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RESUMEN!

 

Los crioprotectores del grupo amida han demostrado ser eficaces en la criopreservaci—n 

esperm‡tica de distintas especies; sin embargo, su empleo en camŽlidos sudamericanos 

es aœn escaso. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue determinar el efecto de 

los tipos (dimetilacetamida y dimetilformamida) y concentraciones (1%, 3.5% y 7%) de 

agentes crioprotectores sobre tres par‡metros esperm‡ticos durante el proceso de 

criopreservaci—n de espermatozoides epididimarios de alpaca. Se trabajaron con 40 

epid’dimos empleando el dilutor leche descremada-fructosa-yema de huevo y se emple— 

un dise–o factorial 2x3 formado por dos crioprotectores y tres concentraciones 

(Dimetilacetamida 1%, dimetilacetamida 3.5%, dimetilacetamida 7%, 

dimetilformamida 1%, dimetilformamida 3.5% y dimetilformamida 7%). Se evaluaron 

los par‡metros de viabilidad esperm‡tica (SYBR-14/PI) y potencial de membrana 

mitocondrial (MitoTracker Deep Red FM) mediante citometr’a de flujo y motilidad post 

descongelamiento por microscop’a. Para el an‡lisis estad’stico se utiliz— an‡lisis de 

varianza para el dise–o factorial y para determinar diferencias estad’sticas entre medias 

de los tratamientos se us— la prueba de Tukey. Los resultados mostraron efecto 

significativo del tipo de crioprotector (p=0.001) obteniendo mejores efectos con DMA 

que con DMF, respecto al porcentaje de motilidad post descongelamiento (14% vs. 

10%). Asimismo, hubo efecto significativo de la concentraci—n en todos los par‡metros 

evaluados (p<0.001), obteniendo mayores porcentajes de motilidad post 

descongelamiento, viabilidad esperm‡tica y potencial de membrana mitocondrial con 

concentraciones de 1% y 3.5% que 7%. Sin embargo, no se hall— efecto significativo de 

la interacci—n crioprotector-concentraci—n en ninguno de los par‡metros. En conclusi—n, 

dimetilacetamida tuvo un mejor efecto que dimetilformamida respecto a la motilidad 

post descongelamiento. Adem‡s, las concentraciones de 1% y 3.5% mostraron mejores 

resultados de los par‡metros esperm‡ticos antes mencionados que concentraciones de 

7%, independientemente del tipo de crioprotector. 
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ABSTRACT 

 

Cryoprotectants of the amide group have been shown to be effective in the 

cryopreservation of spermatozoa of different species; however, its use in South 

American camelids is still scarce. Therefore, the aim of this study was to determine the 

effect of types (dimethylacetamide and dimethylformamide) and concentrations (1%, 

3.5% and 7%) of cryoprotective agents on three sperm parameters during the process of 

cryopreservation of epididymal alpaca spermatozoa. Forty epididymis were processed 

with dilutor skim milk-fructose-egg yolk and we used factorial design 2x3 formed by 

two cryoprotectants and three concentrations (Dimethylacetamide 1%, 

dimethylacetamide 3.5%, dimethylacetamide 7%, dimethylformamide 1%, 

dimethylformamide 3.5% and dimethylformamide 7%). The parameters of sperm 

viability (SYBR-14 / PI) and mitochondrial membrane potential (MitoTracker Deep 

Red FM) were evaluated by flow cytometry and motility after thawing by microscopy. 

For the statistical analysis, analysis of variance was used for the factorial design and to 

determine statistical differences between means of the treatments the Tukey test was 

used. The results showed a significant effect of the type of cryoprotectant (p = 0.001) 

getting better effects with DMA than with DMF, with respect to the percentage of 

motility after thawing (14% vs. 10%). Likewise, there was a significant effect of the 

concentration on all parameters evaluated (p <0.001), obtaining higher percentages of 

motility after thawing, sperm viability and mitochondrial membrane potential with 

concentrations of 1% and 3.5% than 7%. However, no significant effect of the 

cryoprotectant-concentration interaction was found in any of the parameters. In 

conclusion, dimethylacetamide had a better effect than dimethylformamide with respect 

to motility after thawing. In addition, concentrations of 1% and 3.5% better preserved 

the sperm characteristics mentioned above than concentrations of 7%, regardless of the 

type of cryoprotectant. 
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I. INTRODUCCIîN 

 

La ganader’a de los camŽlidos sudamericanos (CSA), alpaca y llama, constituye una de 

las actividades productivas y econ—micas de gran valor para la poblaci—n altoandina de 

nuestro pa’s. De ella dependen m‡s de 150 mil familias pertenecientes, mayormente, a 

comunidades campesinas de departamentos considerados en situaci—n de pobreza y 

extrema pobreza; para estas familias la crianza de camŽlidos representa del 70 al 80% 

del ingreso familiar anual (Ministerio de Agricultura, 2017) a travŽs de la producci—n de 

fibra y el consumo o venta de carne, as’ como su piel y cuero, para fines industriales y 

artesanales (Fern‡ndez-Baca, 2005). 

 

Por otro lado, el uso de biotecnolog’as reproductivas como la inseminaci—n artificial 

(IA) con semen congelado y la transferencia de embriones, han aportado mejoramiento 

genŽtico de especies domŽsticas como los bovinos, al permitir la diseminaci—n masiva 

de caracter’sticas deseables por parte tanto del macho como de la hembra (Fern‡ndez-

Baca, 2005). Sin embargo, en CSA los resultados obtenidos no justifican aœn la 

aplicaci—n intensiva de dichas tŽcnicas en nuestro pa’s. Respecto a la IA con semen 

congelado, la mayor dificultad ha sido la colecci—n de semen de buena calidad debido a 

la posici—n y el transcurso de la c—pula; as’ como los atributos propios del semen en esta 

especie, altamente viscoso con porcentajes bajos de concentraci—n y motilidad. Estas 

caracter’sticas condicionan dentro del laboratorio su evaluaci—n, diluci—n y 

criopreservaci—n para trabajos de investigaci—n que buscan una futura aplicaci—n en 

campo. 
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En los estudios realizados en criopreservaci—n de espermatozoides de alpaca, los 

resultados de los par‡metros luego del descongelamiento var’an entre 5% a 36%, 

respecto a motilidad; entre 17% a 61%, respecto a la integridad de la membrana 

plasm‡tica y 21% a 93% en cuanto a viabilidad e integridad acrosomal (Morton et al., 

2007, 2010; Canorio, 2008; Rodr’guez, 2009; Banda et al., 2010; Mancisidor, 2013; 

Terreros, 2011; Choez, 2016). Asimismo, entre los escasos reportes detallados de IA 

con semen congelado en alpacas se encuentra el reporte de PŽrez et al. (2016) quienes 

obtuvieron 25% de gestaciones al inseminar con semen congelado procedente de los 

conductos deferentes. Por su lado, Pacheco et al. (2009) obtuvo porcentajes de fertilidad 

de 0%, 25% y 16%  en alpacas inseminadas artificialmente con semen congelado a las 

24, 30 y 36 horas post inducci—n a la ovulaci—n con macho vasectomizado, 

respectivamente; finalmente C‡rdenas (2002) en un estudio previo obtuvo 12% de 

gestaciones. 

 

Por otro lado, existen numerosos factores involucrados en la baja tasa de supervivencia 

de espermatozoides de CSA luego de su congelamiento, el factor m‡s influyente es la 

velocidad de enfriamiento, la cual tiene que ser adecuadamente lenta para generar una 

moderada deshidrataci—n de la cŽlula (Mazur, 1984; Boiso, 2001; Hafez, 2002). Pero a 

la vez, tiene que ser adecuadamente r‡pida para evitar una exposici—n prolongada de la 

cŽlula a condiciones hiperosm—ticas crecientes que terminen deshidrat‡ndola 

excesivamente (Holt, 2000; Boiso, 2001). Otro factor importante son los agentes 

crioprotectores (ACPs), que son componentes qu’micos hidrosolubles de toxicidad 

reducida (Boiso, 2001), adem‡s suprimen grandes concentraciones de electrolitos, 

reduciendo el encogimiento celular; aminorando la fracci—n de la soluci—n de 

congelaci—n y minimizando la formaci—n de hielo intracelular (Brockbank et al., 2007). 

Desde el descubrimiento de Polge en 1949 de la eficacia del glicerol como ACP, este ha 

venido us‡ndose de manera masiva en la criopreservaci—n de semen de bovinos, caninos 

y primates, principalmente (Rasul et al., 2007). Sin embargo, el glicerol causa toxicidad 

a los espermatozoides debido a su lenta permeabilidad a la membrana celular y ha 

demostrado ser contraceptivo en ciertas especies como el ave, por lo que es necesario 

eliminarlo antes de la IA (Holt, 2000; Watson, 2000; Long et al., 2004). Es por tal raz—n 

que surge la necesidad de emplear crioprotectores alternativos como las amidas, 

caracterizadas por un menor peso molecular y por lo tanto, menor da–o osm—tico en 
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comparaci—n con el glicerol. Dentro del grupo amida, la  dimetilacetamida (DMA) y el 

dimetilsulf—xido (DMSO) han sido los m‡s empleados en peces (Lahnsteiner et al., 

2000; Tiersch et al., 2004; Vuthiphandchai et al., 2009; Yang et al., 2010); conejos 

(Bamba y Adams, 1990; Iaffaldano et al., 2012), principalmente, aunque hay reportes 

en aves (Blanco et al., 2000; Mosca et al., 2016; Rakha et al., 2017), primates (Feradis 

et al., 2001) y mam’feros como el caballo (Santiani et al., 2016), la cabra (Seifi-Jamadi 

et al., 2017), el koala y el canguro (McClean et al., 2008). 

 

En alpacas, la mayor’a de estudios sobre criopreservaci—n de espermatozoides ha 

empleado glicerol al 2% (0,27 M) �± 8% (1,16 M) (Santiani et al., 2005; Morton et al., 

2007, 2010; Banda et al., 2010; Terreros et al., 2015; Choez, 2016) y se han obtenido 

porcentajes de motilidad luego del descongelamiento que var’an entre 4% - 31%, siendo 

estos resultados aœn deficientes para lograr tasas de pre–ez aceptables luego de la IA. 

Por tal motivo, estos œltimos 5 a–os se han venido realizando m‡s estudios con 

crioprotectores alternativos como las amidas, Dimetilacetamida (DMA) y 

Dimetilformamida (DMF) en CSA. Los œnicos trabajos detallados en los que se emplea 

DMA como agente crioprotector para espermatozoides epididimarios de alpaca son los 

descritos por Mancisidor (2013) quien utiliz— DMA al 3.5% obteniendo una motilidad 

post-descongelaci—n de 32%. De igual manera, Banda et al. (2010) utilizaron DMA al 

3.5% y obtuvieron 9% de motilidad post-descongelamiento. Por su parte, Canorio 

(2008) utiliz— DMA al 3.5% reportando 34% de motilidad post-descongelaci—n. Las 

experiencias con DMF son aœn m‡s escasas en CSA, se reporta el estudio de Carretero 

et al. (2014) en semen de llama utilizando DMF al 7% y obteniendo un porcentaje de 

motilidad post-descongelaci—n de 23%, asimismo, est‡ el reporte de Flores et al. (2015) 

empleando en semen de alpaca DMF al 4% y 7% obteniendo motilidad post 

descongelamiento de 8% y 10%, respectivamente. Debido a la variabilidad de los 

resultados obtenidos en los estudios anteriormente mencionados sobre criopreservaci—n 

de espermatozoides de alpaca, es necesario evaluar y comparar crioprotectores 

alternativos del grupo amida, DMA y DMF, a concentraciones distintas y bajo los 

mismos par‡metros.  

  

Este estudio tuvo como objetivo determinar el efecto de los tipos (Dimetilacetamida y 

dimetilformamida) y concentraciones (1%, 3.5% y 7%) de agentes crioprotectores sobre 
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tres par‡metros esperm‡ticos durante el proceso de criopreservaci—n de espermatozoides 

epididimarios de alpaca. 
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II.  REVISIîN BIBLIOGRçFICA 

 

2. 1. MƒTODOS DE COLECCIîN DE SEMEN EN CSA 

 

Las particularidades de la c—pula de los CSA, la posici—n sentada o prona, la 

eyaculaci—n con duraci—n de 10 a 50 minutos y el semen de escaso volumen y gran 

viscosidad, han incitado a los investigadores a poner en pr‡ctica diversos sistemas de 

colecci—n de semen (Hanzen et al., 2014), las ventajas y desventajas  de dichos mŽtodos 

son detallados a continuaci—n: 

 

a) Electroeyaculaci—n 

 

En principio, implica tranquilizar al animal (Giuliano et al., 2002, 2008) por v’a 

intravenosa con una mezcla de sedante y anestŽsico general. La colecci—n se 

realiza con el animal acostado; la sonda del electroeyaculador es introducida 

sobre la pr—stata, cuya profundidad es evaluada por medio de un transductor 

ecogr‡fico. La estimulaci—n ocurre mediante est’mulos elŽctricos de 0.2 V 

inducidos a intervalos de 1 segundo durante 3 segundos; el voltaje se va 

incrementando progresivamente de 2 a 10 V en 6 a 12 minutos (Hanzen et al., 

2014). Ese procedimiento implica la presencia de un profesional como m’nimo, 

adem‡s de un equipo y protocolo para la estimulaci—n elŽctrica adecuada. Sin 

embargo, no es requerimiento poseer hembras que estŽn ciclando, la duraci—n de 

la colecta es menor, puede realizarse durante todo el a–o y no hay formaci—n de 

espuma en el eyaculado, como ocurre con la vagina artificial 
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(Giuliano et al., 2008); aunque lamentablemente el semen puede estar 

demasiado diluido debido a las secreciones de las gl‡ndulas accesorias y llega a 

contaminarse con la orina (Giuliano, 2012). 

