UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL
DE HUAMANGA

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS

ESCUELA PROFESIONAL DE MEDICINA VETERINARIA

Evaluacion de la temperatura sobre la integridad de la
membrana plasmatica del semen de alpaca

criopreservados, Ayacucho 2019

TESIS PARA OBTENER EL TITULO PROFESIONAL DE:
MEDICO VETERINARIO

PRESENTADO POR:

Ever Linares Motta

Ayacucho - Peru
2020



A Dios por brindarme la vida, iluminarme,
guiarme y darme las oportunidades y la
fuerza para salir adelante; por el apoyo y
fortaleza en los momentos de dificultad y
debilidad.

Con amor a mi madre Nery y mi padre
Honorato, quienes me brindaron una
maravillosa formacion, por su ternura y todo
su amor, por contagiarme de sus mayores
fortalezas por el constante trabajo vy
sacrificio abnegado, por su dedicacién, por
su invalorable ejemplo que me dieron para la
vida, a mis hermanos, por su apoyo, el
esfuerzo y la comprensién, a mis familiares,
quienes hicieron que esta etapa de mi vida

concluya satisfactoriamente.

Mis amados hermanos Luz, Jhon, Roly,
Mérida, Pablo y Soledad; por los animos
constantes, por confiar siempre en mi, por
ayudarme a descubrir nuevas etapas en vida,
por compartir y aprender que las dificultades

nos hacen grandes.

A mis queridos amigos, Andrés, Walter,
Ronal, Crissthel, Marisol, Harumi vy
katherine, por su apoyo durante la ejecucion
de este trabajo y por darme dias felices
llenos de risas y compartir conmigo un

poquito de cada uno de ustedes.



AGRADECIMIENTO

A la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, por albergarme, por abrirme
las puertas y brindarme todos los conocimientos para mi formacion profesional.

A la Facultad de Ciencias Agrarias, en especial a la Escuela Profesional de Medicina
Veterinaria que aportaron en gran medida para mi formacion profesional y personal.

Al Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA), Estacion Experimental Agraria
Canaan de Ayacucho, por ceder el ambiente y materiales necesarios para este trabajo de
investigacion.

Al Mg. Sc. César A. Olaguivel Flores, asesor del presente trabajo de investigacion, por
el gran apoyo, consejos, sugerencias y la confianza para realizar este trabajo.

A la Ing. Mary Luz Naveros Flores, encargada del Programa Nacional de Investigacion
en Camélidos del INIA-Ayacucho por el apoyo, consejos y abrirme las puertas del
laboratorio de biotecnologia reproductiva del INIA y brindarme la oportunidad para
poder llevar a cabo la realizacion del presente trabajo de investigacion.

Al M.V. Mijail Contreras Huamani, co-asesor del actual trabajo de investigacion, por el
apoyo firme y constante, por la confianza, afecto y los saberes brindados de manera

desinteresada durante el transcurso de la investigacion.



INDICE GENERAL

Pag.

DT [Tox Lo 1 T O ERPTRRSP i
F o | (o [=Tod T 1 1= ] (o TSRS ii
INAICE GENEIAL......coveeceeceeeecee ettt ne et en et an s e iv
INAICE U8 ADIAS ........cevceeeee ettt ettt neeten s vii
TNAICE U8 FIGUIBS. ... ..ottt sttt ettt en s viii
INAICE U8 ANEXOS.......ceveviceieeceeeeeee ettt sttt en sttt ne et en s s s annaesnens iX
RESUMEN..... et e et e e e e bb e et e e e s ne e e anneas 1
T oo [0 Tool o] o ST PR SR PRRP 2
CAPITULO |

MARCO TEORICO ..ottt 4
O O N 1 (=TT [T 0 (=TSR TPR PSRRI 4
1.2, Camélidos SUdAMEIICANODS ........ccueiuiiiiiiiiiieieie et 5
1.2.0. LA AIPACA ...eeueeeee e 6
1.3, ColeCCION & SEMEN ....veciieiieieie ettt sttt re e e s 6
1.4.  Fisiologia reproductiva del Macho...........ccceviiiiiicic e 8
O I ¥ oY= o - Vo S USSR 8
1.4.2. ESPEIMALOUENESIS....cviiiiitieiteetectee it ettt steeste e s et e st sbe e te s e e sreesreensesbeesaeaneesnes 9
1.5.  Peculiaridades del semen de alpaca ...........ccccceevveiieiicie e, 10
1.6.  Caracteristicas de los espermatozoides de alpaca..........cccceeererevienninicieieenen 12
1.7.  Estructura del eSpermatozZoide ...........cceevueiieiieiieiie e 13
1.7.1. Cabeza ESPEIMALICA........cvererieeeteeierieieie ettt ene e 13
1.7.2. Cuello del eSpermatozoide...........oooiiiiiieieieiese s 15
1.7.3. Flagelo del espermatozoide. ..........ccceevvieiiiiiiiee e 15
174, ACTOSOMI@ ...ttt ettt ekt e nbb e e et e e e e e e e nae e e e nneeeanes 15
1.7.5. Membrana plasmatica del espermatozoide ...........ccccoeveevieiieie i, 16
1.8.  Evaluacion microscopica del semen de alpacas...........ccccoveveeieiieiecieeie s, 17
1.8.1. Motilidad €SPEIMALICA.........coviiviriiiiiiiiiiieie s 17
1.8.2. ConcentraCion SPEIMALICA ........ccveiieiiieiiieecie et 18
1.8.3. Vitalidad eSPErMALICa.........ccoveiiiiie ettt 19
1.9.  Evaluaciones sobre el estado de 10S eSpermatozoides ............ccccevervresnnieeieennns 19
1.9.1. Integridad de la membrana eSPermatiCa.............cccccevveveeiieiiese e, 19
1.10. Técnicas para evaluar la integridad de la membrana espermatica...................... 21



1.10.1. TincioNn de HOBCHSE 33342/IP ... .o, 21

1.10.2. TeSt de ENUOSMOSIS ...eeviireeirieieaiie e sie e sreeste e ste e sbeesbe e sreesreeneesreenne e 23
1.11. Preservacion del semen de alpacas ..........ccocevreriieieneniesese e 24
1.11.1. Refrigeracion o enfriamiento del SEMeN ..........cccocvve e, 24
1.11.2. Congelacion del SEMEN ..o e 26
1.11.3. Descongelamiento del SEBMEN.........ccciieieiieieee e 27

CAPITULO Il

METODOLOGIA ..ottt 29
2.1, UDICACION ..ottt bbb bbbttt 29
A B 0 - Tox o] OSSPSR 29
2.3, IMIUBSIIA. ..ttt ne e 29
2.4, MEtodo proCedimental ..ot 29
2.4.1. Recursos diSPONIDIES..........ccoiiiiiiiiiiii e 29
2.4.2. MaALerialeS ¥ QUIPOS ....ceeiveeieiiieite ettt ste e see s e et saeeae e sreenesreenne e 30
2.5, Problemas eSPeCITiCOS ........cceiiiiiriieiie e 31
2.6.  Procesamiento de 1aS MUESLIAS.........coeriererieiirisesineeee e 31
2.6.1. Armado de la vagina artificial y recoleccion de semen de alpaca....................... 31
2.6.2. Analisis macroscOPICO del SEMEN .......ccciiriririiieere e, 32
2.6.3. Analisis microscOpico del SEMEN ..........cocveviiiiiieie e 33
2.6.4. Refrigeracion del SEMEN..........cccoiiiiiiiiee e 33
2.6.5. Congelacion del SEBMEN ........ccoviiiiiiieee e 34
2.6.6. Descongelacion de SEMEN ..........coviieiieii e 34
2.6.7. Evaluacion de la integridad de membrana eSpermatica............ccocoeereererirnenen. 34
2.7.  Disefio €StAdISTICO ...cveveieiiecie et 36

CAPITULO 11l

RESULTADOS Y DISCUSION .....cooviviieiieeeieeeeeeesesensseseess s esesss s senasnensenes 37
3.1.  Evaluacion del volumen de semen (M1) ........ccoveiieiiiiiieciecccece e 37
3.2.  Evaluacion de la espuma del semen (M) .......ccoooiiiiiiniiicee 38
3.3.  Evaluacion de la filancia seminal (CM) .......cccooveiieiiiieiecie e 38
3.4.  Evaluacion de vitalidad eSpermatica (%0) ........coovvvererineeiieiere e 39
3.5.  Evaluacion de la motilidad eSpermatica (%0).........ccovvvvrerieieneieniseseseeeeeene 40
3.6.  Evaluacion de concentracion espermatica (mill/ml) ..., 41
3.7.  Evaluacion de color del eyaculado (%0).......cccoereriiininiiiieiere e 41



3.8.  Evaluacion microscopica de SEMEN (90) ....ccvvveerverieeieieeriesieseesee e e esae e 42

3.9.  Valores promedio de comparacion de espermatozoides vivos evaluados a través

del test de enddsmosis y tincion fluorescente Hoechst 33342/PI ....................... 44
CONCLUSIONES ...t et s et e e e e earre e e e nreeas a7
RECOMENDACIONES ... .ot 48
REFERENCIA BIBLIOGRAFICA ...ttt 49
ANEXOS .t e e e e e e et e e e e et r e e e e e aaraaaeeaaaes 59

Vi



Tabla 3.1.
Tabla 3.2.
Tabla 3.3.
Tabla 3.4.
Tabla 3.5.
Tabla 3.6.
Tabla 3.7.
Tabla 3.8.
Tabla 3.9.

INDICE DE TABLAS

Volumen en semen fresco.............

Volumen de espuma en semen fresCo............cooeivviiiiiiiniinnn..

Filancia en sSemen freSCO. .....ooveer e

Vitalidad espermatica en semen fresco...............cccooeviiiiinnn.,

Motilidad espermatica en semen fresco...............coeviviiinnn...

Concentracion espermatica en semen fresco............................

Porcentaje de color del eyaculado en

semen fresco......ccovveeenninn,

Parametros espermaticos en distintas etapas de criopreservacion....

Porcentaje de espermatozoides con membrana intacta en distintas

etapas de criopreservacion y pruebas

Vil

37
38
38
39
40
41
41
42

44



Figura 1.1.

INDICE DE FIGURAS

Estructura del espermatozoide de mamifero

viii

Pag.



Anexo 1.
Anexo 2.

Anexo 3.

Anexo 4.

INDICE DE ANEXOS

Pag.
Resultados del trabajo de investigacion....................ooeiiiininn, 60
Evaluacién de la motilidad y vitalidad en las distintas etapas de la
preservacion del semendealpaca..............cccooeviiiiiiiiniinnn, 66
Evaluacion de la integridad de membrana en las distintas etapas de
la criopreservacion de semende alpaca................ocoevviiiinnn 67
Panel fotografico.......oovviiiiiii 68



RESUMEN

La evaluacion convencional del semen envuelve varios parametros tanto macroscopicos
(volumen, color) y microscépicos (concentracion, motilidad y vitalidad). Sin embargo
estos solo indican la funcionalidad del macho y no son indicadores de la fertilidad, por
ello, el objetivo del presente de investigacion fue evaluar el efecto de cambio de la
temperatura en la integridad de la membrana plasmatica en la preservacion de semen de
alpaca. La investigacion se desarrollo en el Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva
de la Estacion Experimental Agraria Canaan-Ayacucho. Se utilizd 31 muestras,
colectados por vagina artificial. Las muestras con motilidad mayor al 50% fueron
seleccionadas para realizar las pruebas de integridad de membrana empleando dos
métodos: Host y tincién Hoechst 33342/P1. Para el test de Host se utilizé 10ul de semen
y se adicion6 100ul de reactivo de Host y se llevé a incubar a 37°C, para la tincién
Hoechst 33342/PI1 se utilizd6 10ul se semen y se afiadid 1.5ul de tincion Hoechst
33342/P1 y se incub6 a 37°C. Se realizO este proceso en las tres etapas de
criopreservacion: Fresco, refrigerado y descongelado. Se empled la prueba de analisis
de varianza para poder determinar la existencia de diferencias estadisticas. Obteniendo
para la prueba de Host un porcentaje promedio de 52.97%, 45.09% y 29.71%
correspondiente a semen fresco, refrigerado y descongelado respectivamente. Para la
prueba Hoechst 33342/PI se obtuvo 57.65%, 53.26% y 27.35% correspondiente a semen
fresco, refrigerado y descongelado. Encontrdndose asi discrepancias estadisticas
significativa entre etapas de criopreservacion de semen fresco y semen congelado
(P>0,05) en ambos métodos. Asi mismo se obtuvo un porcentaje promedio de vitalidad
de 74.43%, 68.36% Yy 48.30% y motilidad de 72.82%, 54.83% y 23.80% para semen
fresco, refrigerado y descongelado; se hallé discrepancias estadisticas entre las etapas
de criopreservacion en semen fresco, refrigerado y congelado para ambos parametros
espermaticos En conclusion, el cambio de temperatura tiene efecto sobre la membrana

plasmatica y su integridad en la célula espermatica.

Palabras clave: Integridad de membrana plasmatica, Host, Hoechs



INTRODUCCION

La crioconservacion de células seminales es un desafio para el progreso en la crianza de
alpacas, quienes forman un recurso genético de mucho valor social, econémico, cultural
y cientifico para nuestro pais y algunos paises de América y Australia. Criogenizar es
un método seguro para almacenar y conservar material genético (Cabrita y col., 2014)
cuyos beneficios permite la formacidn de bancos con recursos genéticos, contribuye a la
preservacion de las especies en peligro de extincion (Bobe & Labbé, 2010) y ha
permitido el desarrollo de tecnologias de reproduccion asistida de muchas especies
domesticas (Fabbrocini y col., 2000), para ello se necesita evaluacion estandar de semen
que incluye diferentes parametros que son el volumen, la concentracién, la motilidad,
viabilidad y morfologia. Se ha asumido que dichos pardmetros proveen datos sobre la
cantidad de la muestra y la calidad de la espermatogénesis (Correa y Zavos, 1994) no
obstante, dichas medidas tienen restricciones y no se pueden usar como pronastico
confiable sobre la calidad fertilizante de la célula espermatica tanto in vivo como in

vitro (Glass y Ericsson, 1979).

