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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de tres crioprotectores en la
criopreservacion de espermatozoides epididimarios de cuy (Cavia porcellus). Se
trabajo 42 testiculos provenientes de 21 cuyes, mayores a 900 g de peso vivo de los
cuales se extirpo los testiculos con el peso promedio (3.84 £+ 0.5 g), post mortem. Se
determiné en muestra fresca, la concentracion espermatica (65.01+ 16.0 x 10%/ml),
motilidad (60.94 + 2.5%), vitalidad (64.5 + 3.2%) e integridad de la membrana
plasmatica del espermatozoide (59.4 + 4.5%), para los tratamientos de
criopreservacion de las muestras, se utilizo el glicerol (GL), etilenglicol (ET) y
dimetilsulfoxido (DMSOQO) en porcentajes de 7%, para cada uno. Las muestras
congeladas, se descongelaron 38°C por 18 segundos, después de 7 dias. Los resultados
para cada crioprotector fueron, GL, motilidad (18.8 £ 1.0%), vitalidad (20.3+ 1.4%) y
Host test (17.6 £ 1.3%); ET motilidad (11.7+ 1.7%), vitalidad (14.7 £ 1.5%) y Host
test (8.2 £ 4.5%) y DMSO la motilidad (3.3 £ 3.5%), vitalidad (5.7 = 4.2%) y Host test
(2.6 £ 2.7%). Existe diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos con los tres
crioprotectores, en cada una de las variables en estudio, motilidad vitalidad e
integridad de la membrana plasmaética del espermatozoide. Se concluye que el
crioprotector GL es el mas efectivo para la tasa de sobrevivencia de los

espermatozoides congelados, frente a ET y DMSO.

Palabras clave: Criopreservacion, espermios (Cavia purcellus), crioprotectores.
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ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the effect of three cryoprotectants in the
cryopreservation of epididymal spermatozoa from guinea pigs (Cavia porcellus). We
worked 42 testicles from 21 guinea pigs, greater than 900 g of live weight, from which
the testicles with the average weight (3.84 £ 0.5 g), post mortem, were removed. In a
fresh sample, sperm concentration (65.01+ 16.0 x 106/ml), motility (60.94 + 2.5%),
vitality (64.5 £ 3.2%) and integrity of the sperm plasma membrane (59.4 + 4.5%) were
determined, for For the cryopreservation treatments of the samples, glycerol (GL),
ethylene glycol (ET) and dimethyl sulfoxide (DMSO) were used in percentages of 7%
for each one. Frozen samples were thawed at 38°C for 18 seconds after 7 days. The
results for each cryoprotectant were GL, motility (18.8 + 1.0%), vitality (20.3 + 1.4%)
and Host test (17.6 £ 1.3%); ET motility (11.7 £ 1.7%), vitality (14.7 £ 1.5%) and Host
test (8.2 = 4.5%) and DMSO moitility (3.3 + 3.5%), vitality (5.7 + 4.2%) and Host test
(2.6 £ 2.7 %). There are significant differences (P<0.05) between treatments with the
three cryoprotectors, in each of the variables under study, motility, vitality and
integrity of the sperm plasma membrane. It is concluded that the GL cryoprotectant is
the most effective for the survival rate of frozen spermatozoa, compared to ET and
DMSO.

Keywords: Cryopreservation, sperm (Cavia purcellus), cryoprotectants.
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INTRODUCCION

El cuy (Cavia porcellus), es una fuente importante del aporte de proteinas para
la poblacion rural y urbana (Cabeza et al., 2020; Chauca, 1997; Grégoire et al., 2010).
La carne es magra de buena calidad con proteina 20.3%, con bajo contenido de
colesterol (65mg/100g), esto hace que el cuy sea mas competitivo en el mercado

nacional y mundial (Santos, 2016).

La criopreservacion de gametos del macho como de la hembra del cuy, ha
despertado el interés de su estudio, en los diferentes paises de Sudameérica, con fines
de estudios biomédicos y en otros casos, en estudios zootécnicos. La importancia de
la criopreservacion de gametos es conservar y diseminar el material genético de los

animales sobresalientes.

Los eyaculados de los cuyes machos presentan caracteristicas peculiares, como
producir tapones copulatorios para prevenir la fecundacion de la hembra por otros
machos (Cabeza et al., 2020), otra caracteristica es la presencia de rouleaux, o el
apilamiento de los espermatozoides, uno sobre otro, esta caracteristica ocurre en el
epididimo (Cabeza et al., 2020; Freund, 1969). En caso de las hembras hay estudios
desde sincronizacion de celo hasta trasferencia embrionaria (Grégoire et al., 2010),
hoy en dia hay estudios en la criopreservacion de gametos del machos en algunos
casos con resultados satisfactorio y en otros casos sin resultados. Es por ello que el
presente estudio ha realizado, la criopreservacion de gametos del macho, con la
finalidad de comparar que crioprotector es mejor, sobre la tasa de sobrevivencia de los

espermatozoides epididimarios, post congelados.
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CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1.Descripcion del problema

El cuy o cobayo, es un mamifero roedor originario de la zona andina de
Per0, Bolivia, Colombia y Ecuador. El cuy constituye un producto alimenticio
de alto valor nutricional que contribuye a la seguridad alimentaria de la poblacion

rural de escasos recursos (Chauca, 1997b).

En los paises andinos existe una poblacion mas o menos de 35 millones
de cuyes. En el Peru, pais con mayor poblacion y consumo de cuyes, se registra
una produccion anual de 16 500 toneladas de carne proveniente del beneficio de
maés de 65 millones de cuyes (Chauca, 1997). En la actualidad se estima, mas de
80 mil familias empoderadas en la produccion de cuyes en el Perl, ademas de
generar fuentes de ingreso en el sector rural, se ha incrementado la participacion

de la mujer 84%, como lider de la cadena productiva (INIA, 2020).

La produccion de cuyes es de suma importa, por su valor proteico de su
carne, y de la alta demanda de la poblacion consumidor, estes factores, hacen que

el cuy sea un producto prometedor dentro del mercado local y nacional.

El uso de las tecnologias reproductivas en esta especie recién esta en sus
primeras fases, hay estudios en la actualidad de las caracteristicas seminales
hasta cultivo celular de fibroblastos, pero hay escasos estudios en la

criopreservacion de gametos masculinos. Por lo tanto, es necesario desarrollar
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protocolos de criopreservacion de semen de cuy para contribuir a la difusion del

germoplasma dentro y fuera del pais.

Por el cual, se planted el presente estudio con la finalidad de evaluar el
efecto de tres crioprotectores (glicerol, dimetilsulféxido, etilenglicol) en la

criopreservacion de espermatozoides epididimarios de Cuy (Cavia porcellus)
1.2. Formulacion del problema
1.2.1. Problema general

¢Cual es el efecto de tres crioprotectores en la criopreservacion de

espermatozoides epididimarios de Cuy (Cavia porcellus)?
1.2.2.  Problemas especificos

» ¢Cual es el efecto del glicerol en la criopreservacion de

espermatozoides epididimarios de Cuy (Cavia porcellus)?

» ¢Cual es el efecto del etilenglicol en la criopreservacion de

espermatozoides epididimarios de Cuy (Cavia porcellus)?

» ¢Cual es el efecto del dimetilsulfoxido en la criopreservacion de

espermatozoides epididimarios de Cuy (Cavia porcellus)?
1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivos generales

Evaluar el efecto de tres crioprotectores en la criopreservacion de

espermatozoides epididimarios de cuy (Cavia porcellus).
1.3.2. Objetivos especificos

> Determinar la motilidad post descongelado de espermatozoides

epididimarios de cuy (Cavia porcellus).

» Determinar la viabilidad post descongelado de espermatozoides
epididimarios de cuy (Cavia porcellus).

17



» Determinar la integridad de la membrana post descongelado de
espermatozoides epididimarios de cuy (Cavia porcellus).

1.4. Justificacion

La importancia del cuy como animal emblematico de los andes (Grégoire
et al., 2010; Wright, 1960) y como especie que tiene alto valor proteico por su
carne desde el punto de vista nutricional ademas de sus propiedades saludables
que se fundamentan en su calidad proteica (20.3%), su bajo contenido de
colesterol (65mg/100g) y poca cantidad de grasa (10%), es una carne magra, y

exotica en el mercado mundial (Santos, 2016).

Razon por la cual el Per empezo a realizar los trabajos de investigacion
en los afios 60, Colombia y Ecuador en los afios 70, Bolivia en el 80 y Venezuela
en el 90, este esfuerzo conjunto de los paises andinos contribuye al desarrollo de

la crianza de cuy para el beneficio de sus pobladores (Chauca, 2016).

