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Determinacion del porcentaje de viabilidad espermatica
mediante citometria de flujo durante el proceso de
criopreservacion en espermatozoides obtenidos de

epididimo de alpaca

Sperm viability percentage by flow cytometry during the cryopreservation
process in spermatozoa obtained from alpaca epididymis

Javier Juarez!, Alexei Santiani'?

RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar el porcentaje de viabilidad en espermatozoides
epididimarios de alpaca, antes y después del proceso de criopreservacion, mediante
citometria de flujo. Se recolectaron 46 testiculos de alpaca de un camal de Pasco, Peru y
se utilizaron 41 de ellos con motilidad espermatica >30% y concentracion espermatica
>50x10° espermatozoides/ml. Los espermatozoides fueron recuperados de la cola del
epididimo con 1 ml de dilutor a base de leche descremada. separandose en dos alicuotas
para evaluar la viabilidad antes y después del proceso de criopreservacion. El dilutor fue
retirado mediante lavados por centrifugacion con PBS, los pellets fueron resuspendidos
en 100 pl de PBS, agregandose 0.5 ul de SYBR-14 (100 nM) y 0.5 pl de ioduro de propidio
—PI (12 puM) incubandose por 10 min a 38 °C. La evaluacion de viabilidad espermatica se
realizo6 mediante citometria de flujo con analizador de imagenes, utilizando un laser de
excitacion de 488 nmy la fluorescencia emitida por el SYBR-14 y el PI fueron detectados
por los canales Ch02 (505-560 nm) y ChO5 (642-740 nm), respectivamente. Los
espermatozoides viables con membrana intacta emitieron fluorescencia verde (SYBR-14)
y los espermatozoides no viables con membrana dafiada emitieron fluorescencia roja (PI).
La viabilidad antes del proceso de criopreservacion (48.97 + 11.47%) fue mayor (p<0.05)
que después del proceso de criopreservacion (32.30+£9.57%). La correlacion entre viabi-
lidad y motilidad espermatica fue r=0.6737. Se concluye que el proceso de criopreservacion
disminuye significativamente la viabilidad en espermatozoides epididimarios de alpaca,
estando este parametro relacionado con la motilidad.
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The aim of'this study was to determine the percentage of viability in alpaca epididymal
spermatozoa before and after the cryopreservation process by flow cytometry. A total of
46 alpaca testes were collected from a slaughterhouse in Pasco, Peru and 41 of them were
used with sperm motility >30% and sperm concentration >50x10° sperm/ml. Spermatozoa
were recovered from the tail of the epididymis with 1 ml of skimmed milk-based extender,
separating into two aliquots to evaluate viability before and after the cryopreservation
process. The extender was removed by washing by centrifugation with PBS, the pellets
were resuspended in 100 pl of PBS, adding 0.5 pl of SYBR-14 (100 nM) and 0.5 pl of
propidium iodide - PI (12 uM), and incubated for 10 min at 38 °C. The evaluation of sperm
viability was performed by flow cytometry with image analyzer, using an excitation laser
of 488 nm and the fluorescence emitted by SYBR-14 and PI were detected by channels
Ch02 (505-560 nm) and ChO5 (642-740 nm), respectively. Viable spermatozoa with intact
membrane emitted green fluorescence (SYBR-14) and non-viable sperm with damaged
membrane emitted red fluorescence (PI). The viability before the cryopreservation process
(48.97 £ 11.47%) was higher (p<0.05) than after the cryopreservation process (32.30 +
9.57%). The correlation between viability and sperm motility was r=0.6737. It is concluded
that the cryopreservation process significantly reduces the viability in alpaca epididymal

spermatozoa, and viability is related to sperm motility.
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INTRODUCCION