 

b) Aspiraci—n vaginal posterior a la c—pula 

 

Es un mŽtodo no invasivo que consiste en introducir por la vagina un espŽculo 

de uso humano luego de la c—pula, se localiza el orificio cervical externa de la 

cŽrvix (Neely y Bravo, 1998) con la ayuda de una fuente de luz insertada al 

espŽculo y se colecta el semen a un tubo de vidrio graduado y mantenido a 37¼C 

(Alarc—n et al., 2012). No necesita el entrenamiento de los machos ni altera la 

conducta sexual del macho pero la desventaja es que el semen obtenido est‡ 

contaminado con presencia de sangre y diluido con las secreciones del tracto 

genital femenino, siendo desfavorables para la supervivencia de los 

espermatozoides (Alarc—n et al., 2012); adem‡s, la cantidad no es representativa 

de la eyaculaci—n completa (Bravo, 1995; Bravo et al., 2000), ya que la muestra 

se toma de la vagina y la eyaculaci—n en los camŽlidos sudamericanos es 

intracornual. 

 

c) Vagina artificial 

 

La colecci—n de semen con vagina artificial puede ser usada con una hembra 

receptiva o con un maniqu’, por lo que no necesita de un equipo de costo 

elevado y puede ser llevado a cabo por personal tŽcnico. Este mŽtodo evita la 

contaminaci—n del esperma con la orina y permite evaluar la libido del macho 

(D‡valos et al., 1999). Una dificultad reside en predisponer al macho hacia el 

maniqu’ (Adams y Ratto, 2001; Vaughan et al., 2003), para ello se necesita 

contar con cierta cantidad de d’as dedicados al entrenamiento de los machos, 

report‡ndose porcentajes de rechazo del 10 al 40% por indocilidad o falta de 

libido (Aller et al., 2003); aunque la exposici—n a una hembra en estado 

receptivo durante la colecci—n, hace que en el 82% de veces esta pr‡ctica sea 

exitosa (Aller, 2001). Por otro lado, debido a los movimientos anteroposteriores 

y de rotaci—n del pene en la vagina artificial, el 16% de colectas resultan 
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acompa–adas de excesiva presencia de espuma, dificultando los ex‡menes 

microsc—picos y macrosc—picos del semen (Aller et al., 2003; Von Baer y 

Hellemann, 1998; Giuliano et al., 2008). 

La duraci—n de la eyaculaci—n, la dificultad de mantener la temperatura 

constante a nivel de la vagina artificial, el escaso volumen de semen y su 

contacto relativamente largo con el aire que inclusive pueden provocar la posible 

evaporaci—n del l’quido esperm‡tico durante la colecta, constituyen otros de los 

factores que posiblemente alteren la calidad del esperma colectado (Hanzen et 

al., 2014). 

 

d) Desviaci—n de los conductos deferentes 

 

La tŽcnica se realiz— en alpacas con la finalidad de obtener espermatozoides sin 

las secreciones que le brindan las gl‡ndulas anexas obteniendo muestras sin 

viscosidad de la cola del epid’dimo (Quintano, 2002). El mŽtodo quirœrgico 

consiste en desviar hacia el muslo (cara interna) los conductos deferentes 

dejando una abertura en piel para la colecci—n continua de muestras sin requerir 

de una hembra en celo (Paricahua, 2001; Quintano, 2001). La desventaja es que 

con el tiempo esta tŽcnica inutiliza reproductivamente al macho; adem‡s, es 

necesario la intervenci—n de un profesional para la cirug’a y cuidados post 

operatorios. 

 

2.2. RECUPERACIîN DE ESPERMATOZOIDES DEL EPIDêDIMO 

 

Existen protocolos detallados de recuperaci—n de espermatozoides del epid’dimo, 

principalmente, en bovinos; sin embargo, en CSA son pocas las experiencias con  

muestras esperm‡ticas obtenidas mediante esta tŽcnica, siendo presentado por primera 

vez en el reporte de Morton et al., (2007) quienes demostraron que es factible recuperar 

espermatozoides epididimarios y criopreservarlos a pesar de un largo intervalo entre la 

castraci—n y la recuperaci—n. Morton et al. (2007, 2010), Canorio (2008) y Kershaw-

Young y Maxwell (2011) describieron �H�O�� �³�P�p�W�R�G�R�� �G�H�O�� �S�L�F�D�G�L�O�O�R�´���� �T�X�H�� �F�R�Q�V�L�V�W�H�� �H�Q��

separar la cola del epid’dimo e ir diseccionando el tejido conectivo, para luego limpiar 

los vasos sangu’neos de su superficie. Una vez limpia es colocada sobre una placa Petri 
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y se empiezan a realizar cortes finos con un bistur’ estŽril, para permitir la liberaci—n de 

los espermatozoides en un medio especial durante un tiempo determinado. 

Posteriormente, la muestra es centrifugada para eliminar restos que pudieran quedar. 

Los efectos de la centrifugaci—n en los espermatozoides de camŽlidos no se han 

investigado exhaustivamente; sin embargo,  FerrŽ et al. (2000) informaron que la 

centrifugaci—n (300 g, 10 min) fue altamente perjudicial para la longevidad de los 

espermatozoides de semen fresco de llama. Asimismo, Guerrero (2006) menciona que 

no es adecuado centrifugar la muestra y que se exponga a la sangre ya que puede afectar 

la viabilidad de espermatozoides epididimarios de bovino. Por su lado, Restrepo et al. 

(2016) demostraron que incluso bajos niveles de fuerza de centrifugaci—n, logran alterar 

la movilidad esperm‡tica, la integridad del acrosoma y el potencial de la membrana 

interna mitocondrial de los espermatozoides equinos.  Por lo tanto, la supervivencia 

post-descongelaci—n de los espermatozoides epididimarios de alpaca puede mejorarse 

mediante la eliminaci—n de la etapa de centrifugaci—n previa al congelamiento (Morton 

et al., 2007); como lo describen detalladamente Mancisidor (2013), Terreros (2015) y 

Choez (2016) �F�R�P�R���H�O���³�P�p�W�R�G�R���G�H���L�Q�F�L�V�L�R�Q�H�V�´�����O�D���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�D���I�X�Q�G�D�P�H�Q�W�D�O���F�R�Q���H�O���P�p�W�R�G�R��

anterior son los cortes seriados que se realizan longitudinalmente sobre la cola del 

epid’dimo para que los espermatozoides puedan ser liberados a un medio especial 

adicionado; se espera un par de minutos para que los espermatozoides floten en el 

medio y finalmente se colecta la suspensi—n utilizando una micropipeta y un tubo 

Eppendorf. TambiŽn es posible la recuperaci—n si s—lo se prensa suavemente con las 

pinzas sin realizar incisiones, como lo describi— Banda et al. (2010). 

 

Los espermatozoides epididimarios de alpaca proporcionan un modelo m‡s sencillo 

para establecer protocolos de criopreservaci—n que con semen eyaculado al eliminar los 

efectos del plasma seminal viscoso (Morton et al., 2007). Adem‡s, la colecci—n de 

semen a nivel de los conductos del epid’dimo constituye un medio para aumentar la 

motilidad progresiva y la calidad del acrosoma (Ratto et al., 1999); sin embargo, no es 

posible conseguir muestras sucesivas de un mismo animal mediante esta tŽcnica 

(Giuliano et al., 2012). 
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2.3. CARACTERêSTICAS SEMINALES DE CAMƒLIDOS  

SUDAMERICANOS 

 

El eyaculado de CSA presenta un volumen reducido, alta viscosidad, poca 

concentraci—n de espermatozoides y bajo porcentaje de motilidad; adem‡s los 

par‡metros son muy variables, actualmente se ha demostrado que existen variaciones 

entre y dentro de individuos (Morton et al., 2008), posiblemente debido a la influencia 

de factores medioambientales y de la propia especie (Tibary y Vaughan, 2006). Es 

probable que esto afecte la obtenci—n de muestras de buena calidad  para ser 

criopreservados e inseminados posteriormente. 

La mayor parte del eyaculado de los camŽlidos sudamericanos lo constituye el plasma 

seminal, en el 88,5% y el resto son espermatozoides, 11,5% (Garnica et al., 1993).  

El volumen del eyaculado es variable entre macho y macho, dependiendo tambiŽn del 

nœmero de eyaculaciones al d’a y del mŽtodo de colecci—n, siendo mayor el volumen de 

semen recogido mediante vagina artificial que por electroeyaculaci—n (Tibary y Memon, 

1999). Est‡ comprendido entre 0,5 y 3,5 mL, con variaciones importantes que oscilan 

entre 0,6 a 7,0 mL (Fowler, 1989; Garnica et al., 1995).  El color va de blanco lechoso a 

gris‡ceo, dependiendo de la concentraci—n esperm‡tica y la proporci—n de la secreci—n 

de las gl‡ndulas accesorias (Tibary y Memon, 1999).En la alpaca, el pH del semen est‡ 

comprendido entre 7,1 y 8,3 y en la llama, entre 7,2 y 8,6 (Hanzen et al., 2014). 

 

El semen de los camŽlidos sudamericanos tiene la particularidad de ser muy viscoso 

(Fern‡ndez Baca y Novoa, 1968; Sumar, 1991), lo que hace dif’cil su manipulaci—n (Por 

ejemplo, pipetearlo o te–irlo en un portaobjetos) y su evaluaci—n microsc—pica 

(Determinaci—n de concentraci—n y motilidad esperm‡tica). Dicha viscosidad ha sido 

atribuida a los mucopolisac‡ridos presentes en la secreci—n conferida por las gl‡ndulas 

sexuales accesorias de los CSA (Gonzales et al., 2003). Hace un par de a–os, se 

identific— la Mucina 5B, una prote’na, como la principal responsable de la viscosidad en 

el plasma seminal de la alpaca; igualmente, se encontr— que plasmas seminales con 

elevada viscosidad muestran concentraciones cinco veces mayores que aquellos con 

baja viscosidad (Kershaw-Young y Maxwell, 2012a). El grado de viscosidad tiene dos 

efectos pr‡cticos; dificulta la separaci—n de espermatozoides de la fracci—n l’quida del 

eyaculado y es responsable del movimiento oscilatorio y de que no haya motilidad 
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progresiva, como en otras especies domŽsticas (Sumar y Garc’a, 1986; Giuliano et al., 

2002; Vaughan et al., 2003). Sin embargo, aœn no se conoce con exactitud su papel 

fisiol—gico. Se sabe que en CSA, el semen se deposita dentro del cuerno alrededor de 2 

d’as previos a la ovulaci—n, este tiempo puede justificar que los espermatozoides queden 

�D�W�U�D�S�D�G�R�V�� �H�Q�� �H�O�� �F�R�i�J�X�O�R�� �F�X�P�S�O�L�H�Q�G�R�� �O�D�� �I�X�Q�F�L�y�Q�� �I�L�V�L�R�O�y�J�L�F�D�� �G�H�O�� �³�G�H�S�y�V�L�W�R�� �F�H�U�Y�L�F�D�O��

�H�V�S�H�U�P�i�W�L�F�R�´ como sucede en otras especies de rumiantes (Sumar, 2002). Asimismo, su 

elevada viscosidad impide el movimiento progresivo activo del espermatozoide, 

generando poco gasto energŽtico y que se produzcan menos radicales libres. Por otra 

parte, una vez colectado el semen, se licuefacta progresivamente al cabo de las 23 ± 1,2 

horas, entre 8 a 48 horas, despuŽs de la colecta (Garnica et al., 1993; Bravo y Johnson, 

1994). 

 

Dentro de las caracter’sticas microsc—picas del semen, la concentraci—n es un par‡metro 

muy variable, fluctuando de 0,01 a 600 millones de espermatozoides por mL (Hanzen et 

al., 2014), y est‡ en funci—n de la edad del macho, el mŽtodo de colecci—n y el volumen 

colectado (Tibary y Vaughan, 2006); cabe se–alar que la frecuencia de colecciones no 

tiene efectos sobre esta variable (Hanzen et al., 2014). Otra caracter’stica importante es 

el porcentaje de motilidad, pues en la mayor’a de casos es inferior al 60%; la mayor’a de 

espermatozoides de un eyaculado no diluido realizan movimientos oscilatorios sobre s’ 

mismos y solamente muestran movimiento progresivo activo entre el 5 y 10% de 

espermatozoides (Garnica et al., 1993, 1995; Bravo et al., 1997; Ord—–ez et al., 2013). 

