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RESUMEN 

En este estudio se evaluó el efecto del glicerol (GLY), etilenglicol (EG), dimetilsulfóxido 

(DMSO), dimetilformamida (DMF) y dimetilacetamida (DMA) como agentes 

crioprotectores durante el proceso de criopreservación de espermatozoides de alpaca. Se 

obtuvieron 46 testículos de alpaca provenientes del Camal Municipal del distrito de 

Ninacaca, Pasco. Los espermatozoides fueron recuperados de la cola del epidídimo en 1 

mL de dilutor a base de leche descremada, yema de huevo y fructosa.  Se utilizaron las 

muestras que presentaron motilidad inicial ≥ 30 % y concentración espermática ≥ 50 x 

106 esp/mL. Se dividieron en 5 alícuotas de 200 µL; se agregó a cada alícuota un 

crioprotector distinto en concentración al 1 M. Las alícuotas se congelaron mediante un 

sistema automatizado de congelamiento Cryobath y se almacenaron en nitrógeno líquido 

para su posterior evaluación. Se tomaron 10 µL de cada muestra descongelada para 

evaluar la motilidad. Cada muestra recuperada fue lavada y reconstituida en 100 µL de 

PBS. A cada muestra se agregó 0.5 µL de ioduro de propidio (PI), 2.5 µL de FITC-PSA 

y 0.5 µL de MitoTracker Deep Red 633 FM para evaluar viabilidad (V), integridad 

acrosomal (IA) y potencial de membrana mitocondrial (PMM), respectivamente; se 

llevaron a incubación en oscuridad por 10 minutos a 37 °C. V, IA y PMM fueron 

evaluados utilizando un citómetro de flujo con analizador de imágenes. Se utilizó 

ANOVA de un solo factor para el análisis estadístico y el test de Tukey en los casos que 

existieron diferencias significativas. Los resultados mostraron que el GLY (15.8 ± 9.6 



 

 
 

%), DMSO (17.3 ± 10 %) y DMF (13.6 ± 10.7 %) logran mejor motilidad que EG (10.3 

± 6.4 %), hallándose diferencias significativas (p<0.005). No se encontraron diferencias 

significativas respecto a V, IA y PMM. En conclusión, GLY, DMSO y DMF conservaron 

mejor la motilidad que EG en concentración al 1 M.      

Palabras clave: alpaca, espermatozoides, crioprotectores, criopreservación.  

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 

In this study was evaluated the effect of glycerol (GLY), ethylene glycol (EG), dimethyl 

sulfoxide (DMSO), dimethyl formamide (DMF) and dimethyl acetamide (DMA) like 

cryoprotectants agents during the process of cryopreservation of alpaca spermatozoa. 

Forty six alpaca testicles were obtained from the Ninacaca municipal slaughterhouse, 

Pasco. The spermatozoa were recovered from the tail of the epididymis in 1 mL of dilutor 

based on skimmed milk, egg yolk and fructose. The samples that showed ≥ 30 % of initial 

motility and ≥ 50 x 106 esp/mL of sperm concentration were used. They were divided into 

5 aliquots of 200 µL adding a different cryoprotectant in each one. The aliquots were 

frozen by an automated Cryobath freezing system and stored in liquid nitrogen for further 

evaluation. Ten µL of each thawed sample were taken to assess motility. Each one 

recovered was washed and reconstituted in 100 µL of PBS; 0.5 µL of propidium iodide 

(PI), 2.5 µL of FITC-PSA and 0.5 µL of MitoTracker Deep Red 633 FM were added to 

each sample to assess viability (V), acrosomal integrity (AI) and mitochondrial membrane 

potential (MMP), respectively. They were incubated in the dark for 10 minutes at 37 °C. 

V, AI and MMP were evaluated using a flow cytometer with image analyzer. One-Way 

ANOVA was used for statistical analysis and the Tukey test in cases where significant 

differences existed. The results showed that GLY (15.8 ± 9.6 %), DMSO (17.3 ± 10 %) 

and DMF (13.6 ± 10.7 %) give better motility than EG (10.3 ± 6.4 %), finding significant 

differences (p<0.005). No significant differences were found with regarding to V, AI and 



 

 
 

PMM. In conclusion, GLY, DMSO and DMF retained better motility than EG in 1 M 

concentration.             

Key words: alpaca, spermatozoa, cryoprotectants, cryopreservation. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Según el INEI (2013), la mayor población de alpacas en el mundo (87 %) se encuentra 

en Perú con 3 millones de ejemplares. Ésta actividad, por ende, tiene un gran impacto a 

nivel social y económico en las poblaciones alto andinas (Freyre, 2006). 

A pesar de ello, los intentos de criopreservar espermatozoides de camélidos 

sudamericanos (CAS) han sido hasta la fecha insatisfactorios, ya que aún no se ha logrado 

un porcentaje de motilidad post descongelamiento aceptable. Esto es debido a que siguen 

existiendo limitaciones en cuanto al método de colección de semen (Ferré y Werkmeister, 

1996), siendo poco factible obtener siempre una muestra aceptable, debido a la falta de 

conocimiento sobre la composición del semen, características propias del semen como la 

viscosidad, y la falta de un protocolo estandarizado para la criopreservación (Bustinza, 

2001). Los valores encontrados de motilidad post descongelamiento de espermatozoides 

de alpaca van desde el 0 % al 34 % (Aller et al., 2003; Santiani  et al., 2005; Morton et 

al., 2007; Canorio et al., 2015). Sin embargo, también se han reportado porcentajes de 

motilidad post descongelamiento de 46.7 % en alpacas y 45 % en llamas (Bravo et al., 

1996), pero no ha sido posible reproducir estos resultados.  
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Al criopreservar espermatozoides estos son sometidos a reducción de temperatura, 

deshidratación, congelación y descongelación; sin embargo los espermatozoides no están 

adaptados para soportar bajas temperaturas, lo que genera muerte celular y alteraciones 

funcionales. Por eso, es necesario un control de la velocidad de enfriamiento y la adición 

de diluyentes y compuestos protectores del semen (Medeiros et al., 2002).  El verdadero 

desafío para la preservación de espermatozoides es lograr que estos sean viables luego de 

someterse a temperaturas de entre -15 y -60 °C. (Mazur, 1984).  El daño que sufren las 

células después de este periodo se debe principalmente a la deshidratación excesiva y la 

formación de cristales de hielo en la zona intracelular (Watson, 1995). El uso de agentes 

crioprotectores (ACP) es muy importante ya que permiten que el espermatozoide soporte 

las bajas temperaturas a las que es sometido, evitando la formación de hielo intracelular 

(Gao et al., 1995; Medeiros et al., 2002). Entre los ACP más comunes podemos 

mencionar: glicerol (GLY), etilenglicol (EG), dimetilsulfóxido (DMSO), 

dimetilformamida (DMF) y dimetilacetamida (DMA). 

El GLY es el agente crioprotector más usado para criopreservar espermatozoides 

(Medeiros et al., 2002), y el más empleado en estudios sobre criopreservación de 

espermatozoides de alpaca (Vaughan et al., 2003; Santiani et al., 2005). Medeiros et al. 

(2002) explicaron que ‘‘el GLY reemplaza el volumen de agua de la célula que sale al 

espacio extracelular durante la criopreservación, manteniendo el volumen celular y 

evitando el colapso de los espermatozoides por la deshidratación excesiva’’. Fue 

empleado al 3% (0.41 M) dentro de la metodología de criopreservación de 

espermatozoides epididimarios de alpaca, dando resultados aceptables (21%) (Morton et 

al., 2007 y 2010).  No obstante, el GLY podría ser potencialmente citotóxico a ciertas 

concentraciones (Watson, 2000). 

El EG es un polialcohol crioprotector que posee menor peso molecular es inferior que 

el glicerol (Massip, 2001). Guthrie et al. (2002) sugieren que ‘‘la utilización de EG como 

crioprotector, en la congelación del semen de toro ha ejercido un menor efecto inhibitorio 

en la motilidad que el glicerol o el DMSO’’. Santiani et al. (2005) concluyeron que el EG 

al 0.7 % (0.125 M) dio mejores resultados que el GLY al 7 % (0.96 M) obteniendo una 

tasa de motilidad post-descongelamiento de 20%. Por otro lado, Terreros et al. (2015) 
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concluyeron que el crioprotector DMSO a concentración de 0.9 M tuvo motilidades más 

altas (31%) al compararlo con glicerol (23.9%) y etilenglicol (8.3%).   

Las amidas (DMF y DMA) penetran la membrana plasmática rápidamente debido a 

su bajo peso molecular, lo que reduce el daño celular (Carretero et al., 2013). Canorio et 

al., (2015) encontraron que el uso de DMA al 0.375 M daba mejores resultados en 

viabilidad (52%) e integridad de la membrana (57%) post descongelamiento. También, 

fue posible evaluar el efecto de DMF (al 4 y 7 %) en la motilidad en espermatozoides de 

alpacas criopreservados (Flores et al; 2015). 

Debido a la variabilidad de resultados obtenidos en estudios sobre criopreservación 

de espermatozoides de alpaca, es necesario evaluar y comparar los crioprotectores 

sometidos bajo los mismos parámetros, utilizando técnicas de evaluación modernas y de 

mayor precisión. Por lo tanto el objetivo de este trabajo es comparar el efecto de glicerol, 

etilenglicol, dimetilsulfóxido, dimetilformamida y dimetilacetamida como agentes 

crioprotectores durante el proceso de criopreservación de espermatozoides de alpaca. 
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2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Características reproductivas de la alpaca macho 

El inicio de la producción espermática coincide con la evidencia del comportamiento 

sexual alrededor del año de vida; sin embargo, la madurez sexual en alpacas es 

determinada cuando desaparece la adhesión entre el pene y prepucio, momento en el cual 

ya pueden tener una erección completa (Bravo et al., 2000). 

En la alpaca adulta se observan los testículos en un escroto no pendular. Sumar (2002) 

describe que ‘‘el pequeño epidídimo está firmemente conectado con los testículos y 

formado por cabeza, cuerpo y cola’’; ‘‘la cabeza y el cuerpo son sitios para la maduración 

espermática, mientras que en la cola solo se almacenan los espermatozoides maduros para 

su posterior liberación en el eyaculado’’ (Elwishy, 1998, p.217). El peso promedio de un 

testículo de alpaca totalmente desarrollado es de cerca de 17 g (13-38 g), y mide entre 4 

y 5 cm de longitud y 2.5 a 3.0 cm de grosor, según reporta Sumar (2002), aunque se sabe 

que el tamaño varía según la edad del animal (Tibary y Vaughan, 2006). 

