técnica del Percoll con Swim up; no obstante, en bovinos se
observaron que ambas técnicas eran satisfactorias para su utilizacion en la
FIV.% Estas diferencias en la eficacia de seleccién entre ambas técnicas podrian
probablemente ser debidas a que los espermatozoides no mdéviles o incluso
muertos pueden ser forzados a bajar hacia la solucién de Percoll de mayor
densidad, mientras que con la técnica del Swim up, solo los mdviles pueden
migrar hacia la parte superior.”* Trabajos donde se han utilizado diferentes
fuerzas de centrifugacion, buscando una méxima recuperacion celular, han
demostrado que los incrementos en dicha fuerza, pueden conducir a pérdidas
entre el 15% y 20% de los espermatozoides® y estudios donde se han evaluado
bajas fuerzas de centrifugacion, han permitido mantener niveles de vitalidad
espermatica, superiores al 75%.%

En el presente trabajo no se observé el efecto perjudicial de la centrifugacion,
independientemente de la técnica utilizada, ya que los porcentajes obtenidos
fueron similares en cuanto a vitalidad e integridad de membrana y no se
encontraron diferencias estadisticas; mientras que la motilidad se vi6 mas
afectada, mostrando una reduccién porcentual en comparaciéon incluso con el
semen descongelado (antes del proceso de separacion). La centrifugacion
genera dafios mecanicos sobre los espermatozoides, los cuales dependen de la
duracion y la fuerza con el que se ejecuta.’® Otros autores aseguran que el
Percoll no mejora la calidad espermatica como en eyaculado de equinos.’” De
acuerdo a lo anterior, es importante continuar evaluando alternativas de
centrifugacion que conduzcan a una maxima recuperacion celular, condicionada

a la mayor funcionalidad de los espermatozoides.
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En la Tabla 6, se muestran resultados de los estados de la cromatina
espermatica clasificados en tres grupos. En la muestra descongelada se
encontraron mas porcentaje de espermatozoides con alto grado de
descondensacion de la cromatina espermatica (2,25 + 0,29%) y después de la
separacion espermatica comparando ambas técnicas, tanto en Swim up como en
Gradiente de Percoll se encontraron diferencias notables, siendo (0,10 + 0,24%)
y (1,10 £ 0,96%) respectivamente. En las Figuras 15, 16 y 17 se muestran los
resultados de los analisis estadisticos realizados mediante Kruskal-Wallis, en los
cuales se determinaron que existen diferencias estadisticas significativas entre
ambas técnicas de separacion en los tres casos: AT negativo, AT intermedio y
AT positivo (p<0.05). En la Figura 18, se muestra la comparacién de los
espermatozoides intermedios y positivos a la coloracién con Azul de Toluidina,
claramente se observan los efectos de los procesos de separacién espermatica
sobre la integridad del DNA espermatico. En el presente trabajo se observaron
las coloraciones de las cabezas espermaticas: violeta oscuro (positivos, alto
grado de descondensacion), violeta claro (intermedios, algun grado de
descondensacién) y azul (negativos, sin alteracion de la condensacion de la
cromatina espermatica), iguales a los encontrados en semen de llama,®
guanaco y esperma equino, cabe mencionar que estas coloraciones ya se
habian determinado en semen fresco de alpaca encontrando los siguientes
resultados: AT positivos 7,55%, AT intermedios 21,67% y AT negativos 70,78%;°
sin duda valores superiores en comparacion con el presente trabajo.

Basandose en estudios anteriores; en el presente trabajo, teniendo en cuenta la
fuerza y los tiempos empleados para las centrifugaciones, ambas técnicas de
separacion espermatica causaron dafio en el DNA espermatico, visualizados
mediante la coloracion de las cabezas espermaticas, con la técnica de Swim up
se encontraron menores porcentajes de descondensaciéon de la cromatina
espermatica 0,10%, mientras que con Gradiente de Percoll 1,10%; sin embargo
ambos resultados fueron menores en comparacion con el control (muestra post
descongelacion), estos resultados se estarian atribuyendo principalmente al
protocolo utilizado. Trabajos con semen de bovinos, mencionan que la
centrifugacion a 700 g durante 10, 30 y 45 min mediante Gradiente de Percoll,
causaron dafio significativo al DNA de forma gradual.* En trabajos con semen
fresco de humanos, encontraron una disminucion significativa en la tasa de