La criopreservacion de semen ofrece
la posibilidad de almacenamiento por un lar-
go periodo; sin embargo, la alta viscosidad
del plasma seminal y la mala calidad de los
eyaculados son las principales desventajas
para el desarrollo de una técnica de congela-
cién (Malo et al., 2018). Durante afios, la
evaluacion de la viabilidad de espermatozoides
se ha basado en procedimientos microscopi-
cos que utilizan métodos de tincion simples o
duales; siendo los mas populares la tincion
eosina-nigrosina (EN) y la doble tincion. En
estos, la confiabilidad de la prueba para la
evaluacion de la viabilidad espermatica es
cuestionable ya que se basan en una pobla-
cion relativamente pequena (hasta 200 célu-
las por muestra) y la precision durante la eva-
luacion es subjetiva porque depende del ob-
servador (Klimowicz-Bodys et al., 2012).
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En las tlltimas décadas se estan utilizan-
do los fluorocromos SYBR-14 ¢ ioduro de
propidio (PI) para determinar la viabilidad
espermatica en diferentes especies. El
SYBR-14 es permeable a la membrana y tifie
el ADN de los espermatozoides vivos y el PI
solo puede atravesar la membrana de
espermatozoides muertos y tefiir su ADN
(Cabrita et al., 2005; Paniagua-Chavez et al.,
2006). Estos fluorocromos se han utilizado
para evaluar semen fresco y descongelado
de mamiferos y aves, donde la microscopia
de fluorescencia es la principal técnica utili-
zada para la evaluacidon de viabilidad
espermatica; sin embargo, este procedimien-
to es muy laborioso y demandante de tiempo.
Por otro lado, la evaluacion de la viabilidad
espermatica por citometria de flujo propor-
ciona un método rapido, objetivo y preciso al
momento de evaluar el porcentaje de
espermatozoides vivos (Klimowicz-Bodys et
al., 2012).
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Se han estudiado diversas técnicas de
tincion para la evaluacion de pardmetros
espermaticos en alpacas; asi, Santiani ef al.
(2005) evaluaron viabilidad espermatica me-
diante doble tincion en muestra fresca y des-
pués de la congelacion, Cheuqueman et al.
(2013) evaluaron viabilidad espermatica en
muestras frescas utilizando los fluorocromos
SYBR-14 y PI, en tanto que Banda et al.
(2010) y Santiani et al. (2013) evaluaron un
parametro mixto que incluye vitalidad e inte-
gridad acrosomal. De estos estudios, solo el
de Santiani et al. (2005) evalud viabilidad
espermatica antes y después de la congela-
cion en alpacas utilizando una técnica anti-
gua de Didion et al. (1989).

Dado la importancia del proceso de
criopreservacion para la conservacion de se-
men y que la citometria de flujo permite la
evaluacion de la viabilidad espermatica; y al
no existir estudios contundentes sobre como
la criopreservacion afecta la viabilidad
espermatica es que el presente estudio tuvo
por objetivo determinar el porcentaje de via-
bilidad en espermatozoides obtenidos de
epididimo de alpaca mediante citometria de
flujo, antes y después del proceso de
criopreservacion.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Estudio y Muestras

El estudio se realiz6 en el Laboratorio
de Reproduccion Animal de la Facultad de
Medicina Veterinaria de la Universidad Na-
cional Mayor de San Marcos (Lima, Pert).
Se recolectaron 46 testiculos del Camal Mu-
nicipal del distrito de Ninacaca, provincia de
Pasco, Peru, entre mayo y junio de 2016.
Luego del beneficio, los testiculos fueron la-
vados con solucion fisiologica (NaCl 0.9%) y
colocados en bolsas herméticas individuales
junto con solucion fisiologica (NaCl 0.9%),
almacenados en cajas transportadoras a una
temperatura de 5 °C, y trasladados al labora-
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torio. Solo se trabajaron aquellos testiculos
que cumplian con los requerimientos minimos:
peso>10 g, longitud >3 cm (Abraham et al.,
2016).

Procedimiento Metodologico

Se retir6 la tinica vaginal visceral y ta-
nica albuginea de cada testiculo y se separd
la cola del epididimo. Se lavo la cola del
epididimo con buffer fosfato salino (PBS) y
se colocd en una placa Petri temperada a
37 °C, agregandose 1 ml de dilutor (19 ml
leche descremada, 1 ml yema de huevo, 0.97
g fructosa). Ademas, se afiadio 1840 pl de
crioprotector dimetilacetamida para llegar a
una concentracion final de 1 M, y se les man-
tuvo a 37 °C. Se realizaron cortes seriados
en la cola del epididimo con la ayuda de una
pinza y una hoja de bisturi para permitir la
liberacion de los espermatozoides.

Se recuperd 1 ml por muestra, mante-
niéndose temperado a 37 °C. Se evaluo la
motilidad (%) y concentracion espermatica
(espermatozoides/ml). Se seleccionaron solo
41 muestras que tenian una motilidad >30%
y una concentracion >50 x 10° esperma-
tozoides/ml. Cada muestra fue dividida en 2
alicuotas para evaluar el porcentaje de viabi-
lidad espermatica antes y después del proce-
so de criopreservacion.

Para realizar el proceso de criopre-
servacion de las pajillas se utilizo el progra-
ma 7 del sistema automatico de congelamien-
to Freeeze Control® (Cryologic, Australia),
el cual utiliza nitrogeno liquido. El proceso se
inicia a 18 °C disminuyendo hasta 5 °C en un
lapso de 90 minutos, para luego mantenerse
asi por 30 minutos y después de transcurrido
este tiempo se sigue disminuyendo la tempe-
ratura hasta la congelacion. Las pajillas fue-
ron retiradas luego del proceso de
congelamiento y colocadas en un tanque de
nitrogeno liquido. Para el descongelamiento,
las pajillas fueron sumergidas en bafio maria
a 37 °C por un minuto.
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Viabilidad Espermatica

La viabilidad espermatica fue evaluada
antes y después del proceso de criopreser-
vacion. Cada muestra se lavo dos veces por
centrifugacion con PBS a 600 x g por 8 mi-
nutos, eliminandose ¢l sobrenadante y el pellet
se resuspendi6 en 100 pl de PBS.