El semen de los camélidos sudamericanos presenta características particulares que los 

diferencia de otras especies. El color del eyaculado varía de blanco lechoso a blanco 

cristalino, siendo predominante el color blanquecino (Garnica et al., 1993). El pH del 

semen de alpaca es ligeramente alcalino, y no difiere entre los machos ni entre eyaculados 

del mismo macho (Bravo et al., 1997). Presentan un plasma seminal con alta viscosidad 

(Banda et al., 2010) y filancia, que es la capacidad de formación de hilo, siendo una 

característica física independiente de la viscosidad (Giuliano, 2012). La concentración de 

espermatozoides y la motilidad son muy variables entre los individuos y entre eyaculados 

recogidos del mismo animal (Raymundo et al., 2000; Bravo et al., 1997). El volumen 

obtenido es de 1 a 2 mL (Garnica et al., 1993; Sumar y Leyva, 1981). Estos valores 
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también están influenciados por el método de colección que se utiliza (Tibary y Memon, 

1999). La concentración espermática del eyaculado de alpaca obtenido mediante vagina 

artificial es de 100 x 10 6  esp/mL aproximadamente (Sumar y Leyva, 1981). 

Los espermatozoides de alpaca, de similar forma que los de otros mamíferos, son 

elongados con cabeza alargada donde se encuentra el núcleo y una cola o flagelo 

necesario para la motilidad, ambos rodeados por una membrana plasmática. El núcleo, 

que contiene el ADN y presenta cromatina muy compacta, está cubierto en su extremo 

anterior por el acrosoma, una membrana de doble capa que contiene enzimas hidrolíticas 

necesarias para la fecundación (Garner y Hafez, 2000). Los flagelos de los 

espermatozoides son los encargados de ejecutar la motilidad; el movimiento flagelar se 

da gracias al ATP producido por las mitocondrias que se encuentran en la pieza media 

del espermatozoide (Hallap et al., 2005). 

2.2. Métodos de colección de espermatozoides 

Una de las principales limitantes para la evaluación reproductiva en camélidos 

sudamericanos es el método de colección se semen. Esto debido a características como la 

posición y duración de la cópula, lugar donde se deposita del semen, el tipo de 

eyaculación y la elevada viscosidad, que dificultan la colecta del semen y el 

establecimiento de un protocolo óptimo (Pacheco, 2008). Se han probado distintos 

métodos de colección con el fin de llegar a obtener una muestra limpia y confiable, entre 

ellos están la colección mediante esponjas vaginales, una fístula uretral, aspiración post-

coital, electro eyaculado y vagina artificial (Bravo et al., 2000).  

La recuperación de espermatozoides epididimarios de alpaca provenientes de 

animales de descarte o que fueron enviados a camal, es una alternativa atractiva para la 

obtención de muestras con fines de investigación (Morton et al., 2007; Gonzales, 2008; 

Banda et al., 2010). Además, permitiría la recuperación de espermatozoides de animales 

de altos valores genéticos muertos súbitamente y de animales en peligro de extinción. La 

técnica consiste en la obtención de espermatozoides que se encuentran en la cola del 

epidídimo, lugar donde se almacenan hasta ser eyaculados, mediante cortes seriados y 

utilizando un diluyente (Morton et al., 2007; Banda et al., 2010; Abraham et al., 2016). 

 La viabilidad de los espermatozoides va decreciendo según el aumento de la 

temperatura y tiempo post beneficio, obteniéndose espermatozoides vivos a 5 °C por más 
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de 24 horas (Banda et al., 2010). Esta técnica evita inconvenientes como la contaminación 

de la muestra por polvo, entrenamiento de los animales, equipos y profesionales 

especializados; además, nos permite obtener muestras sin la alta viscosidad que hace tan 

difícil el manejo de la muestra debido a la ausencia del plasma seminal. 

2.3.Evaluación de la funcionalidad espermática 

2.3.1. Motilidad 

La motilidad espermática puede ser evaluada por microscopía óptica y con ayuda 

de los sistemas de análisis de semen asistido por computadora (CASA). En bovinos, la 

motilidad es actualmente la definición más común para ‘‘calidad espermática’’, actuando 

como una medida indirecta de la actividad metabólica y la viabilidad espermática (Hallap 

et al., 2005). La evaluación para esta y otras especies, como ovinos, porcinos y equinos, 

consta de la valoración del semen puro, que indica el comportamiento de los 

espermatozoides en el líquido de las glándulas accesorias, y de la valoración del semen 

diluido para estimar parámetros de motilidad espermática total y motilidad progresiva 

(Ax et al., 2002).  

El semen de la alpaca es muy viscoso, lo que dificulta la valoración de la calidad 

espermática por medio de la motilidad. Debido a la alta viscosidad del plasma seminal, 

no hay motilidad masal, y la motilidad individual y progresiva es muy lenta y de forma 

oscilatoria (Sumar, 2002). Si bien se ha podido evaluar la motilidad progresiva en 

espermatozoides exentos de la secreción de la próstata y glándulas bulbo-uretrales (Pérez 

et al., 2006), la motilidad espermática total ha servido para evaluar la calidad espermática 

antes y después del congelamiento en espermatozoides de alpaca en diferentes estudios 

(Valdivia et al., 1999; Bravo et al., 2000; Morton et al., 2007, 2010; Banda et al., 2010; 

Santiani et al., 2005, 2013, 2016).  

Es importante señalar que debido a que en camélidos sudamericanos existen 

inconvenientes mencionados anteriormente respecto a la evaluación de la motilidad, se 

deberían usar otros métodos de estimación de la calidad espermática y no basarse solo en 

la motilidad. Recientemente, se han realizado estudios utilizando citometría de flujo 

(Cheuqueman et al., 2013; Santiani et al., 2016; Ugarelli et al., 2017) para evaluar la 

calidad espermática utilizando parámetros novedosos y más objetivos. 

2.3.2. Viabilidad e integridad acrosomal 
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Las membranas ejercen un papel fundamental en el mantenimiento de la fertilidad 

de los espermatozoides (Celeghini et al., 2007). La membrana plasmática es responsable 

de mantener el equilibrio osmótico celular; si es dañada, la homeostasis se pierde y puede 

conllevar a la muerte del espermatozoide (Flesh y Gadella, 2000). En consecuencia, una 

membrana plasmática íntegra es crucial para la supervivencia del espermatozoide, y 

evaluar su funcionalidad nos permite determinar la capacidad fecundante del 

espermatozoide. La prueba ampliamente usada para evaluar la integridad funcional de la 

membrana es el test hipoosmótico, que evalúa la capacidad de la membrana para 

trasportar líquidos (Vázquez et al., 1997; Suarez, 2014).  

Por otro lado la reacción acrosomal (RA) es un evento esencial para la 

fecundación, ya que consiste en la liberación de enzimas acrosomales que facilitarán la 

unión del espermatozoide con la zona pelúcida (ZP) y la posterior fusión de las 

membranas del espermatozoide y ovocito (Flesh y Gadella, 2000). En mamíferos la ZP 

aparece como la estructura implicada en la unión del espermatozoide e inducción de la 

RA (Villela et al., 2015); aunque los mecanismos de inducción de RA son más complejos 

y dependen de los receptores en la membrana y señales intracelulares (Patrat et al., 2000). 

Por lo tanto, la integridad del acrosoma, así como el mantenimiento enzimático es esencial 

para la fecundación. La integridad acrosomal puede evaluarse utilizando técnicas de doble 

tinción citoquímica (Santiani et al., 2005) y de fluorescencia (Morton et al., 2010; Villela 

et al., 2015).  

Desde hace algunos años se ha empezado a emplear técnicas específicas que 

permiten evaluar la viabilidad y la integridad del acrosoma a través del uso de marcadores 

fluorescentes (Ugarelli, 2016). El yoduro de propidio (PI) es una sonda fluorescente que 

se une al ADN de células que poseen la membrana plasmática dañada (Graham et al., 

1990) y es comúnmente empleada para evaluar la viabilidad de los espermatozoides.  

Existen varios marcadores fluorescentes que sirven para evaluar la integridad de 

la membrana acrosomal. La técnica más comúnmente aplicada utiliza marcadores de 

glicoproteína como lectinas. Entre ellos están el PSA (aglutinina del guisante Pissum 

sativum) y PNA (aglutinina del maní Arachis hypogaea) conjugado con Isotiocianato de 

fluoresceína (FITC) (Graham et al., 1990). Estas aglutininas permiten reconocer 

terminales de manosa, glucosa y glucosamina de glicoconjugados localizados en la matriz 
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acrosomal (Celeghini et al., 2007), y cuando está unida a FITC, marca el acrosoma de 

espermatozoides dañados en amarillo-verde (Graham et al., 1990; Ugarelli, 2016).  

La posibilidad de asociar sondas fluorescentes y evaluar simultáneamente la 

membrana plasmática y el acrosoma facilitan y hacen más rápida  la evaluación de dos 

importantes parámetros para evaluar la actividad fecundante del espermatozoide, ya que 

de no utilizar marcadores fluorescentes se tendrían que realizar dos procedimientos y 

técnicas distintas, anteriormente mencionadas. La asociación de PI y FITC-PSA para 

evaluar la membrana plasmática y acrosomal, respectivamente, se ha utilizado en bovinos 

(Graham et al., 1990; Celeghini et al., 2007), ovinos (Sukardi et al., 1997), humanos 

(Vilella et al., 2015), equinos (Arruda et al., 2002) y alpacas (Cheuqueman et al., 2012; 

Santiani et al., 2016; Ugarelli et al., 2017). 

2.3.3. Actividad mitocondrial 

La actividad mitocondrial espermática es un parámetro que se ha evaluado en 

diversas especies, como en humanos (Amaral y Ramalho-Santos, 2010), bovinos (Hallap 

et al., 2005), porcinos (De Mercado et al., 2010), ovinos (Pérez, 2009) y alpacas 

(Cheuqueman et al., 2013; Santiani et al., 2016). 

El flagelo del espermatozoide es el encargado de ejecutar la motilidad. El 

movimiento flagelar se da gracias al ATP producido por las mitocondrias que se 

encuentran en la pieza media del espermatozoide (Hallap et al., 2005). Se cree que la 

mitocondria es la organela más importante para la evaluación de la calidad espermática 

debido a que contiene su propio ADN y potencial de membrana, que puede ser fácilmente 

examinada para determinar la integridad del ADN y motilidad del espermatozoide 

(Amaral y Ramalho-Santos, 2010). La evaluación de la actividad mitocondrial mediante 

la medición del potencial de membrana mitocondrial (PMM) es una alternativa más 

objetiva y útil para evaluar la calidad espermática, ya que una falla en el PMM estaría 

afectando directamente la funcionalidad del espermatozoide.  

Existen diversos fluorocromos que sirven para marcar las mitocondrias y 

determinar el PMM, como el JC-1 y MitoSOX, que se han utilizado en diversas especies 

(Luo et al., 2013). El MitoTracker Deep Red 633 ha sido señalado como un fluorocromo 

confiable para la evaluación de la actividad mitocondrial de semen bovino luego del 

congelamiento (Hallap et al., 2005). Terrell et al. (2011) determinaron que bajos niveles 
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de actividad mitocondrial podrían estar directamente relacionados al tamaño de la pieza 

media del espermatozoide utilizando MitoTracker CMXRos en espermatozoide felinos. 

En alpacas, el PMM ha podido ser evaluado utilizando JC-1 (Cheuqueman et al., 

2013), MitoTracker Deep Red 633 FM y MitoTracker CMXRos (Santiani et al., 2016). 