Morton et al. (2007) mencionan que los espermatozoides epididimarios mostraron el 

movimiento progresivo hacia adelante inmediatamente despuŽs de la recuperaci—n, en 

contraste con la motilidad oscilatoria de los espermatozoides eyaculados. Por su parte, 

Giuliano et al. (2012) afirman que se puede evaluar la motilidad esperm‡tica en 

muestras provenientes de la cola del epid’dimo, ya que dichos espermatozoides 

presentan motilidad progresiva. 

 

Sobre los estudios de caracterizaci—n morfomŽtrica del espermatozoide de alpaca, 

Buend’a et al. (2002) reportaron 5 categor’as de acuerdo a la morfometr’a de la cabeza: 

normal 47%, grande 29%, peque–o 20%, piriforme 3% y redondo 1%. Evangelista et al. 

(2015), determinaron que la medida de la longitud de la cabeza de espermatozoides 

normales es de 5.4  ± 0.4 µm y se–alan que las categor’as descritas por Buend’a et al. 
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(2002) no son suficientes para establecer los tipos de cabeza presentes en 

espermatozoides de alpaca, adem‡s que las formas especiales como macro y 

microcefalia no necesariamente se encuentran dentro de los l’mites se–alados para las 

formas generales. En el estudio de Evangelista et al. (2015) con espermatozoides de 

alpacas macho de fertilidad comprobada, los porcentajes de defectos en cabeza est‡n en 

un rango de 47% - 57% y los porcentajes de defectos en pieza media y cola var’an entre 

3% - 62%; adem‡s, afirmaron una relaci—n entre la fertilidad del macho y la 

morfometr’a del espermatozoide, encontrando en su estudio porcentajes de formas 

normales de 44% para cabeza y pieza media, y 38% para cola. Por otra parte, la calidad 

del semen es influenciada por la estaci—n y por el mŽtodo de colecci—n, siendo mucho 

mejor en invierno que en verano y obteniendo una muestra de mayor calidad mediante 

electroeyaculaci—n en comparaci—n con la vagina artificial (Giuliano et al., 2008). 

 

2.4. TRASCENDENCIA DE LOS ESPERMATOZOIDES DEL EPIDêDIMO 

 

Actualmente existen muchos mŽtodos para eliminar la viscosidad del plasma seminal 

con la finalidad de facilitar la manipulaci—n de la muestra en el laboratorio, se han 

utilizado enzimas como la colagenasa, hialuronidasa, fibrinolisina y tripsina para este 

fin, as’ como la tŽcnica de aspirado y eyectado mœltiple utilizando una jeringa de 

tuberculina; sin embargo, todav’a no es claro si existe un efecto sobre la capacidad del 

espermatozoide para fecundar utilizando alguna tŽcnica anteriormente mencionada. En 

consecuencia, la recuperaci—n de espermatozoides del epid’dimo resulta una buena 

opci—n para obtener muestras sin plasma seminal aunque debe tenerse en cuenta si esto 

influye sobre los par‡metros esperm‡ticos luego de la descongelaci—n. Segœn Kershaw-

Young y Maxwell (2011), al igual que en otras especies, la adici—n de 10% de plasma 

seminal despuŽs de la descongelaci—n de una muestra de espermatozoides epididimarios 

de alpaca puede mejorar su funci—n, integridad y fertilidad post-descongelamiento, lo 

que justifica una investigaci—n adicional. Sin embargo, Rodr’guez (2009) no encontr— 

un efecto protector del plasma seminal al espermatozoide que justifique su uso en 

alpacas. 

 

Por otro lado,  los espermatozoides epididimarios poseen capacidad de fecundaci—n, es 

decir, est‡n funcionalmente competentes al encontrarse en un nivel de maduraci—n final 
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(Reyes-Moreno et al., 2002; Barrios, 2002; Canorio, 2008) lo que hace posible 

utilizarlos como modelo experimental en la criopreservaci—n esperm‡tica y 

posteriormente ser usados en la IA y fecundaci—n in vitro, o en todo caso para recuperar 

el germoplasma de animales de gran valor genŽtico o en peligro de extinci—n (Reyes-

Moreno et al., 2002; Anel et al., 2002). 

 

2.5.  FISIOLOGêA ESPERMçTICA 

 

Previo a la fecundaci—n es necesario que el espermatozoide experimente la maduraci—n 

dentro del epid’dimo, seguido de la capacitaci—n y la reacci—n acrosomal para lograr la 

penetraci—n del —vulo. 

 

2.5.1. MADURACIîN EPIDIDIMARIA 

 

El epid’dimo desempe–a un rol importante en el desarrollo de un espermatozoide 

funcionalmente competente, los espermatozoides que se encuentran fuera del epid’dimo 

tienen movilidad baja o nula y no son capaces de incorporarse a la zona pelœcida. 

Adquieren movilidad progresiva convirtiŽndose en cŽlulas funcionalmente maduras 

durante el paso a travŽs del epid’dimo (Turner, 1979; Cooper, 1998). Las cŽlulas 

epiteliales que recubren el conducto epididimal forman un entorno de fluido luminal al 

secretar y absorber activamente molŽculas peque–as (azœcares, electrolitos, etc.) y 

macromolŽculas (prote’nas, glicoprote’nas, etc.). Por lo tanto, las secreciones del 

conducto y los contenidos derivados de los test’culos proporcionan un entorno 

espec’fico en el que los espermatozoides funcionalmente inmaduros sufren alteraciones 

para alcanzar el proceso de maduraci—n (Tulsiani, 2006). 
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2.5.2. CAPACITACIîN ESPERMçTICA 

 

La capacitaci—n esperm‡tica se realiza dentro del tracto genital de la hembra, es una fase 

lenta en el que se da la reestructuraci—n de la membrana plasm‡tica y la modificaci—n de 

su funcionalidad con el fin de fecundar al ovocito (Harrison y Gadella, 2005); 

dependiendo de la especie, la capacitaci—n ocurre en el œtero o en el oviducto, 

espec’ficamente la regi—n ’stmica; mientras avanza este proceso, los espermatozoides 

experimentar‡n cambios bioqu’micos como: 1) Incremento de la adenilciclasa y AMPc; 

2) Incremento del pH dentro de la cŽlula (Parrish el at., 1994); 3) Aumento del ingreso 

de Ca2+ (Boerke et al., 2008) y 4) Reestructuraci—n de la membrana plasm‡tica de los 

espermatozoides y fosforilaci—n de prote’nas (Visconti et al., 2010). 

Al interior del epid’dimo existen niveles bajos de bicarbonato (HCO3
-) que mantienen al 

�H�V�S�H�U�P�D�W�R�]�R�L�G�H�� �³�Q�R�� �F�D�S�D�F�L�W�D�G�R�´���� �V�L�Q�� �H�P�E�D�U�J�R���� �H�Q�� �H�O�� �I�O�X�L�G�R�� �R�Y�L�G�X�F�W�D�O�� �O�R�V�� �Q�L�Y�H�O�H�V�� �G�H��

HCO3
- son altos, favoreciendo la capacitaci—n (Rodriquez- Martinez et al., 1990); es as’ 

que el HCO3
- va actuar activando la adenilciclasa incrementado de esta manera la 

concentraci—n de AMPc dentro de la cŽlula; activando la cascada de se–alizaci—n de la 

proteinkinasa A (PKA) quien est‡ encargada de regular el metabolismo de los l’pidos; 

de esta manera, se producir‡ cambios en la composici—n lip’dica de la membrana del 

espermatozoide dando como resultado aumento de su fluidez (Fraser et al., 2005). 

Asimismo, el proceso de capacitaci—n esperm‡tica es dependiente de Ca2+, encontrando 

un aumento en los espermatozoides capacitados; su entrada activa la adenilciclasa que a 

su vez activa la PKA la cual favorece la fosforilaci—n de algunas prote’nas esperm‡ticas 

(Visconti et al., 1995). Esta cascada de activaci—n v’a AMPc modificar‡ tambiŽn el 

metabolismo del espermatozoide favoreciendo la hiperactivaci—n esperm‡tica, es decir, 

los espermatozoides presentan alta motilidad (Aitken, 1995; Flesch y Gadella, 2000); 

s—lo los espermatozoides que consiguieron capacitarse presentar‡n motilidad 

hiperactivada y ser‡n sometidos a una reacci—n acros—mica fisiol—gica, para poder 

adquirir la capacidad de fecundaci—n (De Lamirande et al., 1993). Se han realizado 

trabajos de capacitaci—n in vitro de espermatozoides de alpaca, habiŽndose logrado el 

proceso de capacitaci—n en 3 horas bajo condiciones de laboratorio, los espermatozoides 

fueron incubados en medios especiales como el medio Ham F10 y se emple— albœmina 

sŽrica bovina como agente para la capacitaci—n, esta albœmina tiene la propiedad de 
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remover el colesterol generando modificaciones en la fluidez de la membrana similar al 

proceso de capacitaci—n (Manosalva, 2003; Uriondo et al., 2008). Por otro lado, los 

espermatozoides del conducto deferente podr’an estar precapacitados puesto que no 

requieren la licuefacci—n o eliminaci—n de algunas molŽculas y sustancias 

decapacitantes absorbidas del plasma seminal, como sucede con las muestras de 

eyaculados durante el proceso de capacitaci—n (Roldan, 1996; Chang, 1984), es as’ que 

la capacitaci—n esperm‡tica se acelera en espermatozoides obtenidos de los conductos 

deferentes. 

 

2.5.3. REACCIîN ACROSOMAL 

 
La reacci—n del acrosoma es un evento de exocitosis que se inicia luego de la uni—n del 

espermatozoide al ovocito y es necesario para que logre penetrarlo; la membrana 

plasm‡tica se fusiona con la membrana acrosomal externa destruyŽndola y formando 

espacios en mœltiples sitios para la liberaci—n del contenido acrosomal, las enzimas 

hidrol’ticas que se liberan del acrosoma cumplen un rol fundamental en la fecundaci—n 

del —vulo, ya que est‡n encargadas de eliminar la estructura de la zona pelœcida y 

permitir al espermatozoide penetrarla gradualmente y ubicarse en el espacio perivitelino 

(Tulsiani et al., 1998; Ramalho-Santos et al., 2002). Asimismo, la habilidad de 

fecundaci—n y la reacci—n acros—mica del espermatozoide se mantienen por los niveles 

adecuados de ROS in vivo los cuales proporcionan una mejor fluidez de la membrana, 

siendo importante para una —ptima funcionalidad del espermatozoide en esta fase 

(Bucak et al., 2010).  

 

2.6.  EVALUACIîN DE LA FUNCIîN DEL ESPERMATOZOIDE 

MEDIANTE  CITOMETRêA DE FLUJO 

 

La citometr’a de flujo ha demostrado ser una herramienta precisa y reproducible para el 

an‡lisis de la funci—n de los espermatozoides, adem‡s del alto rendimiento que esta 

tŽcnica puede proporcionar en tŽrminos del an‡lisis de miles de cŽlulas por segundo 

(Mart’nez-Pastor et al., 2010; Cheuquem‡n et al., 2012). Consiste en examinar y 
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cuantificar tres o m‡s caracter’sticas de una cŽlula, lo que posibilita un an‡lisis 

simult‡neo multiparamŽtrico. La metodolog’a citomŽtrica de flujo se cuenta entre los 

procedimientos semicuantitativos m‡s eficaces, caracteriz‡ndose por una elevada 

capacidad de repetici—n, de estandarizaci—n y de objetividad (Bush y Waberski, 2007). 

En el cit—metro de flujo, las cŽlulas se dispersan en una suspensi—n l’quida y fluyen una 

a una a travŽs del rayo l‡ser (light amplification, by stimulated emission of radiation), 

que es indispensable para mantener un flujo constante. Las cŽlulas en suspensi—n son 

inyectadas a travŽs de un chorro de l’quido en forma de anillo que las envuelve (G—mez 

y Casas, 2014). La presi—n ejercida sobre este envoltorio l’quido permite que el chorro 

de la muestra sea cada vez m‡s estrecho, hasta disminuir su di‡metro y enfocarlo en el 

agujero de salida, que normalmente es de unas 76 micras, para que las cŽlulas sean 

estimuladas uniformemente por el rayo l‡ser. Las cŽlulas reflejan la luz del l‡ser, que 

incide sobre ellas en ‡ngulos m’nimos de 0 a 20 (dispersi—n frontal), relacionados con el 

‡rea de superficie celular o tama–o de la cŽlula, y con un ‡ngulo de 90¼ (dispersi—n 

ortogonal) para la complejidad celular o la granulaci—n celular como las caracter’sticas 

del nœcleo, granulaci—n del citoplasma, etc (Raskin y Meyer, 2010).  La luz reflejada o 

emitida por las cŽlulas es sistematizada, y la parte —ptica con lentes y filtros las organiza 

y visualiza en una pantalla, donde grupos celulares, segœn el diagrama que ocupan, 

corresponden a determinado grupo celular, en el que por coloraciones y fluorescencia es 

factible identificarlas (G—mez y Casas, 2014). Se produce fluorescencia cuando una 

molŽcula que puede estimularse con luz de determinada longitud de onda regresa al 

estado b‡sico (sin estimular) y por ello emite luz de mayor longitud de onda. Mediante 

la presencia e intensidad de la fluorescencia pueden sacarse conclusiones sobre el 

estado morfol—gico o funcional de compartimentos celulares (Bush y Waberski, 2007). 