fragmentacion en el DNA espermatico mediante Gradiente de Densidades (GD)
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respecto a las muestras antes de procesar; no obstante comparando técnicas de
separacion espermatica Swim up y GD obtuvieron resultados beneficiosos,
espermatozoides con menor grado de fragmentacion,® resultados parecidos a los
del presente trabajo. Si bien es cierto, lo ideal seria que las técnicas de
separacion espermatica mejoren los parametros espermaticos clasicos
(motilidad, vitalidad, concentracion e integridad de membrana plasmética),
también deberia ocurrir lo mismo con la integridad del DNA espermético; sin
embargo una fraccion de los espermatozoides recuperados presentan dafios en
su DNA y en distinto grado como se puede evidenciar en los resultados del
presente trabajo. El procesado de las muestras de semen se realiza bajo un
protocolo que depende del centro y es una técnica totalmente manual, los
resultados pueden variar en funcién del laboratorio y de lo selectivos que sean
recuperando las fracciones. El dafio al DNA puede ocurrir durante el
procesamiento de los espermatozoides, se ha descrito que los protocolos que
centrifugan repetidamente estarian induciendo dafio iatrogénico,*® por otro lado
estudios previos demostraron que aumentando en el tiempo de incubacién de
semen a temperatura ambiente o a 37°C después de su aislamiento mediante
centrifugacion por GD, estaria incrementando significativamente el dafio en el
DNA.*® Tanto la centrifugacién como la incubacién inducen la apoptosis a través
de la acci6n de las altas concentraciones de las EROs,'® causando una
disminucion dréstica de la motilidad y un aumento en la fragmentacion del DNA.?
Los espermatozoides inmdviles tienen mas probabilidad de presentar el DNA
fragmentado que los espermatozoides moviles.®

Se conoce que la centrifugacion es intrinsecamente nociva, y puede generar
alteraciones celulares; en general, puede considerarse que una alta fuerza de
centrifugacion, es perjudicial para la integridad de los espermatozoides.'®* El uso
biotecnoldgico del semen involucra la manipulacion excesiva y el sometimiento
de los espermatozoides a condiciones estresantes, los resultados exitosos en
FIV dependen de los espermatozoides seleccionados ya que necesariamente
deben tener material genético integro para asi garantizar el desarrollo

embrionario normal.
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VI. CONCLUSIONES

La motilidad espermética fue el parametro mas afectado luego de someter a
técnicas de separacién espermatica tanto por Swim up como por Gradiente
de Percoll, incluso bajos niveles de fuerza de centrifugacion alteraron la
motilidad, es por ello que se encontraron diferencias estadisticas
significativas entre ambas técnicas y también en la concentracion
espermatica; mientras que en vitalidad y funcionalidad de la membrana
plasmética, parece indicar una mayor tolerancia al estrés originado por la
centrifugacion, no encontrandose diferencias estadisticas significativas entre
ambas técnicas.

Segun la coloracion espermética con Azul de Toluidina luego de la
separacion espermatica por Swim up y Gradiente de Percoll se encontraron:
AT positivo (0,10 + 0,24%) y (1,10 = 0,96%), AT intermedio (2,07 =+
1,89%) y (3,62 = 1,71%), AT negativo (97,83 £ 2,02%) y (95,28 + 2,44%)
respectivamente para cada técnica; mediante la técnica de Swim up se
generé menor dafio en el DNA espermatico, en comparacion con la técnica
de Gradiente de Percoll. Se observaron las mismas coloraciones en
esperma de llama, guanaco y equino: violeta oscuro (positivo, alto grado de
descondensacion), violeta claro (intermedio, algian grado de
descondensacion) y azul (negativo, sin alteracion de la condensacion de la

cromatina espermaética).
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VII. RECOMENDACIONES

Realizar trabajos de investigacion en épocas de reproduccién de estos
animales (diciembre a marzo), para tener mayor disponibilidad de muestras
seminales y sobretodo mayor motilidad espermatica.

Estudiar mas a fondo la dinamica de la integridad del DNA espermatico,
para conocer mejor la resistencia del DNA nuclear, evaluar alternativas de
centrifugacion en tiempos y revoluciones que conduzcan a una maxima
recuperacion celular luego de los procesos de separacion espermatica, una
mayor cantidad de ensayos serian necesarios para ajustar los
procedimientos y mejorar los indices de eficiencia de la técnica en esta
especie antes de utilizarla en practicas de FIV.
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Anexo 1: Composicion del medio hipoosmoético.

