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RESUMEN 

Objetivo. Evaluar el estrés oxidativo en el espermatozoide de alpaca criopreservado con 

diferentes concentraciones de plasma seminal. Materiales y métodos. Se emplearon 29 

epidídimos de alpaca obtenidos post mortem. Los espermatozoides epididimarios 

fueron recuperados en un dilutor a base de leche descremada, yema de huevo, fructosa 

y dimetilacetamina. A continuación, se procedió a separar las muestras en cuatro 

alícuotas las cuales se mezclaron con plasma seminal (v/v) en una concentración de 0%, 

10%, 25% y 50%, respectivamente; luego se evaluó la motilidad, para posteriormente 

congelarlas. Al descongelamiento se evaluó motilidad, potencial de membrana 

mitocondrial, viabilidad espermática, peroxidación de lípidos y apoptosis celular 

mediante citometría de flujo con imágenes. Resultados. Los espermatozoides expuestos 

a 50% de plasma seminal mostraron la motilidad post descongelamiento más baja (3.5% 

± 3.7) y el porcentaje de células apoptóticas más alto (71.43% ± 20.6). En todas las demás 

variables, no se hallaron diferencias estadísticas significativas (p≤0.05). Conclusiones. Se 

obtienen mejores resultados en los parámetros seminales post descongelamiento 

agregando plasma seminal en una concentración entre 0 y 25%. 

 

Palabras Clave: Plasma seminal, alpaca, estrés oxidativo, espermatozoide, 

criopreservación.  

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

Objective. To assess the oxidative stress on alpaca sperm frozen with different 

concentration of seminal plasma. Materials and methods. 29 post mortem alpaca 

epididymis were used. Epididymal sperm were suspended in a diluent based on skim 

milk, egg yolk and fructose and dimethylacetamine. Samples were separated into four 

aliquots which were then mixed with seminal plasma (v / v) in concentrations of 0%, 

10%, 25% and 50% respectively; then, motility was assessed before freezing; then, 

motility was assessed before freezing. After thawing, mitochondrial membrane activity, 

sperm viability, lipid peroxidation and cell apoptosis were assessed using flow cytometry 

with images. Results. Sperm exposed to 50% seminal plasma showed the lowest post-

thaw motility (3.5% ± 3.7) and the highest percentages of apoptotic cells (71.43% ± 20.6). 

No significant differences were found in the rest of parameters. Conclusions. Better 

results in post-thaw sperm parameters may be obtained when seminal plasma is 

included in concentration up to 25%. 

 

Keywords: Seminal plasma, alpaca, oxidative stress, sperm, cryopreservation. 

 

 

 

 



 

 

 

INTRODUCCIÓN 

La viscosidad del plasma seminal (PS) de alpaca dificulta el manejo del semen y la 

interacción de los espermatozoides con los crioprotectores, lo cual hace necesaria su 

licuefacción (1). Sin embargo, esto no excluye que el plasma seminal sea un medio 

protector para los espermatozoides (2), sobre todo durante procesos ajenos a su 

fisiología normal, como lo es el congelamiento, el cual involucra eventos de estrés 

térmico, osmótico y oxidativo.  

El estrés oxidativo ocurre por un incremento desmedido de las especies reactivas de 

oxígeno (ROS por sus siglas en inglés), generadas de la reducción incompleta de 

oxígeno(3) durante el trasporte de electrones en la cadena respiratoria mitocondrial (4). 

Los espermatozoides son particularmente susceptibles  a ellos por la gran cantidad de 

ácidos grasos poliinsaturados de su membrana (3) y su insuficiente cantidad de enzimas 

antioxidantes intracelulares(5).  

Los ROS provocan el reordenamiento de fosfolípidos de membrana y alteran el flujo de 

iones en los espermatozoides, lo cual es necesario en procesos fisiológicos normales 

como el incremento de motilidad (4), capacitación espermática y reacción acrosomal 

(6). Por el contrario, su excesiva producción está asociada a la reducción de motilidad 

(7); activación de la vía de apoptosis (8); disminución de la viabilidad, integridad de 

membrana y fertilidad (5). 

En alpacas, durante la criopreservación los ROS se incrementan (9) provocando 

disminución de la motilidad, integridad de membrana plasmática, integridad de 

membrana acrosomal, actividad mitocondrial, viabilidad y fragmentación de ADN (10). 