La ventaja de esta tŽcnica estriba en que se caracteriza cada cŽlula en particular, sin 

perder informaci—n en la evaluaci—n de los datos. Estos datos unitarios se depositan y 

son tratados en el futuro en lugar del dato de un valor medio correspondiente a una 

poblaci—n celular (Bush y Waberski, 2007). 

Por otro lado, los ensayos in vitro est‡ndar actuales que miden los aspectos estructurales 

y funcionales b‡sicos de la fisiolog’a del espermatozoide mediante citometr’a son: (1) 

viabilidad esperm‡tica; (2) integridad de la membrana plasm‡tica; (3) potencial de la 

membrana mitocondrial; (4) integridad acrosomal; (5) interacciones entre el esperma y 
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el —vulo, la penetraci—n de ovocitos sin zona y la fertilizaci—n de ovocitos intactos 

(Mortimer, 1985; Henry et al., 1993; Critser y Noiles, 1993). 

 

2.6.1.  EVALUACIîN DE LA MOTILIDAD DEL ESPERMATOZOIDE 

 

Consiste en observar a travŽs de un microscopio a 40X una peque–a muestra de 

espermetazoides obtenidos del epid’dimo o de semen eyaculado (10 µL) colocada sobre 

un portaobjetos y cubierta con una l‡mina cubreobjetos, se procede a visualizar los 

espermatozoides m—tiles al menos en 5 campos distintos y determinar un porcentaje 

sobre el total de espermatozoides contados. La motilidad es un par‡metro utilizado 

tradicionalmente para estimar la calidad seminal en distintas especies; sin embargo, 

segœn Bravo et al. (2002) no ser’a un buen indicador de la calidad seminal en CSA, al 

no existir motilidad progresiva sino un movimiento oscilatorio, en muestras de semen 

obtenidas por eyaculaci—n. 

 

2.6.2.  EVALUACIîN DE VIABILIDAD ESPERMçTICA E INTEGRIDAD DEL 

ACROSOMA  

 

Realmente el concepto de viabilidad en una cŽlula como el espermatozoide implicar’a 

que fuese capaz de cumplir su funci—n, es decir, fecundar el ovocito. Esa comprobaci—n 

conlleva tŽcnicas como la fecundaci—n in vitro o, al menos, la uni—n a la zona pelœcida 

(Zona Binding Assay o ZBA) para estimar el porcentaje de espermatozoides que se unen 

a los ovocitos. Pero normalmente, cuando se utiliza el tŽrmino de viabilidad de semen, 

se hace referencia a la totalidad de la membrana plasm‡tica (y en su mayor’a, tambiŽn 

de la membrana acrosomal) de los espermatozoides (Abecia y Forcada, 2010). 

Existen muchos colorantes fluorescentes que se pueden usar solos o combinados en la 

determinaci—n de la viabilidad esperm‡tica. Uno de los colorantes fluorescentes m‡s 

usados es el ioduro de propidio, que s—lo penetra en el interior de las cŽlulas con 

membranas da–adas. Este colorante, que presenta fluorescencia roja, tiene afinidad por 

el ADN por lo que ti–e el nœcleo celular (Martinez y Miranda, 2010).  
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Por otro lado, la integridad de las membranas acros—micas se determina mediante la 

capacidad de fijaci—n de lectinas (prote’nas fijadoras de carbohidratos) en determinados 

compartimentos del acrosoma. Las lectinas se acoplan para detectar la fijaci—n al FITC 

fluorescente (fluoresce’n-isotiocianato). Las lectinas Peanut Aglutinina, Pisum sativum 

Aglutinina y Phaseolus vulgaris Aglutinina (PNA, PSA, PHA) se fijan, de acuerdo con 

la especie animal, a la membrana acros—mica externa o interna, o bien al contenido de la 

matriz acros—mica, descubriendo de esta forma lesiones en la membrana acros—mica 

(Bush y Waberski, 2007) por la fluorescencia verde observada. La lectina de PNA entra 

en contacto con los terminales de beta-galactosa localizados al interior de la membrana 

acros—mica externa, mientras que la lectina de PSA se une a las glicoprote’nas de la 

matriz acros—mica (Silva y Gadella, 2006; Celeghini et al., 2010). 

Estas lectinas se han utilizado para evaluar la integridad del acrosoma en humanos y 

carneros. En CSA, Cheuqueman et al. (2013) evaluaron la viabilidad y la integridad del 

acrosoma en espermatozoides eyaculados de alpaca recogidos por vagina artificial con 

FITC-PSA y PI, mientras que Ugarelli et al. (2015) emplearon FITC-PSA y FITC-PNA 

en distintas concentraciones con el fin de valorar la integridad del acrosoma en 

espermatozoides congelados/descongelados obtenidos por lavado de esperma post-

coital. Recientemente, Santiani et al. (2016) evaluaron la integridad del acrosoma y la 

integridad/viabilidad del acrosoma en espermatozoides epididimarios mediante FITC-

PSA/PI y FITC-PNA/PI. Las concentraciones utilizadas por Santiani et al. (2016) 

fueron considerablemente m‡s bajas (0.5 y 2.���� ���J���PL para FITC-PSA y FITC-PNA, 

respectivamente) en comparaci—n a las concentraciones finales de lectinas que han 

venido siendo usadas en alpacas (�������D�������������J���P�/) reportado por Morton et al. (2007) y 

Cheuqueman et al. (2013) porque la citometr’a de flujo con im‡genes es m‡s sensible 

que la citometr’a de flujo tradicional (Ugarelli et al., 2015). Ambas lectinas conjugadas 

podr’an usarse para valorar la integridad acrosomal de muestras esperm‡ticas 

provenientes del epid’dimo de alpaca (Santiani et al., 2016). 

Existen otros muchos colorantes fluorescentes que se pueden usar para valorar la 

viabilidad esperm‡tica, como por ejemplo el SYBR-14 (verde) combinado tambiŽn con 

el ioduro de propidio o bien con el homod’mero de etidio (rojo) (Abecia y Forcada, 

2010).  
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2.6.3.  EVALUACIîN DE LA ACTIVIDAD DE LAS MITOCONDRIAS 

 

Los espermatozoides de mam’feros dependen principalmente de dos v’as metab—licas 

para obtener energ’a: la gluc—lisis anaer—bica y la fosforilaci—n oxidativa mitocondrial 

(Piomboni et al., 2012; Ferramosca et al., 2014); la gluc—lisis se produce principalmente 

en la zona del flagelo, mientras que la fosforilaci—n oxidativa se produce en las 

mitocondrias, que se localizan exclusivamente en la parte media del espermatozoide y 

proporciona la energ’a necesaria para mantener los movimientos flagelares. Las 

mitocondrias del espermatozoide son organelas œnicas que participan en muchos 

procesos cruciales, como la s’ntesis de trifosfato de adenosina (ATP) a travŽs del 

mecanismo sofisticado de la fosforilaci—n oxidativa (Piomboni et al., 2012; Ferramosca 

et al., 2014); este proceso requiere el funcionamiento coordinado de dos componentes 

principales: la cadena respiratoria y la ATP-sintasa, ambas ubicadas en la membrana 

mitocondrial interna (Figura). La cadena respiratoria o cadena de transferencia de 

electrones a travŽs de los complejos I, II, III y IV y de dos molŽculas transbordadoras de 

electrones (ubiquinona y citocromo c) realiza un bombeo de protones concomitante que 

establece el potencial de membrana mitocondrial (PMM) o la fuerza motriz del prot—n 

(Cottet-Rousselle et al., 2011); los protones se bombean desde el espacio de la matriz al 

espacio intermembrana, creando un pH sustancial y un gradiente elŽctrico o de carga 

(PMM)  a travŽs de la membrana interna mitocondrial, su impermeabilidad crea la 

diferencia de potencial electroqu’mico de protones; finalmente, estos protones vuelven a 

entrar a favor de la gradiente en el espacio de la matriz por el complejo V a travŽs de la 

ATP-sintasa, impulsando la s’ntesis de ATP utilizando la energ’a libre derivada de la 

disipaci—n fisiol—gica de la fuerza motriz prot—nica a travŽs de la membrana 

mitocondrial interna (Boyer, 2001; Cottet-Rouselle et al., 2011) en el proceso 

denominado fosforilaci—n oxidativa (Luo et al., 2013). 
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Fig. 1 Sistema de fosforilaci—n oxidativa. El sistema de fosforilaci—n oxidativa est‡ 

compuesto por cinco complejos de mœltiples subunidades distintas (Complejo I, II, III, 

IV  y V). La cadena de transferencia de electrones a travŽs de los complejos I, III y IV 

bombean activamente protones de la matriz al espacio intermembrana, creando un pH 

sustancial y un gradiente elŽctrico o PMM, estos protones finalmente vuelven a entrar 

en el espacio de la matriz a travŽs de la ATPsintasa, impulsando la s’ntesis de ATP 

(Cottet-Rousselle et al., 2011) 

Se han desarrollado diversos enfoques metodol—gicos para evaluar las funciones 

mitocondriales; como los ensayos espectrofotomŽtricos (Ruiz-Pesini et al., 1998; 2000), 

los mŽtodos polarogr‡ficos (Ferramosca et al., 2012; 2008; 2015) o la citofluorimetr’a 

(Evenson et al., 1982; Auger et al., 1989; 1993; Kramer et al., 1993; Kasai et al., 2002; 

Marchetti et al., 2002; 2004; Gallon et al., 2006; Espinoza et al., 2009; Sousa et al., 

2011). En particular, la espectrofotometr’a se usa para medir la actividad de enzimas 

espec’ficas involucradas en el metabolismo mitocondrial; la polarograf’a mide la tasa de 

cambio en la concentraci—n de ox’geno en la soluci—n y, dado que el ox’geno es el 

receptor de electrones final de la cadena respiratoria, proporciona una medici—n directa 

de la actividad mitocondrial; la citometr’a de flujo, en cambio, puede usarse para 
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estimar el PMM a travŽs de la membrana interna mitocondrial, que es un mŽtodo 

indirecto para evaluar la actividad respiratoria mitocondrial (Moscatelli et al., 2017).  

La medici—n del PMM es una alternativa m‡s objetiva y œtil para la medici—n de la 

calidad del semen (Santiani et al., 2016) y se monitorea comœnmente usando sondas 

fluorescentes cati—nicas que se acumulan en las mitocondrias, preferentemente en la 

matriz mitocondrial (Cottet-Rouselle et al., 2011) inducida por el gradiente elŽctrico 

transmembrana (PMM); las sondas MitoTracker (MitoTracker Orange, MitoTracker 

Red y MitoTracker Deep Red) son una serie de tinciones selectivas que permeabilizan 

las cŽlulas, se difunden pasivamente por medio de la membrana plasm‡tica y al ser 

fluorescentes cati—nicos son atra’dos por el potencial negativo a travŽs de la membrana 

mitocondrial interna, por lo tanto, se acumulan preferentemente en las mitocondrias 

polarizadas porque son altamente eficientes al cruzar las membranas hidrof—bicas 

(Yousif et al., 2009) y emiten fluorescencia en diferentes longitudes de onda, segœn su 

naturaleza (Haugland, 2002). Adem‡s, las sondas MitoTracker se unir’an 

covalentemente a los grupos tiol libres en las prote’nas mitocondriales y, por lo tanto, se 

cree que se retienen despuŽs de la fijaci—n celular (Poot et al., 1996). 

