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RESUMEN

Espermatozoides criopreservados de Vicugna pacos “alpaca” fueron sometidos a
condiciones estresantes que estarian asociadas con una sobreproduccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y una disminucién de su capacidad antioxidante lo que
conlleva a la peroxidacién lipidica de sus membranas reduciendo su viabilidad celular. El
objetivo de este estudio fue investigar el efecto del suplemento a—Tocoferol en la
movilidad, vitalidad, integridad funcional de membrana (HOST) e integridad acrosomal de
espermatozoides de alpaca congelados/descongelados. Espermatozoides epididimarios
obtenidos de 16 alpacas fueron criopreservados en medio TES-Tris-yema suplementado
con distintas concentraciones de a-Tocoferol (0, 200, 500 y 1000 upg/mL usando el
procedimiento de congelamiento lento en pajillas y almacenados a -196 °C por un periodo
minimo de 30 dias.

Los resultados mostraron que los valores de motilidad espermatica en los grupos
suplementados fueron significativamente (p<0.05) mayores que el grupo no
suplementado. El diluyente suplementado con 200 ug/mL de a—Tocoferol tuvo un valor de
vitalidad significativamente mas alto que con las otras concentraciones (p<0.05). Los
porcentajes de HOST y acrosoma intacto fueron significativamente mejorados (p<0.05)
por la suplementacion con 200 pug/mL de a—Tocoferol comparado con el grupo control. En
conclusién, a—Tocoferol, como suplemento, a una concentracion de 200 pg/mL en el
diluyente TES-Tris-yema durante la criopreservacion tuvo un efecto positivo en la calidad

espermatica post-descongelamiento.



ABSTRACT

Cryopreserved sperm of Vicugna pacos “alpaca” were subjected to stressful conditions
that would be associated with an overproduction of reactive oxygen species (ROS) and a
decrease in antioxidant capacity which leads to lipid peroxidation of the membrane
reducing cell viability. The aim of this study was to investigate the effect of a—Tocopherol
supplementation on movility, viability, functional integrity of the membrane and acrosomal
integrity of frozen/thawed alpaca sperm. Epididymal sperm collected from 16 alpacas were
cryopreserved in TES-Tris-yolk medium supplemented with different concentrations of
a—Tocopherol (0, 200, 500 and 1000 ug/mL, using the slow freezing procedure in straws
and stored at -196 °C for a minimum period of 30 days.

The results showed that the sperm motility values in the supplemented groups were
significantly (p<0.05) higher than that unsupplemented group. The extender supplemented
with 200ug/mL of a—Tocopherol had a vitality value significantly higher than that of other
concentrations (p<0.05). The percentages of HOST and acrosome intact were significantly
improved by supplementing with 200 pg/mL of a—Tocopherol compared with control group.
In conclusion, a-Tocopherol, supplemented at 200 ug/mL concentration in TES-Tris-yema

extender during cryopreservation had a positive effect on post-thawed sperm quality.



I. INTRODUCCION

La criopreservacion de espermatozoides es una de las principales biotecnologias
reproductivas que ha permitido incrementar el potencial genético de muchas especies
de interés econdémico en la produccion animal a partir de padres élite. Sin embargo, los
métodos actuales de criopreservacion aun resultan en una disminucion de la viabilidad
(Saleh y Agarwall, 2002), movilidad y el declinamiento de la fertilidad del
espermatozoide, esto debido en parte, al incremento en la generacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) que son asociadas con los procesos de

congelamiento/descongelamiento (Bucak et al., 2008).

La produccion de ROS es una consecuencia normal del metabolismo oxidativo, en
condiciones fisioldgicas normales, existe un balance entre la generacion de ROS y los
antioxidantes. Sin embargo, una sobreproduccién de ROS y una disminucién de la
actividad de defensa antioxidante puede generar facilmente peroxidacién lipidica (LPO)
(Aitken, 1994), debido al alto contenido de &cidos grasos poliinsaturados presente en
los fosfolipidos de la membrana espermatica; causando alteraciones estructurales,
pérdida de: la movilidad y capacidad fecundante del espermatozoide (Bilodeau et al.,

2001).

Hasta el momento, los protocolos de criopreservacion desarrollados para
espermatozoides de alpacas no han mostrado resultados favorables en relaciéon a su
calidad espermatica post-descongelamiento, lo que ha sido evidenciado principalmente
en una dréstica disminucion de la movilidad inicial a un 20-30% en muestras seminales
(Valdivia et al., 1999) y a solo un 18% en muestras epididimarias segun lo descrito por
Morton et al. (2007), lo cual sugiere que los métodos actuales para criopreservar

espermatozoides de alpaca no son éptimas y adn es necesaria mayor investigacion.



La adiciéon de un antioxidante natural como el a—Tocoferol al diluyente de congelacion
podria ayudar a preservar la actividad metabdlica y viabilidad celular de los
espermatozoides de alpaca, tal como ha sido demostrado en la criopreservacion de
espermatozoides bovinos (Beconi et al., 1993), donde oa-Tocoferol ejerce un rol
protector para ambas caracteristicas. Es conocido que a-Tocoferol actia como un
depurador de radicales peroxilo [LOO y alcoxilo [LO’] de los lipidos, interrumpiendo los
procesos de reaccidn en cadena que propagan la peroxidacion lipidica; previniendo, de
este modo, el dafio oxidativo en espermatozoides criopreservados (Ernster et al., 1992).
En base a la informacién previa en espermatozoides bovinos, se puede hipotetizar que
la adicién del antioxidante a-Tocoferol al diluyente, puede ser un paso cercano a
mejorar la calidad de espermatozoides de alpaca congelados, mejorando y optimizando
los protocolos de criopreservacion, contribuyendo de esta manera al desarrollo de

programas de mejoramiento genético en esta especie.



II. MARCO TEORICO

2.1. Laalpaca

La alpaca es uno de los cuatro camélidos sudamericanos (mamiferos de la familia
camelidae) actualmente reconocidos, dos de los cuales son especies salvajes, el
guanaco (Lama guanicoe, Muller 1976) y la vicufia (Vicugna vicugna, Molina 1782), y
dos son especies domesticadas, la alpaca (Lama pacos) y la llama (Lama glama) de

acuerdo con Linnaeus (1758).

En un tiempo se creia que tanto la alpaca y la llama se derivaron de guanacos. Sin
embargo, a la luz de nuevas evidencias arqueozooldgicas de hace 6.000 a 7.000 afios
en los Andes peruanos se vincularon los origenes de la alpaca con la vicufia. Kadwell
et al. (2001) investigaron los origenes de estas formas domesticadas utilizando
marcadores de ADN mitocondrial y nuclear, sus resultados apoyan la hipétesis de que
la alpaca se deriva de la vicuiia (y confirmaron la hipotesis de que la llama se deriva del
guanaco). Dada la divergencia bien establecida entre el guanaco y la vicufia, en el 2001
la alpaca cambio la clasificacion de su género de Lama pacos a Vicugna pacos ante la

Royal Society (Kadwell et al., 2001).

La poblacion de alpacas de las dos razas (Suri y Huacaya) habita en el Altiplano Andino
del centro y sur del Peru, el norte de Bolivia, Ecuador y Chile distribuidos a una altitud
desde los 3500 a 4800 msnm. Hay un estimado de 3.5 a 4 millones de alpacas en
Sudamérica; el 95% de éstas se encuentra principalmente en las regiones del sur del
Pera. Segun estimado de CONACS, en el afio 2001 habria una poblacion de 3 041 598
alpacas (citado por Fernandez-Baca, 2005). Mas del 80 por ciento de las alpacas son
de propiedad de comunidades campesinas y pequefios productores que conducen

entre 50 y 100 cabezas por rebafio en forma extensiva.



La rentabilidad econdmica de los criadores alto andinos proviene principalmente de la
comercializacion de la fibra y carne de estos animales. Los indices productivos de fibra
van desde 3 a 6 libras/cabeza/afio y la produccién de carne de 20 a 30 kg/cabeza
segun el nivel de tecnologia de los sistemas de produccion alpaqueras. Sin embargo
estos indices productivos son bajos, como consecuencia de las inadecuadas técnicas
de manejo de pastos y manejo sanitario (problemas de enterotoxemia en crias,
parasitismo en adultos), que afectan el aumento de los rebafios, y por tanto la

capacidad de capitalizacion del productor (Fernandez-Baca, 2005).

El adecuado manejo reproductivo de cualquier especie animal requiere del
conocimiento de su fisiologia reproductiva. Las alpacas tienen una vida reproductiva de
aproximadamente 14 afos, las hembras alcanzan la madurez sexual entre los 12 a 15
meses, mientras que los machos alrededor de los 30 a 36 meses.

La alpaca hembra presenta actividad sexual entre los meses de diciembre a marzo
(Sumar, 1996) que corresponde a la época de lluvias y de mayor disponibilidad de
pastos. Durante este periodo, la hembra no presenta ciclos ovulatorios periddicos,
como ocurre en otros ungulados, sino que permanece en celo continuo hasta que es
tomada por el macho. La ovulacion es inducida por el estimulo coital 24 horas después
del apareamiento. El periodo de gestacion es de 345 + 15dias y usualmente resulta en
el nacimiento de una sola cria. Se ha descrito que cerca del 50 por ciento de las
gestaciones terminan dentro de los primeros 30 dias por muerte del embrién.
(Ferndndez-Baca, 1993).

Es indispensable que los machos destinados a la reproduccion, ademéas de las
caracteristicas fenotipicas deseables, retnan las condiciones necesarias para asegurar
altas tasas de fertilidad. Los estudios del gameto masculino de alpaca son escasos,
esto debido en parte a las deficientes técnicas usadas para obtener el semen. De los
diversos métodos de coleccién de semen, la electroeyaculacion es el que mejores

resultados a dado (citado por Sumar, 1996), sin embargo una de las principales
4



limitaciones de esta técnica es la contaminacion del semen con la orina y la excesiva
dilucion de la muestra (max. 243 mil spz/mL). Ante ello, se ha propuesto trabajar con
muestra espermatica obtenida directamente del epididimo (citado por Sumar, 1996), la
cual presenta una alta concentracién de espermatozoides.

Las biotecnologias aplicadas a la reproduccién, tal como la inseminacién artificial (1A),
son herramientas que podrian tener un impacto considerable en el proceso de
mejoramiento genético en las alpacas, al permitir la diseminacion masiva de
caracteristicas deseables del macho. Pese a los esfuerzos realizados desde hace
varios afios, no se ha logrado aun desarrollar una metodologia que asegure resultados
que justifiguen econdmicamente la aplicacion masiva de esta técnica. Los escollos para
este progreso son principalmente técnicos e incluyen problemas con el método de
colecciéon del semen, su manipulacién y la falta de un eficiente procedimiento de
criopreservacion de los gametos, que asegure la sobrevida y funcionalidad de la mayor

parte de la poblacion espermética.



Figura 1. La alpaca (Vicugna pacos). Huancavelica-Peru.
Foto: Isela B. Mancisidor



2.2. Anatomia reproductivay Fisiologia de la alpaca macho
2.2.1. Organos reproductivos

Los camélidos presentan un pene fibroelastico con una flexura sigmoidea pre-escrotal
que permite la retraccion del pene en el prepucio en un estado de no ereccion (Smith,
1999). En las alpacas el pene erecto tiene una longitud de 35 - 40 cm (Sumar 1983;
citado por Brown 2000), la estructura interna consta de tres cuerpos cavernosos que
estan rodeados por fibras gruesas de la tunica albuginea (5-7 mm de espesor en
camellos; Elwishy 1988). En su extremo terminal, presenta una proyeccion cartilaginosa
con forma de gancho curvado y tiene un pequefo proceso uretral de aproximadamente
1 cm de longitud en alpacas (Sumar, 1983). La punta cartilaginosa puede ser una
adaptacion para facilitar la penetracion a través de la cérvix durante la copulacién
(Smith, 1999).

