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RESUMEN

El trabajo de investigacion se realizo en el laboratorio del proyecto
“Uso de biotecnologia para el mejoramiento genético y desarrollo de
capacidades en el manejo de alpacas en la zona alto andina de Tacna”. El
objetivo fue evaluar el efecto de la osmolaridad del dilutor y temperatura de
preservacion sobre parametros espermaticos de viabilidad en alpaca. Se
colectaron muestras seminales a 4 alpacas macho de los cuales se
obtuvieron 20 eyaculados, de las muestras en fresco se evalué motilidad
total, motilidad progresiva, integridad funcional de la membrana, integridad
de acrosoma y viabilidad espermatica. Posteriormente las muestras fueron
divididas en 3 fracciones (300, 600 y 1 000 mOsm), luego éstas a su vez
fueron distribuidas en 2 diferentes temperaturas (25 y 5°C) y por ultimo
después de 6 horas de preservacion se evalué nuevamente los parametros
espermaticos. Los resultados obtenidos de parametros esperméticos en
fresco fueron estadisticamente diferentes (p<0,05) en las 3 osmolaridades,
la integridad de acrosoma y viabilidad de membrana mostraron diferencias
estadisticas a temperatura de 5°C (p<0,05), a diferencia de los parametros
espermaticos a 25°C con las diferentes osmolaridades no mostraron
diferencias estadisticas (p>0,05). En conclusién, se encontré6 que las

caracteristicas espermaticas evaluadas con diferentes osmolaridades y



temperatura de preservacion fueron afectadas después de la dilucion y sélo
la integridad de acrosoma y viabilidad de membrana mostraron diferencias

a temperatura de 5°C.

Palabras Clave: alpaca, osmolaridad, parametros espermaticos,

temperatura
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ABSTRACT

The research work was carried out in the Animal Reproduction
laboratory of the school of Veterinary Medicine and Zootechnics of the Jorge
Basadre Grohmann National University of Tacna. The objective was to
evaluate the effect of the osmolarity of the extender and the due
temperature on viability sperm parameters in alpaca. Seminal samples were
collected from 4 male alpacas, of which 20 ejaculates were obtained. Total
motility, progressive motility, functional integrity membrane sperm,
acrosome integrity, and sperm viability were evaluated from the fresh
samples. Subsequently, the samples were divided into 3 fractions (300, 600
and 1 000 mOsm), then these in turn were distributed at 2 different
temperatures (25 and 5°C) and finally, after 6 hours, the sperm parameters
were evaluated again. The results obtained from fresh sperm parameters
were statistically different (p<0,05) in the 3 osmolarities, acrosome integrity
and membrane viability showed statistical differences at a temperature of
5°C (p<0,05), unlike the parameters sperm at 25°C with the different
osmolarities did not show statistical differences (p>0,05). In conclusion, it
was found that the sperm characteristics evaluated with different osmolarity

and temperature were affected after dilution and only the acrosome



structure and membrane viability showed differences at a temperature of

5°C.

Keywords: alpaca, osmolarity, sperm parameters, temperature
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INTRODUCCION

El semen de camélidos sudamericanos (CSA) presenta diversos
inconvenientes en el proceso y aplicacién de técnicas de reproduccion
asistida (TRA), para mejorar los indices de supervivencia espermatica
durante el desarrollo de los ensayos experimentales, se busca un ambiente

propicio para su preservacion (Cooper & Yeung, 2006).

Conocer las condiciones adecuadas para preservar la homeostasis
espermatica durante su manejo en laboratorio, evita un estrés osmotico y
térmico en los espermatozoides; lo que influye en parametros espermaticos
de viabilidad. Teniendo en cuenta estos factores que intervienen en la
calidad espermética, el presente estudio evalu6 el efecto que ejerce la
osmolaridad del dilutor y temperatura de preservacion sobre los pardmetros
espermaticos; se trabajé con osmolaridades de 300, 600 y 1 000 mOsm en
20 eyaculados de alpaca obtenidos por vagina artificial y se preservaron a
temperatura de 25°C y 5°C durante 6 horas. Trascurrido este tiempo los
valores de parametros espermaticos de viabilidad no presentaron
diferencias entre las osmolaridades, en cuanto a la temperatura de
preservacion se observo diferencias en algunos parametros como motilidad

total, integridad de acrosomay viabilidad de membrana. El efecto de la



osmolaridad y temperatura de preservacion sobre la homeostasis celular
va en concordancia con la actividad metabdlica de la célula (Petrunkina et
al., 2001); durante el periodo de preservaron a 25°C, existe un desgaste
metabdlico que influye en la calidad de los parametros espermaticos a

diferencia de preservar a 5°C.

El resultado de esta investigacion aporta datos para futuras
investigaciones sobre el comportamiento fisiolégico del espermatozoide
frente a un medio hiposmatico e hiperosmdético. Evaluando estos factores
se quiere reducir el estrés osmatico y térmico de la célula espermética, para

favorecer el desarrollo de TRA en esta especie.



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion del Problema

La aplicacibon de TRA como la inseminacion artificial (1A),
transferencia de embriones (TE) y fecundacion in vitro (FIV); se presentan
como importantes alternativas para contribuir en la mejora de la calidad
genética en camélidos sudamericanos; donde un 60% de la poblacién de
animales presentan problemas reproductivos (Huanca & Cordero, 2007).
Sin embargo, se observa una eficiencia relativamente baja con respecto a
la aplicacion de estas TRA (Morrell & Abraham, 2020), debido a un limitado
conocimiento sobre fisiologia reproductiva en esta especie, siendo base

para el desarrollo adecuado de las tecnologias reproductivas.

El espermatozoide experimenta cambios morfolégicos y funcionales
desde la espermatogénesis hasta la fertilizacién del ovocito; una de ellas
es la adaptacion osmoética que experimenta el espermatozoide en las
diferentes etapas de desarrollo como en la maduracién, almacenamiento
en el epididimo, en la eyaculacion y por ultimo en el tracto genital femenino

(Petrunkina et al., 2007; Cooper & Yeung, 2006).



La capacidad del espermatozoide para afrontar diversos medios en
los que se encuentra y mantener parametros espermaticos viables ha sido
uno de los grandes inconvenientes para la aplicacion de TRA, debido al
estrés osmoético que presenta la célula espermatica durante el desarrollo
de las técnicas de conservacion como la congelacion, vitrificacion vy
liofilizacion; ademas, las desventajas que presentan estas técnicas son la
necesidad de equipo especializado, lo que resulta en mayores costos para
la viabilidad de estas técnicas (Carretero et al., 2021). Controlando los
factores osmoéticos y térmicos durante el manejo de muestras seminales se
emplearia de una forma propicia técnicas alternativas de conservacion y

almacenamiento de semen.

Guthrie et al. (2002) reporta que la motilidad del espermatozoide
bovino disminuye abruptamente cuando las células son incubadas en
soluciones hiposmaticas (< a 350 mOsm) o hiperosmoéticas (> a 350
mOsm). Asimismo, Rosato et al. (2002) en humanos y Van Thuan et al.
(2005) en ratones determinaron que los espermatozoides suspendidos en
soluciones con osmolaridades entre 300 y 600 mOsmol mostraron una
disminucién en los parametros de motilidad y caracteristicas cinéticas, y a
800 mOsmo toda motilidad cesa, pero mantiene una viabilidad debido a la

integridad de cromatina.



La adaptabilidad osmoética del espermatozoide a condiciones
anisosmoticas es un factor importante a tomar en cuenta durante los
procedimientos de preservacion espermatica, con el objetivo de investigar
la asimilacién de solutos por parte de la célula espermatica mediante el
manejo de solutos y temperatura; el presente trabajo propone evaluar el
efecto de la osmolaridad del dilutor y la temperatura de preservacion sobre

pardmetros espermaticos en alpaca macho.

1.2  Justificacion

La crianza de alpacas es una actividad econdémica de gran
importancia para las poblaciones alto andinas del Peru debido a que
producen fibra de gran finura y carne de alto valor nutricional; esto se refleja
en la gran demanda mundial de productos provenientes de esta especie
(MINAGRI, 2019). Ademas, la producciéon de alpacas representa casi la
Unica fuente de proteinas de elevado valor biologico para las comunidades

andinas (Gastelu & Zufiga, 2019).

La aplicacion de TRA como la inseminacién artificial, transferencia
de embriones y la fecundacioén in vitro, permiten incrementar el nimero de
animales de alto valor genético, facilitando asi el cruzamiento dirigido de
hembras y machos de gran élite con caracteristicas genéticas deseables

(Vallecillo, 2011). En este sentido el aporte metodolégico del proyecto de



investigacion es fomentar el estudio de las caracteristicas reproductivas del
semen de alpaca e identificar factores que intervienen en el manejo de las
muestras seminales como la osmolaridad del dilutor y temperatura de
preservacion, para lograr una eficiente aplicacion de tecnologias

reproductivas en esta especie.

