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Efecto de Tres Crioprotectores en la Criopreservacion de
Espermatozoides Epididimarios de Alpaca

ErFFeCT oF THREE CRYOPROTECTANS ON THE CRYOPRESERVATION OF EPIDIDYMAL
ALPACA SPERMATOZOA

Marino Terreros C.t, Wilfredo Huanca L.*3, Irma Arriaga C.}, Antonio Ampuero B.?2

RESUMEN

El estudio tuvo por objetivo evaluar el efecto de tres crioprotectores: Dimetil Sulféxido
(DMSO), Etilenglicol (EG) y Glicerol (GL) sobre la criopreservacion de espermatozoides
epididimarios de alpaca. Se trabajo con testiculos de alpacas mayores de tres afios. Se
separaron los epididimos y se diseccionaron las colas. Los espermatozoides fueron recu-
perados con la fraccién A del dilutor (leche descremada, yema de huevoy fructosa) y se
emplearon las muestras con motilidad espermatica igual o mayor a 50% (n=18, matilidad
= 69%, integridad funcional de membrana espermatica = 48%). La fraccion A con los
espermatozoides fue refrigerada (1 °C/5 min) hasta alcanzar 5 °C. Esta fraccion se dividid
en tres y se afiadié un volumen igual de la fraccién B conteniendo un crioprotector
(DMSO: 7%, 0.9M; EG: 7%, 0.9M; GL: 7%, 1.2M). Se llenaron pajillasde 0.5 ml con la
dilucion final y se congelaron en nitrégeno liquido. Después de 7 dias de almacenamien-
to, las motilidades posdescongelacidn fueron de 31, 8 y 24% y los porcentajes de integri-
dad funcional de la membrana espermatica fueron de 28, 17 y 26% para DMSO, EG y GL,
respectivamente. Se llevo a cabo un ensayo de fecundacién in vitro con los
espermatozoides descongelados de los grupos DMSO y GL, donde la tasa de division a
las 72 h posfecundacion fue de 47 y 27%, respectivamente, sin diferencias significativas.
Los resultados sugieren que el dimetil sulfoxido y el glicerol son agentes crioprotectores
mas efectivos en comparacion al etilenglicol.

Palabrasclave: crioprotectores, criopreservacion, espermatozoides epididimarios, alpa-
ca, fecundacion in vitro
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Criopreservacion de espermatozoides epididimarios de alpaca

ABSTRACT

The study aimed to evaluate the effect of three cryoprotectants: Dimetil Sulfoxide
(DMSO0), Ethylene glycol (EG) and Glycerol (GL) on the cryopreservation of epididymal
alpaca sperm. Testicles of alpacas older than 3 years were used. The epididymides were
separated and the tails were dissected. The spermatozoa were recovered with fraction A
of the extender (cow skim milk, egg yolk and fructose), selecting samples with sperm
motility equal or higher than 50% (n=18, motility = 69%, sperm membrane functional
integrity = 48%). The fraction A with the sperm was refrigerated (cooling rate of 1 °C/5
min) until 5°C. The fraction was divided in three and added the same volume of fraction
B with the cryoprotectant (DMSO: 7%, 0.9M; EG: 7%, 0.9M; GL: 7%, 1.2M). Then, 0.5 ml
straws were filled with the final dilution and frozen in liquid nitrogen. After 7 days of
storage, the post-thaw motilities were 31, 8 and 24% and percentages of sperm membrane
functional integrity were 28, 17 and 26% for DMSO, EG and GL respectively. An in vitro
fertilization trial was conducted with thawed sperm from groups DMSO and GL, where
the cleavage rate at 72 h post-fertilization was 47 and 27% respectively and without
statistical difference. The results suggest that dimetil sulfoxide and glycerol are more
efficient cryoprotective agents in comparison to the ethylene glycol.

Keywords: cryoprotectants, cryopreservation, epididymal sperm, alpaca, in vitro

fertilization

INTRODUCCION

Las peculiaridades y caracteristicas
reproductivas propias de cada especie difi-
cultan el establecimiento de protocolos de
criopreservacion de semen. Estos protoco-
los, sin embargo, son usualmente desarrolla-
dos y validados para colectas de semen de
reproductores en buenas condiciones fisicas
y de salud; no obstante, existen circunstan-
cias en que por muerte accidental o por en-
fermedad se puede perder el material
genético.