Ademas de la evaluacion estandar, se han desarrollado otras pruebas para medir la
funcionalidad espermatica como la estructura funcional de la membrana espermatica es
fundamental para mantener la viabilidad y la calidad fertilizante de los espermatozoides,
también es necesario la evaluacion de la membrana plasmatica con pruebas de
laboratorio. Al momento de la fertilizacion como son la capacitacion, la reaccion
acrosdmica y la fusion espermatica al oocito, requieren de una membrana activa, la
fertilizacion no ocurre si la membrana esta estructural o fisicamente intacta, pero
bioquimica y funcionalmente inactiva (Correa y Zavos, 1994) estos cambios ocurre
durante congelacion vy vitrificacion de los espermatozoides; por ello la finalidad del
trabajo de investigacion fue determinar el resultado de cambio de la temperatura sobre
la membrana plasmaética y su integridad durante la criopreservacion de espermatozoides

de alpaca.



Objetivo general
Determinar el efecto de cambio de la temperatura en la integridad de la membrana

plasmatica en la criopreservacion de semen de alpaca.

Objetivos especificos

1. Determinar el efecto de la refrigeracion sobre la integridad de membrana
plasmatica.

2. Determinar el efecto de la criopreservacion sobre la integridad de la membrana

plasmatica.



CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1. ANTECEDENTES

Los primeros trabajos en intentar congelar semen en camélidos sudamericanos fueron
insatisfactorios hasta la fecha, esto se debe a las caracteristicas propias que tienen las
células espermaéticas de los camélidos, el método de coleccidn, escases de informacién
sobre su estructura y uso de diluyentes (Bustinza, 2001) y ain hay pocos trabajos sobre
el estado de los espermatozoides desde la coleccion hasta su descongelacién del semen

de alpacas.

Los trabajos realizados sobre la estructura y funcionalidad de la membrana espermaética
con prueba de HOST en semen fresco son reportados, con el uso de los dilutores en la
conservacion de células espermaticas de alpacas encontraron 24.3%, 19.1% y 17.9% de
integridad funcional de membrana para tris, tes y leche descremada respectivamente
(Banda y col., 2010). Con una solucion hipo osmotico de 50 mOsm/kg demostré 43.13
+ 17.59 positivo al test de endosmosis en semen fresco (Zirena, 2014). A través la
coleccion de conductos deferentes y con 100 mOsm/I diluido en Tris-YH 46.63 %, Tris-
YH + Plasma seminal 46.03 % en semen fresco; Tris-YH 33.51%, Tris-YH + Plasma
seminal 40.10 % en semen refrigerado y Tris-YH 21.54 %, Tris-YH + Plasma seminal
27.24 % en semen descongelado. Al evaluarse los cambios sobre la membrana
plasmaética y su integridad durante la conservacién en bovinos encontraron 71,85% en

los eyaculados frescos (Rubio y col., 2009).

Considerando un motilidad minimo de 35% en refrigeracion y el tiempo total de
enfriamiento aproximado fue 2.5 horas, en la cual obtuvo 38.50 + 11.16% positivo al
test de endosmosis (Zirena, 2014). Con prueba de HOST en refrigeracion del semen,
diversos trabajos de investigacion demostraron que al adicionar la yema de huevo en los
dilutores preservan a las células espermaticas de los mamiferos frente cambio de

temperatura, y conservar la estructura de la membrana celular en semen de alpaca



(Bravo y col., 2000), llama (Bravo y col., 2013) y camello (Deen y col., 2003), en el
cual los componentes que contienen son capaces de interferir con el metabolismo de la
célula y asi reducir la viabilidad espermatica (Moussa y col., 2002); por lo tanto
evaluaron la funcionalidad de la membrana celular espermatica con test de endosmaosis
con crioprotectores en las células esperméticas de alpacas con yema de huevo fresco
(YHF) y en polvo (YHP), en la cual reportaron 39.8% y 41.4% respectivamente en
refrigeracion al 5°C durante 24 horas, 52.0% (Garcia y col., 2017).

Considerando un motilidad minimo de 35% para la congelacion del semen de alpacas,
obtuvo 22.82 + 9.37% positivo al test de endosmosis después de la descongelacion
(Zirena, 2014). Al evaluarse los cambios sobre la membrana plasmatica y su integridad

durante la conservacién en bovinos encontraron 50,82% en las muestras descongeladas.

Al evaluar los parametros de la funcion espermaética de alpaca eyaculado mediante
citometria de flujo, encontré que el valor promedio para la viabilidad de los
espermatozoides de 57 £+ 8%. Se emple6 analisis por citometria de flujo para procesar
las muestras, usando la tincion SYBR-14 / ioduro de propidio, para la evaluacion de la
estructura y viabilidad de la membrana celular espermatica; la estructura acrosomal se
realizd usando etiquetado de aglutinina /ioduro de propidio de Pisum Sativum
conjugado con FITC. Al evaluar la membrana e integridad de las células espermaticas
de alpaca, usando el colorante HOECHST 33342/PIl, encontr6 valores media de la
integridad de membrana fue 61.73%; 51.60% y 26.13% en semen fresco, semen
refrigerado y semen congelado (Hurtado, 2018). Para determinar de la calidad de las
membranas espermaticas en porcinos con el método de la tincién fluorocrémica triple
en semen fresco y semen refrigerado fue con membrana plasmatica intacta (59,6% y
49,92%), lesionada (16,74% y 10,17%) respectivamente.

1.2. CAMELIDOS SUDAMERICANOS

Las alpacas forman parte de una familia de mamiferos ungulados (Camelidae)
relacionados con los camellos que habitan Africa y Asia, que se diferencian por algunas
peculiaridades tipicas (De Lamo, 2011) como la resistencia a climas y factores
desfavorable del Altiplano andino, en el cual la posibilidad de la produccion econémica
de michas especies de domésticas no es factible. Las comunidades campesinas que

habitan en esas zonas, la produccion de camélidos es el medio principal de subsistencia.
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Los camélidos pertenecen a la Familia Camelidae y forman los géneros Lama y
Vicugna. Poseen peculiaridades anatomicas y fisioldgicas relacionadas con su
adaptacion a las condiciones desfavorables de escasez de oxigeno y de forrajes de las

grandes alturas en las que habitan (Wheeler, 1991).

1.2.1. Laalpaca
Es un mamifero doméstico, genéticamente deriva en su mayoria de la vicufia salvaje y

en una menor proporcion de la llama (Wheeler y col., 2001).

Hace miles de afios se viene realizando su domesticacion. Las relaciones entre los
demas camélidos sudamericanos y la alpaca fueron debatidas desde afios atras. Durante
los siglos XVIII y XIX, al recibir los nombres cientificos, se consideraba a la alpaca
como sucesora del guanaco (Lama guanicoe), razén por la cual se denominé Lama
pacos, desligdndose asi sus semejanzas de la vicufia en tamafio, la fibra y denticion. Se
complica la categorizacion luego de demostrarse que todas las especies de camélidos
sudamericanos consiguen aparearse entre ellos y tener estirpe fecundo. Al desarrollarse
las técnicas de estudios de ADN en el siglo XXI, pudo demostrarse que hay una
estrecha relacion de la alpaca y la vicufia, y por ello la denominacion cientifica correcta
es Vicugna pacos, aunque aun habia una proporcion de su ADN relacionado a la llama,

por lo que practicamente es un taxon hibrido intergenérico (Wheeler, 2001).

1.3. COLECCION DE SEMEN

Para conseguir muestra seminal en camélidos tiene dificultades como: el tiempo de la
copula, la posicion, el tipo de eyaculacién y donde se deposita el semen, tambien el
aspecto de la muestra, la viscosidad elevada y manejo complejo, por eso es que se
investigd por varias décadas un método Optimo para obtener el semen y se pueda

manipular las células espermaticas sin perjudicar su viabilidad (Solis, 1997).

Las técnicas de obtencion de muestra reportados son muchos, el primero (Mogrovejo,
1952) quien obtuvo muestra seminal de camélidos, a través de una envoltura de latex
colocada intravaginalmente previo a la coOpula, posterior a la monta se extrae la
envoltura el cual a la vez servia como depdsito para la muestra seminal. Con esta
técnica se logrd obtener semen sin embargo aln habia percances, debido a que alargaba

el tiempo de copula mas de lo normal e interferia con la misma. También era dificultoso



la colocacion y su fijacion de la cubierta en el interior del tracto de la hembra y al
mismo tiempo lastimaba e inutilizaban a la hembra para su posterior uso. (San Martin,
1961) utilizé otro procedimiento, emplea trozos de esponja que implantan en la porcion
delantera de la vagina, estos absorben el semen y todos fluidos vaginales, y sirven como
contenedores. A traveés de esta técnica el semen que se obtiene es demasiado
contaminado y esta combinado con otros fluidos genitales de la hembra, por ende el
semen se diluye y contamina con microrganismos, y esto dificulta su evaluacion, por
ello no se confia el uso de este método si el fin es la inseminacion artificial. En
consecuencia, ambas técnicas interfieren con la eyaculacion normal y el resultado es
que acorta el tiempo de copula, los movimientos del macho son continuos, se forma
mucha espuma y hay dafio a las células espermaticas (Bravo, 1995) por ello no se
recomienda su uso (Bravo y col., 2012). La fistula en la uretra peniana fue otro tipo de
coleccion, sin embargo una de las desventajas fue el cuidado post operatorios y la
discapacidad que sufria el macho (Von Kubineck, 1974).

(Fernandez-Baca y Calderdn 1966) otro método fue el empleo de la electro eyaculacion
para obtener muestra de semen de alpacas, se utilizé un dispositivo con la intensidad no
superior a 40 voltios, se obtuvo muestra seminal con la ventaja de colectar sin la
necesidad de tener hembras receptivas, realizar la coleccion en menor tiempo y a lo
largo de todo el afio. Este método muestra gran variabilidad de muestras entre animales
y aun entre el mismo animal, a la vez se obtiene muestras demasiada diluidas y
contaminadas por las secreciones de las glandulas anexas y la concentracion
espermatica es baja (Pacheco, 2008). La sedacion profunda del animal o anestesia
general es uno de los requerimientos, la contaminacién de la muestra por la orina, la
imposibilidad para evaluar libido, la concentracién espermaética inconstante y el
bienestar animal son las desventajas de este método (Sumar, 1983; Bravo, 1995). Otra
practica no invasiva y facil es mediante la recoleccion por aspiracion vaginal post
copula, no obstante, las muestras obtenidas habitualmente son incompletas y

contaminadas con sangre (Bravo y col., 2000).

Posteriormente se reporta el uso de una vagina artificial adaptada de ovinos, a la vez
gue mejora esta técnica de coleccion, todavia tiene dificultades como es la de mantener
una adecuada temperatura durante el tiempo que dura la copula (Sumar y Leyva, 1981).

Luego (Gauly y Leindiger 1996) refirieron el empleo de la frazadilla eléctrica que



recubre la vagina artificial, con esto se obtuvo mejoras en la técnica de coleccion, a la
vez facilité que la temperatura se mantenga. (Sumar y Leyva, 1981; Garnica y col.,
1993) refieren el uso de un maniqui el cual es una alternativa para la obtencion de una
muestra seminal fisiolégicamente normal; no obstante, requiere el adiestramiento de los
machos y algunos machos no llegan a aceptar el maniqui; en tanto el uso de una hembra
receptiva genera trabajo adicional para el operador. No requerir la anestesia general
como en el caso del electro eyaculacion son algunas de las ventajas de la vagina
artificial para la obtencion de semen. Por ello, seria la técnica mas habitual para obtener
muestra seminal para ensayos de inseminacion artificial en camélidos (Bravo y col.,
2012).

Anteriores trabajos de investigacion demostraron que la técnica mas empleada para
obtener muestra seminal en camélidos influye en la calidad espermética. Algunos
investigadores sugieren el empleo de una estructura parecida a la cérvix en la vagina
artificial, el cual incrementa la duracién de la coépula y disminuye la ocurrencia de
anormalidades en la pieza intermedia y la cola de las células espermaticas. Otra
alternativa es colocar hembras en celo durante la colecta, esto no muestra ninguna
consecuencia a lo largo de la copula ni en la calidad de la muestra seminal (Morton y
col., 2006).

1.4. FISIOLOGIA REPRODUCTIVA DEL MACHO

1.4.1. Pubertad

Para determinar la edad de pubertad se realiz6 un estudio de la testosterona sérica en
alpacas machos de 9 a 12 meses de edad, estudio que revelo que el inicio de la pubertad
ocurre a partir del 11vo mes de edad en el cual la produccion media de testosterona no
solo se hace mayor sino que se encuentra dentro de los rangos de animales machos
adultos (Losno y Coyotupa, 1981) esto es confirmado por estudios realizados que los
niveles de testosterona son de 0.231 ng/ml, a los de 18 meses y pasan los 1 ng/ml al afio
de edad (Carpio y col., 1999).

El inicio de su vida reproductiva plena con la desaparicion de la adherencia pene -
prepucio, ya que esta condicion es una limitante, esto se logra a los tres afios en su
totalidad (Sumar, 1983).



1.4.2. Espermatogenesis

La produccion de espermatozoides es un proceso muy complejo que comprende
diferentes fases, estas son: Espermatocitogénesis, el cual comprende desde que estas
células germinales primordiales cambian a espermatides; la siguiente fase es la
espermiogénesis; en ésta los espermatides esféricas son transformados en
espermatozoides por cambios que se dan en su morfologia y por udltimo es la
espermiacion, el cual es la liberacion de estas células germinales dentro de los tubulos
seminiferos (Hafez, 2000) este proceso esta regulada hormonalmente por la GnRH que
estimula la adenohipdfisis que libera la LH para la produccién de espermatozoides, que
en las células testiculares intersticiales provoca la produccion de andrégenos.

También es liberada FSH (Hormona Foliculo estimulante), cuyo blanco de accion
celular son las células de sertoli con la consecuente produccion de ABP y andrdgenos
que ayudan en la formacion y la maduracion espermatica (Hafez, 2000).

La espermatogénesis dada a nivel del testiculo comprende un proceso sorprendente
cambios de las células habituales a partir del crecimiento del feto y luego depositarse en
el epitelio germinal antes de que requiera la funcion generativa, y el resultado da una
innovacion de estas células germinales en células espermaticas libres y viables (De
Alba, 1985).

Estas células germinales primordiales viajan desde el saco vitelino hacia las gonadas
aun no diferenciadas durante el proceso de desarrollo embrionario; para formar los
gonocitos estas células primordiales se dividen muchas veces, son los mismos que se
instalan dentro de los tubulos seminiferos del feto en caso sea macho. Estos gonocitos
se dividen y después de que nacen dan origen a los espermatogonios, dicho
fraccionamiento se da antes de la pubertad (De Alba, 1985 y Hafez, 2000).

