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RESUMEN

El estudio se desarroll6 en el laboratorio de reproduccion animal de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNA-Puno, durante los meses de enero-marzo
2021. EIl objetivo fue evaluar las caracteristicas microscopicas de los espermatozoides
procedentes de los conductos deferentes de llama sometidos a la pre-congelacion y
congelacién/descongelacion con tres dilutores (TRIS-YH, AndroMed y Bioxcell). Se
obtuvieron muestras de espermatozoides de 6 llamas a los que se realiz6 la desviacion del
conducto deferente, las muestras fueron diluidas con los diferentes dilutores,
posteriormente fueron enfriadas a 5 °C y equilibradas durante 30 minutos las cuales se
procesaron en pajillas de 0.25 ml con concentraciones de 45x10° y se congelaron con una
tasa de -20 °C/min hasta los -120 °C, se almacenaron en tanques de nitrogeno liquido
hasta su evaluacion a la post-descongelacion. Las caracteristicas espermaticas fueron
evaluadas en dos fases pre-congelaciéon (coleccion 37 °C y equilibrio 5 °C) y post-
descongelacion, determindndose: Motilidad total, test Hipoosmético y Vitalidad. Se
realizé un analisis de varianza y una prueba de Tukey. Los resultados encontrados a la
post-descongelacion para la motilidad total fueron de 26.1+5.49%, 32.6+3.66% Yy
10.1+1.83% para los dilutores TRIS-YH, AndroMed y Bioxcell respectivamente; los
porcentajes de integridad de la membrana plasmatica mediante el test Hipoosmotico
fueron de 23.2+13.2%, 31.9+9.28% y 17.5+5.29% para los dilutores TRIS-YH,
AndroMed y Bioxcell respectivamente y que para la vitalidad espermatica fueron de
38.745.12%, 29.2+2.62% y 10.8+1.5% para los dilutores TRIS-YH, AndroMed y
Bioxcell respectivamente. En conclusion, los mejores parametros de sobrevivencia fueron
encontrados con el dilutor TRIS-YH y AndroMed para espermatozoides procedentes del

conducto deferente de llama.

Palabras Clave: conducto deferente, criopreservacion, dilutores,

espermatozoides, llama.
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ABSTRACT

The study was developed in the animal reproduction laboratory of the Faculty of
Veterinary Medicine and Zootechnics of the UNA-Puno, during the months of January-
March 2021. The objective was to evaluate the microscopic characteristics of
spermatozoa from llama vas deferens subjected to pre-freezing and freezing/thawing with
three dilutors (TRIS-EY, AndroMed and Bioxcell). Sperm samples were obtained from 6
Ilamas that underwent vas deferens detour, the samples were diluted with the different
diluents, then cooled to 5 °C and equilibrated for 30 minutes which were processed in
0.25 ml straws with concentrations of 45 X 106 and frozen at a rate of -20 °C/min to -120
°C, stored in liquid nitrogen tanks until post-thaw evaluation. Sperm characteristics were
evaluated in two phases pre-freezing (collection 37 °C and equilibrium 5 °C) and post-
thawing, determining: Total motility, Hypoosmotic test and Vitality. An analysis of
variance and Tukey's test were performed. The results found at post-thawing for total
motility were 26.1+5.49%, 32.6+£3.66% and 10.1+1.83% for TRIS-YH, AndroMed and
Bioxcell dilutors respectively; the percentages of plasma membrane integrity by
Hypoosmotic test were 23. 2+13.2%, 31.9+9.28% and 17.5+5.29% for TRIS-EY,
AndroMed and Bioxcell dilutors respectively and that for sperm vitality were
38.74£5.12%, 29.2+2.62% and 10.8+1.5% for TRIS-EY, AndroMed and Bioxcell dilutors
respectively. In conclusion, the best survival parameters were found with the TRIS-EY

diluter and AndroMed for spermatozoa from Ilama vas deferens.

Key words: vas deferens, cryopreservation, dilutors, spermatozoa, llama.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Las llamas son especies domésticas, denominadas Camélidos Sudamericanos
(CSA) estan distribuidos geograficamente a lo largo de la regién andina de América del
Sur (Vallenas & Caribe, 1991). Por encima de los 4000 msnm, para la mayoria de sus
criadores, es la principal fuente de proteina en su dieta y la Unica fuente de sustento
econdmico (Huanca. et al., 2007), porque es una de las principales actividades pecuarias
que provee de productos como la fibra, carne y pieles son el sustento econémico de
muchas familias ubicadas en él ande peruano (Meza, 2016). En el Peru se encuentran
cuatro especies de CSA, donde se alberga la mayor poblacién de alpacas y vicufias.
Mientras que la mayor poblacion de llamas se encuentra en Bolivia (Sharpe et al., 2009).
El interés en las llamas y alpacas ha aumentado en los ultimos afios en otros paises por
las ventajas que tiene a las condiciones ambientales adversas (Ferndndez, 2005; Raggi,
2005). Los actuales sistemas de produccion en CSA, suelen reportar bajos niveles de
produccion y productividad, ya que gran parte de la poblacién de CSA pasan por una
promiscuidad en la crianza y caracteristicas reproductivas particulares que en algunos
casos influyen en su bajo rendimiento reproductivo y ello, insta a mejorar que las tasas
reproductivas con la finalidad de elevar la produccion y la productividad con el desarrollo

de biotecnologias (Brown, 2000; Bustinza, 2001).

Dentro de las biotecnologias empleadas en la reproduccion animal, se encuentra
la criopreservacion de semen, procesos que ocurren durante la exposicion de material
bioldgico a temperaturas muy bajas (Hogan et al., 1986). Por consiguiente, el

almacenamiento de los espermatozoides necesita métodos que emplean nitrégeno liquido

15
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(N2), para el almacenamiento a largo o corto plazo, lo que exige un mantenimiento
rutinario y con amplios requisitos. La conservacion de espermatozoides tiene diversos
propdsitos, como las tecnologias de reproduccion artificial y la conservacion de especies
(Barbas & Mascarenhas, 2009), la finalidad de la criopreservacion es mantener la
viabilidad y funcionalidad celular a temperaturas bajas (Choez, 2010). Todos los
procedimientos de criopreservacién de espermatozoides son diferentes segln la especie
animal, ya que sus particularidades varian con los diluyentes utilizados para la
refrigeracion y la congelacion (Barbas & Mascarenhas, 2009). El proceso de
criopreservacion de los espermatozoides disminuye la calidad espermatica, por el hecho
de que expone a un estrés que puede causar dafios letales o sub letales, dafiando la
estructura de los espermatozoides, lo que afectaria directamente a su capacidad de
fecundacién (Silva et al., 2003). Por tal razén, las combinaciones de la temperatura de
almacenamiento, la tasa de enfriamiento, la estructura quimica del diluyente, la
proporcion de crioprotectores, la naturaleza del plasma seminal (PS) y el nivel de higiene
son los elementos claves porque afectan a la duracion de los espermatozoides (Barbas &
Mascarenhas, 2009).

La congelacion de semen es comudn en otras especies con resultados bastante
aceptables, pero en los CSA no es todavia posible ain de forma 6ptima. Ya que un no se
cuenta con un protocolo efectivo de congelacion, al igual que en las demas especies, se
deben a las diferencias fisiologicas de las especies y a la bioguimica de los
espermatozoides (Holt, 2000a). La criopreservacion de semen en CSA con fines de
inseminacidn artificial es dificil, debido a la escasa sobrevivencia de los espermatozoides
después del proceso de criopreservacion. Factores como la forma del apareamiento,
imposibilitan tener un método confiable de coleccion de semen, la duracion de copula 'y

finalmente, las particularidades propias del semen (bajo volumen, baja concentracion de
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espermatozoides y alta viscosidad del plasma seminal), limitan el desarrollo de un método

viable de criopreservacion de semen para los CSA.

Se dispone poca informacion sobre el uso de dilutores y crioprotectores de semen en
los camélidos. La mayoria de los dilutores, asi como las técnicas de refrigeracién y
congelacién utilizadas, se han tratado de adaptar de otras especies como vacunos y ovinos
(Adams et al., 2009). Igualmente, los bajos porcentajes de prefiez, obtenidos mediante la
inseminacién artificial con semen congelado (Aller et al., 2003; Bravo et al., 2000;
Vaughan, 2003). Por estas razones es necesario realizar mayores investigaciones sobre el

comportamiento de los dilutores que ayuden a conservar el semen de estas especies.

1.1. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.1.1. Objetivo general

e Evaluar las caracteristicas microscopicas de los espermatozoides procedente
de los conductos deferentes sometidos a la pre-congelacion y
congelacién/descongelacion con tres dilutores (TRIS-YH, AndroMed y

Bioxcell)

1.1.2. Objetivos especificos

e Determinar la calidad espermatica procedente del conducto deferente de
llama a la coleccidn con tres dilutores (TRIS-YH, AndroMed y Bioxcell).

e Determinar la calidad espermatica procedente del conducto deferente de
Ilamas en la fase de equilibrio con tres dilutores (TRIS-YH, AndroMed y

Bioxcell).
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e Determinar la calidad espermatica procedente del conducto deferente de
Ilamas a la post- descongelacion con tres dilutores (TRIS-YH, AndroMed y

Bioxcell).
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CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA
2.1. CRIOCONSERVACION DE SEMEN

El proceso de crioconservacion es una técnica que se aplica en la reproduccion
animal. La criopreservacion (congelacion a temperaturas extremadamente bajas) de
tejidos y células es una técnica que se ha utilizado desde 1700. Este proceso expone a las
células con su viabilidad y procesos metabolicos en suspensién indefinidamente. Las
células crio-preservadas se almacenan a temperaturas de -196 °C en nitrégeno liquido,
Spallanzani (1776) hizo el primer reporte de espermatozoides humanos con motilidad
después de ser expuestos a bajas temperaturas. A mediados de 1900, la criobiologia
mejord con el descubrimiento de los efectos de sustancias crio-protectoras las que se
agregan a las soluciones celulares, siendo Polge et al., (1949) quien descubre el glicerol
(GL) como un importante agente crioprotector para espermatozoides de pavo y luego en
espermatozoides de humano. Sherman & Bunge, (1953) reporta el congelamiento exitoso
de espermatozoides humanos en hielo seco, los cuales posteriormente fueron
descongelados y usados en la fertilizacion in-vitro dando origen a la primera fertilizacion
in-vitro con uso de espermatozoides congelados. Con el paso de los afios, desde 1970,
comenzd el crecimiento y desarrollo de las técnicas de criopreservacion no solo de semen,

sino también de ovocitos y embriones.

2.2. PRINCIPIOS DE CRIOCONSERVACION

El espermatozoide durante todo el proceso de crioconservacion es sometido a
diferentes tipos de estrés debido a las alteraciones de la temperatura y la formacion de

cristales de hielo y la disolucién de los mismos (Watson, 1995). ElI mayor estrés térmico
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gue experimentan los espermatozoides es cuando tienen que mantener su viabilidad en
un rango de temperatura entre los -15 a -60 °C que corresponde a dos procesos muy
importantes que son la congelacién y durante la descongelacion. A temperaturas de -196
°C no se producen ningun tipo de reacciones térmicas, ya que debajo de los -130 °C no

existe ninguna molécula de agua en el estado liquido (Mazur, 1984).

Cuando las muestras de espermatozoides se enfrian a temperaturas debajo de los
0 °C, ocurre la formacion de cristales de hielo en el medio extracelular, pero los
espermatozoides se encuentran suspendidos en la fraccion liquida del medio que lo rodea,
porque la membrana plasmatica de los espermatozoides actla como barrera, impidiendo
que los cristales de hielo ingresen del medio extracelular hacia el medio intracelular del
espermatozoide (Watson, 1979). Por otra parte, las sales que se encuentran en el medio
no forman parte de los cristales de hielo, por lo que existird una mayor concentracién de
sales en la fraccion liquida del medio no congelada provocando que el aumento de la
osmolaridad produzca difusion del agua intracelular del espermatozoide hacia el medio
extracelular que lo rodea, iniciando asi el proceso de la deshidratacion de la célula y de
la membrana plasmatica del espermatozoide (Amann & Pickett, 1987). Siendo la
deshidratacién osmética el principal proceso de las alteraciones ultraestructurales de la

membrana plasmatica (Graham & Parks, 1992).

Durante el proceso de criopreservacion, los espermatozoides recuperan el
equilibrio dependiendo de la velocidad de refrigeracion y la permeabilidad al agua, si el
velocidad de enfriamiento es lento o si la permeabilidad al agua es rapida, las células se
equilibran por difusion del agua intracelular hacia el espacio extracelular donde ya se
estan formando los cristales de hielo; pero si el ritmo de enfriamiento es rapido si su

permeabilidad al agua es baja, estas se van a equilibrar, por congelacion intracelular
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(Mazur, 1970). La presencia de los cristales de hielo en el medio extracelular, no produce
ruptura ni dafos irreversibles de la membrana plasmatica sin embargo, la formacion de
cristales de hielo intracelular de los espermatozoides provoca dafios irreversibles y muerte
de los espermatozoides (Watson, 1979). La descongelacion esta influenciada por el
proceso de criopreservacion, si la velocidad de enfriamiento es rapida, la velocidad de
descongelacion también lo debe serlo; pero si la velocidad de enfriamiento es lenta
también debe ser la descongelacién es por eso que si las células que contienen
microcristales de hielo intracelulares deben ser descongeladas muy rapidamente a fin de
evitar la recristalizacion de estos pequefios cristales, ya que los grandes cristales pueden

dafiar las células de forma irreversible (Amann & Pickett, 1987).

La crioconservacion hoy en dia es un proceso rutinario para la conservacion de
gametos de diferentes especies y embriones de animales y humanos. Es por eso que en la
actualidad se emplean muchos protocolos en los cuales se trabajan con concentraciones
de crioprotectores para la criopreservacion de espermatozoides de diferentes especies, los

cuales son clasificados en dos grandes grupos:

2.3. AGENTES CRIOPROTECTORES (ACPS)

El proceso de crioconservacion debe mantener, la mayor proporcién de integridad
de las diferentes estructuras y la sobrevivencia de los espermatozoides. ElI empleo de
agentes crioprotectores es indispensable para que minimicen los dafios que se producen
en los espermatozoides durante el proceso de criopreservacion (Gao et al., 1995); pues
los crioprotectores tienen efectos sobre los fendmenos que suceden en todo el proceso de
la congelacion y la descongelacion de las células vivas, proporcionando proteccion contra
las fuertes alteraciones que se producen en las estructuras celulares y extracelulares y en

la composicion quimica del espermatozoide (Fahy et al., 1990). Los agentes
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crioprotectores se clasifican segun su capacidad para ingresar o no a través la membrana

plasmaética del espermatozoide:

2.3.1. Agentes crioprotectores permeables

Los agentes crio-protectores permeables tienen bajo peso molecular y por ello
pueden ingresar a la célula a través de la membrana plasmatica, al ingresar a la célula,
evitan los efectos nocivos de la deshidratacion excesiva causada por la congelacion lenta.
Los crio-protectores que ingresan dentro de la célula espermatica reemplazan el volumen
de agua que sale al medio extracelular. Consecuentemente, los crio-protectores también
mantienen el volumen celular, evitando el colapso de los espermatozoides por una
deshidratacion excesiva (Medeiros et al., 2002). Los mas utilizados son glicerol,
etilenglicol, dimetilsulfoxido y propanediol (Boiso, 2001). Los agentes crioprotectores
penetrantes, dependiendo de su concentracion, pueden ser toxicos para los
espermatozoides, induciendo alteraciones en la membrana plasmatica y disminuyendo la

vitalidad y motilidad espermética (Medeiros et al., 2002).