El resultado de los trabajos de investigacion, por ejemplo, es el avance
en el mejoramiento genético, haciendo del cuy una especie eficiente en la
conversion de alimentos, precoz y extraordinariamente prolifico; todo ello
permite vislumbrar nuevas perspectivas de desarrollo competitivo de esta especie
en los mercados regionales y el nacional (Santos, 2016). Pero muy poco se ha
trabajado en la parte reproductiva y en la aplicacién de las tecnologias

reproductivas en esta especie.

Hoy en dia la criopreservacion se ha convertido en un pilar en el
laboratorio de reproduccion asistida, los primeros gametos usados fueron de
animales beneficiados (Ruiz, 2018). Actualmente, la practica esta evolucionando
desde métodos de congelacion lenta hacia una mayor vitrificacion, y es probable
que la tecnologia futura reduzca la dependencia de la habilidad del operador, lo
que deberia elevar las tasas de éxito a niveles mas altos y uniformes (Gosden,
2011).

El éxito de la congelacion de espermatozoides en diferentes especies esta
en la adicion, de los diferentes crioprotectores permeables y no permeables a la
membrana celular del espermatozoide. La técnica de semen congelado

18



permitiria la conservacion del material genético sobresaliente, y multiplicar en

diferentes &mbitos de nuestra regién o fuera.

Por tal motivo el objetivo del estudio es evaluar los efectos post
descongelado de los crioprotectores como glicerol, etilenglicol vy
dimetilsulféxido, en la tasa de sobrevivencia de los espermatozoides, ya que
hasta la fecha no existe protocolos establecidos de criopreservacion de semen en

esta especie.
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CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes
2.1.1 Internacional

Montenegro, (2022) en su tesis presentada “Evaluacion de tres
crioprotectores para la crioconservaciéon de semen de cuy (Cavia porcellus)
extraido de la cola del epididimo en el Centro Experimental Uyumbicho”, con
la finalidad de obtener el titulo profesional de Médico Veterinario y
Zootecnista, en la Universidad Central de Ecuador, en la cual tenia por objetivo
la investigacion de evaluar la motilidad total y progresiva del semen en el
medio crioprotector a las 0, 6, 24, 48, 72 horas de refrigeracion con tres
diluyentes comerciales (Triladyl, OptixCell y Andromed) utilizando el
programa de evaluacion seminal “AndroVision”, determino la viabilidad
espermatica en cada medio crioprotector e identificar la morfologia de los
espermatozoides de cuy. Los resultados obtenidos indicaron que el mejor
medio crioprotector fue Optixcell ya que tuvo un mejor promedio estadistico
en las variables medidas, alcanz6 una motilidad total maxima de 47.80% en la
hora 0 y minima de 25.52% a las 72 horas de refrigeracion, la motilidad
progresiva méxima fue de 44.82% y minima de 24.29%. El resultado de
viabilidad arroj6 que los tratamientos no tuvieron un comportamiento distinto
entre si, sin embargo, al realizar las comparaciones individuales con la prueba
de Tukey se muestra que Optixcell y Andromed son estadisticamente similares
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mientras que Triladyl no es estadisticamente comparable. El porcentaje
obtenido de espermatozoides normales fue de 76.5% y el de espermatozoides
anormales fue de 23.5%, dividiéndose en 6.42% de anormalidades primarias y

17.08 anormalidades secundarias.

Quishpe, (2021) en su trabajo de tesis “Evaluacion de dos curvas de
congelacion programables para la crioconservacion de semen de cuy (Cavia
porcellus) en el Centro Experimental Uyumbicho”, con la finalidad de optar el
titulo profesional de Médico Veterinario Zootecnista en la Universidad de
Central de Ecuador, en la que tenia por objetivo general: Evaluar dos curvas de
congelacion programables para la crioconservacion de espermatozoides de cuy
(Cavia porcellus), Se realizd el estudio de tipo experimental, empleando la
muestra de 10 cuyes machos del Centro Experimental Uyumbicho
seleccionados aleatoriamente al azar. A las muestras se aplico 2 curvas de
congelacion, que fueron evaluadas mediante el Sistema CASA (Computer
Assisted Motility Analysis), en la que obtuvieron datos de motilidad y
mortalidad de los reproductores. Para el analisis estadistico de cada parametro
se utilizo el Sistema de Analisis de Datos de Excel Office, se realizo la prueba
F (analisis de varianza) para determinar la dispersion de las medidas en relacion
a las medias de los tratamientos; a continuacion, se procedio a realizar la prueba
T de dos colas entre el Tratamiento 1y Tratamiento 2 para determinar si existe
diferencia significativa entre las medias de los mismos. Post descongelacion se
obtuvo una motilidad espermatica total de 15,08% con el T1y de 14,42% para
el T2; y mortalidad de 84,92% para T1 y 85,58% en el T2. Lo que demuestra
que con las dos curvas de congelacion programables se obtuvieron altos en los
porcentajes de mortalidad y regular motilidad espermatica, por lo tanto, se
deduce que hay que continuar evaluando otras curvas programables de crio-
congelacion de semen de cuy para llegar a obtener mejores resultados en el
futuro que favorezcan la fecundacion a través de esta biotecnologia.

Tapia y Tello, (2016) en su trabajo de tesis “Evaluacion cuali-
cuantitativa de espermatozoides de la cola del epididimo de cuyes (cavia

porcellus) criollos y mejorados en dos edades reproductivas”, con el fin de
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optar el titulo profesional de Meédico Veterinario Zootecnista, en la
Universidad de Cuenca — Ecuador, en donde tuvo por objetivo general: de
evaluar las caracteristicas cuali-cuantitativas de espermatozoides extraidos de
la cola del epididimo de cuyes criollos y mejorados en dos edades
reproductivas esta investigacion se realizé en la granja Irquis de la Universidad
de Cuenca en 20 reproductores identificados por sus caracteristicas fenotipicas
y dispuestos en cuatro grupos: 5 criollos jovenes (CJ), 5 criollos adultos (CA),
5 mejorados jovenes (MJ), y 5 mejorados adultos (MA). Los cuyes fueron
hemicastrados y de los epididimos fueron disectados la cola sobre una caja
petri. Se recuperd los espermatozoides por Swim up, diluidos en 1ml de medio
(18% rafinosa y 3% leche descremada), procesados con Triladyl®,
refrigerados a 5°C/1 hora, y equilibrados por 0, 2, 24, 48, 96, 192, y 360 horas
para su analisis de viabilidad espermaética. Se congelaron Unicamente los
espermatozoides de 2 horas de equilibrio en vapores de nitrégeno. Se uso un
DCA de 2x2: fenotipo y edad, y se usé un ANOVA para comprobar
significancia. Se obtuvo interaccion (P<0,05) entre factores con eficiencia
atribuida a MJ a las 0 horas: en Concentracién (C) y Anormalidades de cola
(AC), a las 24 horas: en motilidad individual (MIP) y 48 horas: en Vitalidad
(VE). En MIP no se encontrd diferencias (P>0,05) en ningln tiempo de
medicion. En VE s6lo encontré diferencias (P<0,05) a las 96 horas (CJ: 18, 0;
MJ: 10, 2; MA: 8, 6; CA: 6,0%). En anormalidades totales (AT) sélo se
encontro diferencias (P<0,05) a las 0 horas (MJ: 26, 3; CJ: 32, 6; MA: 36, 2;
CA: 38, 5%); y en AC se encontrd diferencias (P<0,05) a las 0 hs (MJ: 4, 6;
CJ: 9,5; CA: 11, 5; MA: 16, 4%), y a las 48 horas (CA: 5, 7; CJ: 7, 3; MJ: 16,
0; MA: 18, 1%). En Integridad de la membrana (HOS-Test) se obtuvo (P<0,05)
diferencias a las 2 horas (MJ: 20, 0; MA: 13, 1; CA: 10, 7; CJ: 9, 0%) y a las
96 horas (CA: 25, 4; CJ: 15, 3; MJ: 9, 7; MA: 8, 8%). A la congelacién no se
obtuvo sobrevivencia de espermatozoides en ninguno de los tratamientos. En
conclusion, la cantidad y calidad de espermatozoides epididimarios de cuyes
identificados fenotipicamente varia segun su edad; sin embargo, no se pudo
comprobar su variacion en la criopreservacion, mostrandose absolutamente

inviable.
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2.2.