 

 

Se ha reportado que concentraciones de PS  al 10% logran mantener la motilidad e 

integridad acrosomal y reducen el porcentaje de espermatozoides muertos (11); y, al 

ser adicionado al descongelamiento mejora la motilidad, funcionalidad de membrana y 

morfología espermática(12). En llamas, se observó que la presencia de PS modifica el 

patrón de movimiento de los espermatozoides y su ausencia produce la reacción 

acrosomal espontanea de los mismos; además, en concentraciones de 10 y 50% no es 

capaz de protegerlos frente al daño producido por la criopreservación; y cuando es 

agregado después del descongelamiento, tampoco es capaz de mejorar la supervivencia 

espermática (13).  

A la fecha no existen protocolos para el congelamiento de espermatozoides de alpaca, 

que permitan mantener parámetros de calidad espermática adecuados para lograr tasas 

de preñez satisfactorias o similares a las obtenidas con semen fresco (14). Además, aún 

no se tiene claro el rol que cumple la concentración de PS en la prevención del estrés 

oxidativo producido durante el congelamiento de espermatozoides de alpaca. Por tal 

motivo, el presente estudio tuvo como objetivo determinar el efecto de diferentes 

concentraciones de PS sobre el estrés oxidativo en espermatozoides criopreservados de 

alpaca. 

 

 

 

 

 



 

 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Manejo del material biológico. El PS se obtuvo de semen colectado con vagina artificial 

de 3 animales adultos con fertilidad probada. La viscosidad se eliminó mecánicamente 

con una jeringa (3 ml - 25 G x 5/8”) (15); y se centrifugó 2 veces a 600 G por 8 min para 

eliminar espermatozoides e impurezas. Al finalizar, el sobrenadante se almacenó en 

nitrógeno líquido (-196°C) hasta su uso.  

Los espermatozoides se obtuvieron de 29 epidídimos de alpaca post mortem 

provenientes del matadero municipal de Huancavelica-Perú, los cuales fueron 

trasportados junto con los testículos dentro del saco escrotal en bolsas individuales con 

Cloruro de Sodio (NaCl) al 0.9% a 5°C (16). En el laboratorio, los epidídimos fueron 

aislados y lavados individualmente con NaCl al 0.9% a 37°C; luego se realizaron cortes 

seriados en cada epidídimo por separado para la recuperación de espermatozoides, la 

cual se realizó en 1 ml de dilutor en base a leche descremada (18.96 ml), yema de huevo 

(1 ml), fructuosa (0.960 g) y dimetilacetamida (40 µL). Seguidamente, se evaluó la 

motilidad progresiva (%) de cada muestra utilizando un microscopio óptico de luz clara 

(Eclipse E-100, Nikon, Japón). En seguida, cada muestra se dividió en 4 alícuotas para ser 

suplementadas con PS (v/v) a diferentes concentraciones, 0% (0%PS), 10% (10%PS), 25% 

(25%PS) y 50% (50%PS) a 37°C, previamente descongelado; cuyas molaridades se 

modificaron, como se muestra en la Figura 1. Finalmente, los tratamientos se 

congelaron en pajillas de 0.25 ml en nitrógeno líquido. 

 



 

 

 

Figura 1. Esquema de molaridades del crioprotector contenido en cada tratamiento de 
plasma seminal del estudio. Elaboración propia. 

 

Criopreservación de espermatozoides. El congelamiento se realizó con el sistema de 

cryopreservación Freeze Control® (CryoLogic, Australia), programa 7, cuya curva de 

enfriamiento inicia a los 20ºC y desciende gradualmente por 90 min; seguido de un 

periodo de estabilización (30 min) a los 5ºC; y un descenso rápido a partir de los 120 min 

hasta llegar a los -35ºC en el minuto 140. Inmediatamente después las pajillas fueron 

transferidas directamente al tanque de nitrógeno líquido. 