El MitoTracker es un fluorocromo que tiene la capacidad de difundirse a través de la 

membrana plasmática, en definidos compartimentos intracelulares de la mitocondria 

activa, que al ser excitado con láser emite fluorescencia roja, permitiendo así la 

visualización de la mitocondria; la intensidad de dicha fluorescencia es proporcional a la 

presencia del PMM.  Santiani et al. (2016) encontró una moderada correlación entre el 

PMM evaluado con MitoTracker CMXRos y la motilidad espermática, debido a que 

aparentemente, este podría marcar selectivamente las mitocondrias. 

2.4.Criopreservación de espermatozoides 

El fin de la criopreservación es mantener viables y funcionales a los espermatozoides 

durante un periodo de tiempo más largo. El hecho de que los espermatozoides sean 

sometidos a bajas temperaturas (menores a -130 ºC) logra que se detengan los procesos 

metabólicos, prolongando su vida por varios años (Medeiros et al., 2002). Esto nos 

permite utilizar los espermatozoides congelados en biotecnologías reproductivas como la 

inseminación artificial y la fecundación in vitro (Watson, 2000). No obstante, la 

criopreservación genera daño en las membranas celulares, lo que disminuye la viabilidad 

de espermatozoides debido a que los espermatozoides no están adaptados para soportar 

bajas temperaturas (Quinn et al., 1969; Medeiros et al., 2002). 

2.4.1. Generalidades 

Cuando los espermatozoides llegan a temperaturas entre -5 y -10 ºC ocurre la 

formación de hielo en el medio extracelular, y gracias a la membrana plasmática se 

detiene la formación de hielo en el interior de la célula (Holt, 2000). La formación de 

cristales de hielo en el medio extracelular logra concentrar más los solutos en la fracción 

líquida. El punto eutéctico es la concentración máxima de solutos que se alcanza antes de 

que se termine de congelar la parte líquida y los solutos (Boiso, 2001). El mantenimiento 

de agua líquida intracelular y extracelular en equilibrio osmótico da lugar a la 

deshidratación celular (Medeiros et al., 2002). La deshidratación severa conduce a la 

lesión celular debido a la desnaturalización de macromoléculas y al encogimiento 
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extremo de la célula hasta el colapso irreversible de la membrana (Mazur, 1984). Por otro 

lado, la inadecuada deshidratación celular produce la formación de cristales de hielo 

intracelular, los cuales tienen un efecto letal (Mazur, 1984). El proceso de cristalización 

libera energía en forma de calor, lo que eleva por unos momentos la temperatura de la 

solución, siendo dañino para los espermatozoides (Boiso, 2001). La lesión celular 

crioinducida también se atribuye a la acción combinada de factores físicos, como el estrés 

osmótico que perjudica el funcionamiento de las membranas celulares debido a la 

formación de hielo y el estrés mecánico de la formación de hielo alrededor de la célula 

que estará sometida a un espacio muy limitado de solutos no congelados (Mazur, 1984). 

De la velocidad de congelamiento también depende la supervivencia del 

espermatozoide a la criopreservación, influyendo en la deshidratación celular y la 

formación de hielo dentro de la célula si es muy rápida o muy lenta, respectivamente 

(Mazur, 1984; Holt, 2000; Medeiros et al., 2002). Kumar et al. (2003) encontraron que es 

entre el rango de -5 y -50 °C donde ocurren dichos fenómenos. 

Los dilutores de semen de criopreservación cumplen , entre otras funciones, con 

brindar protección al espermatozoide durante el congelamiento (Háfez, 2002). La leche 

de vaca es utilizada para diluir el semen de diferentes especies (Salamon y Maxwell, 

2000; Foote et al., 2002, Santiani, 2005). Las proteínas de la leche son las que proveen 

dichas propiedades a favor de los espermatozoides durante la congelación, y pueden 

funcionar como amortiguadores de pH y como agentes quelantes contra cualquier metal 

pesado presente, además de tener propiedades antioxidantes, como la caseína. La acción 

protectora de la yema de huevo de gallina se atribuye a las proteínas de baja intensidad 

(LDL), que forman una cubierta protectora en la superficie de la membrana espermática 

(Moussa et al., 2002).  

 

 

2.4.2. Criopreservación de espermatozoides de alpaca 

En los últimos años, los estudios sobre criopreservación de espermatozoides de 

alpaca se han incrementado. Si bien algunos resultados son favorables, la mayoría de 

estos siguen evidenciando lo mucho que falta por investigar al respecto, ya que aún no se 

tiene un protocolo estandarizado para criopreservar espermatozoides de alpaca que den 
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resultados aceptables y reproducibles para lograr la tan ansiada inseminación artificial. 

Así mismo, no se sabe que parámetros son los que afectan la eficiencia de la 

criopreservación. El método de colección, el tipo de diluyente, los crioprotectores y la 

concentración de estos, son interrogantes aún no esclarecidas del todo. 

Bravo et al. (1996) reportaron como motilidad promedio en espermatozoides de 

alpacas y llamas 46.7 % y 45 %, respectivamente, utilizando glicerol (GLY) como 

crioprotector. Estudios posteriores han demostrado una reducción considerable de la 

motilidad luego del congelamiento (Valdivia et al., 1999; Vaughan et al., 2003; Santiani 

et al., 2013).  

Se han evaluado parámetros distintos a la motilidad para estimar la actividad 

fecundante. Tal es el caso de la viabilidad y la integridad acrosomal. Santiani et al. (2005) 

concluyeron que el dilutor a base de Leche descremada, yema de huevo y fructosa y el 

crioprotector etilenglicol (EG) al 0.7 % (0.125 M) dieron los mejores resultados, 

obteniéndose 20 % de motilidad post descongelamiento y 18.7 % de espermatozoides 

viables con acrosoma intacto. Posteriormente, Santiani et al. (2013), esta vez utilizando 

Tempol al 1 mM y EG al 0.1 M, obtuvieron 22.08 % de motilidad y 32.71 % de 

espermatozoides viables con acrosoma intacto post descongelamiento. 

En un intento por evadir el difícil manejo del semen de camélidos sudamericanos, 

se realizaron trabajos de investigación utilizando espermatozoides epididimarios. Morton 

et al. (2007) evaluaron la motilidad e integridad del acrosoma en espermatozoides 

epididimarios de alpaca utilizando dando como resultado 18.3 % de motilidad y 80 % de 

integridad acrosomal. Luego, el mismo grupo de investigadores utilizó la misma 

concentración de GLY adicionándole EquexSTM®, obteniendo resultados similares 

(Morton et al., 2010). Banda et al. (2010) por su parte también utilizaron espermatozoides 

epididimarios, obteniendo 17 %, 14 % y 8.6 % de motilidad y 27.2 %, 32.6 % y 26.3 % 

de integridad acrosomal post descongelamiento. Estos resultados demuestran que aunque 

la motilidad espermática se reduzca luego del congelamiento, los valores de viabilidad e 

integridad del acrosoma no son tan reducidos; lo que podría sugerir que el congelamiento 

de espermatozoides de alpaca está afectando en algún aspecto la motilidad espermática, 

más no la viabilidad en su totalidad. 
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CUADRO 1: Trabajos de investigación en criopreservación de espermatozoides de alpaca.   

Autor Agente Crioprotector Dilutor 
Motilidad post 

descongelamiento (%) 
Muestra 

Vaughan et al., 2003 GLY (7 %) 
Biladyl 

Buffer Green 

21.3 ± 3.3 

17.4 ± 1.7 
Semen 

Santiani et al., 2005 
GLY 0.96 M (7 %) 

EG 0.125 M (0.7 %) 

TRIS, citrato, yema de huevo y glucosa 

Leche descremada, yema de huevo y 

fructosa 

15.3 ± 4.1 

20.0 ± 6.7 

Semen (vagina 

artificial) 

Canorio et al., 2008 
DMSO 0.125 M (0.9 %) 

DMSO 0.25 M (1.8 %) 

NaCL 

DPBS 

32.9 

35.3 

Espermatozoides 

de epidídimo 

Morton et al., 2007 y 

2010 

GLY 0.27 M (2 %) 

GLY 0.41 M (3 %) 

GLY 0.55 M (4 %) 

 
16.1 ± 4.6 

20.5 ± 5.9 

18.5 ± 6.6 

Espermatozoides 

de epidídimo 

Banda et al., 2010 

GLY 0.82 M (6 %) 

EG 0.2 M (1 %) 

DMA 0.385 M 

Tris, ácido cítrico, fructosa y yema de 

huevo. 

Tes Tris, citrato de sodio, de yema de 

huevo. 

Leche descremada, yema de huevo y 

fructosa. 

14.0 ± 7.5 

17.0 ± 4.3 

8.6 ± 3.8 

Espermatozoides 

de epidídimo 

Terreros et al., 2012 

GLY 0.96 M (7 %) 

EG 1.25 M (7 %) 

DMSO 0.98 M (7 %) 

Leche descremada, yema de huevo, 

fructosa. 

23.9 ± 8.3 

8.3 ± 6.9 

31.1 ± 8.5 

Espermatozoides 

de epidídimo 

Santiani et al., 2013 GLY 0.1 M 
Leche descremada, yema de huevo, 

fructosa, Tempol. 
22.08 ± 3.06 

Semen (vagina 

artificial) 
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Choez et al., 2013 

GLY 0.25 M 

GLY 0.5 M 

GLY 0.75 M 

GLY 1 M 

GLY 1.25 M 

GLY 1.5 M 

GLY 1.75 M 

Leche descremada, yema de huevo, 

fructosa. 

22.0 ± 8.58 

23.0 ± 5.66 

26.0 ± 11.07 

34.0 ± 14.41 

36.0 ± 11.70 

26.0 ± 14.26 

22.0 ± 11.11  

Espermatozoides 

de epidídimo 

Flores et al., 2015 
DMF (4 %) 

DMF (7 %) 
Tris, Fructosa, yema de huevo (25 %). 

9.7 ± 1.8 

7.5 ± 3.2 

Semen (electro 

eyaculado) 

Canorio et al., 2015 

DMA 0.18 M 

DMA 0.375 M 

DMA 0.75 M 

DMSO 0.125 M 

DMSO 0.25 M 

DMSO 0.5 M 

GLY 0.6 M 

Tes, Tris, Yolk. 

27.0 ± 1.8 

34.4 ± 1.4 

28.6 ± 4.7 

22.2 ± 6.1 

33.3 ± 4.9 

27.9 ± 5.3 

17.6 ± 2.7 

Espermatozoides 

de epidídimo 
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2.4.3. Agentes crioprotectores 

Los agentes crioprotectores (ACP) son sustancias hidrosolubles y de baja 

citotoxicidad que ayudan al espermatozoide a resistir la reducción de temperatura durante 

el proceso de criopreservación; al disminuir el punto eutéctico, la deshidratación celular 

se dará a una temperatura menor y el estrés osmótico será menor (García y Vila, 1984; 

Boiso, 2001). Los APC se han clasificado en permeantes (penetrantes) y en no permeantes 

(no penetrantes), de acuerdo a la permeabilidad a través de la membrana plasmática 

(Boiso, 2001). 