2.1.1 Nacional

Cabeza et al., (2020), en su trabajo de investigacion “Caracterizacion
morfol6gica y morfométrica del espermatozoide de cuy (Cavia porcellus)”, el
objetivo del estudio fue determinar las caracteristicas morfolégicas y
morfométricas del espermatozoide de cuy (Cavia porcellus), utilizando un
sistema de analisis de imagenes. Se colecto semen de cinco cuyes del tipo 1, de
cuatro meses de edad (1.19 £ 0.15 kg) por el método de electroeyaculacién, entre
3y 5 veces por cada animal, realizandose un total de 22 colectas adecuadas. Se
determind el volumen (0.38 ml), pH (7.05), concentracion espermatica (47.33 X
10%/ml), movilidad total (69.40%) y porcentaje de espermatozoides vivos
(72.65%). Las muestras para el andlisis de la morfologia y morfometria
espermatica fueron tefiidas con Spermac®, y analizadas utilizando el software

Motic Image Plus®.

Bases tedricas

2.2.1. ElCuy

El cuy (Cavia porcellus) es una especie herbivora nativa,
originaria de los andes de Sudameérica. Su crianza estd muy difundida en
nuestro medio (INIA, 2007), en los ultimos tiempos se ha convertido en
un rubro de exportacion debido a su alto valor nutricional (Taipe et al.,
2021), en la actualidad a produccion de cuy en el Perl esta en manos de
800 mil familias en todo el territorio nacional (MINAGRI, 2020), el Per(
es el mayor exportador de carne de cuy, viene participando con el 71,3%
en el mercado exterior con un volumen de 9 958 kilogramos; y un valor
FOB de 128 mil dolares americanos (US$ 12,78 /kg); mostrando un
crecimiento a una tasa anual de 3,9% y 6,5% para el volumen y valor
FOB respectivamente. seguido de nuestro unico competidor el pais
vecino de Ecuador con el 28,7% (MINAGRI, 2019).
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2.2.2.

2.2.3.

Clasificaciéon taxondmica

Reino: Animal
Subreino: Metazoos

Tipo: Vertebrados
Clase: Mamiferos
Subclase: Placentarios
Orden: Roedores
Suborden: Hystricomorfos
Familia: Cavidae

Género: Cavia

Especie: Cavia porcellus.

Fuente (Imbay Tallana, 2011).

Aspectos reproductivos

El cuy macho al nacimiento apenas pesa el promedio de 137 g
(Navarro, 2016), y a los 3 a 4 meses de edad ya alcanzo buen desarrollo
corporal y la madurez sexual, esto hace que el cuy sea una especie de
ciclo reproductivo bastante corto. El peso con el que llega a esta etapa es
superior a 1.1 kg, lo que le permite dominar el grupo y mantener la

relacion de empadre (Chauca, 1997b).

Testiculo

Los testiculos de los cuyes se desarrollan en el interior del
abdomen y segln (Navarro, 2016) el cuy a los cuatro semanas de edad

tiene el peso promedio de (2.41 £0.30) g por cada uno.

Dentro del testiculo se encuentran las células intersticiales de
Leydig, que descansan entre los tabulos seminiferos estas, secretan
hormonas masculinas en las venas testiculares y los vasos linfaticos. Las

células espermatogenicas del tubulo se dividen y diferencian para formar
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espermatozoides. Las células sustentaculares contribuyen a la produccién
de liquido por los tabulos, y es posible que produzcan el factor inhibidor
de los conductos de Miiller presente en el liquido de la red de Haller en
los machos adultos. La produccién de los espermatozoides aumenta con
la edad del animal (Hafez, 2002).

2.2.4. Epididimo

2.2.5.

2.2.6.

Se reconocen tres regiones anatomicas del epididimo. Su cabeza,
esta los conductos eferentes estas se unen al conducto epididimario,
presenta una forma aplanada en uno de los polos testiculares; el estrecho
cuerpo termina en el polo opuesto en la que amplia la cola. La regién
media de cada conducto eferente muestra actividad secretoria. El
conducto contorneado del epididimo es muy largo. La pared del conducto
del epididimo tiene una notable capa de fibras musculares circulares y un
epitelio Seudoestratificado de células cilindricas. Los espermatozoides
almacenados en el epididimo conservan su capacidad fecundante por
varias semanas; la cola de esta estructura es el principal érgano de
almacenamiento, contine alrededor del 75% de las células espermaticas

alojadas en el epididimo (Hafez, 2002).

Espermatozoide

El espermatozoide (del griego esperma-semilla, y zoon-animal)
es un célula haploide y cuya funcion es la formacion de un cigoto
totipotente, resultado de la fusion de su nacleo con el del gameto
femenino (Avilés, 2011). Estos gametos masculinos, estan dotados de
fertilidad y motilidad; ambas funciones son de necesidad para lograr la

penetracion al oocito y alcanzar su fecundacion (Tanaka et al., 1997).

Estructura del espermatozoide
a) Cabeza

La cabeza del espermatozoide, es la seccidn correspondiente

donde que se encuentra el nucleo de la célula, en la cual el ADN esta
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super enrollado, gracias a las proteinas denominadas protaminas que
sustituyen a las histonas estos constituyentes nucleares son
precisamente componentes esenciales para la fecundacion (Arenas et
al., 2010; Tanaka et al., 1997). La capacitacidn y reaccién acrosomal
del espermatozoide son eventos que se desarrollan en el aparato
reproductor de la hembra (Arenas et al., 2010), Mas de la mitad de la
cabeza esta cubierto por el acrosoma, la reaccion acrosémica es uno
de los cambios mas importantes que debe de ocurrir a nivel de la

cabeza, antes de la penetracion del oocito.

El acrosoma, cubre aproximadamente los dos primeros tercios
de la cabeza del espermatozoides, contine enzimas hidroliticas como
la acrosina, hialuronidasa y muchas otras hidrolasas y esterasas, estas
son esenciales para la lisis de la zona pellcida y las células que lo

rodean al oocito (Avilés, 2011).

La membrana plasméatica del espermatozoide es una
estructura dindmica, la cual estas preparadas para reaccionar
adecuadamente al tracto genital de la hembra (Flesch & Gadella,
2000).

Figura 1l

Esquema de la estructura del espermatozoide.
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Fuente. Flesch & Gadella, ( 2000), (A) Esquema de la estructura del
espermatozoide. (B) corte sagital de la célula espermética: 1:
Membrana espermatica, 2: Membrana acrosomal externa, 3:
Contenido acrosomal, 4: Membrana acrosomal interna, 5: Nucleo
celular, 6: Contenido de ADN altamente condensado, 7: Placa basal,
8: Pieza media, 9: Mitocondria, 10: Anillo anular, 11: Flagelo. (C)
Contenido acrosomal, liberado durante la reacciéon del acrosoma,
(enzimas hidroliticas) 12: Vesicula (fusiébn de la membrana
plasmatica con la membrana acrosomal externa), 13: Secrecion
acrosomal. (D) Exposicion de la membrana acrosomal interna

después de la reaccion acrosomica, 14: estructura en horquilla

En cuyes (Kim et al., 2001), clasifico en funcion de su
dinamica de la reaccion acrosomal en 4 clases mediante tinciones
como se muestra en la figura 1, los espermatozoides de clase 1 son
béasicamente células completamente intactas. Los componentes
acrosomales se distribuyen entre los tres dominios, M1, M2 y M3. El
segmento apical del acrosoma se extiende mas alla de la punta
anterior del nucleo (N). Solo se muestra la porcion proximal del
flagelo (F). Una vez iniciada la exocitosis acrosémica, el acrosoma
comienza a hincharse ligeramente (clase 2). La expansion del
acrosoma puede conducir a la redistribucion de algunos componentes
dentro del acrosoma y permite una mayor penetracion de anticuerpos
durante los procedimientos inmunocitoquimicos.  Algunos
espermatozoides de clase 2 también pueden mostrar fusion de plasma
y membranas acrosémicas externas en este momento, que no se
pueden discernir a nivel de microscopia de contraste de fase debido a
la existencia de la matriz acrosomica. Sin embargo, los
espermatozoides de clase 3 han perdido claramente la regién de la
membrana plasmatica acrosomal externa en la mayoria de las
regiones, excepto en el segmento ecuatorial. Los espermatozoides de

clase 4 han perdido la mayoria, si no todo, el contenido acrosomal.
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Figura 2

Modelo de liberacion de proteinas acrosomales del espermatozoide

del cuy.

Y

Class 3

—N—
__F_

Class 1 Class 2 Class 4

Fuente. Proteinas acrosomales del espermatozoide del cuy (Kim et
al., 2001).