El aporte cientifico del estudio brinda conocimiento de los cambios
osmoticos que atraviesa el espermatozoide es similar a lo que sucede en
el proceso de congelacibn en condiciones hipertonicas atraviesa
condiciones hiposméticas durante el enfriamiento, debido al proceso de
descongelaciéon (Mazur, 2004; Morris et al., 2007); es asi que nos hace
inferir que existen factores manejables para la supervivencia espermatica
durante estos cambios. Con el desarrollo del estudio se brindara un aporte
cientifico al conocimiento de la respuesta de adaptacion del
espermatozoide a condiciones hiposmdéticas e hipertonicas en diferentes
temperaturas de preservacion y como los parametros espermaticos

responden a estos cambios osmoticos y térmicos.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la osmolaridad del dilutor y temperatura de

preservacion sobre parametros espermaticos en alpacas (Vicugna pacos).



1.3.2 Objetivos Especificos

Comparar diferentes osmolaridades del dilutor (300, 600 y 1 000
mOsm) sobre parametros espermaticos a temperatura de 5°C en alpacas

(Vicugna pacos).

Comparar diferentes osmolaridades del dilutor (300, 600 y 1 000
mOsm) sobre parametros espermaticos a temperatura de 25°C en alpacas

(Vicugna pacos).

1.4 Hipbtesis

Hipotesis nula: Ho

Las diferentes osmolaridades del dilutor y temperaturas de
preservacion muestran efectos similares sobre los parametros

espermaticos en alpacas (Vicugna pacos).

Hipotesis alternativa: Ha

Las diferentes osmolaridades del dilutor y temperaturas de
preservacion muestran efectos diferentes sobre los parametros

espermaticos en alpacas (Vicugna pacos).



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

Internacional:

Carretero et al. (2021) realizaron un estudio con el objetivo de
evaluar los efectos de la deshidratacion sobre la integridad del ADN
espermatico usando este método para preservar los espermatozoides de
llama. Se realizaron dos experimentos: 1) conservacion de semen a 5 °-C
durante 60 dias en diferentes soluciones hiperosmoticas (500, 800, 1 000
y 1200 mOsmol/l) (n = 6, repeticiones = 2) y 2) conservacion de semen a
5°Cy -20 °C por 60 dias en las mismas soluciones hiperosmaéticas (n = 6,
repeticiones=2). La motilidad, integridad funcional de la membrana y
viabilidad fueron menores cuando los espermatozoides estaban
deshidratados, mientras que la morfologia de las células espermaticas no
se vio afectada. En conclusion, hubo una marcada disminucién (P < 0,05)
del porcentaje de espermatozoides con ADN intacto en todas las soluciones
cuando la duracion de la conservacion aumentd, en cuanto a valores de
ADN intacto con respecto a la temperatura se presenté mayores valores a

-20°C que los espermatozoides conservados a 5°C.



Gloria et al. (2021) evaluaron el efecto de la composicién del medio
y temperatura (25 y 5°C) en la adaptabilidad del semen de conejo a
condiciones anisosmaticas. Los espermatozoides de conejo, por lo tanto,
se diluyeron en ambas temperaturas (25 y 5°C) en medios a base de
electrolitos o azucares en condiciones osmaticas crecientes (100 a 1 000
mOsm/kg) y las variables espermaticas que se evaluaron fueron cinética
espermatica, integridad de la membrana y potencial de membrana
mitocondrial. Los resultados de este estudio indicaron que los
espermatozoides de conejo tienen diferente adaptabilidad a condiciones
anisosmoéticas inducidas por medios a base de azlcar y electrolitos y que
la temperatura en el que se inicia el estrés osmotico afecta la respuesta

celular.

Van Thuan et al. (2005) realizaron un estudio para investigar la
conservacion de espermatozoides en medio simple sin congelar y para
examinar los efectos de los espermatozoides preservados en la fertilizacion
y desarrollo después de la inyeccién en ovocitos de raton maduros. Los
espermatozoides se recolectaron del epididimo y almacenados en diversas
condiciones: 1) Medio KSOMaa complementado con 0,1 0 4 mg/ml de BSA
y mantenido a temperatura ambiente (RT, 278C); 2) Medio KSOMaa que
contiene 4 mg/ml de BSA (KSOM-BSA) y mantenido a 4°C, temperatura

ambiente o 37°C; 3) Medio KSOM-BSA con osmolaridad que oscila entre



271 a 2 000 mOsmol, ajustado por adicion de NaCl y mantenido en 4°C y
4) un sistema de conservacion de dos pasos que consta de
almacenamiento en 800 mOsm KSOM-BSA durante 1 semana a
temperatura ambiente seguido de almacenamiento a -20°C. Los resultados
de conservacion 6ptimos para espermatozoides de raton eran 800 mOsmol
KSOM que contiene 4 mg/ml de BSA y una temperatura de mantenimiento
de 4°C. Concluyendo que los espermatozoides de raton se pueden
almacenar en medio KSOM-BSA de 800 mOsm a temperatura ambiente
durante 1 semanay luego a -20°C durante un maximo de 3 meses y retener

su competencia para ICSI.

2.2 Bases Teodricas

2.2.1 Camélidos Sudamericanos

Los camélidos derivan de especies prehistdricas originadas en
Norteamérica que desaparecieron hace mas de 11 millones de afios. Antes
de su desapariciéon algunos camélidos ancestrales migraron hacia el sur del
continente para evolucionar en dos especies domésticas (llama: Lama
glama y alpaca: Vicugna pacos) y dos especies silvestres (guanaco: Lama
guanicoe y vicuia: Vicugna vicugna). Estudios de ADN mitocondrial

sugieren que la vicuiia y el guanaco fueron los antecesores de las alpacas

10



y las llamas respectivamente, en un proceso de domesticacion que se inicié

en los Andes centrales de Sudamérica hace 6 000 afios (Marin et al., 2007).

La crianza de camélidos domésticos constituye el principal medio de
sustento para muchos productores de escasos recursos en los paises
andinos centrales de Sudamérica que incluyen a Ecuador, Peru, Bolivia,
Argentina y Chile. Estos animales convierten con eficiencia la vegetacion
nativa de los altos Andes en varios productos, principalmente en carne y

fibras de alta calidad (Quispe et al., 2009).

La alpaca es uno de los camélidos sudamericanos importantes en la
produccion de fibra, estos tienen un peso ligero y buena fortaleza; en esta
especie, hay dos variedades que tienen distintas caracteristicas
fenotipicas. La alpaca Huacaya se caracteriza por tener un vellon compacto
y esponjoso; mientras que la alpaca Suri por presentar fibras de gran
longitud organizadas en rizos colgantes. Ambas variedades tienen similar
comportamiento reproductivo tales como la ovulacion inducida, viscosidad
de semen, bajas tasas de fertilidad y la produccion de una cria por afio

(Antonini et al., 2004).

2.2.2 Fisiologiay anatomia del aparato reproductivo del macho

Los testiculos de una alpaca adulta se mantienen en un escroto no

pendular situado de 5 a 9 cm debajo del ano. Los testiculos son pequenios,

11



elipticos y posicionados en orientacion vertical u orientacion dorso-caudal
oblicuo. Normalmente ambos testiculos son del mismo tamafio y de
consistencia firme, con movimiento libre en el escroto. La cabeza, cuerpo y
cola del epididimo son pequefios y conectados a los testiculos (Morrell &

Abraham, 2020).

El escroto mantiene los testiculos a una temperatura ligeramente
mas baja que la temperatura del cuerpo. El peso promedio de los testiculos
completamente desarrollados es de aproximadamente 15 g, los testiculos
son relativamente pequefos, en animales adultos miden entre 3,5y 4 cm
de largo y de 2,5 y 3 cm de ancho, méviles dentro de la bolsa escrotal. El
conducto deferente es muy delgado (2mm) en su inicio y engrosa (3mm)
cuando ingresa a la cavidad abdominal y termina cerca de la vejiga (Morrell

& Abraham, 2020).

La prostata estd constituida por un cuerpo claramente definido a
nivel del cuello de la vejiga y una parte diseminada a lo largo de la uretra
pélvica. El cuerpo de la préstata mide aproximadamente 3x2 cm. La
glandula bulbouretral es ovalada y localizada en ambos lados de la uretra

a la salida de la pelvis; y no presentan glandula vesicular (Sumar, 1991).

El pene es de consistencia fibroelastica, con un pequefio proceso

cartilaginoso conocido como proceso uretral. La longitud del pene sin
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ereccion de alpaca es de 26 cm, y la flexura sigmoidal es preescrotal. El
prepucio es pequeiio, localizado a 15 cm caudal al ombligo, con una
apertura triangular en orientacion hacia caudalmente. Durante la miccion,
los camélidos dirigen el chorro de orina hacia atras entre las patas traseras.
El masculo protector del prepucio tira el prepucio hacia adelante antes de
aparearse, cambiando la direccién de la apertura del prepucio y permitiendo

gue el pene se dirija hacia adelante (Bravo, 2014).