Los ACP no permeantes no son crioprotectores propiamente dichos, ya que no 

ingresan a la célula por su alto peso molecular, pero promueven la deshidratación celular 

mediante la ósmosis, de esta manera disminuye el agua intracelular que podría formar 

cristales de hielo (Medeiros et al., 2002). Son muy efectivos a velocidades altas de 

congelación y suelen usarse en combinación con los agentes permeantes (Boiso, 2001). 

De Leeuw et al. (1993) describen que los ACP no permeantes ‘‘aumentan la viscosidad 

del medio extracelular a bajas temperaturas, reduciendo la formación de cristales de 

hielo’’; además, ‘‘pueden formar puentes de hidrógeno entre sus grupos hidroxilo y 

grupos fosfato de los fosfolípidos de la membrana plasmática’’; y ‘‘al reemplazar el agua 

alrededor de los fosfolípidos, previenen el daño a la membrana durante la deshidratación 

celular’’. Los más utilizados son azúcares como la sacarosa, trehalosa, lactosa y rafinosa 

(Boiso, 2001). 

Los ACP permeantes sirven cuando la congelación es lenta, protegiendo al 

espermatozoide de los daños mencionados antes (García y Vila, 1984). Ingresan a la 

célula gracias a que poseen bajo peso molecular y reemplazan el volumen líquido en el 

medio intracelular, evitando así la formación de hielo y la deshidratación excesiva 

(Medeiros et al., 2002). Si bien el espermatozoide es permeable a estos agentes, su 

permeabilidad no es de la misma magnitud a la del agua debido a su peso molecular (Tabla 

N°2). Si la concentración de ACP es excesiva se puede generar toxicidad celuñar, 

produciendo alteraciones en la membrana plasmática y la motilidad (Medeiros et al., 

2002). Se han utilizado distintos tipos de crioprotectores permeantes para preservar 

espermatozoides como el glicerol (GLY), etilenglicol (EG) y el dimetilsulfóxido 

(DMSO), siendo el GLY el más implementado, dando resultados variables entre especies 

(Boiso, 2001). Recientemente las amidas, dimetilacetamida (DMA) y dimetilformamida 
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(DMF), también vienen siendo usadas como crioprotectores en espermatozoides de 

alpaca y llama, respectivamente. 

CUADRO 2: Principales características de los agentes crioprotectores.  

 

 
Fórmula 

Química 

Estructura 

Química 

Peso 

Molecular 

(g/M) 

Densidad 

(g/mL) 

Glicerol (GLY) C3H5(OH)3 
 

92.09 1.250 

Etilenglicol (EG) (CH2OH)2 
 

62.07 1.113 

Dimetilsulfóxido 

(DMSO) 
(CH3)2SO 

 

78.13 1.100 

Dimetilformamida 

(DMF) 
C3H7NO 

 

87.12 0.937 

Dimetilacetamida 

(DMA) 
CH3CON(CH3)2 

 

73.09 0.944 

 

Fuente:Modificado de Sandoval, 2005. 

 

2.4.3.1.Glicerol 

El glicerol ha sido el ACP más utilizado para la criopreservación de 

espermatozoides (Medeiros et al., 2002), y el más utilizado en trabajos sobre 

criopreservación de espermatozoides de alpaca (Vaughan et al., 2003; Santiani et al, 

2005).  

Pertenece a la familia de los alcoholes y, por su bajo peso molecular (92.09), es 

capaz de atravesar la membrana plasmática del espermatozoide. Además, los canales 

aquaporin 7, que se encuentran en la membrana, facilitan el ingreso del GLY dentro de la 

célula (Ishibashi et al., 1997). De esta forma, el GLY reemplaza el agua intracelular que 

sale al medio extracelular, evitando el daño célular por la deshidratación excesiva 
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(Medeiros et al., 2002), y a su vez, reduce la formación de hielo intracelular (Salamon y 

Maxwell, 2000). También presenta un efecto en el medio extracelular cuando es agregado 

a la solución, aumentando el volumen del medio extracelular y, por lo tanto, el agua en 

estado de no congelamiento, disminuyendo los electrolitos, minimizando así los efectos 

de solución (Mazur, 1984). Amann y Pickett (1987) y Parks y Graham (1992) sugieren 

que este efecto extracelular es el más beneficioso. 

Sin embargo, su principal función como crioprotector, puede ser también un 

problema para la supervivencia del espermatozoide. El glicerol, a concentraciones altas y 

dependiendo de en qué especie se utilice, puede ser tóxico, induciendo daño a la 

membrana plasmática y disminuyendo la motilidad (Medeiros et al., 2002).      

En alpacas, se ha preferido realizar la adición del GLY en una o dos fracciones, 

siendo más común la adición del GLY a 5 °C (Banda et al., 2010; Santiani et al., 2013; 

Terreros et al., 2015) y 4 °C (Morton et al., 2010). Bravo et al. (2013) afirman que hasta 

ahora en los protocolos de criopreservación de espermatozoides de alpaca el crioprotector 

se adiciona al final del periodo de enfriamiento, lo que dura de 1 a 2 horas.  No obstante, 

estas técnicas pueden llegar a ser contraproducente para la supervivencia del 

espermatozoide debido a la manipulación. 

Hasta ahora no se han comparado los momentos de adición del GLY en 

espermatozoides de alpaca. Por otro lado, en espermatozoides de caninos, Silva et al. 

(2003) y Carlotto et al. (2011) encontraron que el momento de la adición del crioprotector 

no influye en los resultados obtenidos después de la criopreservación. Además, Segura 

(2016) realizó la recuperación de espermatozoides en un dilutor que ya contenía el 

crioprotector, evitando la manipulación excesiva de la muestra y desbalances de 

temperatura posiblemente perjudiciales.   

La sensibilidad de los espermatozoides a los efectos tóxicos del GLY depende de 

la especie (Curry, 2000). El GLY en conejos, gallos y peces presenta principalmente 

efectos negativos sobre la fertilidad del espermatozoide (Alvarenga et al., 2005). Otro 

factor de gran importancia para la efectividad del GLY y los ACP en general es la 

concentración utilizada. Por ejemplo, los espermatozoides de bovinos son habitualmente 

criopreservados en concentraciones de 4 a 8 % de GLY, y estas concentraciones se han 

utilizado con éxito para criopreservar espermatozoides de rumiantes salvajes y primates 
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(Holt, 2000). En equinos, el semen se congela utilizando concentraciones de GLY entre 

2 a 5 %, aunque el efecto tóxico del glicerol a estas concentraciones ha sido reportado por 

diversos autores (Macías et al., 2012). La especie porcina no tolera muy bien 

concentraciones superiores al 3 % (0.411 M); además, al compararla con especies 

resistentes como el toro, los espermatozoides de cerdo presentan menor fertilidad y mayor 

susceptibilidad a las lesiones acrosomales utilizando GLY (Curry, 2000). En alpacas el 

GLY ha sido utilizado al 7 % (0.96 M) (Santiani et al., 2005; Terreros et al., 2015), 6 % 

(0.82 M) (Banda et al., 2010) y 2, 3 y 4 % (0.27 M, 0.41 M y 0. 55 M) (Morton et al., 

2007, 2010) presentando resultados variables con respecto a la motilidad. Choez (2016) 

comparó varias concentraciones de GLY, concluyendo que la concentración óptima era 

de 1.16 M. 

2.4.3.2.Etilenglicol 

El etilenglicol (EG) es un crioprotector utilizado principalmente para la 

conservación de tejido ovárico (Rodrigues et al., 2004) y de embriones (Massip, 2001). 

Fue utilizado por primera vez por Miyamoto y Ishibashi, 1977. Pertenece a la familia de 

los alcoholes y su característica más importante es su bajo peso molecular (62.07), que 

supera a todos los demás crioprotectores (Tabla N°2); además, su baja toxicidad y su 

elevada permeabilidad justifica su amplio uso en embriones (Massip, 2001); es por ello 

que ha sido probado como crioprotector en espermatozoides de distintas especies.  

Guthrie et al. (2002) compararon EG, glicerol (GLY) y dimetilsulfóxido (DMSO) 

en espermatozoides de toro, concluyendo que el EG tuvo menor efecto inhibitorio sobre 

la motilidad que los otros dos crioprotectores, presentándolo como potencial crioprotector 

alternativo al glicerol. Así mismo, en especies como humanos (Gilmore et al., 2000), 

equinos (Ball y Vo, 2001; Henry et al., 2002), ratones (Agca et al., 2002) y chinchillas 

(Carrascosa et al., 2001) el EG ha tenido mejores resultados en comparación con el GLY. 

En equinos se ha observado que el EG causa menor prejuicio para la motilidad y 

viabilidad post descongelamiento en los espermatozoides (Ball y Vo, 2001); por otro lado, 

Alvarenga et al. (2000) concluyeron que el EG presenta propiedades similares al GLY en 

cuanto a conservación de motilidad e integridad acrosomal.  

En espermatozoides ovinos, si bien ha tenido buenos resultados post 

descongelamiento, no han sido mejores que los obtenidos con el GLY (Molinia et al., 
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1994; Sandoval, 2005); estos resultados fueron similares en espermatozoides caprinos 

(Bittencourt et al., 2004). En caninos el EG ha presentado resultados comparables a los 

del GLY, y hasta podría sustituirlo (Soares et al., 2002); sin embargo, otro estudio muestra 

que la integridad de membrana y la motilidad han sido mejor preservadas por el GLY 

(Cavalcanti et al., 2002). Andrade (2005) concluyó que el EG al 5 % puede ser la 

concentración adecuada para la protección del espermatozoide de perro contra los daños 

de la crioconservación.  

En alpacas, Santiani et al. (2005) concluyeron que el EG al 0.7 % (0.125 M) dio 

mejores resultados que el GLY al 7 % (0.96 M); también, Banda et al. (2010) utilizaron 

EG a concentración de 0.2 M, obteniendo resultados similares. Por otro lado, Terreros et 

al. (2005) concluyeron que el DMSO y el GLY tuvieron motilidades más altas que el EG 

a la misma concentración (0.9 M). Choez (2016) probó varias concentraciones de EG en 

espermatozoides de alpaca, concluyendo que la concentración que dio mejores resultados 

fue al 1.02 M. Estos resultados indican que aún se necesitan realizar más estudios para 

clasificar el rol de EG en la criopreservación de espermatozoides de alpaca.   

2.4.3.3.Dimetilsulfóxido 

El dimetilsulfóxido (DMSO) es conocido como buen disolvente y por su 

capacidad de penetrar fácilmente en los tejidos animales y vegetales. Además de tener 

propiedades antiinflamatorias y analgésicas, actúa como un crioprotector en ambientes 

acuáticos o marinos, protegiendo a organismos de temperaturas extremas. Por tal motivo, 

se ha optado por usar el DMSO como agente crioprotector en la criopreservación de 

espermatozoides de cabra (Kundu et al., 2000), lobo colorado (Jhonson et al., 2014), peces 

(Thirumala et al., 2005; Sánchez et al., 2013), cerdo (Hood et al., 1970), caballo 

(Devireddy et al., 2002), humanos (Serafini et al., 2013) y conejos (Iaffaldano et al., 

2012).  