Las muestras se descongelaron en baño maría a 37°C por 1 min y se evaluó la motilidad 

(%). Para reitrar el dilutor de la muestra se realizaron 2 lavados: en el primero se agregó 

Buffer fosfato salino (PBS) a 37°C y se centrifugación a 600 G por 8 min; en el segundo 

lavado, el pellet se resuspendió en PBS nuevamente y se separó en 2 alicuotas iguales 

que se centrifugaron por última vez. Una alícuota sirvió para evaluar viabilidad y 

apoptosis celular; y la otra, para peroxidación lipídica y actividad mitocondrial, mediante 

citometría de flujo. Para la adquisición de datos, se utilizó un citómetro de flujo con 

analizador de imágenes (FlowSight, Amnis 2012, USA) y el software INSPIRE® versión 



 

 

100.2.1955 (Seattle, EEUU) tomando 10 000 eventos por cada muestra. Finalmente, el 

análisis de datos se realizó con el software IDEAS® versión 5.0 (Seattle, EEUU) a través 

de gráficos de puntos e histogramas. Los histogramas representaron la presencia o 

ausencia de una sola sonda; mientras que los gráficos de puntos, representaron el cruce 

de 2 canales, es decir, 2 sondas fluorescentes.  

Evaluación de viabilidad espermática (VE) y apoptosis celular (AC). Para identificar la 

viabilidad espermática se utilizó Ioduro de Propidio (P4864, Sigma Aldrich) en conjunto 

con el kit FITC Annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit (V13242, Molecular Probes), para 

marcar aquellos espermatozoides que estuvieran atravesando por apoptosis.  

Después del segundo lavado post descongelamiento, la sonda FITC Annexin-V (ANX) se 

utilizó de acuerdo a las indicaciones del fabricante. El pellet se resuspendió en 100µL de 

Buffer, con 5µL de FITC Annexin-V (Componente A) y se incubó por 15 min a temperatura 

de ambiente; en seguida se agregó 0.5 µL de solución de trabajo de Ioduro de propidio 

(IP) y se incubó por 10 min en oscuridad. Al finalizar, se agregó 400µL de Buffer y se 

conservó en baño de hielo a 4°C (HC110-Pro Digital Thermal Dry-Bath, Scilogex, USA) 

hasta la adquisición. Tanto IP como ANX fueron excitadas con un láser de longitud de 

onda 488 nm, a una potencia de 30 mW y se detectaron en los canales 2 (560 – 595nm) 

y 5 (642 – 740nm) respectivamente.  

Evaluación de actividad mitocondrial (AM) y peroxidación lipídica de membrana (PL). 

Para medir el potencial de membrana mitocondrial (PMM) se utilizó MitoTracker Deep 

Red 633 (M22426, Molecular Probes) en conjunto con C11 BODIPY 581/591 (D3861, 

Molecular Probes), para detectar la presencia de procesos de oxidación lipídica.  



 

 

Después del segundo lavado post descongelamiento, se agregó 1µL de solución stock 

(200µM) de BODIPY (BP) en 100µL de muestra, para llegar a una concentración final de 

2µM y se incubó a 37°C por 30 min. Para el control positivo, antes de utilizar BP, se 

agregó 10µL de sulfato ferroso (215422, Sigma Aldrich) a 800µM, para llegar a una 

concentración final de 80µM; y se incubó a 37°C por 60 min. Finalmente, se agregó 0.5µL 

de solución de trabajo de MitoTracker Deep Red 633 (MDR) para llegar a una 

concentración final de 100µM; y se incubó por 10 min a 37°C en oscuridad. MDR fue 

excitada con un láser de 642 nm a una potencia de 15 mW, que se detectó en el canal 

11 (642 – 740nm). Por otro lado, BP fue excitada con un láser de 488 nm a una potencia 

de 30 mW y se detectó en dos canales: 5 (642 – 740nm) para la sonda intacta (rojo); y 2 

(560 – 595nm) para la sonda oxidada (verde).  

Análisis estadístico. Este estudio es experimental de tipo transversal, cuyo análisis 

estadístico se realizó con el software Stata/SE Versión 16.1 (StataCorp LLC, Texas, USA). 

Para determinar el efecto de la concentración de PS sobre el estrés oxidativo en los 

espermatozoides epididimarios de alpaca post congelamiento, se analizaron las 

variables cuantitativas continuas (en unidad de porcentaje): motilidad progresiva, antes 

y después del congelamiento; viabilidad espermática, actividad mitocondrial, 

peroxidación lipídica y apoptosis celular post descongelamiento. Para probar que todas 

las poblaciones tuvieran una distribución normal (p>0.05), se utilizó la prueba de 

Shapiro-Wilk. En todos los casos, no se presentó una distribución normal, por lo que se 

utilizó la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (p≤0.05); y, para determinar la 

diferencia estadística entre los grupos, se utilizó la misma confrontando cada grupo, uno 

por uno. 