Espermatogénesis

La espermatogénesis es la suma de transformaciones que resultan
en la formacién de espermatozoide a partir de espermatogonia, mientras
gue se mantiene el nimero de espermatogonias (Amann & Schanbacher,

1983).

La espermatogénesis comprende fases secuenciales de mitosis,
meiosis y postmeiosis de células espermaticas precursoras. Este proceso
se lleva a cabo en los compartimientos basal y adluminal del tubulo
seminifero, separados funcionalmente entre si por las células de Sertoli,
gue garantizan el ambiente propicio para que se lleve a cabo la
espermatogénesis y resultan en la formacién de los espermatozoides

(Galina, 2008).
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Estudios histolégicos testiculares han mostrado que los tubulos
seminiferos en las alpacas tienen un didmetro de 174 — 237um y que el
lumen aparece alos 12 meses de edad y que los primeros espermatozoides
y células de Leydig observables se producen poco después, a los 15 a 18
meses de edad (Bravo et al., 2000). Sin embargo, alin no se conoce en

detalle el proceso de espermatogénesis.

La espermatogénesis incluye dos fases: a) la espermatocitogénesis,
en la cual las espermatogonias sufren una division celular hasta
transformarse en espermatides y b) la espermiogénesis, en la que las
espermatides sufren cambios morfolégicos progresivos y se transforman en

espermatozoides completamente formados (Hafez & Hafez, 2002).

A. Espermatocitogénesis: Después de la pubertad y durante la vida
reproductiva del macho, las espermatogonias se dividen de una
manera rapida y sucesiva por mitosis. Donde las espermatogonias
AO (células tronco) son la fuente para la continua produccion de
gametos, a partir de los cuales se originan las espermatogonias tipo
Al y otras células germinales. Las espermatogonias tipo Al se
dividen progresivamente para formar los tipos A2, A3 y A4. El tipo
A4 se divide una vez mas para formar espermatogonias intermedias,

que a su vez forma la espermatogonia tipo B. Todas ellas
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representan estadios sucesivos del desarrollo de la espermatogonia,
conocida también como fase proliferativa (Hafez & Hafez, 2002;

Galina, 2008).

Las espermatogonias tipo B se dividen por lo menos una vez, y
probablemente dos veces, para formar los espermatocitos primarios.
El espermatocito primario realiza su primera division meiotica o
reduccional para dar origen a los espermatocitos secundarios. Esta
es una fase prolongada donde ocurren los cambios de material
genético entre los pares de cromosomas. Durante este periodo no
solo se realiza la reduccion en el nimero de cromosomas somaticas,
sino que también los cromosomas sexuales se separan de manera
gue un espermatocito secundario recibe el cromosoma X y el otro el
cromosoma Y. En la segunda divisibn meib6tica de cada
espermatocito secundario se produce dos espermatides (Hafez &

Hafez, 2002; Galina, 2008).

Espermiogénesis: Consiste en la transformacion de las
espermatides, redondas, en espermatozoides estructuralmente
equipados para fertilizar al évulo. Estos son cambios que ocurren
cuando las espermatides estan en contacto con el citoplasma de las

células de Sertoli. Durante este proceso comienzan a diferenciarse
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2.2.3

las partes que constituyen el espermatozoide, primero la cabeza, el
acrosoma, el cuello y la cola. Las diversas etapas de transformacion
de las espermatides se dividen en cuatro fases: de Golgi, de
encasquetamiento, acrosomica y de maduracion (Hafez & Hafez,
2002; Galina, 2008). La liberacion de las células germinales
formadas al interior de los tubulos seminiferos se denomina
espermiacion. Los espermatozoides son liberados con una gota

citoplasmatica en el cuello (gota proximal) (Hafez & Hafez, 2002).

Técnicas de coleccion de semen

El comportamiento sexual de los camélidos sudamericanos presenta

caracteristicas muy peculiares. Las circunstancias de la posicion coital y su

temperamento nervioso hacen que la obtencién de semen presente serias

dificultades (Bustinza, 2001).

Se vienen practicando diferentes métodos de recoleccién de semen

en camélidos sudamericanos hasta el momento. Los cuales son: (i)

Coleccion de semen por vagina artificial (Bravo et al., 2000); (ii) coleccion

por electro-eyaculacion (Director et al., 2007); (iii) de epididimo (Morton et

al., 2007).

A.

Electroeyaculacion: Se lleva a cabo utilizando un equipo de

fabricacién nacional, con una intensidad méaxima de 40 voltios, se
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obtienen muestras de semen con la ventaja de realizar la coleccion
sin la necesidad de tener hembras en celo, acortar el tiempo de
coleccion y realizarla a lo largo de todo el afio; también se utiliza
esta técnica para obtener semen de vicufias y pacovicufas. Los
resultados de electroeyaculacién muestran gran variabilidad entre
animales y aun entre el mismo animal, ademas de obtenerse
semen muy diluido con las secreciones de las glandulas anexas,
contaminado con orina y baja concentracion espermatica.

Vagina artificial: Una de las técnicas de coleccion mas utilizada,
esta técnica fue desarrollada con la ayuda de un maniqui en forma
de una hembra sentada en posicion de cépula; la cual consiste en
un tubo rigido de 7 cm de diametro por 25 de largo con una funda
interna de latex, un cono de latex al que envolvia un alambre en
espiral simulando la cérvix de la alpaca y al final un frasco de
coleccién de semen de ovino o un tubo de centrifuga, el agua a 45°
se coloca por una valvula-espita; los machos aceptan el maniqui
después de un periodo de entrenamiento (Bravo et al., 2000).

De epididimo: Los espermatozoides epididimales pueden ser
recuperados de animales (recuperacion post-mortem) muchas
horas o dias después de muertos (Kaabi et al., 2003), ello provee

una oportunidad para usar valioso material genético, a través de
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tecnologias de reproduccion asistida o su preservacion. El
epididimo tiene fundamentalmente dos funciones, la maduracion y
el almacenamiento espermatico (Chenoweth, 1997). Los
espermatozoides maduran y adquieren su capacidad fecundante
en la cabeza y el cuerpo del epididimo y se almacenan en la cola
del epididimo (Amann & Schanbacher, 1983). Con esta
consideracion, es importante sefalar que se podrian obtener
espermatozoides viables provenientes de la cola del epididimo con
movilidad y capacidad fecundante, poco tiempo después de la
muerte del animal, pudiéndose ser procesados y congelados para

su posterior uso en inseminacion artificial (Albers & Barrios, 2006).

2.2.4 Caracteristicas del semen de alpacas.

El semen de camélidos sudamericanos tiene una naturaleza viscosa
y bajo volumen de colecta (Kershaw-Young & Maxwell, 2012); cuando se
utiliza el método de vagina artificial con maniqui el volumen varia entre 1,03
a 3,4 ml, donde el 88,5% del volumen es plasma seminal, el pH varia entre
6,8 a 7,83, el color es blanco lechoso, tiene una baja concentracion
espermatica que oscila entre 21,8 a 105,8 x 106 espermatozoides / ml,

motilidad entre 46 a 87,6%, vitalidad entre 40,7 a 82,5% e integridad
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funcional de membrana entre 30,7 a 67,5% (Garcia et al., 2017; Bravo et

al., 2000; Santiani et al., 2005).

2.2.5 Osmolaridad de la célula

La osmolaridad se define como la concentracion de solutos totales
en una solucién, con la propiedad de ejercer presion dentro de dicha
disolucidén. Esta propiedad de los solutos esta estrechamente relacionada
con lo que se denomina presion osmdtica, la cual esta involucrada en la
regulacion del flujo de agua a través de una membrana, fenémeno llamado
o0smosis. De este modo, cuando la concentracion de solutos (mOsm/kg de
agua) es menor en el medio donde se encuentra inmersa una célula que
en su propio citosol (hiposmatica), esta tiende a aumentar su volumen,
introduciendo agua del medio; mas cuando la célula se encuentra inmersa
en una solucién concentrada (hiperosmética), sufre reduccion del tamafio y

arrugamiento de la membrana por la salida de agua (Bolsover et al., 2004).

2.2.6 Estrés osmotico en la dilucién y temperatura de preservacion

espermatica

Cada tipo de células posee una velocidad 6ptima de regulacién del
estrés osmoética durante la congelacion, que garantiza la supervivencia
luego de la criopreservacion. Si la velocidad de congelacion es demasiado

rapida o demasiado lenta el estrés producido por el proceso de
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criopreservacion aumenta. El estrés inducido por la formacion de cristales
de hielo esta asociado a los cambios en la presion osmotica de la fraccion
no congelada. Cuando una solucion es enfriada por debajo del punto de
congelacion los cristales de hielo se nuclean y el agua pura cristaliza
formando hielo. Los solutos permanecen disueltos en la fraccion de agua
liquida y por lo tanto la presion osmoética de la solucién aumenta. La
proporcion de agua cristalizada como hielo y por lo tanto la presion
osmotica de la solucién restante depende de: la temperatura, la velocidad
de descenso de la misma y el volumen de la fraccion no congelada

(Watson, 2000).