Los dos testiculos se mantienen en un escroto no pendular situado por debajo del ano.
El escroto, que es de naturaleza similar a la protuberancia sub-anal encontrado en
cerdos, roedores y carnivoros (Smith, 1985; citado por Brown, 2000), mantiene los
testiculos (y los espermatozoides contenidos) a una temperatura ligeramente mas baja
que la temperatura del cuerpo. El peso promedio de los testiculos completamente
desarrollados es de aproximadamente 15 g. Sin embargo, el tamafio y peso testicular
de los animales varia considerablemente en relacién a su edad y peso corporal (Ver
tabla 2.1). Los ductos eferentes se extienden desde el testiculo dentro de la cabeza del

epididimo (Bravo, 1995; citado por Morton, 2008).

El epididimo es pequefio y estrechamente adherido al testiculo (Smith, 1999), el cual
consta de una cabeza, cuerpo y cola. La cabeza y el cuerpo son sitios de maduraciéon
espermatica, mientras que la cola esta asociada con el almacenamiento de los
espermatozoides (Elwishy, 1988). Los conductos deferentes, son tubos musculares por

los que se excretan los espermatozoides al exterior, el cual se origina en la cola del
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epididimo. La longitud total del conducto deferente es de unos 40 cm. En la parte final
de su trayecto, cerca de la vejiga, el conducto deferente se dilata pero no forma la
ampolla caracteristica del conducto deferente como en otras especies (Sumar, 1996).

La préstata es en forma de H y se encuentra en el cuello de la vejiga y las glandulas
bulbo uretrales, que son de forma ovalada, se encuentran a ambos lados de la uretra a
la salida pélvica. No existen vesiculas seminales en los camélidos sudamericanos

(Smith, 1999).

Tabla 2.1. Tamafo y peso testicular en relacion a la edad y peso corporal en alpacas
(Bravo 1995), adaptado de Morton et al. 2008.

1 25x15 29 36.6
3 3.4x23 13.9 43.9
5 3.7x24 13.8 52.0

2.2.2. Caracteristicas del semen y espermatogénesis

El semen de las alpacas es muy viscoso (Garnica et al., 1993; Bravo et al. 1997) lo cual
hace dificil su manipulacion para determinar los parAmetros espermaticos tales como
concentracion y movilidad espermatica. La licuefaccién del semen se da luego de 23
horas (varia entre 8 a 30 horas) después de la coleccion (Bravo, 1997). La
concentracion de espermatozoides varia desde aproximadamente 30,000 hasta 150
millones por mL en alpacas (Garnica et al. 1993). El pH del semen de camélidos se

encuentra en el rango de 7.2 - 8.6 (Bravo et al. 1997).



El movimiento de los espermatozoides en el semen no diluido es descrito como
oscilatorio, ya que la mayoria de espermatozoides se mueven hacia atras y adelante, y
s6lo del 5 al 10% de los espermatozoides tienen un movimiento progresivo hacia
adelante (Bravo et al.1997). La viabilidad de los espermatozoides presentes en el
semen de alpaca varia desde un 58% a 83%, mientras que los porcentajes de
espermatozoides con morfologia normal estéan en un rango de 71% a 84% (Bravo et al.,
1997). Las anormalidades morfologicas en el semen de alpaca incluyen anormalidades
en los espermatozoides tales como: presencia de doble cola (9-15%), cabezas sin colas
y cabezas dobles (3-13%) y la presencia de gotas citoplasmaticas en 1 — 7% de los
espermatozoides (Brown, 2000).

El espermatozoide de alpaca presenta una longitud total de 47.29 micras, mientras que
el largo y el ancho promedio de la cabeza mide 6.12 y 3.68 micras respectivamente
(Palomino 1962; citado por Rodriguez, 2009). En otro estudio, empleando un sistema
de analisis de imagen computarizado, Buendia (2002) evalué la morfometria de las
cabezas de los espermatozoides presentes en el semen, en el cual defini6 tres
categorias de acuerdo al tamafio de las cabezas: normal 50%, pequefio 26% y grande
24% y cinco categorias de acuerdo a la forma de la cabeza del espermatozoide: normal

47%, piriforme 3%, pequefio 20%, redondo 1% y grande 29%.

La espermatogénesis en los camélidos ha sido dividida en ocho estadios con el
desarrollo inicial de la espermatogonia en las regiones externas del tubulo seminifero
progresando a espermatocito primario y secundario, espermatidas y espermatozoides.
Las células de Leydig se encuentran entre los tdbulos seminiferos y secretan la
testosterona en las venas testiculares y vasos linfaticos (Delhon y Lawzewitsch, 1987;

citado por Morton, 2008).



Estudios histoldgicos testiculares han mostrado que los tubulos seminiferos en las
alpacas tienen un diametro de 174 — 237um (Bravo et al., 2000) y que el lumen aparece
a los 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 (Montalvo et al.,
1979; citado por Brown, 2000). Sin embargo, aun no se conoce en detalle el proceso de

espermatogénesis de esta especie.

2.3. Criopreservacion de espermatozoides

La criopreservacion del semen es una valiosa herramienta para la preservacion de los
recursos genéticos. Esto ha facilitado el uso generalizado de la inseminacién artificial
(IA) en el ganado vacuno, equino y ovino, permitiendo asi una amplia diseminacion de

material genético de “individuos elite” a su progenie.

Hay un considerable interés en la aplicacion de la tecnologia de IA en camélidos, la
cual es limitada debido a que la criopreservacion de semen de estas especies no esta
suficientemente desarrollada (Bravo et al., 2000). El semen de los camélidos es
generalmente de pobre calidad y altamente viscoso lo cual dificulta su manipulacion,
dilucion y evaluacion. Ademdas, hay muy poco conocimiento sobre la fisiologia
espermatica de los camélidos (Bravo et al., 2000).

En las alpacas, el semen es de poco volumen y baja concentracion de espermatozoides
los cuales presentan un movimiento oscilatorio (Bravo et al., 1997; citado por Morton
2007). En este sentido, los espermatozoides del epididimo, al no estar en contacto con
el plasma seminal proveen un buen modelo de estudio ya que elimina los efectos de la
viscosidad (que atrapa al espermatozoide) y facilita el establecimiento y refinado de los
métodos de criopreservacion para los espermatozoides alpaca.

Diversos parametros afectan la eficiencia de la criopreservacion de los
espermatozoides. Estos incluyen al diluyente (buffer, aztcar/fuente de energia y otros

suplementos como los antioxidantes), el agente crioprotector (tipo y concentracién), el
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tiempo de exposicion del espermatozoide al crioprotector, la temperatura del
crioprotector durante la exposicion, el sistema de envasado de los espermatozoides
para el congelamiento freezing packages (pajuelas, pellets en crioviales, ampollas de

vidrio), y la tasa de congelamiento/descongelamiento.

Morton et al., (2007) emplearon dos sistemas de empaquetamiento para criopreservar
espermatozoides epididimarios de alpaca: i) pellets y ii) pajuelas, los que fueron
congelados a su vez mediante dos técnicas: utilizando hielo seco y los vapores del
nitrégeno liquido; para evaluar el efecto del packaging sobre la movilidad e integridad
acrosomal post-descongelacion. Los resultados mostraron una alta movilidad
espermatica (27%) en las muestras congeladas como pellets tanto en hielo seco como
en nitrégeno liquido, mientras que la integridad acrosomal fue similar para todos los
grupos. En tanto que, Gonzéles (2008) describié una tasa de sobrevida de solo 5%
post-descongelamiento en espermatozoides epididimarios de alpaca que fueron
congelados como pellets sobre hielo seco.

Los dafos causados a la membrana espermatica ocurren en un intervalo de
temperatura entre los —15 y —60°C, que las células experimentan en dos ocasiones,
durante la congelacion y la descongelacion, y no durante el almacenamiento en
nitrégeno liquido. A —196°C no se producen reacciones térmicas, puesto que debajo
de los —130°C no existe agua en el estado liquido (Mazur et al., 1984). El proceso de
deshidratacion celular que acompafia la congelacion lenta es potencialmente benéfico
para la sobrevivencia de la célula, en cuanto tasas de congelacion rapidas son
consideradas como causa de muerte celular, debido a la formacién intracelular de
cristales de hielo (Watson et al., 1995). Sin embargo, si el ritmo de congelacién es
extremamente rapido el hielo intra-celular constituye micro-cristales y los dafios
derivados son muy reducidos (Amann y Pickett, 1987). El proceso de criopreservacion
incluye la refrigeracion (cooling), la congelacion y la descongelacién. Cada etapa del

protocolo ejerce una interaccién especial con la estructura, la funciéon de la membrana y
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con el metabolismo celular (Hammerstedt et al., 1990); pudiendo el espermatozoide
perder su capacidad de funcionar normalmente en cualquiera de estas etapas (Watson
et al., 1995). Por otra parte, dichas etapas del protocolo de congelacion se influencian
mutuamente, asi que los ritmos de cambio de temperatura elegidos en una determinada
etapa del proceso afectan directamente a los que se utilizaran en la etapa siguiente
(Hammerstedt et al., 1990). Es por tanto que el logro de una longevidad celular maxima,
requiera que el ritmo de descongelacién esté en concordancia con el ritmo apropiado
de congelacion (Mazur et al., 1984).

Banda et al., (2010) criopreservaron espermatozoides de alpaca en 2 etapas
i) enfriamiento (desde los 37 a los 4°C) vy ii) congelacion lenta (desde los 5 hasta
los  -80 °C) con un sistema termocontrolado en pajuelas de 0.25mL, empleando tres
diluyentes basados en TRIS, TES y leche descremada. El descongelamiento de las
pajuelas se realiz6 en bafio maria a 42°C por 45 segundos. Se observé que la
movilidad post-descongelamiento obtenida por el grupo Leche descremada fue
significativamente mas alta (17.0%) que el grupo TES (8.6%).

La viabilidad de los espermatozoides ha sido evaluada por la integridad de su
membrana externa, ya que le sirve como protecciéon al gameto masculino. El proceso
de criopreservacion causa dafios a las membranas espermaticas. Generalmente, las
membranas afectadas son la plasmatica, la acrosomal externa y la mitocondrial. La
desestabilizacién de la membrana plasmatica después de la congelacion se asemeja a
una capacitacion fisiolégica del espermatozoide. El espermatozoide capacitado y/o con
acrosoma reaccionado tiene una vida limitada, reduciendo asi su fertilidad (Watson et
al., 1995).

Los cambios bruscos de temperatura durante el proceso de criopreservacion alteran la
organizacién de los componentes estructurales de la membrana plasmatica, afectando
sus propiedades. Esas alteraciones estan asociadas a cambios en la permeabilidad y
capacidad de fusion. Por otra parte, los espermatozoides pueden presentar hinchazén y
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rupturas en la membrana plasmatica externa y acrosomal, cambios en la fluidez de la
membrana, desregulacion del influjo de calcio y alteraciones en la actividad enzimatica
acrosomal (Januskauskas et al., 1999).

La criopreservacion puede producir una poblacion con menor tiempo de vida in vivo,
reduciendo la eficiencia de la poblacién como un todo. Después de la criopreservacion
los espermatozoides sobrevivientes contienen mas calcio intracelular que antes,
reflejando dafio a la membrana en el mecanismo de permeabilidad selectiva (Bailey et

al., 2000).

2.4. Composicion de los diluyentes

Los diluyentes ejercen un papel fundamental en la preservacion del semen,
prolongando la viabilidad de las células espermaticas y preservando sus caracteristicas
funcionales por un periodo de tiempo limitado (refrigeracion) o indefinidamente
(congelacidn). Para llevar a cabo su misién el diluyente debe cumplir con una serie de
condiciones (Fiser et al., 1981): aportar los nutrientes necesarios para el mantenimiento
metabdlico de la célula espermatica, una fuente de factores proteicos de crioproteccion
(yema de huevo o leche), la proteccion por los agentes crioprotectores (ACPs) frente al
shock térmico por frio (dimetilacetamida, glicerol), controlar el pH del medio en torno a
la neutralidad (bicarbonato, TRIS, HEPES, citrato), la presion osmética (sales NaCl,
KCI) y la inhibiciéon del desarrollo microbiano (penicilina G - sédica, estreptomicina).
Ademas, presentan diversos aditivos, como antioxidantes (Vit E, Vit C) y aminoacidos
(cisteina, glicina).