Se empled el LIVE/DEAD® Sperm
Viability Kit (L-7011, Molecular Probes), el
cual contiene el fluorocromo SYBR-14 que
emite fluorescencia verde como indicador de
espermatozoides viables con membrana
plasmatica intacta y el fluorocromo ioduro de
propidio (PI) que emite fluorescencia roja
como indicador de espermatozoides no viables
con membrana plasmatica dafiada. Se toma-
ron 100 pl de muestra después del lavado y se
agrego 0.5 pl de solucion stock de SYBR-14
(20 uM) para obtener una concentracion final
de 100 nM. Se agregd ademas 0.5 pl de solu-
cion stock de PI (2.4 mM) para llegar a una
concentracion final de PIde 12 uM y se puso a
incubar a 38 °C por 10 minutos.

Citometria de Flujo

Las evaluaciones se realizaron median-
te un citdmetro de flujo FlowSight (Amnis,
USA) que tiene un sistema analizador de ima-
genes. Se leyeron 10 000 eventos compati-
bles con espermatozoides por cada muestra.
Para la excitacion del SYBR-14 y del PI se
utiliz6 un laser de longitud de onda de 488 nm
a una potencia de 15 mW. La emision de la
fluorescencia para el SYBR-14 fue leida uti-
lizando el canal de deteccion de 505 a 560
nm (Ch02) y la emision de la fluorescencia
para el PI fue leida utilizando el canal de de-
teccion de 642 a 740 nm (Ch05). Dado que
el citdmetro de flujo posee un sistema anali-
zador de imagenes, se observaron fotos de
espermatozoides vivos marcados con SYBR-
14 y muertos marcados con PI.
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Cuadro 1. Evaluacion de la viabilidad de
espermatozoides (%) obtenidos de epidi-
dimos de alpacas, antes y después del
proceso de criopreservacion, utilizando
los fluorocromos SYBR-14 ¢ ioduro de
propidio

Antes Después
Promedio 48.97  32.30
Mediana 50.30 32.90
Desviacion estandar  11.47 9.57
Coef. de variacion 2342  29.62

Intervalo de 3.62 3.02
confianza
Distribucion normal Si Si

Cuadro 2. Viabilidad espermatica y motilidad
antes y después del proceso de congelacion
de espermatozoides obtenidos de epididimo
de alpaca

Antes Después
Viabilidad 40 074 11,470 3230+ 9.57°
espermatica
Motilidad 46.10£7.71* 24.07 £ 6.50°

Promedios * desviacién estandar
ab | etras diferentes dentro de filas indican
diferencia significativa (p<0.05)

Analisis Estadistico

Los porcentajes de viabilidad de
espermatozoides antes y después del proce-
so de criopreservacion fueron analizados
mediante la prueba de t-Student de muestras
pareadas. Para determinar si los datos obte-
nidos siguen la distribucion normal se utilizo
la prueba Kolmogorov-Smirnov. Para deter-
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Cuadro 3. Correlacion de Pearson entre la
viabilidad y la motilidad, presentada en
muestras de espermatozoides obtenidos de
epididimo de alpaca antes y después del
proceso de criopreservacion.

Correlacion de

Parém§t.ros Pearson Pares
espermaticos (n)
r p
Viabilidad
Vs. 0.6737 p<0.0001 82
Motilidad
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Figura 1. Grafico Dot Plot representativo de
espermatozoides después del proceso de
criopreservacion utilizando los fluorocromos
SYBR-14 y Ioduro de Propidio (PI) donde
aparecen cuatro poblaciones claramente di-
ferenciadas. Cuadrante superior izquierdo:
espermatozoides vivos; Cuadrante inferior
derecho: espermatozoides muertos; Cuadran-
te superior derecho: espermatozoides vivos
y muertos; Cuadrante inferior izquierdo: de-
tritos. En el eje Y se observa la intensidad
del canal Ch02 (SYBR-14) yen el eje X la
intensidad del canal Ch05 (PI)

minar la correlacion entre los porcentajes de
viabilidad y motilidad se utiliz6 la prueba de
coeficiente de correlacion de Pearson. To-
dos los anélisis fueron hechos con el progra-
ma GraphPad Prism® v. 3.0.
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RESULTADOS

En el Cuadro 1 se presentan los datos
estadisticos obtenidos evaluando la viabilidad
espermatica y en la Figura 1 se presenta un
grafico Dot Plot representativo de
espermatozoides después del proceso de
criopreservacion.

