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Agentes Crioprotectores Alternativos para el Congelamiento
Lento de Espermatozoides Epididimarios de
Alpaca (Vicugna pacos)

ALTERNATIVE CRYOPROTECTANS SUITABLE FOR AN SLOW FREEZING METHOD OF
EPIDIDYMAL SPERMATOZOA OF ALPACA (VICUGNA PACOS)

Nadia Canorio Pariona'?3, Fernando Paredes Arnedo!, Martha Valdivia Cuya'

RESUMEN

El objetivo del estudio fue utilizar agentes crioprotectores alternativos para el
congelamiento lento de espermatozoides epididimarios de alpaca (Vicugna pacos).
Epididimos obtenidos en el camal de la ciudad de Huancavelica fueron transportados a
4 °C en solucion fisiologica al laboratorio en Lima, Pert. Los espermatozoides fueron
extraidos de la cola del epididimo e incubados en medio HAMF10 a 37 °C. Se uso el
medio Tes-Tris-Yolk como medio de criopreservacion y suplementado con los agentes
crioprotectores dimetilsulfoxido (Me,SO,) en concentraciones de0.5, 0.25y 0.125M y
dimetilacetamida (DMA) en concentraciones de 0.75, 0.385 y0.18M, y comparados con
el grupo control criopreservado con glicerol 0.6M. Se evalu6 la motilidad, viabilidad e
integridad de membrana antes y después del congelamiento. Se obtuvo una mejor viabi-
lidad e integridad de membrana posdescongelamiento con DMA 0.375M (p<0.05). La
motilidad fue mejor en los grupos de Me,SO, 0.25y 05M y de DMA 0.375 y 0.75M
(p<0.05).

Palabras clave: alpaca, espermatozoide, criopreservacion, dimetilacetamida,
dimetilsulfoxido

ABSTRACT

The objective of this study was to use alternative cryoprotectans suitable for freezing
epididymal spermatozoa of alpaca (Vicugna pacos) in a slow freezing method.
Epididymides obtained in the slaughterhouse of Huancavelica city were transported at
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4 °Cin saline solution to the laboratory in Lima, Peru. The sperm cells were extracted from
the epididymis and incubated in HAMF10 medium. The Tes-Tris-Yolk-Citrate medium
was used and supplemented with the cryoprotectants dimethyl sulfoxide (Me,SO,) at 0.5,
0.25and 0.125M concentrations, and dimethylacetamide (DMA) at 0.75, 0.385 and 0.18M
concentrations, and compared with a control group cryopreserved with glycerol 0.6M.
Moatility, viability and integrity of membrane before and after freezing were assessed. The
results showed a better viability and membrane integrity post-freezing when using DMA
0.375M (p<0.05). Motility was better with Me, SO, 0.25 and 05M and DMA 0.375 and

0.75M (p<0.05).
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INTRODUCCION

La criopreservacion del semen de alpa-
ca es una técnica muy limitada debido a su
escaso desarrollo (Bravo et al., 2000). Ade-
mas, el semen es generalmente pobre en ca-
lidad y altamente viscoso, haciendo dificil su
manejo, dilucion y evaluacion. Trabajos so-
bre criopreservacion de semen de alpaca re-
portan entre 6 y 20% de motilidad
posdescongelamiento (Vaughan et al., 2003;
Santiani et al., 2005) y raramente superan el
40%, aunque Bravo et al. (1996) reportaron
45%, pero sin dar detalles que permitan la
réplica de su metodologia.

En afios recientes se ha trabajado en la
criopreservacion de espermatozoides
epididimarios de alpaca con mejores resulta-
dos. Morton et al. (2010) reportaron diferen-
cias en las propiedades de la membrana
plasmatica entre los medios usados, especial-
mente debido a la fuente de la muestra
(eyaculado o epididimo).