Mientras que (Cabeza et al.,, 2020) determinaron las
caracteristicas morfolégicas y morfométricas del espermatozoide de
cuy (Cavia porcellus), utilizando un sistema de analisis de imagenes,

como se muestra en la siguiente tabla.
Tabla 1

Variables morfométricas de la cabeza, pieza intermedia y cola del

espermatozoide de cuy (media = DS) en funcién de su clase
morfoldgica.
Variable Clase morfolégica Promedio

1 2 3 4

Longitud 7.40+0.31b 7.44£0.29 7.24+0.26 7.62+0.19 7.45+0.29
(um)
Anchura 6.54 + 0.26 6.57 £0.25 6.36 £ 0.23 6.57+0.21 6.55 +0.25
(pm)
Area (um2) 42.41 +3.08 42.85+3.03 42.33+3.39 4464 +2.16 43.02 £3.03
Perimetro 26.55 +1.02 26.74+0.99 2550%1.25 26.33+ 1.06 26.56 £1.07
(um)
Elipticidad 1.13+£0.04 1.13+0.04 1.14 +£0.02 1.16 £0.02 1.14 £0.04
Rugosidad 0.76 £ 0.02 0.75+0.02 0.82 +0.06 0.81+0.04 0.77+£0.04
Elongacion 0.06 +0.02 0.06 +0.02 0.06 +£0.01 0.07£0.01 0.06 £ 0.02
Regularidad  0.90 £ 0.04 0.90 £ 0.03 0.86 + 0.04 0.88 £ 0.03 0.89+£0.04
Longitud PI  11.95+0.70 12.11+£0.73 11.74+0.65 11.91+0.54 12.02+0.70
(um)
Longitud 92.89 £3.77 93.42+4.07 90.75£3.61 92.30 £ 3.52 92.96 £ 3.96
cola (um)

Fuente. Variables morfométricas del espermatozoides del cuy

(Cabeza et al., 2020).
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b) Flagelo

Es la parte encargada del movimiento, se divide en cuatro
regiones la pieza de conexion, que une a la cabeza con el flagelo, la
pieza media, que es también [lamada cuello y donde se encuentran las
mitocondrias en un arreglo helicoidal, la pieza principal que abarca
la mayor parte del flagelo utilizado en la propulsion, y la vaina fibrosa

0 parte terminal de la cola (Arenas et al., 2010).

2.2.7. Caracteristicas organolépticas y microscopicas del semen
> pH

Recientemente, se demostré que la capacidad de reaccion ante
estimulantes de la reaccidn acrosémica in vitro es sensible a cambios
en el pH extracelular. A pH bajos de 6.7 a 7.0, se observd una
inhibicion de la respuesta acrosomal y del aumento del pH
intracelular que ocurre durante la capacitacion. Esta carencia en el
incremento de pH podria explicar la inhibicion de la reaccion

acrosdmica esperada (José et al., 2007).

» Color

El color del semen de cuy es desde blanco lechoso, blanco

semi lechoso y blanco semi trasparente (Aragon, 2019).

> Volumen

Segun (Montenegro, 2022), el volumen del eyaculado del cuy
esta entre 0.5-1 ml/monta. Mientras que por el método de
electroeyaculacion (Cabeza et al., 2020), obtuvieron el promedio, de

0.38 ml por cada colecta.

2.2.8. Concentracion espermatica

Segun (Cabeza et al., 2020), la concentracion espermatica en
cuyes, es de 47.33 x 10%ml , colectados por el método
electroeyaculacion. Mientras que para (Aragon, 2019), fue de 21.33
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x 10%/ml + 11.29, también colectados por el mismo método. Tapia y
Tello (2016), al estudiar los fenotipos de cuyes adultos criollos y
mejorados, después de colectar el semen de la cola del epididimo
obtuvieron la concentracion espermatica 63,716, x 108 esp/ml y

38,7+7,5 x 10° esp/ml respectivamente.

2.2.9. Crioprotector

Los crioprotectores son compuestos que ayudan a la conservacion
de un tejido o células por un tiempo prolongado donde se mantienen a
temperaturas bajas. Estos ayudan a diferir la velocidad con la que
penetran los tejidos, el grado de proteccion a los cristales de hielo y la
toxicidad quimica que pueden tener sobre las células o tejidos, dan
proteccion a la célula y evitan la cristalizacion y dafio celular. Algunas
de sus principales funciones es promover una rapida deshidratacion
celular y amortiguar las altas concentraciones de solutos en el interior de
cada célula u organismo que sera criopreservado (Herran & Guevara,
2021).

La criopreservacion hoy en dia es una herramienta importante
para el almacenamiento, de gametos y embriones por un rango de tiempo
indefinido, desde las necesidades de preservacion de la fertilidad de los
pacientes con cancer, hasta la reproduccion de especies de interés
agropecuario o la preservacion de genomas en las especies animales y
vegetales amenazada (Bisioli, 2006; Long, 2006). Preservar el material
bioldgico es fundamental en laboratorios y bancos de células, con la
finalidad de mantener la viabilidad y funcionabilidad celular a
temperaturas bajas, la estructura y composicion de las membranas
plasmaticas de las células, determina los principales eventos celulares
durante los procesos de criopreservacion, su comportamiento durante la
congelacion y descongelacion definira los indices de supervivencia de la

célula congelada (Avila et al., 2006).
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2.2.10.Crioprotectores premiables

Son sustancias de bajo peso molecular y permeables a través de
la membrana celular, ingresan con facilidad al interior de la célula y
actuan deshidratando la célula por la sustitucion del agua intracelular
impidiendo la formacion de cristales de hielo y evitando el estrés
osmotico. Los mas utilizados son el glicerol, el dimetilsulfoxido
(DMSO), propanediol (PROH), etilenglicol, polietilenglicol, etanol y
otros alcoholes (Avila et al., 2006; Herran & Guevara, 2021).

2.2.11.Crioprotectores no premiables

Los crioprotectores no permeables o extracelulares tienen un alto
peso molecular y hacen parte de este grupo la polivinilpirrolidona,
fructosa, glucosa, sacarosa, galactosa, trehalosa, entre otros. Estos
compuestos ayudan a extraer el agua intracelular mediante la diferencia
de la presion osmotica sin penetrar la célula, y son efectivos para la
preservacion de la funcion y estructura de las membranas al a ver una
baja actividad de agua. Estas sustancias son generalmente polimeros que
forman puentes hidrégeno con el agua, reduciendo la actividad de agua a
una magnitud mucho mayor que la que se predeciria por su concentracion
molar. La adicion del crioprotector se genera estrés osmatico sobre las
células porque aumenta la osmolaridad del medio. Las células
inicialmente se deshidratan para compensar la fuerza osmotica inducida
por la presencia de los agentes crioprotectores y después se hidrata (Avila
et al., 2006; Herran & Guevara, 2021).

2.3. Definicion de términos

>

Testiculo estructuras pares ovaladas presente en animales machos, cuya
funcién es producir células espermaticas y hormonas masculinas.
Espermatozoide gameto o celula sexual masculina producida a nivel de los
testiculos y en conjunto al plasma seminal forma parte del eyaculado.
Criopreservar es el proceso en el cual células o tejidos son congelados a

muy bajas temperaturas, generalmente entre -80 °C y -196 °C (el punto de
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ebullicion del nitrégeno liquido) para disminuir las funciones vitales de una
célula o un organismo y poderlo mantener en condiciones de vida suspendida
por mucho tiempo.

> Dilutor es una solucion, es la sustancia que se halla en mayor proporcion, ya
sea en estado liquido o gaseoso y raramente solido, y como su nombre lo
indica, disuelve a otras sustancias.

» Crioprotector son sustancias hidrosolubles de baja toxicidad cuya funcion
consiste en proteger la membrana plasmatica de los espermatozoides para
reducir el efecto de la excesiva concentracion extracelular de solutos y
disminuir la formacion de cristales intra y extracelulares durante la

congelacion, los cuales pueden producir dafios en la estructura espermatica.

2.4. Hipotesis

2.4.1. Hipdtesis nula
Los tres crioprotectores no tienen diferentes efectos sobre la
criopreservacion de espermatozoides epididimarios de cuy (cavia

porcellus).

2.4.2. Hipotesis alterna
Los tres crioprotectores tienen diferentes efectos sobre la
criopreservacion de espermatozoides epididimarios de cuy (cavia

porcellus).

2.5. Variables

» Variable Independiente.