El PMM se ha evaluado en el humano (Evenson et al., 1982; Auger et al., 1989; 1993; 

Kramer et al., 1993; Kasai et al., 2002; Marchetti et al., 2002; 2004; Gallon et al., 2006; 

Espinoza et al., 2009; Amaral y Ramalho-Santos, 2010; Sousa et al., 2011), 

principalmente, y el toro (Hallap et al., 2005) y recientemente se ha reportado en 

alpacas por Cheuqueman et al. (2013) y Santiani et al. (2016); se ha utilizado 

MitoTracker CMXRos y MitoTracker Deep Red FM en la valoraci—n del PMM en  

espermatozoides epididimarios de alpaca (Santiani et al., 2016). A pesar de que el 

MitoTracker Deep Red FM se ha descrito para evaluar la funci—n mitocondrial como 

marcador de la viabilidad de los espermatozoides de bovinos (Hallap et al., 2005), el 

MitoTracker CMXRos podr’a constituir una tinci—n valiosa para el an‡lisis de la 

morfolog’a y funci—n mitocondrial en espermatozoides epididimarios de alpaca 

(Santiani et al., 2016). 
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2.7. CRIOPRESERVACIîN DE SEMEN 

 

A principios de la dŽcada de �O�R�V�� �����¶�V, el uso de la inseminaci—n artificial (IA) se 

expandi— r‡pidamente, de modo que entre los a–os 1930 y 1940, millones de caballos, 

vacas y ovejas alrededor del mundo se criaban utilizando la IA. Sin embargo, pronto 

surgieron nuevos retos debido a la necesidad de desarrollar mŽtodos para almacenar el 

semen durante per’odos de tiempo m‡s largos, a travŽs de la adici—n de componentes en 

los medios para extender la viabilidad del espermatozoide y disminuir los requisitos 

metab—licos de estas cŽlulas, enfri‡ndolos a temperaturas inferiores a 0¼C (Gao et al., 

1997). Es as’ como Polge et al. (1949) lograron resolver este problema adicionando un 

agente protector (glicerol) para el semen congelado. Desde esa Žpoca se ha expandido el 

uso general de agentes crioprotectores logrando que la criopreservaci—n de semen sea 

usada mundialmente como una herramienta esencial en los programas de mejoramiento 

animal, donde se realiza inseminaci—n artificial con semen congelado. Adem‡s, la 

criopreservaci—n de espermatozoides constituye un mŽtodo para mantener la diversidad 

genŽtica en especies con amenaza de extinci—n, especialmente de parques zool—gicos 

que son especies candidatas para programas de cr’a en cautividad (Ballou, 1992). Sin 

embargo, existe un da–o celular durante la criopreservaci—n de semen que puede ser 

atribuido a diversos factores como los cambios de temperatura, aparici—n de cristales y 

formaciones de hielo dentro de la cŽlula, estrŽs oxidativo, cambios en la membrana 

esperm‡tica, cambios en el ADN, niveles t—xicos de agentes crioprotectores y estrŽs 

osm—tico (Watson, 1995, 2000; Gao et al, 1997). Los espermatozoides parecen ser 

sensibles al estrŽs osm—tico cuando se le a–aden y retiran cantidades molares de agentes 

crioprotectores y son afectados por las alteraciones en las concentraciones de soluto 

durante la congelaci—n (Gao et al, 1997; Watson, 2000). 

 

2.7.1. FACTORES CRêTICOS DE CRIOPRESERVACIîN 

 

Para la mayor’a de las especies de mam’feros la fertilidad se ve claramente reducida por 

el protocolo de criopreservaci—n en comparaci—n con el semen fresco, a excepci—n del 

semen congelado de toro, el cual es usado comercialmente desde hace varias dŽcadas 



!

!
&&!

por obtener resultados de concepciones comparables o mejores que con el apareamiento 

natural. Indiscutiblemente la congelaci—n de espermatozoides produce una fertilidad 

reducida debido a la pŽrdida de viabilidad de los espermatozoides y al deterioro de la 

funci—n en la poblaci—n de sobrevivientes; asimismo, la criopreservaci—n causa estrŽs 

potencialmente da–ino a los espermatozoides: en primer lugar, el cambio de 

temperatura; en segundo lugar, el estrŽs osm—tico y t—xico por la exposici—n a 

concentraciones molares de crioprotectores; y en tercer lugar, la formaci—n y disoluci—n 

del hielo en el medio extracelular (Watson, 2000). 

Durante la criopreservaci—n existen dos periodos cr’ticos para la supervivencia celular 

que son: la fase inicial de enfriamiento y la descongelaci—n o calentamiento (Mazur, 

1984). Ambas fases son responsables de la supervivencia esperm‡tica debido a que las 

cŽlulas que han sobrevivido al enfriamiento a -196¼C aœn enfrentan el desaf’o del 

calentamiento y la descongelaci—n, y por lo tanto deben atravesar dos veces la zona de 

temperatura cr’tica que, en general, est‡ comprendida entre -15¼C a -60¼C (Salamon y 

Maxwell, 2000). 

La velocidad de enfriamiento influye significativamente sobre la supervivencia celular 

(Brockbank et al., 2007). Es as’ que, enfriar el semen de ungulado demasiado r‡pido, 

entre 30¼C y 0¼C, induce estrŽs fatal en algunos espermatozoides, proporcional a la 

velocidad con quŽ se enfr’a y el rango de temperatura. Este fen—meno, conocido como 

�³choque de fr’o�  ́(Watson, 1981), tambiŽn afecta de manera variable a otras especies, es 

as’ que los espermatozoides de toro, carnero, jabal’ y caballo son muy sensibles al 

choque de fr’o, mientras que los espermatozoides de perros y gatos son moderadamente 

sensibles y los espermatozoides de conejo y humanos son relativamente resistentes 

(Critser et al., 1988; Watson, 1981); es por ello que el enfriamiento en este rango antes 

de la criopreservaci—n se realiza con cuidado (Watson, 2000). Aunque, incluso con un 

enfriamiento lento, el cambio de temperatura induce estrŽs en las membranas y puede 

continuar por debajo de 0¼C pero segœn Watson (2000) en estudios preliminares no 

pudieron mostrar lesiones por choque de fr’o en espermatozoides de toro por debajo de 

0¼C. Sin embargo, es conocido que el mayor cambio de fase ocurre cerca de 5 a 15¼C 

(Drobnis et al., 1993) y este podr’a ser el rango de temperatura principal para lesiones 

dependientes de la temperatura (Watson, 2000). 
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En suspensiones celulares, cuando se reduce la temperatura cerca de -5 y -10¼C, se 

empieza a solidificar el medio extracelular form‡ndose cristales de hielo (Gao et al., 

1997), a pesar de ello, la membrana plasm‡tica funciona como barrera para impedir el 

crecimiento del hielo hacia el medio intracelular, permaneciendo el espermatozoide 

suspendido en la parte l’quida dentro de la cŽlula (Watson, 1979). El agua pura del 

medio extracelular se cristaliza como hielo dejando a los solutos en la fracci—n l’quida 

restante y la fuerza osm—tica de la soluci—n aumenta, esto ocasiona una difusi—n de 

l’quido intracelular al medio extracelular, es decir, los espermatozoides se van 

deshidratando para conservar la estabilidad osm—tica del medio extracelular (Amann y 

Pickett, 1987; Medeiros et al., 2002). Estos efectos que pueden causar da–o celular 

como resultado de la concentraci—n de solutos han sido caracterizados colectivamente 

por Mazur et al. (1972) como "efecto soluci—n". Se sabe que el tiempo de exposici—n a 

tal efecto debe reducirse para conseguir una adecuada supervivencia celular, por tal 

motivo la velocidad de enfriamiento debe ser adecuadamente r‡pida para evitar que esta 

condici—n hiperosm—tica creciente genere la deshidrataci—n excesiva del 

espermatozoide. Pero a su vez, la velocidad de enfriamiento debe ser lo suficientemente 

lenta para favorecer la salida del agua del medio intracelular hacia el extracelular por 

—smosis, evitando que se forme hielo intracelular que resultar’a fatal para la cŽlula 

(Holt, 2000; Watson, 2000). 

 

2.7.2. AGENTES CRIOPROTECTORES 

 

Adem‡s de evitar la formaci—n de numerosos y grandes cristales de hielo intracelular, la 

mayor’a de las cŽlulas requieren la adici—n de solutos o agentes crioprotectores (ACPs). 

Hace m‡s de 60 a–os fue descubierto el papel del glicerol como un ACP efectivo para 

los espermatozoides y los eritrocitos humanos en Mill Hill, Inglaterra (Polge et al., 

1949). Este descubrimiento abri— las puertas a un nuevo tipo de estudio criobiol—gico 

porque se hab’an identificado nuevas variables que podr’an usarse en la optimizaci—n de 

los protocolos de criopreservaci—n (Walters et al., 2009). 

Son clasificados tradicionalmente en dos simples grupos, los penetrantes y los no 

penetrantes: 
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�x ACPs penetrantes o de acci—n intracelular 

 

Se caracterizan por tener menor peso molecular en comparaci—n al segundo 

grupo de ACPs, por lo que penetran a la cŽlula de manera uniforme y sin causar 

estrŽs osm—tico. Una vez que ingresan al medio intracelular sustituyen el 

volumen de agua que va saliendo al medio extracelular causando una 

deshidrataci—n celular adecuada y evitando el colapso por una deshidrataci—n 

excesiva sobre todo cuando la velocidad de enfriamiento es lenta. Adem‡s este 

mecanismo atenœa el incremento del medio hipert—nico extracelular y evita la 

expansi—n de hielo al interior de la cŽlula (Garc’a y Vila, 1984; Medeiros et al., 

2002). Dentro de este grupo el m‡s usado ha sido el glicerol, seguido del 

etilenglicol y actualmente, los del grupo amida, destacando el dimetilsulf—xido, 

dimetilacetamida y dimetilformamida. Los ACPs penetrantes, en funci—n de su 

concentraci—n, podr’an causar toxicidad a los espermatozoides, produciendo 

da–o a la membrana plasm‡tica y baja motilidad (Medeiros et al., 2002). Se sabe 

que el glicerol posee propiedades anticonceptivas a concentraciones t—xicas en 

algunas especies como el ave, adem‡s interactœa con el metabolismo de los 

espermatozoides, alterando la bicapa lip’dica que posiblemente disminuye la 

eficacia de la reacci—n del acrosoma (Moce et al., 2010) 

Gao et al (1995) mencionan dos procedimientos importantes relacionados al 

empleo de ACPs permeables en la criopreservaci—n de cŽlulas. Primero, la 

adici—n de un agente crioprotector a las cŽlulas antes de la congelaci—n y 

segundo, la eliminaci—n del agente crioprotector de las cŽlulas despuŽs de la 

congelaci—n y descongelaci—n. En el primer caso, cuando una cŽlula se coloca en 

una soluci—n que es hiperosm—tica con respecto a los agentes crioprotectores 

permeables (por ejemplo, el glicerol) pero isot—nica con respecto a las sales 

impermeables, primero se encoge debido al flujo osm—tico de agua intracelular y 

luego aumenta en volumen a medida que el soluto (glicerol) penetra y como 

agua vuelve a ingresar a la cŽlula. Posteriormente, en el segundo caso para la 

descongelaci—n, cuando las cŽlulas con una alta concentraci—n intracelular de 

crioprotector se exponen a una soluci—n isot—nica, como el PBS usado para 
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realizar lavados por centrifugaci—n; se hinchar‡n debido a una afluencia 

osm—tica de agua extracelular y luego disminuir‡n en volumen a medida que el 

glicerol se difunde fuera de las cŽlulas. Como resultado de estos dos aspectos del 

procedimiento de criopreservaci—n, las cŽlulas experimentan estrŽs osm—tico que 

puede causar una lesi—n celular "osm—tica" significativa. 

 

�x ACPs no penetrantes o de acci—n extracelular 

 

Se caracterizan por tener mayor peso molecular por esta raz—n no logran 

atravesar la membrana plasm‡tica, pero si la recubren protegiŽndola de los 

cristales de hielo mediante los puentes de hidr—geno formados entre los 

grupos de los azœcares y los grupos fosfato de los fosfol’pidos; adem‡s, son 

eficaces cuando la velocidad de enfriamiento es r‡pida, estimulando la 

—smosis para la pronta deshidrataci—n de la cŽlula, de esta forma se reduce el 

agua intracelular para evitar su cristalizaci—n y formaci—n de hielo (Boiso, 

2001; Medeiros et al., 2002). TambiŽn incrementan la viscosidad de la 

soluci—n extracelular reduciendo la cristalizaci—n fuera de la cŽlula (De 

Leeuw et al., 1990); estos ACPs son frecuentemente empleados junto a 

agentes penetrantes y dentro de este grupo destacan los azœcares como la 

glucosa, lactosa y fructosa; as’ como las prote’nas que se encuentran en la 

leche y la yema de huevo y entre los menos usados el polivinil-pirrolidona, 

dextrano y polietilenglicol (Salamon y Maxwell, 1995; Boiso, 2001). 

 

2.7.3. ALTERACIONES DE LOS ESPERMATOZOIDES 

CRIOPRESERVADOS 

El objetivo de la criopreservaci—n de espermatozoides es conservar la viabilidad y la 

funci—n de la cŽlula a temperaturas reducidas (çvila- Portillo et al., 2006); no obstante, 

se estima que el 40 a 50% de espermatozoides no sobreviven al proceso de 

criopreservaci—n, incluso con protocolos optimizados (Watson, 2000); asimismo, 

cuando se compara la subpoblaci—n supuestamente viable despuŽs de la 
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criopreservaci—n, los resultados son generalmente m‡s pobres que con semen fresco 

(Watson, 2000). 