El uso de agentes crioprotectores
permeables es esencial para la viabilidad
posdescongelamiento de los espermatozoides,
ya que se minimiza la formacién de hielo
intracelular; sin embargo, la introduccién y
remocion de estos agentes crioprotectores
pueden dafiar la célula. La mayoria de traba-
jos sobre criopreservacion de espermato-
zoides de alpaca ha empleado glicerol (6-7%)
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como agente crioprotector, donde los resul-
tados demuestran una recuperacion pobre tras
la descongelacion, acompafiada con la pérdi-
da parcial de la motilidad inicial (Vaughan et
al., 2003; Santiani et al., 2005; Valdivia et
al., 2005). Recientemente, una metodologia
eficiente de criopreservacion de
espermatozoides epididimarios de alpaca ha
sido desarrollada utilizando glicerol a una con-
centracion de 3% (Morton et al., 2007). A
pesar de sus beneficios, el glicerol es poten-
cialmente citotdxico a ciertas concentracio-
nes (Almilid y Jhonson, 1988; Holt, 2000;
Watson, 2000) y tiene un efecto contracepti-
vo en algunas especies (Sexton, 1975; Hay
etal., 1997).

Son pocos los estudios que se han enfo-
cado en crioprotectores alternativos para la
criopreservacion de espermatozoides de al-
paca, estimulando la busqueda de agentes
como dimetilacetamida (DMA) o
dimetilsulfoxido (Me,SO,) (Lovelock et al.,
1959; Ball et al., 2001), en consideracion a
su naturaleza altamente hidrofilica y su bajo
tamafio molecular. Asi mismo, DMA ha sido
usada en la criopreservacion de
espermatozoides de aves (Blanco et al., 2000)
y mamiferos como el koala y el canguro
(McClean et al., 2008), y es el agente
crioprotector mas wusado en la
criopreservacion de espermatozoides de pe-
ces (Tiersch et al., 2004; Vuthiphandchai et
al., 2009; Yang et al., 2010).
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El estudio tuvo como objetivo evaluar
la efectividad de DMA y Me,SO, como
agentes crioprotectores en el proceso de
congelamiento lento de espermatozoides
epididimarios de alpaca.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron 30 muestras provenientes
de 30 alpacas de 4 a 7 afios de edad. Los
animales fueron sacrificados en el camal
municipal de la ciudad de Huancavelica. Los
testiculos fueron colectados con el escroto
completo bajo condiciones de higiene y trans-
portados a 4-8 °C al Laboratorio de Fisiolo-
gia de la Reproduccion Animal (LFRA) de
la Facultad de Ciencias Bioldgicas, Univer-
sidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima,
donde llegaron dentro de las 14 horas del sa-
crificio.

Colecciéon de la Muestra

En el laboratorio se procedio a aislar la
region de la cola del epididimo, el cual fue
limpiado y liberado de venas residuales y res-
tos de sangre. Fue cortado en pedazos pe-
qguefios para permitir la salida de los
espermatozoides en solucion salina (0.9%
NaCl) a 37 °C. La suspension de esperma-
tozoides fue transferido a tubos plasticos de
10 ml.

Se evalud la concentracion espermatica,
motilidad, viabilidad e integridad de membra-
na. Las muestras de espermatozoides fue-
ron centrifugadas y resuspendidas en medio
HAM F10 (Sigma, Cat. N.° N6635) por 30
min a 37 °C. Se recuperd el sobrenadante
que contenia los espermatozoides maoviles y
morfoldgicamente normales, y se procedio a
la evaluacion de la concentracion, viabilidad,
motilidad e integridad de membrana.

436

Evaluacion Espermatica

e Concentracion espermatica. Se hizo
una dilucién de 10 pL de la muestra fres-
caen 90 uL de agua. Se colocd 10 L de
esta dilucién en cada cdmara de un
hemocitémetro (Improved Naebauer,
Weber, Londres, Reino Unido). Se con-
taron los espermatozoides en las rejillas
de cada lado de la cdmara y el promedio
de ambos lados fue usado para calcular
el nimero de espermatozoides ml* en la
muestra inicial.

- Motilidad. Se evalu6 en forma subjeti-

va. Se coloco una alicuota de 10 pL de
la muestra resuspendida de espermato-
zoides en una lamina precalentada y cu-
bierta con una laminilla precalentada,
como describen Evans y Maxwell
(1987), y se observo bajo microscopia
de luz. Se expresé en porcentaje.