COMPONENTE CANTIDAD
Fructuosa 0,0450 g
Citrato de sodio 0,0245 g

completar con agua destilada hasta 20 ml

Anexo 2: Composiciéon del medio Tyrode’s Albumina Lactato Piruvato: TALP-
Sperm 10X

COMPONENTE CANTIDAD

NaCl 0.2308 g
KCI 0.0024 g
NaHCO; 0.0840 g
NaH,PO0, 0.0017 g
lactato de sodio 14.8 pl
CacCl,(2H,0) 0.0118¢
MgCl,(6H,0) 0.0089 g
HEPES 0.1041 ¢
pH 7.4

Disolver en 40 ml de agua destilada vy filtrar
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Anexo 3: Composicién del medio Tyrode’s Albumina Lactato Piruvato: TALP-FIV

COMPONENTE CANTIDAD

NaCl 0.2665 g
KCI 0.0095 ¢
NaHCO; 0.0840 ¢
NaH,P0, 0.0015g
Lactato de sodio 74.4 ul
CaCl,(2H,0) 0.0118 ¢
MgCl,(6H,0) 0.0041 g
Rojo fenol 0.0004 g
pH 7.4

Disolver en 40 ml de agua destilada vy filtrar

Anexo 4: Composicién del Percoll 90%

COMPONENTE CANTIDAD
Talp sperm 10X 4 ml
NaHCO; 0.084 g
lactato de sodio 90 pl
Percoll 36 ul
MgCl,(6H20) 158 pl
CaCly(H,0) 78yl

Disolver en 40 ml de agua destilada vy filtrar

Anexo 5: Composicién del Percoll 45%

COMPONENTE CANTIDAD
Percoll 90% 20 ml
Talp sperm 10X 20 ml
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Anexo 6: Analisis estadistico realizado usando como variables (técnicas de
separacion espermatica) entre los grupos de estudio (parametros espermaticos)
mediante la prueba de normalidad Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk, (p<0.05).

5 Técnicas de Kolmogorov-Smirnov?® Shapiro-Wilk
Parametros »
. separacion . } . ]
espermaticos " Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
espermatica
Control ,182 15 , 196 872 15 ,036
Motilidad Swim up ,164 15,200 ,908 15 124
Gradiente de Percoll , 175 15 ,200" ,942 15 411
Control ,192 15 ,141 ,949 15 ,508
Vitalidad Swim up ,185 15 177 ,918 15 ,181
Gradiente de Percoll ,129 15 2007 ,959 15 ,678
Integridad de la  Control ,108 15 2007 977 15 ,948
membrana Swim up ,238 15 ,022 ,918 15 ,178
plasmatica Gradiente de Percoll ,165 15 2007 ,946 15 ,459
. Control ,194 15 ,133 ,804 15 ,006
Concentracion ) N
» Swim up , 148 15 ,200 ,918 15 ,179
espermatica ) .
Gradiente de Percoll , 176 15 ,200 ,929 15 ,262

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors
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Anexo 7: Andlisis estadistico realizado usando como variables (motilidad,
vitalidad, concentracion e integridad de la membrana plasmatica) mediante la
prueba post hoc de comparaciones mdultiples de Tukey.

Motilidad
HSD Tukey®
Técnica de separacion N Subconjunto para alfa = 0.05
espermatica 1 2
Swim up 15 13,1333
Gradiente de Percoll 15 15,6000
Control 15 17,2000
Sig. 1,000 ,132

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 15,000.

Vitalidad
HSD Tukey®
Técnica de separacion Subconjunto para alfa = 0.05
espermatica N 1

Control 15 51,7367
Gradiente de Percoll 15 53,4473

Swim up 15 54,1900

Sig. ,828

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 15,000.
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Integridad de la membrana plasmatica

HSD Tukey?
Técnica de separacion Subconjunto para alfa = 0.05
espermatica N 1
Control 15 55,6907
Swim up 15 56,3033
Gradiente de Percoll 15 57,1807
Sig. ,942

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 15,000.

Concentracion espermaética

HSD Tukey®

Técnica de capacitacion Subconjunto para alfa = 0.05

espermatica N 1 2
Swim up 15 36,6767
Gradiente de Percoll 15 80,5093
Control 15 103,4167
Sig. 1,000 ,222

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 15,000.
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Anexo 8: Analisis estadistico realizado usando como variables (técnicas de
separacion espermatica) entre los grupos de estudio (descondensacién de la
cromatina espermética) mediante la prueba de normalidad Kolmogorov-Smirnov
y Shapiro-Wilk, (p<0.05).

Descondensacion o 5 Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
) Técnica de separacion
de la cromatina

. espermatica Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
espermatica

Control ,166 15 ,200 ,940 15 ,383

Negativo Swim up ,202 15 ,103 ,876 15 ,042

Gradiente de Percoll , 163 15 ,200° ,945 15 ,445

Control ,166 15,200 ,948 15 ,497

Intermedio Swim up ,187 15 ,169 ,889 15 ,066

Gradiente de Percoll ,119 15 ,200° ,956 15 ,621

Control ,097 15 ,200 ,965 15 ,780

Positivo Swim up ,392 15 ,000 ,489 15 ,000

Gradiente de Percoll 177 15 ,200° ,922 15 ,204

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors

74



Anexo 9:Analisis estadistico realizado usando como variables (descondensacion
de la cromatina espermatica: negativo, intermedio, positivo) mediante la prueba
Kruskal-Wallis, (p<0.05).