De Alba (1985) menciona que en el aspecto multiplicativo se reconocen en primer lugar
las células madres las cuales producen dos espermatogonios del tipo A, uno de los
cuales permanece en reposo mientras su compafiero se multiplica en dos
espermatogonios intermedios, estos en 4 del tipo B y estos tienen dos divisiones

sucesivas para formar 16 espermatogonios.



Los 16 espermatogonios tipo B pasan por transformaciones preliminares de las
divisiones de reduccion o meioticas para formar los espermatocitos primarios los cuales
realizan cambios a nivel nuclear progresiva de la profase antes de dividirse para luego
dar origen a los espermatocitos secundarios. De 16 espermatocitos primarios se
obtienen 32 espermatocitos secundarios que tienen una vida muy corta, pues
rdpidamente se multiplican en la segunda division meidtica y dan origen a 64
espermatides. EI proceso divisional completo desde espermatogonios hasta
espermatides dura unos 45 dias en el toro (Hafez, 2000 y De Alba, 1985).

En el proceso la fagocitosis de residuos citoplasméaticos (espermiacion), las
espermatides alargadas se orientan sobre la pared tubular perpendicularmente,
sobresalen poco a poco hacia la luz del tabulo seminifero. En epitelio seminifero los
I6bulos del citoplasma residual, a través de los cuales se conectan grupos de
espermatides permanecen incrustados, la extrusién de los componentes espermaticos
continla hasta que solo un delgado tallo citoplasmatico conecta el cuello de la
espermatides con el cuerpo residual. La gota citoplasmatica se forma con la rotura del
tallo a nivel del cuello del espermatozoide liberado (gota proximal). La gota
citoplasmatica emigra desde la region del cuello hasta un sitio cercano al anillo
citoplasmatico durante el transito por el epididimo. La gota citoplasmatica esta presente
en un buen porcentaje de espermatozoides, el cual es indicativo de falta de madurez de
la célula (Hafez, 2000).

1.5. PECULIARIDADES DEL SEMEN DE ALPACA

La secrecion seminal es un fluido que contiene células espermaticas que estan
suspendidas en un medio liquido denominado plasma seminal (Juyena y Stelletta,
2012). En el caso de la alpaca el eyaculado comprende de 88.5% de plasma seminal y
11.5% de células espermaticas (Garnica y col., 1993). Las particularidades del semen de
alpacas es muy inconstante, existen diferenciaciones entre individuos, esto
probablemente sea debido a factores ambientales o de la misma especie; dentro de estas
peculiaridades asumimos la viscosidad elevada y la concentracion baja en células
espermaticas (Juyena y col., 2013) la presencia de filancia seminal (Giuliano, 2012) la
motilidad progresiva baja (Casaretto y col., 2012) y concentracién disminuida de células

espermaticas (Morton y col., 2008); la baja concentracion de espermatozoides y la
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reducida cantidad de volumen de eyaculado se debe al lugar de depdsito intrauterino de
semen durante la copula, en esta especie (Urquieta y col., 2005).

A comparacion de otras especies, el semen de alpaca es muy viscoso, el cual afecta la
motilidad (Garnica y col., 1993) y esto dificulta su evaluacién, por ende es el principal
obstaculo para desarrollar técnicas de reproduccion asistida. Aun no se ha documentado
el origen de la viscosidad del semen en alpacas, aunque los postulados apuntan que se
da por la presencia de glicosaminoglicanos (GAG) o proteoglicanos que son secretadas
por las glandulas bulbo uretrales (Perk, 1962). Se encontré que la proteina mucina 5B es
la més abundante en muestras de eyaculado de alpaca con una viscosidad elevada en
comparacion con muestras que tienen una viscosidad baja, por ello se considera a esta
proteina como la responsable por la elevada viscosidad; asimismo las enzimas que se
encargan de la degradacion de los GAG no degradan por completo la viscosidad, en
tanto que las proteasas si lo logran, lo que apunta que estas proteinas serian la
responsable de la viscosidad en semen de alpacas; siendo la glandula bulbo uretral una
de las fuentes predominantes de mucina 5B en semen de alpacas. Asi mismo, la
viscosidad se reduce con el incremento por el aumento de eyaculados por dia
(Kershaw—Young y Maxwell, 2012). Indican que la viscosidad del eyaculado de
camélidos colectados por vagina artificial disminuye a partir de la tercera colecta (Bravo
y col., 1997b).

En el eyaculado de muestra seminal de alpaca, el volumen es demasiado variable,
influenciado por la técnica de colecta; no obstante con la vagina artificial y la fistula
uretral se obtuvieron mejores resultados (Hafez E. y Hafez B., 2002). El volumen bajo
en alpacas y llamas que promedia de 1 a 2 ml es debido a la ausencia de la vesicula
seminal (Kershaw-Young y maxwell, 2012). En cuanto al volumen no va a ser afectado
por la frecuencia de servicio ni por la raza (Choez y col., 2015b) otros estudios revelan
que las muestras de semen colectadas mediante la vagina artificial bajan en volumen al
ampliarse la frecuencia de coleccion (Bravo y col., 2002). En el caso del color del
eyaculado de camélidos, depende de la presencia de células espermaticas y la secrecién
de las glandulas accesorias (Tibary y Vaughan 2006). Predomina el blanco lechoso, sin
embargo ocasionalmente es blanco cremoso (Garnica y col., 1993) se observa el
aumento de muestras de color translucidos e incoloros al paso que avanza la frecuencia

de monta (entre los dias 1y 12) (Urquieta y col., 2005).
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Los valores de pH estan entre 7.2 a 7.5, ello es un indicativo que tiende a la alcalinidad
(Bravoy col1997) la frecuencia de la colecta no poseen un efecto relevante sobre el pH
(Galindo, 1995). Las células espermaticas del camélido presenta un movimiento
particular oscilatorio del flagelo (Bravo y col., 1997a). En camélidos sudamericanos no
se puede apreciar el movimiento progresivo que se da en otras especies, esto se debe a
la elevada viscosidad que presenta la muestra (Casareto et al.,, 2012) cuando el
eyaculado va volviéndose mas liquido, la motilidad progresiva aumenta (Tibary y col,
1999). Indican que el movimiento oscilatorio se puede observar en muestras con
viscosidad elevada y las muestras con una viscosidad baja tienen una motilidad

progresiva (Morton y col., 2010b).

Por medio del recuento de células espermaticas en un hemocitometro se determina la
concentracion, que esta expresada como el nimero de espermatozoides por ml de
eyaculado (Bravo y col., 1997a). La edad, método de coleccion, la frecuencia de colecta
influyen sobre la concentracion, el cual es variable entre reproductores (82 a 250
millones de espermatozoides/ml) (Tibary y Vaugham 2006); también se observé que al
interrumpir al macho durante la copula provoca una reducida concentracion (Bravo y
col., 2002).

1.6. CARACTERISTICAS DE LOS ESPERMATOZOIDES DE ALPACA

En el interior de los tGbulos seminiferos de los testiculos se forman las células
espermaticas; el cual tiene una compleja serie de células germinales en desarrollo que
posteriormente participaran en la formacion de los gametos masculinos (Hafez E. y
Hafez B., 2002). En la espermatogénesis, la cual es una compleja cascada de reacciones
y eventos como la espermatocitogénesis, donde las células germinales experimentan una
sucesion de fraccionamientos mit6ticos que dan origen a los espermatogonios tipo A,
éstas a su vez pasan por fraccionamientos mitdticos para luego diferenciarse en otros
tipos (Al y A4), las células tipo A4 se diversifican en espermatogonios intermedios,
posteriormente se fraccionan una vez mas y forman espermatogonios tipo B, que al
pasar por una division mitotica generan espermatocitos primarios tetraploides, estos se
son sometidos a meiosis | para originar espermatocitos secundarios diploides; luego de
culminar la meiosis Il se forman espermatides haploides de cada espermatocito
secundario; posterior a ello, en la espermiogénesis las espermatides se convierten en

espermatozoides por cambios morfologicos graduales, estos cambios implican la

12



compactacién y alargamiento del ndcleo, la formacion del acrosoma y el flagelo;
posterior a ello, en la espermiacion las espermatides alargadas que terminaron su
madurez y estan alineadas en la superficie del lumen del tibulo seminifero seran
liberadas (Nishimura y L"Hernault, 2017).

Las células esperméticas maduras seran células alargadas con una cabeza aplanada en el
cual se encuentra el nacleo y la cola donde se encuentra la estructura necesaria para la
motilidad celular. La célula espermatica consta de una membrana plasmatica. El
acrosoma tiene una pared doble que esta entre la membrana plasmatica y la fraccion
delantera de la cabeza de la célula espermatica. La cabeza y la cola est4 unida por el
cuello del espermatozoide, a la vez ésta se divide en segmentos medio principal y
caudal (Garner y Hafez, 2002). Las células espermaticas maduras de la alpaca presentan
todas las caracteristicas anatomicas que otros, hallindose anormalidades en su
morfologia como en otras especies que incluyen anomalias en la cabeza, parte
intermedia y cola. Aun no determino el efecto de dichas anormalidades en la fertilidad
(Tibary y Vaugham, 2006).

1.7. ESTRUCTURA DEL ESPERMATOZOIDE

Las células espermaticas de los mamiferos poseen de 3 regiones; cabeza, cuello y
flagelo, donde se encuentran la parte media, principal y terminal. A partir de un punto
de un panorama funcional, es el transportador de la informacion genética.
Consiguientemente, cabe resaltar que el nlcleo estd muy condensado y un plasmolema

altamente sensible a cualquier cambio térmico y osmotico. (Ampudia, 2017).

1.7.1. Cabeza espermatica

La cabeza del espermatozoide tiene una forma aplanada que esta formada por el nucleo,
acrosoma, parte de la estructura del cito esqueleto y una escasa porcion del citoplasma.
La cromatina que se encuentra muy condensada, acrosoma, segmento ecuatorial y fosa
de implantacion constituyen el nicleo. Mediante las proteinas especificas (protaminas)
que estan unidas entre si por puentes disulfuro la Cromatina se encuentra compactada.
(Ampudia, 2017).

En la fraccién anterior del nlcleo se localiza el acrosoma, el cual es una cavidad

especializada donde se encuentran enzimas hidroliticas, que son impresendibles para
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que pueda penetrar la zona pelucida del ovocito durante la fertilizacion. En el acrosoma
se puede distinguir la membrana acrosomal interna y externa (cerca de la cara interna
del plasmalema). Durante la reaccion acrosdmica, la membrana acrosomal y el
plasmalema se fusionan y liberan el contenido acrosomal al exterior. Este contenido esta
mayormente constituido por enzimas hidroliticas, en el cual las enzimas principales son
la hialuronidaza y la acrosina, (estos son fundamentales para penetrar la zona pellcida
del ovocito) (Ampudia, 2017).

La acrosina es una enzima que estd presente en el acrosoma en un estado de
proacrosina, que luego se convierte en su forma activa en el proceso de reaccion
acrosomica. Dicha proteasa es diferente de otras similares que estan en otros tejidos por
su peso molecular y su sustrato, el cual indica que es una isoenzima muy especifica de
la célula espermaética. Por otro lado, la hialuronidaza es una glicosamidasa y al parecer
es la enzima especifica de la célula espermaética, esto debido a discrepa de la forma

comun de la que se encuentra en el lisosoma en las células somaticas (Ampudia, 2017).

Las alteraciones del plasmalema o del acrosoma son irreparables e irreversibles y puede
producirse por muchos factores, los cuales pueden ser el cambio osmotico, el shock
térmico e incluso la alteracion del pH. La fraccion ecuatorial es debido a una
invaginacion del plasmalema de la célula espermaética, esta se localiza en la parte
intermedia de la cabeza. Dicha funcion con el plasmalema del ovocito es primordial
para la fertilizacion y fecundacion (Ampudia, 2017).
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Figura 1.1. Estructura del espermatozoide de mamifero
Fuente: (Hafez, 2000)
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1.7.2. Cuello del espermatozoide

Es la estructura que une la cabeza con la pieza intermedia, formada por el capitulo,
mitocondrias, centriolo proximal y una serie de estructuras laminadas que proveen una
alta flexibilidad a la célula espermatica para pueda moverse de lado durante la batida
flagelar. Dichos componentes estan formadas de tal manera que se alinean al centriolo,
del cual se originan las fibras y los micro tabulos de la cola, estas sirven como el eje que
organiza para la formacion del axonema y las estructuras estiradas. No obstante, no es
necesaria la presencia del centriolo para iniciar y propagar el movimiento oscilatorio de
la cola (Ampudia, 2017).

1.7.3. Flagelo del espermatozoide

Esta estructura es la que le da el movimiento al espermatozoide y estd compuesta de tres
regiones: la parte intermedia, principal y terminal. Estéa constituido en su conjunto por el
“axonema” el cual le otorga el movimiento. El axonema esta constituida micro tabulos
que se agrupan que se agrupan en pares y luego se distribuyen en una central y el resto

en periféricos (Ortega, 2011).

La pieza intermedia esta caracterizada por contar con una doble élice de mitocondrias.
Dichas estructuras son las responsables del metabolismo celular y la regulacion de la
muerte celular, se han demostrado Ultimamente que estas son la fuente de energia
intracelular en las especies reactivas de oxigeno. La mitocondria se sitla alrededor de
nueve pares de fibras longitudinales que se denominan como “fibras densas”, las cuales
rodean el axonema. La “parte intermedia estd delimitada por la parte caudal con el
anulus, en el cual el plasmalema se condensa. La mayor porcién de la cola constituye la
pieza principal, conformada por las nueve pares de fibras y el axonema que se extienden
a partir de la porcién intermedia. Estas fibras van reduciendo en su tamafio para luego
desaparecer en la parte final de la pieza principal, la pieza terminal forma la parte final
de la cola, dicha porcion es conformada por el axonema, el cual no posee vaina fibrosa
(Ortega, 2011).

1.7.4. Acrosoma
Es una estructura membranosa que posee una capa doble que se encuentra en la porcion
anterior de la cabeza de la célula espermatica, ésta tiene enzimas hidroliticas como son

la acrosina y hialuronidaza (Ramalho, 2002).
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El acrosoma es un organulo el cual contiene las una serie de enzimas que confieren ala
célula espermaética la capacidad de penetrar las capas que cubren al ovocito. Luego se
liberan al exterior por exocitosis denomina reaccion acrosomica. Esto se convierte en el
nuevo pardmetro que se emplea para evaluar la morfologia del espermatozoide, el cual
radica en describir la secuencia de malformaciones que puede presentar el acrosoma de
la célula espermatica en el transcurso en que va avanzando el tiempo. Es por ello que la
integridad acrosomal es empleado para evaluar la calidad seminal en todas las especies
domésticas. Es fundamental el papel del acrosoma en la fecundacion en el cual se
distinguen las regiones bien diferenciadas: La parte apical, post apical y la fraccion
ecuatorial, las cuales suelen fragmentarse durante el proceso de criopreservacion. Las
muestras que tienen una elevada alteracion de dafio acrosomal por lo general poseen una

fertilidad muy por debajo (Ramalho, 2002).