El uso del medio diluyente tiene por objetivo proteger a los espermatozoides de los
choques térmico y/o osmdtico que ocurren durante los procesos de refrigeracion,
congelacion y descongelacion, ya que estos pueden causar dafios irreversibles a los

espermatozoides, debido a la formacion de cristales de hielo intracelular que afectan la
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estructura fisico-quimica de la célula, causando dafios principalmente, a la membrana

plasmética, al acrosoma y al metabolismo energético (Pickett et al., 1987).

El proceso de criopreservacion ideal debe preservar, en la mayor proporcion posible, la
integridad de las diferentes estructuras del espermatozoide (Watson et al., 1995). La
utilizacion de uno o mas agentes crioprotectores es indispensable para minimizar los
dafios que se producen en los espermatozoides durante el proceso de criopreservacion
(Gao et al., 1995). Los crioprotectores se han clasificado segin su capacidad para
atravesar la membrana: en penetrantes o intracelulares como el glicerol, DMSO
(dimetilsulfoxido), DMA (dimetilacetamida), etilenglicol, y en no-penetrantes o
extracelulares incluyendo determinados azlcares, lipoproteinas de la yema de huevo y
proteinas de alto peso molecular (Hammerstedt et al., 1990).

La eleccion del agente crioprotector (ACP) es uno de los principales factores a
determinar cuando se establecen los protocolos de congelacién, puesto que son
altamente especie-especificos y su efectividad varia en funcién de la concentracion
utilizada. El glicerol es un crioprotector cominmente usado y frecuentemente empleado
cuando se establecen protocolos de criopreservacion para nuevas especies, varios
estudios en criopreservacion de semen de camélidos: alpacas (Gonzales et al., 2008),
camellos bactrianos (Niasari-Naslaji et al., 2007) y llamas (Aller et al., 2003) han
empleado una concentracién final de 6-7% de glicerol en el medio de congelacion. Sin
embargo, Morton et al., (2007) criopreservd espermatozoides epididimarios de alpaca
utilizando una concentracion final de glicerol de 3% obteniendo algunas mejoras en sus
resultados, sugiriendo que los experimentos previos donde se utilizé 6-7% de glicerol
en la criopreservacion semen de alpaca, pueden haber excedido el nivel 6ptimo de
glicerol requerido por el espermatozoide de alpaca.

Por otro lado, Canorio (2008) realiz6 un estudio en el cual -criopreservo
espermatozoides epididimarios de alpaca utilizando dos ACPs distintos: DMA

(dimetilacetamida) a 0.75, 0.375 y 0.18M y DMSO (dimetilsulfoxido) a 0.5, 0.25 y
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0.125M. Se encontrd que el uso de DMA 0.375M ejercia un mayor efecto crioprotector
sobre la viabilidad (52%) e integridad de la membrana (57%) Iluego del
descongelamiento.

Los criodiluyentes comunmente usados en la criopreservacion de semen de alpacas
son a base de TRIS (tris -hidroximetilaminometano), citrato y lactosa. Otros diluyentes
incluyen glucosa o fructuosa, con yema de huevo o leche de vaca descremada.

Las proteinas de la leche descremada y yema de huevo actlan como crioprotectores
no penetrantes (Maxwell y Evans, 1990), al recubrir la membrana plasmatica del
espermatozoide protegiendo asi su estructura de la accion del frio, y por ello, es un

componente comudn en la composicion de varios diluyentes de semen.

Se cree gue la proteccion al choque térmico ofrecida por la yema de huevo sea debido
a la presencia de lipoproteinas de baja densidad (LDL), que se adhieren a la membrana
celular durante el proceso de criopreservacion, preservando, asi, la membrana del
espermatozoide (Moussa et al., 2002). De esa forma, la yema de huevo actia en la
superficie de la membrana plasmatica, restaurando la pérdida de los fosfolipidos v,
aparentemente, induciendo una alteracion transitoria de su composicién, previniendo la
ruptura de la membrana plasmatica (Farstard et al., 1996). Los fosfolipidos que
componen la fraccién LDL de la yema de huevo protegen el semen, especificamente
durante el proceso de refrigeracién a 5°C.

Diversos estudios han concluido que la adicion de yema de huevo al diluyente mejora
la movilidad, integridad acrosomal y supervivencia de los espermatozoides después de
la descongelacidn, Santiani et al., (2005) demostraron que mejores indices de viabilidad
espermatica fueron obtenidos cuando el semen de alpaca fue congelado con un medio
a base de leche descremada y con una cantidad reducida de yema de huevo 5% vl/v,
comparado con otro medio Tris que tenia en su composicién un 20% v/v de yema de
huevo. Las tasas de espermatozoides viables con acrosoma intacto fueron de 18.7% y

4% respectivamente.
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2.5. Estrés oxidativo en espermatozoides

2.5.1. Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo (EO) es definido como un desequilibrio bioquimico ocasionado por la
produccién excesiva de radicales libres, los cuales exceden la capacidad antioxidante
de un organismo, que involucran sistemas enzimaticos y moléculas organicas como las
vitaminas E y C, o por una disminucion en la respuesta homeostética de las células o
tejidos, provocando dafio oxidativo a las biomoléculas. (Sanchez et al., 2004). Los
espermatozoides almacenados bajo condiciones aerdbicas, durante la refrigeracion,
congelacion, descongelacion e incubacion, requieren oxigeno (O;) para apoyar su
metabolismo normal. Un exceso de metabolitos de oxigeno, puede sin embargo, causar
dafo celular o apoptosis (De Lamirande y Gagnon, 1995). Asimismo, estos dafos
podrian ser mayores en espermatozoides provenientes del epididimo que en los de
eyaculado, ya que estos contienen mecanismos antioxidantes que provienen del
plasma seminal (Chen et al., 2003), los cuales contrarrestan los efectos dafiinos de

ROS.

2.5.2. ROS

Especies reactivas de oxigeno (ROS, del término en ingles: reactive oxygen species)
son los intermediarios quimicos reactivos del metabolismo del oxigeno, formados como
subproductos durante las reacciones enzimaticas normales de sefializacién inter e
intracelular (Nordberg et al., 2001).

Los términos radical libre y oxidante son también usados para referirse a ROS, pero no
son los mas apropiados, pues no todas las especies reactivas de oxigeno son radicales
libres. Lo mismo se aplica al término oxidante, ya que algunas ROS (O, y H,0,)

pueden actuar tanto como agentes oxidantes o reductores, en sistemas diferentes.

16



Entonces, especies reactivas de oxigeno (ROS) incluye todos los radicales y no
radicales derivados del oxigeno (Nordberg et al., 2001).

Los espermatozoides de mamiferos representan una lista creciente de tipo celular que
exhibe una capacidad para generar ROS cuando son incubadas bajo condiciones
aerdbicas, tales como, peréxido de hidrogeno (H,0,), el anién superdxido (¢O;"), el
radical hidroxilo (OHe), y el radical hipoclorito (OHCIe). Debido a su naturaleza
altamente reactiva, ROS puede combinarse facilmente con otras moléculas, causando
directamente oxidacién que puede conducir a cambios estructurales y funcionales
causando dafio celular (Guerin et al., 2001).

ROS representa una amplia categoria de moléculas que incluye a los radicales (i6n
hidroxilo, superéxido, 6xido nitrico, pirdxilo, etc.) y no radicales (ozono, oxigeno solo,
peréxidos de lipidos, peréxido de hidrogeno) y derivados del oxigeno (De Lamirande y

Gannon, 1995).

2.5.3. Antioxidantes

Halliwell y Gutteridge, (1999) definieron a los antioxidantes como cualquier substancia
que, cuando estan presentes en bajas concentraciones en comparaciéon con la del

sustrato oxidable, retrasa o previene significativamente, la oxidacién de dicho sustrato.

Para protegerse del efecto letal de la formacion excesiva de ROS, la célula posee un
sistema de defensa antioxidante enzimatico y uno no enzimatico. Entre los
antioxidantes enzimaticos se encuentran: superéxidodismutasa (SOD), catalasa (CAT),
peroxiredoxinas (Prx), glutation (GSH), glutatién reductasa (GR) y glutation peroxidase
(GPx). Forman parte del sistema no-enzimatico, un gran nimero de compuestos de
bajo peso molecular, incluyendo las vitaminas C y E, diferentes compuestos de selenio,
ubiquinonas (coenzima Q), acido urico y acido lipoico (Nordberg y Arnér, 2001). Este

sistema puede actuar en dos lineas: como removedor/barredor del agente antes que le
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cause lesion (GSH, SOD, CAT, GPx y la Vitamina E) o como reparador de la lesion
ocurrida (4cido ascorbico, GR y GPXx).

Con excepcion de la vitamina E (a-Tocoferol), que es un antioxidante estructural de la
membrana, la mayor parte de los agentes antioxidantes se encuentran en el medio

intracelular (Ferreira y Matsubara, 1997).

a) a-Tocoferol (Vitamina E)

La vitamina E es un término nutricional que se refiere a un grupo de Tocoferoles y
tocotrienoles con actividad antioxidante. Solo ocho moléculas naturales presentan
actividad antioxidante: cuatro tocoferoles (a, B, vy, 8) y cuatro tocotrienoles (o, B, v, 9)
(Brigelius-Flohé y Traber, 1999). La molécula de la vitamina E esti divida en dos
partes: un anillo aromatico de cromanol, también llamado cabeza de cromano
(hidrofilica) y una cadena de hidrocarburos (hidrofébica), que sirve para anclarlo en la
membrana lipidica. Los Tocoferoles tienen la cadena lateral isoprenoide saturada, y los
tocotrienoles insaturada. El grupo -OH presentes en el anillo cromanol es el
responsable de su propiedad antioxidante (Halliwell y Gutteridge, 1999).

La vitamina E es conocida como el principal antioxidante lipofilico que protege los
acidos grasos poliinsaturados de los tejidos contra la peroxidacion, ya que cuenta con
un potente removedor de radicales peroxilo y probablemente, el mas importante
inhibidor de la reaccién en cadena de la liperoxidacion en animales (Halliwvell y
Gutteridge, 1999).

El a-Tocoferol actia como un agente reductor capaz de donar electrones a especies
oxidadas como los radicales libres y los lipoperéxidos, neutralizando de esta manera el

potencial oxidativo de estos (Chao et al., 2002).
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El grupo hidroxilo presente en el grupo fendlico del anillo cromanol rapidamente
reacciona con el radical peroxilo (LOOQe), transfiriendo a este su atomo de hidrogeno
convirtiéndolo en un hidroperoxido de lipido (-LOOH), quedandose, en la forma de
radical tocoferoxil; un segundo radical peroxilo se une al radical antioxidante para
formar otro hidroperéxido (LOOH) que es un producto no radical. Por cada molécula de

vitamina E oxidada, dos radicales peroxilo son consumidos (Liebler, 1993).

ROO. + Toc- OH — ROOH + Toc- O

ROO. + Toc- O — ROOH + radical no libre

Figura 2. Reacciones scavenging de a-Tocoferol (Tomado de Benitez, 2006).

b) Trolox (Trolox C)

El 6-hidroxi-2, 5, 7, 8— tetrametil croman 2-acido carboxilico, es un anélogo hidrosoluble
del Tocoferol, el cual no tiene la cadena lateral hidrofébica ya que esta fue sustituida
por un grupo carboxilo. La estructura de anillo es idéntica a la estructura de anillo de a-
Tocoferol. EI mecanismo de accién de efecto antioxidante de Trolox es semejante al de
la vitamina E, esto es, implica la accion del OH fendlico y la remocién de los radicales

peroxilo (Albertini y Abuja, 1999).

El interés por los antioxidantes hidrosolubles se origina a partir de la observacion de
gque la mayoria de los ROS es generada dentro de la fase acuosa. Sin embargo, los
radicales peroxilo que no son eliminados por los antioxidantes hidrosolubles y que
pasan a la fase lipidica de las células pueden desencadenar la peroxidacién de los

lipidos (Sagach et al., 2002). Sin embargo, el Trolox tendria ventaja sobre los otros
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antioxidantes que son apenas liposolubles, como la vitamina E. Esto debido a su
estructura cromanol, que le da actividad antioxidante y el grupo carboxilo, que tiene un
moderado efecto hidrosoluble; lo cual permite que sea adicionado directamente sin el
uso de solventes o procedimientos previos y lo torna convenientepara los estudios en

sistemas biolégicos naturales.