Rangos
Técnica de separacion .
N Rango promedio
espermatica
Control 15 12,00
Swim up 15 34,67
Negativo Gradiente de Percoll 15 22,33
Total 45
Estadisticos de prueba®”
Negativo
Chi-cuadrado 22,396
gl 2
Sig. asintotica ,000

a. Prueba de Kruskal Wallis
b. Variable de agrupacién: Técnica de

capacitacion espermatica

Rangos
Técnica de separacion )
- N Rango promedio
espermatica
Control 15 30,93
Swim up 15 14,13
Intermedio Gradiente de Percoll 15 23,93
Total 45
Estadisticos de prueba®”
Intermedio
Chi-cuadrado 12,387
gl 2
Sig. asintotica ,002

a. Prueba de Kruskal Wallis
b. Variable de agrupacion: Técnica de

capacitacion espermatica
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Rangos

Técnica de separacion )
N Rango promedio

espermatica
Control 15 35,93
Swim up 15 10,23
e Gradiente de Percoll 15 22,83
Total 45
Estadisticos de prueba®”
Positivo
Chi-cuadrado 29,610
gl 2
Sig. asintotica ,000

a. Prueba de Kruskal Wallis
b. Variable de agrupacién: Técnica de

capacitacion espermatica

76



Anexo 10: Fotografias preparado y fijado de muestras espermaticas de alpaca
para su posterior evaluacion.

A. Preparacion de medios.

D. Solucién Azul de Toluidina. E. Fijacion de muestra con Azul de Toluidina
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Anexo 11: Matriz de consistencia

. . . VARIABLES E "
TITULO PROBLEMA OBJETIVO MARCO TEORICO HIPOTESIS INDICADORES METODOLOGIA
Efecto de los ¢En qué General: 2.1. Antecedentes. Hi: Los Variable independiente: Muestra biolégica
procedimientos medida los 2.2. Reproduccién procedimientos de -Procedimientos de Pajillas de semen de
de separacion procedimientos Evaluar el efecto de los asistida en Camélidos separacion separacién espermatica. alpaca.
sobre de separacidon procedimientos de la Sudamericanos. espermatica Indicadores: Tamafio muestra:
la integridad del alteran la separacion sobre la integridad 2.3. Criopreservacion alteran la e Swim up. Grupo experimental:
DNA integridad del del DNA espermético en de espermatozoides integridad del DNA e Gradiente de Percoll. 15 pajillas de alpaca.
espermético de DNA alpacas previo a la en técnicas de de los Control: semen
Vicugna espermatico de Fertilizacion In Vitro (FIV). reproduccién espermatozoides  Variable dependiente descongelado.
Pacos “alpaca”, Vicugna pacos Especificos: Asistida. de alpaca. - Integridad del DNA Tratamiento 1: Swim up
Ayacucho “alpaca”? 2.4. Caracteristicas espermatico. Tratamiento 2: Gradiente
2017. 1.Evaluar los parametros del semen de alpaca H,: Los de Percoll
fisiologicos de motilidad, 2.5. Evaluacion de la procedimientos de Indicadores: Control positivo:
vitalidad, integridad de la funcién espermatica. separacion e Parametros Semen fresco de alpaca.
membrana plasméatica y 2.6. Técnicas de espermatica no  espermaéticos
concentracion de separacion alteran la o Grado de Método:
espermatozoides seminales espermatica. integridad del DNA  ondensacion del DNA Basica — Experimental
post descongelacion y 2.7. DNA del de los  espermatico segun
luego del proceso de espermatozoide. espermatozoides coloracién: Analisis estadistico
separacion espermatica en 2.8. Origenes de la de alpaca. -Azul (sin alteracion). Prueba de normalidad
alpacas. fragmentacion en el -Violeta claro (algun Mediante  Kolmogorov-
DNA espermatico. grado de Smirnov, ANOVA vy
2.Evaluar la integridad del 2.9. Técnicas para descondensacion). Tukey para datos con
DNA de espermatozoides evaluar el dafio en el -violeta oscuro (alto distribucion normal,
seminales post DNA espermatico. grado de datos sin distribucion
descongelacion luego de la descondensacion). normal prueba de
separacién espermatica por Kruskal-Wallis.

Swim up y Gradiente de
Percoll, utilizando la Prueba
del Azul de Toluidina.
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