En cuanto a los principales cambios sufridos tras el proceso de criopreservaci—n de 

espermatozoides, se encuentra la reducci—n de la motilidad y la integridad de la 

membrana plasm‡tica. La integridad de la membrana es sustancialmente m‡s resistente 

al estrŽs osm—tico que la motilidad, esta œltima se ve afectada por las respuestas de 

volumen osm—tico de las estructuras celulares que est‡n directa o indirectamente 

involucradas en la motilidad, como podr’a ser la mitocondria (Gao et al., 1997). Al 

respecto, se sabe que el PMM se afecta en eventos de estrŽs osm—tico. En ese sentido, 

cualquier alteraci—n en las mitocondrias podr’a ocasionar una disminuci—n de la 

movilidad esperm‡tica en dichas condiciones de estrŽs (Ball y Vo, 2001). En alpacas, se 

han reportado porcentajes de motilidad inicial que van de 40% a 80% en semen fresco y 

luego del descongelamiento descienden hasta un 10% a 20%. Sin embargo, en carneros 

hay una proporci—n relativamente alta (40-60%) de espermatozoides que preserva su 

motilidad despuŽs de la congelaci—n y descongelaci—n, pero s—lo el 20%-30% 

permanece biol—gicamente sin da–os. Esto indica que un espermatozoide puede ser 

m—vil, pero da–ado, en cuyo caso es dudoso que tal cŽlula fertilice el —vulo (Salamon y 

Maxwell, 2000). Los espermatozoides con anormalidades morfol—gicas y de baja 

movilidad guardan relaci—n con la s’ntesis de grandes cantidades de productos t—xicos 

del metabolismo, principalmente de las especies reactivas del ox’geno (Aitken et al., 

1994; Ball y Vo, 2001) formadas a travŽs de la peroxidaci—n de l’pidos de las 

membranas de los espermatozoides; adem‡s, dichos eventos se acompa–an de una 

disminuci—n en el transporte y  supervivencia de los espermatozoides en el tracto 

reproductivo femenino. En ese sentido,  la presencia de altos niveles de ROS reduce la 

fertilidad (Salamon y Maxwell, 2000). 

Por otro lado, existe una estrecha relaci—n entre el proceso de criopreservaci—n y la 

capacitaci—n del espermatozoide; segœn Watson (2000) los espermatozoides congelados 

y descongelados se comportan como si estuvieran capacitados, demostrando que estas 

cŽlulas luego del descongelamiento muestran tinci—n positiva con clortetraciclina y un 

aumento en el Ca+2 libre intracelular, t’pico de los espermatozoides capacitados. 

Durante el proceso de congelaci—n, las prote’nas de la membrana son redistribuidas y 

excluidas de las regiones de fosfol’pidos, ocasionando fallas en la funcionabilidad de los 
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canales de calcio en la membrana, lo que conlleva a un incremento de la permeabilidad 

del calcio hacia el medio intracelular; de esta manera se har’a posible los fen—menos 

capacitantes en el espermatozoide, similar al mecanismo observado durante la 

capacitaci—n y la reacci—n acros—mica (Rota et al., 2006). Otra semejanza observada en 

espermatozoides post-descongelados es el patr—n de movimiento: menor movimiento 

lineal y mayor movimiento vigoroso���� �F�R�Q�R�F�L�G�R�� �F�R�P�R�� �³�P�R�W�L�O�L�G�D�G�� �K�L�S�H�U�D�F�W�L�Y�D�G�D�´�� �H�Q��

espermatozoides capacitados (Rota et al., 2006). Algunos estudios en ovinos, 

mencionan que los espermatozoides congelados-descongelados presentan un porcentaje 

elevado de capacitaci—n (hasta 90%) comparados con semen fresco (entre 5% a 20%) 

(Maxwell y Watson, 1996), similar a lo reportado en bovinos (Cormier y Bailey, 2003). 

Lamentablemente, los espermatozoides capacitados tienen una viabilidad reducida y 

una vida fŽrtil limitada (Maxwell and Watson, 1996), es decir, si los espermatozoides 

capacitados no se exponen a los ovocitos poco despuŽs de la inseminaci—n, no se 

producir‡ la fertilizaci—n, ya que las cŽlulas pueden morir prematuramente en la parte 

inferior del tracto reproductivo, obteniendo resultados desalentadores despuŽs de la 

inseminaci—n cervical con semen congelado (Salamon y Maxwell, 2000). 

Por otra parte, la criopreservaci—n aumentar’a ligeramente la proporci—n de 

espermatozoides viables con reacci—n del acrosoma (Salamon y Maxwell, 2000). En 

alpacas, los porcentajes de alteraci—n del acrosoma ocasionados por la congelaci—n-

descongelaci—n es inferior al 5% (Morton et al., 2010; Santiani et al., 2005). Semejante 

a los resultados en ovinos, donde alrededor del 10%  de espermatozoides vivos post 

descongelamiento experimentan reacci—n acrosomal (Gil et al., 2003).  

Otros cambios bioqu’micos o pŽrdidas de contenidos vitales experimentados durante el 

proceso de criopreservaci—n de espermatozoides, incluyen la liberaci—n de la 

transaminasa oxaloacŽtica glut‡mica (GOT), la pŽrdida de lipoprote’nas y amino‡cidos, 

la disminuci—n de la actividad de la fosfatasa, el aumento de sodio y la disminuci—n del 

contenido de potasio, la inactivaci—n de las enzimas hialuronidasa y acrosina, pŽrdida de 

prostaglandinas, reducci—n de la s’ntesis de ATP y ADP, disminuci—n de la actividad 

proteol’tica acrosomal (Salamon y Maxwell, 1995). Tambien es posible que ocurra la 

desnaturalizaci—n del ADN, ya que se han observado modificaciones en la estructura de 

la cromatina de espermatozoides de toro, jabal’, gato, humanos y recientemente en 

espermatozoides de carnero (Gillan y Maxwell, 1999; Salamon y Maxwell, 2000). 
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2.7.4. CRIOPRESERVACIîN DE ESPERMATOZOIDES DE CSA 

 

Todav’a son escasos los estudios relacionados con la criopreservaci—n de 

espermatozoides de CSA que reportan el uso de agentes crioprotectores del grupo amida 

como dimetilacetamida (DMA) y dimetilformamida (DMF). Tomando en cuenta que las 

amidas poseen menor peso molecular y mayor capacidad de penetraci—n al aumentar la 

fluidez de la membrana plasm‡tica evitando la formaci—n de cristales de hielo letales 

para la supervivencia del espermatozoide, estos ACPs se han empleado en la 

criopreservaci—n esperm‡tica de distintas especies como aves, peces, primates y 

mam’feros; asimismo, se ha reportado su uso en equinos, Gallo et al (2013) trabajaron 

con concentraciones de 3%, 4% y 5% de DMA en semen equino de la raza Caballo 

Peruano de Paso y hallaron similares porcentajes de motilidad, viabilidad e integridad 

funcional de membrana con las tres concentraciones; ofreciendo los 3 grupos buenos 

resultados. Por su parte, Santiani et al. (2016) determinaron que DMA al 3.5% mantuvo 

una funci—n esperm‡tica —ptima comparado con dimetilsulf—xido, etilenglicol y glicerol 

en la criopreservaci—n de semen de Caballo Peruano de Paso. 

Uno de los primeros reportes de amidas en la criopreservaci—n de espermatozoides de 

alpaca fue presentado por Canorio (2008) quien utiliz— un dilutor Yolk citrato y obtuvo 

mejores resultados congelando con DMA a concentraci—n de 0.375M que con DMSO a 

0.25M, obteniendo una motilidad post-descongelaci—n de 34% con DMA y 33% con 

DMSO y porcentajes de integridad de membrana plasm‡tica de 60% y 33% para DMA 

y DMSO, respectivamente. Asimismo, Canorio et al (2015) describen mayores 

porcentajes de supervivencia esperm‡tica (27%) con concentraciones de DMA de 0.2 M 

a 0.8 M. Por su parte, Rodr’guez (2009) congel— espermatozoides de epid’dimo de 

alpaca empleando TES-Tris-yema de huevo con DMA a concentraci—n de 0.375 M y 

alcanz— una motilidad post-descongelamiento de 14% y un porcentaje de integridad de 

membrana esperm‡tica de 52%, resultados inferiores a los reportados por Canorio 

(2008). 

Por otro lado, los trabajos con Dimetilformamida (DMF) en CSA son aœn m‡s escasos. 

Carretero et al (2014) obtuvieron mejores resultados congelando semen de llamas con 

DMF que con Glicerol, ambas al 7%; obteniendo un porcentaje de motilidad 
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esperm‡tica significativamente mayor (22,1 - 22,5%) con DMF. Al a–o siguiente, 

Flores et al (2015) evaluaron el efecto de DMF (al 4 y 7 %) en la movilidad de 

espermatozoides criopreservados de alpacas a travŽs del sistema ISAS y obtuvieron 

bajos valores de movilidad total de 8,0 - 10,4%. 

Debido a la variabilidad de los resultados obtenidos en estudios sobre criopreservaci—n 

de espermatozoides de alpaca, es necesario evaluar y comparar ACPs permeables del 

grupo amida como DMA y DMF; pero tomando en cuenta el efecto t—xico de las amidas 

asociado con su concentraci—n, es necesario evaluarlas a concentraciones distintas pero 

sometidos bajo los mismos par‡metros utilizando tŽcnicas de evaluaci—n modernas y de 

mayor precisi—n como citometr’a de flujo por im‡genes. 

 
  



!

!
'. !

III. MATERIALES Y MƒTODOS 

 

3.1.  LUGAR DE EJECUCIîN Y PERIODO DE DURACIîN 

 

Las muestras se obtuvieron del camal municipal de Huancavelica y su desarrollo fue 

llevado a cabo en el Laboratorio de Reproducci—n Animal de la Facultad de Medicina 

Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, durante los meses de 

mayo a agosto del 2018.  

 

3.2.  MUESTRA DE ESTUDIO 

 

La f—rmula utilizada para calcular el tama–o muestral se presenta a continuaci—n: 

 

� J  L
�t���:�<�ß  E � <�	 �;�6 � Û � 5�6

�@�6  
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Donde: 

n = tama–o muestral 

�<�ß = Valor Z que corresponde al riesgo deseado 

�<�	 = Valor Z que corresponde al poder deseado asociado al riesgo escogido 

S2 = Varianza  

d = Valor m’nimo de la diferencia a detectar 

 

� J  L � �
�t�:�s�ä�{�x�r E � r� ä�z�v�t�;�6 � Û � z�6

�w�6
L �v�r!

 

El c‡lculo del tama–o muestral result— de 40 para este experimento. De cada cola del 

epid’dimo se recuperaron espermatozoides que fueron separados en 6 al’cuotas (2 tipos 

de crioprotectores a 3 concentraciones), dando un total de 240 repeticiones. Se 

trabajaron con 40 test’culos con un peso �•�� ������ �J���� �O�R�Q�J�L�W�X�G�� �W�H�V�W�L�F�X�O�D�U�� �� �•�� ���� �F�P����

concentraci—n esperm‡tica �• 50 x 106 espermatozoides/mL y motilidad  �•��30 %. 

 

3.3.  TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS 

 

DespuŽs del beneficio del animal, se realiz— una incisi—n pre escrotal, se divulsion— y se 

expuso el test’culo de un lado con la tœnica vaginal intacta, luego se realiz— un corte con 

una tijera mayo recta a nivel del cord—n esperm‡tico a unos 3 cm del test’culo; una vez 

recuperados ambos test’culos, fueron lavados con soluci—n fisiol—gica (NaCl 0.9 %) y 

colocados en bolsas hermŽticas individuales nuevamente con NaCl 0.9 %. Fueron 

almacenados en cajas de transporte con refrigerantes a una temperatura de 5¡C y 

trasladados a Lima para su evaluaci—n. El tiempo transcurrido desde la obtenci—n de los 

test’culos en el camal hasta su recepci—n en el laboratorio para su respectivo 

procesamiento fue de 20 horas. 
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3.4.  DILUTOR Y CRIOPROTECTORES 

 

Se us— el dilutor en base a leche descremada �± yema de huevo �± fructosa descrito por 

Santiani et al. (2005). Para preparar el dilutor se procedi— a realizar una mezcla de 19 

mL de leche descremada UHT (Gloria S.A.), 1 mL de yema de huevo fresco y 0.970 g 

de D-(-) fructosa 99% (K38435307840 �± Merck). Adem‡s los ACPs utilizados fueron: 

dimetilacetamida (D137510- Sigma) y dimetilformamida (D4551- Sigma). 

