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. Titulo

Evaluacion de la secrecion endometrial producido durante la monta sobre la
viscosidad del semen y sobrevivencia de los espermatozoides en alpacas

Il.  Resumen del Proyecto de Tesis
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El objetivo de la presente investigacion es disminuir la viscosidad del semen de alpaca y
evaluar la sobrevivencia de los espermatozoides, por la adicion de la secrecién endometrial
post copula. Se utilizaran 15 muestras de semen de 3 machos recolectado post copulay a
estas muestras se les adicionara 1 ml de secrecion endometrial a las 0, 4 y 8 horas
mantenidos en bafio maria a 37°C, producto de la monta del macho produce una inflamacion
en el epitelio endometrial que viene a ser un exudado y que contiene enzimas proteoliticas
que hidrolizan y romperan las cadenas de proteinas. La secrecién endometrial post copula
se recuperara por lavado uterino con PBS, se centrifugara, filtrard se le suplementara con
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antibidticos; se-almacenard-enrefrigeracion-en-viales-hasta-su-uso--Ademas;-en-el-semen
se evaluara la sobrevivencia de los espermatozoides midiendo su motilidad, funcionalidad
de membrana e integridad de acrosoma, evaluacion que se realizara en las horas que se
adicionara la secrecion endometrial. Finalmente, la viscosidad del semen serd semi-liquido
o liquido que permitird procesar y utilizar en las técnicas reproductivas como se viene
realizando en las otras especies.

lll. Palabras claves (Keywords)

Alpaca, semen, viscosidad, espermatozoides, viabilidad.

IV. Justificacion del proyecto

La evaluacion del semen de los camélidos sudamericanos es problematica por sus
caracteristicas por varias razones; las peculiaridades de copula y eyaculacion en estas
especies, la alta viscosidad del semen y la dificultad de obtener consecutivamente
eyaculados de un mismo macho (Abraham et al., 2017). El plasma seminal es muy viscoso
y esté distribuido completamente en todo el eyaculado, esta viscosidad impide la evaluacién
del semen ya que atrapa a los espermatozoides, haciéndolos moverse de manera
oscilatoria, con motilidad progresiva limitada (Garnica, et al., 1993; Deen et al., 2003).
Ademas, dificulta el uso de tinciones para evaluar morfologia y mezcla homogénea con
diluyente, limitando el contacto con los agentes crioprotectores durante la crioconservacion
(Kershaw-Young and Maxwell 2012). Estos autores identificaron una proteina: mucina 5B,
como el factor causante de la viscosidad méas probable.

La viscosidad en el eyaculado se puede evaluar mediante una "prueba de hilo" (Kershaw-
Young et al., 2013). Varios factores afectan las caracteristicas del semen, como la duracion
de copula y variacion del macho individual (Tibary and Vaughan 2006), frecuencia y
temporada de recoleccién (Ferré et al., 2015), nutricidn (Bravo y Alarcon 2015), y técnica de
recoleccion de semen (Morton et al., 2010; Alarcon et al., 2012).

El presente estudio evaluara la accion de la secrecion endometrial que se produce por
accion del proceso cartilaginoso del glande del pene por su movimiento continuo durante
todo el tiempo de la copula, lacera el epitelio endometrial y producto del proceso inflamatorio
se produce un exudado que dentro sus componentes poseen enzimas proteoliticas, que
actuarian sobre la viscosidad del semen, asi dejando libre a los espermatozoides y que
posteriormente permitirian evaluar a los espermatozoides en su verdadera fisiologia de
movimiento y sobrevivencia.

V. Antecedentes del proyecto

Se puede usar semen aspirado del tracto femenino después del apareamiento
rutinariamente para permitir la evaluacion del semen (Dascanio 2014; Tibary et al., 2014;
Ampuero et al., 2014), semen con viscosidad y estrias de sangre producto de la secrecion
endometrial. Para reducir la viscosidad, muchos autores han probado técnicas, como
pipeteo, puncién, vértex, centrifugacion y uso de enzimas no especificas.