En un estudio, el DMSO produjo menos estrés osmótico que el GLY, pero mayor 

que EG, sugiriendo que el DMSO y el EG podrían ser usados como crioprotectores de 

espermatozoides de equinos (Ball y Vo, 2001). De igual manera, Iaffaldano et al. (2012) 

proponen al DMSO y al DMA como agentes crioprotectores para espermatozoides de 

conejos por los buenos resultados que obtuvieron. En el estudio de El-Badry et al. (2012) 

realizado en espermatozoides de dromedarios, se demostró que los resultados obtenidos 
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con DMSO en motilidad, viabilidad, integridad de membrana e integridad acrosomal, 

fueron similares a los de GLY. 

El DMSO ha sido utilizado en espermatozoides de alpaca, comparándose con 

GLY, EG y DMA. Canorio et al. (2003) concluyeron que el DMSO y el DMA son buenos 

candidatos para ser usados en la criopreservación de espermatozoides epididimarios de 

alpaca debido a los mejores resultados obtenidos en comparación con el GLY. Morton et 

al. (2007) obtuvieron mayores resultados en motilidad post descongelamiento en 

espermatozoides epididimarios de alpaca utilizando DMSO (35.83 %) en comparación 

con GLY (30.83 %) y EG (17.42 %). De igual manera, Terreros et al. (2015) obtuvieron 

mayor motilidad post descongelamiento utilizando DMSO (31.11 %) como agente 

crioprotector que GLY (23.89 %) y EG (8.3 %). Recientemente, Choez (2016) concluyó 

que la concentración óptima de DMSO en ese trabajo fue de 0.9 M, donde obtuvieron 

35.83 % de motilidad post descongelamiento; esta concentración fue similar a la utilizada 

en Terreros et al. (2015) con 0.98 M pero mayor a Canorio et al. (2003) con 0.25 M. 

Asimismo, en el mismo estudio concluyeron que el DMSO obtuvo mejores resultados en 

integridad de membrana plasmática, viabilidad e integridad de membrana acrosomal. 

2.4.3.4.Dimetilformamida 

Anteriormente se mencionó que el glicerol es potencialmente tóxico y las 

concentraciones de este están ligadas a su toxicidad. Debido a esto, las amidas están 

siendo usadas como crioprotectores alternativos en muchas especies, y los CSA no son la 

excepción. Las amidas son ACP que tienen menor peso molecular que el glicerol, 

penetrando la membrana plasmática con mayor rapidez, reduciendo el daño al 

espermatozoide (Alvarenga et al., 2005).  

La dimetilformamida (DMF) se ha usado para criopreservar embriones (Giraldo 

et al., 2012) y recientemente para la criopreservación de espermatozoides de distintas 

especies. En espermatozoides de equinos, el uso de DMF como crioprotector ha 

proporcionado un aumento en la motilidad y en la integridad de membrana post 

descongelamiento (Miragaya et al, 2001; Alvarenga et al., 2005; Mesa y Henao, 2011). 

De igual manera en porcinos, un estudio concluyó que el DMF puede reemplazar al 

glicerol como crioprotector debido a que obtuvo mejores resultados (Caldevilla et al., 

2016). 
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En un estudio reciente, utilizaron DMF, DMSO, EG y GLY para criopreservar 

espermatozoides de dromedarios, donde se obtuvieron mejores resultados con DMF (El-

Badry et al., 2016). En llamas, DMF está siendo usada últimamente en la criopreservación 

de espermatozoides. Carretero et al. (2013) evaluaron 3 concentraciones del DMF (7, 4 y 

2 %), obteniéndose mejores valores de motilidad que los tratados con GLY, aunque no 

hubo diferencias significativas entre las 3 concentraciones. En alpacas, fue posible 

evaluar la motilidad espermática post descongelamiento utilizando DMF como agente 

crioprotector en concentraciones de 4 y 7 %, dando como resultados 10.4 y 8 % de 

motilidad total respectivamente (Flores et al., 2015). 

2.4.3.5.Dimetilacetamida 

El efecto crioprotector de las amidas se atribuye a su bajo peso molecular y 

viscosidad, los cuales incrementan la permeabilidad de la membrana, lo que reduce el 

estrés osmótico y el daño celular (Ball y Vo, 2001). En tal medida, el crioprotector 

permeable intracelular dimetilacetamida (DMA) contiene un grupo amida que le confiere 

alta solubilidad, su peso molecular es de 87,12 g/mol y presenta dos grupos metil 

hidrofóbicos que crean enlaces de hidrógeno con el agua (Iaffaldano et al., 2012), 

proporcionándole su capacidad crioprotectora. Otro beneficio reportado sobre la 

utilización de DMA como ACP es que no es contraceptivo, por ello no requiere remoción 

del semen congelado/descongelado para la fecundación, de este modo se reduce el daño 

espermático causado por la remoción del GLY antes de la inseminación (Purdy et al., 

2009).  

El uso de DMA como ACP ha dado resultados favorables en distintas especies, 

como en conejos (Iaffaldano et al., 2012; Rosato y Iaffaldano, 2013), gallos (Mocé et al., 

2010), peces (Baulny et al., 1999; Atencio et al., 2013; Pardo-Carrasco et al., 2015) y 

caballos (Medeiros et al., 2002; Alvarenga et al., 2003). En alpacas, viene siendo utilizado 

en distintos trabajos como parte del proceso de criopreservación en la metodología. Por 

ejemplo, Trelles (2015) y Muchotrigo (2017) utilizaron DMA en concentración de 1M en 

el proceso de criopreservación, no siendo un objetivo de la investigación la evaluación 

del crioprotector. No obstante, si existen trabajos que compararon de alguna manera el 

efecto del DMA con el de dos o más crioprotectores. Banda et al. (2010) utilizaron DMA 

a 0.385 M junto a leche descremada, yema de huevo y fructosa, aunque no fue el grupo 

con mejores resultados. Canorio et al. (2015) concluyeron que luego del proceso de 
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congelación y descongelación se obtuvieron mejores valores de viabilidad e integridad de 

membrana cuando se usó DMA al 0.375 M; además sugirieron que el DMA es un buen 

candidato para ser usado en los procedimientos de criopreservación de espermatozoides 

de alpaca. 

Los crioprotectores evaluados han obtenido distintos resultados, evaluándose y 

comparándose unos a otros bajo concentraciones distintas y en diferentes parámetros; 

lamentablemente, aún no es posible decir que crioprotector es el más efectivo, ya que no 

existe un trabajo de investigación que compare el efecto de todos en espermatozoides de 

alpaca. Es por ello que con el fin de acercarnos más a responder la interrogante planteada, 

este estudio fue realizado para comparar el efecto de GLY, EG, DMSO, DMF y DMA, 

crioprotectores utilizados en la criopreservación de espermatozoides de alpaca, sobre la 

funcionalidad espermática durante el proceso de  criopreservación de espermatozoides de 

alpaca. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1.Localización  

La obtención de espermatozoides epididimarios, evaluación preliminar y el proceso 

de criopreservación de las muestras se realizó en el Laboratorio de Biotecnología 

Reproductiva y Celular de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Biológicas de la 

Universidad Científica del Sur (UCSUR), Villa El Salvador, Lima, Perú. La evaluación 

y lectura de las muestras post descongelamiento se llevó a cabo en el Laboratorio de 

Reproducción Animal de La Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad 

Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM), San Borja, Lima, Perú 

3.2.Diseño experimental 

El diseño del trabajo de investigación fue experimental, prospectivo, longitudinal y 

descriptivo. Se colectaron 46 testículos de alpaca con un peso de 10 gr y tamaño de 3 cm 

de longitud como mínimo. Los criterios de inclusión del estudio fueron aquellas muestras 

que luego de la evaluación inicial tuvieron concentración espermática mayor de 50 x 10 

6 esp/mL y motilidad espermática mayor o igual a 30%. 

 

 

3.3.Procedimiento metodológico 

3.3.1. Obtención de la muestra 

Se obtuvieron 46 testículos de alpaca provenientes del Camal Municipal del 

distrito de Ninacaca, en la Provincia de Pasco. El estudio se realizó en los meses de 

octubre a diciembre del año 2016. Luego del sacrificio, se separaron los testículos del 

escroto y fueron lavados con suero fisiológico a 5 °C. Estos fueron transportados a la 

ciudad de Lima en recipientes con suero fisiológico dentro de una caja de transporte con 

refrigerantes a 5 °C (Banda et al., 2010). 

3.3.2. Recuperación de espermatozoides 

Según la técnica utilizada por Ugarelli (2016), para visualizar el epidídimo se 

retiró la túnica vaginal, posteriormente se aisló la cola del epidídimo. Con pinzas de 
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disección y tijeras de Mayo se retiró el tejido conectivo visible; con el bisel no cortante 

de una hoja de bisturí se corrió el contenido de los vasos sanguíneos para reducir la 

contaminación de la muestra. Los epidídimos fueron lavados con PBS temperado a 37.5 

°C y colocados en placas Petri (30 mm) estériles y temperadas a 37.5 °C. Se agregó 1.5 

mL de dilutor base (yema de huevo (1 mL), fructosa (0.96 gr) y leche descremada (c.s.p. 

20 mL)) temperado a 37 °C. Se realizaron cortes seriados con la ayuda de una hoja de 

bisturí para la liberación de espermatozoides. Una vez terminada la liberación, se colectó 

la suspensión utilizando una micropipeta y se colocó en un tubo Falcón de 2 mL, los 

cuales se mantuvieron a 37.5 °C.  

La evaluación de la calidad de la muestra consistió en la evaluación del porcentaje 

de motilidad total (%) y la concentración espermática (x 106 esp/mL). Para evaluar la 

motilidad se retiraron 10 µL de cada muestra y se colocaron en una lámina porta objeto 

temperado a 37.5 ° C, las cuales fueron observadas utilizando un microscopio óptico a 

40X. Para evaluar la concentración espermática se retiraron 10 µL de cada muestra y se 

colocaron en una cámara de Neubauer, se observaron mediante un microscopio óptico a 

40X, contando 5 cuadrantes (extremos y medio) para finalmente promediar las 

cantidades. Se seleccionaron 46 muestras que cumplían con el mínimo de 30 % de 

motilidad espermática y 50 x 106 esp/mL de concentración espermática. 

 

3.3.3. Grupos experimentales 

Cada muestra fue dividida en 5 alícuotas de 250 µL. Se agregó un crioprotector 

distinto a cada alícuota en las siguientes cantidades: GLY 18 µL, EG 14 µL, DMSO 18 

µL, DMF 19 µL y DMA 23 µL; para que cada uno de los tratamientos tenga una 

concentración final de 1 M. Posteriormente se prepararon pajillas de 0.25 µL para cada 

tratamiento (Fig. 1). 
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FIGURA 1: Flujograma de Procedimiento Metodológico  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.4. Criopreservación 

El proceso de criopreservación se realizó utilizando una crio cámara CL 5500 de 

Cryologic®. Las pajillas fueron introducidas en la crio cámara, que siguió la curva de 

enfriamiento del programa 7 (Fig. 2), en el cual las pajillas llegaron a -35 °C en 120 min. 
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Las pajillas fueron llevadas a un tanque de nitrógeno líquido para su almacenamiento 

hasta el descongelamiento y posterior evaluación. 