En general se reconoce que la duracion de la exposicion a estos
eventos deberia minimizarse para lograr una éptima sobrevida, implicando
entonces que el enfriamiento celular deberia ser rapido. Sin embargo, la
tasa de enfriamiento debe ser suficientemente lenta como para permitir la
salida de agua intracelular gracias a la presion osmética extracelular, y
prevenir la formacion de cristales de hielo intracelular, lo cual es letal para
la célula. Las células espermaticas son congeladas a tasas bastante
rapidas, en el rango de 15-60 °C/ min, lo cual ha sido empiricamente
calculado como la velocidad de congelacion con mejor tasa de sobrevida

celular (Mazur, 1984).
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2.2.7 Métodos de preservacion del semen de alpaca

Refrigeracién de semen

Las muestras de semen también han sido exitosamente
conservadas por refrigeracion, asi como lo reporta Garcia et al. (2017), las
muestras colectadas fueron diluidas con una solucién compuesta por 0,3 M
Tris, 27,75 mM glucosa, 94,7 mM &cido citrico, ajustada a un pH 7,25 £ 0,05
y una osmolaridad de 333,0 £ 2,80 mOsm. A esta solucion se le afiadié
tilosina 0,1 mg/ml, gentamicina 0,5 mg/ml y lincomicina 1,8 mg mg/ml y de
yema de huevo a una concentracién final de 20% (v/v). Las muestras de
esta forma fueron mantenidas a 35 °C, y luego a 15 °C por 8 h y refrigeradas

a 5°C por 24 h.

Congelacion de semen

La congelacion de los espermatozoides viene a ser una detencién
del proceso de la actividad del espermatozoide. El concepto es que el
espermatozoide almacenado en nitrégeno liquido (NL) a —196°C, retiene su
potencial de fertilizacién indefinidamente. La congelacién es un proceso de
estrés para los espermatozoides, debido a los cambios de temperatura que
sufre el espermatozoide durante el proceso de enfriamiento, asimismo, se

tiene como factor de estrés también a la descongelacion (Watson, 2000).
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El éxito de esta tecnologia depende de que el semen utilizado
mantenga su poder fecundante tras su descongelacion. Para conseguir
dicho objetivo, en todo protocolo de congelacion seminal han de controlarse
rigurosamente los sucesivos pasos que constituyen el proceso de la
congelacion, y de forma especial aquellos que influyen mas directamente
sobre la estructura y funcién de las membranas espermaticas; y sobre el

metabolismo celular (Hafez & Hafez, 2002; Muifio, 2008).

Cuando el semen se congela y se conserva a muy bajas
temperaturas, esto en NL (-196° C), las reacciones metabdlicas de los
espermatozoides quedan detenidas. Esto hace que el semen se pueda
conservar durante mucho tiempo con lo que se pueden conservar genes
para futuro uso y se asegure la disponibilidad de un semental en particular.
También de esta forma se facilita el transporte de semen, y el semen se
puede recoger y conservar en épocas distintas a la estacioén reproductiva.
En consecuencia, la utilizacibn de los sementales se amplia
considerablemente al congelar y conservar el semen (Evans & Maxwell,

1990).

El proceso de criopreservacion de semen involucra 3 fases: a) Fase
de enfriamiento, b) Fase de congelamiento, y c) Fase de descongelamiento

(Santiani, 2005).
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Fase de enfriamiento

Durante la fase de enfriamiento la temperatura del semen diluido es
disminuida gradualmente desde la temperatura de 30°C hasta 5° C. Esta
fase tiene una duracion por lo menos 1 a 3 horas (Hafez & Hafez, 2002).
En esta fase se produce una disminucion de la motilidad espermatica a
causa de un aumento de la produccion de especies reactivas de oxigeno
(Wang et al., 1997). Las membranas celulares son las estructuras que
sufren mayor dafio en los procesos de criopreservacion, debido a la pérdida
de fluidez de sus componentes lipidicos. La transicion de lipidos fluidos a
sélidos se presenta a temperaturas entre 10 y 16° C, alterando todas las
funciones de la membrana y confiriéndole un alto grado de fragilidad (Ruiz,

2005).

Terminada la fase de enfriamiento debe haber un periodo de
transicion. En este periodo se adicionan sustancias crioprotectores al
semen diluido, como el glicerol. El glicerol se usa casi universalmente como
agente crioprotector. Por lo general, se afiade glicerol al semen después
de enfriarlo a 5°C; sin embargo, proporciona mayor proteccion cuando se
le agrega inmediatamente antes de congelar. La cantidad final varia de
menos 5% a 10% (Hafez & Hafez, 2002). La mezcla de semen y diluyente

se deja reposar durante varias horas antes de congelarla, para permitir que
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las células espermaticas se equilibren con el diluyente y para que las
membranas espermaticas se adapten a las bajas temperaturas
(normalmente a 5°C) un tiempo de aproximadamente de 4 a 6 horas es
optimo, dependiendo del medio utilizado (Hafez & Hafez, 2002; Muifio,

2008).

Fase de congelacién

La fase de congelamiento es un periodo critico del proceso de
criopreservacion. Durante esta fase los espermatozoides son expuestos a
un estrés de tipo osmoético y térmico (Watson, 2000). Cuando la
temperatura alcanza los -10° C se forma nudcleos de hielo de agua pura en
el medio extracelular, lo que provoca un incremento progresivo en la
concentracion de solutos. La fraccidn liquida se vuelve hiperténica y en
respuesta a la diferencia de gradientes de concentracion, el agua contenida
intracelularmente sale de la célula, lo que permite mantener el equilibrio

osmoético dentro de la suspension (Watson et al., 1988).

La formacion del hielo intracelular y el consecuente dafio celular se
puede evitar usando una velocidad de congelamiento adecuada, la que
debe ser lo suficientemente lenta para permitir que ocurra la deshidratacion

celular y evitar la formacion de cristales de hielo intracelular, y al mismo
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tiempo, debe ser lo suficientemente rapida para prevenir la deshidratacion

excesiva (Muifio, 2008).

La congelacion de semen epididimario bovino se realiza en vapores
de nitrogeno aproximadamente entre -110 a -114°C por un periodo de 10
minutos o enfriando entre -80 y -120°C por un periodo de 20 minutos, para
finalmente ser sumergidas en nitrégeno liquido (-196°C) y almacenarlas

hasta su uso (Martins et al., 2009).

Fase de descongelacién

Finalmente, la fase de descongelamiento es tan importante como la
fase de congelamiento, debido a que los espermatozoides tienen que
atravesar nuevamente el rango critico de temperatura, la descongelacion
puede realizarse a 34°C por 40 s, 37°C por min 0 65°C por 6 s (Kaabi et al.,

2003).

Conservaciéon de semen por vitrificacion

La vitrificacibn de esperma es un método reciente de
criopreservacion, basado en la bajada de temperatura a alta velocidad
introduciendo el esperma directamente en nitrégeno liquido, reduciendo la
formacion de grandes cristales de hielo, como ocurre en la congelacion

lenta tradicional (Consuegra, 2017).
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La vitrificacion supone un método alternativo a la criopreservacion
convencional que permite que la solucién pase a un estado vitreo, evitando
el dafio de la congelacion tradicional (Fahy et al., 1984). Este procedimiento
se basa en la congelacién a alta velocidad: 106 —107 °C/min (Fahy & Wowk,
2015), donde los procesos de solidificacién ocurren sin formacion de
cristales de hielo. Para ello, se emplean altas concentraciones de
crioprotectores que ayudan a aumentar la viscosidad del medio (Morris et
al., 2006), obteniendo buenos resultados en la vitrificacion de embriones y
ovocitos. Sin embargo, al emplear esta tecnologia para la criopreservacion
de esperma no se obtienen buenos resultados debido a la baja tolerancia
de estas células a la alta concentracion de crioprotectores (Isachenko et al.,

2003).

Conservaciéon de semen por deshidratacion

La deshidratacion como medio de preservacion para
espermatozoides consiste en someter al espermatozoide a un medio
hiperosmoético y a bajas temperaturas de conservacion (Van Thuan et al.,
2005); esto debido a que en condiciones fisiolégicas el espermatozoide
presenta un aumento en su desplazamiento inmediatamente después de la
recoleccion, estas condiciones conducen a una rapida disminucion de la

motilidad después de 1 dia en comparacion con esperma mantenido a
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temperaturas mas bajas (-20°C). Eso posible que la alta motilidad de los
espermatozoides a mayor temperatura aumenta el metabolismo de los
espermatozoides, lo que lleva un consumo rapido de las reservas de
energia almacenadas y consiguiente disminucion de la viabilidad de los
espermatozoides en comparacion con espermatozoides mantenidos a
bajas temperaturas. (Guthrie et al., 2002). La osmolaridad del medio de
conservacion del esperma resulta en una disminucién de la motilidad del
espermatozoide, asimismo retienen mayor capacidad para activar los
ovocitos y niveles mas altos competencia de desarrollo. La motilidad y las
caracteristicas cinéticas progresivamente se reducen con el aumento de la
osmolaridad y la motilidad de los espermatozoides casi desaparece en un

medio de 600 mOsmol (Rossato et al., 2002).