En estos casos, existe la posibilidad de
recuperar los espermatozoides de los
epididimos y criopreservarlos (Martins et al.,
2007). Ademas, en los camélidos sudameri-
canos, los espermatozoides epididimarios
ofrecen un modelo mas sencillo para esta-
blecer protocolos de congelacién en compa-
racion al semen obtenido mediante eyacula-
cion, ya que no entran en contacto con el vis-
coso plasma seminal (Morton et al., 2007).

Rev Inv Vet Perd2015; 26(3): 420-426

La criopreservacion de espermato-
zoides epididimarios ha sido comprobada en
varias especies; sin embargo, existe poca in-
formacion en camélidos sudamericanos y alin
no se ha logrado establecer un proceso ade-
cuado y confiable. Los reportes de motilidad
posdescongelacion son variables, habiendo
reportes de 14% (Rodriguez, 2009), 17%
(Banda et al., 2010), 18% (Morton et al.,
2007), 20% (Morton et al., 2010) y 33%
(Canorio, 2008).

En la criopreservacion de cualquier
material bioldgico se debe brindar las condi-
ciones adecuadas para su supervivencia, y
es alli donde los agentes crioprotectores cum-
plen una importante funcion. Los
crioprotectores permeables son sustancias de
bajo peso molecular que pueden pasar a tra-
vés de la membrana celular, remplazando el
volumen de agua intracelular evitando los
dafios producidos por la formacion de crista-
les de hielo y, a su vez, manteniendo el volu-
men celular impidiendo el colapso celular por
excesiva deshidratacion (Medeiros et al.,
2002; Rota et al., 2006).
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Dentro de los crioprotectores, el glice-
rol (GL) ha sido extensamente usado en la
criopreservacion de varios tipos de células,
incluyendo el esperma mamifero (Rasul et
al., 2007). Por otro lado, el Dimetil Sulfoxido
(DMSO) es un agente crioprotector prome-
tedor para las células, pues su bajo peso
molecular (78.13 g/mol) le permite atravesar
la membrana celular de manera rapida
(Avila-Portillo et al., 2006); en tanto que el
etilenglicol (EG) es un crioprotector que ha
sido utilizado universalmente en la congela-
cion de tejido ovérico y de embriones de
muchas especies (Rodrigues et al., 2004), y
con el semen de toro ejerce un menor efecto
inhibitorio en la motilidad que el GL o el
DMSO (Guthrie et al., 2002).

MATERIALES Y METODOS

Material Biolégico y Dilutores

Un total de 32 pares de testiculos de
alpacas mayores a 3 afios de edad fueron
recolectados en el camal de Pilpichaca (pro-
vincia de Huaytara, departamento de
Huancavelica) entre enero y agosto de 2010.
Los testiculos fueron inmersos en solucion
tamponada para su traslado al Laboratorio
de Reproduccion Animal de la Facultad de
Medicina Veterinaria, Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, Lima. El tiempo de
transporte del material biologico fue de 8 a
10 h, empledndose 2 h adicionales en obte-
ner los espermatozoides.

La fraccion A del dilutor incluyo leche
fresca descremada UHT (Gloria S.A.), 5%
viv de yema de huevo y 4.85% p/v de
fructosa. Se utiliz6 2.5 ml del dilutor para la
recuperacion de espermatozoides de los
epididimos y para su mantenimiento en refri-
geracion. La fraccion B del dilutor estuvo
compuesta por la fraccion Ay 14% viv de
cada crioprotector (DMSO, Sigma; EG,
Merck; GL, Mallinckrodt Baker).
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Espermatozoides Epididimarios

Los testiculos fueron lavados con solu-
cion tamponada a 37 °C. Los epididimos fue-
ron removidos y desinfectados con alcohol al
70%. El par de epididimos fue considerado
como una sola muestra. Se separaron las colas
de ambos epididimos y fueron diseccionadas.
Se les agregd 2.5 ml de la fraccion Aa 37 °C
con el fin de recuperar los espermatozoides.
Luego, se recuperd la fraccion A con los
espermatozoides y se coloc6 en bafio maria
a 37 °C por 5 min. Se evalué la calidad
espermatica, aceptado Unicamente muestras
con motilidad mayor o igual a 50%. Al final,
se seleccionaron 18 muestras con 68.9 *
6.1% de motilidad, lo cual corresponde al
52.3% de pares de testiculos utilizados.