Morton et al. (2008) informaron que la centrifugacion, la puncion y el vortex eran ineficaces
0 a veces perjudicial para los espermatozoides. En cambio, Zirena (2014) no encontré
diferencias entre puncion repetida y agitacién manual, hubo una reduccién de la viscosidad
sin alteracién de parametros seminales. Algunos investigadores han utilizado enzimas; sin
embargo, su uso sigue siendo controvertido. Segun Giuliano et al. (2010), la colagenasa
redujo con éxito la viscosidad del plasma seminal de llama que mantenia la funcion
espermatica. Por el contrario, Morton et al.,, (2008) reportaron deterioro de la funcion
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espermatica—en—espermatozoidesdealpaca-después—de—usar-colagenasa—El-potencial
fertilizante del esperma de alpaca informé que se mantiene después del tratamiento de la
reduccién de la viscosidad con papaina (Stuart and Bathgate 2015). Sin embargo, ademas
de papaina al semen de alpaca, seguido de la inhibicién de la enzima con E-64 se considero
para reducir la viscosidad sin afectar integridad del esperma (Kershaw-Young et al., 2016);
espermas que después de la descongelacion informaron que la motilidad era razonable,
aunque no se evalud la capacidad de fertilizacion.

Varios investigadores a nivel nacional trabajaron sobre la viscosidad del semen y
sobrevivencia de los espermatozoides, evaluando diferentes técnicas para disminuir la
viscosidad. Alarcon y col. (2012) colectaron semen post copula y vagina artificial y reportaron
los siguientes resultados en consistencia semi-viscosa (90%) y de viscosa ((99%) y para
motilidad (73.4 y 69.0%); ademas lograron gestaciones del 55% y 48% para ambas técnicas
de manejo respectivamente. Otro grupo de investigadores estudiaron sobre la consistencia
del semen de alpacas colectados por vagina artificial y usaron 3 técnicas para medir la
filancia, motilidad y vitalidad, emplearon semen pre-preduluido un medio comercial y
emplearon tres tratamientos colagenasa, pipeteo e incubacion, donde la filancia y
sobrevivencia de los espermatozoides se midieron a los 0, 20, 40, 60 y 120 minutos,
logrando disminuir en promedio de 0.95 cm a 0.33 cm en filancia con los 3 tratamientos:
pero la motilidad y vitalidad disminuyeron de 5250 y 70.64% a 31.25 y 65.29%
respectivamente (Ramirez y col., 2021).

VI. Hipétesis del trabajo

Ho: Que la adicion a las 0, 4, 8 horas al semen colectado post monta con la secrecion
endometrial (exudado) que contiene enzimas y que estas serian las responsables de
degradar a la mucina 5B responsable de la viscosidad del semen.

VIl. Objetivo general

Determinar el efecto de la secrecion endometrial post monta sobre la viscosidad del semen
y sobrevivencia de los espermatozoides en el semen recuperado post monta en alpacas

VIII. Objetivos especificos

Determinar la viscosidad del semen recuperado post monta por efecto de la adicion de la
secrecion endometrial (exudado) a las 0, 4, 8 horas incubados a 37°C .

Determinar la sobrevivencia de los espermatozoides en el semen recuperado post monta:
motilidad, funcionalidad de membrana, integridad de acrosoma a las 0, 4, 8 horas incubados
a 37°C.

IX. Metodologia de investigacion

Lugar

El presente experimento se llevara a cabo en el laboratorio de reproduccién animal de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, de la Universidad Nacional del Altiplano,
ubicado en la ciudad universitaria, avenida Floral 1245, de la Ciudad de Puno.

Material

Para la coleccion de semen post copula se utilizaran 3 machos alpaca de 4 anos de edad,
que se utilizan como reproductores y 20 hembras del lote de empadre y paricién de la
campana 2023. De cada macho se colectaran 5 muestras de semen post copula.