2.3.2. Agentes crioprotectores no permeables

Los agentes crioprotectores no permeables son sustancias de alto peso molecular
que ejercen su accién crioprotectora por induccién osmotica debido a la répida
deshidratacién celular, provocando una disminucion del contenido hidrico intracelular,
evitando la formacion de cristales de hielo en la célula criopreservada (Medeiros et al.,
2002). También aumentan la viscosidad del medio extracelular a bajas temperaturas, por
lo tanto reducen la formacién de cristales de hielo (De Leeuw et al., 1991). Ademas, se
ha encontrado que los azlcares interactdan con la membrana plasmatica al formar puentes
de hidrégeno entre los grupos hidroxilo de los azlcares con los grupos fosfato de los

fosfolipidos de membrana, Al reemplazar el agua alrededor de los fosfolipidos, previenen
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el dafio a la membrana durante la deshidratacién celular (De Leeuw et al., 1991). Estos
agentes suelen usarse en asociacion con los agentes penetrantes. Los mas utilizados son:

sacarosa, glucosa, dextrosa, polivinil-pirrolidona, dextrano, polietilenglicol.

2.4. CARACTERISTICAS DE LOS DILUTORES

Los espermatozoides no sobreviven por largos periodos de tiempo en el semen
fresco natural, aunque se conserve en temperaturas bajas. Por esta razon, se adiciona
dilutores para mejorar o mantener el medio que rodea a los espermatozoides, brindando
un medio de energia, proteccion contra productos del metabolismo y a los cambios de

temperatura. Un dilutor deseable debe proporcionar:

e Energiay nutrientes a los espermatozoides almacenados

e Brindar una accién amortiguadora para compensar los cambios de pH
causados por la formacién de acido lactico

e Proporcionar proteccion contra los cambios de temperatura y el choque
térmico

e Mantener una presion osmotica y un equilibrio de los electrélitos 6ptimos para
el medio

¢ Inhibir el crecimiento de microorganismos

e Aumentar el volumen del eyaculado (Concannon, 1989; Herman et al., 1994;

Vishwanath & Shannon, 2000).

La interaccion entre el dilutor y los espermatozoides representa un factor crucial
para la conservacion de la integridad y la capacidad de los espermatozoides para la
fecundacién (Manjunath et al., 2002), donde la preparacién y composicién del dilutor
puede interferir en la calidad del semen criopreservado (De-Leeuw et al., 2000; Snoeck

et al., 2007).
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Los dilutores compuestos por diferentes sustancias protegen a los
espermatozoides de forma diferente entre las distintas especies e individuos de la misma
especie (Holt, 2000b). Uno de los aditivos mas estudiados y evaluados en los dilutores
son los crioprotectores. El glicerol, LDL de la yema de huevo y la leche se utilizan

habitualmente para la criopreservacion del semen (Muifio et al., 2007).

2.4.1. Yema de huevo

Las LDL de la yema de huevo son uno de los principales crioprotectores no
permeables y se utiliza ampliamente en asociacion o no con otros componentes (Amirat
et al., 2004). Su principal beneficio es el de proporcionar LDL fraccion que evita la
pérdida de fosfolipidos de la membrana, aumentando asi la tolerancia al choque térmico
y al proceso de criopreservacion. El glicerol y la yema de huevo actian de forma
sinérgica, protegiendo la membrana celular, (Amirat et al., 2004; Bergeron et al., 2004;
Holt, 2000a; Moussa et al., 2002; Thun et al., 2002). Los dilutores utilizados para la
criopreservacion de espermatozoides suelen contener alrededor de un 20% de yema de

huevo, (Amirat et al., 2004; Hinsch et al., 1997; Snoeck et al., 2007)

A pesar de sus efectos beneficiosos, la yema de huevo presenta algunos
inconvenientes como la posibilidad de contaminacion, produccion de endotoxinas
capaces de dafar la capacidad de fecundacién del espermatozoide (Aires et al., 2003; De-
Leeuw et al., 2000; Pagl et al., 2006; Thun et al., 2002), Contiene sustancias que pueden
inhibir la actividad mitocondrial de los espermatozoides disminuyendo su motilidad (Pace
& Graham, 1974) y hormonas esteroides que pueden disminuir la capacidad de
fecundacidn de los espermatozoides (Muifio et al., 2007). También puede interferir en el
analisis microscopico del semen debido a la presencia de glébulos de grasa (Vishwanath

& Shannon, 2000).
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2.4.2. Extracto de soya (lecitina de soya)

La lecitina de soya es una alternativa a los componentes de origen animal de los
dilutores. La lecitina de soya contiene una mezcla natural de fosfatidilcolina y varios
acidos grasos como el acido estearico, oleico y palmitico. Las ventajas de los dilutores de
semen a base de lecitina de soya sobre la yema de huevo en cuanto a cuestiones sanitarias
son incuestionables, pero la eficacia de los dilutores de semen sigue siendo objeto de
debate. Donde se ha comprobado la viabilidad de su uso para la congelacion de
espermatozoides (Aires, 2003; Hinsch et al., 1997). Sin embargo, otros investigadores no
han encontrado resultados positivos con respecto a la crioproteccion de los
espermatozoides con el uso de dilutores libres de proteinas animales (De-Leeuw et al.,

2000; Fukui et al., 2008; Herold et al., 2006).

2.5. PRINCIPALES DILUTORES USADOS PARA CRIOPRESERVO

2.5.1. Dilutor Tris-yema de huevo

El dilutor seminal Tris, debe su nombre al compuesto Trimetilol amino metano o
"TRIS" hidroximetil amino metano de férmula C4H11NO3 y peso molecular de 121.4;
dividido en dos fracciones Ay B. La fraccion A (sin glicerol) y la fraccion B que contiene
glicerol como crioprotector permeable. Posee sustancia de naturaleza organica, aspecto
cristalino y cuya principal caracteristica consiste en la capacidad de formar en soluciones
acuosas sistemas buffer o reguladoras de la concentracion de iones hidrogeno. En la
criopreservacion de semen, neutraliza los residuos del metabolismo espermatico,

principalmente del acido lactico (Suarez, 2015).

2.5.2. AndroMed
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AndroMed es un dilutor libre de yema de huevo para eyaculados bovinos. Es
apropiado para la criopreservacion del semen y para la conservacién de semen fresco.
Para la preparacion del diluyente se adicionan 800 mL de agua destilada estéril al
contenido de un frasco de AndroMed (200 mL) en proporcién (1 parte de concentrado

mas 4 partes de agua bidestilada).

AndroMed contiene 1% de lecitina de soya (Salamon & Maxwell, 2000),
fosfolipidos, TRIS, acido citrico, azlcares, antioxidantes, tampones, glicerina, agua de

altisima pureza y antibioticos (Tilosina, Gentamicina, Espectinomicina, Lincomicina).
2.5.3. Bioxcell

Es una formula innovadora, libre de proteinas de origen animal que elimina los
riesgos sanitarios y metabolicos derivados del uso de leche y/o yema de huevo para la
dilucion final del semen bovino. Que contiene 1% de lecitina de soya (Muifio et al., 2008),
azucares, sales, glicerol, antioxidantes, fosfolipidos, lincomicina, espectinomicina,

gentamicina y tilosina (Vaughan, 2003).

Puede usarse para el almacenamiento del semen en nitrégeno liquido a -196 °C o
a temperatura de 4 °C. El semen diluido en Bioxcell puede procesarse a 4 °C 0 a
temperatura ambiente (20 °C). Es un liquido estéril concentrado de color ocre que se

presenta en frascos de 100 mL y puede ser congelado a -20°C tras su dilucion.

2.6. BIOTECNOLOGIAS EN CAMELIDOS SUDAMERICANOS (CSA)

Durante los Gltimos afios se han producido nuevos avances en el uso de las
biotecnologias reproductivas en los CSA (Sumar, 2013). En lo que respecta a las

biotecnologias reproductivas de machos en los CSA, la inseminacion artificial (IA) se
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reduce al uso de semen fresco, con un porcentaje de gestaciobn maximo del 77% en
establecimientos experimentales y no mas del 50% en ganaderos privados (Huanca et al.,
2007). Usando semen congelado de Ilama y alpaca e inseminando a un tiempo fijo (24
horas luego de la induccién de la ovulacidn), se obtuvieron hasta ahora tasas de prefiez

del 26% (Bravo et al., 2000; VVaughan, 2003).

2.7. METODOS DE COLECCION DE SEMEN EN CAMELIDOS

SUDAMERICANOS (CSA)

La coleccion de semen en camélidos es uno de los principales elementos limitantes
para el desarrollo de las biotecnologias reproductivas tales como la IA en alpacas y en
Ilamas, asi como para la evaluacion de la capacidad reproductiva de los machos (Novoa
& Leyva, 1996). Las particulares caracteristicas reproductivas, anatomicas y fisiologicas
de los CSA como el prolongado tiempo de cdpula, el caracter nervioso, la posicion de
copula, el lugar de deposicion del semen, la eyaculacion intracornual y la alta viscosidad
del semen, determinan una gran dificultad para la recogida de semen, siendo aun
inexistente un protocolo recomendado y una técnica 6ptima (Pacheco, 2015; San-martin

etal., 1967).

2.7.1. Vagina artificial

Esta técnica de coleccion de semen fue desarrollada utilizando un maniqui con la
apariencia de una hembra en posicién de copula, basandose en el hecho de que los machos
camélidos montan a toda hembra que tenga la postura de decubito esternal, que simula
una cépula normal (Sumar & Leyva, 1981). realizaron mas trabajos con la finalidad de
mejorar dicha técnica (Bravo et al., 1997); mientras que Ferré & Werkmeister (1996)

desarrollo de una vagina artificial termoeléctrica para la colecta de semen en camélidos.
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2.7.2. Electroeyaculacion

Se indica que primeramente se tiene que tranquilizar al animal con una mezcla de
sedante y anestésico general; la coleccion se realiza con el animal acostado; la sonda del
electro-eyaculador es introducida via rectal sobre la préstata, cuya profundidad se
evaluaba por medio de un ecografo (Giuliano et al., 2008, 2002). La estimulacion se
efectia mediante unos estimulos eléctricos de 0,2 V/(voltios) inducidos a intervalos de 1
segundo durante 3 segundos; el voltaje se incrementa paulatinamente de 2 a 10 V a lo

largo de 6 a 12 minutos (Hanzen et al., 2014).

Por desgracia, el semen puede estar demasiado diluido por las secreciones de las

glandulas accesorias y se contamina con la orina (Giuliano et al., 2012).

2.7.3. Aspiracion vaginal postcoital

Es una técnica en la cual se pueden conseguir muestras de semen por aspiracion
del fondo de la vagina posterior a la cdpula, ya que se eyacula una pequefia porcion de
semen al momento de pasar el pene de un cuerno al otro, este es un método no invasivo
ni muy tedioso, pero la gran desventaja es que este semen se halla incompleto,
contaminado y diluido por las secreciones del tracto genital femenino, este semen puede
ser empleado para realizar la evaluacion de los espermatozoides como la motilidad,
vitalidad, morfologia; Estas muestras se obtienen a menudo con residuos sanguinolentos
y presentan un color rosado, ya que el endometrio esta inflamado y lacerado debido a la
copula; la técnica es introducir un espéculo a lo largo de la vulva debidamente limpiada
y con la asistencia de una fuente de luz se localiza el cérvix e inmediatamente se aspira
con una pipeta acoplada a una jeringa, el empleo de este tipo de semen para evaluar la

fertilidad del macho es muy dudoso (Bravo, 2002).
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2.7.4. Fistula uretral

Se trata del método que necesita realizar una fistula quirdrgica en la uretra del
pene gue se encuentra entre el ano y el escroto; el semen se recoge en la copula natural,
esta es una técnica que se desarrolla con anestesia epidural y anestesia local para
introducir una canula de plastico en la uretra que va desde el pene hasta la vejiga, que
sirve para guiar la cirugia y ayuda a reconocer la uretra; se efectda la incision en la piel,
se aisla el masculo bulbocavernoso y se divide la uretra del cuerpo cavernoso; esta técnica

no impide la cdpulay las reacciones postoperatorias no afectan al animal (Kubicek, 1974).

2.7.5. Desviacion de los Conductos Deferentes

Para colectar los espermatozoides sin las secreciones de las glandulas accesorias
en las alpacas, se han desarrollado las técnicas de desvio de los conductos deferentes, La
técnica intenta recoger los espermatozoides a partir de su reservorio, la cola del
epididimo, sin que estén en contacto con las secreciones de las glandulas accesorias,
desviando quirurgicamente los conductos deferentes en la region ventral del animal o en
la cara interna del muslo, conformando una fistula permanente en la piel de donde pueden
ser recogidos de manera continua sin que se necesite tener una hembra receptiva o
someter a los espermatozoides a la accién de enzimas proteoliticas que tratan de licuar el
coagulo del eyaculado para un mejor aprovechamiento y manejo de los espermatozoides

(Pérez et al., 2016; Quintano, 2002).

2.8. CARACTERISTICAS SEMINALES DE LOS CAMELIDOS (CSA)
2.8.1. Concentracion espermatica
La concentracion espermatica viene a ser el numero de espermatozoides por

unidad de volumen de semen (Salisbury, 1982).
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En Alpacas, con desviacion de los conductos deferentes, logro obtener diferentes
concentraciones, con un promedio de 515.0 x 10* esp/mm3 (Paricahua, 2001), con 23.87

x 10% esp/ mm3 (Quintano, 2002) y 25.53 x 10* esp/ mm? (Deza, 2004).

2.8.2. Motilidad.

Los espermatozoides, son células con un solo objetivo de penetrar al 6vulo, la
capacidad de movilidad progresiva se desarrolla a medida que el espermatozoide madura,
los espermatozoides tienen un aparato de propulsion Ilamado flagelo, compuesto por
proteinas contractiles que se halla en o6rganos longitudinales y fibras burdas que
proporcionan la fuerza propulsiva necesaria para vencer la resistencia estructural interna
y externa, dada por la viscosidad de los liquidos, el flagelo propaga ondas sinusoides

repetitivas en ciclos alternos de contraccion-relajacion (Hafez, 1989).