 

3.5.  RECUPERACIîN DE ESPERMATOZOIDES DEL EPIDêDIMO 

 

En el laboratorio se prepararon los materiales una hora antes de la llegada de los 

test’culos, para lo cual se colocaron placas Petri de pl‡stico medianas y peque–as, 

l‡minas porta objeto, laminas cubre objeto y tubos Eppendorf de 1.5 mL en la estufa 

precalentada a 37.5¡C. Luego en una bandeja pl‡stica se coloc— papel absorbente, 

recipiente peque–o de pl‡stico, un mango de bistur’ con un bistur’, una pinza plana y 

una tijera Mayo recta. Inmediatamente, luego de la llegada de los test’culos, se procedi— 

con el retiro de la tœnica vaginal parietal de cada test’culo, se divulsion— para separar el 

epid’dimo y se aisl— la cola del epid’dimo mediante un corte con la tijera Mayo recta y 

la pinza plana, se retir— todo el tejido conectivo visible con el mismo instrumental y con 

el bisel no cortante de una hoja de bistur’ se elimin— el contenido de los vasos 

sangu’neos para reducir la contaminaci—n de la muestra. DespuŽs se realiz— un lavado 

con PBS temperado (37.5 ¡C) a la cola del epid’dimo para luego colocarla en una placa 

Petri previamente temperada a 37.5 ¡C; ya en la placa se le agreg— 1.5 mL del dilutor a 

base de leche descremada, yema de huevo y fructosa descrito por Santiani et al. (2005) 

temperado a 37.5 ¡C. Se realizaron cortes seriados con una hoja de bistur’ para la 

liberaci—n de los espermatozoides epididimarios. Una vez terminada la liberaci—n, se 

colect— la suspensi—n en un tubo Falcon de 15 mL y se utiliz— 10 µL de la muestra para 

la evaluaci—n de la motilidad esperm‡tica y 10 µL para evaluar la concentraci—n. Luego 
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de ello, se a–adi— 1 mL del dilutor a la muestra, obteniŽndose un total de 2.5 mL de 

muestra diluida los que fueron distribuidos en 6 alicuotas de 300 µL cada una. 

 

3.6.  DISE„O EXPERIMENTAL 

 

Se utiliz— un dise–o factorial de dos por tres (dos crioprotectores !  tres concentraciones) 

(Cuadro 1). Se obtuvieron 240 repeticiones (40 repeticiones por tratamiento) 

procedentes de 40 epid’dimos. Los espermatozoides recuperados de cada epid’dimo se 

dividieron en 6 alicuotas de 300 µL para cada uno de los tratamientos: DMA 1%,  DMA 

3.5%, DMA 7%, DMF 1%, DMF 3.5%, DMF 7%. Se adicionaron en cada Eppendorf 3 

µl, 10.5 µl  y 21 µl de DMA y DMF para llegar a una concentraci—n final de 1%, 3.5% 

y 7%, respectivamente. Previamente, se retir— la misma cantidad de muestra diluida que 

fue reemplazada por la cantidad en µL de los agentes crioprotectores. Luego se procedi— 

a llenar las pajillas pl‡sticas de 0.25 mL con cada tratamiento para su posterior 

congelaci—n. 

 

Fig. 2 Dise–o factorial de dos por tres para evaluar el efecto de los crioprotectores 

dimetilacetamida (DMA) y dimetilformamida (DMF) en concentraciones de 1%, 3.5% 

y 7% en espermatozoides epididimarios de alpaca 

 tipos de crioprotectores 

 concentraciones DMA DMF 

1% DMA    1% DMF    1% 

3.5% DMA 3.5% DMF 3.5% 

7% DMA    7% DMF    7% 
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3.7.  CRIOPRESERVACIîN DE LOS ESPERMATOZOIDES DEL 

EPIDêDIMO 

 

Para la criopreservaci—n se utiliz— un sistema autom‡tico de congelamiento Cryobath 

(Cryologic), utilizando el programa # 7. Se colocaron las pajillas en el Cryobath, en este 

programa las muestras iniciaron con una temperatura de 18 ¡C bajando hasta 5 ¡C en un 

lapso de 90 min luego hicieron una meseta a 5 ¡C por 30 min para finalmente seguir su 

descenso de temperatura hasta congelarse. Una vez congeladas las pajillas se retiraron y 

fueron almacenadas en el tanque de nitr—geno l’quido a -196 ¡C. 

 

 

Fig. 3 Esquema de la curva de enfriamiento del programa 7 utilizado para semen de 

alpaca en este estudio 
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3.8.  DESCONGELAMIENTO Y EVALUACIîN DE LOS 

ESPERMATOZOIDES 

 

Inmediatamente despuŽs de extraer las pajillas del tanque de nitr—geno l’quido, se 

sumergieron en ba–o mar’a a 37¼C por 1 minuto (Morton et al., 2007); pasado el minuto 

el contenido de cada pajilla de 0.25 mL fue vertido en tubos Eppendorf temperados a 

37¼C, r‡pidamente se procedi— a evaluar las caracter’sticas esperm‡ticas de la siguiente 

manera: 

 

a. Motilidad: Se coloc— 10 µL de la muestra en una l‡mina portaobjeto temperada 

a 37¼C, luego se le coloc— el cubreobjetos y se evalu— la motilidad progresiva de 

los espermatozoides epididimarios a 40 x, sobre el total de espermatozoides. 

 

b. Lavados: A continuaci—n, se procedi— a realizar dos lavados de cada muestra 

con soluci—n PBS, para ello se a–adi— 1 mL de PBS temperado a 37.5¼C a cada 

tubo Eppendorf con muestra, se homogeniz— y se centrifug— a 600 g por 8 min. 

Una vez finalizado el proceso se retir— el sobrenadante y se qued— s—lo con el 

pellet al que se le a–adi— 1 mL de PBS temperado a 37.5 ¡C para un segundo 

lavado, nuevamente se homogeniz— y se centrifug— a 600 g por 8 min y se retir— 

el sobrenadante, el pellet fue resuspendido y homogenizado con 100 µL de PBS 

temperado a 37.5 ¡C. 

 

c. Viabilidad e integridad de la membrana plasm‡tica: Para la evaluaci—n de la 

viabilidad esperm‡tica se utiliz— el kit Sperm Viability (D3861- Molecular 

Probes, Eugene, OR, USA) que consta de 2 componentes, Componente A 

(SYBR-14) y Componente B (PI). La soluci—n stock del SYBR-14 se diluy— 

1:50 en DMSO. Para tal efecto se tom— 100 µL del componente A y se diluy— en 

4900 µL de DMSO. Luego se procedi— a alicuotar la soluci—n Stock SYBR-14 

(20 µM). Se prepararon 100 al’cuotas de 50 µL cada una y se congelaron a -

20¡C protegidos de la luz. Para la soluci—n stock de PI, se prepararon 250 
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al’cuotas de 20 µL cada una con el componente B y se congelaron a -20¡C 

protegidos de la luz (Concentraci—n final PI 2.4 mM).  

 

d. Potencial de membrana mitocondrial (PMM): PMM fue evaluado por 

Mitotracker Deep Red FM (M22426- Molecular Probes, Eugene, OR, USA). 

Para la soluci—n stock se diluy— 50 µg de Mitotracker Deep Red FM en 92µL de 

DMSO para llegar a una concentraci—n final de 1mM. Se homogenizaron y se 

prepararon al’cuotas de 2 µL y se guardaron en congelaci—n a -20¼C protegidos 

de la luz. Para la soluci—n de trabajo, se retir— del congelador la alicuota y se 

diluy— 2 µL de soluci—n stock Mitotracker Deep Red FM (1mM) en 100 µL de 

PBS para llegar a una concentraci—n final de 20 µM.  

 
e. Adici—n de soluciones stock: Luego de realizarse los 2 lavados, se le agreg— al 

pellet resuspendido con 100 µL de PBS, las siguientes soluciones: 

 
- 0.5 µL de Soluci—n Stock de SYBR-14 (20 µM) para obtener una 

concentraci—n final de 100 nM de SYBR-14. 

- 0.5 µL de Mitotracker Deep Red FM (20 µM) para llegar a una 

concentraci—n final de 100 nM. 

- 0.5 µL de soluci—n Stock de PI (2.4 mM) para llegar a una 

concentraci—n final de PI de 12 µM. 

Y se llev— a incubar durante 10 minutos en oscuridad a 37.5 ¡C para su posterior 

an‡lisis.  

 

3.9.  CITOMETRêA DE FLUJO 

 

Las muestras fueron evaluadas utilizando un cit—metro de flujo con analizador de 

im‡genes FlowSight (Amnis, Seattle, WA, USA). Las adquisiciones se obtuvieron 

utilizando el programa INSPIRE Version 100.3.218.0 (Amnis, Seattle, WA, USA). Los 

espermatozoides fueron identificados en base a gr‡ficos de Dotplot de campo claro 

versus relaci—n de aspecto, y verificados por una galer’a de im‡genes. SYBR-14 y PI 

fueron excitados por un l‡ser de longitud de onda de 488 nm y la fluorescencia emitida 

por SYBR-14 fue detectada en el canal 2 (Ch02: 505-560 nm), mientras que la 



!

!
'+ !

fluorescencia de PI fue detectada en el canal 5 (Ch05: 642-740 nm). MitoTracker Deep 

Red FM fue excitado por un l‡ser de longitud de onda de 642 nm y la fluorescencia 

emitida fue detectada en el canal 11 (Ch11: 642-740 nm). Para cada muestra, se 

adquirieron 10,000 eventos. Se utiliz— el software de an‡lisis de datos IDEAS versi—n 

6.2 (Amnis, Seattle, WA, USA). Se utilizaron diagramas de dispersi—n para el an‡lisis 

de SYBR-14 y PI, mientras que los histogramas se usaron para analizar la fluorescencia 

del Mitotracker Deep Red FM (Figura 6y 7). Se consideraron espermatozoides viables 

con membrana plasm‡tica intacta a los que presentaron intensidad de fluorescencia 

verde marcado por el SYBR-14 y espermatozoides no viables (muertos) con membrana 

plasm‡tica da–ada a los que presentaron intensidad de fluorescencia roja marcado por el 

PI (Figura 5). Asimismo, se consideraron espermatozoides vivos con alto PMM a los 

que mostraron fluorescencia roja en la pieza media (Figura 4). 

 

 

 

 

Fig. 4: Patrones de espermatozoides epididimarios de alpaca con SYBR-14/PI 

evaluados en los canales 2 y 5, respectivamente: las im‡genes muestras 

espermatozoides viables con alto PMM evaluados por citometr’a de flujo 
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Fig. 5: Patrones de espermatozoides epididimarios de alpaca con MitoTracker Deep Red 

FM evaluados en el canal 11, respectivamente: las im‡genes muestras espermatozoides 

muertos con bajo PMM evaluados por citometr’a de flujo 
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Fig. 6: An‡lisis de viabilidad esperm‡tica mediante diagrama de dispersi—n DOT-PLOT 

de espermatozoides epidimarios de alpaca con SYBR14 y PI, espermatozoides viables 

en el cuadrante superior izquierdo y espermatozoides muertos en el cuadrante inferior 

derecho. 
 

 

Fig. 7: An‡lisis de potencial de membrana mitocondrial (PMM) mediante histograma de 

espermatozoides epidimarios de alpaca con Mitotracker Deep Red FM, alto PMM hacia 

la derecha y bajo PMM hacia la izquierda 
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3.10.  ANçLISIS DE LA INFORMACIîN 

 

Las variables motilidad, viabilidad esperm‡tica y la actividad mitocondrial fueron 

transformadas a valores angulares para acercar los datos a la distribuci—n normal.  

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre los porcentajes de motilidad, viabilidad 

esperm‡tica y actividad mitocondrial, se utiliz— un an‡lisis de varianza para el dise–o 

factorial 2 x 3 (dos crioprotectores !  tres concentraciones) considerando como factores 

independientes el crioprotector, la concentraci—n y la interacci—n crioprotector-

concentraci—n. Asimismo, para determinar diferencias estad’sticas entre medias de los 

tratamientos se utiliz— la prueba de Tukey. Para todos los an‡lisis un nivel de 

significancia de 5% fue considerado significativo. En el an‡lisis estad’stico se emple— el 

paquete estad’stico SPSS Statistic v. 22.0. 
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IV. RESULTADOS 

 

En el cuadro 1 se observan los porcentajes de motilidad post descongelamiento en 

espermatozoides de alpaca utilizando dimetilacetamida (DMA) y dimetilformamida 

(DMF) en 3 concentraciones distintas. En relaci—n con la motilidad post 

descongelamiento, se encontr— efecto significativo del tipo de crioprotector empleado 

(p=0.001) y de la concentraci—n a la que fue empleado (p<0.001).  Con respecto al 

crioprotector utilizado, se encontr— que DMA tuvo un mejor efecto en la 

criopreservaci—n de espermatozoides epididimarios de alpaca que DMF (14% versus 

10%). En relaci—n a la concentraci—n del crioprotector, los espermatozoides congelados 

con crioprotectores al 1% y 3.5% obtuvieron mejores porcentajes de motilidad post 

descongelamiento (14% y 15%, respectivamente) en comparaci—n con los 

espermatozoides congelados con crioprotectores al 7% (7%). Por otro lado, se encontr— 

que no existe efecto significativo de la interacci—n crioprotector-concentraci—n 

(p=0.619).  
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Cuadro 1: Efecto de los crioprotectores dimetilacetamida (DMA)  y dimetilformamida 

(DMF) en distintas concentraciones (1%, 3.5% y 7%) sobre la motilidad post 

descongelamiento en espermatozoides epididimarios de alpacas1 

 