- Viabilidad. Se evalu6 utilizando el colo-

rante vital eosina. Se colocé una gota de
muestra y una gota del colorante y se
incub6 a 37 °C por 5 min. Luego, se pro-
cedi6 a realizar el conteo de esperma-
tozoides no coloreados (espermatozoides
Vivos). Los espermatozoides coloreados
de naranja/rosa corresponden a
espermatozoides muertos. Se expreso en
porcentaje.

- Integridad de membrana plasmatica.

Se empled el test hipoosmético
(Jeyendran et al., 1984), el cual consiste
enincubar 100 pl de la muestra en 900 pl
de medio hipoosmético (7.35 g de citrato
de sodio y 13.51 g de fructosa en 1000
ml, 150 mOsm/kg). La incubacion se hizo
a 37 °C por 30 min. Se evalu6 por
microscopia. Espermatozoides con la
cola enrollada correspondian a
espermatozoides con membrana
plasmatica intacta y espermatozoides con
cola recta correspondian a esperma-
tozoides con la membrana plasmatica
alterada. Se expresd en porcentaje.
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Disefio Experimental

Las concentraciones de crioprotectores
usadas en este trabajo fueron realizadas en
base a trabajos previos realizados en nuestro
laboratorio (Valdivia et al., 2005).

En las primeras pruebas se evaluaron
agentes crioprotectores como dimetilsulfoxido,
propilenglicol, glicerol y dimetilacetamida en
varias concentraciones con resultados des-
alentadores. En el caso de glicerol y
propilenglicol (1.5, 1.0, 0.5y 0.25M) no hubo
espermatozoides moviles posdescon-
gelamiento y la viabilidad e integridad de
membrana fueron inferiores al 30% (resulta-
dos no mostrados). En el caso de
dimetilsulfoxido (Me,SO,) y dimetilacetamida
(DMA) en concentraciones de 2.0, 1.5y
1.0M, se encontr6 una motilidad
posdescongelamiento de 10% Yy viabilidad e
integridad de membrana cercanas al 50%.
Ante esto, se procedié a evaluar concentra-
ciones menores.

Las muestras fueron divididas en tres
grupos: Un grupo criopreservado con glice-
rol al 3% (grupo control), otro criopreservado
con dimetilsulféxido (0.5M, 0.25M y 0.125M)
y otro criopreservado con dimetilacetamida
(0.75M, 0.375M y 0.18M). Al final, se obtu-
vo cuatro pajuelas de 0.25 ml para cada con-
centracion de cada crioprotector, incluido el
grupo control.

Proceso de Criopreservacion

Se uso el medio Tes-Tris-Yolk para el
proceso de criopreservacion, el cual incluia
una solucion de citrato de sodio al 5% (Sigma,
codigo D1546), solucion de Tes al 2% (Sigma,
codigo T1375), Trizma Base al 8% (Sigma,
cddigo T6066) y yema de huevo al 20%. La
solucion final fue suplementada con
estreptomicina y penicilina (1:1000). EI me-
dio preparado fue suplementado con los agen-
tes crioprotectores dimetilacetamida y
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dimetilsulfoxido en sus diversas concentra-
ciones y glicerol en la concentracion de 0.6 M.

La muestra de espermatozoides fue
ajustada a 20 x 10° espermatozoides/ml, la
cual fue mezclada en una proporcion de 1:1
con el medio Tes-Tris-Yolk suplementado con
el agente crioprotector logrando una concen-
tracion espermatica final para la
criopreservacion de 10 x 10° espermato-
zoides/ml. Esta dilucién fue mantenida a 4 °C
por una hora, lo cual correspondi6 al tiempo
de estabilizacion, periodo donde hay un des-
censo en la temperatura de 37 °C a4 °C a
una velocidad de 0.55 °C/min. Luego, las
muestras fueron colocadas en pajuelas de
criopreservacion de 0.25 ml, selladas y colo-
cadas en el sistema de congelamiento
(CL3300, Cryologic, Australia) termocon-
trolado por el software Cryogenesis 4.1 del
equipo, a velocidades de 3-5 °C/min.

