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RESUMEN

El Presente estudio se realiz6 con los objetivos de determinar el tiempo de capacitacion espermatica, el porcen-
taje de hiperactivacion espermatica, el porcentaje de reaccién acrosomica in vivo de espermatozoides colectados
del conducto deferente de alpacas. Se utilizaron dos machos con desviacion de los conductos deferentes para la
obtencién de espermatozoides y 8 hembras, los espermatozoides fueron recuperados directamente de los oviduc-
tos de las hembras a las 2, 4, 6, 8 y 10 horas después de la inseminacion artificial, los espermatozoides fueron
evaluados antes y después de su incubacion con lisofosfatidilcolina para determinar el porcentaje de capacitacion
espermaética y el porcentaje de reaccion acrosémica, se determind el porcentaje de hiperactivacion espermatica
mediante la observacién y conteo de espermatozoides que mostraron el patrén de hiperactividad; se concluye que
el mayor porcentaje se presento a las 6 horas post inseminacion artificial.
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ABSTRACT

The Present work was carried out with the objectives of determining the time of sperm capacitation, the per-
centage of sperm hiperactivation, the percentage of acrosome reaction in vivo of sperms collected of the deferent
conduit of alpacas. Two males were used with deviation of the deferent conduits for the obtaining of sperms and 8
females, the sperms were recovered directly of the oviducts from the females to 2, 4, 6, 8 and 10 hours after the
artificial insemination, the sperms were evaluated before and after their incubation with lisophosphatidilcholine to
determine the percentage of sperm capacitation and the percentage of acrosome reaction, the percentage of sperm
hiperactivation was determined by means of the observation and count of sperms that showed the hiperactividad
pattern; you concludes that the biggest percentage you presents at the 6 hours post artificial insemination.

Words key: sperm capacitation, deferent conduit, insemination, alpaca.

INTRODUCCION

La coleccion de semen en camélidos sudamericanos representa un problema debido a la naturaleza del semen 'y
la duracion de la copula, para lo cual se desarrollaron diferentes métodos de coleccion, de los cuales el mas utili-
zado es la vagina artificial (Sumar, J. y Leyva, V., 1981), dicho semen necesita ser degelificado utilizando enzi-
mas (Bravo, W. et.al., 1999), una alternativa a este método es la coleccion de espermatozoides por desviacion del
conducto deferente (Paricahua, E., 2001), los espermatozoides colectados mediante esta técnica son de facil mani-
pulacion y no necesitan degelificacion.

Se evaluaron las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de la coleccion espermatica en alpacas con
desviacion de conductos deferentes, se determind también la sobrevivencia espermaética de estos espermatozoides
con el uso de dilutores en base a tris, citrato, PBS, yema de huevo y suero fetal, las caracteristicas son: volumen:
0.091 mL, pH: 6.25; vitalidad: 62.47 %; concentracion: 223 870/mm?®y anormales: 25.98 % (Quintano, J., 2001).

Al comparar espermatozoides epididimales con espermatozoides de eyaculado completo, los espermatozoides
epididimales tuvieron muy bajos indices de unién a las células oviductales en comparacion de los espermatozoi-
des de eyaculado completo, lo que podria indicar que existen componentes del plasma seminal que facilitarian
esta union y la interaccion entre los espermatozoides con las células oviductales (Petrunkina, A.M., et al., 2001).
Durante el periodo de adherencia de los espermatozoides a las células oviductales, se mantiene la viabilidad es-
permatica y el proceso de capacitacion se retarda, esta prolongacion de la vida espermatica maximiza las probabi-
lidades de concepcion cuando el eyaculado no coincide con el momento de la ovulacion (Smith, T.T., 1998)

Los espermatozoides epididimales de humanos adquieren la capacidad fecundante y de motilidad al interactuar
con los fluidos luminales del epididimo, luego de la eyaculacion, estas caracteristicas disminuyen, entonces los
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espermatozoides no son capaces de fertilizar al ovulo, puesto que se reduce su habilidad de fertilizar al ovulo y se
convierte en una célula decapacitada; una continua incubacién de espermatozoides con células oviductales 6 su
residencia en el tracto genital femenino recapacita a los espermatozoides (De Lamirande, E. et al., 1997). Los
espermatozoides epididimales o colectados de los conductos deferentes presentan un proceso de capacitacion
diferente debido a la fuente anatomica de donde fueron colectados, se ha demostrado que espermatozoides colec-
tados del conducto deferente del gato, son capaces de fertilizar ovocitos in vitro sin necesidad de ser capacitados
(Bowen, R., 1977).