2.6. ROS, antioxidantes y funcion espermética

2.6.1. Origen de ROS en el sistema reproductivo Masculino

En los espermatozoides, dos sistemas de generacion de ROS estdn posiblemente
involucrados: (i) el sistema fosfato nicotinamida adenina dinucleétido (NADPH)
oxidasa a nivel de la membrana plasmética del espermatozoide vy (ii) la oxidorreductasa

(diforasa) dependiente de NADPH a nivel de las mitocondrias (Gavella et al., 1992).

Kirchhoff (1998) indicé que los espermatozoides producen y exportan ROS al medio
extracelular, de las cuales la mayoria son producidos por las mitocondrias y son el
producto de la reduccién monovalente del oxigeno molecular durante la fosforilacion
oxidativa. Los espermatozoides son ricos en mitocondrias porque ellos necesitan un
constante suministro de de energia para su movilidad. Desafortunadamente, cuando los
espermatozoides contienen mitocondrias disfuncionales, ocurre una mayor produccién
de ROS, afectando la funcion mitocondrial (Evenson et al., 1982). Tal relacion puede
ser debido a dos fendmenos mutuamente interconectados: ROS causa dafio a la
membrana mitocondrial y la membrana mitocondrial dafiada provoca un incremento en

la produccion de ROS.

Los leucocitos y los espermatozoides inmaduros son las dos principales fuentes de
ROS en el semen. Los leucocitos, en particular los neutréfilos y macréfagos han sido
asociados con una excesiva produccion de ROS y en dltima instancia causar disfunciéon
espermatica (Aitken et al., 1995a; Saleh et al., 2002).
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En equinos, se ha podido comprobar que la incubacion del semen con 5x10°
neutréfilos/mL aumenta la generacion de H,O, y reduce la movilidad espermatica in
vitro (Baumber et al., 2002). Los neutréfilos secretan ROS hacia el plasma seminal, lo
que se suma a la cantidad de ROS producida intracelularmente por los

espermatozoides como resultado de la actividad flagelar.

Durante la espermatogénesis, un defecto en el mecanismo de extrusion citoplasmatica
resulta en la liberacion de espermatozoides del epitelio germinal llevando consigo el
citoplasma residual excedente. Los espermatozoides resultantes se cree que son
inmaduros y funcionalmente defectuosos. Estudios han sugerido que la retencién del
citoplasma residual por los espermatozoides estd4, de hecho, correlacionada
positivamente con la generacion de ROS por medio de mecanismos que pueden ser
mediados por la enzima citosolica de glucosa-6-fosfato dehydrogenasa (Aitken et al.,

1999).

Dos de los principales factores que contribuyen a la acumulacion de ROS in vitro son la
ausencia de un mecanismo de defensa enddgeno y la exposicion de gametos y
embriones a varias técnicas de manipulacion asi como el ambiente que puede llevar a
la generacion de estrés oxidativo (Du Plessis et al., 2008).

Los niveles de ROS pueden raramente fluctuar en un individuo fértil, pero, no afecta la
concentracion ni la movilidad del espermatozoide. Esto puede ser debido a la presencia
de un adecuado sistema de defensa antioxidante en los individuos sanos. Las
fluctuaciones en los niveles de ROS pueden ser debido a una infeccién transitoria y/o
anormalidades en la espermatogénesis tales como, la retencién del citoplasma o la
presencia periddica de espermatozoides morfolégicamente anormales en el semen

(Desai et al., 2010).
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2.6.2. Rol fisiologico de ROS en el sistema reproductivo Masculino

La produccion de ROS es un proceso fisiologico normal pero un desequilibrio entre la
generacién de ROS vy la actividad scavenging es perjudicial para el espermatozoide y

estd asociado con infertilidad masculina (Sharma et al., 1996).

Hasta hace poco, ROS era considerado exclusivamente toxico para los
espermatozoides. Sin embargo, evidencias sustanciales sugieren que pequefias
cantidades de ROS generados por espermatozoides juegan un rol importante en los
procesos fisioldgicos normales tales como, capacitaciobn espermética, reaccion
acrosémica, mantenimiento de la capacidad fecundante y estabilizacién de la capsula
mitocondrial en la pieza media en bovinos (Goncalves et al., 2010). Una controlada
generacibn de ROS puede funcionar como moléculas de sefalizacién (segundos
mensajeros) en muchos tipos celulares diferentes; ellos son importantes mediadores de
funciones espermaticas. Estudios han reportado que particularmente el anion
superdxido (O,) es requerido para la etapa tardia del desarrollo embrionario (Kodama

et al., 1996).

Aungue una significante correlacion negativa entre ROS vy la tasa de fertilizacion in vitro
ha sido encontrada (Agarwal et al., 2005), aun, la generacién controlada de ROS ha
demostrado ser esencial para el desarrollo de la capacitacion e hiperactivacion; los dos
procesos del espermatozoide que son necesarios para asegurar la fecundacion. La
capacitacién es un proceso lento que ocurre en el tracto genital femenino, el cual
implica un remodelado en la estructura y funcionalidad de la membrana plasmatica del
espermatozoide para poder fecundar el ovocito (Harrison et al., 2005). Durante este
proceso, los niveles de calcio intracelular, ROS, y tirosina quinasa se incrementan, lo

cual conduce a un aumento en los niveles de adenosin monofosfato ciclico (AMPCc).
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Este incremento en el AMPc facilita la hiperactivacion de los espermatozoides, una
condicion en la que son altamente motiles (Aitken, 1995b). Sin embargo, solo
espermatozoides capacitados presentan movilidad hiperactivada y son sometidos a una
reaccion acrosémica fisioldgica, adquiriendo asi la capacidad fecundante (De
Lamirande et al., 1997). Se ha demostrado que la co-incubacién de los
espermatozoides con bajas concentraciones de peréxido de hidrégeno estimula la
capacitacion espermatica, la hiperactivacion, la reaccion del acrosoma, y la fusién al

ovocito (Kodama et al., 1996).

La peroxidacion lipidica causada por bajos niveles de ROS lleva a la modificacion de la
membrana plasmatica, lo que facilita la adhesion espermatozoide-ovocito (Kodama et
al., 1996). Las concentraciones fisiologicas de ROS in vivo estan involucradas en
proporcionar fluidez a la membrana, manteniendo la habilidad fecundante y reaccién
acrosémica del espermatozoide (Bucak et al., 2010). El mantenimiento de un adecuado

nivel de ROS es, por lo tanto, esencial para la adecuada funcionalidad espermatica.

2.6.3. Efecto perjudicial de ROS en las funciones espermaticas

Un estado de estrés oxidativo induce en la célula efectos dafiinos por oxidacion de
lipidos, proteinas, carbohidratos y nucleétidos, lo cual produce acumulacién de
agregados intracelulares, disfunciébn mitocondrial, y apoptosis (Hicks et al., 2006). El
dafio inducido por el EO depende no solo de la naturaleza y la cantidad de ROS
implicados, sino también de la duracion de la exposicion a ROS y a factores
extracelulares tales como temperatura, tensién de oxigeno, y la composicion del medio
circundante (Ej., iones, proteinas, y ROS scavengers) de acuerdo con Sikka et al.,

2001.

Las membranas espermaticas de los mamiferos son ricas en &cidos grasos

poliinsaturados (PUFAS) y son sensibles al dafio inducido por el oxigeno mediado por la
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peroxidacion lipidica, y, por lo tanto son sensibles al atague de ROS lo cual resulta en
una disminucion de la movilidad de los espermatozoides, presumiblemente por la rapida
perdida de ATP intracelular que conduce a dafios en el axonema, disminucién de la
viabilidad espermética, y un incremento de los defectos morfoldgicos de la pieza media
del espermatozoide con efectos deletéreos sobre la capacitacion espermética y

reaccion del acrosoma ( Bansal et al., 2007).

a) Peroxidacién Lipidica (LPO)

Los lipidos son considerados las macromoléculas mas susceptibles y estan presentes
en las membranas plasmaticas de los espermatozoides en forma de &cidos grasos
poliinsaturados (PUFA), &cidos grasos que contienen mas de dos enlaces dobles
carbono-carbono (H2C=C2H), debido a ello son excelentes blancos para el ataque de

ROS (Nordberg y Arner.,2001).

La peroxidacion de lipidos es definida como “el deterioro oxidativo de los lipidos
poliinsaturados”. La mayoria de los PUFA de las membranas contienen enlaces doble
no conjugados que estan separados por grupos metileno. La presencia de un doble
enlace adyacente a un grupo metileno hace que la unién carbono-hidrégeno del
metileno sea mas débil, y como resultado, el hidrégeno es mas susceptible a la
substraccion por algin tipo de ROS. Una vez que se ha producido esta substraccion, el
radical acido graso generado se estabiliza mediante la reordenacién de sus dobles
enlaces. Los PUFA se reorganizan para formar un radical dieno conjugado que

posteriormente puede ser oxidado (Aitken et al.1995b; Kodama et al., 1996).

Las reacciones tienen lugar a través de tres principales pasos de iniciacion,
propagacioén y terminacién. Durante la iniciacién, los radicales libres reaccionan con las
cadenas de acidos grasos y como resultado liberan radicales lipidicos. Este radical

acido graso al reaccionar con el oxigeno molecular originara el radical peroxilolipidico

24



(~ROOQe). Los radicales peroxilo generados pueden reaccionar con otros &cidos grasos
para producir nuevos radicales lipidicos, manteniendo asi la propagacion de la

reaccion (Griveau et al., 1995).

El ataque de ROS a los PUFA de la membrana celular, conduce a una cascada de
reacciones quimicas llamada LPO. ROS tiende a provocar reacciones en cadena, es
decir, un compuesto que tiene un electron desapareado va a reaccionar con otro
compuesto para generar en este un electron no apareado, de tal manera que "un

radical produce otro radical”.

Los espermatozoides de mamiferos son conocidos por ser susceptibles a la pérdida de
la movilidad, como consecuencia de LPO (Rao et al., 1989). La susceptibilidad de los
espermatozoides de rumiantes al estrés oxidativo es una consecuencia de la
abundancia de PUFAs en la membrana plasmatica de sus espermatozoides, cuya
presencia da a las membranas la fluidez y flexibilidad necesarias para permitir la fusion
de la membrana espermatica durante la fecundacién. Desafortunadamente, la
presencia de dobles enlaces en estas moléculas los hace vulnerables al ataque de los
radicales libres y el inicio de la LPO en cascada. La peroxidacion de los PUFAs en las
membranas de las células espermaticas es una reaccidon autocatalitica vy
autopropagante, que puede provocar la disfuncion celular, asociada con la pérdida de
las funciones e integridad de la membrana, la pérdida de la movilidad espermética y la

induccién de apoptosis en los espermatozoides (Bucak et al., 2010).
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2.6.4. Efecto de la adicién de antioxidantes sobre el estrés oxidativo en

espermatozoides

Los antioxidantes han sido usados como suplementos para los criodiluyentes debido a
que ejercen un efecto protector contra la accién de ROS. La accién conjunta de
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos puede neutralizar las ROS dando como
resultado un equilibrio celular. La adicién de varios antioxidantes al medio diluyente ha
sido investigado en la criopreservacion de semen de toros (Beconi et al., 1993),
humanos (Askari et al., 1994) y cerdos (Pefia et al., 2003).

La vitamina E es un efectivo antioxidante no-enzimatico que puede detener la cadena
de reaccion de peroxidacion mediante la eliminacion de radicales peroxilo y otros
radicales derivados de lipidos (Niki, 1987) y mantener la integridad del DNA en
espermatozoides humanos (Hughes et al., 1998). Varias formas de vitamina E han sido
usadas en estudios de preservacion de espermatozoides. Especificamente, la
suplementacién con vitamina E (a—Tocoferol) ha demostrado ser beneficioso para la
crioconservacion de espermatozoides bovino (Beorlegui et al., 1997) y porcino
(Breininger et al., 2005) al reducir la generacion de ROS y mejorar la calidad del semen

post-descongelacion.