La integridad del acrosoma es un requisito indispensable para la fecundacién, los
espermatozoides que son capaces de realizar la reaccion acrosomica sincronizada
durante la penetracién del ovocito tienen la capacidad de atravesar la zona pelucida,
para luego fusionarse con este y dar origen al embrion (Vargas, 2015).

1.7.5. Membrana plasmatica del espermatozoide

La célula espermaética posee un plasmalema, que recubre al espermatozoide y se amplia
en ciertas zonas especificas y es la estructura mas externa de la célula espermatica. Esta
se encuentra intacta, menos en la porcion del acrosoma previo y durante la fecundacion

0 como resultado de la muerte de la célula espermatica.

Estd compuesta por tres capas: una bicapa lipidica, interfase de fosfolipidos-agua y
glycocalix. La primera capa se sub divide en fosfolipidos polares, orientados de una
forma en que los grupos polares hidrofilicos se sitGan externamente y los acidos grasos
hacia el interior. En mayor parte de estos lipidos son fosfolipidos y colesterol, a razén
de 0.64 a 0.36. La fluidez de la membrana estd determinada por la cantidad de
colesterol. Cuanto mayor sea la concentracion de fosfolipidos mayor sera la fluidez del
plasmalema. Consecuentemente, el colesterol funciona en conjunto con las proteinas
integrales estabilizando y asegurando una configuracion de fosfolipidos en una bicapa.

Se sabe que el colesterol se concentra en diferentes proporciones en las distintas partes
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del plasmalema, donde la mayor concentracion se encuentra en la porcion del acrosoma
(Davies, 1999).

La capa externa (glycocalix), en el espermatozoide de alpaca esta formada por
polisacaridos. Su funcién no es muy clara, sin embargo se especula que estaria
implicado en la antigenicidad, la permeabilidad especifica y la adherencia celular.
También se sabe que el glycocalix en su interior posee uniones para las proteinas
periféricas. Dichas proteinas periféricas provienen del plasma seminal e intervienen en
la estabilizacion de la célula espermética al momento del paso por el tracto masculino y
femenino. Asimismo suelen estar involucradas en el proceso de la capacitacion celular
(Davies, 1999).

a) Funcion de la membrana plasmatica

A través de la funcionalidad del plasmalema se ha podido apreciar la calidad y
viabilidad seminal, ya que es la encargada para que se lleve a cabo la interaccion celular
y metabolismo espermatico normal, no obstante, no es solo significativo para el
metabolismo de la célula espermética, si no también es necesario el adecuado
intercambio de las propiedades fisicas y quimicas de la membrana celular para poder
facilitar la unién entre el espermatozoide y el ovocito durante la fertilizacién (Gonzales,
2016).

Estas propiedades del plasmalema permiten el intercambio selectivo de las moléculas
entre el medio intracelular y el medio extracelular, por ello, al someter a la célula a
cambios como el medio hipo-osmotico, el agua ingresa hacia el interior de la célula con
la finalidad de equilibrar ambos medios tanto externo e interno de la célula, el cual se
denomina equilibrio osmético. Las células espermaticas que son sometidos a cambios
como el medio hipo-osmotico, suelen presentar cambios en su morfologia celular, estos
cambios son expresados con un hinchamiento del flagelo del espermatozoide (Gonzales,
2016).

1.8. EVALUACION MICROSCOPICA DEL SEMEN DE ALPACAS
1.8.1. Motilidad espermatica
Es el parametro mas importante durante la evaluacion seminal, el cual evalua el

movimiento de las células espermaticas, dicha motilidad es muy importante para que se
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lleve a cabo la fertilizacion (Rivera, 1998). En camélidos no est& presente la motilidad
total como en otras especies, en este caso, la mejor forma de referirse seria como la
motilidad individual y oscilatoria, en cual es un movimiento muy lento debido a la alta

viscosidad que presenta el semen de alpaca (Bravo, 1995).

La presencia de viscosidad y filancia dificulta la motilidad, esto se muestra debido a la
contraccion de la cola en su mismo sitio con un movimiento oscilatorio. Este
movimiento debe ser observado seguidamente al terminar la colecta, en el tiempo mas
corto posible, (Bravo, 2002). Cuando el eyaculado se vuelve mas liquido, el
espermatozoide incrementa su motilidad progresiva (Tibary y Memon, 1999). Se han

reportado porcentajes de motilidad de 34.2 £ 5.3 (Davalos y Olazabal, 2002).

a) Motilidad individual

Al realizar una mezcla de solucion salina fisioldgica con una porcién de semen se puede
observar el movimiento individual de las células espermaticas, esto es observado en el
microscopio con aumento de 40X del objetivo del microscopio (Pérez y Pérez, 1990).
Dicha motilidad debe ser en forma recta y progresiva hacia adelante, asi mismo los
espermatozoides que tienen una motilidad progresiva no debe ser menor a 70% de

movimiento progresivo y asi garantizar la fertilizacion. (Jara, 2000).

1.8.2. Concentracion espermatica
La elevada viscosidad del en las muestras seminales de camélidos dificulta la adecuada
coleccion y extension del semen en el hemocitdbmetro, cabe precisar que la
concentracion espermatica en la alpaca no es tal alta como en el toro, morueco o
sementales, mas bien esta entre cientos de miles (Bravo, 1995), en el caso de camélidos
es inconstante, posiblemente sea debido a diferencias individuales entre animales y se

ven influenciada por el método empleado para la obtencion de muestras (Sumar, 1997).

Este parametro estd determinada por la concentracion de células presentes en el
eyaculado, que se expresa habitualmente en millones por ml (mil/ml). Las técnicas
empleadas para calcular dicho parametro varian en funcion a la exactitud y rapidez con
la que se realizan. Los métodos son diversos, los cuales nos permiten establecer la
cantidad de espermatozoides en un eyaculado. Los principales son; el conteo en la

camara de neubauer y la técnica del fotocolorimetro. Las dos técnicas son muy precisos,
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sin embargo aungue la técnica del fotocolorimetro es muy precisa y rapida, el costo de
esta técnica es muy elevada a diferencia de la cdmara de neubauer (Delgado, 2013).
1.8.3. Vitalidad espermatica

La vitalidad se refiere a la supervivencia de espermatozoides en relacion de los muertos
después de la colecta. Se reporta una vitalidad de 34.3 + 4.2 por ciento (Davalos y col.,
2002), también hay reportes que son mayores a 66.50% (Cavalcanti, 2013).

Hay pruebas que permiten evaluar la vitalidad espermatica, como las tinciones, las
cuales ayudan a diferenciar aquellos espermatozoides vivos y los espermatozoides
muertos, las células espermaticas muertas tienen la facilidad de admitir el paso de estos
colorantes por el dafio a nivel de la membrana plasmatica, a diferencia de las células
vivas que impiden el paso de estos colorantes (Lubos, 1983). Es asi que clasificando
espermatozoides viables y no viables, se observa que las muestras con alta motilidad
tienen un promedio mayor del 60% de espermatozoides vivos, las muestras con una
motilidad regular se encuentran en un 40 a 60% Yy aquellas muestras con una baja
motilidad, el porcentaje de espermatozoides viables se encuentran por debajo del 40%
(Quispe, 1987).

1.9. EVALUACIONES SOBRE EL ESTADO DE LOS ESPERMATOZOIDES
Uno de los principales objetivos en la biotecnologia reproductiva suele ser el de tener
reproductores con una fertilidad probada, esto se logra realizando la evaluacién de la
calidad espermética, uno de los parametros es la morfologia espermatica, que es Util
para predecir la capacidad fecundante, la cual se basa en la medicion de las estructuras
de las células espermaticas y clasificarlas de acuerdo a su calidad y viabilidad, esto
permite revelar las anormalidades que se pueden encontrar a nivel de la cabeza, pieza
intermedia y la cola, otros defectos a nivel del acrosoma y variaciones en su morfologia
(Maroto, 2012).

1.9.1. Integridad de la membrana espermatica

La estructura y funcionalidad de la membrana celular es uno de los pardmetros mas
estudiados, ya que su funcion es fundamental para la viabilidad espermatica. El estado
de la membrana celular espermatica define la integridad morfolégica y funcional de la
célula (Rodriguez y col., 1997). Las técnicas como la dptica de contraste diferencial o

de Normarski, optica de contraste de fases y algunas tinciones supra vitales que se
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emplean como el verde rapido/eosina, eosina/azul de anilina, azul tripan/Giemsa, el
amarillo de naftol/eritrosina son algunas de las técnicas empleadas para la evaluacion
morfologica. Asimismo los examenes con la microscopia electrénica de barrido o de
transmision se han empleado establecer los aspectos de la integridad de membrana
celular (Rodriguez y col., 2001). No obstante, la mayoria de dichos métodos solo
indican informacion parcial de la estructura y a la vez son costosas y tediosas. Al mismo
tiempo, aunque algunos métodos morfologicos informan el dafio de la celular, no tienen
correlacion con la fertilidad, a menos que el dafio sea muy importante (Rodriguez y col.,
200). Probablemente la técnica mas empleada sea la eosina/nigrosina, que tiene un coso
bajo y es facil de realizar. Dicho método permite visualizar espermatozoides muertos y
con una membrana alterada de color rosado y los espermatozoides vivos de un color

blanco sobre un fondo de color purpura (Garcia y col, 1994).

Para que el espermatozoide sea mdvil, la integridad de membrana celular es el
requerimiento minimo. Las células espermaticas con la membrana plasmatica dafiada o
alterada no son capaces de conservar las concentraciones de iones citoplasmaticas y de
cofactores fundamentales como el nucleétido adenina, que son imprescindibles para su
movimiento flagelar del espermatozoide. Posiblemente una fraccion de células
inmoviles mantiene aparentemente algin grado de integridad del plasmalema y adn
tiene la capacidad de excluir los marcadores que suelen indicar la muerte celular a pesar

de que algunos cambios hacen que se encuentre inmoévil (Rota y col.,., 1998).

Se han realizado diversos trabajos de investigacion, las cuales permitieron diferenciar
células espermaticas viables y no viables utilizando esta tincién, simultaneamente otros
métodos (Bamba, 1988). En la actualidad se utilizan varias técnicas de tinciones
fluorescentes, estas técnicas presentan una mayor precision para el estudio de la
membrana plasmatica y sus caracteristicas (Harkema y Boyle, 1992). Es asi que, se ha
empleado bastante el di acetato de carboxifluoresceina y el loduro de Propidio, dichos
métodos permiten percibir los espermatozoides viables de color verde y los no viables
de color naranja (Magistrini y col, 1997). A la vez hay otros métodos que valoran la
membrana celular y su integridad, en el cual no hay inclusion de colorante ya que esta
integra la membrana celular y son conocidas como conteo de células vivas y muertas, en
el cual se requieren combinaciones como la eosina/nigrosina/Giemsa, Hoeschst
33342/1oduro de Propidio y SYBR-14/ loduro de Propidio (Smith y Murray 1997).
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1.10. TECNICAS PARA LA EVALUACION DE LA INTEGRIDAD DE LA
MEMBRANA PLASMATICA

1.10.1. Tincién de Hoechst 33342/1P

Para la evaluacion del plasmalema se utiliza un método de doble tincion fluorescente

con Hoeschst 33342/P1 o SYBR14/PI.

La tincion Hoechst 33342 ingresa a través de la membrana celular y se adhiere
especificamente al ADN. Los espermatozoides son marcados de color azul. La tincién
P1 (yoduro de propidio) ingresa exclusivamente a las células con membrana dafiada. Se
sobrepone al colorante Hoechst las células espermaticas con membranas dafiadas se
tifien de un color rojo/ violeta. Sobre esta base, el sistema AndroVision® establece el
porcentaje de espermatozoides con membranas dafiadas o intactas. Por otro lado se
puede evaluar el dafio del acrosoma a través de la tincion de fluorescencia con
H33342/FITC-PNA. (Muifio, 2007).

El ioduro de propidio es una de las técnicas mas empleadas para reconocer células no
viables. Este colorante ingresa a las células que tienen dafio a nivel de la membrana o
alterada, ésta se adhiere al nucleo, al excitarse por la longitud de onda adecuada (510-
560nm), expresa fluorescencia de color rojo. Aparte del ioduro de propidio, hay otros
marcadores especificos para las células no viables que tienen un efecto similar como es
el Hoeschst 33258 (Muifio, 2007).

El colorante que posee el mecanismo similar al de SYBR-14, que tiene la capacidad de
diferenciar espermatozoides vivos es el Hoechst 33342. Dicha tincion ingresa a las
células vivas y tiene la capacidad de unirse al ADN, no obstante, el uso se limita por la
longitud de onda que emplea para su espectro de excitacion, el cual se encuentra dentro
del rango UV. Los citdmetros en su mayoria cuentan con un laser que posee un longitud
de onda de 488nm, y al evaluar las muestras marcadas con Hoeschst 33342 es necesario

contar con un laser de longitud de onda menor (Muifio, 2007).

Los espermatozoides bovinos se tifieron con Hoechst 33342. La distribucion de
fluorescencia de los espermatozoides tefildos era compleja. Los espermatozoides no

moviles mostraron una fluorescencia mas alta que los espermatozoides maviles.
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El perfil de fluorescencia de los espermatozoides moviles fue bimodal (Keeler y Col.,
1983).

La tincion Hoechst es un fluorocromo de ADN que se emplea para la microscopia de
fluorescencia y para la disociacion celular por la citometria de flujo (FACS). Esto ya
que tiene la capacidad de tincion del ADN, a la vez se utiliza para la visualizacion del
nucleo y mitocondria de las células. Habitualmente utiliza dos bisbenzimidazoles que
estan relacionados: Hoeschst 33258 y 33342. Uno y otro colorante es excitado por una
luz ultravioleta con una longitud de onda muy cercana a 350nm que emiten una

fluorescencia azul con una emision maxima de 461nm (Muifio, O.R., 2007).

