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Criopreservacion de espermatozoides de llama obtenidos del
conducto deferente utilizando tres curvas de congelamiento

Cryopreservation of spermatozoa of llama obtained from the vas deferens
using three freezing curves

Manuel Pérez D.!, Carlos Bustamante Q.!, Italo Coronel U.!, Maria Ignacia
Carretero?, Yan Manrique Q.%, Eloy Condori C.%, Uri Perez G.'*

RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar el efecto de tres curvas de congelacion sobre
la viabilidad pos-descongelacion de espermatozoides colectados del conducto deferen-
te de llamas. Se utilizaron seis llamas machos con desviacion quirtrgica de los conduc-
tos deferentes. Las muestras de los seis machos se mezclaron para su procesamiento
(pools) y se diluyeron con Tris-yema de huevo. Se procedid al enfriamiento hasta los
5 °C donde se complet6 la dilucién (dilutor con glicerol) y se mantuvo por media hora
(fase de equilibrio). Las muestras en pajillas de 0.25 ml fueron sometidas a congelamiento
utilizando una tasa de descenso de temperatura de -20°C/min hasta llegar a -80°C (TI), a
-100 °C (TII) y a -120 °C (TIII) en 4, 5 y 6 minutos, respectivamente, para finalmente
almacenarlas en nitrégeno liquido. Las muestras fueron colectadas durante tres meses
(n=19 pooles). Se determiné la motilidad total (motilidad progresiva, circular, oscilatoria),
viabilidad y funcionalidad de membrana luego de la colecta, en la fase de equilibrio y al
descongelamiento. Se observd una disminucion significativa (p<<0.05) en todas las ca-
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racteristicas espermaticas evaluadas en las muestras equilibradas respecto a las mues-
tras luego de la colecta. Se obtuvo una correlacion alta positiva entre viabilidad y motilidad
total (r*=0.78) y en fase de equilibrio entre funcionalidad de membrana y motilidad total
(r*=0.881) En las muestras descongeladas, la motilidad total y viabilidad fueron
significativamente mayores en las muestras congeladas con la curva de congelamiento
TIII respecto al TI (p=0.041 y p=0.003, respectivamente). No se observaron diferencias
significativas en la funcionalidad de membrana entre las tres curvas de congelamiento
(p>0.27). En conclusion, la curva de descenso de la temperatura hasta los -120 °C utilizan-
do una tasa de -20 °C/min seria la mas adecuada para criopreservar espermatozoides de
llama obtenidos a partir de la desviacion de los conductos deferentes.
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the effect of three freezing curves on the
post-thaw viability of spermatozoa collected from the vas deferens of llamas. Six male
llamas with surgical diversion of the vas deferens were used. The samples of the six males
were mixed for processing (pools) and diluted with Tris-egg yolk. Cooling was carried out
to 5 °C where the dilution was completed (dilutor with glycerol) and was maintained for
30 minutes (equilibrium phase). Samples in 0.25 ml straws were subjected to freezing
using a temperature drop rate of -20°C/min until reaching -80°C (T1), -100°C (TII) and -
120°C (TII) in 4, 5 and 6 minutes, respectively, to finally store them in liquid nitrogen. The
samples were collected for three months (n=19 pools). Total motility (progressive, circu-
lar, oscillatory motility), viability and membrane functionality were determined after
collection, in the equilibrium phase and upon thawing. A significant decrease (p<0.05)
was observed in all the sperm characteristics evaluated in the samples after the equilibrium
compared to the samples after collection. A high positive correlation was obtained between
viability and total motility (r>=0.78) and in the equilibrium phase between membrane
functionality and total motility (r>=0.881). In thawed samples, total motility and viability
were significantly higher in frozen samples. with the freezing curve TIII with respect to T1
(p=0.041 and p=0.003, respectively). No significant differences in membrane functionality
were observed between the three freezing curves (p>0.27). In conclusion, the temperature
drop curve down to -120 °C using a rate of -20 °C/min would be the most suitable for
cryopreserving llama spermatozoa obtained from the deviation of the vas deferens.