Jeong et al. (2009) evalu6 el efecto de la adicion de a-Tocoferol a varias
concentraciones en el medio Lactosa-yema en la criopreservacion de semen de
porcino. Las tasas de viabilidad, movilidad total espermatica (MOT) e integridad
acrosomal post-descongelamiento fueron significativamente mas bajas en el grupo no
suplementado comparado con los grupos que fueron congelados con a-Tocoferol;
siendo los grupos suplementados con 100 y 200uM de a-Tocoferol los que dieron
mejores resultados en sobrevida (52.3% y 54.9%) y MOT (44.1% y 45.4%) después de

la descongelacion del semen.
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En la criopreservacion de semen de toros, Hu et al. (2010) observo que la adicién de
1.0y 1.5 mg/mL de vitamina E al medio TRIS-yema, tuvo un aumento significativo en la
movilidad espermatica (53.21 y 53.86%). Sin embargo, el porcentaje de
espermatozoides descongelados con membrana y acrosoma intacto fue mayor cuando
1.5mg/ml de Vit E fue empleado. Ademas, una alta concentracion de Vit E (2 mg/mL)
disminuyd la actividad antioxidante del espermatozoide, reflejado en los bajos niveles
de glutatién peroxidasa (GSH-Px) y glutation reducido (GSH) comparado con los otros
grupos (<2mg/mL Vit E).

Del mismo modo, el Trolox (analogo de la vitamina E) ha sido usado en gran variedad
de sistemas celulares para bloquear los efectos de las ROS (Michiels et al., 1994). La
adicién de Trolox a los medios de preservacion del semen mejora la supervivencia y la
calidad de los espermatozoides refrigerados, congelados y descongelados (Askari et
al., 1994; Bilodeau et al., 2002).

Pefia et al. (2003) utilizaron Trolox como aditivo del diluyente Lactosa-yema (20% v/v).
Se obtuvo que la adicién de 100 y 200uM de Trolox mejord la viabilidad del semen
descongelado, en términos de movilidad progresiva e integridad de la membrana
mitocondrial en espermatozoides de cerdo criopreservados.

En otro estudio, Maia et al., 2010 evalu6 el efecto de la adicién del antioxidante Trolox
(50uM) y catalasa (50mg/mL) al diluyente de criopreservacion en la generacién de
peroxidacion de lipidos de semen ovino post-descongelamiento. En los experimentos
de LPO catalizada, la minima produccién de sustancias reactivas de acido
tiobarbiturico (TBARS) fueron observadas en los tratamientos Trolox (2.52+0.02
nMol/10® spz) y Trolox catalasa (2.54+0.02 nMol/10° spz), comparado con el control
(3.81+0.02 nMol/10® spz) y catalasa (3.83+0.02 nMol/10° spz).

El uso de antioxidantes como suplemento del criodiluyente para espermatozoides de
alpaca aun no ha sido desarrollado, no obstante es un area de estudio de gran interés
que esté siendo explorada.
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2.7. Efecto de la criopreservacién espermatica sobre el estrés oxidativo

La criopreservacion de los espermatozoides es una importante herramienta para
preservar el material genético y para mantener la diversidad genética en especies
silvestres y domésticas (Lermen et al.,, 2009). Sin embargo, los protocolos de
congelacion espermatica empleados en la mayoria de las especies de mamifero, a
pesar de haber sido mejorados notablemente en los Ultimos afios, ocasionan la muerte
de un gran numero de células después de la criopreservacion.

El mejoramiento de las técnicas de criopreservacion del semen requiere de un
conocimiento profundo de la fisiologia del gameto y los procesos bioquimicos que
ocurren durante la coleccién, procesamiento, y congelamiento/descongelamiento de los
espermatozoides. Cada uno de estos procedimientos implica produccién de ROS en las
muestras espermaticas. Durante la criopreservacion, el semen es expuesto a un
choque de frio y oxigeno atmosférico, los cuales incrementan la susceptibilidad a
peroxidacion de lipidos debido a una alta produccion de ROS (Bucak et al., 2008),
siendo la membrana plasmatica del espermatozoide una de las principales estructuras
afectadas por la criopreservacion (Agarwal et al., 2004).

Por otra parte, se ha observado que la sensibilidad al choque frio es diferente en los
espermatozoides de las distintas especies animales, ya que el rango de temperatura en
el que se produce los cambios de fase de los lipidos varia entre ellas (Drobnis et al.,
1993). Ademas, incluso para una misma especie la membrana puede estar constituida
por diferentes lipidos con multiples cambios de fase a diferentes temperaturas (Holt y
North, 1986).

La criopreservacion ejerce efectos perjudiciales en los espermatozoides lo cual
conduce a una significativa disminucion en la viabilidad y movilidad espermatica, y, en
la disminucion de la tasa de criopreservacion espermatica. El potencial de fertilidad de
los espermatozoides criopreservados de mamiferos es mas bajo que el de los

espermatozoides frescos. La capacidad antioxidante del semen, puede ser insuficiente
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para prevenir LPO durante los procesos de congelamiento y descongelamiento. Los
sistemas de proteccion antioxidante en los espermatozoides son principalmente de
origen citoplasmatico y el espermatozoide descarta la mayor parte de su citoplasma en
las etapas terminales de la diferenciacion (Bucak et al.,, 2010). Por lo tanto,
espermatozoides de mamiferos carecen de un componente citoplasmatico significativo,
que contiene suficientes antioxidantes para contrarrestar los efectos perjudiciales de
ROS y LPO. Por esta razdn, los espermatozoides son susceptibles a la LPO durante la
criopreservacion y el proceso de descongelacién (Bucak et al., 2010). El dafio debido al
estrés oxidativo puede ser sobrellevado por la inclusibn de antioxidantes en los

diluyentes antes de realizar los procesos de congelacién (Bucak et al., 2008).

La criopreservacion induce grandes cambios biofisicos y bioquimicos en la membrana
del espermatozoide que finalmente disminuye el potencial de fertilidad de las células
(Chatterjee et al., 2001), reduciendo su tiempo de vida y su habilidad para interactuar
con el gameto femenino. La excesiva producciéon de ROS durante la criopreservacion
han sido asociados con la reduccion de la movilidad, viabilidad, integridad de la
membrana, estado antioxidante, fertilidad y funciones espermaticas. Este hecho ha sido
demostrado en espermatozoides humanos (Aitken, 1999), de caballo (Baumber et al.,

2003a), de toro (Bilodeau et al., 2002) y de ovinos (Maia et al., 2010).
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. HIPOTESIS

3.1. Hipétesis de trabajo
Hi: El suplemento del diluyente TES-Tris-yema con a—Tocoferol mejora la calidad

post-descongelamiento de espermatozoides de alpaca.

3.2. Hipétesis alternativa
Ho: El suplemento del diluyente TES-Tris-yema con a—Tocoferol no mejora la calidad

post-descongelamiento de espermatozoides de alpaca.

IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general:
e Evaluar el efecto del antioxidante a—Tocoferol (Vitamina E) en el proceso de

congelamiento/descongelamiento en espermatozoides de alpaca.

4.2. Objetivos especificos:
e Determinar el efecto de la concentracion del suplemento o—Tocoferol en el

proceso de criopreservaciéon en espermatozoides de alpaca.

e Evaluar el efecto post-descongelamiento de la adiciébn de a—Tocoferol en los
parametros espermaticos: vitalidad, movilidad e integridad de las membranas

plasmatica y acrosomal.
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V. MATERIAL Y METODOS

5.1. Disefio experimental

Para alcanzar los objetivos propuestos en el estudio la suspensiéon inicial de
espermatozoides de cada individuo fue dividida en 4 fracciones para la formulacion de
los siguientes tratamientos:

Tratamiento 1: Suspension espermética + diluyente TES-Tris-yema suplementado con
200 pg/mL a-Tocoferol (E1).

Tratamiento 2: Suspension espermatica + diluyente TES-Tris-yema suplementado con
500 pg/mL a—Tocoferol (E2).

Tratamiento 3: Suspension espermatica + diluyente TES-Tris-yema suplementado con
1000 pg/mL o—Tocoferol (E3).

Control: Suspensién espermatica + diluyente TES-Tris-yema, sin suplemento.

5.2. Materiales

5.2.1. Material Biol6gico

Las muestras epididimarias fueron obtenidas a partir de la recolecciéon de testiculos de
16 alpacas adultas postmortem, cuyas edades estimadas fueron de 4 a 6 afos. El
muestreo se realizé en el Camal Municipal de Huancavelica, en la provincia de
Huancavelica — Perd. Las muestras colectadas fueron almacenadas en solucion salina
y transportada a 4°C hasta el laboratorio de Biotecnologias Reproductivas de la
Universidad Nacional de Huancavelica, para su procesamiento inicial. La evaluacion
post-descongelamiento se realizé en el laboratorio de Fisiologia de la Reproduccién

Animal de la UNMSM.
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5.2.2. Reactivos, medios y soluciones

5.2.2.1. Diluyente de congelacion

Al diluyente base constituido por TES-Tris-yema se le adicion0 el antioxidante
a—Tocoferol acetato (SIGMA C6d.T3001), a distintas concentraciones.
Tabla 5.1. Composicion de los Diluyentes de Congelacion
El E2 E3 Control
TES (9) 3.03 3.03 3.03 3.03
Tris base (g) 0.72 0.72 0.72 0.72
Citrato de sodio (g) 0.44 0.44 0.44 0.44
DMA (M) 0.375 0.375 0.375 0.375
a —Tocoferol acetato (ug/mL) 200 500 1000 —
Penicilina (g) 0.6 0.6 0.6 0.6
Estreptomicina (g) 1 1 1 1
Yema de huevo (mL) 17.5 17.5 17.5 17.5

Las cantidades de los distintos constituyentes fueron calculadas para un volumen final

de diluyente de 100mL.

5.2.2.2. DPBS

El buffer fosfato salino Dulbecco’s fue empleado como medio de lavado de la muestra.

DPBS libre de cloruro de calcio, (GIBCO Cat.No. 21300-017).
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5.2.2.3. Medio de descongelacion

HAM-F10 (SIGMA C64d.6635), basicamente es un medio nutritivo que fue utilizado como
medio de incubacién de las muestras tras la descongelacion.

Contiene 9.8g HAM-F10, 0.245¢g lactato de calcio, 2.1g bicarbonato de sodio, 0.075¢g
penicilina y 0.075g estreptomicina en 1 litro de agua estéril. Luego fue esterilizado por

filtracién con una membrana de porosidad de 0.22um.

5.2.2.4. Solucién hipo-osmatica para evaluacién de endésmosis
Esta solucion se conserva en refrigeracion a 4°C hasta su uso, dentro de 24h.

Contiene 0.1470g citrato de sodio y 0.2702g fructosa disueltos en 20ml de agua estéril.

5.2.2.5. Solucion de Eosina-Y 0.5%
La tinciébn con Eosina-Y permite determinar el nimero de espermatozoides vivos y

muertos en la muestra. 50mg de Eosina-Y en 10mL de cloruro de sodio (NaCl) al 0.9%.

5.2.2.6. PBS
La solucion salina fosfatada (PBS) es utilizada para la preparacion de la solucion Azul

de Tripan. 124 mmol/L NaCl, 10 mmol/LNa;HPO,y 3 mmol/L KH2PO4 (pH 7.4).

5.2.2.7. Soluciones para la Doble Tincion

Solucién Giemsa 10%

La doble tincién con Azul de Tripan y Giemsa fue utilizada para la evaluacion de la
vitalidad y el estado acrosomal. Giemsa 10% (peso/volumen) diluido en agua
bidestilada.

Solucién Azul Tripan 2%

Empleada como indicador de vitalidad en la doble tincion con Giemsa.

Azul de Tripan 2% (peso/volumen) (SIGMA C6d.302643) en PBS.
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5.3. Metodologia

5.3.1. Recoleccién de espermatozoides del epididimo

La muestra espermatica utilizada en este trabajo fue obtenida a partir de la region
caudal del epididimo, en base a lo descrito por Morton et al. (2007).