Para la congelacion, la fracciéon A con-
teniendo los espermatozoides se dividid en tres
partes para la adicion de los tres
crioprotectores en estudio (DMSO, EG, GL).
Esta fraccion se llevo a una velocidad de en-
friamiento de 1 °C por cada 5 min para dismi-
nuir la temperatura de 37 a 5 °C. Aesa tem-
peratura se combind con volimenes iguales
de la fraccion B de cada crioprotector,
obteniéndose en cada caso una concentra-
cion final de 7% cada crioprotector del 7%;
esto es, 0.9M para GL, 0.9M para DMSO y
1.2M para EG.

La solucién conteniendo los esperma-
tozoides fue transferida a pajillas de 0.5 ml,
sellandose el borde libre de cada pajilla con
alcohol polivinilico para iniciar el proceso de
congelacion. Las pajillas fueron colocadas
horizontalmente por encima de la superficie
del nitrégeno liquido contenido en una caja
de tecnopor para lograr su exposicion a los
vapores, primero a una distancia de 8 cm por
10 miny luego a 4 cm por 10 min, para luego
ser sumergidas en el nitrogeno. Se congela-
ron tres pajillas con la dilucion final por mues-
tra, dando un total de 162 pajillas (54 por tra-
tamiento). Las pajillas quedaron en el tanque
de nitrégeno liquido por siete dias.
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Evaluacion de la Calidad Espermatica

Se hizo una primera evaluacion de la
calidad de los espermatozoides luego de su
recuperacion de los epididimos y una segun-
da evaluacion posterior a la congelacion-des-
congelacion de las pajillas. Para la descon-
gelacion, cada pajilla se retir6 del tanque, se
agité manualmente por breves segundos y se
sumergi6 en agua a 37 °C durante 1 min. La
pajilla fue secada y su contenido se recuperd
en un vial que se llevo a bafio maria a 37 °C
por 5 min. Se evaluaron 36 pajillas por trata-
miento; es decir, un total de 108 pajillas.

Motilidad espermatica. Se colocaron 20 pl
de la muestra sobre una lamina porta-objetos
temperada a 37 °C, se cubrié con una lamina
cubre-objeto y se observo en el microscopio
a 400x. Se determiné el porcentaje de
espermatozoides métiles sobre el total de
espermatozoides observados en 10 campos
de la muestra.

Integridad funcional de la membrana
espermatica. Se utilizé la prueba HOST
(Hipoosmotic Swelling Test). Se incub6 25 pl
de la muestra en 500 ul de solucion hipo-
osmatica durante 30 min a 37 °C y luego se
observé una gota de la muestra al microsco-
pio. Se evaluaron 200 espermatozoides, con-
siderandose Host+, y por consiguiente con
membrana espermatica funcional, a los que
mostraron una hinchazén en la parte distal de
la cola espermatica, y Host- (funcionalmente
dafiados) a aquellos que no mostraron cam-
bio alguno en la cola espermatica.