El protocolo de congelamiento fue el si-
guiente: La temperatura inicial de 4 °C fue
mantenida por 5 min. Luego se hizo un des-
censo de +4 a -2 °C a 3 °C/min y manteni-
dos a -2 °C por 1 min. Alli se procedi6 a ha-
cer la siembra (seeding), que consiste en to-
car la base de las pajuelas con la punta de
una pinza a -196 °C hasta que se viera un
ligero cambio de color en las paredes de las
pajuelas, lo cual indica la formacién de
microcristales. Se continud con el descenso
de la temperatura hasta -30 °C (velocidad de
congelamiento de 5 °C por min) y de -30 a
-80 °C (velocidad de congelamiento de
8 °C/min). Finalmente, las pajuelas se colo-
caron en nitrogeno liquido (-196 °C).

A las 72 h de la congelacion se proce-
did a la descongelacion de las pajuelas en bafio
maria a 50 °C por 7 s. La muestra desconge-
lada fue centrifugada y el pellet obtenido fue
resuspendido en 0.5 mL de medio HAM F1
y mantenido a 37 °C por 10 min. Luego se
procedio a evaluar la motilidad, viabilidad e
integridad de membrana en los esperma-
tozoides.
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Cuadro 1. Resultados obtenidos después del periodo de estabilizacion a 4 °C por 1 h en
espermatozoides epididimarios usando el medio Tes-Tris-Yolk suplementado con
los agentes crioprotectores Dimetilacetamida (DMA) y Dimetilsulfoxido
(Me,S0,) a diferentes concentraciones’

Integridad de la

A _ Motilidad Viabilidad a4
gente CI’IOpI’OtECtOI’ (0/) (0/) membrana plasmatlca
0 0 (%)
DMA 0.18M 56.4 +4.3% 69.3+ 3.7 64.0 + 3.5°
DMA 0.375M 55.1 +3.2° 75.2+3.0° 72.8+3.2°
DMA 0.75M 52.7 +5.7° 76.0+4.8" 67.3+ 3.0°
Me,SO, 0.125M 52.5 + 5.9° 68.5 + 4.5° 64.2 + 2.8
Me,S0O, 0.25M 42.8+ 4.5 63.7 + 3.6 61.8+ 2.5°
Me,SO, 0.5M 34.6+4.5 60.7 +3.4° 63.7 + 3.1°
Glicerol 0.6M 35.3+3.1° 62.7+3.7° 61.8 + 3.6°

! Los datosson presentados como promedios + desviaciones estandar.
b¢ \alores con superindices diferentes dentro de columnas indican diferencias significativas

(p<0.05)

Andlisis Estadistico

Los valores obtenidos en la evaluacion
espermatica fueron analizados mediante el
analisis de varianza de un factor, luego de
realizar la transformacion de los datos con el
arc-sen. Se rechazaron comparaciones me-
diante el analisis estadistico no paramétrico
(Prueba de Tukey) y las diferencias fueron
consideradas significativas cuando p<0.05.
Los resultados fueron expresados como me-
dia £ desviacion estandar (d.e.). Los analisis
fueron realizados usando el paquete estadis-
tico SPSS (v. 17.00 para Windows).

REsuLTADOS

El presente estudio evalu6 el efecto de
dos agentes crioprotectores (Me,SO, y
DMA) durante el proceso de criopreservacion
de espermatozoides epididimarios de alpaca.
Los resultados fueron comparados con aque-
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llos obtenidos con la muestra control
(criopreservados con glicerol 0.6M). La
muestra inicial presentd una concentracién
espermatica promedio de 56 x 10°
espermatozoides/ml, motilidad de 77.3 £ 5%,
viabilidad de 72.5 + 4.2% e integridad de
membrana plasmatica de 63.2 + 5.2%.

Los resultados de motilidad, viabilidad e
integridad de la membrana plasmatica luego
del proceso de estabilizacion a 4 °C por 1 h
indican que se obtuvieron mejores valores con
el uso de DMA en sus tres concentraciones
(p<0.05; Cuadro 1).