Ambos epididimos fueron aislados de los testiculos por diseccion, retirando todo el
tejido adiposo y sanguineo que sea posible. Una vez limpios fueron colocados en una
placa de cultivo con 1mL de PBS 1X a 37°C, se hicieron 2 o 3 cortes en la cola del
epididimo haciendo una suave presion con una pinza, para provocar la salida de los
espermatozoides desde los conductos epididimarios, la placa fue incubada a 37°C
por 10 minutos para facilitar dicho proceso. Luego, se eliminaron los restos de tejido y
se recuper6 toda la suspensién espermatica en un eppendorf, a partir de la cual se

tomo una alicuota de 100 pL para evaluar los parametros espermaticos iniciales.

5.3.2. Evaluacion de la muestra

5.3.2.1. Concentracion

La concentracion de cada muestra fue determinada, para todos los experimentos,
utilizando el citometro Cell-VU®, el cual implica el uso de una lamina con dos camaras
(para 2 evaluaciones) cada una con una profundidad de 20um y 2 laminillas que tienen
grabadas grillas de conteo en el lado reverso.

La suspension espermatica inicial fue homogenizada previo al recuento, de la cual se
tomaron aproximadamente 4uL de volumen que fueron cargados en ambas camaras
de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para asegurar un conteo consistente, se
contaron todos los espermatozoides dentro de la grilla (100 cuadros), para luego
multiplicar este numero por 50,000 obteniéndose la concentracion total de

espermatozoides/mL.
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Figura 3. Obtencion del material bioldgico. (A) Colecta de testiculos de alpaca
postmortem. (B) Medicion del testiculo. (C) Diseccion de la cola del epididimo.
(D)Incubacion de la muestra espermatica epididimaria.
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5.3.2.2. Movilidad

Se evaluaron en dos diferentes etapas: inicial y post-descongelamiento, luego de 10
minutos de incubacién. Para esto se tomaron 10 uL de muestra y se coloc6 en una
lamina pre-calentada a 37°C, que luego fue cubierta con una laminilla temperada. Se
evaluaron 200 espermatozoides en total de por lo menos cinco campos (400x) en cada

replica, a fin de lograr un error de muestreo aceptablemente bajo.

El sistema empleado para la clasificacion de la movilidad es el recomendado por la
Organizacién Mundial de la Salud (WHO 2010), la cual distingue a los espermatozoides
con movilidad progresiva o no progresiva de los que son inmoviles de la siguiente

manera:

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

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

— Inmovilidad (IM): sin movimiento.

Los resultados fueron expresados en porcentajes, considerando la movilidad total

(MOT) de la muestra. La MOT abarca MP y NP.
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5.3.2.3. Evaluacion de la integridad funcional de la membrana plasmaética,

valoracion del porcentaje de células vivas y muertas e integridad del acrosoma.

Integridad funcional de la membrana plasmatica

Esta prueba se realiz6 incubando 10 puL de muestra espermatica en 500 uL de solucién
hiposmética (ver item 5.2.2.4), previamente temperada a 37°C, en bafio de agua a la
misma temperatura durante 40 minutos. Luego de la incubacién, se analiz6 una
alicuota de 10 pL en microscopio de campo claro (400x), contando un total de
200espermatozoides. Fueron considerados positivos al test de enddsmosis los
espermatozoides que presentaron las colas hinchadas o enrolladas (Jeyendran et al.,

1984) lo cual indicé que la membrana plasmatica se encontraba funcionalmente activa.

Vitalidad

Se tom6 una alicuota de 5uL de muestra espermatica y se mezcld con 5uL de la
solucion de eosina en una lamina, luego se cubrié con una laminilla y se dej6é reposar
por 30 segundos. Se evaluaron 200 espermatozoides a 400x de magnificacion, donde
se contd el numero de células tefiidas (muertas) y las no tefiidas (vivas) con ayuda de
un contdmetro manual. Los espermatozoides vivos presentaban la cabeza blanca o de
color rosa claro y los que estaban muertos tenian la cabeza roja o rosa oscuro. Los
resultados fueron reportados como el promedio de los porcentajes de espermatozoides

vivos de cada replica.
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Integridad acrosomal

La integridad del acrosoma fue probada con una doble tincion de Azul de Tripan y
Giemsa de acuerdo con Didion et al. (1989) y modificada por Santiani et al. (2005) para
espermatozoides de alpaca. Una muestra de 40 uL fue incubada con la solucién azul
de tripan al 2% a 37°C por 30 minutos y luego fue centrifugada dos veces a 700g
(1800rpm) por 5 minutos. El pellet obtenido se resuspendié con PBS y se hizo un frotis
en una lamina, luego fue fijada con metanol por 5 minutos, una vez seca fue tefiida por
20 — 24 horas con Giemsa (20%) preparada inmediatamente antes de usar. Finalmente
las laminas se enjuagaron con agua de grifo. En las laminas se evaluaron 200 células

en un microscopio de campo claro (400x) y los espermatozoides fueron clasificados asi:

— Vivo con acrosoma intacto (VAI): transparente en la parte posterior a la linea
ecuatorial de la cabeza y al mismo tiempo el acrosoma esté tefiido de color azul.

— Vivo sin acrosoma (VSA): regién pos ecuatorial transparente y region acrosomal
transparente.

— Muerto con acrosoma intacto (MAI): region pos ecuatorial y regién acrosomal azul
OSCuro.

— Muerto sin acrosoma (MSA): region pos ecuatorial azul oscuro y regiéon acrosomal

transparente.

Los resultados fueron expresados en porcentaje de espermatozoides vivos con

acrosoma integro (VAI).

38



5.3.3. Procesado y Criopreservacion de la muestra

5.3.3.1. Preparacion de los diluyentes

El diluyente de congelacién base TES-Tris-yema fue usado como control, mientras que
este diluyente, suplementado con las distintas concentraciones del antioxidante, fue

usado como tratamiento (E1, E2 y E3). Ver tabla 5.1.

Los tratamientos fueron preparados como sigue: se adicion6 a—Tocoferol a la solucién
de TES, TRIS y Citrato de sodio, la emulsién formada fue homogenizada por vortex
durante 5 minutos para obtener una solucion stock 0.2 M, que fue almacenada a 4°C
protegida de la luz. Se afiadieron cantidades necesarias del stock al diluyente de
congelacion, de modo que las concentraciones finales fueron 200, 500 y 1000 ug/mL de

a—Tocoferol, la yema de huevo fue adicionada al final.

5.3.3.2. Congelacion

Tras la obtencion y valoracion espermatica inicial se procedié a dividir cada muestra en
4 alicuotas (aproximadamente 200uL cada una) que fueron diluidas 1:1 (v/v) con los
diluyentes de congelacién (suplementados y base) a temperatura ambiente,
presentando una concentracion espermatica de aproximadamente 80 x 10° células/mL.

Las suspensiones espermaticas fueron enfriadas gradualmente en la heladera durante
1 hora hasta alcanzar una temperatura de 4°C, seguidamente fueron equilibradas por
un periodo de 20 minutos. Las muestras resuspendidas y enfriadas fueron cargadas en
pajuelas de 0.25 mL (MINITUB, Alemania) e inmediatamente selladas con cera
(MARIENFELD, Alemania). Las pajuelas fueron codificadas de acuerdo a las diferentes
concentraciones de Tocoferol usadas, luego fueron transferidas dentro de la camara
del congelador programable (CRYOBATH) y se siguid el protocolo de congelamiento

lento descrito por Canorio et al. (2008).
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Las pajuelas congeladas a -80 °C fueron sumergidas inmediatamente dentro del tanque
de nitrégeno liquido (N,L) y almacenadas a -196°C por un periodo minimo de 30 dias

antes de su evaluacién post-descongelamiento.

5.3.3.3. Descongelacién

Las pajuelas fueron descongeladas por inmersion parcial en un bafio térmico a 37°C
por 30 segundos. Luego, se recuperd todo el contenido en medio de descongelamiento
recién preparado (ver item 5.2.2.3) haciendo una dilucion 1:1 (v/v) obteniendo un
volumen final de 500uL que permita lavar la muestra eliminando el crioprotector. El
pellet obtenido se resuspendid en medio HAM a 37°C para la evaluacién de los

pardmetros espermaticos.

5.3.4. Analisis estadistico

Las diferencias entre los tratamientos fueron analizadas mediante ANOVA de un factor
luego de realizar la transformacion de los datos con el arc-seno. Los resultados fueron
expresados como media *+ desviacion estandar (SD). La comparacion de las medias
entre los tratamientos se realizo con el test de comparaciones multiples de Bonferroni.
Las diferencias fueron consideradas significativas cuando p<0.05. Los analisis fueron

realizados usando el paquete estadistico SPSS (version 20.00 para Windows).
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Figura 4. Procesado de la muestra espermatica. (A) Suplementacion del diluyente
TES-Tris-yema con 200, 500 y 1000 pg/mL a—Tocoferol (B) Cooling de las muestras
suplementadas E1, E2, E3 y grupo control. (C) Empaquetamiento de las muestras en

pajuelas de congelacion.

41



Figura 5. Criopreservacion de las muestras. (A) Colocacién de las pajuelas dentro de
la camara de congelamiento. (B) Congelamiento programable con el CRYOBATH. (C)
Descongelacion de las pajuelas almacenadas a -196°C. (D) Evaluacion de las

muestras post-descongelamiento.
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VI. RESULTADOS

6.1. Efecto del suplemento a-Tocoferol en la movilidad espermética

El efecto de la adicion de tres concentraciones de a-Tocoferol en el diluyente de
congelacion TES-Tris-yema durante la criopreservacion en la movilidad espermética
post-descongelamiento se muestra en la Fig.6. La movilidad inicial (66.70 + 6.03%) de
la muestra fresca fue significativamente (P < 0.05) mayor que la de los grupos
congelados/descongelados. La suplementacion con el antioxidante incrementdé (P <
0.05) los valores de movilidad post-descongelamiento en todos los grupos tratamiento
comparados con el grupo control (22.91 + 2.25%). Entre los grupos suplementados con
a-Tocoferol, la MOT fue significativamente (P < 0.05) mayor en el grupo E1 (32.47 +
3.38%) comparado con los grupos E2 y E3 (27.15 + 3.17% vy 25.97 + 2.59%

respectivamente). No se observaron diferencias entre los grupos E2 y E3.
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Figura 6. Efecto del suplemento a-Tocoferol en la movilidad espermética. Diferentes
superindices (a - d) indican diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos.
Pre muestra fresca, Control sin adicién de a-Tocoferol, E1, E2 y E3 suplementado con
200, 500 y 1000 pg/mL de a-Tocoferol respectivamente.
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6.2. Efecto del suplemento a-Tocoferol en la integridad funcional de la membrana

La respuesta positiva al test de HOS fue significativamente (P < 0.05) mayor en la
muestra espermatica fresca (74.81+5.44%) comparada con los grupos criopreservados.
El porcentaje de células con membrana plasmatica intacta fue significativamente (P <
0.05) mayor en el grupo E1 (44.50 £ 5.90%) comparado con el grupo control (36.88 +
5.10%).

Como muestra la Fig.7, la respuesta HOS+ no fue afectada por la presencia de a-
Tocoferol, ya que el porcentaje promedio de espermatozoides con membranas intactas
después del test de HOS no varié significativamente (P > 0.05) entre los grupos
suplementados E1, E2 y E3 (4450 + 5.90%, 38.94 + 7.32%,39.61+ 5.40%

respectivamente).
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Figura 7. Efecto del suplemento a-Tocoferol en la integridad funcional de la membrana.
Diferentes superindices (a - d) indican diferencias significativas (p<0.05) entre los
tratamientos. Pre muestra fresca, Control sin adicion de a-Tocoferol, E1, E2 y E3

suplementado con 200, 500 y 1000 pug/mL de a-Tocoferol respectivamente.
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6.3. Efecto del suplemento a-Tocoferol en la vitalidad

El porcentaje de sobrevida de la muestra espermatica fresca (69.33 + 4.75%) fue
significativamente (P < 0.05) mayor que el de los grupos congelados/descongelados.
Después de la criopreservacion, el grupo control tuvo un marcado decline (27.32 *
3.27%) en el porcentaje de espermatozoides vivos siendo significativamente (P < 0.05)
menor que en el grupo E1. Entre los grupos suplementados, el porcentaje de vitalidad
fue significativamente (P < 0.05) mayor en el grupo E1 (36.41+ 4.51%) comparado con
los grupos E2 y E3 (30.35 + 4.94%, 30.37+ 4.36%). No se observaron diferencias de

vitalidad entre los grupos E2 y E3.
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Figura 8. Efecto del suplemento a-Tocoferol en la vitalidad espermatica. Diferentes
superindices (a - b) indican diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos.
Pre muestra fresca, Control sin adicion de a-Tocoferol, E1, E2 y E3 suplementado con

200, 500 y 1000 pg/mL de a-Tocoferol respectivamente.
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6.4. Efecto del suplemento a-Tocoferol en la integridad acrosomal

El estado acrosomal de los espermatozoides detectado por la doble tincion de
Tripan/Giemsa se presenta en la Fig. 9. La mayoria de los espermatozoides de la
muestra fresca (70.40 £ 4.04%) resultaron viables con el acrosoma intacto (VAI), siendo

significativamente (P < 0.05) mayor que en los grupos congelados/descongelados.