Por lo tanto, espermatozoides inméviles no son sinénimos de
esperma muerto; el esperma almacenado en un medio de alta osmolaridad
y desarrollo a término completo es respaldado por la inyeccion en ovocitos
maduros. Esto sugiere que el cese inmediato del movimiento de los
espermatozoides antes del almacenamiento puede ayudar a conservar
energia y disminuir el proceso catabolismo y podria aumentar la viabilidad
de los espermatozoides después de la conservacion a largo plazo.
Asimismo, la mayoria de los medios utilizados criopreservacion de esperma

se complementan con glicerol, que disminuye el movimiento de los
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espermatozoides antes de la congelacion, aumenta la motilidad y viabilidad

posteriores a la descongelacion (Gil et al., 2003).

2.3 Marco Conceptual

Anisosmotica: Es aquella condicién donde no existe un equilibrio

en la concentraciéon de soluto fuera y dentro de una célula.

Deshidratacion: Déficit de agua que cursa con molalidad efectiva

de los liquidos hacia el exterior de la célula.

Semen: Fluido espeso y de color blanquecino que esta compuesto
por un liquido en el que se encuentran en suspension los espermatozoides;
se produce por las secreciones de distintas glandulas del aparato

reproductor masculino, principalmente la prostata y los testiculos.

Hiperosmolaridad: Se caracteriza por un intercambio osmético de
liguido desde la regidon extracelular a la regidén intracelular, mayor

concentracion de solutos extracelalular y menor en la intracelular.

Test hiposmético: La prueba de endosmosis (hypoosmotics test,
HOST) consiste en someter a los espermatozoides a un medio de presion

osmoética mas baja que la fisioldgica.
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CAPITULO Il

MATERIAL Y METODOS

3.1 Material

3.1.1 Ubicaciéon Geograficay Temporal

El estudio se llevd a cabo en el laboratorio de biotecnologia
reproductiva animal del proyecto de investigacion: “Uso de la biotecnologia
para el mejoramiento genético y desarrollo de capacidades en el manejo
de alpacas (Vicugna pacos) en la zona alto andina de Tacna”, perteneciente
a la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann ubicado a una
coordenada UTM 366907 8006025 y altitud promedio de 599 msnm, en la
provincia de Tacna. Con una temperatura que fluctia entre 22 a 30°en
época de verano y 10 a 24° de temperatura en época de invierno. El estudio

se realiz0 durante los meses de febrero y marzo del 2023.

3.1.2 Poblacion y Muestra

Se trabajé con un grupo de 4 alpacas machos de la raza Huacaya
seleccionados de una poblacion de 10 alpacas; de 4 a 7 afios de edad,
entrenados a la colecta de semen mediante vagina artificial incorporada a

un maniqui. Los animales seleccionados presentaban una condicion



corporal de 3 a 3,5; clinicamente sanos y su alimentacion fue a base de

heno de alfalfa y avena.

Las muestras colectadas fueron divididas en 3 fracciones y
sometidas a diferentes osmolaridades del dilutor (300, 600 y 1 000 mOsm)
y éstos a su vez mantenidos a 3 diferentes temperaturas de preservacion

(25°C y 5°C) respectivamente.

Tabla 1.
Numero de muestras de semen para evaluacion de osmolaridad y

temperatura de preservacion

Osmolaridad Temperatura de N° de N° de
del dilutor preservacion (°C) repeticiones muestras
(mOsm) evaluadas
300 25 20 40
5 20
600 25 20 40
5 20
1 000 25 20 40
5 20
Total de muestras 120

3.1.3 Materiales

Equipos de laboratorio.

o Microscopio de contraste de fases

. Bano Maria
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Refrigeradora

Micro-osmdémetro

Material de laboratorio

Vasos de precipitacion de 50mL.
Probetas 50 mL.

Tubos falcon de 15 mL
Termometro.

Tubos de ensayo de 15 mL.
Vagina artificial

Laminas portaobjetos.

Laminas cubreobjetos.

Jeringas descartables de 5 y10 mL.
Micropipetas

Tips (puntas descartables)

Reactivos

Eosina (5%).

Nigrosina (10%).

Fructuosa.

Formaldehido.

Citrato de sodio bihidratada.
Tris (Hidroximetil-aminometano)
Acido citrico.

Azul de comassie

Acido Clorhidrico
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. Dimetilsulféxido (DMSO)

. Yema de huevo.

o Agua bidestilada.

o Solucién salina normal (0,90% NaCl).
. Alcohol 70%

3.2 Método

3.2.1 Tipo y Disefio de Investigacion

El proyecto de investigacion es experimental longitudinal, en la cual
se manejan variables de la unidad de estudio y las muestras de estudio

fueron evaluadas en distintos momentos durante el desarrollo del estudio.

3.2.2 Diseio Procedimental

Colectay evaluacién del semen fresco

El semen fue colectado mediante vagina artificial, se realiz6 5
colectas de semen (r=5) por macho, cada muestra obtenida se fraccion en
3 partes para los tratamientos de osmolaridad (300 mOsm, 600 mOsm y
1 000 mOsm) posteriormente cada fraccion fue dividida y almacenada en 2
diferentes temperaturas (25°C y 5°C), se evalu6 los parametros
espermaticos en fresco y después de la dilucion a las 6 horas, con las

diferentes osmolaridades y temperaturas de preservacion.
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Coleccidn de semen con vagina artificial:

La funda de latex se colocé en el interior de un tubo de PVC y se
sujetd en un extremo del tubo colector de semen con una liga. Por el
otro extremo del tubo se vertié agua caliente a 43°C en el interior del

tubo y se sujetd con ligas.

Se insuflé aire por la boquilla del tubo, logrando una presién de un
dedo mefiique en el interior del latex. La vagina artificial armada se
colocé en la parte interna del maniqui. Se sujetd bien la vagina al

maniqui y se colocé en posicién de cubito ventral.

Cada macho con su respectivo maniqui fue ubicado a una distancia

de 1,5 m respecto a otro macho.

Se espero6 unos 15 a 20 min para que el macho eyacule en la vagina
artificial, al término de la eyaculacion se retir6 cuidadosamente la
vagina del maniqui y se llevé al laboratorio para su evaluacion

seminal.
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Evaluacion de los parametros espermaticos:

Evaluacion macroscopica

o El volumen se determind en mililitros (ml) directamente del tubo
graduado.
o La filancia se determin6 con la ayuda de una pipeta para poder

realizar la expansion del semen y se evalud con una regla métrica.

Evaluacion microscopica

Para la evaluacién microscopica de los parametros espermaticos se
empled un microscopio de contraste de fases (Carls Zeiss) con el Sistema

de Andlisis Computarizado de Semen (CASA-Androvision).

Motilidad y concentracién espermética: Se tomé 3 pl (microlitro) de
muestra seminal diluida y se depositdé en la camara leja (sistema CASA),
se selecciona el programa motilidad y concentracion; se evalla 5
diferentes campos de la muestra y el sistema determiné los parametros de

motilidad y concentracion.
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Integridad de la membrana espermatica: Test de Host

Preparaciéon de la solucion hiposmética a 150 mOsm consiste en:
fructuosa (13,51 g) y citrato de sodio 2H20 (7,35 g) en 1 litro de H20

destilada. (Jeyendran et al., 1984, p. 219-228).

e Se llevo a bafio Maria (37°C) un tubo falcén con 900 ul de solucion
hiposmatica. Se extrajo 100 yl de muestra seminal, se agrego a la

solucion hiposmatica y se mantuvo por 30 minutos en bafio Maria.

Pasado los 30 minutos, se agreg6 100 ul de formol al 10% al tubo

falcon y se retir6é del bafio Maria.

Se evaluo la reaccion del semen a la solucion hipoosmotica, en un
microscopio de contraste de fases a 400X; se observo el nUmero de
espermatozoides reaccionados como aquellos que presentaron un

hinchamiento y enrollamiento en su cola.

Se realizé un conteo de 200 espermatozoides y se saco el porcentaje

de espermatozoides reaccionados y no reaccionados.

Integridad del acrosoma

Se coloc6 10 pl de muestra seminal en un portaobjeto precalentado

a 37°Cy se agreg6 10 pl de Azul de Coomassie (CB) al 0.22 % para
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realizar un frotis y se dejé reposar por un tiempo de 5 minutos para
luego enjuagarlo.

o Se observé en un microscopio Optico a 1 000x (Carretero et al.,
2018). Los espermatozoides tefiidos con CB se clasificaran en dos
categorias: presencia de acrosoma (tincion violeta a nivel
acrosomal) y ausencia de acrosoma (ausencia de tincion a nivel

acrosomal).