 

 

 

RESULTADOS 

El citómetro de flujo que se utilizó en este estudio tenía incorporado un analizador de 

imágenes, el cual hizo posible la verificación visual de cada espermatozoide en cada 

población según el canal y sonda fluorescente utilizada, tanto en la adquisición de datos 

como en su análisis posterior (Figura 2). 

 

Figura 2. Espermatozoide epididimario de alpaca post descongelamiento (A) con alto 
potencial de membrana mitocondrial y peroxidación lipídica en su membrana (E); 
marcado con la sonda Mitotracker Deep Red (D) y la sonda BODIPY intacta (C) y oxidada 
(B). Elaboración propia. 

 

Asimismo, dicha herramienta permitió establecer de forma más precisa los límites de 

cada grupo de espermatozoides en la muestra; siendo que, en el caso de los 

histogramas, permitió establecer dos poblaciones muy bien definidas (espermatozoides 

con fluorescencia alta y fluorescencia baja); mientras que, en los gráficos de puntos, 

hicieron posible establecer cada cuadrante correctamente; tanto para el estudio de 

apoptosis celular, como de peroxidación lipídica, tal cual se expone en las muestras 

representativas de las Figuras 3 y 4, respectivamente.  

 



 

 

 

 

 

Figura 3. Gráfico de puntos de Ioduro de Propidio (Canal 5) versus FITC Annexin V (Canal 
2) para el análisis de viabilidad esperámtica y apoptosis celular mediante citometría de 
flujo con imágenes, en espermatozoides epididimarios de alpaca, con sus respectivos 
histogramas según canal de detección. A) Espermatozoides necróticos (FITC AnexinV- 
/PI+), B) Espermatozoides con necrosis temprana (FITC AnexinV+ /PI+), C) 
Espermatozoides vivos (FITC AnexinV- /PI-); y D) Espermatozoides Apoptóticos 
(AnexinV+ /PI-). Elaboración propia. 

 

 

 

 



 

 

 

Figura 4. Gráfico de puntos de Mitotracker Deep Red (Canal 11) versus C11- BODIPY 
(Canal 2) para el análisis de peroxidación lipídica por citometría de flujo con imágenes 
en espermatozoides epididimarios de alpaca, con sus respectivos histogramas según 
canal de detección: P1) Espermatozoides con alto potencial de membrana mitocondrial 
sin peroxidación (MDR+ /BP-), P2) Espermatozoides con alto potencial de membrana 
mitocondrial con peroxidación (MDR+ /BP+), P3) Espermatozoides con bajo potencial de 
membrana mitocondrial, sin peroxidación (MDR- /BP-); y P4) Espermatozoides con bajo 
potencial de membrana mitocondrial, con peroxidación (MDR- /BP+). Elaboración 
propia. 

  

Cabe resaltar que los resultados de la Figura 5 provienen del análisis únicamente de 

histogramas de cada sonda; mientras que, las figuras posteriores se han formulado en 

base a los resultados provenientes de gráficos de puntos (Figura 6 y 7).  

Los parámetros generales obtenidos en cuanto a viabilidad espermática, potencial de 

membrana mitocondrial y daño oxidativo post descongelamiento en los 



 

 

espermatozoides epididimarios de alpaca según la suplementación de 0%, 10%, 25% y 

50% de plasma seminal, se detallan en la Figura 5.  

 

Viabilidad Espermática 

✓ Espermatozoides vivos 
✓ Espermatozoides Muertos 

 

Actividad Mitocondrial 

✓ Alto potencial de membrana 

mitocondrial 
✓ Bajo potencial de membrana 

mitochondrial 

Daño Oxidativo 

✓ Motilidad espermática 

✓ Peroxidación lipídica 
✓ Apoptosis celular  

a,b,c Superíndices diferentes dentro del mismo color distintivo (variable) indican diferencias 
significativas entre grupos experimentales (p≤0.05). Los valores son promedios porcentuales. 

 

Figura 5. Parámetros seminales post descongelamiento de espermatozoides 
epididimarios de alpaca sometidos a 4 concentraciones distintas de plasma seminal. 
Lima – Perú, 2021. (n=29)  

 

Respecto a la VE, el porcentaje de espermatozoides vivos post descongelamiento fue 

considerablemente bajo en todos los grupos experimentales; siendo ligeramente mayor 

en el grupo 50%PS, aunque esta diferencia no fue estadísticamente significativa (p≤0.05) 
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(Figura 5). Por otro lado, en el porcentaje de espermatozoides con alto PMM se puede 

apreciar una ligera disminución a medida que aumenta la concentración de PS, sin 

hallarse diferencias estadísticamente significativas entre grupos (Figura 5). 