Como muestra la Fig.9, el porcentaje de espermatozoides VAI fue significativamente
(P < 0.05) mayor en el grupo E1 (28.73 £5.99%) comparado con el grupo control (21.67
+ 5.88%). Sin embargo, no hubo diferencias significativas (P > 0.05) entre los grupos
E2 (22.08 £+ 7.38%) y E3 (23.39t 7.74%) comparado con el grupo control

respectivamente.
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Figura 9. Efecto del suplemento a-Tocoferol en la integridad acrosomal. VAl
(espermatozoides vivos con acrosoma intacto). Diferentes superindices (a - d) indican
diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos. Pre muestra fresca, Control sin
adicién de Tocoferol, E1, E2 y E3 suplementado con 200, 500 y 1000 pg/mL de

a-Tocoferol respectivamente.
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Figura 10. Estado acrosomal de espermatozoides de alpaca visualizado con el método
de la Doble Tincién de Azul de Tripan / Giemsa. Cuatro categorias fueron distinguidas:
VAI (espermatozoide vivo con acrosoma intacto), VSA (espermatozoide vivo sin
acrosoma), MAI (espermatozoide muerto con acrosoma intacto), MSA (espermatozoide

muerto sin acrosoma). Fotografias tomadas por microscopia éptica, 400X.
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VIl. DISCUSION

Diversos estudios han comprobado el hecho de que el proceso de criopreservacion
induce la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales pueden iniciar
la reaccion de peroxidacion lipidica, considerada la principal causa de pérdida de la
fluidez y/o alteraciones estructurales de la membrana espermatica, afectando la
movilidad y la viabilidad celular (Watson, 2000; Chatterjee et al., 2001). La acumulacién
de los productos de ROS, la pérdida de importante contenido antioxidante presente en
el citoplasma y la disminuida actividad enzimatica antioxidante que ocurre durante el
proceso de congelacion/descongelacion del espermatozoide comprometen la calidad de
este (Alvarez et al., 1992).

En el presente estudio se investigd el efecto de la adicion del antioxidante a—Tocoferol
al diluyente TES-Tris-yema durante la criopreservacion en la calidad espermatica post-
descongelamiento. Los parametros evaluados fueron movilidad, vitalidad, integridad de
la membrana plasmatica y acrosomal.

La movilidades un parametro fuertemente predictivo de la capacidad fecundante de una
muestra espermatica dada; y a su vez, es seriamente afectada por la criopreservacion
que esta asociada con el dafio mitocondrial (Watson, 1995; Zamboni, 1982). En
estudios previos, se ha descrito una considerable disminucion de la movilidad post-
descongelamiento en espermatozoides de alpaca que fueron criopreservados (Morton
et al., 2007; Gonzales, 1998; Valdivia et al., 1999).

El proceso de peroxidacion induce una rapida e irreversible pérdida de la movilidad,
causado por las alteraciones estructurales, un profundo cambio en el metabolismo y un

aumento en la tasa de liberacién de componentes intracelulares (Jones y Mann, 1977).

Diversas investigaciones han demostrado que la adicién de la Vitamina E (Tocoferol o
Trolox) al diluyente de congelacién incrementé la movilidad post-descongelamiento en

espermatozoides de cerdo (Pefia et al., 2003), humanos (Askari et al., 1994) y bovinos
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(Beorlegui et al., 1997). Sin embargo, otros estudios manifiestan que el uso de la
Vitamina E en el diluyente de criopreservacion, no causo ningun efecto significativo
sobre la movilidad total después de la descongelacion de semen equino (Baumber,
2005). Estos efectos contradictorios pueden estar relacionados con diferencias en
susceptibilidad a peroxidacion lipidica entre especies, contenido de antioxidantes y/o la

composicion del plasma seminal.

En este estudio, se observé que la adicion a—Tocoferol al diluyente de congelacion
provocé aumentos significativos en la MOT en todos los grupos suplementados
comparados con el control, lo cual nos indica que el antioxidante a—Tocoferol ejercid
un efecto protector durante la criopreservacion. Los resultados del presente estudio
fueron consistentes con las observaciones previas donde la suplementacién con
200ug/mL del diluyente de congelacién neutralizd el dafio oxidativo y mejord la
movilidad de espermatozoides de cerdo post-descongelados (Breininger et al., 2005).

El alto contenido de acidos grasos poliinsaturados en las membranas espermaticas de
los mamiferos, los hace susceptibles al dafio peroxidativo, especialmente luego de
haber sido criopreservados. La vitamina E es un eficiente antioxidante y el mas potente
scavenger de radicales peroxil-lipidico (subproductos toéxicos de los procesos
metabdlicos), la cual inhibe la propagacién de la reaccion de peroxidacion lipidica en la
membrana celular (Agarwal et al., 2004).

El efecto protector de la vitamina E ha sido previamente reportado en animales
domésticos y humanos. Asi, Beconi et al. (1991) confirmé que la adicion de Tocoferol al
diluyente usado para congelar semen bovino disminuy6 el nivel de peroxidacion. En
otro estudio Verma y Kanwar (1999) reportaron que la suplementacién del diluyente con

a—Tocoferol mejoré la integridad de la membrana en espermatozoides humanos.

En este trabajo se probd el efecto del antioxidante a—Tocoferol en la integridad de la
membrana del espermatozoide mediante dos test: vitalidad y HOS. Con el test de
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vitalidad (tincion vivos-muertos) nosotros determinamos si la membrana se encontraba
fisicamente rota o dafiada, lo cual es un signo de muerte celular, y mediante el test de
HOS evaluamos si las membranas espermaticas se encontraban bioquimicamente
activas, en concordancia con lo descrito por Zaneveld et al. (1990), lo cual es
fundamental para que se desarrollen diversos eventos, tales como: la capacitacion,

reaccion acrosomal y fusion del espermatozoide al ovocito durante la fecundacion.

La criopreservacion resultd en una notable disminucién de espermatozoides viables
comparada con las muestras frescas (pre-congelamiento). Sin embargo, se observé
una tendencia a un efecto protector dependiente de la dosis de a—Tocoferol, siendo el
grupo E1 (suplementado con la dosis mas baja) el que mostré una tasa de sobrevida
significativamente mayor que la de los otros grupos congelados/descongelados.
Ademds, el grupo E1 mostré un incremento significativo en la respuesta HOS+
comparado con el grupo no suplementado, esto nos indica que la presencia de a—

Tocoferol preservod la integridad funcional de las membranas.

Se ha demostrado que el uso de antioxidantes naturales como el a—Tocoferol ejercen
un efecto protector en la membrana plasmatica de los espermatozoides de bovino
congelados, esto debido a que a—Tocoferol actua contrarrestando las reacciones de
LPO durante la criopreservacion, preservando la actividad metabdlica y viabilidad

celular (Beconi et al., 1993).

El Tocoferol puede romper las uniones covalentes que ROS ha formado entre las
cadenas laterales del &cido graso en las membranas lipidicas, reduciendo el dafio en
las membranas causado por la excesiva produccion de ROS durante la

criopreservacion.

Durante el congelamiento/descongelamiento de los espermatozoides, los productos

ROS pueden inducir la capacitacion prematura, la reaccién del acrosoma o dafio del
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mismo (De Lamirandeet al., 1997). El acrosoma contiene enzimas hidroliticas e
hidrolasas y esterasas las cuales son esenciales para la penetracion de la zona
peltcida del ovocito las cuales son liberadas durante la reaccién acrosémica (RA)
cuando la membrana acrosomal externa se fusiona con la membrana plasmética
(Rovan, 2001). Por lo tanto, el mantenimiento de la integridad acrosomal en un estado
no-reaccionado es fundamental para la fecundacion.

Se ha demostrado que la suplementacion de vitamina E en el diluyente de congelacion
disminuyd los cambios capacitation-like en el acrosoma de espermatozoides de cerdo
congelados/descongelados (Satorre et al., 2007). En otro estudio, Hu et al. (2010)
reportd que los porcentajes de acrosoma-intacto y membrana intacta en
espermatozoides de bovino congelados/descongelados fueron significativamente
mejorados por la suplementacién del medio de congelacién con 1.5 mg/mL de Vitamina
E. Sin embargo, en la mayoria de trabajos los autores solo mencionan la presencia de
acrosoma intacto en el espermatozoide sin especificar si estos estan vivos 0 muertos.
Solo los espermatozoides vivos con acrosoma intacto (VAI) son capaces de llevar a
cabo la reaccion acrosémica, penetrar en la zona pellcida y fusionarse con el ovocito
(Yanagimachi, 1988) por ello el porcentaje de espermatozoides VAl es considerando un

importante indicador espermatico de su habilidad para la fecundacion.

En nuestro estudio se pudo observar estados acrosomales en los espermatozoides
coloreados con Tripan/Giemsa antes y después de la criopreservacion. En los
espermatozoides frescos, la mayoria de las células presentaban el acrosoma intacto y
eran viables (VAI). Luego de la descongelacion la viabilidad e integridad acrosomal
disminuyé dramaticamente en todas las muestras, sin embargo se observd que la
adicion de 200 pg/mL de a—Tocoferol al diluyente TES-Tris-yema tuvo un efecto
benéfico al incrementar el porcentaje de espermatozoides VAI en comparacion con el

grupo no suplementado.
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Las diferencias encontradas entre los parametros de vitalidad, movilidad, respuesta a
HOS vy integridad acrosomal nos sugieren que el proceso de criopreservacion puede
afectar diferentes componentes intracelulares y/o de la membrana que son requeridos
para la adecuada funcionalidad celular. Por lo tanto, en base a los resultados
obtenidos podemos indicar que a-Tocoferol estaria actuando como un protector de la
membrana plasmética y acrosomal de los espermatozoides de alpaca contra la

peroxidacion.

No se encontraron reportes respecto al uso de antioxidantes no enzimaticos como a—
Tocoferol durante la criopreservacion de espermatozoides de alpaca, ni estudios que
evallten el efecto de la generacion de ROS durante la congelacion, por ello es que la
mayoria de trabajos que han sido mencionados en nuestro estudio corresponden a
investigaciones realizadas en otras especies, lo cual dificulté en cierta medida las
comparaciones apropiadas de nuestros resultados, esto debido a un pobre
conocimiento de esta area en alpacas. Sin embargo, nuestros resultados pueden
contribuir al desarrollo de nuevos protocolos de criopreservacion, donde la
suplementacion del medio de congelacibn con a — Tocoferol podria aplicarse a

condiciones de rutina.
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VIIl. CONCLUSIONES

1. La suplementacion del diluyente TES-Tris-yema con 200ug/mL de a— Tocoferol

mejoré todos los parametros de calidad espermética post-descongelamiento

comparado con el control.

2. La incorporaciéon de una baja concentracion (200pug/mL) de a—Tocoferol evidencio

mejores resultados que los grupos suplementados con concentraciones crecientes.
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X.  ANEXOS

Anexo 1. Tabla de datos de tamafio testicular y concentracion espermatica de los

individuos evaluados.

Tamarfio testicular Concentracion
Individuo Longitud (cm) espermatica
Izquierdo Derecho (x 10°/mL)
1 5.0 5.0 139.5
2 4.5 4.2 264
3 4.5 4.5 2725
4 5.0 48 182
5 5.2 5.2 142
6 5.1 48 168
7 4.9 4.7 84
8 5.0 5.2 222
9 5.2 5.1 243
10 45 4.6 330
11 55 53 192
12 4.4 4.0 177
13 47 45 159
14 4.4 42 99.5
15 5.0 47 1805
16 4.6 4.8 116
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Anexo 2. Gréfica del congelamiento.
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Anexo 3. Analisis estadistico de los parametros esperméaticos. Se utilizd el paquete
estadistico SPSS (version 20.00 para Windows).