Esta tincion se puede emplear en células vivas como en células fijadas, a menudo se
usan en reemplazo de otra tincién de &cidos nucleicos. EI DAPI es diferente porque
tiene el grupo etilo adicional de Hoeschst 33342, el cual le confiere un comportamiento
mas lipdfilo, es por ello que atraviesa facilmente la membrana de la celula (Keeler y
Col., 1983).

a) Caracteristicas de la mancha fluorescente Hoechst 33342

e Tincion fluorescente de colorante azul Hoechst especifica para ADN (es decir,
nacleos de células eucariotas)

e Proporcionado convenientemente como una solucién de colorante Hoechst facil de
usar (20 mM)

e El colorante celular permeable a las células es eficaz para la tincion de células fijas
y células vivas

e Cotratincién: ideal para usar junto con la deteccion de dianas especificas con
anticuerpos fluorescentes para microscopia de fluorescencia o deteccion de alto
contenido (HCS) (Keeler y Col., 1983).

b) Propiedades del tinte fluorescente Hoechst

Como colorante de contraste en las imagenes fluorescentes, el colorante Hoechst es
compatible con anticuerpos y otras sondas marcadas con fluoresceina y colorantes de
rodamina, asi como con Thermo Scientific DyLight Fluors. La solucion madre acuosa
estable 20 mM esté esencialmente listo para usar (Keeler y Col., 1983).
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Hoechst 33342 se utiliza para tefiir especificamente los ndcleos de células y tejidos
vivos o fijos. Esta tincion se usa comdnmente en combinacion con la marcaciéon 5-
bromo-2'-desoxiuridina (BrdU) para distinguir la cromatina compacta de los nucleos
apoptdticos, para identificar las células replicantes y para clasificar las células en
funcién de su contenido de ADN. Hoechst 33342 y el yoduro de propidio se utilizan con
frecuencia conjuntamente para el analisis simultaneo de imagenes de fluorescencia y
citometria de flujo de las etapas de la apoptosis y la distribucion del ciclo celular
(Muifio, 2007).

1.10.2. Test de endosmosis

La evaluacion convencional del semen se cifie a varios parametros tanto macroscopicos
(volumen, color) y microscépicos (concentracion, motilidad y vitalidad). Sin embargo
estos solo indican la funcionalidad del macho y no son indicadores de la fertilidad, asi

como también de su ciclo hormonal y espermatogénico (Calamera, 2004).

Pese ello, la mayoria de estudios que se realizan en nuestro medio estan orientados al
manejo y conservacion de células espermaticas de animales domésticos que incluyen
parametros limitados. Sin embargo, existen técnicas especializadas que estan disefiadas
con la finalidad de estimar la capacidad fecundante de una muestra de células
espermaticas. En ese sentido, se evalUa la estructura, integridad y funcionalidad de la
membrana plasmatica, asi como de la integridad acrosomal podria ser un indicador de la
funcionalidad de las células espermaticas de ovinos. De esta manera, disefiaron el
método de la doble tincién que contribuye en la evaluacién en simultaneo de la
viabilidad espermatica con la integridad acrosomal para diferentes especies domésticas,

entre ellas el ovino (Didion y Graves, 1986).

Por otro lado, se ha desarrollado una técnica (prueba hipo osmdtica) el cual permite la
evaluacion de la integridad de la membrana plasmaética en espermatozoides de humanos,

la cual ha sido relacionada (Jeyendran y col., 1984).

El test hipo osmotico (HOST) es un método de prueba funcional, en el cual las células
espermaticas vivas se someten a una incubacién en un medio hipo osmotica, los

espermatozoides que poseen una estructura funcional de la membrana permiten el
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ingreso de agua hacia el interior por 6smosis, el cual se evidencia por el abultamiento o

enrollamiento de la cola (enddsmaosis) (Jeyendran y col., 1984).

Para que se pueda hacer efectivo la fecundacion no puede atribuirse solo a la total de
espermatozoides vivos, motiles y normales que se depositan en el interior del tracto de
la hembra, lo mas importante es su funcionalidad (Petrunkina y col., 2007). Anteriores
estudios muestran que aquellos espermatozoides colectados del epididimo al ser
sometidos al test hipo osmatico en una solucion de 100 mOsmol, lograron respuestas de
89.09% (Rodriguez, 2009), asi demostrando una respuesta mayor en espermatozoides
libres de plasma seminal. El rango de porcentaje de endosmosis en semen de alpaca
obtenido por electro eyaculacion utilizando solucion hipo osmética de 2100mOsmol fue
de 20 a 62 % (Giuliano y col., 2010) a diferencia de semen entero de alpacas, donde se
empled solucion hipo osmdtica de 150 mOsmol se obtuvo un porcentaje de 23.5%
(Pacheco y col., 2011). En muestras colectadas por vagina artificial que fueron
sometidas al test hipo osmético, se report6 una respuesta positiva de 40% empleando un
medio de 100 mOsmol (Giuliano y col., 2007). Demas informes en llamas muestran
33.48% en muestras colectadas por electro eyaculacion y 30.15% en muestras
colectadas mediante la vagina artificial empleando un medio hipo osmética ajustado a
50 mOsmol (Giuliano y col., 2008).

1.11. PRESERVACION DEL SEMEN DE ALPACAS
Para mantener viable las células espermaticas se necesita conservar en un medio neutro,

para ello hay tipos de conservacion.

1.11.1. Refrigeracion o enfriamiento del semen
El proceso de refrigeracion de la muestra seminal tiene por finalidad bajar el
metabolismo energético de las células espermaticas, asi extendiendo la viabilidad y su
capacidad fecundante al paso del tiempo. Las muestras seminales de mamiferos, son
muy sensibles descenso de temperatura (shock térmico), dando como consecuencia el
aumento de espermatozoides muertos, cambio en distribucion de lipidos en la
membrana y el incremento de la presencia de calcio intracelular. La refrigeracion a 4° y

5°C permite conservar el semen por un lapso de 2 a 3 horas (Manosalva, 2005).
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Poder conservar las muestras seminales in vitro requiere de un importante y especial
cuidado en como se realiza el enfriamiento, ésta ser lenta y progresiva. El descenso de
temperatura a 15°C y 5°C se debe realizar en un lapso de 1 a 1,5 hy de 2 a 3 h,
respectivamente. La técnica mas empleada para preservar la muestra seminal por un
tiempo mayor a 24 horas se realiza con un descenso progresivo de la temperatura. La
movilidad se detiene por completo a 5°C, esto se reestablece al elevar la temperatura a
los niveles normales, esto sera posible si es que no hubo dafios de la estructura

ocasionada por el shock térmico (Delgado, 2013).

Una lenta velocidad de enfriamiento provoca inicialmente la formacion de hielo
extracelular. Esto motiva concentraciones crecientes de sales y superiores de
osmolaridad, asi como un cambio de pH del medio liquido extracelular. La salida
compensatoria de agua puede provocar alteraciones irreversibles del volumen celular
(encogido), el aumento de la concentracion ionica dentro de la célula y alteraciones de
membrana, y enfriamientos rapidos evitan la salida de agua intracelular y origina la
formacion de cristales de hielo intracelular, con la consecuencia de lesiones mecanicas
de la membrana espermaética. Otra consecuencia puede ser la formacion de indeseables

estados eutecticos intracelulares (Busch y Waberski, 2007).

La preservacion de la células espermaticas a 5°C puede tener muy nocivos, como el
descenso de un 40% de la actividad metabdlica intracelular de los iones Na+/K+, esto
ocasiona un marcado descenso el en trasporte de iones a través de la membrana
plasmatica, provocando un descenso en la sobrevivencia de las células espermaticas
(Delgado, 2013).

a) Efecto de la refrigeracion en la membrana espermética

El efecto de enfriamiento durante la refrigeracion ocasiona un cambio a nivel de la
estructura de la membrana plasmatica, esto es similar a lo que sucede durante la
capacitacion, independientemente del diluyente que se emplea, la tasa de dilucién, la
temperatura o condiciones de almacenamiento; los dafios a nivel celular es debido al
aumento en el tiempo de almacenamiento y la disminucion de la capacidad en el control
del ingreso de iones de calcio. Este ultimo se asocia con el proceso de capacitacion,
hiperactivacion y la reaccion acrosémica. En los espermatozoides de mamiferos, hay

una distribucion heterogénea de proteinas del cito esqueleto que estan asociadas a la
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membrana plasmaética, por ello son méas sensibles a algunos cambios como el de la

temperatura (Delgado, 2013).

La membrana celular de los espermatozoides al ser dafiada por el cambio de
temperatura tiende a sufrir alteraciones en su permeabilidad y estructura, éstos se ven
reflejados en las funciones metabdlicas, estas a su vez perjudican la movilidad y su
capacidad de fecundacion. Para la interaccion con el ovocito, las células espermaticas
tienen que estar motiles, viables y tener la membrana celular y acrosomal

funcionalmente intactas (Vargas, 2015).

1.11.2. Congelacion del semen
Los espermatozoides actualmente pueden conservarse en nitrogeno liquido a una
temperatura baja de —196°C y sobrevivir con fertilidad relativamente alta después de su
descongelamiento, sin embargo muchos de los espermatozoides existentes mueren o se
encuentran inmoviles como resultado de la congelacion y descongelacion (Gomez,
1984). Se teoriza respecto a la congelacion y descongelacion que por lo menos el 50%
de las células espermaticas mueren o se hacen inmoviles en el proceso de congelacion y

descongelacion (Salisbury y col., 1982).

Al paso en que la temperatura desciende inferior al de la congelacion, el semen pasa por
un enfriamiento elevado, cuando la temperatura baja mas del sobre enfriamiento, se
empiezan a formar cristales de hielo extracelular. La acumulacion de estos cristales
eleva la acumulacién de solutos como el azlcar, minerales y proteinas. Como
consecuencia a este proceso de presion osmotica de un desarrollo nuevo y por ende el
liquido dentro de la célula espermatica es mas lento en formar cristales de hielo a
comparacion con el liquido extracelular, el agua sale al exterior de la célula
espermatica, como consecuencia la célula espermatica se deshidrata. El nivel de liquido
en los espermatozoides va a funcién de la velocidad de descenso de temperatura, cuanto
mas sea el tiempo para la salida de agua, la deshidratacion sera mayor. En consecuencia
se disminuye la posibilidad de que se puedan formar cristales de hielo dentro de la
celula espermética, el cual causaria un dafio fisico considerable (Vargas, 2015).

Para tener éxito durante la conservacién de semen, son importantes numerosos factores:

la interaccion de los crioprotectores, las caracteristicas del diluyente, la rapidez de
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enfriamiento, la rapidez con que se descongela y almacena, también las caracteristicas y
peculiaridades del reproductor. Un buen porcentaje del descenso de la viabilidad de los
espermatozoides es irreversible, esto se debe al manejo pre y post proceso de

congelacién del semen (Vargas, 2015).

a) Efecto de la congelacion sobre la membrana plasmatica

El componente principal del plasmalema celular de los espermatozoides es, una doble
cadena de fosfolipido, donde los complejos proteicos se localizan distribuidos al azar.
Al estar intactos, estas estan en estado fluido que es primordial para su funcionalidad
normal. Al momento del descenso de temperatura, estos lipidos pasan una transicion a
la fase cristalina y luego a una fase de gel. Cuando llegan al estado de gel, estos lipidos
suelen agregarse, estas forman pequefios dominios en areas aun fluidas. Los lipidos
agregados son incapaces de integrar con aquellas proteinas que estan agrupados con
otros lipidos. Los extremos de estos micro dominios cambian a areas mas sensibles que
estan propensas a la fusion o ruptura, también son mas permeables a los iones. Los
espermatozoides al estar perturbados en los iones Na+ y Ca++ que ingresan a la célula,
estas son extraidas por un proceso de transporte activo con gasto de energia (Vargas,
2015).

Después del descongelamiento las lesiones producidas en la estructura de la membrana
antes y durante la criopreservacion solo seran revertidos parcialmente, especialmente la
membrana celular a nivel de la pieza principal, media y cabeza, siendo dafada
inevitablemente (Canorio, 2008). Durante la separacion de la fase lipidica estas
proteinas integrales que se encuentran en la membrana plasmatica se agrupan y con ello
alterar su funcionalidad, en especial aquellas proteinas de los canales i6nicos. En
consecuencia la se incrementa la permeabilidad de la membrana después del proceso de
congelacion. El calcio y su regulacion se ven alterados y esto afecta la funcion celular.
En casos mas severos, se vuelve incompatible con la viabilidad de la célula espermatica.
El estrés osmotico y la formacion de hielo dentro de la célula ocasionan un descenso
notable en la viabilidad espermatica como se menciona con anterioridad. A la vez la
criopreservacion afecta a las proteinas intracelulares. Como consecuencia las proteinas
que estan involucradas en el transporte de sustancias por la membrana plasmatica como
las funciones enzimaticas disminuyen en su actividad a bajas temperaturas (\Vargas,
2015).
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1.11.3. Descongelamiento del semen

La descongelacién rapida minimiza esencialmente los dafios por descongelacion, ya que
se reduce al minimo la cristalizacion del agua exterior, lo que podria lesionar la
membrana. Un problema potencial de la descongelacion lenta son las alteraciones
osmaticas, ocasionadas por el ingreso de agua en las células, que se considera superior
frente a la salida de agua en la congelacion. Al realizar la descongelacion las células
espermaticas se encuentra susceptibles realmente a un cambio considerable en la
gradiente osmdtica que se origina al disminuir la concentracion salina del medio
circundante. Durante la descongelacion lenta, las células estdn expuestas méas tiempo a
un continuado estrés hipo osmatico, sin que la reduccion compensadora del volumen
que esto lleva consigo pueda provocar una reduccion del volumen celular. En términos
generales los espermatozoides descongelados a temperaturas elevadas originan
superiores resultados. Sin embargo, en un estudio de campo no pudieron evidenciar
diferencias entre descongelaciones practicadas a 35°C y temperatura ambiente (Busch y
Waberski, 2007).

a) Efecto de la descongelacion sobre la membrana plasmatica de espermatozoides
La estructura, funcién y la funcionalidad fisioldgica celular se ven afectadas después de
la congelacion, esto posiblemente a los cambios ocurridos durante la conservacion,
aunque esto podria ser reversible. EI grado de lesidn a nivel de la membrana celular y la
posibilidad de que se pueda recuperar luego del descongelado, dependen en gran
medida del area recorrida por los crioprotectores a partir de punto fisiolégico normal

hasta el area de formacion de los grupos durante la criopreservacion (Drokin, 1998).