 DMA DMF Promedio 

1% 17.45% ± 5.60%ya 10.19% ± 4.10%za 13.82% ± 3.55%a 

3.5% 16.00% ± 5.50%a 14.17% ± 6.46%a 15.08% ± 4.22%a 

7% 8.60% ± 5.79%yb 4.58% ± 4.61%zb 6.59% ± 3.70%b 

Promedio 14.02% ± 3.31%y 9.64% ± 3.05%z  
1 Los datos son presentados como promedios ± intervalo de confianza 
a,b Letras diferentes dentro de una columna indican diferencia significativa 
y,z Letras diferentes dentro de una fila indican diferencia significativa 

 

 

En el cuadro 2 se observan los porcentajes de viabilidad esperm‡tica post 

descongelamiento en espermatozoides de alpaca utilizando DMA y DMF en 3 

concentraciones distintas. Con respecto a la viabilidad esperm‡tica, se encontr— efecto 

significativo de la concentraci—n del crioprotector (p<0.001) existiendo diferencia 

estad’stica significativa entre las tres concentraciones empleadas. Encontr‡ndose que la 

concentraci—n al 1% tuvo una mayor viabilidad esperm‡tica post descongelamiento 

(19%) que la concentraci—n de 3.5% (16%), que a su vez fue mayor que la 

concentraci—n al 7% (14%). En relaci—n al crioprotector empleado, no se encontr— 

diferencia estad’stica significativa entre los crioprotectores (p=0.323).  As’ tampoco 

existe efecto significativo de la interacci—n crioprotector-concentraci—n (p=0.347). 
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Cuadro 2: Efecto de los crioprotectores dimetilacetamida (DMA) y dimetilformamida 

(DMF) en distintas concentraciones (1%, 3.5% y 7%) sobre la viabilidad esperm‡tica en 

espermatozoides epididimarios de alpacas1 

 DMA DMF Promedio 

1% 18.65% ± 3.41%a 18.55% ± 3.31%a 18.60% ± 2.36%a 

3.5% 15.49% ± 3.29%b 17.29% ± 3.48%ab 16.39% ± 2.39%b 

7% 13.54% ± 3.36%b 14.23% ± 3.76%b 13.88% ± 2.50%c 

Promedio 15.86% ± 1.96% 16.70% ± 2.04%  
1 Los datos son presentados como promedios ± intervalo de confianza 
a,b,c Letras diferentes dentro de una columna indican diferencia significativa 

 

En el cuadro 3 se observan los porcentajes de potencial de membrana mitocondrial 

(PMM)  post descongelamiento en espermatozoides de alpaca utilizando DMA y DMF 

en 3 concentraciones distintas. Con respecto al PMM, existe efecto significativo de la 

concentraci—n del crioprotector (p<0.001), encontr‡ndose que los espermatozoides 

congelados con crioprotectores al 1% y 3.5% obtuvieron mejores porcentajes de PMM 

post descongelamiento (19% y 17%, respectivamente) en comparaci—n con los 

espermatozoides congelados con crioprotectores al 7% (14%). En relaci—n al 

crioprotector utilizado, no se encontr— diferencia estad’stica significativa entre los 

crioprotectores (p=0.247). Asimismo no existe efecto significativo de la interacci—n 

crioprotector-concentraci—n (p=0.355).  

 

Cuadro 3: Efecto de dimetilacetamida (DMA) y dimetilformamida (DMF) en distintas 

concentraciones (1%, 3.5% y 7%)  sobre el potencial de membrana mitocondrial en 

espermatozoides epididimarios de alpacas1 

 DMA DMF Promedio 

1% 19.36% ± 3.46%a 19.04% ± 3.27%a 19.20% ± 2.36%a 

3.5% 16.55% ± 3.29%ab 17.94% ± 3.62%ab 17.24% ± 2.43%a 

7% 13.04% ± 3.11%b 14.81% ± 3.60%b 13.91% ± 2.37%b 

Promedio 16.28% ± 1.94% 17.27% ± 2.03%  
1 Los datos son presentados como promedios ± intervalo de confianza 
a,b Letras diferentes dentro de una columna indican diferencia significativa
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V. DISCUSIîN 

Este estudio es el primer reporte que compara el efecto de dos tipos de amidas (DMA y 

DMF) en distintas concentraciones (1%, 3.5% y 7%) para la criopreservaci—n de 

espermatozoides de alpaca. Previo a este estudio, han habido escasos reportes de amidas 

como agentes crioprotectores alternativos para esta especie, siendo m‡s reciente el 

reporte de Canorio et al. (2015) quienes compararon DMA al 1.7%, 3.5% y 7%. 

Asimismo, Flores et al. (2015) utilizaron DMF como agente crioprotector en 

concentraciones de 4% y 7%. De manera similar se han venido realizando experimentos 

en otras especies, como el descrito por Rakha et al. (2017) quienes compararon DMA al 

4%, 6%, 8% y 10% en la criopreservaci—n de semen de gallo (Gallus gallus murghi) 

obteniendo los mejores resultados con concentraciones al 6%.  

Entre los grupos amida, el presente estudio determin— que DMA tuvo un mejor efecto 

en la criopreservaci—n de espermatozoides de alpaca que DMF, respecto al porcentaje 

de motilidad post descongelamiento. Resultado similar al estudio realizado por Santiani 

et al. (2016), quienes se–alan que DMA muestra mejores resultados de motilidad post 

descongelamiento en comparaci—n con otros agentes crioprotectores evaluados en dicho 

estudio para la criopreservaci—n de espermatozoides del caballo Peruano de Paso. De 

igual manera, en un estudio reciente Seifi-Jamadi et al. (2017) indicaron que DMA es 

m‡s eficaz como agente crioprotector para la congelaci—n de espermatozoides de cabra, 

siendo una alternativa al glicerol. Lo mencionado anteriormente podr’a explicarse 

porque DMA tiene la capacidad de penetraci—n al aumentar la fluidez de la membrana 

plasm‡tica a travŽs del reordenamiento de l’pidos y prote’nas que causan disminuci—n 

en la formaci—n de hielo a bajas temperaturas (Holt, 2000; Blanco et al., 2011).  
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Por otro lado, en nuestro estudio no hubo diferencia significativa entre los 

crioprotectores (DMA y  DMF),  respecto a la viabilidad esperm‡tica y el potencial de 

membrana mitocondrial. Ambos par‡metros evaluados en este estudio mediante 

citometr’a de flujo por im‡genes son novedosos en estudios de criopreservaci—n de 

espermatozoides, por lo que aœn no se cuentan con reportes similares para tal 

comparaci—n. 

A su vez, las amidas poseen la desventaja de su efecto t—xico asociado con su 

concentraci—n (Blanco et al., 2000), es por ello que por primera vez en este estudio se 

determin— que las concentraciones de 1% y 3.5% permiten obtener mejores rangos de 

motilidad post descongelamiento, viabilidad esperm‡tica y potencial de membrana 

mitocondrial que la concentraci—n de 7%, en la criopreservaci—n de espermatozoides de 

alpaca, independientemente del tipo de crioprotector. Resultados similares se han 

observado en otras especies, como el cerdo y el rat—n, los cuales no toleran 

concentraciones superiores al  3% y 1.75%, respectivamente, utilizando glicerol como 

agente crioprotector. Adem‡s, los reportes de uso de amidas en alpacas emplean DMA 

al 3.5% obteniendo resultados similares (9% - 33%) al presente estudio, respecto a 

motilidad post descongelamiento (Mancisidor, 2013; Banda, 2010; Rodr’guez, 2009; 

Canorio, 2008). Sin embargo, en un estudio anterior Canorio et al. (2015) se–alan 

mejores resultados de motilidad post descongelamiento, viabilidad e integridad de la 

membrana plasm‡tica con concentraciones de 3.5% y 7% que al 1.7% utilizando DMA 

como agente crioprotector para la congelaci—n de espermatozoides de alpaca; los 

autores obtuvieron luego del descongelamiento porcentajes de motilidad de 34% con 

DMA al 3.5% y 29% con DMA al 7%; viabilidad de 61% con DMA al 3.5% y 46% con 

DMA al 7%; asimismo, sus resultados para integridad de la membrana plasm‡tica 

fueron de 64% con DMA al 3.5% y 53% con DMA al 7%; mientras que con DMA al 

1.7% s—lo obtuvieron 27% de motilidad, 41% de viabilidad y 45% de integridad de 

membrana plasm‡tica, encontrando diferencia significativa entre los dos primeras 

concentraciones y esta œltima. Por su lado, Flores et al. (2015) no obtuvieron 

diferencias significativas entre las concentraciones de 4% y 7% de DMF respecto a la 

motilidad post descongelamiento, obteniendo 10% con DMF al 4% y 8% con DMF al 

7%. Los diferentes resultados observados entre este y los estudios anteriormente 

mencionados podr’an deberse a las diferentes metodolog’as utilizadas para la evaluaci—n 

esperm‡tica, como los par‡metros evaluados en este estudio mediante citometr’a de 
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flujo (Fluorocromo SYBR-14/PI para viabilidad e integridad de la membrana y el 

fluorocromo MitoTracker Deep Red FM para PMM) o el sistema de an‡lisis ISAS 

utilizado por Flores et al. (2015), ambos resultan ser m‡s objetivos que el mŽtodo 

convencional empleado por Canorio et al. 2015 (Colorante eosina para determinar la 

viabilidad y el test hipoosm—tico para determinar la integridad de la membrana 

plasm‡tica). Asimismo, se debe considerar  los diferentes diluyentes utilizados en cada 

estudio (Leche descremada-fructosa-yema de huevo versus Tris-fructosa-yema de 

huevo y Tes-Tris-Yolk, respectivamente) pero sobre todo debe tenerse en cuenta la 

intensidad de los cambios inducidos por la criopreservaci—n la cual es altamente 

espec’fica de la especie (Blanco et al., 2011; Roushdy et al., 2014; Massip et al., 2004). 

Finalmente, se determin— que no existe efecto significativo de la interacci—n 

crioprotector-concentraci—n en ninguno de los par‡metros evaluados. Es decir, el efecto 

del tipo de crioprotector (DMA y DMF) no cambia segœn las distintas concentraciones 

(1%, 3.5% y 7%). 

El presente estudio utiliza espermatozoides provenientes de la cola del epid’dimo por 

ser un modelo pr‡ctico y m‡s sencillo de trabajar dentro del laboratorio, adem‡s esta 

muestra carece del viscoso plasma seminal que dificulta su manipulaci—n para el 

proceso de criopreservaci—n. Inicialmente este modelo fue presentado en 

espermatozoides de alpaca por Morton et al. 2007, y posteriormente fue reproducido 

para realizar trabajos de investigaci—n en la misma especie (Canorio, 2008; Rodr’guez, 

2009; Terreros, 2011; Choez, 2016) dando resultados favorables, como en este estudio. 

El dilutor utilizado en nuestro estudio est‡ compuesto principalmente por leche 

descremada, fructosa y yema de huevo, el cual fue descrito por Santiani et al. (2005) 

quienes reportaron mejores valores de motilidad en comparaci—n con un dilutor en base 

a Tris. Esto podr’a deberse a la case’na, presente en la leche, la  cual tiene un efecto 

antioxidante que ofrece protecci—n a los espermatozoides mientras la temperatura va 

disminuyendo (Salamon y Maxwell, 2000). Adem‡s, en la yema de huevo se encuentran 

las lipoprote’nas de baja densidad (Moussa et al., 2002), que evitan el �³choque �G�H���I�U�t�R�´ 

y mantienen la integridad de la membrana (Watson, 1981). De esa manera, el dilutor 

Leche descremada-fructosa-yema de huevo favorece la conservaci—n esperm‡tica en 

alpacas y llamas (Banda et al., 2010; Terreros et al., 2015; Choez, 2016) por lo que 

result— œtil para el presente estudio. 
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VI. CONCLUSIONES 

 

�¾ En el presente estudio se puede concluir que dimetilacetamida tuvo un mejor 

efecto que dimetilformamida en la criopreservaci—n de espermatozoides 

epididimarios de alpaca, respecto a la motilidad post descongelamiento; sin 

embargo, no hubo diferencia estad’stica significativa en relaci—n a la viabilidad 

esperm‡tica y el potencial de membrana mitocondrial. 

 

�¾ Independientemente del tipo de crioprotector, dimetilacetamida o 

dimetilformamida; las concentraciones de 1% y 3.5% conservaron mejor las 

caracter’sticas esperm‡ticas de motilidad, viabilidad y potencial de membrana 

mitocondrial que concentraciones de 7% en la criopreservaci—n de 

espermatozoides epididimarios de alpaca. 
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VII. ANEXOS 

 

Fig 1. Evaluaci—n del peso y tama–o de las muestras recepcionadas 
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Fig. 2 Disecci—n de la cola del epid’dimo para la recuperaci—n de los 

espermatozoides 
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Fig. 3 Criopreservaci—n de las muestras mediante un sistema autom‡tico de 

congelamiento Cryobath (Cryologic) 
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