FIGURA 2: Curva de enfriamiento utilizada para criopreservar 

espermatozoides de alpaca que corresponde al programa 7 de la crio cámara CL 

5500 de Cryologic®.  

 

 

 

 

 

 

 

3.3.5. Evaluación post descongelamiento 

El descongelamiento de las pajillas se realizó en baño maría a 37 °C por 1 min. 

Los parámetros evaluados fueron: motilidad, viabilidad, integridad acrosomal y potencial 

de membrana mitocondrial.  

Se tomaron 10 µL de cada muestra descongelada para evaluar la motilidad post 

descongelamiento. Cada muestra recuperada fue lavada con PBS dos veces mediante 

centrifugación a 600 g por 8 min y se reconstituyó en 100 µL de PBS temperado a 37.5 

°C.  

La evaluación de la viabilidad fue realizada integrando ioduro de propidio (PI), el 

cual es un fluorocromo que marca de rojo las células muertas. La solución stock de PI fue 

preparada diluyendo 10 mg de PI en 10 mL de PBS para llegar a una concentración final 

de 1 mg/mL. 

Para evaluar la integridad acrosomal (IA) se utilizó el fluorocromo FITC-PSA, 

que marca los acrosomas dañados de verde. La solución stock se preparó diluyendo 2 mg 

de lectina (FITC-PSA) con 20 mL de PBS para llegar a una concentración de 100 µg/mL. 
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El potencial de membrana mitocondrial (PMM) se evaluó al integrar el 

fluorocromo MitoTracker Deep Red 633 FM. Se diluyeron 50 µL de MitoTracker en 92 

µL de DMSO para llegar a una concentración final de 1 nM. Se homogenizaron y se 

prepararon alícuotas de 2 µL que fueron guardadas en congelación. Para la solución de 

trabajo se diluyeron 2 µL de solución stock MitoTracker Deep red 633 FM (1mM) en 100 

µL de PBS para llegar a una concentración de 20 µM, tal como describe Allauca (2017).  

A cada muestra se agregó 2.5 µL de solución stock FITC-PSA (100 µg/mL) para 

llegar a una concentración de 2.5 µg/mL. Luego se agregó 0.5 µL de solución de trabajo 

de MitoTracker Deep Red 633 FM (20 µM) para llegar a una concentración de 100 nM. 

Adicionalmente se agregó 0.5 µL de solución stock de PI (1 mg/mL) para llegar a una 

concentración final de 5 µg/mL. Se homogenizaron las alícuotas y se llevaron a 

incubación en oscuridad por 10 min a 37 °C (Allauca, 2017). 

3.3.6. Evaluación mediante citometría de flujo 

Para la evaluación se utilizó un equipo FlowSigth (Amnis, Seattle, WA, USA) 

equipado con sistema analizador de imágenes. El software de adquisición usado fue 

INSPIRE® versión 100.3.218.0 (Amnis, Seattle, WA, USA) y el software para analizar 

los datos fue IDEAS® versión 6.2 (Amnis, Seattle, WA, USA). Fueron tomados 10 mil 

eventos compatibles con espermatozoides en base a su tamaño y proporción largo/ancho. 

Los eventos fueron excitados con láseres de longitud de onda de 488 nm a 15 mW y 642 

nm a 30 mW. La intensidad de fluorescencia de FITC-PSA se midió utilizando el canal 

de detección 02 (505 a 560 nm), mientras que la intensidad de fluorescencia de PI se 

midió utilizando el canal de detección 05 (642 a 740 nm). La intensidad de fluorescencia 

de MitoTracker Deep Red 633 FM se midió utilizando el canal de detección 11 (642 a 

740 nm). 

 

 

3.3.7. Lectura e interpretación de resultados 

Los resultados fueron presentados mediante gráficos de histograma. En cada uno 

de ellos se muestran dos poblaciones, las cuales se forman y definen según la intensidad 
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de fluorescencia de cada evento (espermatozoides) evaluado. Asimismo, estos resultados 

se expresaron en porcentajes para cada población según la sonda fluorescente. 

 Para evaluar la viabilidad se observó la intensidad de fluorescencia (IF) de PI en 

el canal 05. En el histograma (Fig. 3) se observan dos poblaciones correspondientes a 

vivos (espermatozoides que no presentan fluorescencia roja) y muertos (espermatozoides 

que presentan fluorescencia roja) (Anexo 1). Los resultados fueron expresados en 

porcentaje (%) de espermatozoides vivos. 

FIGURA 3: Histograma de canal de detección 05 que evidencia la IF de PI. 

Podemos observar dos poblaciones que corresponden a espermatozoides vivos y 

espermatozoides muertos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para evaluar la integridad acrosomal se observó la IF de FITC-PSA en el canal 

02. En el histograma (Fig. 4) se observan dos poblaciones, una de las cuales representa a 

los espermatozoides con acrosoma intacto (Espermatozoides que no presentan 

fluorescencia verde) (Anexo 1). Los resultados fueron expresados en porcentaje (%) de 

espermatozoides con integridad acrosomal. 
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FIGURA 4: Histograma del canal de detección 02 que evidencia la IF de 

FITC-PSA. Podemos diferenciar la población de espermatozoides con acrosoma 

intacto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para evaluar el potencial de membrana mitocondrial (PMM) se observó la IF del 

MitoTracker Deep Red 633 FM en el canal 11. En el histograma (Fig. 5) se observan 2 

poblaciones correspondientes a espermatozoides con alto PMM (espermatozoides que 

emitían alta fluorescencia en la pieza media) y espermatozoides con bajo PMM 

(espermatozoides que emitían poca fluorescencia en la pieza media) (Anexo 1). Los 

resultados fueron expresados en porcentaje (%) de espermatozoides con alto PMM. 
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FIGURA 5: Histograma del canal de detección 11 que evidencia la IF de 

MitoTracker Deep Red 633 FM. Es posible diferenciar dos poblaciones 

correspondientes a espermatozoides con bajo PMM y alto PMM.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4.Análisis estadístico 

Los datos fueron transformados a valores angulares (ángulo = arcoseno √x) para 

acercarse a la distribución normal. Se utilizó la Prueba de Kolmogórov-Smirnov (K-S) 

para corroborar que los datos sigan la distribución normal. Se realizó el análisis de 

varianza ANOVA de un solo factor, para determinar el efecto de los crioprotectores sobre 

el porcentaje de motilidad, viabilidad, integridad acrosomal y potencial de membrana 

mitocondrial. En caso de encontrar diferencias significativas (p ˂0.05) se realizó el test 

de Tukey para determinar entre que grupos existieron tales diferencias. 
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4. RESULTADOS 

En el Cuadro 3 podemos observar los valores promedio de los criterios de inclusión 

obtenidos al evaluar cada testículo que ingresó al estudio, donde la longitud testicular 

presenta 4.0 ± 0.5 cm (promedio ± desviación estándar), el peso presenta 13.8 ± 3.7 g, la 

concentración espermática 151.9 ± 81.1 millones de espermatozoides/mL y la motilidad 

inicial presenta 62.5 ± 19.4 %. 

CUADRO 3: Longitud, peso, concentración espermática y motilidad inicial 

promedio de los testículos de alpaca utilizados en el estudio. 

Longitud (cm) Peso (g) Concentración 

(millones x 106 esp/mL) 

Motilidad Inicial 

(%) 

4.0 ± 0.5 13.8 ± 3.7 151.9 ± 81.1 62.5 ± 19.4 

 

En el Cuadro 4 observamos los resultados de la evaluación post descongelamiento de 

motilidad, viabilidad, integridad acrosomal y potencial de membrana mitocondrial 

promediados. Se observa que al evaluar la motilidad existen diferencia significativa (p ≤ 

0.5) entre los grupos de GLY, DMSO y DMF y el grupo de EG; siendo el grupo de DMA 

el que no presenta diferencia estadística con los demás grupos. Con respecto a la 

viabilidad, integridad acrosomal y potencial de membrana mitocondrial  no se observan 

diferencias significativas entre los 5 grupos de crioprotectores. 
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CUADRO 4: Evaluación de la motilidad, viabilidad, integridad acrosomal y 

PMM mediante el estudio de ANOVA de un solo factor en espermatozoides 

epididimarios de alpaca descongelados.  

 GLY EG DMSO DMF DMA 

Motilidad  (%) 15.8 ±  9.6 a 10.3 ± 6.4 b 17.3 ± 8.5 a 17.9 ± 10 a 13.6 ± 10.7ab 

Viabilidad (%) 34.9 ± 20.8 a 33 ± 21.8 a 32.3 ± 21.6 a 34.2 ± 17.9 a 33.8 ± 18.2 a 

IA (%) 58.6 ± 18.2 a 65 ± 12.7a 63.3 ± 13.5 a 61.9 ± 12.7 a 61.3 ± 14.6 a 

PMM (%) 36.1 ± 21.6 a 35.2 ± 23 a 33.5 ± 22.1 a 35.3 ± 18.5 a 34.4 ± 18.1 a 

a,b Letras diferentes en filas indican diferencias significativas (p<0.05). 
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5. DISCUSIÓN 

Este es el primer trabajo que evalúa y compara al glicerol, etilenglicol, 

dimetilsulfóxido, dimetilformamida y dimetilacetamida como agentes crioprotectores 

bajo los mismos parámetros y utilizando técnicas sofisticadas de evaluación espermática 

mediante citometría de flujo y un analizador de imágenes.  

En un inicio, la necesidad de buscar agentes crioprotectores alternativos al glicerol 

abrieron paso al uso del etilenglicol en el caso de Santiani et al. (2005) y al 

dimetilsulfóxido, como en Terreros et al. (2015) y Choez (2016), evaluando y 

comparando su efectividad. Por otro lado, las amidas han sido consideradas dentro de 

crioprotectores para estudiar la criopreservación de espermatozoides de camélidos 

sudamericanos. Carretero et al. (2013) evaluaron dimetilformamida en espermatozoides 

de llama, y obtuvieron mejores resultados comparándolo con glicerol; y Canorio et al. 

(2015) evaluó dimetilacetamida en espermatozoides de alpaca. La variedad de resultados 

nos dan una idea de la efectividad de los agentes crioprotectores, pero no aclara totalmente 

las dudas respecto a que crioprotector utilizar como base para posteriores evaluaciones. 