Los niveles de AC fueron estadísticamente distintos entre los grupos (p≤0.05), 

obteniéndose los mejores resultados para el grupo 0%PS (Figura 5). Cabe resaltar que la 

distribución de AC entre las poblaciones de espermatozoides vivos y muertos fue 

distinta entre los grupos. Es así que, la población de espermatozoides con necrosis 

temprana fue menor que la población de espermatozoides necróticos en el grupo 0%PS; 

mientras que, en los demás grupos esta diferencia se invierte (Figura 6). La diferencia 

entre las poblaciones de espermatozoides con necrosis temprana y espermatozoides 

necróticos es considerablemente mayor en el grupo 50%PS y va disminuyendo conforme 

se reduce la concentración de PS.  

 
a,b,c Superíndices diferentes dentro del mismo color distintivo (variable) indican diferencia 
significativas entre grupos experimentales  (p≤0.05). Los valores son promedios porcentuales. 

 

Figura 6. Distribución de apoptosis celular post descongelamiento en 
espermatozoides epididimarios de alpaca sometidos a 4 concentraciones distintas de 
plasma seminal.  Lima – Perú, 2021. (n = 29) 
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Los niveles de PL en los cuatro grupos experimentales fueron similares entre sí, mayores 

a 70%. Asimismo, aunque no se halló diferencia estadística entre los grupos, 

nuevamente se pudo apreciar una ligera disminución para 50%PS, en comparación con 

los demás grupos (Figura 5). A pesar de ello, la distribución de los niveles de PL entre 

poblaciones de espermatozoides con alto y bajo PMM fue muy similar entre los grupos, 

siendo la proporción de PL siempre mayor en ambos casos (Figura 7).  

 

No existe diferencias significativas entre grupos experimentales (p≤0.05). Los valores son 
promedios porcentuales. 

 

Figura 7. Distribución de peroxidación lipídica de membrana plasmática según 
potencial de membrana mitocondrial post descongelamiento, en espermatozoides 
epididimarios de alpaca sometidos a 4 concentraciones distintas de plasma seminal. 
Lima – Perú, 2021. (n=29) 

 

Finalmente, los espermatozoides de alpaca recuperados de epidídimo tuvieron una 

concentración espermática media de 144 x 106 espermatozoides/ml (rango: 418 - 8 x 

106 espermatozoides/ml); con una motilidad espermática previa al congelamiento de 

tipo progresiva, alcanzando un promedio de 72.6% ± 17.2 (Figura 8). 
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a,b,c Superíndices diferentes dentro del mismo color distintivo (variable) indican diferencia 
significativas entre grupos experimentales  (p≤0.05). Los valores son promedios porcentuales. 

 

Figura 8. Motilidad progresiva de espermatozoides epididimarios de alpaca antes y 
después del congelamiento con 4 concentraciones distintas de plasma seminal. Lima 
– Perú, 2021. (n=29) 

 

La motilidad espermática post descongelamiento (media ± DE) en todos los grupos fue 

menor a 10%. El grupo 50%PS obtuvo la motilidad post descongelamiento 

estadísticamente más baja (3.5% ± 3.7); mientras que, entre las concentraciones de 0%, 

10% y 25%, no hubo diferencias significativas (p≤0.05), resultando ser 10.7% ± 9.4; 7.3% 

± 5.7 y 9.2% ± 10.4 respectivamente (Figura 8).     
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DISCUSION 

El presente estudio investigó el efecto de 4 concentraciones de plasma seminal en el 

congelamiento de espermatozoides epididimarios de alpaca con el fin de (I) identificar 

el daño oxidativo que puede darse sobre las células y (II) proponer la concentración de 

plasma seminal más adecuada para el congelamiento de espermatozoides de alpaca, 

que resulten con menores efectos deletéreos en cuanto al daño oxidativo.  

En esta investigación se optó por utilizar espermatozoides recuperados de epidídimo 

porque, además de ser un modelo experimental factible (16), también tienen la 

condición de no haber sido previamente expuestos a los componentes del PS, lo cual 

resulta necesario y pertinente para efectos del presente estudio.  