Crioprotectores (glicerol, dimetilsulfoxido y etilenglicol).

» Variable Dependiente.
Motilidad, vitalidad, integridad de la membrana.
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2.6. Operacionalizacion de variables

Tabla 2

Operacionalizacién de Variables.

Variables Dimensiones Indicadores

Independiente

Crioprotectores. Glicerol. Crioprotector al 7%
Dimetilsulfoxido. Crioprotector al 7%
Etilenglicol. Crioprotector al 7%

Dependiente

Criopreservacion de Motilidad. Motilidad %.

espermatozoides. Viabilidad Viabilidad espermética

espermatica.
Integridad de la
membrana

%.
Integridad del
acrosoma %.
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS

3.1. Ambito temporal y espacial

El estudio se realizd en el laboratorio de Biotecnologias Reproductiva
de la Universidad Nacional de Huancavelica, ubicada en la ciudad universitaria

de Paturpampa en la region de Huancavelica a una altitud de 3670 m.s.n.m.
3.2. Tipo de investigacion

De acuerdo al trabajo de investigacion, naturaleza de los problemas y
objetivos formulados, por su caracter de estudio sobre manipulacion de las
variables independientes (supuestas causas-antecedentes), el presente estudio

es de caracter de investigacion experimental (Hernandez et al., 2015).

3.3. Nivel de investigacion

Por tener caracter de utilizacion en préacticas del conocimiento en el
campo de produccién de cuyes, el nivel de investigacion es aplicativo
(Hernandez et al., 2015).

3.4. Método de investigacion

Esta investigacion pertenece al método cientifico, porque se plantea
(Hernandez et al., 2015).

3.5. Disefio de investigacion
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Para la presente investigacion se planted 3 tratamientos:
T1 = Glicerol (GL) al 7%.

T2= Etilenglicol (EG) al 7%.

T3= Dimetilsulfoxido (DMSO) al 7%.

Se utilizé el modelo aditivo lineal, disefio completamente al azar DCA
para cada uno de los tratamientos, puesto que cada variable en estudio es

independiente.

El modelo aditivo lineal utilizado, es el siguiente:

Yij=p+ai+Ej
Donde:
Yij = Es el efecto del crioprotector.
M = Efecto de la media general de la variable en estudio
Qi =Efecto del i-ésimo tratamiento
Eij  =Error experimental de cada uno de los tratamientos.

3.6. Poblacion, muestra y muestreo

3.6.1. La poblacion

Se trabajo con 42 colas del epididimo, procedentes de 21 cabezas
de cuy sacrificados entre 10 a 12 semanas de edad, con peso no menor a

900 gramos.

3.6.2. Muestra y muestreo

No probabilistico por conveniencia de acuerdo al caracter de

estudio que tiene el presente trabajo.

3.7. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.7.1. Materialesy reactivos
a) Materiales biologicos
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b)

Para este estudio se utilizé 42 testiculos provenientes de 21 cuyes
sacrificados, de los cuales se extirpo los testiculos, con pesos mayor
a3g.

Medios usados

Tabla 3

Solucion tris — base.

Componentes Cantidad (50 ml)
Tris 1.8025 gr.
Acido citrico 1.012 gr.
Fructosa 0.744 gr.
Penicilina 2500 UI
Gentamicina 50 pl
Agua bidestilada Completar hasta 50 ml
Rojo fenol 50ul
Tabla 4

Crioprotectores al 7%.

Componentes Cantidad

Glicerol (GL) 0.9 M 7%

Etilenglicol (ET) 1.2 M 7%

Dimetilsulfoxido (DMSO) 0.9 M 7%
Tabla 5

Fraccion A del dilutor sin crioprotector.

Componentes Cantidad
Tris buffer 16 ml.
Yema de huevo al (20 %) 4 ml.

Para el preparado del dilutor Tris-yema se limpia el huevo
con papel toalla impregnado de alcohol al 70%. La yema de huevo
debe extraerse sin que tenga contacto alguno con la clara. Para
lograrlo, se rompe la cdscara con mucho cuidado en su parte media
evitando que se formen bordes agudos que pudieran romper la
yema, luego se descarta toda la clara. Despues, la yema (aun

cubierta por su membrana protectora) se hace rodar suavemente
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3.7.2.

3.7.3.

3.7.4.

sobre un papel toalla para limpiar los restos de clara que estén
adheridos. Una vez limpia la yema de huevo, se la pasa a otro papel
toalla limpio, se rompe lamembrana que la cubre y se vierte la yema

a un tubo Falcon de 50 ml.

Tabla 6
Fraccion B dilutor més crioprotector.

Componentes Cantidad
Tris (fraccion A) 9.3 ml.
Crioprotector al 7% 0.7 ml.

Esta fraccion se prepara para cada crioprotector, antes de

realizar la coleccion de semen y se conservo a 4°C.

Toma de muestra

Los testiculos procedentes de animales beneficiados fueron
pesado y lavado con solucion salina al 0.9%. De la cola del epididimo se
separ0 los vasos capilares adyacentes y la tunica cerosa que lo cubre,
sobre una placa Petri de material poliestireno de 90 mm de diametro,
después de este proceso se trabajo en placa Petri de 35 mm de didmetro,
en la que contenia la fraccion (A tris — yema del dilutor), sobre una platina

térmica a 37C°.

Coleccion y evaluacion del semen fresco

Se realizé la obtencion de espermatozoides, mediante la técnica
del desmenuzado de la cola del epididimo; después de la colecta u ordefio
se evalu6 en el microscopio binocular la motilidad, vitalidad
espermatica, integridad de la membrana plasmatica (Host) y la
concentracion espermatica de acuerdo (WHO, 2021; Cabrera et al.,
2011).

Motilidad esperméatica
La motilidad espermatica se evalud en semen fresco y en semen
descongelado, colocando 10ul de la muestra espermatica en una lamina

porta objeto, temperada a 37°C y cubriéndola con una lamina cubre
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3.7.5.

3.7.6.

objeto. La muestra se observd al microscopio a 400X. Para determinar la
motilidad espermatica, se dio un valor de 0 a 100% el cual indica los
espermatozoides que presentan motilidad del total observado, se contd un

total de 400 espermatozoides por cada muestra (WHO, 2021)

Concentracién espermatica

Se utilizo la cdmara de neubauer improved bright-line, para la
dilucion se colocé en un tubo eppendorf de medida 1.5 ml, la cantidad de
950ul de agua destilada y 50ul de muestra espermatica esto nos dio una
dilucion 1:20. Luego, se pasa a homogenizar en el Vortex por 1 segundo,
para luego cargar 10ul de muestra diluida en la camara de Neubauer, por
capilaridad a las dos areas de conteo, se deja reposar 5 minutos y se

observa al microscopio a 400X, para conteo (WHO, 2021).

En cada area de la cAmara de neubauer se llegd a contar mas de
200 espermatozoides, el conteo se realizo en la cuadricula central, que
consta de 25 cuadrados grandes, estos cuadrados grandes se contd en
forma horizontal hasta llegar los 200 espermatozoides, como describe el
manual de laboratorio de la Organizacion Mundial de Saludad (WHO,
2021).

Para el célculo final de la concentracion espermatica, se utilizé la
formula siguiente: concentracion espermatica = (N° spz)/(N° de filas)) X
((1 fila)/(20 nl)) X factor de dilucion = C x 108 spz/ml.

Vitalidad espermatica

El proceso se inici6 en semen fresco y post descongelado,
colocando 5ul de semen, 5ul de Eosina al 2% (Minitube) y 10ul de
Nigrosina en un portaobjeto limpio. La mezcla de ambos se dispersa
realizando un frotis con una segunda lamina porta objeto a 37°C. Se deja

secar el frotis, y se observa al microscopio a 400X.

Los espermatozoides vivos presentan la cabeza clara, mientras
que los espermatozoides muertos dejan ingresar colorantes como la

Eosina y aparecen coloreados de rojo. Para determinar el porcentaje de
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espermatozoides vivos, se cuento méas de 400 espermatozoides, por cada
muestra analizada, para calcular el porcentaje de espermatozoides vivos

y muertos.

Figura 3

Método de frotis para la evaluacion de vitalidad espermatica.

Figura 4

Espermatozoide fijado en eosina al 2%. (A) espermatozoides vivos, (B)

espermatozoides muertos.
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3.7.7.

3.7.8.

3.7.9.