En el area celular, en el cual no se forman grupos, supuestamente el dafio se debe a una
deficiente diferenciacion y maduracion de la membrana celular, en consecuencia no se
lleva a cabo el proceso de difusion lateral de las moléculas, el cual conlleva a la
distorsion y dafio celular, a comparacion con las células espermaticas que tuvieron una
mayor diferenciacién de la membrana celular el cual si permite una adecuada formacion
de grupos (Drokin, 1998).
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CAPITULO I
METODOLOGIA

2.1. UBICACION

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de Reproduccion
Asistida, en la Estacion Experimental Agraria Canaan, ubicado en el distrito de Andrés
Avelino Caceres Dorregaray de la provincia de Huamanga, Departamento de Ayacucho
a una altitud de 2735 m.s.n.m., con una temperatura promedio de 12 - 18°C,
precipitacion pluvial promedio de 500 mm, humedad relativa de 40 — 50%, latitud sur a
13°10'09" y 74°11'53" longitud oeste (SENAMHI, 2013).

2.2. DURACION
El trabajo de investigacion se realiz en un tiempo de tres meses, desde el mes de enero
a marzo del 2019.

2.3. MUESTRA
31 muestras de eyaculados de alpaca. El tamafio muestral se determind por un muestro
no probabilistico.

2.4. METODO PROCEDIMENTAL
2.4.1. Recursos disponibles

a) Recursos humanos

e Tesista

e Asesor

b) Recursos bioldgicos

Plantel de reproductores de alpacas machos del INIA — CANAAN-  Ayacucho
2.4.2. Materiales y equipos

a) Materiales

e  Tubos eppendorf de 250ul color marrén y transparente.
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Tubos eppendorf de 2.5ml

Tubos falcon de 15ml y de 50ml
Tips para Micropipetas de 10, 20, y 1000ul
Micropipetas de 10, 20,1000ul
Bolsas plasticas 12x10 cm

Cinta masking tape de 24 mm x 40 m
Guantes descartables

Tubos PVC de 2”

Conos y fundas de latex

Pajillas de 0,5 ml

Portaobjetos de 75 X 25 mm
Cubreobjetos de 20 x 20 mm
Gradillas

Equipos

Equipo de andlisis seminal (Sistema CASA)
Microscopio optico

Microscopio de contraste de fases
Bafio Maria

Incubadora

Refrigeradora

Autoclave

Vortex

Balanza analitica

Platina térmica

Estufa

Otros

Mameluco
Guardapolvo
Camara fotografica

Cronémetro
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2.6.

Frazadillas y franelas
Maniqui de alpaca

Tijera y Papel toalla
Inflador

Tanque de nitrégeno liquido
Nitrogeno liquido

Agua destilada

Dilutor Optixell

Reactivos
Tincion Hoechst 33342/PI
Reactivo de HOST

Tincion eosina (2%) nigrosina (4%)

PROBLEMAS ESPECIFICOS
¢Cudl sera el efecto de la refrigeracion sobre la integridad de la membrana
plasmética de espermatozoide de alpaca?
¢Cual serd el efecto de la criopreservacion sobre la integridad de membrana

plasmatica de espermatozoide de alpaca?

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

2.6.1. Armado de la vagina artificial y recoleccion de semen de alpaca

Por el interior de un tubo de PVC, se pasé la funda de latex, doblando uno de sus
extremos.

La bolsa cortada de polietileno se fijo al tubo antes de la recoleccion de semen.

La bolsa con el tubo falcon se fijo al tubo de PVC para la coleccion de semen.

Se procedio a realizar un ligero jalon al latex y luego el llenado de agua atemperada
a 42°C en el espacio entre el tubo y el latex, después se fijo con las cintas de jebe.
Se infl6 aire por el piton, para una ligera presion en el interior de la vagina.

Se coloco un capuchon al tubo falcon para mantener la temperatura y evitar la
exposicion a la luz la muestra para que los espermatozoides recolectados puedan

sobrevivir.
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Se envolvio la vagina armada con una bolsa de agua (chola) que contenia agua
caliente y se recubrio con la franela exteriormente para poder mantener la
temperatura.

Se procedio a limpiar la zona del periné del maniqui y se adiciono gel para facilitar
la entrada de la vagina artificial,

Se colocd la vagina armada al maniqui.

Se procedid a la coleccion de semen registrando el tiempo de inicio y fin de la
copula.

Una vez que el macho ha terminado la copula, se retird la vagina del maniqui.
Inmediatamente se retiro el tubo falcon protegido con el capuchdn.

Se realiz6 la evaluacion macroscopica y microscopica del semen

2.6.2. Analisis macroscopico del semen

Después de la coleccion de semen el tubo con la muestra se coloc6 inmediatamente
a Bafio Maria a 37°C.
Se observo el eyaculado en laboratorio, tratando de evitar el contacto directo con la

luz solar, y se evalud las siguientes caracteristicas macroscépicas.

Volumen

Se evalu6 el volumen de la muestras seminal

Color
Se evaluo el color de la muestra; esto se realiz6 mediante una valoracién subjetiva,
ya que no hay parametros e indicadores especificos para la evaluacion del color de

las muestras de semen.

Espuma

Se evaluo la cantidad de espuma en la muestra.

Filancia
Con una micropipeta se extrajo 10ul de semen, realizando un jalon de la muestra
hacia arriba hasta que se rompa el hilo formado y esto se midié con una regla

graduada en cm.
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2.6.3. Analisis microscopico del semen

Después del andlisis microscépico se realizo la evaluacion microscopica, se evaluo los

siguientes parametros.

a)

b)

Motilidad individual

Con un micropipeta se tom6 10ul de semen puro y se colocé en una lamina
atemperada.

Se observé al microscopio 6ptico de campo claro a 40x, la motilidad con valores de
porcentaje de 0 a 100% de acuerdo a su movilidad.

Se realizo la dilucidn de la muestra, se uso el dilutor Optixel para la evaluacion en

refrigerado y congelado.

Vitalidad

Se usé la solucion acuosa de eosina al 2% y de nigrosina al 4%, como medio de
contraste (mezcla) para la evaluacién de la vitalidad.

Se tomd con una Micropipeta de 10 micro litros de semen y se agrega 10 micro
litros de colorante mezclado que se coloc en lamina portaobjeto, se homogenizo y
se efectud un frotis espermatico.

El frotis se secé a temperatura ambiente y luego se visualizd en el microscopio
Optico con un aumento de 100X con aceite de inmersion.

Se observo espermatozoides muertos de color rojo o violeta y los vivos color
transparentes.

Se contd 100 espermatozoides entre muertos y vivos, se realizd cuatro repeticiones.

Este pardmetro se expresa en porcentaje (%) de espermatozoides Vvivos.

2.6.4. Refrigeracion del semen

En un Bafio Maria a 37°C se prepar6 el diluyente Optixell en un tubo falcon y se
atempero.

Se procedi6 a efectuar la dilucién de un solo paso para la refrigeracién y
congelacion del semen, dicha dilucion se realizd en una proporcion de 1:1 de la

muestra del semen y diluyente.
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Una vez terminada la dilucion, se procedio al acondicionamiento a medio ambiente
y luego enfriamiento o refrigeracion del semen, con el objetivo de lograr que el

semen baje de una temperatura de 37°C a 5°C en un tiempo promedio de 2 horas.

2.6.5. Congelacion del semen

Se evalud la motilidad y concentracion de la muestra diluida y refrigerada, las
muestras con una motilidad mayor al 50% seran congelados.

Las pajillas se coloco en la refrigeradora a 5° C por 10 min para adaptar a la misma
temperatura del semen.

Se prepard un envase con agua Yy cubos de hielo a 5°C para adaptar las pajillas con
el semen que se congelara evitando el shock térmico.

Para el llenado se utilizé una jeringa de tuberculina adaptado con un tips de 20ul.
Se absorbid el semen en las pajuelas de 0.5 ml y se sell6 con alcohol polivinilico
con 3 a 4 golpes y se sumergio rapidamente en el agua a 5°C este proceso se realizd
lo més répido posible para evitar cambios de temperatura

Con una regla se medio el nivel de nitrégeno en el tanque criogénico

Del nivel se medié 10 cm hasta donde llega la base de los cilindros del tanque y se
acondiciono la canastilla de congelacion a ese nivel.

Se introdujo la canastilla con las pajillas y se congelo, la congelacién se realizara en
tres tiempos graduales de 5 minutos cada uno con un descenso de 3 cm cada cinco
minutos. Transcurrido los 15 minutos se sumergio al nitrégeno liquido.

Se cambid a otro tanque apto para congelar y se sumergio en el nitrégeno liquido a
-196°C.

2.6.6. Descongelacion de semen

Para la descongelacion de semen se sacO al azar una pajilla del tratamiento
correspondiente y se sumergid inmediatamente en agua tibia a 37° C contenida en
un termo de descongelacion, por un tiempo de 30 segundos.

Cumplido el tiempo se sacd la pajilla del agua y se secé con papel toalla.

Se cortd un extremo de la pajilla con la corta pajuela y se colocé una gota de semen

sobre la ldmina portaobjetos atemperada a 37°C.
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2.6.7. Evaluacion de la integridad de membrana espermatica

Después de realizar la valoracion de los parametros espermaticos de la muestra se

procedio a la evaluacion de la integridad de membrana espermatica en semen fresco,

refrigerado y descongelado a través de dos técnicas: (Hoechst 33342/P1), y la prueba de

HOST (test endosm@tico), ademas se realizo las pruebas de motilidad y vitalidad.

a)

b)

Evaluacion de la integridad de la membrana espermatica (Tincion fluorescente
Hoechst 33342/P1)

Se atempero las muestras de semen de alpaca a 37°C

Se us6 un tubo eppendorf color café con 250ul Hoechst 33342/P1

Para 10ul de la muestra de semen precalentada se agregd 1.5ul de la mezcla
colorante de Hoechst 33342/P1.

Se homogenizd en el tubo eppendorf.

Se Incubd la muestra de 10ul de semen mas 1.5ul de Hoechst 33342/P1 por 15 min
a 37°C.

Se coloco una gota sobre el portaobjetos y cubrié la laminilla cubreobjetos.

Se entr6 al sistema Androvision CASA luego en “andlisis avanzado” después
modulo “viabilidad”

Se observd a un aumento de 20x con fluorescencia en Androvision (Sistema
CASA)

El analisis de integridad de membrana se realizd en semen fresco, semen
refrigerado y semen congelado.

Se analiz6 en cinco campos diferentes para sacar un promedio, luego se observo las
células espermaticas con la membrana dafiada que aparecen de color rojo y las
células espermaticas de color azul tienen membrana intacta. El analisis de los daros
se realizo con el Andlisis estadistico de ANVA con el DCA, se aplico analisis de

varianza con una confianza de 95% (0=0,05).

Evaluacion de la integridad de la membrana espermatica (Test de endosmosis)
Se preparo el reactivo de test de endosmaosis de acuerdo al siguiente protocolo.

Se peso el Citrato de sodio (0.06125g) y la fructuosa (0.1125g), esto se mezcld en
50ml de agua milli Q y se guardé en refrigeracién como solucion stock

Se atempero las muestras de semen de alpaca a 37°C.

Se us6 un tubo eppendort de 250pl.
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e Setomo6 100ul de la solucion del test de host y se adiciono 10ul de semen, luego se
homogenizo.

e Sellevo a incubacién a 37°C por una hora.

e Se obtuvo 10ul de muestra de la mezcla incubada y se colocé en una lamina porta
objetos.

e Serealizo un frotis, se dejé secar al aire.

e Se realizo el conteo a un aumento de 40x, se cont6 un total de 200 células y se saco
en porcentaje. Los espermatozoides con respuesta positiva tendran una reaccion con

cola enrollada y en los negativos no habré ninguna reaccion.

2.7. DISENO ESTADISTICO
Se realizd el Andlisis estadistico de ANVA con el disefio completamente aleatorizado
(DCA), se aplico analisis de varianza con una confianza de 95% (0=0,05). Los datos se
organizaron en tablas y figuras para determinar la integridad de membrana espermaética
en los tres tipos de semen (fresco, refrigerado y congelado) y saber si hay diferencias o
no en la integridad en los tres tipos de semen, correlacionando con sus caracteristicas
microscopicas.
Yij) = p + ti+ £j(i)

Doénde:

Y =es la variable de respuesta de interés.

= promedio general de la poblacion sobre la cual se esta trabajando

t = es la variacion que se atribuye a los niveles del factor que se esta evaluando

(efecto de los tratamientos).

¢ =es la variacion de los factores no controlados (el error experimental)

i =i -ésimo tratamiento

j =] -ésima repeticién de cada tratamiento

j(i) = es la variacion de las unidades experimentales anidado en los tratamientos.
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CAPITULO 11l
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. EVALUACION DEL VOLUMEN DE SEMEN (ml)

Tabla 3.1. Volumen en semen fresco

N° de Promedio + D.E. C.V.
Minimo Maximo
muestras (ml) %
31 0.3° 2 1.22+ 0.55 45.08

En la (tabla 3.1) se observa el volumen de semen fresco promedio de 1.22+ 0.55 ml
obtenido mediante vagina artificial, este resultado es ligeramente superior a lo reportado
por (Cavalcanti, 2013) de 1.17 = 0.91 ml realizados en inicios de época reproductiva
(noviembre y diciembre). Estas investigaciones demostraria que el volumen seminal
esta influenciada por las épocas del afio (Huanca et al., 2011). A si mismo hay reportes
superiores al presente trabajo de investigacion presentados por (Ramirez, 2017) y
(Raymundo vy col., 2000) quienes obtuvieron promedios de 1.68 + 0.88ml y 2.7 ml, el
primer autor reportd en finales de la época reproductiva suplementado con heno de
alfalfa, el segundo trabajo se realiz6 durante los meses de febrero y marzo; (Bravo y
col.,, 2002) quien indica 2.4ml de volumen. Se podria afirmar que en la época
reproductiva media hay mayor produccion de semen correlacionado a la produccion
hormonal, esto demuestra la influencia de la época reproductiva al volumen espermatico
(Ramirez, 2017).

Estos resultados nos permiten afirmar que los parametros espermaticos se mantienen
muy poco alterados sin importar la época del afio ya que el presente trabajo de
investigacion se realizd en temporada reproductiva a diferencia de los trabajos citados.
Ademas el bajo promedio del volumen en el presente trabajo de investigacion se deba

probablemente a la presién de coleccién a los que fueron sometidos los machos, ya que
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la frecuencia elevada de colectas afecta de forma negativa el volumen del eyaculado
(Pacheco, 2008).

