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RESUMEN 

El estudio tuvo por objetivo evaluar la producción de especies reactivas de oxígeno 

(ROS) durante el proceso de criopreservación de semen de alpaca, a través del uso de 

tluorocromos específicos, para la determinación de anión superóxido y peróxido de 

hidrógeno. Se utilizaron 12 eyaculados provenientes de 5 alpacas macho. Las muestras de 

semen fueron sometidas a una curva de enfriamiento (35°C hasta 5°C en un periodo de 90 

minutos), luego se adicionó el crioprotector Dimetilacetamida (DMA) y se dejó estabilizar 

por 30 minutos a 5°C. Finalmente, las muestras fueron expuestas a vapor de nitrógeno por 

15 minutos y posteriormente sumergidas en nitrógeno líquido. La determinación de anión 

superóxido y peróxido de hidrógeno fue realizada durante la curva de enfriamiento a (25°C, 

15°C y 5°C), período de estabilización a (5°C durante 15 minutos' y 5°C durante 30 

minutos) y luego del proceso de descongelamiento. Las especies reactivas de oxígeno 

(ROS) fueron evaluados en los siguientes grupos: (25°C, 15°C, 5°C, 5°C 15 ', 5°C 30' y pos 

descongelamiento) La determinación de la producción de anión superóxido se realizó 

utilizando la prueba molecular Dihydroethidium (DHE), mientras que la determinación de 

la producción de peróxido de hidrógeno se realizó utilizando dichlorohydro.fluorescin 

diacetate (DCFH-DA), en ambos casos se observaron las láminas con microscopio de 

fluorescencia, contabilizando 100 espermatozoides por muestra. 

La producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) fue aumentando a medida que las 

temperaturas iban disminuyendo, observándose los niveles más altos cuando las 

temperaturas alcanzaron los 5°C, sin embargo posterior al descongelamiento se observó 

una leve disminución en la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS). Se 

concluye que durante el proceso de criopreservación se produce un incremento en los 

porcentajes de espermatozoides que producen especies reactivas de oxígeno (ROS) (anión 

superóxido y peróxido de hidrógeno), siendo este efecto mayor al final de la curva de 

enfriamiento. 

Palabras clave: espermatozoides, criopreservación de semen, especies reactivas de 

oxÍgeno y alpaca. 
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ABSTRACT 

The objective of this study was to evaluate the production of reactive oxygen 

species (ROS) during the cryopreservation of alpaca sperm through the use of tluorescence 

microscopy in samples incubated with specific tluorochromes for the determination of 

superoxide anion and hydrogen peroxide. 12 ejaculates from 5 alpaca males were used. 

Semen samples were subjected to a cooling curve (35 o C to 5 o C over a period of 90 

minutes), then the cryoprotectant Dimethylacetamide (DMA) was added and allowed to 

stabilize for 30 minutes at 5 o C. Finally, the samples were exposed to nitrogen vapor for 15 

minutes and subsequently immersed in liquid nitrogen .. Determination of superoxide anion 

and hydrogen peroxide was carried out during the cooling curve (25 o C, 15 o C and 5 o C), 

stabilization period (5 o C 5 o C 15 '30') and after thawing. Reactive oxygen species (ROS) 

production was evaluated in the following groups: 25 o e, 15 o e, 5 o e, 5 o e 15', 5 o e 
30' and after thawing. The superoxide anion production was performed using 

Dihydroethidium (DHE), while the determination of hydrogen peroxide production was 

conducted using dichlorohydrofluorescin diacetate (DFCH-DA), in both cases the slides 

were observed using the tluorescence microscope, counting 100 sperm per sample. 

The production of reactive oxygen species (ROS) was increased as temperatures were 

decreasing, showing the highest levels when temperatures reached 5 o e, however post

thaw was observed a slight decrease in the production of reactive oxygen species (ROS). It 

is concluded that during the process of cryopreservation is an increase in the percentage of 

sperm that produce reactive oxygen species (superoxide anion and hydrogen peroxide), 

being greatest effect at the end ofthe curve. 

Key words: sperm, semen cryopreservation, reactive oxygen species (ROS) and alpaca. 
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