Se realiz6 un conteo de 200 espermatozoides y se sacd el
porcentaje de espermatozoides que adquieran la coloracion con CB para

integridad de acrosoma.

Dilucién del semen ajustado a una osmolaridad de 300, 600 y

1 000 mOsm atemperatura de 25°Cy 5°C

Para la dilucion del semen se utilizo el dilutor Tris-yema de huevo,
para la preparacion del dilutor se emplearon los insumos mencionados en
la Tabla 2, posteriormente se determind la concentracion de solutos con la
ayuda del microsmometro. Para ajustar la osmolaridad del dilutor a 300,

600 y 1 000 mOmsl se empleara la formula de ajuste de osmolaridad.
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Tabla 2.

Insumos para la preparacion del dilutor Tris-yema de huevo

Insumos Fraccion A Fraccion B

Tris 0,30 gr 0,30 gr
Acido citrico 0,140 gr 0,140 gr
Fructuosa 0,55 gr 0,55 gr
Yema de huevo 20% 20%

Antibidtico/ 150 000 Ul/200ml
Penicilina
Agua destilada

Crioprotector

150 000 Ul/100ml

10 ml

Dimetilsulféoxido 14%

Fuente: Formula de Santiani et al. (2005).

Formula para ajustar la osmolaridad:

Osmolaridad Observada - Osmolaridad Deseada

Osmolaridad Observada

Procedimiento: Medir la osmolaridad del medio recién preparado
(Osmolaridad Observada), restar la Osmolaridad deseada el resultado
dividirlo por la osmolaridad observada y multiplicar por el volumen, en ml,
del medio preparado. El resultado obtenido es la cantidad de medio que se
debe retirar del medio preparado y reemplazarlo por igual cantidad de agua

ultra pura. Volver a medir la osmolaridad para comprobar la osmolaridad

alcanzada (Ahumada et al., 1998).
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La muestra seminal colectada fue fraccionada y diluida en las 3
diferentes osmolaridades 300, 600 y 1 000 mOsm; posteriormente fueron
llevadas a temperaturas de 25°C, del mismo modo a 5°C y mantenidas por

6 horas, respectivamente.

Evaluacion espermatica post-dilucién a 300, 600 y 1 000 mOsm

a5°Cy 25°C

Se evalué los parametros espermaticos después de haber
culminado los tratamientos de osmolaridad y temperatura de preservacion

a las 6 horas.

3.2.3 Andlisis de Datos

Se utilizé prueba de Shapiro-Wilk para determinar normalidad de los
datos. Se evaluo el efecto de los tratamientos (efecto de la osmolaridad y
la temperatura de preservacion) sobre los parametros seminales mediante
el andlisis de variancia (ANVA) bajo un disefio factorial de 3 x 2. Los datos
gue no mostraron normalidad se analiz6 mediante el analisis de rango de
Kruskal Wallis. Para determinar las diferencias de medias entre
tratamientos se utilizé la Prueba Tukey, con un nivel de significancia de

a = 0,05. Se uso el Software R (version 4.1.6).
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Todos los resultados se expresaron en promedio y desviacion

estandar.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

Tabla 3.
Pardmetros espermaticos a osmolaridad de 300, 600 y 1 000 mOsm en

temperatura de preservacion 5°C y 25 °C.

Parametros esperméticos de viabilidad
M.T % M.P.% HOST% VA% Viabilidad %
mOsm T° xD.S xD.S xD.S xD.S XxD.S
5°C 24,3+4,392 12+4,072 32,444,602 27,941,652 40,55+7,562

300 25°C 19,9+2,86° 10,1+2,65% 28,845,852 21,7+5,06° 28,45+9,27°
600 5°C 29,1+3,24 a 13,6¢2,702  30,95+8,722 24,646,612 39,849,792

25°C 20,2+2,89° 9,85+2,112 27,757,342  22,3+4,852 27,1+8,15°
1000 5°C 24+3,392 13,2+2,428 27,057,242  22,6%3,172 34,55+7,464

25°C 19,4+3,14° 10,25+2,152 27,957,922 21,5+4,81%2 25,1+5,68"
M.T.=motilidad total, M.P.=motilidad progresiva, HOST=test hipoosmatico, VA=viabilidad

del acrosoma, x= promedio, D.S= desviacion estandar. 20< Superindices diferentes dentro

de columnas indican diferencias significativas (p<0,05).

En la Tabla 3, se observa los resultados obtenidos de la interaccion
de la osmolaridad 300, 600 y 1 000 mOsm del dilutor y la temperatura de
preservacion a 5°C y 25°C; la media de los parametros espermaticos de
viabilidad como motilidad total, viabilidad de acrosoma y viabilidad de
membrana espermatica muestran diferencias estadisticas (p<0,05) y se
observa una mayor diferencia al comparar 300 mOsm con temperatura de

preservacion de 5°C y 25°C. En cuanto a la media de motilidad progresiva



e integridad funcional de membrana no se observa diferencias estadisticas

(p>0,05) entre las diferentes osmolaridades y temperatura de preservacion.

Tabla 4.
Parametros esperméticos en fresco y después de la diluciéon con
osmolaridades de 300, 600 y 1 000 mOsm a 5°C de preservacion.

M.T % Parametros esperméticos de viabilidad Viabilidad %
M.P.% HOST% VA%
xD.S xD.S xD.S xD.S xD.S

45,92+5,532 22,38+4,032  41,81+11,67° 32,145,052 51,379,782
Fresco

300 24,3+4,39" 12+4,07° 32,4+4,60° 27,9+1,65°  40,55+7,56°
5°C 600 29,1+3,24° 13,6+2,70° 30,95+8,72°  24,65%6,61*°  39,8+9,79°
1000 24+3,39° 13,242,420 27,05%7,24° 22,643,179  34,55+7,46"

M.T.=motilidad total, M.P.=motilidad progresiva, HOST=test hipoosmatico, VA=viabilidad

del acrosoma, x= promedio, D.S= desviacion estandar. 2°< Superindices diferentes dentro

de columnas indican diferencias significativas (p<0,05).

Enla Tabla 4, se observa los resultados obtenidos de los parametros
espermaticos en fresco y después de la dilucién con osmolaridades de 300,
600 y 1 000 mOsm almacenados en temperatura de preservacion de 5°C;
la media de los parametros espermaticos como motilidad total, motilidad
progresiva, integridad funcional de membrana y viabilidad de membrana
espermatica no muestran diferencias estadisticas (p>0,05) entre las
diferentes osmolaridades a una temperatura de 5°C. En cuanto a la media

de viabilidad del acrosoma se observa diferencia estadistica (p<0,05). Con
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respecto a la media de los pardmetros esperméaticos en fresco y después

de la dilucién se observa diferencias estadisticas (p<0,05).

Tabla 5.
Parametros esperméticos en fresco y después de la diluciéon con
osmolaridades de 300, 600 y 1 000 mOsm a 25°C de preservacion.

Pardmetros espermaticos de viabilidad

M.T% M.P.% HOST% VA% Viabilidad %
%D.S %D.S %D.S %D.S %D.S
Fresco 459245532 2238+4,03% 41,81+11,62 32,1#5052 51,379,782

300  19,9+2,86®  10,1+2,65°  28,84585°  21,74506°  28,45+9,27"
25°C o0 20,2+42,89b  9,85+2,11°  27,75+7,34P  22,3+4,85°  27,1+8,15°
1000 19,45+3,14P 10,25+2,15P 27,95+7,92P 21,55+4,81°  251+568b

M.T.=motilidad total, M.P.=motilidad progresiva, HOST=test hipoosmoético, VA=viabilidad
del acrosoma, x= promedio, D.S= desviacion estandar. 20< Superindices diferentes dentro

de columnas indican diferencias significativas (p<0,05).

En la Tabla 5, se observa los resultados obtenidos de los parametros
espermaticos en fresco y después de la dilucién con osmolaridades de 300,
600 y 1 000 mOsm almacenados en temperatura de preservacion de 25°C;
la media de los parametros seminales como motilidad total, motilidad
progresiva, integridad de membrana, viabilidad del acrosoma vy viabilidad
de membrana espermatica no se observa diferencias estadisticas (p>0,05)
entre las diferentes osmolaridades. Con respecto a la media de los
pardmetros espermaticos en fresco y después de la dilucion se observa

diferencias estadisticas (p<0,05).
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Contrastacion de hipoétesis

Ho: Las diferentes osmolaridades del dilutor y temperaturas de
preservacion muestran efectos similares sobre los parametros

esperméticos en alpacas (Vicugna pacos).

Ha: Las diferentes osmolaridades del dilutor y temperaturas de
preservacion muestran efectos diferentes sobre los parametros

espermaticos en alpacas (Vicugna pacos).