La motilidad lograda a través de la desviacion de los conductos deferentes reporta
una motilidad individual del 64.81% al 67.37 % (Quintano, 2002) y 71.89 % (Deza,

2004).

2.8.3. Vitalidad espermética.

Las tinciones permiten diferenciar los espermatozoides vivos de los
espermatozoides muertos, asi la cabeza de los espermatozoides muertos tiene la propiedad
de dejar pasar los colorantes por perturbacion de la membrana cefélica (Lubos, 1983
citado por Arizabal, 2018). En algunas investigaciones con espermatozoides de alpacas
procedentes de los conductos deferentes hallaron para la vitalidad un 58.99% (Paricahua,

2001) y de 41.75 al 86.25% (Quintano, 2002)
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2.8.4. Test Hipoosmotico.

Jeyendran et al. (1984) realizo esta técnica para espermatozoides humanos, y que
fue empleado por Banda et al., (2010) en espermatozoides de alpaca. Esta técnica consiste
en incubar los espermatozoides en una solucion Hipoosmotica para que respondan a dicho
estrés con el hinchamiento de la membrana plasmatica en la parte distal de la cola; los
espermatozoides vivos son sometidos a incubacion en solucién Hipoosmdtica, los
espermatozoides con membrana funcional permiten el ingreso de agua por osmosis, lo
cual se evidenciara por hinchamiento y enrollamiento de la cola (endosmosis) (Jeyendran

etal., 1984).

2.8.5. Integridad de acrosoma.

El acrosoma es un delgado saco membranoso de doble capa que cubre el extremo
anterior del nacleo del espermatozoide. Contiene acrosina, hialuronidasa, y otras enzimas
hidroliticas. La evaluacion de este componente espermatico resulta esencial al considerar
que participa del proceso de fecundacion de ovocitos, Esta valoracién toma mayor
relevancia en espermatozoides criopreservados cuya mayor permeabilidad al calcio,
inducida por las bajas temperaturas, posibilitan reacciones capacitantes anticipadas que

menguarian el potencial fecindate del espermatozoide (Garner & Hafez, 2016).

La integridad de las membranas plasmatica y acrosomal es de gran importancia
para la funcionalidad de los espermatozoides. Esto cobra especial relevancia teniendo en
cuenta que luego de la refrigeracion y del congelamiento profundo se ha observado que
los espermatozoides de varias especies evidencian cambios similares a los de la
capacitacion, efecto que se ha llamado “criocapacitacion” cerdo: Maxwell & Johnson,
(1997); toro: Cormier et al., (1997); equino: Neild et al., (2003). En la actualidad existen

varias pruebas para evaluar la integridad y/o funcionalidad de la membrana plasmatica,
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entre ellas las tinciones vitales con fluorocromos (como la tincién con Diacetato de 6-
carboxifluoresceina y Yoduro de Propidio); la evaluaciéon de la membrana acrosomal se
han utilizado varias técnicas, muchas de ellas costosas requiriendo de un equipamiento

no disponible para el trabajo a campo (Arizabal, 2019).

En la llama se ha utilizado la tincion con Coomassie Blue para evaluar la presencia
y/o ausencia del capuchon acrosomal, Esta técnica es sencilla, econdmica, rapida y se
puede realizar en cualquier laboratorio de espermatologia, Por otra parte, la incorporacion
de técnicas que evallen caracteristicas seminales diferentes a las de rutina permitiria una
evaluacion més completa de los eyaculados y ademas permitiria evaluar los diferentes
efectos que tienen sobre los espermatozoides de Ilama los procesos realizados in-vitro,
con el objetivo de mejorar las técnicas de reproduccion asistida utilizadas en la especie.
Sin embargo, la evaluacion de multiples caracteristicas espermaticas esta limitada por la

cantidad de pruebas que puedan evaluarse simultaneamente (Giuliano. et al., 2012).

32

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS
3.1. DISENO EXPERIMENTAL

El desarrollo del estudio se realizo siguiendo el disefio experimental, donde se
realizaron 8 colecciones por cada dilutor (TRIS-YH, AndroMed y Bioxcell) para la
evaluacion de las caracteristicas espermaéticas a la pre-congelacion (coleccion 37 °C y

fase de equilibrio 5 °C) y a la post-descongelacion.

~ e
. Tratamiento 11 Tratamiento 111
T;.ﬁ“‘_“}“ﬁ‘;SI (YI;II) (T11) dilutor (TIII) dilutor
tutor . ) ANDROMED _ BIOXCELL

U I J

1

e N
Coleccién y dilucién con

diferentes dilutores a 37°C.

Evaluacién de las caracteristicas

J

~

microscopicas:
(.

y | 1 Y
CONCENTRACION MOTILIDAD TEST VITALIDAD
! ’ HIPOOSMOTICO
A I | J

Enfriamiento(2.5 horas) y fase de
equilibrio durante 30 minutos a 5°C.
Evaluacién de las caracteristicas
microscéopicas:
|

TEST T
[ MOTILIDAD ] [ HIPOOSMGTICO } [ VITALIDAD ]
o | J

Crioconservacién con tasa de -20°C/minuto
hasta llegar a -120°C/6 minutos.
[ Inmersion en nitrégeno ]

liquido (N2(1)).

Descongelacién de pajillas y Evaluacién de las
caracteristicas microscépicas:

’ TEST
[ MOTILIDAD HIPOOSMOTICO VITALIDAD ]

Figura 1. Disefio de la investigacion (fuente: propia).
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3.2. TIPO DE ESTUDIO

El trabajo fue de tipo experimental, ya que se empled variables independientes
(dilutores) para determinar la relacion de causa y efecto de los diferentes dilutores sobre
la calidad espermatica a la pre-congelacion (coleccion 37 °C y fase de equilibrio 5 °C) y
post-descongelacion de los espermatozoides de llama procedentes del conducto deferente.
Corresponde a un estudio analitico, pues pretende explicar el efecto del tipo de dilutor
sobre la calidad a la pre-congelacion y post-descongelaciéon de los espermatozoides
(Hernéndez et al., 2018).

3.3. LUGAR DE ESTUDIO

La estudio se realizo6 en el Laboratorio de Reproduccion Animal de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia, de la Universidad Nacional del Altiplano-Puno, a 3823
msnm; ubicado en el Distrito de Puno, Provincia de Puno, Departamento de Puno, latitud
sur 15°49° 20” y longitud 70° 01 07" (SENAMHI, 2022); la fase experimental se realizo

durante los meses de enero a marzo del 2021.
3.4. LOS ANIMALES

Se utilizaron seis Ilamas macho donadores de Espermatozoides de 3 a 4 afios de
edad. Provenientes del centro poblado de Mazocruz del distrito de Santa Rosa, provincia
de El Collao, Departamento de Puno y del Centro de Investigacion y Produccion La Raya,
de la Universidad Nacional del Altiplano Puno, ubicado en el Distrito de Santa Rosa,
Provincia de Melgar, Departamento de Puno. Fueron criados en iguales condiciones de
alimentacidn, el cual fue a base de trébol blanco y césped comun, fueron albergadas en el
Hospital Veterinario de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional del Altiplano-Puno; cuyos animales fueron sometidos a la

desviacion de los conductos deferentes.
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3.5. MATERIAL BIOLOGICO

Espermatozoides que fueron colectados procedentes de los conductos deferentes
desviados de Ilamas macho, diluidos en tres diferentes dilutores (TRIS-YH, AndroMed y
Bioxcell) las muestras de espermatozoides fueron combinados en “pools” para descartar

el efecto macho sobre el estudio.

3.6. METODOLOGIA

3.6.1. Desviacion del conducto deferente

La técnica de desviacion del conducto deferente se realizo segun lo descrito por
Pérez et al., (2014), para el presente trabajo de investigacion se realizo la desviacion de
los conductos deferentes de seis llamas machos, las Ilamas bajo anestesia y en posicion
decubito dorsal, se realizaron dos incisiones craneo-caudales y para-mediales de
aproximadamente 4 cm en el area donde se ubican los cordones espermaticos. Una vez
ya aislado el conducto deferente, se secciono en la porcién mas distal del epididimo para
luego ser redireccionado por debajo de la piel hacia la cara interna del muslo fijando el
conducto deferente. El postoperatorio se realizé durante 1 semana, limpiando con una
torunda de algodon empapado con suero fisiologico, y para la curacién con vaselina mas
penicilina sobre el conducto deferente expuesto, con la finalidad de favorecer la

cicatrizacion y formacion de la fistula.

3.6.2. Preparacion de los dilutores

La preparacion de los diferentes dilutores se realizé de la siguiente manera: El
dilutor madre TRIS se prepar6 cada semana y se almaceno6 en refrigeracion para su
conservacion hasta el dia de la coleccion, mientras que para los dilutores AndroMed y

Bioxcell se prepararon el dia en que se realiz6 la coleccion de espermatozoides. Antes de
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iniciar con la preparacién de los diferentes dilutores, todos los materiales fueron

esterilizados en la cAmara de flujo laminar con rayos UV durante 30 minutos.

3.6.2.1. Dilutor TRIS-YH.

La preparacion se realizdé segin lo mencionado por Hafez & Hafez, (2007) y
Arizabal, (2019) con algunas modificaciones. Para la preparacion se empled el dilutor
TRIS (Tris-hidroximetil-aminometano), se realizo6 el pesado de los insumos como: &cido
citrico, fructosay TRIS (Tri-hidroximetil-aminometano) (Tabla N.° 1, Anexos). Todo fue
vertido a una probeta graduada de 100 ml; y se le afiadié agua bidestilada 75 ml, se
homogenizo y disolvié los componentes. La probeta graduada fue colocada en agua a 80
°C (ebullicién) durante 10 minutos para esterilizar el medio de preparacion. Finalmente
se enfrié la probeta con el dilutor madre TRIS a temperatura ambiente y se envaso en
frascos de 5 ml esterilizados para su posterior refrigeracion.

a) Preparacion de la fraccion “A”
Para cada dia de la coleccion de espermatozoides se preparo el dilutor madre TRIS

al 80% y se le afiadié YH al 20% (Tabla N.° 1, Anexos).

e Obtencion de la yema de huevo (YH)

Se desinfectd la cascara del huevo con alcohol y sobre una superficie se coloco
papel toalla y encima de ella se verti6 la YH y con una aguja hipodérmica, se rompio la

membrana para obtener 1 mL de YH.

Se extrajo 5 ml de la solucién madre TRIS en un tubo de ensayo de 15 mL, luego
se esterilizd en la cdmara de flujo laminar con rayos UV durante 15 minutos y se afiadié

20% de yema de huevo para luego homogenizar en un vortex durante 1 min.
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El tubo de ensayo con la fraccién “A” se centrifugd a 4000 rpm durante 30
minutos, con la finalidad de que los granulos de grasa grandes queden en la parte inferior.
Y al finalizar se filtré el sobrenadante con papel filtro de 70 um a un tubo de ensayo de
15 mL y se le afiadi6 antibidtico (4.8 mg de gentamicina), se homogenizé en un vortex
durante 15 segundos y se extrajo 1 mL del dilutor TRIS-YH en un tubo de ensayo de 5
mL. El tubo se colocé en bafio maria a 37 °C en un termo para su traslado hasta el lugar
de la coleccion de los espermatozoides procedentes de los conductos deferentes desviados

de llamas.

b) Preparacion de la fraccion “B”
La preparacion de la fraccion B se realizd segun lo recomendado por Carretero et
al., (2014), la concentracion final de glicerol fue de 5%, para la adicion de la fraccion “B”

se determind la concentracion deseada por cada pajilla.

Se extrajo 0.9 mL del dilutor TRIS-YH (fraccion “A”) en un tubo de ensayo de 5
mL, donde se adiciond el 0.1 mL de glicerol, para luego homogenizar en un vortex

durante 30 segundos el tubo de ensayo con la fraccion “B” (Tabla N.° 2, Anexos).

3.6.2.2. AndroMed

La preparacion del dilutor se realizd segun las indicaciones del fabricante y

Mendoza, (2015), En una proporcion de 1:4.

. Todo el procedimiento se realiz6 en bafio maria a una temperatura de 35
°C, en un tubo de ensayo de 15 mL graduado, se colocé 4 mL de agua
bidestilada y en otro tubo de ensayo de 5 ml graduado se extrajo 1 mL del
dilutor AndroMed; ambos tubos se mantuvieron en bafio maria por un

tiempo de 10 minutos. Se agrego el dilutor AndroMed al tubo de ensayo
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con agua bidestilada y se homogenizé en un vortex durante 30 segundos,
seguidamente se dejo por 5 minutos en el bafio maria.

. En un tubo de ensayo de 5 mL se extrajo 1 mL del dilutor ya preparado y
se colocd en bafio maria a 37 °C en un termo para su traslado hasta el lugar
de la coleccion de los espermatozoides procedente del conducto deferente

de llamas.

3.6.2.3. Bioxcell

La preparacion del dilutor se realizd segun las indicaciones del fabricante y lo

mencionado por Gallardo & Vargas (2015), en una proporcion de 1:4

. Toda la preparacion se realizé en bafio maria a una temperatura de 35 °C,
en un tubo de ensayo de 15 mL graduado se coloc6 4 mL de agua
bidestilada y en otro tubo de ensayo de 5 mL graduado se extrajo 1 mL del
dilutor Bioxcell, ambos tubos de ensayo se mantuvieron en bafio maria
durante 10 minutos. Se agregd el dilutor Bioxcell al tubo de ensayo con
agua bidestilada y se homogenizo en el vortex durante 30 segundos, luego
se dejé por 5 minutos en bafio maria, y finalmente se dejé enfriar a
temperatura ambiente.

. En un tubo de ensayo de 5 mL se extrajo 1 mL del dilutor ya preparado y
se colocd en bafio maria a 37 °C, en un termo para su traslado al lugar de
la coleccion de los espermatozoides de las llamas con conducto deferente

desviado.
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3.7. COLECCION DE ESPERMATOZOIDES DEL CONDUCTO DEFERENTE

Se prepararon jeringas de tuberculina adosadas a tips de 10 uL, para la aspiracion
de espermatozoides en una bandeja se colocaron materiales de limpieza como: torundas

de algoddn, jeringas de 5 ml con suero fisiologico y vaselina mas penicilina.

Se realiz6 segun lo descrito por Pérez. et al., (2014) y Arizabal, (2019). La

coleccidn se realizé en un ambiente donde no se permita el ingreso de los rayos solares.