Key words: cryopreservation, llama, motility, sperm, spermatozoa, temperature

como la electroeyaculacion, la fistula uretral
y la aspiracion post coital, entre otros (Giuliano
et al., 2008; Pacheco, 2008; Carretero et al.,
2017; Huanca et al., 2020; Fumuso et al.,
2021; Garcia et al., 2021). El semen colecta-
do se caracteriza por ser filante y altamente
viscoso (Casaretto et al., 2012, Carretero et
al.,2015), 1o cual dificulta la evaluacion, ma-

INTRODUCCION

La inseminacion artificial es una herra-
mienta de gran importancia para el mejora-
miento genético de los rebafios, siendo la co-
lecta de semen mediante vagina artificial la
técnica mas utilizada en la mayoria de las
especies domésticas. En camélidos sudame-

ricanos (CSA), ademas de la vagina artifi-
cial, se emplean otros métodos de colecta

nejo y crioconservacion de las muestras (Ca-
rretero et al., 2015; Kershaw et al., 2017,
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Fumuso et al., 2019). La colecta de esper-
matozoides mediante la desviacion del con-
ducto deferente es una técnica interesante
para aplicar en los CSA, ya que es posible
obtener muestras sin filancia, facilitando su
manejo y evaluacion, y permitiendo una me-
jor homogeneizacion con los diluyentes, lo que
podria tener un efecto beneficioso en la
criopreservacion (Bertuzzi et al., 2020a).

El conducto deferente en los CSA es
una estructura que emerge del testiculo me-
diante el cordon espermatico y que aumenta
su didmetro al ingresar a la cavidad abdomi-
nal (de 2 a 3 mm) permitiendo realizar la téc-
nica quirargica de desviacion para la colecta
de espermatozoides (Pérez et al., 2006,
2014). Se dispone de varios estudios en los
que se congelan espermatozoides de alpaca
obtenidos a partir de la desviacion de los con-
ductos deferentes (Gomez-Quispe et al.,
2016; Mamani- Mango et al., 2019; Aisen et
al., 2021), pero no existen reportes de
congelamiento de espermatozoides de llama
obtenidos a partir de esta técnica.

En la mayoria de los mamiferos domés-
ticos, la crioconservacion de espermatozoides
consiste en la colecta de las muestras a tem-
peratura corporal, su posterior fase de en-
friamiento hasta los 5 °C, temperatura de
equilibrio donde generalmente se adicionan
los crioprotectores y el congelamiento que se
realiza sobre vapores de nitrégeno liquido
(-196 °C) (Khalil et al., 2018). La eficiencia
del congelamiento de espermatozoides depen-
de de factores como la especie, dilutores,
crioprotectores, y tasas de enfriamiento y de
congelacion y descongelacion, entre otros
(Castro et al., 2016; Yeste, 2016; Peris-Frau
etal.,2020). En los CSA se han analizado el
efecto de varias de estos factores, incluyen-
do el uso combinado de crioprotectores
permeables (Aller et al., 2003; Vaughan et
al., 2003; Santiani ef al., 2013; Carretero et
al., 2015, Kershaw et al.,2017; Stuart et al.,
2019; Contreras et al., 2020; Flores Huarco
etal.,2021; Fumuso et al., 2021).
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En semen congelado de llama tratado
con colagenasa, Carretero ef al. (2015) com-
pararon dos temperaturas de equilibrio (tem-
peratura ambiente y 5 °C), en tanto que Stuart
etal. (2019) y Tarifa et al. (2021) compara-
ron tres curvas de congelamiento en semen
congelado de alpaca y de llama tratado con
papaina. Asi mismo, Mamani-Mango et al.
(2019) evaluaron dos curvas de descenso de
temperatura (rapida y lenta) para congelar
espermatozoides de alpaca obtenidos del con-
ducto deferente. Hasta nuestro conocimien-
to, no se ha reportado la evaluacion de cur-
vas de congelamiento en espermatozoides de
llama obtenidos por desviacion de los con-
ductos deferentes. En tal sentido, el objetivo
de la presente investigacion fue determinar
el efecto de tres curvas de crioconservacion
sobre la viabilidad de espermatozoides de 1la-
ma procedentes del conducto deferente.