La motilidad inicial en el presente estudio fue considerablemente más alta en 

comparación a las obtenidas por otros autores utilizando espermatozoides 

epididimarios de alpaca, quienes obtuvieron motilidades de 31.3% ±3.5 y 36.8% ±12.8 

(16,17). Esto podría deberse al dilutor utilizado en ambos estudios (Tris) el cual no 

contenía proteínas de la leche y lipoproteínas de baja densidad (LDL), que se han 

demostrado que protegen a los espermatozoides del choque térmico y mejoran 

motilidad espermática entre otros parámetros (18). Por otro lado, aunque otros autores  

utilizaron el mismo dilutor (a base de leche descremada, yema de huevo y fructuosa) 

también reportaron motilidades menores (46.1% ±7.7; 68.9% ±6.1 y 62.5% ±19.4) (19–

21), lo cual podría deberse a que existen diferencias en los parámetros espermáticos 

entre individuos y dentro de ellos. (22).  



 

 

La motilidad post descongelamiento (media ± DE) del tratamiento 50%PS (3.46% ±3.7), 

fue diferente significativamente en comparación a los demás, que fueron 

estadísticamente iguales entre ellos (10.7% ±9.4; 7.3% ±5.7 y 9.2% ±10.4 

respectivamente). La motilidad en el tratamiento 0%PS, fue similar a la observada por 

Morton et al. (23) quienes obtuvieron 8.6% ±1.8 en espermatozoides epididimarios en 

ausencia de PS. Sin embrago, diversos autores que utilizaron el mismo dilutor, 

obtuvieron motilidades más altas que las observadas en este estudio (52.7% ±5.7, 17% 

±4.3, 24.1% ±6.5 y 13.6% ±10.7)  (16,19,20,24). Asimismo, respecto a los tratamientos 

con PS, Torres (25) agregando 0% 10% y 50% de PS en alpacas, obtuvo 13.5%, 16.8% y 

29% de motilidades post descongelamiento respectivamente; y en llamas, Fumuso (13) 

obtuvo 29.5% ±5.7, 28% ±12.3 y 19% ±12.7;  en ambos casos, motilidades más altas que 

las reportadas en este estudio. Con respecto a ello, se ha reportado tanto en alpacas 

(16) como llamas (13) que, a medida que transcurre el tiempo, la motilidad espermática 

disminuye; en consecuencia, la diferencia en nuestros resultados podría deberse al 

extenso tiempo de procesamiento previo al congelamiento y la compleja metodología; 

incluso a pesar de haber tenido el cuidado necesarios en cuanto a temperatura e 

iluminación.   

Los parámetros de viabilidad espermática estuvieron entre 12 - 16.5%, con un ligero 

pero gradual incremento de valores a medida que aumenta la concentración de PS, sin 

encontrarse diferencias estadísticamente significativas. Estos valores concuerdan con 

los porcentajes de motilidad progresiva obtenida en este mismo estudio, lo cual coincide 

con lo reportado por Juárez & Santiani (20), quienes encontraron una correlación 

positiva entre ambas variables.  



 

 

Siguiendo con ello, los porcentajes de VE están muy por debajo de estudios previos que 

obtuvieron 32.3% y 33.8% (19,20); y similares a los obtenidos por Contreras et al. (26), 

quien reportó 13.5% al descongelamiento. De igual forma, respecto a los parametros de 

actividad mitocondrial en el presente estudio, estos fueron entre 20.9% y 16.9% de 

espermatozoides con alto PMM, ligeramente mayores a medida que disminuye la 

concentración de PS, sin ser estadísticamente distintos entre los grupos (Figura 5); 

ademas, nuevamente son menores a los encontrados por Zurita (19) y mayores a los 

reportados por Contreras et al. (26), 34.4% ± 18.1 y 13% ± 3.1 respectivamente. 

Aunque todos los grupos de investigación utilizaron animales de descarte durante 

temporadas similares de estudio, estas diferencias podrían explicarse debido a la 

concentración del crioprotector contenida en el dilutor; dado que, los crioprotectores al 

ser de bajo peso molecular y altamente permeables, pueden protegen al 

espermatozoides del daño por congelamiento (27) durante el cual ocurre un desbalance 

osmótico que involucra el colapso celular asociado a la formación de hielo extracelular 

(28); por ello, su presencia siempre resulta esencial y necesaria. En este sentido, 

podemos observar que Contreras et al. (26) y este estudio utilizaron dimetilacetamida a 

concentraciones de 0.77M; y, 0.89M, 0.75M y 0.5M; respectivamente; mientras que, 

Zurita (19) utizó el mismo crioprotector a una molaridad mayor (1M). 