Prueba estadistica: Andlisis de varianza
P<0,05=rechazo Ho

p>0,05=no se rechaza Ho

Se realiz6 la prueba estadistica resultando un p<0,05:

Lo que indica que se rechaza la hipotesis nula Ho: “Las diferentes
osmolaridades del dilutor y temperaturas de preservacién muestran efectos
similares sobre los parametros espermaticos en alpacas (Vicugna pacos)”.
Es decir que los parametros espermaticos después de 6 horas de
preservacion muestran resultados diferentes al comparar las

osmolaridades del dilutor y temperaturas de preservacion.
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CAPITULO V

DISCUSION

Parametros espermaticos a osmolaridades de 300, 600 y 1 000

mOsm a 5°C de preservacion

Los parametros espermaticos sometidos a las diferentes
osmolaridades a 5°C presentan una disminucién respecto a las muestras
en fresco, como la motilidad, integridad funcional de membrana, integridad
de acrosoma y viabilidad de membrana. Es preciso mencionar que la
integridad de acrosoma muestra mayor variacion entre las diferentes
osmolaridades, con 27,9+1.65% en 300mOsm y progresivamente va
disminuyendo en soluciones hiperosméticas de 600 y 1 000 mOsm. Esto
podria deberse a lo investigado por Watson y Duncan (1988) que el estrés
térmico produce una alteracion en la ultraestructura de la membrana
generando dafio en la integridad del acrosoma y que a su vez dificulta el

traslado de solutos en condiciones hiperosmdticas.

Resultados similares al presente estudio reporta Carretero et al.
(2021), el cual evaltua los parametros espermaticos de llama en soluciones
hiperosméticas >500 mOsm encontrando una disminucién de la motilidad,
integridad funcional de la membrana y viabilidad espermatica en medios

con mayor osmolaridad a medida que la temperatura disminuye, como en
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nuestro estudio con una disminucion viabilidad espermatica de
51,37+9,78 % a 40,55+7,56%. Esta disminucion en los parametros de
viabilidad lo reporta Salamon y Maxwell, (2000) en ovinos, debido a la
interaccidn de solutos como la glucosa y proteinas de origen animal con la
membrana espermatica, a una concentraciéon adecuada estos azucares
que tienen un peso molecular bajo y son metabolizados por los
espermatozoides provoca un efecto protector en la membrana espermatica
frente a cambios osmdéticos durante la dilucidn, un desequilibrio de estos

solutos en el medio reduciria este efecto.

Por otro lado, Van Thuan et al. (2005) reporta una integridad 6ptima
de los espermatozoides con 800 mOsm a 4°C y capaces de lograr
porcentajes de fecundacion al ovocito, debido a la integridad del acrosoma
y el ADN espermético que se encuentran viables, esto influye a la
interaccibn de membrana espermatica y la zona pellcida del ovocito
maduro (Imoedemhe y Adam, 2003); si bien los parametros de motilidad
son cercanos al 5 a 10%, esto no interfiere con la tasa de fertilizacion. Esto
debido a que el medio de diluciébn donde se preservan presenta agentes
inductores de la reaccion acrosomal (calcio ionoforo, heparina y cafeina)
que favorece la fertilizacion, aun con motilidad total disminuida un
espermatozoide es viable por la integridad de la membrana acrosomal y

espermética (Gil et al., 2003; Alonso et al., 2015). Esta integridad permite
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la interaccién de solutos que favorecen la liberacion calcio y expresar
proteinas que favorecen la union de membrana espermatica y el ovocito,
debido a una integridad funcional de membrana que permite la osmosis de

solutos en la célula (Watson, 2000)

Ball y Vo (2001); Bolsover et al. (2004) indican que la supervivencia
a la osmoralidad por parte de la célula depende de los solutos en
interaccion y la temperatura en las cuales se conservan, la preservacion del
espermatozoide a 5°C disminuye el grado de peroxidacion de membrana,
aunque las condiciones sean anisosmoéticas, a comparacién de
temperaturas como 25°0 37°C donde la produccién de especies reactivas
de oxigeno aumenta. Esto se refleja en las diferentes osmolaridades
evaluadas entre las dos temperaturas, los parametros espermaticos de
viabilidad a 5°C fueron superiores al de 25°C. Y existe un resultado superior
con osmolaridad de 300 mOsm en parametros como integridad de
acrosoma Yy viabilidad espermatica, esto debido posiblemente a la
concentracion de solutos mas cercana a la fisiolégica como 400 mOsm

(Hafez y Hafez, 2002; Muifio, 2008).
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Pardmetros espermaticos a osmolaridades de 300, 600 y 1 000

mOsm a 25°C de preservacion

Los parametros espermaticos de viabilidad como motilidad total,
viabilidad de acrosoma y viabilidad de membrana fueron los mas afectados
al exponerlos a soluciones hiposmaticas e hiperosmoticas a temperatura
de 25°C, con valores de 19,9£2,86, 21,7+5,06, 28,45+9,27% de viabilidad,
esto debido al estrés osmético que padece la célula con un gasto
energético constante, a diferencia de temperatura de 5°C donde la célula
reduce su actividad metabdlica (Guthrie et al., 2002). Asimismo, lo reportan
Burnaugh et al., (2010) en sementales y Van Thuan et al. (2005) en
espermatozoides de raton, una temperatura ambiente de 38°C a 27°C la
motilidad se ve afectada a soluciones hiperosmoticas e hiposmaoticas donde
la célula sufre un mayor estrés osmotico lo que se relaciona con estrés
térmico (Watson, 2000). Debido a que este ambiente promueve la
generacion de especies reactivas de oxigeno que causan la peroxidacion
lipidica de la membrana resultando fragilidad de membrana interna y
externa del espermatozoide y subsecuente disminucion en el
desplazamiento espermatico (McCarthy et al., 2010). Lo contrario a lo que
ocurriria a una osmolaridad de 400 mOsm que permite un desplazamiento
optimo del espermatozoide a diferencia de una osmolaridad de

1 000mOsm.
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Resultados diferentes reporta Gloria et al. (2021) en su estudio en
conejos a una temperatura de preservacion de 25°C, donde la motilidad
progresiva de 62,4 + 2,7% disminuye a 9,7 6+ 3,7% en una osmolaridad de
500 mOsm, en nuestro estudio se observa una diferencia no estadistica
(p>0,05) entre las diferentes osmolaridades a 25°C. Esto podria atribuirse
a la condicion de las membranas espermaticas propias de cada especie y
su respuesta al medio de interaccion con soluciones hiperosméticas (Ball y
Vo, 2001). Asi lo indica Kaabi et al. (2003) el espermatozoide de rumiantes
presenta en la ultraestructura membrana esperméatica una mayor cantidad
de colesterol a diferencia de otros mamiferos, el cual evitaria en menor
grado el estrés osmoético que conduciria a una peroxidacion de la

membrana lipidica.
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CONCLUSIONES

1. Los parametros espermaticos de viabilidad como motilidad total,
integridad de acrosoma y viabilidad de membrana, muestran diferencias
frente a osmolaridades de 300, 600 y 1 000 mOsm a temperatura de
preservacion de 5y 25°C.

2. Los parametros de integridad de acrosoma y viabilidad espermatica
presentan diferencias en la osmolaridad a temperatura de preservacion
de 5°C.

3. Los pardmetros espermdticos resultan ser similares con las
osmolaridades de 300, 600 y 1 000 mOsm a temperatura de

preservacion de 25°C.

49



RECOMENDACIONES

Realizar estudios respecto a la capacidad fecundante del
espermatozoide en condiciones anisosmotica para ensayos de
inyeccién intrasplasmatica (ICSI).

Realizar investigaciones referentes a la expresion de marcadores
moleculares de estrés oxidativo y térmicas en la membrana

espermatica.
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ANEXOS



Anexo 1. Parametros espermaticos (%) a 300 mOsm y temperatura de

5°C.