Disefio
A las muestras de semen post copula se suplementaran 1.0 ml de secrecion endometrial a

0, 4 y 8 horas y seguidamente se evaluaran en cuanto a la viscosidad del semen y en los
espermatozoides la motilidad total, funcionalidad de membrana, integridad de acrosoma.
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Cuadro. 1 distribucién de los tratamientos y parametros de evaluacion

0 horas 4 horas 8 horas Control
Viscosidad Viscosidad Viscosidad Viscosidad
Motilidad Motilidad Motilidad Motilidad

Funcionalidad de Funcionalidad de Funcionalidad de Funcionalidad de
membrana membrana membrana membrana
Integridad de Integridad de Integridad de Integridad de
acrosoma acrosoma acrosoma acrosoma
Técnicas

Coleccion de semen

Se seleccionaran 20 alpacas vacias adultas, con tres semanas postparto, sin infecciones
uterinas, y sexualmente receptivas al macho. Cada hembra sera empadrada con un macho
entero. La frecuencia de coleccién de semen sera dos veces por semana y el tiempo de
copula sera minimo de 15 minutos. Luego de la monta, se le sujetara a la hembra y se
higienizara la region perineal con agua y jabén y se desinfectara. Se insertard un espéculo
vaginal hasta la os externa del cérvix que sera localizada con la ayuda de una fuente de luz
adosada al espéculo vaginal. El semen que se encontrara en la vecindad de la os externa
sera colectado con el espéculo y depositando en un vial de plastico de 15 ml graduado y
mantenido a 37 °C (Alarcén y col., 2012).

Evaluacién del semen colectado

Antes de iniciar el tratamiento de adicién de la secreciéon endometrial en el semen fresco se
evaluara el volumen utilizando un vial de 15 ml graduado, el color se describira por
observacion, el pH con papel tornasol, para la concentracion sera utilizada la camara de
Neubauer,

Preparacion de la secrecion endometrial

Inmediatamente concluida la coleccion del semen post copula, se realizara un lavado
intrauterino de la hembra colocando 20 ml de PBS con ayuda de una pipeta de plastico
adosado a jeringa de 20 ml, después de unos 2 a 3 minutos de mantener la solucién de PBS
en el utero de la hembra sera recuperado y la muestra sera depositada en un vial de 20 ml
y colocado una caja tecnopor que posea cubos de hielo alrededor del tubo.

Llegando al laboratorio la muestra sera centrifugada por 10 minutos a 3000 rpm, el
sobrenadante se filtrard con un filtro de 0.22 um, se le adicionara 25 ug de gentamicina/ml
y 25 ug de anfoterecina B/ml y se almacenara en viales de 2 ml en refrigeracion hasta su
uso.

Tratamiento del semen fresco con la secrecion endometrial

El volumen de semen fresco colectado se dividira en dos porciones (tratamiento y control)
en viales graduados y se mantendra a 37°C, al tubo que contenga la porcién para el
tratamiento se le adicionara 1.0 ml de la secrecion endometrial procesada alas 0,4 y 8
horas. En cada hora del tratamiento se evaluara los siguientes parametros.

1. Viscosidad

Se evaluara mediante la filancia que consiste en colocar 20 ul de semen sobre el
portaobjetos caliente y al retirar la misma gota se observara la formacién o no de un hilo de
extension variable calificandose como presente o ausente de viscosidad (Carretero y col.,
2018).

2. Motilidad

La motilidad de los espermatozoides se evaluara colocando una muestra de semen a un
portaobjetos caliente (37°C) y se colocara en un microscopio de contraste de fase a 100X,
como resultado se observarda la motilidad total (oscilatoria y progresivo) de los
espermatozoides y se sacara la proporcion de motilidad (Giuliano et al., 2010).

3. Funcionalidad de membrana
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Parata-funcionalidad-de tamembrana-se-incubaran-50-ul-de-muestra-de-semen-a-37°C-por
20 minutos en 200 ul de una solucién hipoosmotica: fructosa (2.45 mg/ml)—citrato de sodio
(4.5 mg/ml) ajustado a 50 mOsm. Después de la incubacién la reaccion sera parado
adicionando igual cantidad de paraformaldeido al 4% en PBS y se incubara por 4 minutos a
temperatura de ambiente, un minimo de 200 espermatozoides sera evaluado en un
microscopio de contraste de fase a 400X y como resultado a funcionalidad membrana se
sacara la proporcion de espermatozoides con cola enrollada (Giuliano et al., 2008; Carretero
y col., 2018).