Por otro lado, en relación al parámetro espermático de apoptosis ceular, esta 

investigación es el primer estudio que reporta apoptosis en espermatozoides 

epididimarios de alpaca post congelamiento, analizados mediante citometría de flujo. 

Por otra parte, se le hicieron ligeras modificaciones al protocolo del fabricante a fin de 

depurar aquellas poblaciones de detritus que pudiesen enmascarar resultados. Se 



 

 

adicionó MDR al protocolo de AC, siendo que la detección de dicha sonda no se cruzaba 

con las demás.  

Annexin V es una proteína de unión a fosfolípidos, Ca2+ dependiente, con afinidad por 

los fosfolípidos Fosfatidilserina de la membrana celular. Bajo condiciones normales, los 

fosfolípidos de la membrana están distribuidos asimétricamente (29), estando 

fosfatidilserina y Fosfatidiletanolamida en la cara interna; y, Esfingomielina y 

Fosfatidilcolina en la externa (30). Esta asimetría puede colapsar debido a eventos 

fisiológicos como el envejecimiento celular, activación de linfocitos o muerte celular 

programada (apoptosis) durante los cuales, Fosfatidilserina se transloca a la cara externa 

de la membrana para marcar la célula que será fagocitada por los macrófagos (31).  

De esta forma, Annexin V en combinación con isotiocianato de fluoresceína (FITC) es un 

marcador de actividad apoptótica, que al utilizarse con IP permiten diferenciar células 

viables de forma más específica. A diferencia de los protocolos que emplean sondas 

complementarias, como SYBER-14 y PI (32) para identificar células viables a partir de la 

integridad de su membrana plasmática; esta nueva combinación logra discriminar 

células realmente viables, que no hayan activado sus mecanismos de apoptosis dentro 

de aquellas que mostraron membrana intacta (IP-). 

Entonces, respecto a los resultados de AC, estos fueron 48.5%, 51.7%, 60.1% y 71.4% 

respectivamente; encontrando diferencias estadísticamente significativas entre las 

concentraciones de 0%PS y 10%PS, en contraste con el tratamiento de 25%; y 

nuevamente distintas al tratamiento 50%PS. Como se observa, hubo un incremento 

gradual de AC a medida que se incrementa la concentración de PS, llegando a valores 

superiores de 70%, lo cual resulta importante si se desean emplear dichos resultados en 



 

 

programas de inseminación artificial. Cabe resaltar que el porcentaje de AC en la 

muestra incluye tanto la población de espermatozoides marcados vivos (PI-) como 

muertos (PI+). Es decir, la población que realmente estaría apta para ser utilizada en 

protocolos de inseminación artificial, sería alrededor de 8%. 

Por otro lado, la proporción de espermatozoides necróticos (ANX- /PI+) es mayor en 

0%PS; mientras que, la proporción de espermatozoides con necrosis temprana (ANX+ 

/PI+) aumenta a medida que aumenta la concentración de PS, lo cual permite inferir que 

podría existir un efecto protector del PS a nivel estructural que estaría evitando la 

fractura o ruptura de la membrana plasmática durante el congelamiento, a pesar de 

tener menor cantidad de crioprotector en el dilutor. En decir, este efecto podría haber 

permitido que las membranas plasmáticas de las células permanecieran intactas por 

más tiempo, hasta activar sus propios mecanismos fisiológicos de muerte celular 

programa, en lugar de perder su integridad de inmediato (PI+) debido al congelamiento.  

Esta teoria se sustenta principalmente en la molaridad del crioprotector utilizado en 

cada tratamiento; dado que, la concentración inicial del dilutor de base para el 

alicuotado y formulación de cada tratamiento fue de 0.99 M ≈ 1 M; sin embargo, no 

todos los tratamientos tuvieron dicha molaridad. La suplementación de PS sobre la 

suspensión de espermatozoides en dilutor (volumen/volumen), indirectamente causó 

que la molaridad del crioprotector disminuyera a medida que aumentaba la 

concentración de PS. En consecuencia, las molaridades en cada tratamiento finalmente 

fueron 1 M (0%PS), 0.89 M (10%PS), 0.74 M (25%PS) y 0.5 M (50%PS). 