. Se colecto a seis llamas macho con el conducto deferente desviado, las
[lamas fueron inmovilizados y derribados y se les posicion6 en cubito
lateral derecho o izquierdo de acuerdo al lugar de la fistula a colectar,
luego se realizd la limpieza de las fistulas con algodén humedecido con
suero fisiologico, desde la cola del epididimo hasta la fistula del conducto
deferente desviado se realizaron masajes con la yema de los dedos en
direccion caudo-craneal; facilitando la salida de los espermatozoides por
la fistula.

. Las gotas de espermatozoides que salieron hacia la fistula del conducto
deferente desviado, fueron colectadas con un tips de 10 puL adosados a una
jeringa de tuberculina que a su vez estuvo empapada con dilutor; Las
muestras de las 6 llamas fueron combinadas en un pool y prediluido con 1
ml de dilutor TRIS-YH (fraccion “A”), AndroMed y Bioxcell. Las
muestras en todo momento estuvieron a una temperatura de 37 °C hasta su
traslado al laboratorio, luego de la coleccidn sobre la fistula se afiadié
vaselina mas penicilina como medio de protecciéon de la fistula y se

procedié a la liberacién de la llama.
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3.8. ENFRIAMIENTO, FASE DE EQUILIBRIO Y ADICION DEL

CRIOPROTECTOR

Se realiz6 segin Delgado & Quispe (2015), con algunas modificaciones. Para el
descenso de la temperatura se usé una caja de Tecnopor con bloques de hielo en cada lado
y al medio de estos blogues se colocé un vaso de precipitados de 500 mL con agua
procedente del termo de coleccion el cual enfrio desde 37°C hasta llegar a 5 °C, durante
un periodo de 2.5 horas. Al llegar a 5 °C se adiciond la fraccion “B” de los diferentes
dilutores TRIS-YH, AndroMed y Bioxcell. Se aproximaron a una concentracion
promedio de 45 millones de espermatozoides/pajilla; la adicion de la fraccion “B” se
realizo por las paredes del tubo de ensayo lentamente para luego homogenizar €l tubo de
ensayo con ambas fracciones. Las muestras de espermatozoides se mantuvieron durante

30 minutos en fase de equilibrio entre 4.5a5 °C.

Para determinar el numero de pajillas con la concentracion deseada se tomd en

cuenta; la concentracién inicial con 1 ml de volumen inicial.

Ecuacion 1. Formula cantidad de dilutor a utilizarse.

Dil. total % de Motilidad x concentracion espermatica x volumen inicial
il.total =

concentraccion esperada por pajilla

Posteriormente fueron envasados en pajillas de 0.25 mL con una jeringa de

tuberculina adosada a una manguerilla de latex.
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3.9. CRIOPRESERVACION

Previo a la criopreservacion, se realizé el rotulo de las pajuelas de 0.25 ml con un
plumon indeleble indicando la fecha y el tipo de dilutor, todas las pajuelas rotuladas se

colocaron dentro de una bolsa de plastico estéril para que se atemperen entre 4.5a 5 °C.

Los espermatozoides diluidos con los diferentes dilutores se homogenizaron. Se
aspir6 0.25 mL, dejando un espacio de aire entre el tope de la pajillay los espermatozoides
diluidos, finalmente se realizé el sellado de las pajillas con alcohol polivinilico (PVOH)

y para solidificar se introdujo la pajillaen aguaa5 °C.

La congelacion de las pajillas se realizd en un biocongelador de semen utilizando
una tasa de descenso de la temperatura de -20 °C/minuto llegando hasta una temperatura
de -120 °C/6 minutos, al finalizar las pajillas fueron sumergidas en nitrogeno liquido
(N2), finalmente las pajillas se almacenaron en un tanque criogénico hasta el momento
de la descongelacion para el respectivo anélisis (Vita, 2008).

3.10. DESCONGELACION.

Se realiz6 segun lo mencionado por Muifio, (2007) con algunas modificaciones,
se descongelaron pajillas en bafio maria con una temperatura de 38 °C durante 40

segundos.

Para el analisis microscépico se atemperaron laminas porta y cubreobjetos a 38°
C y sobre las laminas portaobjetos se colocd muestras de espermatozoides para la

evaluacion de las caracteristicas espermaticas.
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3.11. LA EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS ESPERMATICAS-

MICROSCOPICAS.

La evaluacion de las caracteristicas espermaticas-microscopicas como la
concentracion, motilidad, Integridad de la membrana plasmatica (test Hipoosmotico) y
vitalidad espermatica. Se realizaron en dos etapas, las cuales fueron: a la pre-congelacién

(coleccion 37 °C y en fase de equilibrio 5 °C) y a la post-descongelacion a 38 °C.

3.11.1. Concentracién espermatica:

La evaluacién de la concentracion espermaética se realizé luego de la coleccién,
con una pipeta De Thoma para el conteo de Globulos Rojos, se aspird espermatozoides
diluidos hasta la marca de 0.5 y luego se completd con agua bidestilada hasta llegar a la
marca de 101. Las primeras 3 gotas se eliminaron y posterior a eso se coloc6 una gota del
contenido a la cAmara de Neubauer, con el menor aumento se ubicd el primer cuadrante
se amplio el campo a una magnificacion de 40 X, para posteriormente realizar el conteo

en 5 cuadrantes al azar.

Ecuacion 2. Ecuacién de la concentracion espermatica.

C.ESPERMATICA = N° Espermatozoides contados x(10x10%)x10

3.11.2. Motilidad espermatica total:

Para la evaluacién de la motilidad se realiz6 segun lo descrito por Toro, (2009)

con ligeras modificaciones.

Los diferentes patrones de motilidad espermatica evaluados fueron: Motilidad

progresiva (MP) Motilidad oscilatoria (MO) y Motilidad circulante (MC) y la sumatoria
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de los diferentes patrones de motilidad determiné la motilidad espermaética total (MT)

(Fumuso, 2018).

En una lamina portaobjeto temperada a 37 °C se agregd 10 pl de la muestra de
espermatozoides y se cubrié con una lamina cubreobjetos (22x22mm) temperada
(Cabrera et al., 2012). La evaluacion se realizé en un microscopio Optico Leica provisto
de una platina térmica, para la visualizacion de las iméagenes el microscopio estuvo
conectada por un puerto USB a una laptop provista del programa de captura de imagen
LAZ EZ. Que permiti6 la captura de iméagenes y videos.

Esta caracteristica espermaética se evalu6 en la fase de coleccion, en fase de
equilibrio a 5 °C y a la post-descongelacién. Se contabiliz6 un minimo de 200

espermatozoides de cada muestra y los datos fueron expresados en porcentajes.

Ecuacién 3. Porcentaje de Motilidad total.

Numero de espermatozoides motiles
%MT = — - x 100
Numero total de espermatozoides observados

3.11.3. Integridad de la membrana plasmatica (Test Hipoosmotico):

Se realizd, segin lo mencionado por Apaza, (2017) con algunas modificaciones

. Para lo cual se utilizé una solucion Hipoosmotica (Tabla 3. Anexos). Se
incubd a 37 °C, 50 pl de muestra de espermatozoides diluidos en 500 pl
de la solucion Hipoosmética durante 45 minutos. Para la evaluacién se
colocé 10 pL de la solucion Hipoosmdtica que contiene las muestras de
espermatozoides en una lamina portaobjetos. Se clasificaron de dos
maneras espermatozoide que presentaron la cola enrollada a las que se

denominaron vivos o con la membrana plasmatica integra, y los que no
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presentaron cola enrollada se consideraron como espermatozoides
muertos o con la membrana plasmatica no integra.

. Esta caracteristica espermatica, se evaluo en la fase de coleccion, en fase
de equilibrio a 5 °C y a la post-descongelacion. La evaluacion se realizo
en un microscopio éptico, para lo cual se contaron un minimo de 200

espermatozoides y se expresaron en porcentajes con la siguiente ecuacion.

Ecuacién 4. Porcentaje de espermatozoides positivos al test Hipoosmotico.

] . Numero de espermatozoides con cola enrollada
% test Hipoosmotico = — - x 100
Numero total de espermatozoides observados

3.11.4. Vitalidad Espermatica:

La preparacion de la tincion eosina-nigrosina se realizé segun lo descrito por
(Campbell et al., 1956) (Tabla 4. Anexos). Mientras que la evaluacion se efectud segun
lo descrito por Awvalos et al, (2018) con algunas modificaciones, Para lo cual se

atemperaron laminas portaobjetos sobre un platina térmica a 37 °C.

. Se coloco una gota de 4 pL de la muestra de espermatozoides en un
extremo de una lamina portaobjeto temperada a 37 °C y luego se agrego 4
pL de colorante eosina-nigrosina al costado de la muestra, transcurrido 30
segundos ambas gotas se homogenizaron y se realizo el frotis, la
evaluacion se realizd en un microscopio dptico con una magnificacién de
100 X; para lo cual se coloco la lamina portaobjeto con la muestra de
espermatozoides extendida sobre la platina del microscopio. Sobre la
lamina portaobjeto con la muestra extendida se colocé una lamina

cubreobjetos y una gota de aceite de inmersion.
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. Esta caracteristica espermatica, se evaluo en la fase de coleccion, en fase
de equilibrio a 5 °C y a la post-descongelacion. Para la evaluacion se
contaron un minimo de 200 espermatozoides, en donde se consideraron
espermatozoides vivos aquellos que no se lograron colorearse y
espermatozoides muertos aquellos que se colorearon de color rosado, los

valores se expresaron en porcentajes mediante la siguiente ecuacion.

Ecuacion 5. Porcentaje de Vitalidad Espermética.

o Numero de espermatozoides no teilidos
%Vitalidad = — - x 100
Numero total de espermatozoides observados

3.12. ANALISIS ESTADISTICO

El anélisis estadistico se realiz6 mediante el software estadistico InfoStat version
2020e/estudiantil. Donde las caracteristicas espermaticas microscépicas obtenidas en
porcentajes fueron transformados a valores angulares (arcoseno de la raiz de p). Se
evaluaron las muestras de espermatozoides provenientes del conducto deferente de llamas
en pools combinado de los machos en dos fases; pre-congelacion (coleccion 37 °C, fase
de equilibrio 5 °C) y a la post-descongelacion (38 °C) y se les procedié a efectuar un
ANOVA entre las distintas variables independientes, dilutores comerciales (TRIS-YH,
AndroMed y Bioxcell.) mientras que las variables dependientes fueron la calidad
espermatica (motilidad total, integridad de la membran plasmatica y vitalidad), para la
evaluacion de los patrones de motilidad post-descongelacion se realizé un MANOVA

entre las distintas variables independientes, dilutores comerciales (TRIS-YH, AndroMed
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y Bioxcell.) y las variables dependientes, patrones de motilidad (progresiva, oscilatoria y

circular).
El analisis se realizd con un nivel de significancia de 0.05.

El modelo aditivo lineal del ANOVA fue:
yij = u + a; + ey

Donde:

i = Tratamientos 1 (TRIS-YH), 2 (AndroMed) y 3 (Bioxcell).

Yij = Variable respuesta
U = Media general
a; = Efecto del i-ésimo tratamiento

= Error experimental
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. EVALUACION ESPERMATICA A LA PRECONGELACION

(COLECCION A 37 °C).

Tabla 1. Efecto de los dilutores sobre las caracteristicas espermaticas a la coleccién a 37

°C (promedio = DS).

n TRIS-YH ANDROMED BIOXCELL p Value

Motilidad total (%) 8 64.1a+525 63.6a+451 37.4b+1.65 <0.0001
Test Hipoosmético
8 469a+6.09 619b+236 58.8b+4.24 <0.0001
(%)

Vitalidad (%) 8 599a+223 675b+6.88 55.8a+287 <0.0001

Nota: a, b, c: letras diferentes en cada fila indican diferencia significativa.

La Tabla 1. Muestra las caracteristicas microscopicas, donde se aprecia entre los
parametros la motilidad total, test Hipoosmético y vitalidad, existen diferencia entre

dilutores.

Respecto a la motilidad total al momento de la coleccién diluido con diferentes
dilutores, las proporciones de motilidad con el dilutor TRI-YH y AndroMed fueron
similares, mientras que la proporcion con el dilutor Bioxcell fue inferior; estas diferencias
probablemente se deba a la composicién del dilutor TRIS-YH que contiene como crio-
protector no permeable a las lipoproteinas de bajo peso molecular de la yema de huevo
que interaccionan con la membrana plasmatica del espermatozoide y modifican la
permeabilidad mientras que el dilutor AndroMed contiene lecitina de soya como crio-

protector no permeable que confiere estabilidad estructural a las membranas celulares
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(Oke et al., 2010). Sin embargo, el dilutor Bioxcell que también contiene lecitina de soya
como crio-protector no permeable y muestra parametro de motilidad inferior con respecto
a los dos dilutores antes mencionados. Esto se podria deberse al origen de fabricacion del
dilutor, ya que el dilutor Bioxcell proviene de IMV Technologies, L'Aigle, Francia y
posiblemente contenga algunos componentes que disminuye la motilidad total (Jimeneza
et al., 2020). En lineas generales, el dilutor Bioxcell no mantiene adecuadamente la

motilidad de espermatozoides de llama procedente del conducto deferente.

Los resultados contrastados con otros autores con la misma técnica de coleccion
de espermatozoides para la motilidad empleando un dilutor que contiene yema de huevo,
reporto valores similares del 56.20% a 65.16% (Arizabal, 2019; Pérez. et al., 2014; Pérez
et al., 2016), estos resultados estan dentro de nuestros parametros encontrados en el
presente estudio. Del mismo modo, encontraron para la motilidad 57.50 % (Aisen et al.,

2021), siendo un porcentaje menor a lo encontrado en el presente estudio.

Por otra parte, autores con la misma técnica de coleccion de espermatozoides
empleando el dilutor TRIS-YH reportaron proporciones inferiores del 17.03% al 43.98%
(Cabrera, 2018; Calderon, 2015; Quispe, 2015). Con el dilutor TRIS-YH report6 53.3%
y con el dilutor AndroMed 50.7% (Bertuzzi et al., 2020), estos valores en proporcién
inferiores por los autores se deberian principalmente a la época no reproductiva en que
realizaron el trabajo. Por otro lado, con la misma técnica de coleccidn de espermatozoides
reporté una motilidad de 77.7% (Deza, 2004), el cual es superior respecto al presente
estudio; nuestra menor proporcion encontrada se deberia a la frecuencia de coleccion con

la que realizamos el presente trabajo.
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Autores con la misma técnica de coleccion de espermatozoides al realizar la
prueba de funcionalidad de la membrana plasméatica mediante el Test Hipoosmético
encontraron valores similares en espermatozoides de alpacas del 46.64% (Cabrera, 2018);
con el dilutor Tris-YH del 46.63% (Calderon, 2015). Mientras que autores reportaron
valores superiores en alpacas del 51.55% y 52.98 con el dilutor TRIS-YH (Pérez et al.,
2016); con TRIS-YH report6 55.40% (Arizabal, 2019); finalmente con el dilutor TRIS-
YH report6 54.76% (Torres, 2018), las proporciones menores en el presente trabajo se
deberia a la mayor frecuencia de coleccion con la que realizamos y en esta diferencia

también afecto la especie, ya que el trabajo se realizé en Ilamas.