Por ello, al evaluar a todos bajo los mismos parámetros en este estudio damos la 

oportunidad de precisar las diferencias entre ellos y evaluar cuáles serían las mejores 

alternativas para suplantar finalmente al glicerol en la criopreservación de 

espermatozoides de alpaca.     
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La motilidad inicial obtenida en este trabajo fue de 62.5 %, siendo mayor a lo 

reportado por Santiani et al. (2016) y menor a lo encontrado por Canorio et al. (2015) 

quienes obtuvieron 36 % y 77.3 %, respectivamente. En ambos trabajos también se 

utilizaron espermatozoides epididimarios; además, las muestras se obtuvieron en la 

misma época del año (primavera – verano). Las diferencias entre estudios pueden 

indicarnos que aun siendo muestras que provienen de machos de descarte, podemos 

observar que hay diferencias entre individuos y también dentro de ellos, tal y como 

mencionan Tibary y Vaughan (2006).  

Con respecto a la motilidad espermática post descongelamiento evidenciamos que 

existe diferencia significativa entre el grupo de etilenglicol con 10.3 ± 6.4 % y los grupos 

de glicerol,  dimetilsulfóxido y dimetilformamida con 15.8 ± 9.6 %, 17.3 ± 8.5 % y 17.9 

± 10 %, respectivamente. Por otro lado, el grupo de dimetilacetamida no presentó 

diferencia significativa con otros grupos respecto a la motilidad post descongelamiento. 

Estos resultados son mayores a los obtenidos por Terreros et al. (2015), quienes 

reportaron motilidades de 8% utilizando etilenglicol al 1.25 M como crioprotector. Por 

otro lado, Santiani et al. (2005) obtuvieron motilidades de 20 %. Esto puede ser debido a 

que la concentración del crioprotector fue menor (0.125 M) a la utilizada en este estudio 

(1 M). También se debe mencionar que el tipo de muestra obtenida en dicho estudio 

provino de machos entrenados y aceptados como buenos reproductores, a diferencia de 

este estudio en el cual las muestras enviadas del camal no eran de reproductores probados, 

sino de descarte. La motilidad obtenida por Banda et al. (2010) fue de 17 % utilizando 

etilenglicol al 0.2 M. Esto podría indicar que a una menor concentración de etilenglicol 

se obtienen resultados más altos de motilidad post descongelamiento. Caso muy distinto 

es el de Choez (2016), quien reportó que la concentración óptima de etilenglicol fue de 

1.02 M en dicho estudio, con el cual se obtuvieron motilidades alrededor de 17 %. Tal 

diferencia en resultados puede deberse a que en dicho estudio se incluyeron solo muestras 

con motilidades iniciales iguales o mayores a 60 %, difiriendo de este estudio en el cual 

se incluyeron motilidades iguales o mayores a 30 %; por lo tanto se esperaría que los 

resultados sean diferentes a los encontrados por Choez (2016).   

No se evidenciaron diferencias significativas entre los resultados obtenidos respecto 

a viabilidad, integridad acrosomal y potencial de membrana mitocondrial. Pero 

comparando con otros estudios, se puede observar que los valores obtenidos en este son 
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similares. Se ha utilizado PI para evaluar viabilidad en espermatozoides de alpaca 

mediante citometría de flujo anteriormente. Cheuqueman et al. (2012) encontró 57 % de 

espermatozoides viables en muestras frescas obtenidas por vagina artificial utilizando la 

asociación SYBR-14/PI. Mientras que Juárez (2018) utilizando los mismo fluorocromos 

obtuvo 48.97 % de espermatozoides viables en muestras frescas y 32.3 % en muestras 

descongeladas. Este estudio se obtuvo 33.8 % de espermatozoides viables post 

descongelamiento, valores similares a los encontrados por Juárez (2018) utilizando 

dimetilacetamida como crioprotector. Cabe mencionar que a diferencia de dicho estudio 

que utilizo SYBR-14/PI, en este caso solo se utilizó PI como fluorocromo, siendo una 

prueba indirecta para evaluar la viabilidad.       

Morton et al. (2010), Cheuqueman et al. (2012) y Ugarelli et al. (2017) evaluaron la 

integridad acrosomal (IA) en semen fresco obteniendo 92 %, 88 % y 95 %, 

respectivamente, utilizando la asociación FITC-PNA en el caso del primero y FITC-PSA 

en el segundo y tercer estudio. Respecto a evaluación de IA post descongelamiento, 

Morton et al. (2010) obtuvieron 77.2 % de espermatozoides con acrosoma intacto, 

utilizando glicerol como agente crioprotector. Los resultados obtenidos en este estudio 

son de 58.6 % de IA utilizando el mismo crioprotector. Es posible que la diferencia se 

deba a que la concentración de glicerol utilizada en el presente estudio fue de 1 M, 

mientras que Morton et al. (2010) utilizaron 0.55 M. Además, en dicho estudio se utilizó 

microscopía de fluorescencia para evaluar la IA, mientras que en este estudio se realizó 

por medio de un citómetro de flujo con analizador de imágenes. La microscopía de 

fluorescencia es una prueba más subjetiva, debido a que depende del ojo y la experiencia 

del evaluador, siendo entonces la citometría de flujo una prueba que entrega resultados 

más precisos y seguros. Siendo este el primer reporte sobre evaluación de IA post 

descongelamiento en espermatozoides espipidimarios de alpaca mediante citometría de 

flujo utilizando cinco diferentes crioprotectores.            

Respecto al potencial de membrana mitocondrial (PMM), Cheuqueman et al. (2013) 

utilizó el fluorocromo JC-1 en espermatozoides eyaculados de alpaca, mientras que 

Santiani et al. (2016) reportó el uso de Mitotracker Deep Red 633 FM en espermatozoides 

epididimarios frescos de alpaca. Los resultados obtenidos por Allauca (2017) utilizando 

también el fluorocromo Mitotracker Deep Red 633 FM fueron de 35 % de PMM post 
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descongelamiento, valor que es similar al 34.4 % de PMM encontrado en este estudio, en 

las muestras que presentaban el mismo crioprotector: dimetilacetamida.  

Este estudio sirve como base para futuros experimentos, en los cuales será posible 

evaluar los crioprotectores a distintas concentraciones, teniendo como referencia estos 

resultados para disipar aún más las dudas que ejerce la criopreservación de 

espermatozoides de alpaca. 
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6. CONCLUSIÓN 

• Los agentes crioprotectores glicerol, dimetilsulfóxido, dimetilformamida y 

dimetilformamida logran efectos significativos en cuanto a motilidad post 

descongelamiento en comparación con etilenglicol cuando son utilizados en 

concentraciones al 1M, para el congelamiento de espermatozoides epididimarios 

de alpaca. 
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8. ANEXOS 

ANEXO 1: Ejemplos de espermatozoides evaluados mediante citometría de flujo y el 

sistema analizador de imágenes. a) Espermatozoide evaluado mediante Ch 01 el cual no 

capta fluorescencia. b) Espermatozoides muerto evaluado mediante el Ch 05, evidencia 

daño en la membrana plasmática al presentar fluorescencia roja emitida por el PI. c) 

Espermatozoide evaluado mediante Ch 02 que evidencia fluorescencia verde; indica un 

acrosoma dañado y marcado por FITC-PSA. d) Espermatozoide evaluado mediante el Ch 

11, el cual presenta fluorescencia naranja en la pieza media evidenciando alto PMM dado 

por MitoTracker Deep Red 633 FM.   
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GLY EG DMSO DMF DMA GLY EG DMSO DMF DMA GLY EG DMSO DMF DMA GLY EG DMSO DMF DMA GLY EG DMSO DMF DMA

1 1A 3.5 12.8 4D 157 85.0 50.0 5.0 10.0 15.0 45.0 9.1 0.93 8.2 5.8 22.0 41.9 69.5 61.7 49.1 62.4 9.5 1.1 9.2 5.9 22.4 7.1 0.4 6.6 4.7 17.2

2 1B 3.8 13.6 4D 204 85.0 15.0 5.0 25.0 60.0 50.0 6.8 4.24 8.8 26.3 13.9 52.4 56.9 54.9 58.5 46.1 7.5 5.5 9.6 27.1 15.1 5.8 3.4 7.5 24.2 11.5

3 2A 4 16.2 4D 102 45.0 10.0 5.0 7.0 15.0 10.0 22.7 15.3 21.3 13.8 23.3 61.8 58.9 66.7 52.5 58.2 20.0 14.7 21.3 13.8 23.3 22.7 12.3 20.0 13.8 22.5

4 2B 3.8 14.6 4D 154 35.0 10.0 20.0 25.0 25.0 15.0 8.7 28.2 20.2 20.3 16.2 32.6 60.4 53.7 34.1 50.7 8.7 27.8 20.2 19.6 17.6 6.5 26.4 18.7 18.5 14.0

5 3A 3 9.2 2D 114 50.0 20.0 15.0 25.0 25.0 15.0 23.2 32 25.1 23.6 23.8 54.3 59.2 58.7 53.6 53.3 23.7 33.0 25.8 23.9 24.2 19.4 26.3 21.7 17.0 16.3

6 3B 3.2 9.8 2D 246 40.0 10.0 15.0 20.0 20.0 15.0 23.0 32.3 25.9 0.0 41.5 53.0 51.2 43.9 0.0 55.7 23.5 35.1 28.4 0.0 45.2 19.3 9.3 1.5 0.0 28.2

7 4A 3.5 9.1 2D 22 60.0 5.0 5.0 15.0 10.0 5.0 72.8 90.7 70.1 68.4 61.6 15.6 92.5 76.5 37.5 41.6 75.1 92.0 71.9 70.2 63.7 13.7 86.1 61.8 28.1 33.8

8 4B 3.7 8.9 2D 28 30.0 10.0 5.0 0.0 0.0 5.0 38.0 39.3 0.0 58.0 61.6 19.3 70.4 52.1 69.1 23.3 39.0 39.4 0.0 61.0 64.0 12.2 32.8 0.0 47.7 15.9

9 1A 3.5 11.2 4D 145 80.0 15.0 5.0 17.0 20.0 17.0 25.9 6.53 10.5 28.8 22.1 63.8 65.7 65.0 60.4 58.3 24.4 6.9 10.6 28.9 22.3 19.3 4.7 8.3 25.1 19.4

10 1B 3.4 12.1 4D 142 75.0 10.0 10.0 15.0 25.0 15.0 31.6 19.4 29.2 29.1 18.2 69.5 67.8 71.6 66.2 57.0 31.8 19.6 29.4 29.2 18.3 26.5 16.4 23.6 25.1 14.8

11 2A 4.3 26.6 6D 335 80.0 28.0 20.0 30.0 35.0 40.0 26.0 13.7 30.7 25.1 30.3 71.5 76.9 78.2 69.2 70.0 26.5 14.1 31.4 25.5 30.6 22.5 13.1 29.1 22.5 27.1

12 2B 4.5 21.7 6D 318 75.0 15.0 20.0 30.0 25.0 20.0 45.4 36.1 37.2 38.7 27.5 58.5 74.0 72.5 68.6 62.6 45.7 36.6 37.4 39.2 27.7 27.0 31.9 33.3 34.4 21.7

13 3A 3.8 14.5 4D 140 60.0 15.0 7.0 10.0 15.0 20.0 24.0 30.1 24.7 25.8 19.9 80.1 76.9 81.1 76.7 73.0 24.4 30.1 24.7 25.9 20.0 21.2 26.0 23.0 24.2 18.1