MATERIALES Y METODOS

Animales y Lugar de Estudio

El estudio se realiz6 en las instalaciones
del Laboratorio de Reproduccion Animal de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zoo-
tecnia, Puno-Pert, ubicada a una altitud de
3918 msnm. Se utilizaron seis llamas macho
con edad promedio de 2.5 afios y condicidén
corporal promedio de 2. 7 (Van Saun y Herdt,
2014). Los animales se alimentaron con base
a pastos cultivados (asociaciones de
gramineas y leguminosas) con suplementacion
de heno de avena y agua ad libitum, pernoc-
tando en corrales con cobertizo.

Colecta y Dilutor

Se realizo la desviacion de los conduc-
tos deferentes mediante intervencion quirtr-
gica en las seis llamas, segun Perez et al.
(2014). Las colectas fueron realizadas aproxi-
madamente a los dos meses posteriores al
procedimiento quirdrgico. Para obtener los
espermatozoides se realizo la friccion del con-
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ducto deferente hacia la salida de la fistula y
la muestra (porcion espermatica) fue colec-
tada con una punta de pipeta unida a una je-
ringa de tuberculina humedecida con el dilutor
Tris (0.5 ml en un tubo de ensayo de 6 ml de
capacidad) a 37 °C. Luego, las seis mues-
tras fueron trasladadas al laboratorio y se
mezclaron para evitar el efecto macho
(«pool» de espermatozoides de los seis ma-
chos). Se evalud la motilidad y concentra-
cion espermatica en cada pool. La colecta
de los espermatozoides se realizo dos veces
por semana durante tres meses, periodo en
que se trabajo con 19 «pools».

La composicion del dilutor fue: Tris (Tri-
hidroximetilaminometano) 2.42 g, 4cido citri-
co 1.4 g, fructosa 1.0 g, glicerol 5% (Merck®,
Alemania), yema de huevo 20% preparado
en agua bidestilada y suplementado con 50
png de gentamicina/ml segin Anzar et al.
(2011) con algunas modificaciones. El dilutor
Tris mezclado con la yema de huevo se
centrifugé a 4000 rpm por 30 min y el
sobrenadante fue filtrado con papel filtro N.°
2 Whatman® para que las lipoproteinas de
baja densidad (LDL: Lipoprotein density low)
de la yema de huevo queden con el diluyente.

Crioconservacion de Espermatozoides

Los «pools» fueron diluidos a 120x10°
espermatozoides/ml con la Fraccion A (Tris,
acido citrico, fructosa y yema de huevo) a
37 °C; seguidamente se procedid al proceso
de enfriamiento hasta los 5 °C por un lapso

de 2.5 h, donde se adiciono la Fraccién B
(Tris, acido citrico, fructosa, yema de huevo
y glicerol [al 10% en esta fraccion y al final
de la dilucion quedara a 5%]) llegando a una
concentracion final de 60x10° espermato-
zoides/ml. Las muestras se mantuvieron du-
rante 30 min a 5 °C (fase de equilibro). Las
muestras fueron almacenadas en pajillas de
0.25 ml (IMV Technologies®; Francia) y con-
geladas en un biocongelador de semen (TK
3000 CSE, TK Technologies®, Brasil) utili-
zando una tasa de descenso de la temperatu-
ra de -20 °C/minuto y llegando a tres tempe-
raturas antes de ser introducidas al nitrogeno
liquido: -80 °C (TT), -100 °C (TIl) y -120 °C
(TII) en 4, 5 y 6 minutos, respectivamente.
El descongelamiento se realizo a 37 °C du-
rante 45 s. El disefio experimental se presen-
ta en la Figura 1.

Caracteristicas Espermaticas

Se evaluo la motilidad, funcionalidad de
membrana y viabilidad espermatica luego de
la colecta («pools»), y en la fase de equilibrio
y en pos-descongelacion.

- Lamotilidad se evalu6 utilizando un mi-
croscopio de contraste de fase y una
platina térmica (37 °C) colocando una
gota de 20 pl de muestra entre porta y
cubreobjetos (100x). Se evaluaron los
siguientes patrones: motilidad progresi-
va (MP: espermatozoides que se mue-
ven en linea recta o describiendo gran-
des circulos), motilidad oscilatoria (MO:
espermatozoides que se mueven en su

Cuadro 1. Porcentajes de motilidad (promedio + error estandar) a la descongelacion en
espermatozoides de llama obtenidos de la desviacion de los conductos deferentes
y sometidos a tres curvas de crioconservacion (n=19)