Integridad de membrana plasmatica del espermatozoide (HOST)
Para determinar la integridad de la membrana en semen fresco y
post descongelado, se cultivo en la cdmara de incubacion a 37°C, 5ul de
muestra y 45ul de solucion Host por el perdié de 30 minutos, trascurrido
este tiempo se observo en el microscopio binocular a 400X, la muestra

cultivada; se cont6 400 espermatozoides.

Los espermatozoides con la membrana plasmatica intacta se
observan con colas enrolladas (reaccion positiva), mientras que los
espermatozoides con colas estiradas indican que tienen algun dafio a nivel
de membrana (reaccion negativa). Para determinar los espermatozoides
con integridad de membrana, se cuentan 400 espermatozoides y se
calcula el porcentaje de espermatozoides con reaccion positiva y

negativa.

Congelacion del semen

Para realizar la criopreservacion de los gametos, se cultivo en
camara de incubacion a 37°C por 15 minutos en la fraccion (A) del
dilutor, trascurrido el tiempo se procede a juntar con la fraccion (B), en
las que contine los crioprotecteores GL, ET y DMSO al 7%, y se cultiva

en la refrigeradora a 4°C por 15 minutos.

Se utilizo las pajillas de 0.25 ml para cada tratamiento, sellados
con alcohol polivinilico y sumergidos a 4°C de agua. Las pajillas cargas
de semen se congelo directo en el tanque criogénico, con una curva de
descendencia de 7°C por minuto hasta llegar los -120°C, y finalmente se
sumergid a -196°C, las cuales fueron descongelados después de 7 dias.

Descongelacién del semen
Las pajillas se descongelaron en bafio maria a 37°C. Por 18

segundos, para su evaluacion microscépica.
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3.7.10. Evaluacion del semen descongelado
A las muestras descongeladas se evaluara por los parametros

como motilidad progresiva, vitalidad, e integridad de la membrana.
3.8. Técnicas y procesamiento de analisis de datos

3.8.1. Técnicay Procesamiento

Para datos numéricos se aplicd el test Shapiro Wilk, para observar
la distribucién normal y la homogeneidad de varianzas con el test Levene.
Para los datos porcentuales se transformaron mediante arco seno con la
formula Y = Arcsen V (% Germinacion/100), donde “x” representa el

valor porcentual (Cabrera et al., 2011).

Para determinar la existencia de diferencias estadisticas se utilizo
la prueba de analisis de varianza (ANOVA), asi como la prueba post test
de Tukey para determinar diferencias estadisticas entre grupos (Terreros
etal., 2015).

El test de Shapiro Wilk, se aplic6 a cada grupo, para observar si
el conjunto de datos procede de una poblacion normal, como se muestra

en las siguientes figuras.

Para el test de normalidad se tiene en consideracion, la hipotesis
nula (Ho) se acepta, si el P valor es mayor que alfa (nivel de
significancia), se concluye que los datos vienen de una distribucion

normal.

En caso contrario si el P valor es menor se acepta la hipdtesis
alterna (Ha), se concluye que los datos no vienen de una distribucién

normal.
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Figura 5

Test de normalidad para evaluacion espermatica en fresco.

Grifica de probabilidad de FRESCO
Normal - 95% de IC
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La muestra procede de una poblacion normal el P valor (0.392) es
mayor a alfa (0,05), no se rechaza la hipotesis nula (Ho), por lo tanto, la

variable “fresco” presenta un comportamiento normal o parametrico.
Figura 6

Test de normalidad para glicerol.
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La muestra procede de una poblacion normal el P valor (0.355) es
mayor a alfa (0,05), no se rechaza la hipotesis nula (Ho), por lo tanto, la

variable “glicerol” presenta un comportamiento normal o paramétrico.
Figura 7

Test de normalidad para etilenglicol.
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La muestra procede de una poblacion normal el P valor (0.158) es
mayor a alfa (0,05), no se rechaza la hipotesis nula (Ho), por lo tanto, la
variable “etilenglicol” presenta un comportamiento normal o

paramétrico.
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Figura 8

Test de normalidad para dimetilsulfoxido.

Grifica de probabilidad de Dimetilsul foxido
Normal - 95% de IC
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La muestra procede de una poblacion normal el P valor (0.189) es
mayor a alfa (0,05), no se rechaza la hipotesis nula (Ho), por lo tanto, la
variable “dimetilsulfoxido” presenta un comportamiento normal o

paramétrico.
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CAPITULO IV

DISCUSION DE RESULTADOS

4.1. Analisis de informacién

El andlisis estadistico fue realiz6 mediando el uso del programa Ry R
Studio version 4.2.1. en la cual se procesé los datos trasformados por el

arcoseno, ademas se determind el contrate de medias.
4.2. Resultados

Tabla 7

Caracteristicas seminales de espermatozoides de la cola del epididimo de 42

testiculos (promedios + desviacion estandar).

Variables Promedio D.S. Max Min
Peso del testiculo g 3.84 0.51 4.85 3.16
Concentracion 65.01 16.01 113.75 35.92
(10%/ml)

Motilidad fresca (%) 60.9 2.5 65 55
Vitalidad fresca (%)  64.5 3.2 69 59.73
Host fresco (%) 59.4 4.5 73 56

Los espermatozoides congelados con glicerol, presentaron mejor
motilidad post descongelado, frente a etilenglicol y dimetilsulfoxido, como se

muestra en la tabla 7.
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Tabla 8

Andlisis de varianza para motilidad de espermatozoides epididimarios

congelados de cuy.

Fuente GL Sum Sq Mean Sq Fvalue Pr(>F)
TRT 3 27844 9281 2063 <2e-16 ***
Residuals 80 360 4

Total 83 28204

Signif. codes: 0 ***'0.001 **'0.01 *'0.05".'0.1'"'1

En la tabla 8 se muestra que es altamente significativo 0 ***' a 5% de
probabilidad, por la prueba de F. Entonces se rechaza la hipotesis de nulidad,
el mismo que indica la existencia de del efecto significativo del factor

crioprotector, en la motilidad espermética post descongelado.

Tabla9

Efecto de los crioprotectores glicerol (GL), etilenglicol (EG) y dimetilsulféxido
(DMSQO), sobre la motilidad post descongelado en espermatozoides

epididimarios de cuy.

Motilidad pre Motilidad post descongelada
congelada
F% GL% ET% DMSO%
(n=21) (n=21) (n=21) (n=21)
51315 18.8£1.0° 11.7£1.7° 3.3+£35°

abyc Syperindices diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05)

Para la comparacion multiple entre medias, se utilizé la prueba de

Tukey, las medias que no comparten la letra son altamente significativos al 5%.
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Figura 9

Efecto de los crioprotectores (GL, ET y DMSO) sobre la motilidad

espermatica.
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Analisis de varianza para vitalidad de espermatozoides epididimarios

congelados de cuy.

Fuente GL Sum Sg Mean Sq Fvalue Pr(>F)
TRT 3 27368 9123 1426 <2e-16 ***
Residuals 80 512 6

Total 83 27880

Signif. codes: 0 ***'0.001 **'0.01 *'0.05".'0.1"'"'1

Se muestra en esta tabla que es altamente significativo al 5% a la prueba

de F, por lo tanto, se rechaza la hipdtesis nula en cuanto al efecto de los

crioprotectores en la vitalidad espermaética post descongelado.
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Tabla 11

Efecto de los crioprotectores glicerol (GL), etilenglicol (EG) y dimetilsulfoxido

(DMSO0), sobre la vitalidad post descongelado en espermatozoides de cuy.

Vitalidad pre Vitalidad post descongelado
congelado
F % GL% ET% DMSO%
(n=21) (n=21) (n=21) (n=21)
53.5+ 1.9 20.3+ 1.4% 14,7 +15° 57+4.2°

abyc syperindices diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05)

En la comparaciéon de medias por la prueba de Tukey, no comparten
una letra son significativamente diferentes, de los crioprotectores en la

vitalidad espermatica post descongelado.
Figura 10

Efecto de los crioprotectores (GL, ET y DMSO) sobre la vitalidad espermética.
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Tabla 12

Anélisis de varianza para integridad de la membrana de espermatozoides

epididimarios congelados de cuy.

Fuente GL Sum Sq Mean Sq Fvalue Pr(>F)
TRT 3 28907 9636 1062 <2e-16 ***
Residuals 80 726 7

Total 83 29633

Signif. codes: 0 ***'0.001 **'0.01 *'0.05".'0.1"''1

Se muestra en esta tabla 11 que diferencias significativas, frente a la
prueba de F, al 5%.

Tabla 13

Efecto de los crioprotectores glicerol (GL), etilenglicol (EG) y dimetilsulfoxido

(DMSO), sobre la Host post descongelado en espermatozoides de cuy.