Con respecto a la peroxidación lipídica, es necesario recordar que BP es un fluorocromo 

que marca células a partir de la oxidación de su estructura; es decir, cuando la sonda 



 

 

está inicialmente intacta tiene fluorescencia roja, que al ingresar a la célula y ser oxidada 

por ROS en el medio, modifica su estructura y fluorescencia irreversiblemente a verde. 

Asimismo, al ser un análogo de ácidos grasos, difunde fácilmente a través de la bicapa 

lipídica y el riesgo de perderse con los lavados, es mínimo. Por ello, los lavados previos 

al uso de BP son imprescindibles para evitar que la sonda lipofílica se una a la yema de 

huevo del dilutor (33). En resumen, debido al mecanismo de acción de BP, el tiempo y 

la concentración de ROS son dos puntos importantes a tomar en cuenta. 

Los niveles de PL estuvieron entre 72% y 76% con una ligera pero gradual disminución 

conforme se incrementa la concentración de PS, sin haber diferencia estadística 

significativa. Estos resultados son similares a los reportados por Evangelista et al (9), 

quien obtuvo 75% de espermatozoides reactivos a O2
-. y 79% de espermatozoides 

reactivos a H2O2 después del congelamiento. Por el contrario, Santiani et al (17) 

reportaron menos de 1% de PL en espermatozoides epididimarios frescos. Esto se debe 

a que durante el congelamiento se incrementa la producción de ROS (9) y esto a su vez 

provoca peroxidación de membranas y estrés oxidativo. 

Por otro lado, en la figura 7 se observa que la proporción de los cuatro grupos de 

espermatozoides en cada tratamiento son similares, aun existiendo un déficit gradual 

de crioprotector, inverso a la concentración de PS (Figura 1). Asimismo, se sabe que el 

PS contiene antioxidantes que podrían contrarrestar el déficit intracelular de los 

mismos, en caso de estar frente a estrés oxidativo generado durante la criopreservación. 

Entonces, aunque los resultados respecto a PL en este estudio no son concluyentes, 

permite cuestionar si la presencia del PS en las muestras podría estar contrarrestando 



 

 

el efecto oxidativo de la deficiencia de crioprotector en cada tratamiento, para lo cual 

es necesario más estudios.  

Continuando con el análisis, se observa que la proporción de espermatozoides con alto 

PMM sin PL (Alto PMM /BP-) concuerda con los parámetros de AC (ANX+ /PI-), el mismo 

que determina que aproximadamente un 8% de la muestra sería apta para técnicas de 

inseminación artificial (Figuras 6 y 7). Asimismo, los eventos de PL en su mayoría se 

ubican dentro del grupo de espermatozoides de bajo PMM (Bajo PMM/ BP+). En efecto, 

tanto en espermatozoides con alto como bajo PMM, la proporción de PL es mayor 

(Figura 7). Sin embargo, este no es un resultado del todo negativo ya que, en principio, 

esta sonda no marca una sola estructura celular en cada célula; sino que, al ser un 

fluorocromo intrínsecamente lipofílico puede atravesar e ingresar en toda la extensión 

de la membrana espermática; al mismo tiempo, puede mostrarse reactiva en zonas 

cercanas a eventos de peroxidación y permanecer intacta en aquellas que no (Figura 2). 

Debido a ello, para la interpretación de este parámetro, recomendamos que debe ser 

de forma global, midiendo niveles de peroxidación, mas no cantidades de 

espermatozoides con peroxidacion lipidíca, vivos o muertos. En resumen, un 

espermatozoide que este experimentando PL, no necesariamente es un 

espermatozoides inviable o incapaz de fecundar, ya que los ROS son fisiológicamente 

necesarios en procesos asociados a capacitación (34).  

Para finalizar, como se evidencia en el presente estudio, la presencia de PS adicionado 

al dilutor de congelamiento, tiene un efecto positivo sobre la membrana plasmática de 

los espermatozoides epididimarios de alpaca respecto al daño oxidativo como 

consecuencia del proceso de criopreservación.  



 

 

 

CONCLUSIONES 

La presencia del plasma seminal no afecta la viabilidad, la actividad mitocondrial,  ni la 

peroxidación lipídica de los espermatozoides epididimarios de alpaca durante el proceso 

de criopreservación; sin embargo, cuando se elimina o se agrega hasta en un 25% en el 

proceso de criopreservación, es posible obtener mejores resultados en cuanto a 

motilidad espermática y apoptosis celular.  
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