TI (-80 °C) TI (-100 °C) THI (-120 °C)
Motilidad progresiva (%) 7.8 +1.3° 9.6 +1.3° 11.4+£1.22
Motilidad oscilatoria (%) 11.2+1.12 144+ 1.74° 13.7+0.9*
Motilidad circular (%) 1.1+0.5° 1.5+0.5° 1.4+0.6

a Letras similares dentro de filas indican ausencia de diferencia significativa (p> 0.05)
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Figura 1. Disefio experimental utilizado para la criopreservacion de espermatozoides de llamas
obtenidos de la desviacion de los conductos deferentes.

lugar sin avanzar) y motilidad circular
(MC: espermatozoides que se mueven
en circulos muy cerrados), determinan-
dose la motilidad total (MT:
MP+MO+MC) (Bertuzzi et al., 2022).

- La funcionalidad de membrana se eva-
lué mediante el test hipoosmotico (HOS-
test) utilizando una solucion hipoosmolar
compuesta por citrato de sodio dihidra-
tado (0.735 g) y fructosa (1.351 g)
[Merck®, Alemania] csp 100 ml de agua
destilada). Se contaron un minimo de 200
espermatozoides en microscopio de con-
traste de fase a 400x (Flores Huarco et
al., 2021). Los espermatozoides que
mostraron hinchazon a nivel de la cola
fueron clasificados como Hos positivos
teniendo la membrana plasmatica fun-
cional.

- La vitalidad fue evaluada con eosina -
nigrosina (1 g eosina, 5 g de nigrosina,
csp 100 ml) colocando sobre el porta-
objetos atemperado 10 ul de muestra y
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20 ul del colorante y se realizando un
frotis. Se contaron un minimo de 200
células en microscopio de contraste de
fase a 400x, para determinar el porcen-
taje de espermatozoides vivos (aquellos
que no se colorearon) y muertos aque-
llos que se colorean (Gomez-Quispe et
al.,2016).

Analisis Estadistico

Los analisis fueron realizados mediante
el programa estadistico de R con el paquete
RCmdr (R Core Team, 2020). Los datos fue-
ron sometidos a la prueba de Shapiro Wilk y
Levene para comprobar los supuestos de
normalidad y homocedasticidad, respectiva-
mente. Para comparar los parame-tros
espermaticos entres los pools (luego de la
colecta) y las muestras equilibradas se utilizo
un T de Student apareada. Ademas, se reali-
zaron estudios de correlacion entre los
parametros espermaticos utilizando la prue-
ba de Pearson habiendo determinado el su-
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Figura2. Porcentaje de variables espermaticas (motilidad total, viabilidad y funcionalidad de
membrana) en muestras de espermatozides luego de la colecta y de la fase de equi-
librio en espermatozoides de 1lama obtenidos de la desviacion de los conductos defe-

rentes

puesto de normalidad de las variables. Los
patrones de motilidad (MP, MO y MC) en las
muestras descongeladas fueron analizados
mediante una multi-analisis de varianza; mien-
tras que, para comparar la MT, funcionalidad
de membrana y viabilidad de las muestras
descongeladas se utilizé un analisis de
varianza «one way» con comparacion de
medias de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas espermaticas a la colecta
y fase de equilibrio

Los resultados de las caracteristicas
espermaticas luego de la colecta fueron de
63.7+2.3%, paralaMT, 42.9 + 3.4% para la
funcionalidad de membrana y 69.7 + 2.3%
para la viabilidad (promedio + error estandar).
Se observo una correlacion media positiva

entre la funcionalidad de membranay la MT
(r’=0.55, p=0.26), una correlacion alta positi-
va entre la viabilidad y la MT (r>=0.78,
p=0.07) y una correlacion baja positiva entre
la funcionalidad de membrana y la viabilidad
(r’=0.01, p=0.978).