La reaccion acrosomica es un requisito para la penetracion del espermatozoide al ovulo; ocurre la fusion entre
la membrana plasmaética y la membrana acrosomal externa y resulta en la destruccion total de la membrana
plasmatica por su fusion con la membrana acrosomal externa, esta reaccion se realiza para permitir la gradual
penetracion del espermatozoide en las cubiertas del ovulo (Ramalho-Santos, J. et al., 2002).

La determinacion de la hiperactivacion de espermatozoides recuperados del oviducto mediante lavado con me-
dios de incubacion, se puede realizar mediante la técnica de la microfilmacién, donde observamos el comporta-
miento de los espermatozoides, denominando espermatozoides hiperactivados a aquellos que presentan gran am-
plitud de onda en los movimientos flagelares (Overstreet, J.W. et al.,1980).

El conocimiento de este proceso fisioldgico podria aplicarse a la inseminacién artificial con semen fresco con
espermatozoides libres de las secreciones de las glandulas anexas, inseminando dentro el rango de vitalidad y
estado fisioldgico del espermatozoide dentro del tracto reproductivo de la hembra, aumentando asi el potencial
reproductivo y la multiplicacion de animales sobresalientes en caracteristicas productivas. Los objetivos del pre-
sente estudio fueron: determinar el tiempo de capacitacion espermatica, determinar el porcentaje de espermatozoi-
des hiperactivados y determinar el porcentaje de acrosomas reactados en espermatozoides del conducto deferente
in vivo.

METODOLOGIA

MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron dos machos de fertilidad probada, los cuales tuvieron desviacion de los conductos deferentes para
la obtencién de espermatozoides libres de plasma seminal, también se utilizaron 8 hembras en edad reproductiva
LUGAR DE EJECUCION

El presente estudio fue ejecutado en el CIP-La Raya de la UNA-Puno a una altura de 4321 my en el CE-La
Raya de la UNSAAC-Cusco a una altura de 4200 m.

METODOLOGIA

Las hembras fueron inseminadas con espermatozoides obtenidos de machos con desviacion de los conductos
deferentes (hora 0), luego se les realiz6 una laparotomia, desde la hora 4 hasta la hora 8 horas post monta, cada 2
horas a 2 hembras respectivamente, se realizé también laparotomias a las 2 y 10 horas de forma referencial; Se les
extirpo los oviductos mediante una laparotomia mediana preumbilical. Los oviductos fueron mantenidos en suero
fisioldgico a 39°C, luego colocados en una placa Petri, donde se realizé el lavado del oviducto por perfusion de
PBS temperado desde la zona del istmo hacia el infundibulo, el lipuido 2ecuperado se colocé en un vial de 3 mL.
el mismo que se mantuvo %n bafio Maria a 39°C, de donde se extrajo una muestra y se evalud bajo microscopio
Optico a 400X. Se utilizo la coloracién de Eosina+Nigrosina, se coloco una gota de muestra y una gota de coloran-
te, luego se deja secarOpor 30 min, luego se rociaron las laminas con solucion de formaldehido al 4 %, y poste-
riormente se colocd Giemsa, se dejd secar y luego se lavd, posteriormente 3e eralud bajo Microscopia de Contras-
te de Fases.

Se adiciond 10 ul de lisofosfatidilcolina a una concentracion de 100 pg/ml a los viales con el fluido recuperado
de los oviductos, se dejo incubar a 39°C por 15 minutos, luego de este tiempo se extrajo muestras para reahizar
tinciones diferenclales y luego evaluarlos bajo Microscnpia de Contraste de Fases para determinar el porcentaje
de reaccién acrosomica.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los porcentajes de reaccion acrosomica Yy de hiperactivacion espermatica en espermatozoides del conducto
deferente recuperados del oviducto a las 4, 6 y 8 horas post inseminacion sometidos a un analisis de Ji-Cuadrado
(X3, revelan que existe diferencia estadistica entre los diferentes valores, donde el valor superior se encuentra a
las 6 horas de permanencia en el oviducto, descendiendo bruscamente a las 8 horas. Este comportamiento nos
estaria indicando que la capacitacion espermatica de estos espermatozoides del conducto deferente se estaria com-
pletando a las 6 horas, a partir de donde inicia el descenso de su funcionalidad.

Los espermatozoides del conducto deferente, libres de las secreciones de las glandulas anexas, se encontrarian
precapacitados, puesto que uno de los pasos de la capacitacién es eliminar moléculas absorbidas del plasma semi-
nal y sustancias decapacitantes de origen seminal (Roldan, E.R.S. 1996; Chang, M.C. 1984), entonces la capacita-
cion en estos espermatozoides se acelera y se presenta desde las 4 horas post inseminacion artificial.
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La baja sobrevivencia espermética puede deberse al uso del dilutor PBS, teniendo en cuenta que solo actua
como un medio tampdn y no se encuentra enriquecido con substratos energéticos; es conocida la debilidad de los
espermatozoides del conducto deferente pues se encuentran desprotegidos de las secreciones de las glandulas
anexas (Pacheco, J.I. 2004), estos factores podrian ser la causa de esta mortalidad temprana.