En el Cuadro 2 se presentan los resul-
tados luego del proceso de congelacion y
descongelacion. La viabilidad e integridad de
membrana fueron mejores cuando se usé
DMA 0.375M. En el caso de la motilidad, los
resultados fueron bastante similares, con ex-
cepcion de Me,SO, 0.125M, DMA 0.18M y
glicerol 0.6M donde los valores fueron los mas
bajos (p<0.05).
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Cuadro 2. Resultados obtenidos

luego del

proceso de descongelamiento en

espermatozoides epididimarios usando el medio Tes-Tris-Yolk suplementado
con los agentes crioprotectores Dimetilacetamida (DMA) y Dimetilsulféxido
(Me,S0,) a diferentes concentraciones’

Integridad de la membrana

Agente crioprotector Mo(t(:/l(:)d ad V'a(k:)'/(l);dad plasmatica
(%)

DMA 0.18M 27.0+ 1.4° 40.5+ 2.6 454 +12.0°
DMA 0.375M 34.4+1.4° 60.9 + 4.0 64.4 +1.7°
DMA 0.75M 28.6+4.7° 45.7+1.8° 52.5+ 8.2°
Me,SO, 0.125M 22.2+6.1° 46.9 +6.8° 462 +11.8°
Me,SO, 0.25M 33.3+4.9° 48.7 £2.2¢ 52.2 +1.0°
Me,SO, 0.5M 27.9+5.3 50.3 + 5.0¢ 51.6 + 4.3°
Glicerol 0.6M 17.6+2.7° 35.5+3.8° 40.5+ 2.7°

! Los datosson presentados como promedios + desviaciones estandar.
b¢ valores con superindices diferentes dentro de columnas indican diferencias significativas

(p<0.05)

Discusion

La criopreservacion de semen de alpa-
ca ha tenido un progreso pobre y desalenta-
dor comparado con otras especies domesti-
cas (Vaughan et al., 2003; Santiani et al.,
2005). El uso reciente de espermatozoides
del epididimo para desarrollar técnicas de
congelamiento de semen en alpacas han cam-
biado la percepcion sobre el espermatozoide
de alpaca y brinda luces en la fisiologia de
esta célula. En el presente trabajo se evalua-
ron dos nuevos agentes crioprotectores,
dimetilacetamida y dimetilsulféxido, en el
congelamiento lento de espermatozoides
epididimarios de alpaca.

Se trabajé con el medio Tes-Tris-Yolk
para el proceso de criopreservacion, el cual
ha sido usado en otras especies, como en toro
(Vishwanath y Shannon, 2000), carnero
(Evans y Maxwell, 1987), cabra (Leboeuf et
al., 2000), alpaca (Vaughan et al., 2003), lla-
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ma (Ratto et al., 1999) y camello (Niasari-
Naslaji et al., 2006). Por otro lado, Wani et
al. (2005) reportaron mejores resultados de
viabilidad usando Tes-Tris-Yolk y Tris-
Lactosa-Yolk en comparacion con los me-
dios citrato yolk, sucrosa yolk and Tris-
fructosa yolk en semen de camellos.

La velocidad de enfriamiento empleada
fue entre 4-7 °C/min, la cual es ideal para
estos agentes crioprotectores. Asimismo, los
cuatro puntos de temperatura de referencia
durante el enfriamiento (+4, -2, -30 y -80 °C)
son puntos estandares en las curvas de en-
friamiento lento que se emplean en otras es-
pecies (Willadsen et al., 1976; Curry et al.,
1994). Por otro lado, el ambiente intra y
extracelular es muy diferente cuando el es-
permatozoide llega a -196 °C, pudiendo ocu-
rrir dafio si la velocidad de descongelacion
no es compatible con la velocidad de conge-
lacion, de alli que se haya usado un
descongelamiento rapido (50 °C por 7 s).
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Glicerol al 3% es el agente crioprotector
mas usado para criopreservar esperma-
tozoides de alpaca (Morton et al., 2007), pero
puede producir efectos toxicos y contracep-
tivos en espermatozoides criopreservados de
otras especies (Holt et al., 2000); asimismo,
su comportamiento durante el congelamiento
depende de la velocidad de enfriamiento. En
los preliminares del presente estudio se utili-
zaron varias concentraciones (1.5, 1.0, 0.5y
0.25M) con resultados posdescongelamiento
inadecuados (resultados no mostrados), lo cual
posiblemente se debia al comportamiento
molecular del glicerol, ya que es un buen agen-
te crioprotector en procesos de congelamiento
rapido debido a la alta viscosidad que mues-
tra, donde la velocidad de enfriamiento 6pti-
ma seria de 10-50 °C/min.

