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RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar y comparar las caracteristicas bioquimicas del
plasma seminal de alpacas en fresco y descongelado. Se recolectdé semen, mediante
electroeyaculacion, de cuatro alpacas adultas, una vez por semana por cuatro semanas.
El semen se centrifugd y el plasma seminal fue separado. Una parte se analiz6 en fresco
y laotra parte se almacen6 en nitrégeno liquido por un mes. Se le hizo el analisis bioquimico
a ambos juegos de muestras. Se determinaron los niveles de glucosa, colesterol total,
colesterol-HDL, triglicéridos, proteinas totales, albimina, calcio, fosfatasa alcalina, ALT

yy-GT. Solo los valores de triglicéridos descendieron significativamente por el proceso

de congelacion/descongelacion (p<0.05), siendo los valores de 44.12 + 7.38 y 27.31 £ 4.65
mg/dl en fresco y descongelado, respectivamente.
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine and compare the biochemical characteristics
of fresh and thawed seminal plasma of alpacas. Semen was collected by electroejaculation
from four adult males, once a week per four weeks. Semen was centrifuged and the
seminal plasma was separated. One part was analysed fresh and other stored for one
month on liquid nitrogen and then thawed and analysed. Levels of glucose, total
cholesterol, HDL-cholesterol, triglycerides, total protein, aloumin, calcium, alkaline
phosphatase, ALT and y-GT were determined. Only the triglycerides significantly
decreased due to the process of freeze/thawed, where the values were 44.12 + 7.38 and
27.31 £ 4.65 mg/dl in fresh and thawed respectively.
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INTRODUCCION

El conocimiento de la biologia
reproductiva de los camélidos sudamerica-
nos sigue siendo de gran interés, especial-
mente en lo referido a la fisiologia
reproductiva del macho. La inseminacion ar-
tificial es una de las tecnologias que ha con-
tribuido al progreso genético en diversas es-
pecies de animales de produccién, especial-
mente en el bovino; sin embargo, la informa-
cion sobre la coleccion, caracteristicas, eva-
luacion y conservacion del semen en la alpa-
ca €s aun un campo abierto a la investiga-
cién, debido a que se van adecuando
metodologias que sean reproducibles, espe-
cialmente en lo referente a la coleccion de
semen (Ferré y Werkmeister, 1996). Asimis-
mo, se va obteniendo mas informacion sobre
la composicion bioquimica del plasma seminal,
viscosidad del semen y uso de dilutores en la
alpaca (Bustinza, 2001).

El plasma seminal consiste en una com-
pleja mezcla de secreciones que se originan
principalmente en el epididimo y las glandu-
las sexuales accesorias del macho (Topfer-
Petersen et al., 2005). Este cumple un rol de
proteccion de los espermatozoides dentro del
tracto reproductivo de la hembra (Troedsson
et al., 2005), donde, por ejemplo, las protei-
nas presentes en el plasma seminal protegen
selectivamente a los espermatozoides vivos
para no ser fagocitados por los
polimorfonucleares neutréfilos presentes en
el Uteroy, asimismo, juegan un rol importante
en el transporte y eliminacion de
espermatozoides muertos (Loomis, 2006).

El plasma seminal participa en la madu-
racion final del espermatozoide a través de
cambios hormonales, enzimaticos y modifi-
cacion de la superficie de membrana
espermatica. Ademas, sirve como vehiculo
para los espermatozoides (Muifio-Blanco et
al., 2008). Parte de la amplia variacion de la
calidad espermatica del semen refrigerado
gue se observa entre machos de una misma
especie puede atribuirse a diferencias en la
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composicion de su plasma seminal (Muifio-
Blanco et al., 2008).

El semen de la alpaca es altamente vis-
coso, lo que hace dificil su manejo en el labo-
ratorio. Asimismo, la viscosidad del semen
influye para que no ocurra la motilidad masal
y afecte la motilidad individual, la cual es de
tipo oscilatoria y muy lenta (Sumar, 1997).
La dificultad en la coleccion del semen es
atribuida, entre otras causas, a las caracte-
risticas peculiares de monta (posicion de cubito
ventral), que dura entre 20 y 30 minutos. Por
otro lado, se debe hacer notar que las carac-
teristicas fisicas del semen de la alpaca son
muy semejantes a las de la llama (Garnica y
Achata, 1998).