T° M.T M-P host | VA MA VN MN viabilidad
5 23 11 31 30 18 20 18 36

5 21 10 38 30 18 20 18 45

5 22 8 26 26 21 31 34 29

5 29 19 31 28 32 21 27 41

5 31 14 39 26 20 30 28 52

5 19 9 32 28 17 24 21 44

5 23 11 31 30 18 20 18 36

5 21 10 38 30 18 20 18 45

5 22 8 26 26 21 31 34 29

5 29 19 31 28 32 21 27 41

5 31 14 39 26 20 30 28 52

5 19 9 32 28 17 24 21 44

5 23 11 31 30 18 20 18 36

5 21 10 38 30 18 20 18 45

5 22 8 26 26 21 31 34 29

5 29 19 31 28 32 21 27 41

5 31 14 39 26 20 30 28 52

5 19 9 32 28 17 24 21 44

5 22 8 26 26 21 31 34 29

5 29 19 31 28 32 21 27 41
PROM. 24,3 121 32,4 28 | 21,55 24,5 24,95 40,55
D.S.| 439| 406| 46| 1,7| 5,539 4,762 6,108 7,556
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Anexo 2. Parametros espermaticos (%) a 600 mOsm y temperatura de

5°C.
T° M.T | M-P. host VA MA VN MN viabilidad
5 28 18 27 18 20 34 40 19
5 30 15 32 18 20 38 36 52
5 33 12 32 29 21 31 19 43
5 24 11 17 20 25 12 38 42
5 32 16 40 36 19 28 23 42
5 28 11 42 27 21 32 19 39
5 28 18 27 18 20 34 40 19
5 30 15 32 18 20 38 36 52
5 33 12 32 29 21 31 19 43
5 24 11 17 20 25 12 38 42
5 32 16 40 36 19 28 23 42
5 28 11 42 27 21 32 19 39
5 28 18 27 18 20 34 40 19
5 30 15 32 18 20 38 36 52
5 33 12 32 29 21 31 19 43
5 24 11 17 20 25 12 38 42
5 32 16 40 36 19 28 23 42
5 28 11 42 27 21 32 19 39
5 33 12 32 29 21 31 19 43
5 24 11 17 20 25 12 38 42
Prom. | 29,1 | 13,6 | 30,95 24,65 21,2 28,4 29,1 39,8
D.S. 3,24 | 2,702 | 8,720 | 6,61159 | 2,067 | 8,923 | 9,2957 9,7904
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Anexo 3. Parametros espermaticos (%) a 1 000 mOsm y temperatura de

5°C.

T° M.T. M-P host | VA MA VN MN viabilidad
5 19 17 24 21 18 30 32 39

5 28 11 34 21 18 30 32 35

5 23 14 15 19 30 32 21 34

5 28 10 34 22 31 18 27 51

5 24 15 26 26 21 31 34 29

5 21 13 31 28 22 21 27 34

5 19 17 24 21 18 30 32 39

5 28 11 34 21 18 30 32 35

5 23 14 15 19 30 32 21 34

5 28 10 34 22 31 18 27 51

5 24 15 26 26 21 31 34 29

5 21 13 31 28 22 21 27 34

5 19 17 24 21 18 30 32 39

5 28 11 34 21 18 30 32 35

5 23 14 15 19 30 32 21 34

5 28 10 34 22 31 18 27 51

5 24 15 26 26 21 31 34 29

5 21 13 31 28 22 21 27 34

5 23 14 15 19 30 32 21 34

5 28 10 34 22 31 18 27 51
Prom. 24 13,2 | 27,05 22,6 | 24,05 26,8 | 28,35 34,55
D.S. | 3,3872 | 2,4192 | 7,243 3,168 | 5,595 5772 | 4,614 7,458
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Anexo 4. Parametros seminales (%) a 300 mOsm y temperatura de 25°C.

T° M.T | M-P. host | VA | MA VN MN viabilidad
25 17 10 32| 15 10 40 25 41
25 20 11 28 | 22 39 18 30 56
25 21 9 25| 19 25 37 26 21
25 21 12 26| 25 30 21 19 21
25 24 16 31| 30 18 20 18 36
25 18 9 38| 30 18 20 18 35
25 20 12 26 | 15 24 18 28 18
25 22 6 31| 19 32 27 23 35
25 22 10 27 | 21 18 30 32 25
25 17 8 32| 21 18 30 32 21
25 23 10 32| 20 18 22 32 22
25 20 8 17 | 18 20 38 41 27
25 19 11 24 | 18 20 38 41 21
25 21 10 34| 25 30 21 19 26
25 12 9 15| 30 18 20 18 29
25 24 16 31| 30 18 20 18 32
25 18 9 38| 15 24 18 28 21
25 20 12 26 | 19 32 27 23 30
25 22 6 31| 21 18 30 32 19
25 17 8 32| 21 18 30 32 33

Prom. | 19,9 10,1 | 28,8 | 22 22,4 26,25 26,75 28,45
D.S.| 2,864 |2,6537| 585 |5,1 6,984 7,5105 7,3116 9,2706
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Anexo 5. Parametros espermaticos (%) a 600 mOsm y temperatura de

25°C.

T° M.T M-P host VA MA VN MN viabilidad
25 24 13 40 27 18 37 20 35
25 19 10 16 18 42 15 32 50
25 18 10 21 22 23 32 19 20
25 22 9 29 20 18 22 32 17
25 22 10 27 18 20 38 41 19
25 17 8 32 18 20 38 41 30
25 23 10 32 25 30 21 19 22
25 20 8 17 30 18 20 18 32
25 19 11 24 30 18 20 18 21
25 21 10 34 15 24 18 28 30
25 12 9 15 19 32 27 23 19
25 24 16 31 21 18 30 32 33
25 18 9 38 21 18 30 32 25
25 20 12 26 20 18 22 32 21
25 22 6 31 18 20 38 41 22
25 22 10 27 18 20 38 41 21
25 17 8 32 25 30 21 19 26
25 23 10 32 30 18 20 18 29
25 20 8 17 30 18 20 18 32
25 21 10 34 21 18 30 32 38

Prom. 20,2 9,85 27,75 22,3 | 22,05 26,85 27,8 27,1

D.S. | 2,8946 | 2,10950 | 7,34040 | 4,84605 | 6,5250 7,8758 | 8,8947 8,14926
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Anexo 6. Parametros espermaticos (%) a 1 000 mOsm y temperatura de

25°C.

T° M.t. M-P host VA MA VN MN viabilidad
25 23 9 45 29 16 33 22 31
25 20 12 25 23 38 22 17 34
25 19 11 20 15 24 18 28 19
25 19 13 25 19 32 27 23 19
25 19 11 24 21 18 30 32 19
25 21 10 34 21 18 30 32 35
25 12 9 15 20 18 22 32 19
25 24 16 31 18 20 38 41 21
25 18 9 38 18 20 38 41 26
25 20 12 26 25 30 21 19 29
25 22 6 31 30 18 20 18 32
25 22 10 27 30 18 20 18 32
25 17 8 32 15 24 18 28 21
25 23 10 32 19 32 27 23 30
25 20 8 17 21 18 30 32 19
25 19 11 24 21 18 30 32 25
25 21 10 34 20 18 22 32 21
25 12 9 15 18 20 38 41 22
25 18 9 38 18 20 38 41 27
25 20 12 26 30 18 20 18 21

Prom. | 19,45 | 10,25 27,95 | 21,55 21,9 27,1 28,5 25,1

D.S. | 3,1367 | 2,149 7,923 | 4,806 6,172 7,166 8,444 5,683

67




Anexo 7. Estadistico para motilidad total comparando osmolaridad y
temperatura.

Analysis of Variance Table

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

temperatura 1 1062.07 1062.07 76.2227 2.198e-14 ***
osmoralidad 1 281 2.81 0.2018 0.6541
temper:osmoral. 1 011 0.11 0.0081 0.9286
Residuals 116 1616.33 13.93

Signif. codes: 0 “** 0.001 ** 0.01 " 0.05°°0.1°’1

Anexo 8. Estadistico para motilidad total comparando osmolaridad y
temperatura.

Analysis of variance

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

temperatura 1246.53 246.533 32.31 9.916e-08 ***
osmolaridad 1 9.11 9.113 1.1946 0.2767
temperat.osmolar 1 551 5513 0.7227 0.3970
Residuals 116 884.84 7.628

Signif. codes: 0 “** 0.001 “** 0.01 ** 0.05° 0.1’ 1
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Anexo 9. Estadistico para integridad funcional de membrana comparando

osmolaridad y temperatura.

Response: host
Analysis of Variance Table

Response: host
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

temperatura 1 116.0116.033 2.3458 0.12834

osmolaridad 1 192.2192.200 3.8857 0.05108 .
temperat.osmolari 1 101.2 101.250 2.0469 0.15520

Residuals 116 5737.8 49.464

Signif. codes: 0 “** 0.001 “* 0.01 " 0.05‘°0.1°’1

Anexo 10. Estadistico para viabilidad de acrosoma comparando

osmolaridad y temperatura.

Analysis of Variance Table

Response: acrosoma
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

temperatura 1 307.20 307.200 14.5131 0.0002242 ***
osmolaridad 1 148.51 148.512 7.0162 0.0092027 **
temper.osmola 1 132.61 132.613 6.2651 0.0137062 *

Residuals 116 2455.37 21.167

Signif. codes: 0 “** 0.001 “** 0.01 ** 0.05° 0.1’ 1
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Anexo 11. Estadistico para viabilidad espermatica comparando

osmolaridad y temperatura.

Analysis of Variance Table

Response: Viabilidad
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

temperatura 14625.2 4625.2 71.7225 8.842e-14 ***
osmolaridad 1 201.6 201.6 3.1264 0.04966 *
temperat:osmol 1 0.6 0.6 0.0095 0.92253
Residuals 116 7480.6 64.5

Signif. codes: 0 “** 0.001 ** 0.01 " 0.05°°0.1°’1
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