Pacheco et al.,(2014), indica al comparar 2 técnicas de coleccion de semen en
alpacas; como la técnica de vagina artificial y la técnica de desviacion de los conductos
deferentes; los autores sometieron las muestras a diferentes soluciones Hipoosmoticas de
50, 100 y 150 mOsmol, reportando para 100 y 150 mOsmmol, 38.96% y 21.51% vy al
contrastar los resultados se observa que nuestros porcentajes fueron superiores. En
alpacas en época no reproductiva con la misma técnica de recuperacion de
espermatozoides, utilizando el dilutor base TRIS con diferentes concentraciones de
solucién Hipoosmético de 100, 125, 150, 175 y 200 mOsm incubadas a 5 y 15 minutos
hallaron valores de 38.53%, 38.93% y 37.11% respectivamente (Quispe, 2015). La
mayor proporcion encontrada en el presente trabajo se deberia a que se sometid a una sola

osmolaridad y al manejo adecuado de la muestra.

Para la vitalidad espermatica, autores con la misma técnica de coleccion de
espermatozoides en alpaca empleando dilutores a base de yema de huevo reportaron entre
el 20% a 52.7% (Cabrera, 2018; Pérez. et al., 2014; Torres, 2018), al contrastar estos

porcentajes con los resultados del presente estudio son en menor proporcién y esto se
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deberia probablemente al manejo realizado el laboratorio y experiencia del personal en

vista de que estas investigaciones se vienen realizando por bastantes afios.

Por otro, lado reporto valores similares con el dilutor TRIS-YH de 58.25% (Deza,
2004). Asi mismo, otros autores hallaron proporciones mayores entre el 65.80 y 74.49%
(Arizabal, 2019; Quispe, 2015). La variabilidad de los resultados se podria deber a
influencia de factores como la especie, individuo y manejo durante la recuperacion de los

espermatozoides.

4.2. EVALUACION ESPERMATICA A LA PRECONGELACION (FASE DE

EQUILIBRIO A5°C).

Tabla 2. Efecto de los dilutores sobre las caracteristicas espermaéticas en fase de

equilibrio a 5 °C (promedio = DS).

N TRIS-YH ANDROMED BIOXCELL p Value

Motilidad total (%) 8 54.0a+8.38 56.5a+2.12 33.2b+3.21 <0.0001
Test Hipoosmdtico (%) 8 39.1a+6.24 57.1b+3.58  48.5c+2.6 <0.0001

Vitalidad (%) 8 55.6a£6.19 62.6b+5.53 51.4a+2.36 0.0008

Nota: a, b, c: letras diferentes en cada fila indican diferencia significativa.

La tabla 2. Muestras las caracteristicas microscépicas, Donde se aprecia que los
valores de motilidad total, test Hipoosmoético y vitalidad espermaética en la fase de

equilibrio mostrando diferencia entre dilutores.

Con relacion a la motilidad total, los resultados contrastados con otros autores con
la misma técnica de recuperacion de espermatozoides empleando dilutores que contiene
yema de huevo reportaron valores similares de 58.1%, 52.63% y 48.31% en
espermatozoides de alpaca (GOmez et al., 2016; Pérez et al., 2016), estos resultados se
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encuentran dentro de nuestros parametros, y se deberia a la misma técnica de coleccion y

a la presencia de yema de huevo que se empled.

Por otra parte, autores con la misma técnica de coleccion de espermatozoides
empleando el dilutor TRIS-YH hallaron valores inferiores de 33.24 % y 34.20%
(Calderon, 2015); 33.24% (Cabrera, 2018), estos valores inferiores respecto al presente
estudio se deberia al tiempo prolongado de exposicion a concentraciones elevadas del
crio-protector (GL) que causan dafio a los espermatozoides disminuyendo la motilidad
(Carretero et al., 2014). Mientras que diversos autores con diferentes técnicas de
coleccion de semen con presencia de plasma seminal, con el dilutor TRIS-YH vy
AndroMed report6 44.7% y 39.6% respectivamente (Bertuzzi et al., 2020); mientras que
en semen de Ilama con el dilutor AndroMed reportd 29.5% y 21.0%; en 24 y 48 horas de
equilibrio (Bertuzzi et al., 2021), estos valores inferiores respecto al presente estudio se
deberia a que los autores sometieron a los espermatozoides a tiempos prolongados a los
crio-protectores permeables, ya que la fase de equilibrio fue mayor de 30 minutos. Y se
corroboraria con lo indicado por Perez, et al.(2014), con diferentes tiempos de
enfriamiento de 0 a 48 horas con el dilutor TRIS-YH reportd 67.37%, 56.29%, 34.71% y
7.78%; observando que el tiempo de equilibrio afecta la motilidad de los
espermatozoides, ya que los espermatozoides estan condicionados a cambios durante
prolongados periodos de conservacion, por el metabolismo de los espermatozoides que
influye en la motilidad; esta condicion puede ser afectada en gran manera cuando se
trabaja con muestras de espermatozoides obtenidas del epididimo y del conducto

deferente (Pérez et al., 2014).

Por otro parte, en trabajos realizados en camellos dromedarios en semen entero al
emplear dilutores comerciales que contiene lecitina de soya encontraron valores inferiores
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con el dilutor AndroMed de 41.4 % y con el dilutor Bioxcell 12.6%, las proporciones
inferiores a los resultados del presente trabajo se deberian al tiempo prolongado de
equilibrio que fue durante 24 horas; asi mismo al emplear diferentes dilutores comerciales
gue contiene yema de huevo, hallaron valores superiores de 83.0%, 78.9% y 72.4% con
Triladyl, Green buffer y Biladyl respectivamente (Al-Bulushi et al., 2019); y podria
deberse a la diferencia que existe entre la especie y al método de coleccién, ya que los
dilutores comerciales a base de yema de huevo serian los mas adecuados para mantener
la motilidad y almacenar a 5 °C semen de camello dromedario y es probable que por esa
razén los valores reportados sean muy superiores respecto a nuestro estudio con los

dilutores a base de yema de huevo.

Respecto a la funcionalidad de la membrana plasmatica mediante el Test
Hipoosmotico y al contrastar nuestros resultados, hallaron porcentajes inferiores con la
misma técnica de coleccion de espermatozoides empleando el dilutor Tris-YH reportd
33.51% (Calderon, 2015), la proporcidn inferior se deberia a los tiempos prologados de
refrigeracion que causa dafio celular a los espermatozoides durante el proceso de
refrigeracion, produciendo alteraciones morfoldgicas, ruptura de la membrana plasmatica

(De Leeuw et al., 1991; Hammerstedt et al., 1990).

Por otra parte, hallaron valores similares con la misma técnica de coleccién de
espermatozoides, empleando el dilutor Tris-YH + Plasma seminal de 40.10% (Calderon,
2015); de igual manera con el dilutor TRIS-YH de 42.80% (Torres, 2018). Proporciones
superiores se reportaron empleando un dilutor a base de yema de huevo de 46.67% y
55.93% (Pérez et al., 2016); la inferioridad de nuestros resultados se deberia a la
frecuencia de coleccidn con la que se realizo el presente trabajo y a la influencia de la

especie.
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Respecto a la vitalidad espermatica, al contrastar las proporciones del presente
trabajo, autores con la misma técnica de coleccion de espermatozoides, empleando el
dilutor TRIS-YH encontraron porcentajes inferiores de 34.97% (Torres, 2018); 26.45% y
33.90% (Calderon, 2015), los valores inferiores respecto al presente estudio se deberia al

efecto de la especie llama y al manejo durante la fase de equilibrio que realizamos.

Mientras que con técnicas de coleccion con presencia de plasma seminal como la
vagina artificial empleando el dilutor AndroMed encontraron 72.61%, 69.86%, 71.25%,
69.64% y 67.46% (Ramirez, 2019), las proporciones inferiores en el presente estudio se
deberia a que los espermatozoides del conducto deferente no poseen plasma seminal, que

poseen diferentes sustancias que protegen al espermatozoide.

4.3. EVALUACION DE LOS DIFERENTES PATRONES DE MOTILIDAD

ESPERMATICA A LA POST-DESCONGELACION.

Tabla 3. Efecto de los dilutores sobre los diferentes patrones de motilidad espermatica

crio-conservados con tres diferentes dilutores (promediox DS).

PATRONES DE MOTILIDAD TRIS-YH  ANDROMED BIOXCELL

Motilidad Progresiva (%) 11.6a+3.89 8.37b+3.09 2.24c+0.648
Motilidad oscilatoria (%) 12.6a+3.61 23.1b+3.61 6.43c+1.64

Motilidad circular (%) 1.91a+2.29 1.19a+1.08 1.4a+0.476

Nota, a: el uso de la misma letra en cada fila indica valores similares (p=<0.0001).

La tabla 3, muestra los diferentes patrones de motilidad a la post-descongelacion,
como la motilidad progresiva, oscilatoria y circular son diferentes para los dilutores

Bioxcell, AndroMed y Tris-YH.
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Debido a la caracteristica reologica como la filancia en el semen de camélidos, los
espermatozoides presentan motilidad oscilatoria y no progresiva en muestras de semen
con plasma seminal (Giuliano. et al., 2010). Al separar espermatozoides de muestras de
semen fresco de llama, del PS los espermatozoides conservan la motilidad oscilatoria a
pesar de aislar los espermatozoides del PS (Bertuzzi et al., 2018), mencionan que las
diluciones de los eyaculados de Ilama no inducen a los espermatozoides a adquirir
motilidad progresiva (MP), pero al emplear YH en procesos de criopreservacion,
permiten que los espermatozoides de llama adquieran MP, pese a que las muestras poseen
caracteristicas reolégicas como la filancia (Fumuso, 2018), esta seria la principal
caracteristica por la cual en nuestro estudio se encontr6 valores superiores de MP con el
dilutor TRIS-YH seguido del dilutor AndroMed y proporciones muy inferiores con el

dilutor Bioxcell.

La evaluaciéon de los diferentes patrones de motilidad espermatica en
espermatozoides de llama tiene una gran importancia porque, la fragmentacion de los
espermatozoides se correlaciona negativamente con la motilidad progresiva, pero no con
la motilidad total y esto indicaria que la evaluacion de la motilidad progresiva de los
espermatozoides es un pardmetro Gtil para determinar el dafio sub-estructural, ya que
cuanto mayor es el indice de fragmentacion del ADN, menor es la fertilidad en varias
especies ya que se veria afectada la motilidad progresiva que se encarga de la fertilidad

(Stewart et al., 2016).

Los resultados contrastados con otros autores con diferente método de coleccion
de semen como la electroeyaculacion reportaron valores similares empleando el dilutor
TRIS -YH para motilidad progresiva de 9.3% y motilidad oscilatoria 7.0% (Zampini et

al., 2020).
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Por otro lado, al contrastar nuestros resultados con diferentes autores reportaron
proporciones inferiores para la motilidad progresiva y motilidad oscilatoria de 1.1% y
7.3% respectivamente (Guillén et al., 2021), la inferioridad de las proporciones reportadas
se deberian al método de criopreservacion que empleo el autor. Mientras que empleando
dilutores como AndroMed, Triladyl y base Tris reportaron para motilidad progresiva
0.00%, 0.14% y 0.12% respectivamente para cada dilutor; mientras que para la motilidad
no progresiva obtuvo 0.00%, 15.56% y 10.97% respectivamente para cada dilutor
(Ordofiez, 2015), las proporciones inferiores que reporta el autor en comparacion con los
resultados encontrados en él presenta trabajo se deberian al método de criopreservacion
en pellets hielo seco (-78°C) que realizo el autor y que no favoreceria a los diferentes

patrones de motilidad espermatica.

Mientras que un reporte con la misma técnica de coleccion de espermatozoides de
camélidos empleando el dilutor TRIS-YH para la motilidad progresiva reportd 24.4%
(Gomez et al., 2016), los valores superiores reportados por el autor respecto al presente
trabajo se deberia a que el autor adiciono un antioxidante en la dilucidn espermatica para

la criopreservacion.
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4.4, EVALUACION ESPERMATICA A LA POST-DESCONGELACION.

Tabla 4. Efecto de los dilutores comerciales sobre las caracteristicas espermaéticas post-

descongelacion (promedio * DS).

TRIS-YH ANDROMED BIOXCELL p Value

Motilidad total (%6) 26.1a+5.49 32.6b+3.66 10.1c+1.83  <0.0001
Test Hipoosmdético (%) 23.2a+13.2 31.9b+9.28 17.5¢+5.29  <0.0001

Vitalidad (%) 38.7a£5.12 29.2b+2.62 10.8c+1.5 <0.0001

Nota: a, b, c: letras diferentes en cada fila indican diferencia significativa.

La tabla 4. Muestras las caracteristicas microscopicas, donde se aprecia que los
valores de motilidad total, test Hipoosmotico y vitalidad al momento de la post-

descongelacion, mostrando diferencia entre los diferentes dilutores.

Respecto a la motilidad total, la funcionalidad de la membrana plasmética
mediante el test Hipoosmdtico y vitalidad espermatica, se observa que el dilutor
AndroMed y TRIS-YH muestran superioridad respecto al dilutor Bioxcell que muestra
proporciones inferiores. En los procesos de criopreservacion/descongelacion de semen
se producen cambios ultraestructurales en los espermatozoides, particularmente en la
membrana plasmatica y las membranas acrosémicas externas, funcion mitocondrial
alterada y finalmente la motilidad reducida (Layek et al., 2016). Las diferencias entre los
diferentes dilutores probablemente se deba a la composicién del dilutor TRIS-YH que
contiene como crioprotector no permeable a las lipoproteinas de bajo peso molecular que
interaccionan con la membrana plasmatica de las células espermaticas y modifican la
permeabilidad de la membrana plasmatica (Holt, 2000b). Por otro lado, la yema de huevo
posee fosfolipidos, como la fosfatidilcolina, que proporciona proteccion al
espermatozoide en el proceso de criopreservacion/descongelacion (Pillet et al., 2012), las

LDL protegen a los espermatozoides del shock térmico protegiendo la integridad de la
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membrana de los espermatozoides (Watson, 1981). Y estan compuestas por 87% de
lipidos y 12% de proteinas, presentando una forma esférica con un centro formado por
triglicéridos, los que estan rodeados por una envoltura de proteinas y fosfolipidos, y
durante procesos de criopreservacion/descongelacion, las LDL son desordenadas y los
fosfolipidos son liberados, y forman una cubierta protectora en la superficie de los
espermatozoides (Hu et al., 2010), que brindarian proteccion a los espermatozoides

durante los procesos de criopreservacion/descongelacion.