En el metabolismo del semen, el proce-
S0 respiratorio sigue los mismos pasos del ci-
clo de Krebs en presencia de oxigeno, utili-
zando para ello azlcares (glucosa, fructosa y
manosa en el toro). En el caso del semen
humano, también se observa la utilizacion de
glucogeno y maltosa (De Alba, 1985). Otros
componentes bioquimicos, como el colesteral,
tienen como funcion la orientacion reguladora
y el flujo de la membrana lipidica (Cross,
1998). Estudios sobre lipidos demostraron que
el incremento de lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) y los triglicéridos estaban
correlacionados con la disminucion de las
caracteristicas de motilidad del espermato-
zoide (Ergun et al., 2007).

Con base a esto, d objetivo dd presente
estudio fue determinar y comparar las carac-
teristicas bioquimicas del plasma seminal de
alpacas en @ semen fresco y descongelado.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se llevd a cabo en la
Facultad de Medicina Veterinaria (FMV) de
la Universidad Nacional Mayor de San Mar-
cos, Lima, Perd. Se utilizaron cuatro alpacas
machos de 3 a 5 afios de edad, que fueron
criadas bajo las mismas condiciones de ma-
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Cuadro 1. Comparacidn bioguimica del plasma seminal fresco y descongelado por alpaca

Macho 1 Macho 2 Macho 3 Macho 4

FF cbc F cDbC F CIDC F  CIDC
Glucosa 9.07 737 749 867 843 945 788  8.64
(mg/dL)
Colesterol 8113 81.39 7897 80.15 77.67 848 8135 8064
(mg/dL)
Trigliceridos 7 230 484" 4957 27.83° 4061 2041 3897 2717
(mg/dL)
HDL colesterol o6 464 401 496 479 517 467 509
(mg/dL)
Proteina total 23 216 25 241 227 216 237 242
(g/dL)
Albumina 109 074 113 08 082 081 086  0.84
(g/dL)
Calcio 1166 11.04 1127 1171 1183 111 1231 1191
(mg/dL)
ALT
L) 1222 605 2031 168 18.62 1274 2054 33.72
(Fuj‘iga"”a 319.15 59.36 230.59 48182 32864 26539 276.65 312.86
(GUa/“L“;"'GT 9565 54.86 8162 15024 10264 172.82 7856 80.83

** superindices diferentes dentro de filas y por animal indican diferencia estadistica (p<0.05)
'E plasma seminal fresco; C/DC: plasma seminal congelado/descongelado

nejo y alimentacion (heno de alfalfa y agua
ad libitum) en las instalaciones del Labora-
torio de Biotecnologia Reproductiva, FMV.

El semen fue colectado a los cuatro
machos semanalmente y por cuatro sema-
nas. Para esto, el semen fue extraido por elec-
tro-eyaculacion siguiendo los protocolos des-
critos por Director et al. (2007), donde los
animales fueron sedados con 0.2 mg/kg de
xilacina y 1.5 mg/kg de ketamina por via
endovenosa. Se utiliz6 un electroeyaculador
digital modelo Electrojac (EEUU),
obteniéndose entre 3 y 5 ml de semen por
animal.
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Las muestras de semen fresco fueron
centrifugadas a 3000 g x 30 minutos para la
separacion del plasma seminal. El
sobrenadante obtenido (1-2 ml) fue evaluado
para determinar la ausencia de esper-
matozoides. La mitad de cada muestra de
plasma seminal fue procesada de inmediato
y la otra mitad fue guardada en congelacion
en nitrogeno liquido (-196 °C). Estas mues-
tras fueron descongeladas después de un mes
de almacenamiento para su analisis
bioguimico.

Se determinaron los niveles de glucosa,
colesterol total, colesterol-HDL, triglicéridos,
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Cuadro 2. Comparacién bioquimica del plasma seminal fresco y descongelado de cuatro

alpacas
Plasma seminal fresco P(Ijasma seminal
escongelado
Promedio D.E Promedio D.E
Glucosa (mg/dL) 8.22 0.77 8.53 1.22
Colesterol (mg/dL) 79.79 5.64 81.74 3.79
Triglicéridos (mg/dL) 44.12° 7.38 27.31° 4.65
HDL colesterol (mg/dL) 4.73 0.30 4.96 0.36
Proteina total (g/dL) 2.36 0.15 2.29 0.23
Albimina (g/dL) 0.97 0.33 0.81 0.06
Calcio (mg/dL) 11.77 1.74 11.44 055
ALT (U/L) 17.92 9.09 17.33 16.57
F. alcalina (U/L) 288.76 279.59 279.86 200.76
Gama-GT (U/L) 89.62 39.09 11469 38.38