Crioprotectores como DMA'y Me,SO,
(Lovelock et al., 1959; Ball et al., 2001;
Alvarenga et al., 2005) son buenos candida-
tos debido a su naturaleza altamente
hidrofilica, bajo peso molecular y nivel de toxi-
cidad inferior al del glicerol. DMA reduce la
formacion de cristales de hielo intracelular e
incrementa la permeabilidad de la membrana
decreciendo el dafio osmatico (Ball et al.,
2001), en tanto que la penetracion del Me,SO
es también rapida debido a su bajo peso
molecular (Lovelock et al., 1959) y ha sido
usado con éxito en varias especies (Kundu
et al., 2000).

Las concentraciones de DMA emplea-
das en el presente estudio fueron evaluadas
en otras especies, como conejo (Dalimata y
Graham, 1997, Okuda et al., 2007), jabali
(Kim et al., 2011), tortuga y peces (Tiersch
etal., 2004; Vuthiphandchai et al., 2009; Yang
etal., 2010), canguro (McClean et al., 2008),
caballo (Medeiros et al., 2002, Squires et al.,
2004) y koala (Zee et al., 2008; Johnston et
al., 2012), donde emplearon concentraciones
de 0.25 a 1.25M, reportando valores
posdescongelamiento de 45% de motilidad,
58% de viabilidad y 60% de integridad de
membrana plasmatica.
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El Me,SO ha sido usado en diversas
especies como cabra (Kundu et al., 2000),
lobo colorado (Johnson et al., 2014), peces
(Anchordoguya et al., 1988; Thirumalaetal.,
2005, 2006; Vuthiphandchai et al., 2009;
Sanches et al., 2013), cerdo (Hood et al.,
1970), caballo (Devireddy et al., 2002) y hu-
mano (Serafini et al., 1986), en concentra-
ciones de 0.25 a 1.5M, encontrando valores
posdescongelamiento de 35% de motilidad,
59% de viabilidad y 50% de integridad de
membrana.

Los resultados posdescongelamiento
muestran un descenso en los parametros de
motilidad, viabilidad e integridad de membra-
na, siendo la motilidad la mas afectada, como
lo reportan otros autores (Watson, 1995). Los
valores mas altos de motilidad obtenidos en
el presente estudio concuerda con las con-
centraciones empleadas para Me,SO, y
DMA en otros estudios (Kundu et al., 2000;
Devireddy et al., 2002; Medeiros et al., 2002;
Squires et al., 2004; Tiersch et al., 2004;
Thirumala et al., 2006; Okuda et al., 2007;
McClean et al., 2008; Vuthiphandchai et al.,
2009; Yang et al., 2010; Kim et al., 2011,
Sanches et al., 2013; Johnson et al., 2014).

CONCLUSIONES

e La motilidad, viabilidad e integridad de
membrana del espermatozoide
epididimario de la alpaca se ven afecta-
das durante el proceso de congelamiento,
siendo la motilidad el pardmetro mas
afectado (p<0.05).

e Luego del proceso de congelacion y des-
congelacion se obtuvieron mejores valo-
res de viabilidad e integridad de la mem-
brana plasmatica cuando se us6 DMA
0.375M (p<0.05).

e Los agentes crioprotectores dimetilsul-
foxido (0.75M y 0-375M) y dimetilace-
tamida (0.5M y 0.25M) son buenos can-
didatos para ser usados en los procedi-
mientos de congelamiento lento de
espermatozoides epididimarios de alpa-
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ca, ofreciendo mejores resultados
posdescongelamiento en comparacion
con el glicerol (0.6M).
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