Mientras que el dilutor AndroMed contiene lecitina de soya como crio-protector
no permeable que confiere estabilidad estructural a la membrana celular de los
espermatozoides (Oke et al., 2010), ya que la lecitina de soya, posee una mezcla natural
de fosfatidilcolina y varios &cidos grasos como el acido estearico, oleico y palmitico
(Kumar et al., 2015) y le conferiria al espermatozoide una estabilidad estructural para
mantener las diferentes caracteristicas microscopicas de los espermatozoides de Ilama

procedente del conducto deferente.

En lineas generales al comprar los dilutores AndroMed y Bioxcell que poseen
lecitina de soya, apreciandose que el dilutor AndroMed superaran ampliamente al dilutor
Bioxcell en mantener las caracteristicas microscopicas como la motilidad total, la
funcionalidad de la membrana plasmatica mediante el test Hipoosmoético y la vitalidad
espermatica a la post-descongelacion; pese a que ambos dilutores presentan como
crioprotector no permeable a la lecitina de soya, esta diferencia se podria deber a la
composicion y el origen de los dilutores; ya que el dilutor Bioxcell es de origen IMV
Technologies, Francia con un pH 6.9 y posee componentes derivados de la soja, tilosina,
gentamicina, espectinomicina y lincomicina; mientras que el dilutor AndroMed es de

origen Minitub, Tiefenbach, Alemania con un pH 6.7 y posee Lecitina de soya,
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fosfolipidos, tris, acido citrico, antioxidantes, glicerol, tilosina, gentamicina,
espectinomicina y lincomicina. Mientras que los dilutores comerciales a base de yema de
huevo como Triladyl de origen Minitub, Tiefenbach, Alemania, con un pH 6.7 y posee
componente Tris, acido citrico, fructosa, glicerol, tilosina, gentamicina, espectinomicina
y lincomicina; el dilutor Biladyl (fraccion A) de origen Minitub, Tiefenbach, Alemania
con un pH 6.7 y posee componente Tris, &cido citrico, fructosa, tilosina, gentamicina,
espectinomicina y lincomicina Y el dilutor Green buffer de origen IMV Technologies,
Francia con un ph 6.9 cuya composicién no estd revelada (Al-Bulushi et al., 2019),
notando variaciones en el pH del dilutor. Es por eso que indican que en los procesos de
criopreservacion/descongelacion suceden las alteraciones estructurales y bioquimicas que
afectan los distintos organelos de los espermatozoides y llevando a la muerte durante todo
el proceso de criopreservacion/descongelacion seminal (Watson, 1995). Los cambios
ultraestructurales en los espermatozoides, particularmente en la membrana plasmatica y
las membranas acrosémicas externas, funcién mitocondrial alterada y motilidad reducida,
se producen durante la criopreservacion/descongelacion (Layek et al., 2016). Dentro de
las principales causas de la disminucion de la motilidad y la sobrevivencia espermatica
se tiene a los cambios de pH; es por eso que se busca dilutores adecuados que tenga una
capacidad amortiguadora que mantenga el pH en las muestras seminales adecuadamente
(Buitrago & Pérez, 2008); los solutos disueltos en el medio que rodean al espermatozoide
ejerzan presion sobre la membrana celular conociéndose a este fendmeno como presién
osmotica del diluyente (Evans et al., 1990). Y se podria concluir que el pH de 6.7 del
dilutor AndroMed mantiene adecuadamente las caracteristicas microscépicas de los
espermatozoides provenientes del conducto deferente de llama en procesos de

criopreservacién/descongelacion.
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Respecto a la motilidad total, al contrastar con diferentes autores con técnicas de
coleccidn con presencia de plasma seminal, reportaron proporciones inferiores en semen
de llamas de 16.3% con el dilutor TRIS-YH (Zampini et al., 2020); con el dilutor TRIS-
YH 17.03%, mientras que empleando dilutor AndroMed no presento motilidad (Limachi
et al., 2016), y se deberia principalmente al método de criopreservacion en vapores de
nitrégeno de congelacion tradicional. De esta misma manera, en semen de alpacas
utilizando dilutores como AndroMed, Triladyl y base Tris, reportaron 0.00%, 15.7% y
11.09% respectivamente para cada dilutor (Ordofiez, 2015), los valores en proporciones
inferiores reportados en comparacion al presente trabajo se deberia principalmente al
método de criopreservacion en pellets en hielo seco (-78°C) que realizo él autor. Mientras
que en alpacas con el dilutor TRIS— taurina reportaron 11.68% y para el dilutor
AndroMed 16.96% (Mendoza, 2015), los valores con proporciones inferiores respecto al

presente trabajo se deberia a la época del afio y al método de criopreservacion.

Por otra parte; diversos autores con la misma tecnica de coleccion de
espermatozoides reportaron valores inferiores en espermatozoides de alpacas, con el
dilutor TRIS-YH de 13.45% (Torres, 2018); mientras con el dilutor Tris- YH de 14.46%
y con TRIS-YH+ Plasma seminal de 15.66% (Calderon, 2015). Estos resultados inferiores
respecto al presente trabajo se deberian al método de criopreservacion y la exposicion
prolongada a concentraciones elevadas del crio-protector (GL) que no favorecerian a la
motilidad. Mientras, autores con la misma técnica de coleccion de espermatozoides
hallaron variabilidad con el dilutor Triladyl 24.51% y 33.18% (Pérez et al., 2016),
debiéndose a la diferencia entre los individuos y entre los eyaculados recolectados del
mismo macho (Raymundo et al., 2000); por otro lado, en espermatozoides de Alpaca con

el dilutor TRIS-YH encontraron porcentajes de 18.20%, 34.20% y 29.00% con 3,5y 7
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cm sobre el nivel de nitrdgeno liquido respectivamente (Arizabal, 2019), la variabilidad

de estos resultados se debe al método de criopreservacion.

En la criopreservacion de semen de camellos dromedarios con un dilutor
especifico Shotor (Sh) y la adicion de diferentes crioprotectores como Sh-
dimetilformamida, Sh-glicerol y Sh- dimetilsulféxido, encontraron valores de 55.83%,
47.50% y 45.0%, respectivamente (El-badry et al., 2017), la superioridad de estos
resultados frente a los valores obtenidos en el presente trabajo se deberia al tipo de dilutor

que es especifico para los dromedarios y la diferencia entre especies.

Existe muy poca informacion al emplear el dilutor Bioxcell en procesos de
criopreservacién/descongelacion de espermatozoides de camélidos, pero si en otras
especies como en semen cabra angora con el dilutor bioxcell report6 38% (Daskin &
Akcay, 2011). Por otra parte, en espermatozoides epididimarios de alpaca con el dilutor
TRIS-YH reportaron 24.53% y con el dilutor Bioxcell 33.34% (Moina, 2014), los valores
superiores respecto al presente trabajo se deberia a la influencia de los individuos y la

especie.

Cabe mencionar que los menores porcentajes de motilidad después del proceso de
criopreservacion de los espermatozoides se debe cambios en la morfologia espermatica,
que incluyendo dafios en la mitocondria, el acrosoma y cola del espermatozoide (Connell
et al., 2002). La motilidad total es uno de los pardmetros méas afectados durante la
criopreservacion (Kumar et al., 2003). Las membranas espermaticas de los mamiferos
son ricas en acidos grasos poliinsaturados y son sensibles al dafio inducido por las
especies reactivas al oxigeno (ROS) llevando a la disminucion de la motilidad, por la
rapida perdida de ATP intracelular que conduce a dafios en el axonema, la disminucion

de la viabilidad espermatica y un incremento de los defectos morfoldgicos de la pieza
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media del espermatozoide con defectos graves sobre la capacitacion espermatica y la
reaccion del acrosoma (Peris et al., 2007); dafios que se verian al emplear el dilutor
Bioxcell en el presente trabajo, ya que es el dilutor en presentar valores de motilidad

inferiores respecto a los dilutores TRIS-YH y AndroMed.

Respecto a la funcionalidad de la membrana plasmatica mediante el test
Hipoosmdtico se indica que en las muestras seminales de los camélidos existe una
importante poblacion de espermatozoides inmdviles, pero con las membranas funcionales
intactas (Giuliano et al., 2008). Por esa razon es importante la evaluacion de la
funcionalidad de la membrana plasmatica. Autores reportaron similitud con la misma
técnica de coleccion de espermatozoides en alpacas con el dilutor TRIS-YH hallo 27.67%
(Torres, 2018); 21.54% y 27.24% (Calderon, 2015); Mientras con técnicas de coleccion
sin presencia de plasma seminal como la recuperacién de espermatozoides epididimarios
de alpacas utilizando el dilutor TRIS-YH report6 20.65% y con Bioxcell 19.95% (Moina,

2014), estos resultandos muestran similitud respecto al presente trabajo.

Autores con la misma tecnica de colecccion de espermatozoides reportaron
varabialidad en los resultados en espermatozoides de alpacas usando el dilutor Triladyl
reportaron 20.06% y 32.18% (Pérez et al., 2016); con el dilutor TRIS-YH reportaron
18.40%, 31.40% y 27.00% (Arizabal, 2019), esta variabilidad se deberia a la diferencia
entre individuos y a los métodos de criopreservacion. Por otra parte, también indican que
la variabilidad de los resultados se deberia afectada por la concentraciéon de solucion
Hipoosmotica ya que, los espermatozoides epididimarios o recuperados de los conductos
deferentes tienen contacto directo con las soluciones Hipoosmoticas, por lo que
soluciones de 100, 125 y 150 mOsml, son suficientes para la reaccion de endosmosis
(Quispe, 2015). Seria esta la razon por la cual existe mucha variacidn respecto a esta
prueba.
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Al emplear el dilutor Bioxcell para la criopreservacion de semen cabras Angora
reportaron 39% (Daskin & Akcay, 2011) la superioridad de este resultado se deberia a la

especie animal.

Finalmente, para la vitalidad espermatica, al contrastar los resultados con
diferentes autores con la misma técnica de coleccion, hallaron valores inferiores en
alpacas con el dilutor TRIS- YH de 25.38% (Torres, 2018); con TRIS-YH de 12.67% y
con TRIS-YH + Plasma seminal 14.74% (Calderon, 2015), la inferioridad en los
resultados respecto al presente trabajo se deberia a la exposicion prolonga a
concentraciones elevadas del crio-protector permeable. Por otro lado, la variabilidad en
los resultados se deberia a las diferentes temperaturas de congelacion en espermatozoides
de alpaca con el dilutor TRIS-YH, hallando 22.40%, 36.20% y 32.40% (Arizabal, 2019),
los resultados se deberia a la influencia de la temperatura de criopreservacion sobre la

vitalidad espermatica.

Asi mismo, por otra parte, con diferentes técnicas de coleccion de semen con
presencia de plasma seminal como la electroeyaculacion en llamas con el dilutor TRIS
encontraron porcentajes de 20.13% y con AndroMed 3.8% (Limachi et al., 2016), las
proporciones inferiores respecto al presente estudio se deberia al método de
criopreservacion. Mientras que valores similares se reportaron en semen de llamas de
36.7% con el dilutor TRIS-YH con técnicas de recuperacion de espermatozoides
epididimarios (Zampini et al., 2020). Utilizando el dilutor Bioxcell reportaron 38%
(Moina, 2014), la superioridad respecto al presente estudio se deberia al método de
criopreservacion, la influencia de la especie y el individuo; el mismo autor con el dilutor
TRIS-YH obtuvo 32.02%, la proporcion reportada es inferior respecto al presente estudio

se deberia al método de criopreservacion.
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El proceso de criopreservacion/descongelacion, afecta principalmente la
integridad de los espermatozoides, por esta razon que se han utilizado diferentes dilutores
a base de layema de huevo y derivados de origen vegetal para prevenir el dafio criogénico.
El principal componente activo de la yema de huevo es la fraccion de lipoproteinas de
baja densidad, que protege la integridad de la membrana plasmatica de los
espermatozoides (Moussa et al., 2002). Sin embargo, la gran variabilidad en su
composicién y el aumento del riesgo de contaminacion microbiana (Aires, 2003), quizas
sea una de las razones por las que tiene menor porcentaje respecto al dilutor AndroMed,
sin embargo, algunos autores como Todd & Jones (1972), Tamuli & Watson (1994),
mencionan la importancia en la accion protectora de la yema de huevo dada por sus
componentes especificos como la fosfatidylcolina (lecitina), fosfolipidos, extracto de
lipidos, fracciones de lipidos y proteinas especificas que proveen proteccion al
espermatozoide durante el shock frio. EI mas importante efecto de la yema de huevo es
la porcion del complejo de lipoproteinas (fosfolipidos, lecitinas y cefalinas) que protegen
al espermatozoide contra el shock térmico (Kampschmidt et al., 1953). Las lipoproteinas
de baja densidad de la yema de huevo poseen una propiedad crio-protectora de la
superficie de la membrana del espermatozoide durante la congelacion, formando una capa
protectora contra los cristales de hielo que se forman durante la congelacion (Moussa et

al., 2002).
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V. CONCLUSIONES

e Los dilutores TRIS-YH y AndroMed presentan porcentajes superiores de motilidad
total y vitalidad frente al dilutor Bioxcell mientras que los dilutores AndroMed y
Bioxcell presentan porcentajes superiores del test Hipoosmético frente al dilutor

TRIS-YH en la coleccién a 37 °C.

e Los dilutores TRIS-YH y AndroMed presentan porcentajes superiores de motilidad
total frente al dilutor Bioxcell, mientras que dilutor AndroMed y Bioxcell presentan
porcentajes superiores del test Hipoosmatico frente al dilutor TRIS-YH y para la
vitalidad espermatica el dilutor AndroMed muestra superioridad frente a los dilutores

TRIS-YH y Bioxcell en la fase de equilibrio a 5 °C.

e EIl dilutor TRIS-YH y AndroMed, presentan porcentajes superiores a la
descongelacion frente al dilutor Bioxcell con relacién a la motilidad total, test
Hipoosmadtico y vitalidad espermatica, mientras que para los diferentes patrones de
motilidad espermatica el dilutor TRIS-YH y AndroMed muestran porcentajes
mayores de motilidad progresiva y motilidad oscilatoria frente al dilutor Bioxcell y la

motilidad circular presenta similitud con los tres dilutores.
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V1. RECOMENDACIONES

e Congelar los espermatozoides procedentes del conducto deferente con los

dilutores Tris=YH o AndroMed.

e Evaluar los espermatozoides congelados/descongelados con pruebas supravitales

para ver la integridad del ADN y acrosoma.

e Probar la fertilidad in vivo inseminando a la hembra con espermatozoides

congelados/descongelados.
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ANEXOS

MATERIALES
Sustancias:

e Nitrégeno liquido

e Gentamicina 160 mg/2 ml
e Yema de huevo fresco

e Agua bidestilada

e Vaselina solida, Portugal®
e Solucion Hipoosmdtico

e Colorante eosina nigrosina
e Agua ultra pura

e Glicerol

e Alcohol 70°

e Alcohol polivinilico

e Fructosa

e Dilutor AndroMed

e Dilutor Bioxcell

e Dilutor TRIS- citrato

e Acido citrico

Materiales de laboratorio:

e Termdmetro digital

e Termocupla

e Vaso de precipitados, 100 ml

e Cémara de flujo laminar

e Tanque criogénico

e Probeta graduada, 100 ml

e Tubos de ensayo, 4 ml'y 10ml

e Microscopio Optico

e Platino calentador

e Homogeneizador vortex

e Centrifugadora

e Balanza digital

e Refrigeradora

e Bafio de maria

e Gradillas

e Equipo congelador de semen (TK 3000 COMPACTA CSE, TK Technologies®,
Brasil)

e Termo de coleccion
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Materiales:

e Torundas de algodon

e Pajillas de semen, 0.25 ml (IMV Technologies®; Francia)
e Jeringas, 10mL;5mL;3mLy1mL

e Papel toalla

e Laminas portaobjetos

e Laminas cubreobjetos

e Papel filtro

ANEXO A: TABLAS
Tabla 5. Composicion de la FRACION “A” del dilutor TRIS-YH.