4. Integridad de acrosoma

Una porcién la muestra de HOS fijada con paraformaldehido al 4 % en PBS durante cuatro
minutos a temperatura ambiente (200 ul aproximadamente), se centrifugara a 800 g durante
10 minutos y el pellet se re-suspendera con 100 pl de PBS. Luego, se colocaran microgotas
de la suspension en portaobjetos marcados con Dako pen y se dejaron secar al aire. Se
tineran con el colorante CB al 0,22 % durante 5 minutos y se observaran en microscopio
Optico a 1000x. Los espermatozoides tefiidos con CB se clasificaran en dos categorias:
presencia de acrosoma (tincion violeta a nivel acrosomal) y ausencia de acrosoma (ausencia
de tincion a nivel acrosomal). Se contabilizaron un total de 200 espermatozoides y sacara
la proporcién (Carretero y col., 2018).

Estadistico

Los datos se someteran a prueba de chi-cuadrado dentro una tabla de contingencia, por
cada hora de evaluacion y posteriormente se transformara los datos para someter a un DCA
para ver la diferencia entre horas de tratamiento.
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XI. Uso de los resultados y contribuciones del proyecto

Los resultados del presente trabajo de investigacion ayudarian a eliminar la viscosidad del
semen en camélidos y su posterior uso para diluciéon del semen.

XIl. Impactos esperados

i. Impactos en Ciencia y Tecnologia

El semen sin viscosidad en forma diluida se utilizaria para su conservacion y su uso
en la inseminacién artificial y otras técnicas reproductivas.

ii. Impactos econOmicos

Al generar las técnicas reproductivas con semen de camélidos se comercializarian
y generaria un ingreso econdmico a las empresas que de dedicarian a este rubro.

iii. Impactos sociales

Al utilizar el semen de machos sobresalientes procesado se realizaria la
inseminacion artificial a grandes poblaciones de hembras como instrumento de
mejoramiento genético. Por lo tanto, se tendria descendencia con mejora en finura
de fibra, color y peso vivo, en favor las economias de los productores.

iv. Impactos ambientales

Los materiales utilizados en el presente trabajo de investigacibn son
biodegradables, no alteraria el medio ambiente

XIll. Recursos necesarios
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Infraestructura

Laboratorio
Equipos
Vaginoscopio
Microscopio
Centrifuga
Bafio maria
Refrigeradora
Ecografo

Micropipetas
Tecnologias

Medios

Sales reactivas
Agua ultrapura
Hielo

Aceite de inmers
Colorante BCB
Eosina
Nigrosina

Probetas de 100
Porta objetos

Cubreobjetos
Materiales de pl

Tip de 10, 50, 10

Corrales de aparto

Destilador de agua

Coleccion de semen en camélidos
Evaluacion de semen

ion

Material de vidrio

ml

Vasos de precipitacion
Erlenmeyer de 20, 50 ml

astico

Viales de 2, 15, 50 ml

0 ul

XIV. Localizaciéon

del proyecto

El presente experimento se llevard a cabo en el laboratorio de reproduccién animal de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, de la Universidad Nacional del Altiplano,
ubicado en la ciudad universitaria, avenida Floral 1245, de la Ciudad de Puno.

XV. Cronograma de actividades

- Meses

HEIEE E[F|M/A[M|J][J]A][S]O[N][D
Elaboracion del proyecto y aprobacion X
Ejecucién del proyecto X[ X
Tabulacién de datos y revisién de literatura X| X
Redaccién e informe final X X X
XVI. Presupuesto
Descripcion Unidad de medida | Costo Unitario | Cantidad Costo total (S/.)

(Sl.)

Colorante BCB Frasco/gramos | 150.00 5 gramos 150.00
Viales 15 ml 1.50 50 75.00
Viales 2 mil 0.50 100 100.00
Porta-objetos Caja 50.00 1 caja 50.00
Cubreobjetos Caja 30.00 1 caja 30.00
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Probetas 50 ml 50:00 2 100-00
Vasos de preci | 50 ml 30.00 2 60.00
Vaginoscopio Equipo 250.00 1 250.00
Imprevistos 500.00
Total 1315.00