Host pre congelado Host post descongelado
F% GL% ET% DMSQ0%
(n=21) (n=21) (n=21) (n=21)
50.5+2.7 176 £1.3° 8.2 +45P 26+2.7°

abyc Syperindices diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05)

En la comparacion de medias por la prueba de Tukey, para la integridad
de la membrana del espermatozoide, el crioprotector con mejor resultado fue

para el glicerol, frente al etilenglicol y dimetilsulféxido.
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Figura 11

Efecto de los crioprotectores (GL, ET y DMSO) sobre la membrana plasmética

de los espermatozoides.
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4.3. Discusion de resultados

Concentracién, motilidad y vitalidad espermatica

Cabezaetal., (2020), reporta en su trabajo de investigacion, después de
realizar la coleccion de semen por el método de electroeyaculacion la
concentracion espermatica de (47.33 x 108/ml), menor a la concentracion a lo
que reportamos (65.01 x 106/ml), esta diferencia quizas sea por la técnica de
obtener los espermatozoides. En cuanto a la motilidad y a espermatozoides
vivos reportaron (69.40%) y (72.65%) respectivamente, muy similar a los datos
reportados en este trabajo de investigacion como se muestra la motilidad media

de (60.9%), y espermatozoides vivos con (64.5%).

En la investigacion realizada por (Quishpe, 2021) reporta la
concentracion espermatica promedio de (149 x10%ml), esta concentracion
espermatica es mayor a lo que hallamos en este trabajo de investigacion (65.01
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x 10%/ml), a pesar de que ambos trabajos de investigacion realizaron con
espermatozoides provenientes de la cola del epididimo; en cambio para la
motilidad espermatica realizaron dos tratamientos T1 motilidad (43,48% ), T2
motilidad (46,3%) , estes valores son menor frente a este trabajo de
investigacion (60.9 + 2.5%), mientras que, (Montenegro, 2022) reporto la
concentracion espermatica de (76.5%)

Congelacion

Quishpe, (2021), reporto dos tratamientos en congelacidn de espermios
epididimarios con el dilutor comercial OPTIXCELL, obteniendo T1 la
motilidad media de (15.8%) y enel T2 (14.42 %), las cuales fueron ligeramente
superior a los resultados de nuestro trabajo de investigacién con el tratamiento

(gliceral).
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CONCLUSIONES

» En el trabajo de investigacion, se determind la concentracion
espermatica de espermatozoides epididimarios, de cuy (Cavia

purcellus), obteniendo el resultado promedio (65.01 x 10%/ml).

» Serealizo, la criopreservacion de espermatozoides de cuy, provenientes
de la cola del epididimo, con el tratamiento de tres crioprotectores,
como son: Glicerol, etilenglicol y dimetilsulfoxido, evaluando las
variables independientes como motilidad, vitalidad (vivos y muertos) y

la integridad de la membrana plasmatica (Host test) post congelado.

» En los tratamientos ejecutados en la criopreservacion de
espermatozoides epididimarios, fue mejor con diferencia significativa
para el crioprotector glicerol, tanto en la motilidad esperméatica como
en vitalidad e integridad de la membrana plasmatica del
espermatozoide. En segundo lugar, es para el crioprotector etilenglicol
con baja tasa de sobrevivencia de los espermatozoides post
descongelado, y por altimo el crioprotector dimetilsulfoxido, tiene muy

poca tasa de sobrevivencia de los espermatozoides.
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RECOMENDACIONES
» Se recomienda realizar mas trabajos de investigacion, en criobiologia
de gametos masculinos del cuy (Cavia purcellus).

» Se debe de trabajar con los crioprotectores penetrantes y no penetrantes

a la membrana celular, en diferentes porcentajes.

» Se recomienda continuar, con los trabajos de investigacién en
criopreservacion de semen de cuy, porque es una buena alternativa para

diseminar el material genético en corto tiempo.
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APENDICE

MATRIZ DE CONSISTENCIA
INDICADORES/
PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES DIIMENSIONE | METODO
S
Obijetivo general: Variable Tipo de investigacion: Experimental

(Efecto de tres crioprotectores (glicerol,
dimetilsulfoxido, etilenglicol) en la
criopreservacion  de  espermatozoides
epididimarios de Cuy (Cavia porcellus)?

Problema general:

¢Cual es el efecto de tres crioprotectores en
la criopreservacion de espermatozoides
epididimarios de Cuy (Cavia porcellus)?

Problema especifico:

» ;Cudl es el efecto del glicerol en la
criopreservacion de espermatozoides
epididimarios de Cuy (Cavia
porcellus)?

» ¢Cudl es el efecto del etilenglicol en la
criopreservacion de espermatozoides

Evaluar el efecto de tres
crioprotectores en la
criopreservacion de
espermatozoides
epididimarios de cuy
(Cavia porcellus).

Objetivos especificos:

» Determinar la
motilidad post
descongelado de
espermatozoides
epididimarios de cuy
(Cavia porcellus).

» Determinar la
viabilidad post
descongelado de
espermatozoides

Hipétesis nula

Los tres
crioprotectores
no tienen
diferentes
efectos sobre la
criopreservacion
de
espermatozoides
epididimarios de
cuy (cavia
porcellus).

Hipotesis
alterna

Independiente

Crioprotectores
(glicerol,
dimetilsulféxido y
etilenglicol).

Variable
Dependiente

» Motilidad.

> Vitalidad.

> 7% de
glicerol.

> 7% de
dimetilsulfoxido.

> 7% de
etilenglico.l

Nivel de Investigacion: Aplicativo.
Método de Investigacion

Método cientifico

Disefio de investigacion

Para la presente investigacion se plante6 3
tratamientos:

T1 = Glicerol (GL) al 7%.
T2= Etilenglicol (EG) al 7%.
T3= Dimetilsulféxido (DMSO) al 7%.

Se utiliz6 el modelo aditivo lineal, disefio
completamente al azar DCA para cada uno de
los tratamientos, puesto que cada variable en
estudio es independiente.
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epididimarios de Cuy (Cavia
porcellus)?

¢ Cual es el efecto del dimetilsulféxido
en la criopreservacién de
espermatozoides epididimarios de Cuy
(Cavia porcellus)?

>

epididimarios de cuy
(Cavia porcellus).

Determinar la
integridad de la
membrana post
descongelado de
espermatozoides
epididimarios de cuy
(Cavia porcellus).

Los tres
crioprotectores
tienen diferentes
efectos sobre la
criopreservacion
de
espermatozoides
epididimarios de
cuy (cavia
porcellus)

>

Integridad de
la membrana.

El modelo aditivo lineal utilizado, es el
siguiente:

Yij=p+ai+Ej

Donde:

Yij =Esel efecto del crioprotector.

p = Efecto de la media general de la variable
en estudio

ai  =Efecto del i-ésimo tratamiento

Eij =Error experimental de cada uno de los
tratamientos.

Poblacion:

Se trabajo con 42 colas del epididimo,
procedentes de 21 cabezas de cuy sacrificados
entre 10 a 12 semanas de edad, con peso no
menor a 900 gramos.

Muestra:

No probabilistico por conveniencia de acuerdo
al caracter de estudio que tiene el presente
trabajo.
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Tabla 14

Concentracion espermatica de espermatozoides epididimarios de cuy.

FRESCO
Muestra Di\I{J(::Ifor Peso del | Concentracion
testiculo | epz 106/ml

M1 15 4,79 113,75
M2 1,5 4,85 80,01
M3 1,5 3,72 63,45
M4 15 3,77 95,67
M5 1,5 3,21 61,75
M6 1,5 3,22 54,89
M7 1,5 3,16 64,7
M8 1,5 3,18 51,17
M9 1,5 3,48 63,45
M10 1,5 3,52 48,99
M11 1,5 3,55 64,555
M12 1,5 3,57 57,89
M13 1,5 4,33 67,95
M14 15 4,39 63,45
M15 1,5 3,92 35,92
M16 1,5 3,89 63,44
M17 1,5 3,86 61,78
M18 1,5 3,82 63,45
M19 1,5 3,96 60,55
M20 1,5 3,91 57,89
M21 15 4,59 70,59

Promedio 3,84 65,01

D.S. 0,5 16,0
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Tabla 15

Datos obtenidos en fresco y post congelado de la motilidad espermatica en

porcentaje.
MOTILIDAD IDIVIDUAL PROGRESIVA
Fresco Mot. Glicerol Etilenglicol Dimetilsulfoxido
Mot % | No Mot % | Mot % | No Mot % | Mot % | No Mot % | Mot % | No Mot %
60 40 11 89 5 95 1 99
55 45 10 90 4 96 0 100
62 38 11 89 5 95 0 100
58 42 10 90 2 98 1 99
63 37 10 90 4 96 1 99
60 40 10 90 4 96 1 99
61 39 11 89 4 96 0 100
58 42 10 90 4 96 1 99
57 43 11 89 2 98 0 100
63 37 9 91 5 95 2 98
62 38 8 92 3 97 3 97
64 36 9 91 4 96 1 99
61 39 9 91 4 96 1 99
60 40 12 88 4 96 2 98
60 40 10 90 5 95 1 99
60 40 9 91 3 97 4 96
62 38 11 89 5 95 3 97
65 35 10 90 6 94 1 99
64 36 9 91 6 94 1 99
62 38 9 91 3 97 0 100
63 37 8 92 3 97 1 99
60,94 9,79 3,94 1,21
2,5 1,0 11 1,0
Tabla 16

Datos obtenidos en fresco y post congelado de vitalidad espermatica en porcentaje.