** superindices diferentes dentro de filas indican diferencia estadistica (p<0.05)

proteinas totales, albumina, calcio, alanino
aminotrasnferasa, fosfatasa alcalina y gamma
glutamil transpeptidasa, a través de Kits co-
merciales especificos para cada determina-
cion (FAR Diagnostics, Italia), siguiendo las
especificaciones del fabricante, y por medio
de un analizador bioquimico semiautomatico
(SINOWA, China).

En el caso de las muestras almacena-
das, una vez descongeladas se procedié a
determinar los parametros antes menciona-
dos mediante analisis cinético vy
fotocolirimétrico, evaluandose las posibles va-
riaciones que hayan sufrido producto de la
congelacion.

Los resultados se expresan como me-
dias y desviaciones estandares. Las diferen-
cias estadisticas entre los valores de los ni-
veles bioquimicos de plasma seminal fresco
y descongelado fueron determinadas con la
prueba de T-Student pareado con un nivel de
significancia de p<0.05.
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REsuLTADOS

En el Cuadro 1 se muestran los valores
bioquimicos del plasma seminal de las cuatro
repeticiones para cada una de las cuatro
alpacas. Solo se encontré una disminucion
significativa (p<0.05) de los niveles de
triglicéridos (mg/dL) entre el plasma seminal
fresco y descongelado para los animales 1y 2.

En el Cuadro 2 se presentan los prome-
dios de los valores bioquimicos del plasma
seminal de los cuatro animales. En forma si-
milar, solo se encontrd una disminucion signi-
ficativa (p<0.05) de los niveles de triglicéridos
(mg/dL) entre el plasma seminal fresco y
descongelado.

Discusion

Los diversos componentes bioquimicos
del plasma seminal no evidenciaron diferen-
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cias significativas por efecto de la congela-
cion y descongelacion en comparaciéon con
los niveles en fresco. El Gnico componente
que mostré modificaciones en su concentra-
cion fueron los triglicéridos, los cuales dismi-
nuyeron significativamente (p<0.05) de 44.12
en plasma seminal fresco a 27.31 en plasma
seminal descongelado. Este resultado sugie-
re una cierta labilidad de este componente
por el efecto de la congelacién y descongela-
cion, tal y como fue demostrado por Paltiel et
al. (2008) en plasma seminal humano.

Es posible que los triglicéridos sean mas
l&biles en un medio como el plasma seminal,
pero se sabe que son bastante estables en el
plasma sanguineo, pues no hubo cambios im-
portantes al haberse sometido a cambios de
temperatura por 7 dias a 4 °C y hasta 3 me-
ses a -20 °C (Henry et al., 1991; Burtis
yAshwood, 1994; Tietz, 1994).

La funcion de los triglicéridos esta rela-
cionada a la energia que proporcionan a los
espermatozoides durante el proceso de inmo-
vilidad durante su almacenamiento y durante
la fase de regeneracion después de recupe-
rar la motilidad (Lahnsteiner et al., 1993).
Otros estudios han demostrado que los bajos
niveles de triglicéridos durante la fase de al-
macenamiento ocasionan disminucion de los
recursos energéticos necesarios para la fe-
cundidad, pues el espermatozoide seré inca-
paz de movilizarse adecuadamente (Tekin et
al., 2003; Faramarzi, 2012).

Los niveles normales de triglicéridos no
se relacionan con la alta calidad de los
pardmetros espermaticos. Sin embargo, pue-
de interferir con la relacion entre la funcion
espermatica y la capacidad de fertilizacion.
Diaz-Fontdevila et al. (1993) hallaron que la
hipercolesterolemia y la hipertrigliceridemia
estaban relacionadas con la disminucién de
la capacidad de la reaccion del acrosoma del
espermatozoide en conejos.

La posibilidad de que los bajos niveles

de triglicéridos sean la causa de fallas en la
inseminacion artificial es una interrogante que
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gueda como aporte del presente estudio. Cevk
et al. (2007) report6 que bajos niveles de
triglicéridos en el plasma seminal estan aso-
ciados a alteraciones espermaticas como la
oligoastenozoospermia en toros.
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