Los valores porcentuales de viabilidad
y motilidad de los espermatozoides antes y
después del proceso de criopreservacion fue-
ron estadisticamente diferentes (p<0.05, Cua-
dro 2). El analisis de correlacion de Pearson
entre los valores de viabilidad y motilidad
mostro una correlacion moderada positiva sig-
nificativa (Cuadro 3). En la Figura 2 se pre-
sentan fotografias representativas de cada
poblacion con SYBR-14 y PL.

En la Figura 3 se observa la correlacion
entre el porcentaje de viabilidad y motilidad
espermatica presente en las muestras antes
y después del proceso de criopreservacion.

DiScUSION

Este es el primer estudio que presenta
como los porcentajes de viabilidad en
espermatozoides obtenidos de epididimo de
alpaca disminuyen significativamente luego
del proceso de criopreservacion. La viabili-
dad espermatica inicial estuvo alrededor del
48%, resultado menor al 57% reportado por
Cheuqueman et al. (2013), posiblemente de-
bido que las muestras de semen de dicho es-
tudio provenian de un niicleo de reproductores
en tanto que las del presente estudio prove-
nian de animales de camal. Por otro lado, este
grupo de autores obtuvo en un estudio previo
una viabilidad espermatica inicial de 45%
(Santiani et al., 2013), similar al del presente
estudio, posiblemente debido a que en ambos
estudios se utilizaron muestras de animales
de descarte.
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Figura 2. Espermatozoides epididimarios de alpaca analizados mediante citometria de flujo utili-
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zando los fluorocromos SYBR-14 e ioduro de propidio (PI) observados en campo
claro (ChO1), con fluorescencia (Ch02/Ch05), combinacion de campo claro y fluores-
cencia (Ch01/Ch02/Ch05). (A) espermatozoide vivo emitiendo fluorescencia verde
por el SYBR-14. (B) espermatozoide muerto emitiendo fluorescencia roja por el PL.
(C) espermatozoide vivo y muerto emitiendo fluorescencia verde y roja respectiva-
mente. (D) detritos, los cuales no emiten fluorescencia
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Figura3. Correlacion entre el porcentaje de viabilidad espermatica y motilidad en
espermatozoides obtenidos de epididimo de alpaca

En las muestras descongeladas se ob-
servo una disminucion de la viabilidad
espermatica que llego6 hasta 32%, valor su-
perior a los reportados por Santiani et al.
(2005;2013) y Banda et al. (2010) de 21, 28-
32 y 27% de espermatozoides viables pos-
descongelacion. La mayor pérdida de
espermatozoides viables en esos estudios
podria deberse al dilutor empleado donde se
empleo etilenglicol y en presente estudio se
utilizo dimetilacetamida (DMA). Sin embar-
go, Santiani et al. (2013) reportaron valores
entre 28 y 32% de viabilidad espermatica pos-
descongelacion, posiblemente debido a la adi-
cion de un analogo de superdxido dismutasa
en las muestras, lo cual implicaria que algu-
nos de los factores involucrados en mante-
ner la viabilidad espermatica en alpacas se-
rian los crioprotectores y los antioxidantes.

La motilidad inicial de 46% descendio
hasta 24% luego del proceso de congelacion.
Se reconoce que la motilidad es el parametro
mas afectado durante el proceso de
congelamiento (Canorio et al., 2015), ade-
mas que se encuentra estrechamente rela-
cionada con la viabilidad espermatica (Henkel
etal.,2005). Es por eso que una disminucion
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en la motilidad espermatica a menudo se in-
terpreta como un indicador de la disminucion
en la viabilidad (Brown y Senger, 1980). En
este sentido, la correlacion de Pearson dio
como resultado un valor de r=0.6737, indi-
cativo de una correlacion moderada positiva
significativa.

Es interesante destacar que en este es-
tudio se encontr6 mayor porcentaje de
espermatozoides vivos que motiles. Esto es
posible porque existen espermatozoides via-
bles que no poseen motilidad, lo cual explica
que aunque los espermatozoides no viables
no tienen motilidad no se puede concluir que
los espermatozoides viables tendran necesa-
riamente motilidad (Vetter et al., 1998).

CONCLUSIONES

*  Laviabilidad de los espermatozoides ob-
tenidos del epididimo de alpaca disminu-
ye significativamente luego del proceso
de criopreservacion.

*  Existe una correlacion moderada positi-
va entre la viabilidad y motilidad esper-
matica de espermatozoides de alpaca.
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