14 3B 3.1 11 2D 133 65.0 15.0 5.0 5.0 10.0 5.0 41.2 28 25.2 25.8 22.4 65.8 79.7 67.3 75.6 60.0 43.6 28.2 25.7 26.3 22.7 29.4 23.8 17.8 22.8 9.2

15 4A 4 15.3 2D 143 70.0 35.0 25.0 35.0 30.0 5.0 38.4 42.5 30.1 36.6 36.3 47.6 59.2 57.1 42.5 56.4 38.6 41.9 30.5 37.1 36.9 30.6 37.8 26.7 29.2 31.3

16 4B 3.8 13.6 2D 112 50.0 20.0 15.0 20.0 10.0 5.0 34.6 39.7 33.6 41.2 37.3 65.0 71.2 66.1 64.9 50.1 34.9 39.9 33.8 41.7 37.5 31.6 35.4 30.0 36.1 32.3

17 1A 4.4 16.3 4D 135 75.0 15.0 7.0 15.0 20.0 20.0 27.2 23.2 24.5 19.2 27.3 11.2 64.5 65.6 53.0 57.1 29.1 26.6 27.0 20.7 29.2 24.8 19.3 19.9 15.3 21.8

18 1B 4.5 16 4D 142 70.0 10.0 7.0 10.0 15.0 5.0 28.0 31.8 24.9 21.6 29.3 68.5 67.2 69.3 62.4 66.8 29.7 35.2 27.1 23.4 32.6 24.7 27.2 19.9 17.2 24.0

19 2A 4.8 15.1 4D 233 60.0 15.0 5.0 7.0 20.0 7.0 14.6 26.3 13.2 20.9 29.9 57.0 54.0 51.1 51.8 71.2 16.9 30.5 14.3 24.9 37.9 11.3 22.2 9.2 17.2 23.4

20 2B 4.8 13.3 4D 146 80.0 5.0 7.0 5.0 15.0 7.0 65.5 56.3 40.9 64.8 40.2 72.1 76.5 66.1 68.6 52.2 70.2 63.6 47.2 70.7 47.6 54.5 48.8 32.8 53.7 28.9

21 3A 3.5 12.5 2D 81 40.0 5.0 5.0 10.0 15.0 10.0 45.8 51.4 48.1 46.6 37.7 77.1 67.5 65.1 66.6 70.7 53.1 54.5 52.8 50.3 43.2 41.1 42.1 38.9 39.5 30.3

22 3B 3.7 12.2 2D 143 60.0 5.0 10.0 15.0 7.0 5.0 45.2 33 57.0 45.2 49.5 77.5 70.3 75.6 66.2 72.4 42.8 34.2 57.1 42.3 53.1 38.9 26.3 45.3 36.8 41.9

23 4A 4.3 11.8 2D 148 75.0 15.0 7.0 20.0 15.0 10.0 30.1 32.6 29.3 46.9 45.4 60.4 75.4 78.1 64.6 76.8 33.9 39.6 34.5 49.7 47.2 27.1 31.2 28.3 43.5 42.9

24 4B 4.5 12.9 2D 253 80.0 35.0 20.0 30.0 20.0 25.0 41.0 43.4 47.8 37.5 41.9 66.8 70.7 49.7 50.7 63.1 49.8 48.8 53.4 38.7 44.7 37.8 39.7 24.5 30.5 39.2

25 1A 4.5 20 4D 121 50.0 7.0 5.0 15.0 20.0 10.0 13.5 14.7 16.1 21.1 22.7 72.2 64.5 72.1 56.0 60.8 15.2 16.6 16.6 22.0 23.4 12.0 12.8 14.1 18.0 18.5

26 1B 4.8 12.7 4D 133 30.0 10.0 15.0 20.0 15.0 10.0 17.5 27.5 28.5 35.0 39.3 68.5 67.4 71.9 73.0 65.4 19.7 29.3 29.9 36.0 40.3 14.7 20.1 25.2 32.0 33.3

27 2A 4.3 18.5 2D 147 90.0 25.0 10.0 20.0 30.0 25.0 29.8 28.7 29.5 28.5 29.4 67.9 68.1 56.3 63.5 63.9 30.4 28.9 30.1 40.1 30.0 26.8 26.3 26.5 19.9 25.8

28 2B 3.7 13.4 4D 87 30.0 10.0 10.0 25.0 15.0 20.0 43.3 32 42.1 41.4 64.4 73.0 70.7 74.3 65.4 60.3 43.3 34.3 41.8 44.7 66.4 36.1 25.6 34.6 32.0 44.3

29 3A 3.7 13 2D 93 45.0 20.0 15.0 10.0 20.0 25.0 63.7 76.2 56.5 66.7 84.1 56.3 49.2 50.1 40.5 58.3 64.7 78.3 58.3 68.0 84.0 35.1 35.4 22.7 25.3 54.3

30 3B 4.1 12.5 2D 78 35.0 0.0 0.0 10.0 10.0 5.0 49.7 56.9 62.6 73.5 82.9 59.5 60.4 40.6 69.0 72.4 53.1 61.0 65.3 76.1 85.9 34.7 37.4 26.7 57.0 63.4

31 1A 5.3 20.4 NE 227 80.0 10.0 20.0 20.0 5.0 0.0 6.3 9.89 11.8 0.3 0.1 83.7 91.2 91.2 97.9 96.9 6.4 10.1 11.8 0.4 0.1 1.8 9.2 11.7 0.3 0.1

32 1B 4.9 19.4 NE 366 85.0 15.0 15.0 20.0 20.0 0.0 14.1 11.4 16.0 7.3 12.2 87.4 80.0 84.6 86.5 81.0 14.3 11.5 16.1 7.4 12.3 11.1 9.6 13.1 6.9 9.9

33 2A 4.5 16.1 NE 164 50.0 20.0 15.0 17.0 20.0 15.0 47.1 49.6 37.7 48.5 38.4 67.2 31.9 44.1 67.6 69.2 47.3 49.6 38.0 48.5 38.5 40.7 7.3 21.3 38.2 29.7

34 2B 4.1 12.3 NE 30 60.0 7.0 5.0 10.0 7.0 5.0 27.6 39.4 36.0 34.1 37.4 50.0 57.5 60.3 68.8 73.2 28.8 39.8 36.9 34.3 37.6 15.9 21.7 21.8 31.9 34.2

35 3A 3.9 12.2 NE 78 30.0 10.0 5.0 15.0 5.0 10.0 62.9 76.7 86.2 23.6 23.9 68.3 74.6 60.6 73.5 74.0 68.0 80.8 90.3 25.3 24.1 46.1 61.0 60.0 18.8 20.5

36 3B 3.8 11.4 NE 12 90.0 10.0 5.0 25.0 5.0 10.0 90.8 96.9 96.4 76.8 66.7 15.1 22.1 14.6 66.0 84.0 93.2 98.6 97.3 79.4 36.7 12.9 36.0 23.6 63.1 64.1

37 4A 3.8 12.3 NE 291 90.0 20.0 25.0 30.0 10.0 5.0 52.1 28.1 20.1 26.1 21.7 75.4 77.4 76.7 73.4 78.8 55.5 29.0 21.7 26.6 21.8 41.5 21.8 16.9 15.3 20.2

38 4B 9.22 NE 34 60.0 5.0 5.0 20.0 15.0 20.0 86.2 46.5 81.2 36.3 26.6 78.6 64.2 67.3 76.5 85.8 88.3 49.4 81.9 36.5 26.7 72.9 29.2 57.2 34.1 25.5

39 1A 3.9 13.4 NE 195 80.0 15.0 5.0 10.0 10.0 15.0 5.4 1.8 4.1 6.3 17.5 59.3 60.8 44.4 49.9 46.0 5.3 1.9 4.2 6.7 17.7 3.9 1.4 3.1 5.0 13.9

40 1B 4.3 16.8 NE 282 85.0 25.0 5.0 10.0 20.0 10.0 19.1 13.7 29.2 13.0 16.3 52.2 54.3 65.0 55.3 42.6 20.8 14.4 30.1 14.0 16.7 5.8 6.6 20.1 9.2 3.2

41 2A 4 10.7 NE 175 50.0 30.0 10.0 30.0 35.0 5.0 46.3 42 37.2 45.0 40.0 67.9 64.1 74.9 63.1 63.9 45.5 41.6 35.3 44.1 40.7 42.2 37.4 35.4 42.2 37.3

42 2B 3 10.1 NE 167 60.0 15.0 10.0 25.0 20.0 20.0 41.2 31.9 42.4 37.9 39.6 65.6 64.6 69.0 59.8 66.0 41.5 32.5 42.5 38.1 38.5 35.1 27.9 38.5 32.8 34.9

43 3A 4.1 17 NE 153 55.0 20.0 15.0 30.0 25.0 10.0 43.5 31.6 33.6 43.2 22.9 26.8 50.7 53.6 60.6 26.9 44 66.7 34.3 41 23.4 5.62 19.4 19.3 33.5 2

44 3B 4.4 12.7 NE 92 30.0 20.0 5.0 10.0 15.0 10.0 54.4 6.63 6.87 43 54.7 56.3 57.4 57.9 58.3 49.6 54.9 7.35 6.74 43.4 53.1 34.7 3.66 3.39 32.3 30.9

45 4A 3.9 11 NE 140 80.0 15.0 5.0 5.0 20.0 5.0 15.0 5.4 3.2 27.3 27.1 47.7 54.3 67.0 37.0 35.7 15.4 5.7 4.9 27.8 27.5 6.1 3.3 2.2 9.9 5.2

46 4B 4 9.58 NE 147 85.0 30.0 20.0 20.0 15.0 15.0 5.1 32.3 22.9 32.9 8.5 54.1 66.4 67.0 60.4 56.0 4.3 32.5 23.3 33.2 9.6 1.2 24.4 17.3 27.0 6.1

Media 4.0 13.8 151.9 62.5 15.8 10.3 17.3 17.9 13.6 34.9 33.0 32.3 33.4 33.8 58.6 65.0 63.3 60.5 61.3 36.1 35.2 33.5 34.6 34.4 24.2 24.4 23.1 26.3 25.3

Desviación estandar 0.5 3.7 81.1 19.4 9.6 6.4 8.5 10.0 10.7 20.8 21.8 21.6 18.4 18.2 18.2 12.7 13.5 15.5 14.6 21.6 23.0 22.1 19.0 18.1 15.4 16.4 14.4 14.2 14.6

PI negativo "FITC-PSA + "

Viabilidad (%)
Edad  

(dientes)

Concentracion 

x10^6

Motilidad (%)

Fecha de congelamiento

25/10/2016

06/12/2016

30/11/2016

23/11/2016

08/11/2016

26/10/2016

Cod
Long 

(cm)

Peso 

(g)
#

PostCongelam
PreCongelam

Integridad Acrosomal (%)
Potencial de Membrana 

Mitocondrial (%)

Alto PMM

Viabilidad e integridad acrosomal 

(%)

Vivos AI

ANEXO 2. Cuadro donde se muestran los datos obtenidos de todas las muestras y variables halladas.  