3.2. EVALUACION DE LA ESPUMA DEL SEMEN (ml)

Tabla 3.2. Volumen de espuma en semen fresco

N° de Promedio + D.E. C.V.
Minimo Maximo
muestras (ml) %
31 0.0 45 1.5+1.43 95.33

La (tabla 3.2) demuestra el volumen promedio de espuma en semen fresco de alpacas
que fue 1.5+1.43ml, este resultado es similar a lo reportado por (Ramirez, 2017) quien
obtuvo 1.13 £+ 2.09 en machos adultos y en finales de época reproductiva; a la vez es
similar al trabajo de (Mendoza, 2015) quien obtuvo 1.44 + 1.98 ml, trabajando con 28
muestras de eyaculados a comparacion que en el presente trabajo de investigacion se
realiz6 con 31 muestras de eyaculado. Por otro lado hay trabajos que demuestran la
superioridad al presente estudio reportados por (Olaguivel y Naveros, 2014)
demostraron 3.60+1.11ml de espuma en promedio utilizando hasta 84 eyaculados;
(Cavalcanti, 2013) quien encontré un promedio de 3.03 + 3.32ml trabajando con 48
eyaculados para la evaluacién respectiva. Por lo tanto es posible que a mayor nimeros
de eyaculados y mayor tiempo de copula se observard mayor medida de la espuma
colectados a través de la vagina artificial (Ramirez, 2017) dénde genera movimientos de
rotacion del pene a través del proceso uretral dentro del tubo de la colecta en la cual el
animal intenta simular lo que sucede en la hembra al eyacular en uno y otro cuerno
uterino (Giuliano, 2012) por ende la colecta de semen con vagina artificial presenta

altos porcentajes de presencia de espuma (Von Baer y Hellemann, 1998).

3.3. EVALUACION DE LA FILANCIA SEMINAL (cm)

Tabla 3.3. Filancia en semen fresco

N° de . ) Promedio = D.E. C.V.
Minimo Maximo
muestras (cm) %
31 0.2° 3.0 1.33+0.73 54.89
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En la (tabla 3.3) se observa la evaluacion promedio de la filancia seminal medido en
centimetros (cm) en semen fresco fue 1.33+0.73, es similar al reporte de (Raymundo y
col., 2000) quien determind 1.04 + 0.28cm realizado en tiempo reproductivo en alpacas
mayores a 6 afios, al trabajo de (Huanca y col., 2011) quienes obtuvieron un promedio
de 0,99 cm. En cambio el presente trabajo de investigacion resultan inferiores a los
reportes de (Bravo y col., 2000) en alpacas 1.5cm con un rango de 0.4 £ 4.9, mantenidos
en pastos naturales y con una hembra al lado del maniqui. A 1.86 £ 1.51cm (Ramirez,
2017) realizado en finales de la época reproductiva abril a junio; a 2.08 £ 1.57cm
(Meza, 2011) y 2.23 cm reportados por (Naveros y Contreras, 2014) los ultimos con los
mismos machos pero hicieron el trabajo en época reproductiva, esto nos permitiria
afirmar que la variabilidad de filancia difiere entre machos, épocas del afio (Bravo et al.,
1997) pero esta filancia disminuye si se colecta repetidas veces (Bravo et al., 1997a)
como indica el presente trabajo de investigacion, y sin duda son propias de la especie
(Giuliano, 2012). (Villanueva y col., 2015) encontro valores de (5.9 + 3.4 cm) y (3.7 £
2.0 cm) evaluadas en verano e invierno de forma respectiva, la superioridad
posiblemente es debido a la edad del macho y la frecuencia de la colecta, podria
también explicarse por posibles mecanismos de proteccion del plasma seminal sobre la
calidad de los espermatozoides en cada estacion del afio (Troedsson y col. 2005).

3.4. EVALUACION DE VITALIDAD ESPERMATICA (%)

Tabla 3.4. Vitalidad espermatica en semen fresco

N° de . ) Promedio = D.E. C.V.
Minimo Maximo
muestras (%) %
31 48.40 87.70 75.56+10.43 13.80

La (tabla 3.4) demuestra la vitalidad espermatica en un promedio de 75.56+10.43% que
mantiene similitud a (Davalos y Olazabal, 2002); (Alarcon y col., 2012) y (Ramirez,
2017) quienes lograron demostrar 72.1%; 70.8% y 70.64 + 8.80% en promedios
respectivamente de vitalidad de espermatica en alpacas, el Gltimo consideré hasta 55
minutos del tiempo de copula en finales del tiempo reproductivo; de igual manera a
(Zirena, 2014) quien obtuvo 68.52 + 14.07% en condiciones similares colectado
mediante vagina artificial, considerando como tiempo de monta maximo 20 minutos.

Sin embargo hay reportes superiores al presente trabajo de investigacion como de
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(Mendoza, 2015) quien obtuvo 88.0 £+ 16.86 %, trabajados en animales menos de 6 afios
al igual a (Naveros y Contreras, 2014) quienes también demostraron 78.27+5.88% de
vitalidad, similar al presente estudio; esta caracteristica se debe a factor edad de los
machos (Mendoza, 2015) y mayor a los tres afios que posibilitan los mejores rangos de
calidad seminal, entre ellas de vitalidad (Medina y Bautista, 2012) a la vez se debe a la
influencia de efectos naturales (temperatura, rayos solares) durante la coleccion
(Ramirez A, 2017) el tiempo de copula esta relacionado directamente con los
parametros espermaticos al igual a diferencias individuales y a cada colecta del mismo

macho.
3.5. EVALUACION DE LA MOTILIDAD ESPERMATICA (%)

Tabla 3.5. Motilidad espermatica en semen fresco

N° de . ) Promedio = D.E. C.V.
Minimo Maximo
muestras (%) %
31 50 85 71.65+10.32 14.40

La (tabla 3.5) demuestra la motilidad espermatica encontrada en semen fresco en un
promedio de 71.65+10.32%, es superior al encontrado por (Ramirez, 2017) quien
encontré 52.50 + 22.67% en finales de época reproductiva con vagina artificial, a
(Zirena, 2014) quien obtuvo 43.33% de motilidad en condiciones similares colectado
mediante vagina artificial, considerando como tiempo de monta maximo 20 minutos;
esta se debe probablemente por la frecuencia de colecta 6 a 7 veces por semana a cada
animal, donde pudo haber ocurrido la sobrecarga en la produccién de espermatozoides y
la condicion ambiental, ademas se consideré mayor a 50% de motilidad en el presente
estudio. Un factor que influye en la motilidad es el porcentaje de eyaculados viscosos,
lo cual permite solamente motilidad oscilatoria (Sumar, 1983) ademéas del método de
evaluacion propia de cada investigador que resulta muy subjetiva (Coulter y Foote,
1973). También tiene influencia el tiempo de copula, ya que con tiempos mas
prolongados durante la colecta reducen significativamente la motilidad de los
espermatozoides (Bravo et al., 1997a) y se reduce la fuente energética circundante
necesaria para la actividad flagelar (Hafez, 2000). También hay trabajos que muestran
superioridad al presente estudio (Mendoza, 2015) quien obtuvo 79.6%, puede deberse a
que el autor obtuvo la muestra en menor tiempo a la vez utilizé la frazadilla eléctrica

cual mantuvo la temperatura constante, a la vez existe diferencia individual.
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3.6. EVALUACION DE CONCENTRACION ESPERMATICA (Mill/ml)

Tabla 3.6. Concentracion espermatica en semen fresco

N° de Promedio = D.E. C.V.
Minimo Méaximo )
muestras (Mill/ml) %
31 520 370 211.30+85.74 40.58

La (tabla 3.6) demuestra el promedio de concentracidn espermatica en semen fresco de
alpacas fue 211.30£85.74 mill/ml, al comparar con trabajos de investigacion previos
colectando semen mediante vagina artificial, es superior al reportes 81.13 + 74.54
mill/ml (Ramirez, 2017) en época reproductiva en alpacas mayores de 4 afios, de igual
manera; a 112.36 = 19.09 millones/ml y 134.5 = 93.55 millones/ml en promedio
obtenidos por (Naveros y Contreras, 2014) y (Mendoza, 2015) utilizando los mismos
machos trabajados en época reproductiva y finales de la época reproductiva, esta se
puede explicar por diferencia individual entre machos; los reportes de (Garnica y
col.,1993) y (Meza, 2011) demostraron 150 y 152.98 millones/ml de forma respectiva,
también a 135.9 + 88.7 y 242.4 + 140.9 logrado en verano e invierno por (Villanueva y
col., 2015) respectivamente. Esto nos demuestra que en las alpacas hay mucha
influencia la época reproductiva en la concentracion espermatica y es muy variable,
posiblemente debido a diferencias individuales y de método de colecciéon (Sumar,
1997). Sin embargo hay trabajos superiores al presente estudio de hasta 339.4
millones/ml (Céardenas et al., 1987). La alpaca macho es capaz de producir eyaculados
fértiles todo el afio, pero al igual que en otras especies domésticas, la calidad del semen,
se ve afectado por la época del afio y la reserva del alimento (Montalvo et al, 1977).

3.7. EVALUACION DE COLOR DEL EYACULADO (%)

Tabla 3.7. Porcentaje de color del eyaculado en semen fresco

Color N° de muestras %
Blanco lechoso 3 8.7
Lechoso 27 86.96
Semi lechoso 1 4.35
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La (tabla 3.7) demuestra el promedio de colores del eyaculado colectado por vagina
artificial. En el presente trabajo presenta un mayor porcentaje el color lechoso en un
86.96%, este demostraria la concentracion espermatica alcanzada en el presente trabajo
de investigacion (tabla 3.6), seguido por el color blanco lechoso en un 8.7% y por
ultimo el color semi lechoso en porcentaje menor presentandose en 4.35%. Los trabajos
anteriores demuestran superioridad para el color blanco lechoso (Alarcon et al., 2012;
Bravo et al., 1997) quienes obtuvieron en un 60 % colectado por vagina artificial,
también para color blanco lechoso que obtuvo en un 89.3% (Mendoza, 2015) obtenidos
por (Olaguivel y Naveros, 2014) los colores varian en 54.76%; 26.19% y 19.04%; para
blanco lechoso; blanco opaco y blanco translucido, respectivamente. Se afirma que los
colores son designados por cada autor de forma subjetiva y no especifico, ya que no hay
parametros o indicadores para evaluar esta caracteristica de la muestra, sin embargo los
colores de los eyaculados varian de blanco lechoso a blanco cristalino, de acuerdo a la
concentracion de células espermaticas y el estado de contaminacion con otros fluidos,
de igual forma el color puede ser modificado por la presencia de otros elementos

anormales (Sumar y Leyva, 1981).

3.8. EVALUACION MICROSCOPICA DE SEMEN (%)

Tabla 3.8. Parametros espermaticos en distintas etapas de criopreservacion

ETAPAS
Parametros Fresco Refrigerado Descongelado
Promedio + D.E. (%)
Vitalidad 74.43+£11.722 68.36+10.15° 48.30+12.07°
Motilidad 72.82+9.55¢ 54.83+£14.37¢ 23.80+16"

Etapas: Fresco (El); Refrigerado (Ell) y Descongelado (ElII).

abedefgynerindices diferentes indican que existe diferencia significativa (p<0.05).

La (tabla 3.8) demuestra el promedio de la vitalidad y motilidad espermatica pos
dilucion con dilutor comercial optixel en (El); (Ell); (EllI) presentando 74.43 + 11.72;
68.36 + 10.15; 48.30 + 12.07 y 72.82 + 9.55; 5483 + 14.37; 23.80 * 16
respectivamente, existen diferencias estadisticas (p<0.05) entre etapas en cada
parametro evaluado. EXisten reportes similares en semen fresco (EI) disuelto donde
demuestra 43.33 £24.30% (Zirena, 2014) posiblemente se deba a la frecuencia de

colecta de 6 a 7 colectas por semana, de igual manera en semen fresco promedio para el
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grupo Tris - taurina y grupo AndroMed fue 63.39 + 16.16 % y 67.86 £ 15.30 %
respectivamente (Mendoza, 2015) es inferior al presente trabajo, posiblemente debido al
tipo de dilutor utilizado. (Hurtado, 2018) demostrd una motilidad de 71,13% en alpaca
colectado a través la vagina artificial, similar al presente estudio, esto posiblemente se
debe a que se trabajo con la misma metodologia. En semen refrigerado (ElI) los trabajos
anteriores con dos tratamientos al semen, pasajes por aguja y agitacion manual, los
porcentajes de motilidad promedio fueron 46.11% y 48.83% inferior al presente
trabajo; (Mendoza, 2015) demuestra motilidad de semen con dilutor AndroMed 56.18 +
17.00 %; (Naveros y Contreras, 2014) da 57.73 + 6.84 % similar a nuestros resultados,
probablemente porque us6 la misma metodologia para congelacion, de igual modo
utilizando la misma metodologia de coleccién (Hurtado, 2018) muestra 63,67% de
motilidad. A comparacion la presente investigacion es superior a los trabajos anteriores,
debido a que el tiempo reproductivo y la lividez sexual influye sobre la motilidad
espermatica. En semen congelado (Elll) se obtuvo 22,60% (Hurtado, 2018) de
espermatozoides moviles; la motilidad espermaética promedio para muestras con dos
tratamientos fueron de 21.43% y 15.93% respectivamente (Zirena, 2014) con dilutor
AndroMed mostrd 16.96 £10.48 % de motilidad (Mendoza, 2015). La superioridad del
presente trabajo posiblemente es debido al dilutor utilizado y también la motilidad

inicial.