Evaluacion de la Capacidad Fecundante

La capacidad fecundante de los
espermatozoides de los grupos con mejor su-
pervivencia posdescongelacion (DMSO y
GL) se evalud con un ensayo de fecundacion
in vitro para determinar la tasa de division
de los ovocitos a las 72 h posfecundacion.
Para esto, se hizo una prueba previa de ma-
duracion in vitro y un cultivo in vitro poste-
rior con los 6vulos fecundados.
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Maduracion in vitro. Catorce ovarios de
alpacas sacrificadas en el camal de Pilpichaca
fueron recolectados y llevados al laboratorio
en solucion salina (NaCl 0.9%) con antibidti-
co antimicético. En el laboratorio, se diseccio-
naron los ovarios para recuperar la mayor
cantidad de complejos cumulus-ovocitos
(CCOs). Los ovocitos se seleccionaron con
un estereomicroscopio, considerando la pre-
sencia de una 0 mas capas completas de cé-
lulas del cimulus no expandidas con un as-
pecto compacto, un citoplasma homogéneo y
granulado, frente a ovocitos parcial o com-
pletamente desnudados. Se seleccionaron 30
ovocitos que fueron distribuidos entre los gru-
pos DMSO y GL. Los ovocitos se colocaron
en gotas de maduracion y llevados a una es-
tufaa 39 °C con 5% de CO, y 20% de O,. El
tiempo total de maduracion fue de 40 h.

Fecundacion in vitro. El contenido de dos
pajillas de la misma muestra por tratamiento
y que fueron descongeladas y mantenidas a
37 °C, se colocaron en una gradiente
discontinua de Percoll de 22.5/45%, se
centrifugaron por 10 mina 600 G y luego por
5 mina 300 G. Finalmente, los pellets obteni-
dos fueron reconstituidos para la fecundacion.
De forma similar, después del proceso de ma-
duracidn, los ovocitos fueron recuperados, co-
locados en gotas de fecundacion y llevados a
la estufa por 1 h. Luego, se colocé 2 pl de la
suspension de espermatozoides en las gotas
con los ovocitos maduros. Se afiadié a cada
gota 2 pl de heparina al 2% y 2 ul de PHE
(2mM penicilamina, 1mM hipotaurina y
250mM epinefrina). Las gotas se colocaron
en la estufa por 20 h.

Cultivo in vitro. Al finalizar el proceso de
fecundacion in vitro, los presuntos cigotos
fueron colocados en gotas de cultivo y lleva-
dos a la estufa por 48 h. Los embriones se
evaluaron a las 72 h posfecundacion en base
a la observacion de la division celular (Khatir
etal., 2007).
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Cuadro 1. Efecto de los crioprotectores dimetil sulféxido (DMSO), etilenglicol (EG) y
glicerol (GL) sobre la motilidad posdescongelacion en espermatozoides de

alpacas

Motilidad inicial de

Motilidad post-descongelacion (%)

espermatozoides (%)

0 DMSO EG GL
(n=18) (n=36) (n=36) (n=36)
68.9 £6.1 31.1 +85° 8.3+ 6.9" 23.9+ 83

ab Superindices diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05

Cuadro 2. Efecto de los crioprotectores dimetil sulféxido (DMSO), etilenglicol (EG) y
glicerol (GL) sobre la integridad funcional de la membrana espermatica

posdescongelacién en la alpaca

Integridad funcional de la
membrana espermatica inicial

Integridad funcional de la membrana espermatica post-

descongelacion (%)

(%) DMSO EG GL
(n=18) (n=36) (n=36) (n=36)
539 +85 28.7+58° 178+7.0° 26.4+83°

** superindices diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05)

Andlisis Estadistico

Los porcentajes de motilidad esperma-
tica y de los espermatozoides HOST+ se
transformaron a angulos (angulo = arcoseno
«X) para acercar los valores a la distribucion
normal. Para determinar la existencia de di-
ferencias estadisticas se utilizé la prueba de
analisis de varianza (ANOVA), asi como la
prueba postest de Tukey para determinar di-
ferencias estadisticas entre grupos. Los
datos de la fecundacion in vitro fueron ana-
lizados con la prueba de Chi cuadrado.

REsuLTADOS

Los espermatozoides congelados con
DMSO fueron los que obtuvieron mejor
motilidad posdescongelacion (31.1 + 8.5%)
seguidos de aquellos congelados con glicerol
(23.9 + 8.3%), habiendo diferencias signifi-
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cativas entre estos dos grupos con el grupo
de etilenglicol (Cuadro 1). La integridad fun-
cional inicial de la membrana espermatica fue
de 53.9 £ 8.5%, mientras que los resultados
luego de la descongelacion siguieron el mis-
mo patron que la motilidad (Cuadro 2).