Los valores obtenidos durante la fase
de equilibrio (5 °C) fueron: 56.8 +2.9% para
MT, 35.3 + 1.6% para funcionalidad de mem-
brana y 57.6 + 1.4% para la viabilidad. Se
observaron correlaciones altas positivas en-
tre la funcionalidad de membrana y la MT
(r>=0.881, p=0.02), la viabilidad y MT
(r’=0.813, p=0.049) y la funcionalidad de
membrana y la viabilidad (r’*=0.708,
p=0.1153). Por otro lado, se observé una dis-
minucion significativa (p<0.05) en las tres
caracteristicas espermaticas (MT, viabilidad
y funcionalidad de membrana) en las mues-
tras equilibradas respecto a las muestras lue-
go de la colecta (Figura 2).
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Cuadro 2. Porcentajes de motilidad total, funcionalidad de membrana y viabilidad a la
descongelacion (promedio + error estandar) en espermatozoides de llama
obtenidos de la desviacion de los conductos deferentes y sometidos a tres curvas

de congelacion (n=19)

n TI (-80 °C) TIL(-100 °C)  TIII (-120 °C)
Motilidad total (%) 34 20.1+1.7° 25.5+2.0% 26.5 + 1.5b
Funcionalidad de 37 18.7 + 2.0 24.0 +2.6° 202+ 1.72
membrana (%)

Viabilidad (%) 34 312+ 1.3 36.4 + 1.7 38.9+ 1.3b

ab etras diferentes dentro de filas indican diferencias significativas (p<0.05)

El 63.7% de MT luego de la colecta fue
superior a lo reportado en espermatozoides
de llama obtenidos por electroeyaculacion y
vagina artificial (22 a 50%) (Giuliano et al.,
2008; Santa Cruz et al., 2016; Bertuzzi et al.,
2020b; Carretero et al., 2020; 2021; Fumuso
et al.,2021). No obstante, estos valores fue-
ron similares a lo reportado en estudios don-
de los espermatozoides fueron obtenidos
mediante la desviacion del conducto deferente
(Aisen et al., 2021; Bertuzzi et al., 2020a;
Meza et al., 2018). Tanto en la colecta con
electroeyaculacion como con vagina artificial
se obtienen espermatozoides con plasma
seminal (semen) que, en los CSA se caracte-
riza por ser viscoso, mientras que, en mues-
tras obtenidas de los conductos deferentes
se obtienen espermatozoides sin plasma
seminal, lo cual influencia los resultados de
motilidad.

La funcionalidad de membrana obteni-
da de 42.95% fue similar al 35.6 y 40% re-
portado en espermatozoides de alpacas ob-
tenidos por corte y lavado de epididimos
(Mamani-Mango et al., 2019) y de 40-45%
en semen de llama obtenido por electroeya-
culacion (Bertuzzi et al., 2020b; Fumuso et
al., 2021), pero inferior al 71.7 y 50% repor-
tado en muestras obtenidas del conducto de-
ferente de alpacas (Gomez-Quispe et al.,
2016; Bertuzzi et al., 2020a).
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El 69.7% de viabilidad observada al
momento de la colecta fue similar al 71.7%
reportado por Mamani-Mango et al. (2019)
en espermatozoides de epididimo de alpaca 'y
ligeramente inferior al 79.3% reportado en
espermatozoides de alpaca obtenidos de la
desviacion de los conductos deferentes
(Gémez-Quispe et al., 2016).

Los parametros evaluados muestran una
disminucion de entre 10 a 20% luego del pro-
ceso de equilibrio (5 °C) en comparacion con
los valores determinados al momento la co-
lecta. Tal y como sucede en semen de otras
especies, la disminucidn de temperatura has-
ta los 5 °C genera dafios irreversibles en los
espermatozoides como cambios de orienta-
cién de los lipidos de la membrana plasmatica,
pérdida de la motilidad, baja produccion de
energia, dafios en el acrosoma y la membra-
na plasmatica, reduccion del metabolismo y
pérdida de iones y de componentes
intracelulares (Salamon y Maxwell, 2000;
Medeiros et al., 2002; Kumar et al., 2003).
Contrario a estos resultados, Fumuso et al.
(2021) no observaron diferencias significati-
vas en motilidad total ni en porcentaje de
espermatozoides vivos con acrosomas intac-
tos en semen de llama de muestras equilibra-
das a 5 °C y semen fresco.
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Caracteristicas espermaticas a la descon-
gelacion

No se observaron diferencias significa-
tivas (p>0.27) en motilidad (progresiva,
oscilatoria y circular) entre las curvas de con-
gelacion de las muestras (Cuadro 1). Los
porcentajes de motilidad total y viabilidad fue-
ron significativamente mayores en las mues-
tras congeladas con la curva de congelamiento
TIII respecto a la TI (p=0.0416 y p=0.0031,
respectivamente), en tanto que no se observa-
ron diferencias significativas en la funcionalidad
de membrana entre las tres curvas de
congelamiento (p>0.27) (Cuadro 2).

