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RESUMEN 

El objetivo del estudio fue caracterizar la translocación de fosfatidilserina (PS) 

como marcador temprano de apoptosis en espermatozoides epididimarios de alpaca 

(Vicugna pacos) durante la incubación in vitro y la criopreservación. Se recolectaron 

testículos de alpacas clínicamente sanas y se obtuvieron espermatozoides de la cauda 

epididimaria. En el primer experimento se evaluó el efecto del tiempo de incubación (0–

4 h a 37 °C) sobre la exposición de PS mediante Anexina V-FITC y ioduro de propidio 

(PI). En el segundo, se compararon muestras frescas y criopreservadas. El análisis se 

realizó por citometría de flujo. Durante la incubación, el porcentaje de espermatozoides 

viables (Anexina V⁻/PI⁻) disminuyó significativamente (36,0 ± 11,2 % a 19,9 ± 9,9 %), 

al igual que los apoptóticos tempranos (Anexina V⁺/PI⁻) (25,6 ± 9,4 % a 12,8 ± 9,0 %), 

mientras que los apoptóticos tardíos (Anexina V⁺/PI⁺) y necróticos (Anexina V⁻/PI⁺) 

aumentaron progresivamente (p < 0,05). La criopreservación redujo la proporción de 

espermatozoides viables (30,0 ± 6,2 % a 13,4 ± 2,3 %) y apoptóticos tempranos (21,9 ± 

9,8 % a 7,5 ± 6,5 %), e incrementó la de apoptóticos tardíos (35,1 ± 10,4 % a 54,8 ± 9,7 

%; p < 0,05). Estos resultados evidencian que la exposición de PS se incrementa 

progresivamente durante la incubación y la criopreservación, reflejando daño de 

membrana y progresión hacia apoptosis tardía o necrosis. La detección de PS constituye 

un marcador sensible del daño espermático inducido por estrés térmico y criogénico, útil 

para optimizar protocolos de conservación en camélidos sudamericanos. 

 

Palabras clave: alpaca, apoptosis, fosfatidilserina, espermatozoide, criopreservación, 

citometría de flujo. 

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

The aim of this study was to characterize phosphatidylserine (PS) translocation as 

an early apoptotic marker in epididymal spermatozoa of alpaca (Vicugna pacos) during 

in vitro incubation and cryopreservation. Testes from clinically healthy alpacas were 

collected, and spermatozoa were recovered from the cauda epididymis. In Experiment 1, 

the effect of incubation time (0–4 h at 37 °C) on PS exposure was assessed using Annexin 

V-FITC and propidium iodide (PI). In Experiment 2, fresh and cryopreserved samples 

were compared. Flow cytometry was used for analysis. During incubation, the proportion 

of viable spermatozoa (Annexin V⁻/PI⁻) significantly decreased (36.0 ± 11.2 % to 19.9 ± 

9.9 %), as did early apoptotic spermatozoa (Annexin V⁺/PI⁻) (25.6 ± 9.4 % to 12.8 ± 9.0 

%), whereas late apoptotic (Annexin V⁺/PI⁺) and necrotic (Annexin V⁻/PI⁺) populations 

progressively increased (p < 0.05). Cryopreservation reduced the proportion of viable 

(30.0 ± 6.2 % to 13.4 ± 2.3 %) and early apoptotic spermatozoa (21.9 ± 9.8 % to 7.5 ± 

6.5 %), and increased late apoptotic cells (35.1 ± 10.4 % to 54.8 ± 9.7 %; p < 0.05). These 

findings indicate that PS translocation progressively increases during incubation and 

cryopreservation, reflecting membrane damage and progression toward late apoptosis or 

necrosis. PS externalization is a sensitive indicator of sperm damage caused by thermal 

and cryogenic stress and may serve as a useful tool to evaluate sperm quality and improve 

cryopreservation protocols in South American camelids. 

 

Keywords: alpaca, apoptosis, phosphatidylserine, spermatozoa, cryopreservation, flow 

cytometry. 

 