En relacion a la fecundacién in vitro, la
tasa de division de los 15 ovocitos a las 72 h
posfecundacion fue estadisticamente similar
entre el grupo DMSO (46.6%) y el grupo GL
(26.6%).

Discusion

La criopreservacion de semen de
camélidos ha mostrado usualmente resulta-
dos bastante variables. En el presente estu-
dio, las dos mejores motilidades posdescon-
gelacion fueron de 24 y 31%; lo que si bien
no son valores altos, cabe sefialar que la via-

Rev Inv Vet Perd2015; 26(3): 420-426
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bilidad de los espermatozoides disminuye en-
tre un 40 a 50% durante el proceso de
criopreservacion (Watson, 2000), e incluso los
mejores protocolos de criopreservacion no
garantizan una alta supervivencia de los
espermatozoides (Medeiros et al., 2002). Es
asi, que los valores obtenidos son cercanos a
lo tedricamente esperado considerando que
la motilidad inicial fue de 69%.

El 24% de motilidad posdescongelacion
obtenida con el empleo de glicerol ha sido
uno de los mejores resultados reportados con
este crioprotector en espermatozoides
epididimarios, toda vez que Morton et al.
(2007), Banda et al. (2010) y Morton et al.
(2010) reportan motilidades de 18, 14y 20%,
respectivamente. Este resultado se deberia a
la accién conjunta del crioprotector con los
componentes del dilutor, ya que tanto la yema
de huevo como las proteinas de la leche ejer-
cen funciones crioprotectoras que ayudan al
glicerol. Esto también se evidencia en la
aproximacion a los resultados de Morton et
al. (2007, 2010), quienes usaron un dilutor a
base a lactosa, mientras que Banda et al.
(2010) emplearon un dilutor en base a Tris.

En la mayoria de estudios en
criopreservacion de semen de camélidos se
ha utilizado altas concentraciones de GL (6-
7%) como en el presente estudio, mientras
que los trabajos de Morton et al (2007, 2010)
usaron concentraciones bajas (3-4%), las que
también parecen ser adecuadas para la
criopreservacion. Se requiere mayores estu-
dios para establecer la concentracion ade-
cuada de glicerol en la criopreservacion de
espermatozoides epididimarios de alpaca.

La mayor supervivencia espermatica
con el uso de dimetil sulféxido se deberia a la
rapida penetracién en las células
erspermaticas del DMSO por su menor peso
molecular (78.13 g/mol) en comparacion al
glicerol (92.09 g/mol), lo que favoreceria su
accion protectora. ElI 31% de motilidad
posdescongelacion obtenido con este
crioprotector fue similar al 33% obtenido por
Canorio (2008), quienes emplearon un dilutor

Rev Inv Vet Perd2015; 26(3): 420-426

a base de citrato, y cuya molaridad final del
crioprotector fue 0.25M, en comparacion con
el 0.9M del presente estudio.

La baja eficiencia del etilenglicol difiere
de los resultados de Banda et al. (2010), quie-
nes obtuvieron una motilidad de 17% con este
crioprotector. Esta diferencia se deberia a la
mayor susceptibilidad de los espermatozoides
de alpaca a los efectos toxicos de concentra-
ciones altas de EG. La molaridad empleada
en el presente trabajo fue de 1.2M, mientras
que en el otro estudio fue de 0.2M.

Los resultados de integridad funcional
de la membrana espermatica reafirma el buen
desempefio de DMSO y Gl como criopro-
tectores.

El presente trabajo es la primera expe-
riencia reportada de fecundacion in vitro en
alpacas usando espermatozoides epididi-
marios poscriopreservacion. No obstante, la
cantidad de ovocitos procesados fue peque-
fia (15 por grupo) en comparacion a otros
trabajos de fecundacion en camélidos (Del
Campo et al., 1994; Khatir y Anouassi, 2006)
donde se emplearon 234 y 664 ovocitos, res-
pectivamente. Sin embargo, estos resultados
son auspiciosos ya que se ha comprobado la
posibilidad de fecundar in vitro ovocitos de
alpaca con este tipo de espermatozoides.
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