Los trabajos anteriores sobre la vitalidad espermética para semen fresco (EI);
refrigerado (EIl) y congelado (Elll) demuestran 68.52 + 14.07; 62.17 + 13.40 y 34.00
20.61 respectivamente (Zirena, 2014) similar al presente trabajo, posiblemente debido a
que el autor consideré mayor de 35% de motilidad para el proceso de refrigeracion y
congelacién. Con yema de huevo fresco (YHF) y en polvo (YHP) demostraron 71.6 +
22% y 583 £ 3.1%; 603 £ 3.3% para semen fresco y refrigerado
correspondientemente. A pesar de ser el protector no penetrante mas empleado por su
capacidad de estabilizar la membrana plasmatica del espermatozoide, también contiene
sustancias que pueden interferir en el metabolismo celular, disminuyendo la motilidad

espermatica (Moussa et al., 2002).
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3.9. VALORES PROMEDIO DE COMPARACION DE ESPERMATOZOIDES
VIVOS EVALUADOS A TRAVES DEL TEST DE ENDOSMOSIS Y
TINCION FLUORESCENTE HOECHST 33342/PI

Tabla 3.9. Porcentaje de espermatozoides con membrana intacta en distintas etapas de

criopreservacion y pruebas

Pruebas
Etapas HOST HOECHST
Promedio + D.E. (%)
Fresco 52.97 + 14.342 57.65 + 16.79%
Refrigerado 45.09 + 13.78° 53.26 + 12.26°
Congelado 29.71 + 11.61¢ 27.35+10.83¢

Etapas: Fresco (El); Refrigerado (Ell) y Descongelado (ElII).
2 Superindice iguales indican que no existe diferencia significativa (p>0.05).

ab.cd gynerindices diferentes indican que existe diferencia significativa (p<0.05)

La (tabla 3.9) demuestra el promedio de espermatozoides positivos a dos pruebas
evaluadas en tres etapas; donde en (El) fue 52.97 + 14.34%; 57.65 + 16.79% vy al igual
en (EII) fue 29.71 + 11.61%; 27.35 + 10.83% para Host y Hoechst respectivamente sin
haber una diferencia estadistica (p>0.05) en las dos pruebas, pero resultd altamente
significativo para grupo Hoechst de la primera etapa y grupo Host en el tercer etapa;
mientras en (EII) existe una diferencia estadistica (p<0.05) entre 45.09 = 13.78% y
53.26 + 12.26% para Host y Hoechst respectivamente. El resultado entre etapas
demostraron que existen diferencia estadistica (p<0.05) en cada prueba; pero en grupo de
Hoechst entre la (El) 57.65 + 16.79% y (EIl) 53.26 £ 12.26% no existen diferencia
estadistica (p>0.05); sin embargo es altamente significativo en (EI) frente a la (EllI)
con 52.97 £ 14.34 y 29.71 + 11.61%; respectivamente; del mismo modo en la prueba de
Host existen diferencia estadistica (p<0.05) entre las etapas de criopresrvacion (El) 52.97 +
14.34, (Ell) 45.09 + 13.78 y (EIll) 29.71 £ 11.61%; a la vez es altamente significativo
en (EIl) frente a la (Elll) con 52.97 £ 14.34 y 29.71 + 11.61%; respectivamente.

Existen trabajos similares al porcentaje con reaccion positiva al test de endosmosis
(HOST) en muestras sometidas a dos tratamientos A y B, demostrando 43.13 + 17.59%
en semen fresco; A (36.20 + 11.5%) y B (40.80 = 10.63%) en semen refrigerado; A
(20.18 + 8.48) y B (25.45 + 9.86) para semen congelado (Zirena, 2014), sin embargo es
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inferior al encontrado posiblemente se deba a la frecuencia de coleccion que fue de 6 a 7
colectas una semana, también en el presente trabajo se consideré6 mayores a 50% de

motilidad espermatica.

A través la coleccion de conductos deferentes y con 100 mOsm/I diluido en Tris-YH
46.63 %, Tris-YH + Plasma seminal 46.03 % en semen fresco; Tris-YH 33.51%, Tris-
YH + Plasma seminal 40.10 % en semen refrigerado y Tris-YH 21.54 %, Tris-YH +
Plasma seminal 27.24 % en semen descongelado (Calderdn, 2015) reportaron inferior al
presente trabajo, posiblemente se deberia principalmente al método de coleccion
utilizado y la mayor osmolaridad utilizada para la evaluacion de la prueba de HOST y
estas diferencias se deben al tiempo de refrigeracion de semen a 5°C por 4 h y al tipo de

congelacién descrito por dicho autor.

En carneros con dos diluyentes Tris y Agua de coco encontraron 67.33% y 49.93%
semen refrigerado; para semen descongelado con Tris y Agua de coco hallaron 34.47%
y 24.73% (Vargas, 2015) es superior a nuestro trabajo de investigacion, debido a la
diferencia fisioldgica del eyaculado de especies, también podria ser consecuencia de que
el Tris estaria brindando una mejor proteccion a la membrana celular, gracias a su
accion tampdn, que actla proporcionando estabilidad a la membrana espermatica en el

proceso de enfriamiento (Watson, 1995).

Existe trabajos con Tincion fluorescente HOECHST 33342/PI utilizado en alpacas, tal
caso es reportado con 61.73%, 51.60%, 26.13% evaluadas en semen Fresco,
Refrigerado, Congelado (Hurtado, 2018) correspondientemente utilizando las mismas
metodologias del caso; pero demuestra ligera superioridad al presente estudio en la
primera etapa y ligeramente inferior en las dos etapas restantes, esto llevaria a asumir al
manejo de la muestra en el laboratorio. Factores como el cambio de temperatura, el
estrés osmotico, la formacion de hielo dentro de la célula y la toxicidad ocasionan la
baja viabilidad, el descenso de la temperatura provoca un estrés a nivel de la membrana,

el cual esta correlacionada con el cambio de fase en los lipidos (Watson, 2000).

Con el colorante Hoechst 33258 en jabali, los espermatozoides congelados a -20C°,
almacenados en medio de BTS durante 72 horas resultd ser 60.1 + 1.66% de células

viables; superior a nuestro trabajo; mientras de toro reportd 44.3 + 4.57%, es inferior al
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presente estudio. La diferencia que existe es debida a la metodologia utilizada y a las

diferencias entre especies animales.

Mediante triple tincién fluorocromica en semen de porcino, el semen diluido se incubd
con Pisum Sativum-Isotiocianato de fluoresceina (0.01%), loduro de Propidio (0.05%) y
Hoeschst (0.1%). Las células con membrana plasmatica intacta fueron inferior en el
semen refrigerado (Fresco: 59,6%; Refrigerado: 49,92%), estos resultados son similares
a la presente investigacion, no obstante los procedimientos experimentales ni el factor

especie demostraron claramente un efecto en los resultados. (Suhevic y col., 2015).
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CONCLUSIONES

La integridad de membrana plasmatica fue 52.97+14.34%, 45.09+13.78%,
29.71+11.61% y 57.65+16.79%, 53.26+12.26%, 27.35+10.83% para HOST vy
HOESCHST 33342/PI en semen fresco, refrigerado y descongelado
respectivamente. Encontrandose diferencias estadistica significativa entre etapas de

criopreservacion (P>0,05).

El efecto de la refrigeracion sobre la integridad de la membrana plasmatica fue
45.09+13.78% y 53.26+£12.26% para Host y Hoechst 33342/PI respectivamente,
con una vitalidad de 68.36+10.15% y 54.83+14.37% de motilidad.

El efecto de la criopreservacion post congelacién sobre la integridad de la
membrana plasmatica fue 29.71% y 27.35% para Host y Hoechst 33342/PI
correspondientemente, presentando una vitalidad de 48.30+12.07% y 23.80+16%

de motilidad.
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RECOMENDACIONES

Los resultados del presente trabajo de investigacion permiten recomendar lo siguiente:

1.

Continuar con trabajos de investigacion similares con el objetivo de estandarizar

protocolos de criopreservacion de semen en alpacas.

Realizar evaluaciones complementarias en el procesamiento y criopreservacion de

semen de alpaca y asi poder determinar dafios a nivel de la membrana plasmatica.

Para el empleo de la inseminacion artificial en alpacas, utilizar el semen fresco y
refrigerado ya que el dafio de la membrana plasmatica es menor a diferencia que el
semen congelado donde se ve afectado la funcionalidad del espermatozoide por

dafio a nivel de la membrana plasmatica.

Realizar trabajos similares utilizando diferentes crioprotectores, ya que estos son
los que protegen a los espermatozoides durante la criopreservacion y asi evitar

dafios y disminuir la funcionalidad espermatica.
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ANEXOS



Anexo 1.
Resultados del trabajo de investigacion
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Figura 2. Volumen de espuma en semen fresco
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Figura 3. Filancia en semen fresco

MINIMO PROMEDIO MAXIMO

Figura 4. Vitalidad espermatica en semen fresco
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Figura 6. Concentracion espermatica en semen fresco
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Figura 7. Porcentaje de color del eyaculado en semen fresco
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Figura 8. Parametros espermaticos en distintas etapas de criopreservacion
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Tabla 10. ANVA para prueba de host en la integridad de membrana espermatica en las tres

etapas de evaluacion

Fuente de Gradosde  Sumade Cuadrado F or SE
variacion libertad  cuadrados medio calcular
Tratamiento 2 8673.25 4336.63 24.53 <.0001
Error 90 15908.78 176.76
Total corregido 92 24582.04

Coeficiente de variacion 31.22%

Tabla 11. ANVA para prueba de Hoechst en la integridad de membrana espermatica en las tres

etapas de evaluacién

Fuente de Gradosde  Sumade Cuadrado F

variacion libertad  cuadrados medio calcular Prer
Tratamiento 2 16613.18 8306.59 45.35 <.0001
Error 90 16486.13 183.18
Total Corregido 92 33099.31

Coeficiente de variacion 29.37%
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Anexo 2.

Evaluacion de la motilidad y vitalidad en las distintas etapas de la criopreservacion

de semen de alpaca

FRESCO REFRIGERADO DESCONGELADO

N° | VITALIDAD | MOTILIDAD | VITALIDAD | MOTILIDAD | VITALIDAD | MOTILIDAD
1 68 80 76.99 50 48 20
2 86.67 80 74 75 70 50
3 74 70 82 75 62 30
4 98 60 57 80 33 30
5 83 80 81 55 54 56
6 72 75 71 75 57 20
7 53 70 67 30 47 5
8 60 80 45 40 36 3
9 75 80 76 40 30 3
10 68.75 60 73 60 54 20
11 70 85 73 60 49 50
12 80 75 71 60 61.9 30
13 83 68 69 60 51 35
14 73 65 69 55 37 5
15 78 85 66.1 41 43.6 15
16 62 60 68 23 38 5
17 84.3 55 65.7 35 49 5
18 86 80 66.9 35 38 10
19 80.7 60 75 55 68 32
20 82 65 735 55 45 15
21 85 85 78 65 61 40
22 83.5 50 76.3 45 62 25
23 70 85 70.8 60 45.4 50
24 80.3 80 71.6 65 57 35
25 61.3 60 58 30 40 13
26 48.4 70 42 40 235 3
27 58.1 80 55.1 70 38.4 30
28 76.2 65 70 60 32.8 15
29 82.2 75 73.3 60 65.7 13
30 87.9 80 85 70 61.5 45
31 79 70 70.5 60 56 50
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Anexo 3.

Evaluacion de la integridad de membrana en las distintas etapas de la criopreservacion de semen de alpaca

HOST HOECHST
FRESCO REFRIGERADO DESCONGELADO FRESCO REFRIGERADO DESCONGELADO

N° |POSITIVO |NEGATIVO [POSITIVO [NEGATIVO ([POSITIVO [NEGATIVO |VIABLE N VIABLE VIABLE N VIABLE VIABLE N VIABLE

1 70.19 29.81 54.63 43.9 24.68 75.32 72 28 67 33 41 59
2 50 50 47.67 52.33 30.95 69.05 59 41 61 31 30 70
3 51.02 48.98 43.04 56.96 33.47 66.53 64 36 44 54 32 68
4 59.36 40.64 52.21 47.79 16.19 83.81 75 25 58 42 7 93
5 69.67 30.33 60.82 39.18 25.74 74.26 60 40 52 48 26 74
6 33.49 66.51 34.78 65.22 23.65 76.35 32 68 34 66 22 78
7 28.24 71.76 14.88 85.12 15.76 84.24 20 80 35 65 17 83
8 74.02 25.98 78.57 21.43 18.66 81.34 82 18 69 31 21 79
9 25.12 74.88 25.59 74.41 23.7 76.3 33 67 42 58 22 78
10 57.6 42.4 53.8 46.2 39.7 60.3 61 39 54 46 22 78
11 59.1 40.9 39.81 60.19 28.3 71.7 58 42 73 27 35 65
12 65.8 34.2 58.8 41.2 27.4 72.6 75 25 67 33 31 69
13 62.26 37.74 58.46 41.54 38.16 61.84 82 18 55 45 36 64
14 70.22 29.78 32.26 67.74 22.97 77.03 60 40 45 55 14 86
15 59.9 48.1 47.25 52.75 22.12 77.88 69 31 64 36 18 82
16 33.96 66.04 23.77 76.23 9.05 90.95 40 60 34 66 15 85
17 53.21 46.79 47.51 52.49 26.7 73.3 58 42 49 51 25 75
18 51.15 48.85 38.39 61.61 10.33 89.67 66 34 44 56 14 86
19 56.02 43.98 46.47 53.53 44.88 55.12 53 47 44 56 45 55
20 51.72 48.28 37.44 62.56 26.89 73.11 59 41 42 58 19 81
21 53.35 46.65 42.72 57.28 35.29 64.71 64 36 60 40 42 58
22 68.29 31.71 55.4 44.6 43.91 56.09 68 32 54 46 24 76
23 59.1 40.9 39.8 60.2 28.3 71.7 58 42 73 27 35 65
24 51.5 48.5 59.7 40.3 64.8 35.2 74 26 71 29 56 44
25 34.8 65.2 31.7 68.3 29.1 70.9 44 56 39 61 21 79
26 28.4 71.6 25 75 23 77 20 80 38 62 22 78
27 47.6 52.4 45.4 54.6 40.3 59.7 43 57 46 54 26 74
28 76.3 23.7 62.7 37.3 42 58 83 17 68 32 45 55
29 62.4 37.6 60.9 39.1 24.1 75.9 63 37 62 38 25 75
30 34.12 65.88 38.05 61.95 45.05 54.95 44 56 60 40 27 73
31 44.17 55.83 40.29 59.71 36 64 48 52 47 53 33 67
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Anexo 4.
Panel fotogréafico

APLICACTON 128 1A WO T h

DE LA INSEMINACION ARTIFICIAL LA
SEMENFRESCO Y CONGELADG
ALEPACAN

PNIA

Foto 1. Armado de la vagina artificial

Foto 2. Acoplado de la vagina artificial en el maniqui
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Foto 3. Colecta de muestras de semen de machos entrenados

Foto 4. Materiales para la evaluacion de la integridad de membrana plasmatica
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Foto 6. Criopreservacion de semen en tanque criogénico
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Foto 7. Evaluacion de la integridad de membrana con la técnica del test de Host

Foto 8. Evaluacion de la integridad de membrana con la técnica de tincion Hoechst 33342/P1
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