Anexo 3.1. Andlisis estadistico del parametro de evaluacién de la vitalidad
espermatica.
Pruebas de normalidad
) Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
tratamiento
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Pre ,207 16 ,066 ,937 16 ,309
ttl ,102 16 ,200° ,967 16 , 785
arcsenvit  tt2 ,189 16 ,129 ,924 16 , 197
tt3 ,190 16 ,128 ,958 16 ,621
control ,102 16 ,200° ,990 16 ,999
* Este es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. Correccion de la significacion de Lilliefors
Prueba T
Prueba de muestras relacionadas
Diferencias relacionadas t gl | Sig.
Media Desviacién | Error tip. 95% Intervalo de (bila-
tip. de la confianza para la teral)
media diferencia
Inferior Superior
Parl Pre-ttl 19,3580560 | 3,8251566 | ,9562892| 17,3197740| 21,3963381| 20,243 | 15| ,000
Par2 Pre-tt2 23,0819236  4,33831651,0845791 | 20,7701979 | 25,3936492 | 21,282 | 15| ,000
Par3 Pre-tt3 23,0480308 | 3,7720650| ,9430162 | 21,0380393| 25,0580224 | 24,441 | 15| ,000
Par4 Pre - Cnt 249613732 | 2,9174661| ,7293665| 23,4067652 | 26,5159811 | 34,223 | 15| ,000
ANOVA de un factor
ANOVA de un factor
Arcsenvit
Suma de Gl Media Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 264,298 3 88,099 12,131 ,000
Intra-grupos 435,736 60 7,262
Total 700,034 63

68




Prueba post hoc

Comparaciones multiples

Variable dependiente: arcsenvit

Bonferroni
) ) Diferencia de | Error tipico Sig. | Intervalo de confianza al
tratamiento tratamiento medias (I-J) 95%
Limite Limite
inferior superior
tt2 3,7238675 9527762 ,001 1,124168 | 6,323567
ttl it3 3,6899748" 9527762 ,002 1,090275| 6,289674
control 5,6033171 9527762 ,000 3,003618 | 8,203016
ttl -3,7238675 ,9527762 ,001 -6,323567 | -1,124168
tt2 tt3 -,0338927 ,9527762| 1,000 -2,633592| 2,565807
control 1,8794496 9527762 319 -, 720250 | 4,479149
ttl -3,6899748" ,9527762 ,002 -6,289674 | -1,090275
tt3 tt2 ,0338927 ,9527762| 1,000 -2,565807| 2,633592
control 1,9133423 9527762 ,295 -,686357 | 4,513042
ttl -5,6033171 ,9527762 ,000 -8,203016 | -3,003618
control tt2 -1,8794496 ,9527762 ,319 -4,479149 ,720250
it3 -1,9133423 ,9527762 ,295 -4,513042 ,686357

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
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Anexo 3.2. Andlisis estadistico del pardmetro de evaluacion de la integridad funcional
de la membrana espermatica (HOST).

Pruebas de normalidad

) Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
tratamiento
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Pre ,140 16 ,200° 934 16 277
ttl 134 16 ,200° 943 16 ,390
arcsen(host) tt2 ,096 16 ,200° ,974 16 ,892
tt3 ,065 16 ,200° ,984 16 ,987
Control 157 16 ,200° 971 16 ,852
*, Este es un limite inferior de la significaciéon verdadera.
a. Correccion de la significacion de Lilliefors
Prueba T
Prueba de muestras relacionadas
Diferencias relacionadas t gl | Sig.
Media Desviacién | Error tip. 95% Intervalo de (bila-
tip. de la confianza para la teral)
media diferencia
Inferior Superior
Parl Pre-ttl 18,1742150| 5,1187463(1,2796866 | 15,4466276 | 20,9018024 | 14,202 | 15| ,000
Par2 Pre-tt2 21,4569455( 5,5797053|1,3949263 | 18,4837305 | 24,4301606 | 15,382 | 15| ,000
Par3 Pre-tt3 21,0283997 5,5041041|1,3760260 | 18,0954697 | 23,9613298 | 15,282 | 15| ,000
Par4 Pre-Cntrl | 22,6425744| 4,5740594 | 1,1435149 | 20,2052302 | 25,0799186| 19,801 | 15{ ,000
ANOVA de un factor
ANOVA de un factor
arcsenHOST
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Inter-grupos 172,335 3 57,445 4,605 ,006
Intra-grupos 748,549 60 12,476
Total 920,884 63

70




Prueba post hoc
Comparaciones multiples

Variable dependiente: arcsenHOST

Bonferroni
) J) Diferencia de | Error tipico Sig. Intervalo de confianza al
tratamiento tratamiento | medias (I-J) 95%
Limite Limite
inferior superior
tt2 3,2827305| 1,2487898 ,065 -,124658 6,690119
ttl tt3 2,8541847 | 1,2487898 ,155 -,553203 6,261573
Control 4,4683594" | 1,2487898 ,004 1,060971 7,875747
ttl -3,2827305| 1,2487898 ,065 -6,690119 , 124658
tt2 tt3 -,4285458 | 1,2487898| 1,000 -3,835934 2,978842
Control 1,1856289  1,2487898| 1,000 -2,221759 4,593017
ttl -2,8541847| 1,2487898 ,155 -6,261573 ,553203
tt3 tt2 4285458 | 1,2487898 | 1,000 -2,978842 3,835934
Control 1,6141747| 1,2487898| 1,000| -1,793213 5,021563
ttl -4,4683594" | 1,2487898 ,004 -7,875747 -1,060971
Control tt2 -1,1856289 | 1,2487898| 1,000 -4,593017 2,221759
t3 -1,6141747 ] 1,2487898| 1,000 -5,021563 1,793213

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
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Anexo 3.3. Analisis estadistico del parametro de evaluacion de la movilidad
espermatica.
Pruebas de normalidad
] Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
tratamiento
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Pre ,188 16 ,133 ,928 16 ,226
ttl ,182 16 ,161 ,939 16 ,342
arcsen(mot) tt2 ,185 16 ,145 ,906 16 ,100
tt3 ,170 16 ,200° ,902 16 ,087
Control ,204 16 ,073 ,904 16 ,092
* Este es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. Correccion de la significacién de Lilliefors
Prueba T
Prueba de muestras relacionadas
Diferencias relacionadas t gl | Sig.
Media Desviacié | Errortip. | 95% Intervalo de confianza (bila-
n tip. de la para la diferencia teral)
media Inferior Superior
Parl Pre-ttl 20,1156403 | 2,0846204 | ,5211551 19,0048245 | 21,2264561 | 38,598 | 15| ,000
Par2 Pre-tt2 23,4595325 | 2,2494987 | ,5623747 22,2608593 | 24,6582057 | 41,715| 15| ,000
Par3 Pre-tt3 24,2141193|2,1934762 | ,5483690| 23,0452984 | 25,3829403 | 44,157 | 15| ,000
Par4 Pre - Cntrl | 26,2549290 | 2,7046145| ,6761536 24,8137417 | 27,6961163 | 38,830| 15| ,000
ANOVA de un factor
ANOVA de un factor
Arcsenmot
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Inter-grupos 312,874 3 104,291 30,317 ,000
Intra-grupos 206,401 60 3,440
Total 519,276 63
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Prueba post hoc

Comparaciones multiples

Variable dependiente: arcsenmot

Bonferroni
() J) Diferencia de Error Sig. | Intervalo de confianza al
tratamiento tratamiento | medias (I-J) tipico 95%
Limite Limite
inferior superior
tt2 3,3438922" | 6557462 ,000| 1,554655 5,133130
ttl t3 4,0984790" | 6557462 ,000| 2,309241 5,887717
Control 6,1392887 | ,6557462 ,000| 4,350051 7,928526
ttl -3,3438922" | 6557462 ,000| -5,133130| -1,554655
tt2 tt3 ,7545868 | ,6557462| 1,000 | -1,034651 2,543824
Control 2,7953965 | 6557462 ,000| 1,006159 4,584634
ttl -4,0984790 | 6557462 ,000 | -5,887717 | -2,309241
tt3 tt2 -, 7545868 | ,6557462| 1,000 | -2,543824 1,034651
Control 2,0408097 | ,6557462 ,017 ,251572 3,830047
ttl -6,1392887 | ,6557462 ,000| -7,928526 | -4,350051
Control tt2 -2,7953965 | ,6557462 ,000| -4,584634| -1,006159
tt3 -2,0408097 | 6557462 ,017 | -3,830047 -,251572

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
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Anexo 3.4. Andlisis estadistico del parametro de evaluacion de la integridad
acrosomal/ viabilidad (VAI).

Pruebas de normalidad

] Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
tratamiento
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Pre ,162 16 ,200° ,975 16 ,907
ttl ,167 16 ,200° ,933 16 275
arcsen(VAI)  tt2 ,149 16 ,200° ,940 16 354
it3 ,134 16 ,200° ,927 16 217
Control ,135 16 ,200° ,968 16 ,803
* Este es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. Correccion de la significacion de Lilliefors
Prueba T
Prueba de muestras relacionadas
Diferencias relacionadas t gl | Sig.
Media Desviacién | Error tip. | 95% Intervalo de confianza (bila-
tip. de la para la diferencia teral)
media Inferior Superior
Par1 PreVAI-ttl 24,8070536 | 3,9461985| ,9865496 22,7042728 | 26,9098343 | 25,145 15| ,000
Par2 PreVAI - tt2 29,3647696 | 5,1203793 | 1,2800948 26,6363121 | 32,0932271| 22,940 15| ,000
Par 3 PreVAI - tt3 28,5010095 | 5,1217346|1,2804336 25,7718298 | 31,2301892| 22,259 | 15| ,000
Par 4 PreVAI - Cntrl | 29,5389010| 4,8590774|1,2147694 26,9496814 | 32,1281206 | 24,316| 15] ,000
ANOVA de un factor
ANOVA de un factor
arcsenVAI
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 234,648 3 78,216 3,495 ,021
Intra-grupos 1342,620 60 22,377
Total 1577,268 63
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Pruebas post hoc

Comparaciones multiples

Variable dependiente: arcsenVAI

Bonferroni
() J) Diferencia | Error tipico | Sig. | Intervalo de confianza al
tratamiento tratamiento | de medias 95%
(-9 Limite Limite
inferior superior
tt2 45577160 | 1,6724608 ,050 -,005680 | 9,121112
ttl t3 3,6939559 | 1,6724608 ,186 -,869440| 8,257352
Control 4,7318474° | 1,6724608 ,038 ,168451 | 9,295244
ttl -4,5577160 | 1,6724608 ,050| -9,121112| ,005680
tt2 tt3 -,8637601| 1,6724608| 1,000 -5,427156 | 3,699636
Control ,1741314 | 1,6724608 | 1,000| -4,389265| 4,737528
ttl -3,6939559 | 1,6724608 ,186| -8,257352| ,869440
tt3 tt2 ,8637601| 1,6724608 | 1,000 -3,699636 | 5,427156
Control 1,0378915( 1,6724608| 1,000 -3,525505| 5,601288
ttl -4,7318474° | 1,6724608 ,038 -9,295244 | -,168451
Control tt2 -,1741314( 1,6724608| 1,000| -4,737528| 4,389265
tt3 -1,0378915] 1,6724608| 1,000 -5,601288 3,525505

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
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	Tabla 5.1. Composición de los Diluyentes de Congelación
	5.2.2.3. Medio de descongelación
	HAM-F10 (SIGMA Cód.6635), básicamente es un medio nutritivo que fue utilizado como medio de incubación de las muestras tras la descongelación.
	Contiene 9.8g HAM-F10, 0.245g lactato de calcio, 2.1g bicarbonato de sodio, 0.075g penicilina y 0.075g estreptomicina en 1 litro de agua estéril. Luego fue esterilizado por filtración con una membrana de porosidad de 0.22μm.