En las tres curvas de congelamiento se
observo una caida cercana al 65% en la
motilidad total de los espermatozoides. Simi-
lar descenso fue reportado en esperma-
tozoides congelados-descongelados de llama
y de alpaca (Aller et al., 2003; Santiani et
al., 2013; Stuart et al., 2019; Fumuso et al.,
2020, 2021; Aisen et al., 2021). Teniendo en
cuenta que Santiani et al. (2018) reportaron
que la criopreservacion de espermatozoides
de epididimo de alpaca afecta la motilidad y
el potencial de membrana mitocondrial, el
descenso de la motilidad observado en el pre-
sente estudio podria vincularse a una dismi-
nucion en la actividad mitocondrial; sin em-
bargo, este parametro no fue analizado en el
presente estudio. Por otra parte, se observo
asimismo una caida cercana al 50% en la

funcionalidad de membrana y la viabilidad,
tal y como ha sido reportado en semen con-
gelado de CSA (Aller et al., 2003; Santiani et
al., 2013; Carretero et al., 2015; Stuart et
al.,2019; Fumuso et al., 2020, 2021).

En la Figura 3 se muestran las diferen-
cias en motilidad total y viabilidad por efecto
de las curvas de congelacion TI (-80 °C) y
TII (-120 °C), generando una mejor respues-
ta en TIIIL La figura permite determinar ma-
yor o menor variabilidad en los porcentajes
obtenidos (tamafio de cajas y largo de los bi-
gotes), observando una importante variabili-
dad en la funcionalidad de membrana al utili-
zar la curva TII (-120°C) y en la viabilidad
al utilizar la curva TII (-100°C).

Se tienen pocos estudios en CSA que
comparen curvas de congelamiento a partir
de una misma muestra de semen o
espermatozoides. En semen congelado de lla-
ma tratado con colagenasa, Carretero et al.
(2015) compararon dos temperaturas (temp.
ambiente y 5 °C) para el equilibrio de las
muestras con los crioprotectores encontran-
do mayores porcentajes de espermatozoides
con sus membranas funcionales al realizar el
equilibrioa 5 °C (24.2 vs. 29.3%), siendo es-
tos valores similares a los observados en el
presente estudio. Por otra parte, en semen
criopreservado de alpaca tratado con papaina,
Stuart et al. (2019) observaron mayores por-
centajes de movilidad espermatica al utilizar
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una curva rapida (-47.8 °C/min) de conge-
lamiento respecto a las curvas media y lenta
(23.9 y 16 °C/min), siendo igualmente con
valores similares a los observados en el pre-
sente estudio.

Tarifa et al. (2021), utilizando semen
congelado de llama tratado con papaina no
observaron diferencias en la viabilidad
espermatica (29.92, 29.98 y 29.46%) al
comparar curvas de congelamiento con
duracion de 13, 15 y 18 minutos, respecti-
vamente. Sin embargo, estos autores no
reportan la tasa de descenso de la tempe-
ratura. Por otro lado, Mamani-Mango et al.
(2019) congelaron espermatozoides de alpa-
ca obtenidos de la cola del epididimo y repor-
taron mejores valores de motilidad (20.9 vs
35.7%) y viabilidad (30.4 vs 40.0%) al utili-
zar una curva rapida de congelamiento (100-
150 °C/min) respecto a una curva lenta (10-
15 °C/min).

En conclusion, de los protocolos de
congelamiento evaluados, la curva de des-
censo de la temperatura hasta los -120 °C
utilizando una tasa de -20 °C/min, seria la mas
adecuada para criopreservar espermatozoides
de llama obtenidos a partir de la desviacion
de los conductos deferentes. Sin embargo,
seria conveniente evaluar otras curvas de
descenso de la temperatura con el objetivo
de mejorar la sobrevida espermatica al
descongelamiento de las muestras, por ejem-
plo, una curva rapida similar a la utilizada por
Mamani-Mango et al. (2019).
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