Los espermatozoides se liberan del coagulo seminal recién a las 16 horas, hora en que inician su ingreso hacia
el oviducto (Moscoso, J. 1994) retardando su capacitacion hasta el momento éptimo, por cuanto estos espermato-
zoides del conducto deferente al encontrarse libres de secreciones de glandulas anexas no necesitan esperar la
licuefaccion del coagulo de plasma seminal (Bravo, W. 2002) y a las 2 horas ya se encuentran dentro del oviduc-
to, demostrando que aproximadamente un tercio de la poblacién ya presenta capacitacion espermaética a las 4
horas post inseminacion, alcanzando su méaximo porcentaje a las 6 horas

Luego de incubar con lisofosfatidilcolina a los espermatozoides recuperados del oviducto, se observé un in-
cremento de espermatozoides capacitados al presentar reaccion acrosomica (Parrish, et al. 1989%), observando la
diferencia aritmética a las 4 horas el porcentaje de capacitacion espermatica determinada por la incubacién con
lisofosfatidilcolina, que fue de 55.42 %, incrementandose a un maximo porcentaje de 60.48 % a las 6 horas y des-
cendiendo luego a 46.16% a las 8 horas, lo que indica que la mayor proporcién de capacitacion espermatica se
encuentra a las 6 horas post inseminacion artificial

Estos espermatozoides no tuvieron contacto con las secreciones de las glandulas anexas, por lo cual no sucede
la necesidad de interactuar con las células oviductales para liberarse de sustancias decapacitantes de origen semi-
nal como ocurre en el proceso de capacitacion espermatica en espermatozoides de semen entero (Roldan, E.R.S.
1996); los espermatozoides se encuentran desprotegidos de las secreciones de las glandulas anexas, las que prove-
en también substratos energéticos (Bedford, J.M. 1970), motivo por el cual estos espermatozoides son de vida
corta, presumiblemente por desgaste energético, se pudo observar que a las 10 horas post inseminacién la totali-
dad de los espermatozoides estdn muertos, la cual estaria inicidndose a partir de las 8 horas post inseminacion.
Tanto en la evaluacion pre y post incubacion con lisofosfatidilcolina, los resultados indican una alta presencia de
espermatozoides capacitados, teniendo su pico a las 6 horas a partir de la cual comienza a descender llegando a la
mortalidad espermatica completa.

Puesto que no se observan elevados porcentajes de capacitacion, asumimos que existe un sesgo en la union de
espermatozoides y células oviductales al no existir moléculas de origen seminal que sirven en el reconocimiento y
unién de los espermatozoides con las células oviductales, disminuyendo esta interaccion dentro del proceso de
capacitacion (Suérez, S. 1998; Green, C.E. et al, 2001), este fendbmeno ha sido observado en espermatozoides
epididimales de porcino, en los que se observé bajos indices de unidn espermatozoide-célula epitelial del oviducto
(Petrunkina, A.M., et al. 2001).

La sobrevivencia de estos espermatozoides es limitada a partir de las 10 horas y por ende el proceso de capaci-
tacidn espermaética se presenta en menor tiempo; las curvas de capacitacion espermatica, hiperactivacion y reac-
cion acrosomica también mantienen una gran relacion de acuerdo al tiempo de recoleccion del oviducto, lo cual
nos estaria demostrando la gran actividad de retardo de la actividad de los espermatozoides que tiene el plasma
seminal al retardar la demostracion de la capacitacion espermaética en espermatozoides de semen entero, lo cual no
sucede en espermatozoides del conducto deferente libres de secreciones de glandulas anexas (Petrunkina, A.M., et
al. 2001).

Los porcentajes encontrados al anlisis de estos tres grupos (4, 6 y 8 horas), muestran el mayor porcentaje a las
6 horas de permanencia dentro el oviducto, iniciando su actividad a las 4 horas y descendiendo de manera brusca a
las 8 horas, por lo que asumimos que estos espermatozoides no sobreviven mas alla de esta hora, asi se demostré
recuperando espermatozoides a las 10 horas de forma referencial donde se encontr6 a toda la poblacién de esper-
matozoides muertos, también de manera referencial, se recupero espermatozoides a las 2 horas después de la in-
seminacion, encontrando que estos espermatozoides aun no iniciaban su actividad, mostraron nula hiperactividad
y muy baja respuesta a la induccién de la reaccién acrosémica después de incubarlos con lisofosfatidilcolina.
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