Producto Cantidad
Tris 2429
Acido citrico monohidratado 1.34¢g
Fructuosa 1.25¢
Gentamicina 5uL
Yema de huevo 20%
Agua bidestilada (completar a volumen final) 100 ml

Fuente: (Hafez, 2002).
Tabla 6. Composicion de la FRACION “B” del dilutor TRIS-YH.

Producto Cantidad
Tris 242 ¢
Acido citrico monohidratado 1.34¢g
Fructuosa 1.25¢g
Glicerol 5%
Gentamicina 5uL
Yema de huevo 20%
Agua bidestilada (completar a volumen final) 100 ml

Fuente: (Hafez, 2002).

Tabla 7. Composicion de la Solucién Hipoosmotica.

Producto Cantidad
Citrato de sodio 0.734 g
Fructuosa 1.351¢g
Agua bidestilada (completar a volumen final) 100 ml

Fuente: (Jeyendran et al., 1984)
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Tabla 8. Composicidn de la tincion Eosina-Nigrosina.

Producto Cantidad
Eosina 10 g
Nigrosina 1.67¢g
Agua bidestilada (completar a volumen final) 100 ml

Fuente: (Campbell et al., 1956)

Tabla 9. Parametros espermaticos a la coleccion 37°C con el dilutor TRIS-YH.

DILUTOR TRIS-YH
COLECTA MOTILIDAD TOTAL TEST HIPOOSMOTICO VITALIDAD

1 61.422 51.563 62.963
2 63.85 42.326 60.307
3 72.358 43.269 58.198
4 60 57.307 57.75
5 57.235 38.095 62.713
6 71.358 48.269 57.198
7 63.422 44.563 60.963
8 63.235 50.095 58.713
PROMEDIO *DS 64.1+5.25 46.9 + 6.09 59.9 +2.23

Tabla 10. Parametros espermaticos a la coleccion 37°C con el dilutor AndroMed.

DILUTOR ANDROMED
COLECTA MOTILIDAD TOTAL TEST HIPOOSMOTICO VITALIDAD

1 61.905 58.242 65.55
2 63.347 62.673 63.084
3 69.512 63.551 63.366
4 71.689 63.672 63.084
5 61.441 65.217 78.469
6 59.064 62.217 77.469
7 60.762 59.418 68.55
8 61.22 60.551 60.366
PROMEDIO *DS 63.6 +4.51 61.9 +2.36 67.5+6.88

Tabla 11. Parametros espermaticos a la coleccion 37°C con el dilutor Bioxcell.

DILUTOR BIOXCELL
COLECTA MOTILIDAD TOTAL TEST HIPOOSMOTICO VITALIDAD

1 36.8 62.069 54.506
2 38.889 62.385 52.347
3 40.271 54.222 59.402
4 36.1 64.319 58.088
5 37.118 55.721 55.093
6 40.271 54.222 59.402
7 36.8 62.069 52.347
8 37.118 55.721 55.093
PROMEDIO DS 374 +1.65 58.8 +£4.24 55.8 +2.87
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Tabla 12. Parametros espermaticos en fase de equilibrio 5°C con el dilutor TRIS-YH.

DILUTOR TRIS-YH
COLECTA MOTILIDAD TOTAL TEST HIPOOSMOTICO VITALIDAD

1 42.99 44.93 57.43
2 52.71 35.8 41.58
3 66.99 39.91 60.12
4 47.57 42.25 53.69
5 50.85 30.49 60.35
6 65.99 41.91 59.12
7 51.99 46.93 58.43
8 52.85 30.49 54.35
PROMEDIO *DS 54+8.38 39.1+6.24 55.6+6.19

Tabla 13. Parametros espermaticos en fase de equilibrio 5°C con el dilutor AndroMed.

DILUTOR ANDROMED
COLECTA MOTILIDAD TOTAL TEST HIPOOSMOTICO VITALIDAD

1 55.42 52.61 60.27
2 57.66 51.5 60.19
3 55.98 59.5 57.62
4 57.49 59.17 58.9
5 52.97 60.38 70.85
6 54.61 59.38 71.85
7 59.17 54.61 61.27
8 58.61 59.5 59.62
PROMEDIO *DS 56.5+2.12 57.1+3.58 62.6+5.53

Tabla 14. Parametros espermaticos en fase de equilibrio 5°C con el dilutor Bioxcell.

DILUTOR BIOXCELL
COLECTA MOTILIDAD TOTAL TEST HIPOOSMOTICO VITALIDAD

1 31.03 48.33 49.75
2 33.01 4431 48.18
3 36.32 48.75 53.41
4 33.48 53.68 53.25
5 32.18 47.26 53.09
6 39.32 46.75 54.41
7 30.03 49.33 49.18
8 30.18 49.26 50.09
PROMEDIO *DS 33.2+3.21 48.5+2.6 51.4+2.36
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Tabla 15. Parametros espermaéticos a la post-descongelacion 38°C con el dilutor TRIS-
YH.

DILUTOR TRIS-YH
COLECTA REPETICION MOTILIDAD TEST HIPOOSMOTICO VITALIDAD

I 1 17.11 20.72 30.1
I 1 38.57 27.05 39.8
I 2 27.43 32.56 41
I 3 31.11 39.05 39.5
I 1 36.59 84.47 46.53
I 2 32.26 23.71 42.65
v 1 23.9 16.67 385
v 2 23.89 15.81 40.89
v 3 20.43 13.64 47.55
\Y 1 21.51 12,5 41.18
\Y 2 24.76 10.26 34.48
\Y 3 26.11 23.71 30.73
\Y 4 23.21 19.12 36.71
\Y 5 25.21 22.33 32.8
\Y 6 26 21.59 47.55
Vi 1 23.9 23.72 40.65
Vi 2 25.21 20.35 32.73
Vi 3 25.21 16.26 30.8
Vi 4 17.11 19.47 40
VII 1 36.59 21.81 311
Vil 2 27.43 20.12 37.8
Vil 3 26.11 20.47 36.5
Vil 4 31.11 19.81 41.53
Vil 5 23.21 22.5 38.5
VIl 1 20.43 21.72 39.8
Vil 2 21.51 19.33 40.89
VIl 3 32.26 20.72 47.55
VIl 4 23.9 20.12 36.73
PROMEDIO DS 26.1+5.49 23.2+13.2 38.7+5.12
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Tabla 16. Parametros espermaticos a la post-descongelacién 38°C con el dilutor

AndroMed.

DILUTOR ANDROMED

COLECTA REPETICION MOTILIDAD TEST HIPOOSMOTICO VITALIDAD

I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
v
v
v
v
v
v
v

Vil
Vil
VII
Vil
VII
Vil
VIl
VIl
VIl

-

WNNPFPOUOPRWONRFPFOPRRWOPNPFPORWONPEFPANOOPRWONPFPOOOPROLONPEFPEANOOOPRRWNPEFPOORWN

30.88
26.15
29.78
30.58
28.37
33.19
35.62
38.01
37.39
31.38
32.09
32.86
38.81
34.59
38.06
31.08
32.78
40.92
37.63
30.28
32.93
33.94
28.71
29.96
38.17
31.11
25.62
32.34
32.77
27.57
30
29.78
28.37
33.19
37.39
31.38
38.81
34.59
31.08
37.63
33.94
28.71
32.17
31.11
32.34
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31.9
30.95
30.28
31.91
33.33

32

32.2
32.99
30.25
25.36
30.94
33.04
29.95
32.44
31.86
31.53
28.93
25.85
29.11
32.74
28.23
31.53
32.89
28.33
32.08
29.03
31.72
28.57
32.65
34.55
25.42

30.9
29.91

33
31.99
27.36

31
30.53
31.74
31.53
29.08
30.72
92.57
27.85
30.74

26.77
31.58
31.85
32.39
26.82
25.48
32.04
31.65
29.44
28.83
28.64
31.9
31.37
27.03
22.83
25.53
27.75
23.74
26.05
27.24
28.05
32.55
29.85
31.43
27.8
29.44
29.83
30.65
32.58
28.08
31.33
27.77
30.85
30.39
29.48
31.04
30.65
29.64
29.03
28.53
30.75
29.24
30.55
31.85
30.43
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VIl 4 32.77 30.08 21.44
VIl 5 27.57 28.03 32.58
PROMEDIO DS 32.6+3.66 31.9+9.28 29.2+2.62

Tabla 17. Parametros espermaticos a la post-descongelacion 38°C con el dilutor

Bioxcell.
DILUTOR BIOXCELL
COLECTA REPETICION MOTILIDAD TEST HIPOOSMOTICO VITALIDAD

I 1 13.69 14.47 14.36
I 2 8.7 19.43 8.77
I 3 10.84 17.32 12.83
I 4 11.74 16.67 14.8
I 5 10.49 17 9.77
II 1 12.39 14.98 10.31
I1 2 9.29 17.97 10.4
I1 3 8.81 15.81 9.68
I1 4 7.55 14.56 12.44
II 5 12 10.14 9.95
111 1 11.94 14.73 10

111 2 9.05 14.34 12.9
I11 3 11.88 15.42 10.91
I11 4 9.23 14.16 10.45
I11 5 7.8 15.98 12.69
IV 1 10 30.99 12

IV 2 8.64 12.2 9.91
IV 3 8.87 32.3 9.09
IV 4 8.78 37.38 11.06
IV 5 7.88 16.59 10.3
\Y 1 7.31 16.45 11.37
Vv 2 6.73 14.62 9.09
Vv 3 9.91 16.4 9.32
Vv 4 9.8 16.28 10.48
Vv 5 8.69 14.15 11.5
VI 1 9.7 13.47 9.77
VI 2 14.5 15.32 11.83
VI 3 12.81 17.67 12.8
VI 4 11 16.98 11.31
VI 5 12.94 13.97 9.2

VII 1 12.88 16.81 11.59
VII 2 8.23 15.14 9.45
VII 3 9.64 17.42 11.69
VII 4 9.87 16.16 10.06
VII 5 10.31 15.2 9.3

VIII 1 9.73 20.3 12.09
VIII 2 10.8 21.38 9.2

VIII 3 9.78 19.59 9.48
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VIII 4 9.88 19.45 8.91
VIII 5 8.8 19.4 11.09
PROMEDIO *DS 10.1+1.83 17.5%£5.29 10.8£1.5

Tabla 18. Patrones de Motilidad espermatica post-descongelacion 38°C con el dilutor

TRIS-YH.
DILUTOR TRIS-YH; PATRONES DE MOTILIDAD
MOTILIDAD
COLECT REPETICIO PROGRESIV MOTILIDAD MOTILIDAD
A N A OSILATORIA CIRCULAR
I 1 6.14 7.02 3.95
I 1 23.33 14.76 0.48
I 2 6.75 17.72 2.95
I 3 8.89 13.33 8.89
Il 1 17.56 18.54 0.49
Il 2 12.9 19.35 0
v 1 7.57 14.74 1.59
v 2 12.55 11.34 0
v 3 5.38 12.9 2.15
\Y 1 12.9 8.06 0.54
\Y 2 10.95 13.81 0
\Y 3 13.27 12.83 0
\Y 4 6.55 16.67 0
\Y 5 11.34 13.87 0
\Y 6 10.4 15.2 0.4
VI 1 11.57 10.74 1.59
Vi 2 12.34 12.87 0
VI 3 10.34 13.87 1
VI 4 6.14 7.02 3.95
VIl 1 16.56 16.54 3.49
VIl 2 11.75 11.72 3.95
VIl 3 10.27 14.83 1
VIl 4 14.89 8.33 7.89
VIl 5 13.55 7.67 2
Vil 1 11.38 8.9 0.15
Vil 2 12.9 7.06 1.54
Vil 3 14.9 14.35 3
VIl 4 11.57 9.74 2.59
PROMEDIO *DS 11.6+3.89 12.6+3.61 1.91+2.29
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Tabla 19. Patrones de Motilidad espermética post-descongelacion 38°C con el dilutor

AndroMed.
DILUTOR ANDROMED; PATRONES DE MOTILIDAD
MOTILIDAD
COLECT REPETICIo PROGRESIV ~ MOTILIDAD MOTILIDAD
A N A OSILATORIA CIRCULAR
| 1 13.82 13.36 3.69
I 2 9.23 16.15 0.77
| 3 10.67 19.11 0
I 4 4.85 25.73 0
I 5 5.58 22.79 0
I 6 6.03 27.16 0
I 1 9.44 24.89 1.29
I 2 14.48 19.91 3.62
I 3 8.26 27.83 1.3
I 4 7.53 23.85 0
I 5 10.23 21.86 0
I 6 4.23 28.64 0
I 7 7.76 28.77 2.28
11 1 11.53 21.06 2
11 2 10.33 25.74 1.99
Il 3 9.35 20.94 0.79
11 4 11.83 19.56 1.4
Il 5 12.23 25.82 2.87
11 6 15.54 19.24 2.86
AV 1 4,59 24.77 0.92
v 2 2.44 28.86 1.63
v 3 5.05 26.71 2.17
v 4 4.46 23.27 0.99
v 5 4.05 25.1 0.81
v 6 9.88 28.29 0
v 7 5.33 23.11 2.67
\Y/ 1 3.45 22.17 0
V 2 4.98 25.87 1.49
\Y/ 3 7.98 24.37 0.42
V 4 9.35 18.22 0
\Y/ 5 6.73 22.27 1
VI 1 11.67 18.11 0
Vi 2 6.58 20.79 1
VI 3 8.03 25.16 0
Vi 4 8.26 27.83 1.3
Vi 5 7.53 22.85 1
Vil 1 7.76 28.77 2.28
Vil 2 10.53 22.06 2
VI 3 9.35 20.94 0.79
Vil 4 15.54 19.24 2.86
VI 5 8.05 23.71 2.17
Vil 6 8.46 19.27 0.99
VI 1 9.88 22.29 0
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VIl 2 6.33 22.11 2.67
Vil 3 7.98 22.87 1.49
VIl 4 7.98 24.37 0.42
VIl 5 8.35 19.22 0
PROMEDIO DS 8.37+3.09 23.1+3.61 1.19+1.08