VITALIDAD
Fresco Glicerol Etilenglicol Dimetilsulfoxido
Vivos | Muertos | Vivos | Muertos | Vivos | Muertos | Vivos | Muertos
65 35 13 87 7 93 1 99
64 36 12 88 8 92 2 98
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66 34 13 87 6 94 1 99
60 40 15 85 6 94 2 98
67 33 14 86 9 91 6 94
62 38 11 89 5 95 3 97
69 31 13 87 6 94 2 98
60 40 11 89 5 95 4 96
62 38 10 90 6 94 3 97
64 36 13 87 8 92 5 95
65 35 13 87 6 94 2 98
68 32 10 90 6 94 3 97
63 37 11 89 7 93 2 98
60 40 10 90 4 96 6 94
65 35 12 88 5 95 3 97
64 36 11 89 7 93 4 96
64 36 12 88 5 95 3 97
68 32 12 88 6 94 5 95
68 32 16 84 9 91 3 97
69 31 11 89 7 93 5 95
65 35 12 88 6 94 4 96
64,64 12,11 6,43 3,29
2,9 1,6 1,3 15
Tabla 17

Datos obtenidos en fresco y post congelado de la integridad de la membrana del

espermatica en porcentaje.

HOST
Fresco Host Glicerol Etilenglicol Dimetilsulfoxido
Host + Host - Host + Host - Host + Host - Host + Host -
61 39 9 91 5 95 0 100
59 41 11 89 2 98 0 100
59 41 9 91 3 97 1 99
60 40 10 90 1 99 2 98
58 42 9 91 2 98 1 99
58 42 10 90 2 98 2 98
58 42 9 91 2 98 1 99
57 43 11 89 5 95 1 99
60 40 10 90 1 99 4 96
61 39 12 88 3 97 2 98
57 43 11 89 1 99 3 97
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56 44 10 90 4 96 1 99
57 43 8 92 2 98 2 98
60 40 13 87 6 94 2 98
56 44 8 92 5 95 2 98
56 44 11 89 1 99 3 97
63 37 11 89 4 96 3 97
56 44 12 88 3 97 1 99
58 42 12 88 3 97 1 99
62 38 10 90 2 98 0 100
58 42 12 88 4 96 1 99

58,56 10,38 2,90 1,60
2,0 14 15 1,0

Tabla 18

Datos trasformados a arcoseno en fresco y post congelado de motilidad espermatica.

MOTILIDAD IDIVIDUAL PROGRESIVA

Fresco Mot. Glicerol Etilenglicol Dimetilsulfoxido
Mot % | Arcoseno | Mot % | Arcoseno | Mot % | Arcoseno | Mot % | Arcoseno
60 50,77 11 19,37 5 13,41 1 5,74
55 47,87 10 18,48 4 10,87 0 2,83
62 51,94 11 19,27 S 12,84 0 3,96
58 49,60 10 18,43 2 8,13 1 5,74
63 52,53 10 18,15 4 10,80 1 4,96
60 50,77 10 18,15 4 10,80 1 4,96
61 51,35 11 19,37 4 10,87 0 0,00
58 49,60 10 18,15 4 10,87 1 5,74
57 49,02 11 19,47 2 8,13 0 0,00
63 52,53 9 17,46 5 12,31 2 8,13
62 51,94 8 16,43 3 9,97 3 9,97
64 53,13 9 17,46 4 11,40 1 5,74
61 51,35 9 17,46 4 11,64 1 5,74
60 50,64 12 19,95 4 12,12 2 8,13
60 50,77 10 18,15 3 12,49 1 5,74
60 50,77 9 17,46 3 9,97 4 11,54
62 51,94 11 19,37 5 13,38 3 9,97
65 53,73 10 18,43 6 14,18 1 6,25
64 53,13 9 17,46 6 13,83 1 4,14
62 51,94 9 17,46 3 9,97 0 3,62
63 52,53 8 16,43 3 9,97 1 6,10
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Tabla 19

Datos trasformados a arcoseno en fresco y post congelado de vitalidad espermatica.

VITALIDAD
Fresco Glicerol Etilenglicol Dimetilsulfoxido
Vivos | Arcoseno | Vivos | Arcoseno | Vivos | Arcoseno | Vivos | Arcoseno
65 53,73 13 21,13 7 15,34 1 5,74
64 53,13 12 20,27 8 16,43 2 8,13
66 54,33 13 21,13 6 14,18 1 5,74
60 50,61 15 22,79 6 14,29 2 8,13
67 54,94 14 21,97 9 17,46 6 14,18
62 51,94 11 19,37 S 12,92 3 9,97
69 56,17 13 21,13 6 14,18 2 8,13
60 50,77 11 19,37 S 12,92 4 11,54
62 51,94 10 18,43 6 14,18 3 9,97
64 53,13 13 20,89 8 16,43 S 12,92
65 53,73 13 21,13 6 14,48 2 8,13
68 55,565 10 18,76 6 14,18 3 9,97
63 52,53 11 19,37 7 15,34 2 8,13
60 50,64 10 18,18 4 12,12 6 14,18
65 53,73 12 19,86 5 12,92 3 9,97
64 53,13 11 19,37 7 15,34 4 11,54
64 53,13 12 20,56 S 12,92 3 9,97
68 55,55 12 20,27 6 14,18 5 12,92
68 55,55 16 23,58 9 17,46 3 9,97
69 56,17 11 19,37 l 15,34 S 12,92
65 53,73 12 19,95 6 14,63 4 11,54
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Tabla 20

Datos trasformados a arcoseno en fresco y post congelado de Host - test.

HOST
Fresco Host Glicerol Etilenglicol Dimetilsulfoxido
Host + | Arcoseno | Host+ | Arcoseno | Host + | Arcoseno | Host + | Arcoseno
61 51,35 9 17,46 5 12,92 0 0,00
59 50,18 11 19,47 2 8,13 0 2,83
59 50,18 9 17,46 3 9,97 1 5,74
60 50,61 10 18,43 1 5,74 2 8,13
58 49,60 9 17,46 2 8,13 1 4,96
58 49,60 10 18,15 2 8,13 2 8,13
58 49,80 9 17,46 2 8,13 1 5,74
57 49,02 11 19,47 5 12,92 1 5,74
60 50,77 10 18,43 1 5,74 4 11,54
61 51,35 12 20,27 3 9,97 2 8,13
o7 49,02 11 19,47 1 5,74 3 9,97
56 48,45 10 18,43 4 11,54 1 5,74
o7 49,02 8 16,43 2 8,13 2 8,13
60 50,64 13 21,13 6 14,18 2 8,13
o6 48,45 8 16,43 5 12,92 2 8,13
56 48,45 11 19,37 1 5,74 3 9,97
63 52,53 11 19,37 4 11,54 3 9,97
56 48,45 12 20,27 3 9,97 1 5,74
58 49,60 12 20,27 3 9,97 1 5,74
62 51,94 10 18,43 2 8,13 0 3,62
58 49,60 12 20,27 4 11,54 1 6,10

64



PANEL FOTOGRAFICO

Figura 12

Control de peso de testiculos de cuy.

Figura 13

Solucién madre més crioprotectores.
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Figura 14

Evaluacién microscopica de espermatozoides epididimarios de cuy.

Figura 15

Concentracion espermatica con la camara de neubauer improved.
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Figura 16

Empajillado de las muestras en cada tratamiento.

Figura 17

Proceso de congelacion y almacenamiento de las muestras congeladas.
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