Tabla 20. Patrones de Motilidad espermética post-descongelacion 38°C con el dilutor

Bioxcell.
DILUTOR BIOXCELL; PATRONES DE MOTILIDAD
MOTILIDAD
COLECT REPETIclo PROGRESIV ~ MOTILIDAD MOTILIDAD
A N A OSILATORIA CIRCULAR
I 1 2.07 10.37 1.24
| 2 1.93 5.8 0.97
I 3 2.46 7.39 0.99
| 4 3.44 6.39 1.91
I 5 1.58 7.72 1.19
I 1 2.75 8.26 1.38
I 2 2.21 5.75 1.33
I 3 2.07 5.18 1.55
I 4 1.89 4.72 0.94
| 5 1.5 9.5 1
11 1 2.49 8.46 1
Il 2 3.02 5.03 1.01
11 3 2.97 7.92 0.99
Il 4 2.05 6.67 0.51
11 5 1.95 4.39 1.46
AV 1 1.74 6.96 1.3
v 2 1.82 5.45 1.36
AV 3 1.97 5.42 1.48
v 4 1.95 5.85 0.98
AV 5 1.97 4.43 1.48
\Y/ 1 1.37 4.57 1.37
V 2 1.44 3.85 1.44
\Y/ 3 1.89 6.6 1.42
V 4 2.45 6.37 0.98
\Y/ 5 2.4 4.85 1.44
VI 1 2.93 5.8 0.97
Vi 2 3.37 9.31 1.83
VI 3 4.07 7.18 1.55
VI 4 0.5 9.5 1
Vi 5 2.49 8.46 2
Vil 1 2.97 7.92 1.99
Vil 2 2.05 5.67 0.51
VI 3 1.82 6.45 1.36
Vil 4 1.97 6.42 1.48
VI 5 2.37 6.57 1.37
VI 1 2.44 4.85 2.44
VI 2 2.45 6.37 1.98
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VIl 3 1.95 5.85 1.98
Vil 4 2.97 4.43 2.48
VIII 5 1.95 4.39 2.46
PROMEDIO DS 2.24+0.648 6.43+1.64 1.4+0.476

Tabla 21. Valores transformados a Arcoseno de raiz de los parametros espermaéticos a la
coleccion 37°C

TRATAMIENTO MOTILIDAD TOTAL TEST HIPOOSMOTICO VITALIDAD

T1 0.901 0.801 0.917
T1 0.926 0.708 0.889
T1 1.017 0.718 0.868
T1 0.886 0.859 0.863
Tl 0.858 0.665 0.914
Tl 1.006 0.768 0.858
T1 0.921 0.731 0.896
Tl 0.919 0.786 0.873
T2 0.906 0.868 0.944
T2 0.921 0.914 0.918
T2 0.986 0.923 0.921
T2 1.010 0.924 0.918
T2 0.901 0.940 1.088
T2 0.877 0.909 1.076
T2 0.894 0.880 0.975
T2 0.899 0.892 0.890
T3 0.652 0.907 0.831
T3 0.673 0.911 0.809
T3 0.687 0.828 0.880
T3 0.645 0.931 0.867
T3 0.655 0.843 0.836
T3 0.687 0.828 0.880
T3 0.652 0.907 0.809
T3 0.655 0.843 0.836
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Tabla 22. Valores transformados a Arcoseno de raiz de los parametros espermaticos en
fase de equilibrio 5°C

TRATAMIENTO MOTILIDAD TOTAL TEST HIPOOSMOTICO VITALIDAD

T1 0.715 0.735 0.860
T1 0.812 0.641 0.701
Tl 0.959 0.684 0.887
Tl 0.761 0.708 0.822
T1 0.794 0.585 0.890
Tl 0.948 0.704 0.877
Tl 0.805 0.755 0.870
Tl 0.814 0.585 0.829
T2 0.840 0.811 0.889
T2 0.862 0.800 0.888
T2 0.845 0.881 0.862
T2 0.861 0.878 0.875
T2 0.815 0.890 1.000
T2 0.832 0.880 1.012
T2 0.878 0.832 0.899
T2 0.872 0.881 0.882
T3 0.591 0.769 0.783
T3 0.612 0.728 0.767
T3 0.647 0.773 0.819
T3 0.617 0.822 0.818
T3 0.603 0.758 0.816
T3 0.678 0.753 0.830
T3 0.580 0.779 0.777
T3 0.582 0.778 0.786

Tabla 23. Andlisis de la VVarianza para motilidad total a la coleccion 37°C.

Variable N R? Rz Aj Cv
MOTILIDAD TOTAL 24 0.9 0.89 5.16

Tabla 24. Analisis de la Varianza (SC tipo 111) para Motilidad total a la coleccion 37°C.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.37 2 0.19 98.96  <0.0001
TRATAMIENTO 0.37 2 0.19 98.96 <0.0001
Error 0.04 21 1.90E-03
Total 0.41 23
89

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Tabla 25. Test: Tukey, para motilidad total a la coleccion 37°C.
Alfa=0.05, DMS=0.05452

TRATAMIENTO  Medias N E.E.
T3 0.66 8 0.02 A
T2 0.92 8 0.02 B
T1 0.93 8 0.02 B
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >
0.05)

Error: 0.0019 gl: 21

Tabla 26. Andlisis de varianza para el Test Hipoosmético a la coleccion 37°C.

Variable N R? Rz Aj Ccv

TEST HIPOOSMOTICO 24 0.7

0.67 5.38

Tabla 27. Andlisis de la Varianza (SC tipo I11) para el Test Hipoosmotico a la coleccion

37°C.
F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 0.1 2 0.05 24.82  <0.0001
TRATAMIENTO 0.1 2 0.05 24.82  <0.0001
Error 0.04 21 2.10E-03
Total 0.15 23

Tabla 28. Test: Tukey, para el Test Hipoosmético a la coleccion 37°C.
Alfa=0.05, DMS=0.05730

TRATAMIENTO  Medias N E.E.
A 0.75 8 0.02 A
T3 0.87 8 0.02 B
T2 0.91 8 0.02 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
Error: 0.0021 gl: 21

Tabla 29. Andlisis de la Varianza para vitalidad a la coleccién 37°C.

Variable N R2 Rz Aj CVv
VITALIDAD 24 0.56 0.52 5.4

Tabla 30. Analisis de la Varianza (SC tipo I11) para vitalidad a la coleccién 37°C.

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 0.06 2 0.03 13.25  0.0002
TRATAMIENTO 0.06 2 0.03 13.25  0.0002
Error 0.05 21 2.40E-03
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Total 0.11 23

Tabla 31. Test: Tukey, para vitalidad a la coleccion 37°C.
Alfa=0.05, DMS=0.06117

TRATAMIENTO Medias N E.E.
T3 0.84 8 0.02 A
Tl 0.88 8 0.02 A
T2 0.97 8 0.02 B
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p
> 0.05)

Error: 0.0024 gl: 21

Tabla 32. Andlisis de la VVarianza para Motilidad total en fase de equilibrio 5°C.

Variable N R2 RZ Aj Cv
MOTILIDAD TOTAL 24 0.81 0.8 7.13

Tabla 33. Andlisis de la Varianza (SC tipo I11) para Motilidad total en fase de equilibrio

5°C.
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.27 2 0.14 45.84  <0.0001
TRATAMIENTO 0.27 2 0.14 45.84  <0.0001
Error 0.06 21 3.00E-03
Total 0.33 23

Tabla 34. Test: Tukey, para Motilidad total en fase de equilibrio 5°C.
Alfa=0.05, DMS=0.06856

TRATAMIENTO  Medias n E.E.
T3 0.61 8 0.02 A
Tl 0.83 8 0.02 B
T2 0.85 8 0.02 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
Error: 0.0030 gl: 21

Tabla 35. Andlisis de la Varianza para Test Hipoosmético en fase de equilibrio 5°C

Variable N R? R2 Aj CVv

TEST
HIPOOSMOTICO

24 0.75 0.73 5.94
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Tabla 36. Analisis de la Varianza (SC tipo Il1) para Test Hipoosmético en fase de

equilibrio 5°C.
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.13 2 0.07 31.92  <0.0001
TRATAMIENTO 0.13 2 0.07 31.92  <0.0001
Error 0.04 21 2.10E-03
Total 0.18 23

Tabla 37. Test: Tukey, para Test Hipoosmético en fase de equilibrio 5°C.

Alfa=0.05, DMS=0.05744

TRATAMIENTO Medias n E.E.
T1 0.67 8 0.02 A
T3 0.77 8 0.02 B
T2 0.86 8 0.02 C

Medias con una letra comudn no son significativamente diferentes (p > 0.05)
Error: 0.0021 gl: 21

Tabla 38. Andlisis de la VVarianza para vitalidad en fase de equilibrio 5°C

Variable N R2 Rz Aj Cv
VITALIDAD 24 0.49 0.44 6

Tabla 39. Andlisis de la Varianza (SC tipo 1) para vitalidad en fase de equilibrio 5°C.

F.V. SC ol CM F p-valor
Modelo 0.05 2 0.03 10.15 0.0008
TRATAMIENTO 0.05 2 0.03 10.15 0.0008
Error 0.05 21 2.60E-03
Total 0.11 23

Tabla 40. Test:Tukey, para vitalidad en fase de equilibrio 5°C.

Alfa=0.05, DMS=0.06439

TRATAMIENTO  Medias n E.E.
T3 0.8 8 0.02 A
Tl 0.84 8 0.02 A
T2 0.91 8 0.02 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
Error: 0.0026 gl: 21

Tabla 41. Analisis de la VVarianza para Motilidad total post-descongelacién.

Variable N R? Rz Aj CVv
MOTILIDAD TOTAL 115 0.9 0.9 8.82
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Tabla 42. Analisis de la Varianza (SC tipo 111) para Motilidad total post-descongelacion.

F.V. SC ol CM F p-valor
Modelo 1.84 2 0.92 491.88 <0.0001
TRATAMIENTO 1.84 2 0.92 491.88 <0.0001
Error 0.21 112 1.90E-03
Total 2.05 114

Tabla 43. Test: Tukey, para Motilidad total post-descongelacion.

Alfa=0.05, DMS=0.02402
TRATAMIENTO Medias n E.E.

T3 0.32 40 0.01 A
Tl 0.53 28 0.01 B
T2 0.61 47 0.01 C
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >
0.05)

Error: 0.0019 gl: 112

Tabla 44. Analisis de la Varianza para el Test Hipoosmético post-descongelacion.

Variable N R2 R2 AJ cvV
TEST
HIPOOSMOTICO 115 0.34 0.33 20.57

Tabla 45. Analisis de la Varianza (SC tipo Il1) para el Test Hipoosmotico post-
descongelacion.

F.V. SC ol CM F p-valor
Modelo 0.66 2 0.33 29.19 <0.0001
TRATAMIENTO 0.66 2 0.33 29.19 <0.0001
Error 1.26 112 0.01
Total 1.92 114

Tabla 46. Test:Tukey, para el Test Hipoosmotico post-descongelacion.

Alfa=0.05, DMS=0.05889

TRATAMIENTO Medias n E.E.
T3 0.43 40 0.02 A
T1 0.5 28 0.02 B
T2 0.6 47 0.02 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
Error: 0.0112 gl: 112
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Tabla 47. Analisis de la Varianza (SC tipo 111) para vitalidad post-descongelacion.

Variable N R? Rz Aj Ccv
VITALIDAD 115 0.94 0.94 6.82

Tabla 48. Andlisis de la Varianza (SC tipo 1) para vitalidad post-descongelacion.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 2.14 2 1.07 873.39  <0.0001
TRATAMIENTO 2.14 2 1.07 873.39  <0.0001
Error 0.14 112 1.20E-03
Total 2.28 114

Tabla 49. Test: Tukey, para vitalidad post-descongelacion.

Alfa=0.05, DMS=0.01943

TRATAMIENTO Medias n E.E.
T3 0.33 40 0.01 A
T2 0.57 47 0.01 B
T1 0.67 28 0.01 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
Error: 0.0012 gl: 112

Tabla 50. MANOVA de un factor para patrones de motilidad.

F.V. Estadistico F gl(num)  gl(den) p
Wilks 0.05 130.15 6 220 <0.0001
TRATAMIENTO Pillai _ 14 85.44 6 222 <0.0001
Lawley-Hotelling 10.51 190.93 6 218 <0.0001
Roy 9.55 353.25 3 111 <0.0001

Tabla 51. MANOVA de un factor para patrones de motilidad Prueba de Hotelling con
nivel corregido por Bonferroni

Alfa=0.05

MOTILIDAD MOTILIDAD MOTILIDAD 3
TRATAMIENTO o0 GGRESIVA OSCILATORIA CIRCULAR N Alfa=0.05

T3 0.15 0.25 0.12 40 A
T2 0.29 0.5 0.09 47 B
T1 0.34 0.36 0.11 28 C

Medias con una letra comudn no son significativamente diferentes (p > 0.05)
Error: Matriz de covarianzas comdn gl: 112
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ANEXO B: FIGURAS

Figura 2. Pesaje de los ingredientes para la preparacion del dilutor TRIS-YH

Figura 3. Obtencion de la yema de huevo.

Figura 4. Homogenizacion de dilutor madre tris con yema de huevo
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Figura 5. Centrifugado de dilutor madre tris y yema de huevo

Figura 6. Filtrado del sobre nadante del dilutor madre tris mas yema de huevo.

Figura 7. Bafio de maria a 37°C, acondicionado en un termo donde se colocaron tubos
de ensayo con dilutor y jeringas de coleccion.
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Figura 10. Coleccién de las gotas de espermatozoides con una jeringa de hipodérmica
adosada a un tips.
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Figura 13. Evaluacién de la concentracion espermatica
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Figura 14. Evaluacion de la funcionabilidad de la membrana mediante el test
Hipoosmotico.

Figura 15. Evaluacion de vitalidad.
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