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Resumen
En el presente estudio se evalud el efecto de dos protocolos de congelacion de
espermatozoides epididimarios de cuyes sobre las caracteristicas espermaticas post-
descongelacion. Para ello, de un total de veinte y dos cobayos, fueron recolectados cuarenta
y cuatro testiculos de un matadero local. Los espermatozoides se recuperaron mediante flujo
retrégrado de la cola del epididimo, usando 1 mL de medio TCG-YH (tris, &cido citrico,
glucosa, 20% [v/v] yema de huevo). Las muestras fueron refrigeradas durante 60 minutos a
5°C, cargadas en pajuelas de 0,25 mly congeladas con TCG-YH y 5% de glicerol usando dos
protocolos de congelacion: 1) Protocolo convencional (CC) usando doble rampas de
congelacion (24 y 10 cm sobre el nivel de nitrdgeno liquido por tres y dos minutos
respectivamente) en una caja de poliestireno, y 2) Protocolo con velocidades de enfriamiento
programadas (CP) usando un congelador automatico. Los datos se analizaron mediante
analisis de varianza usando el modelo lineal general y las medias se compararon con la
prueba de los minimos cuadrados. Los parametros cinéticos disminuyeron drasticamente
luego de la congelacién y descongelacion. La mayoria de parametros cinéticos y el porcentaje
de espermatozoides con membrana plasmatica y acrosomal intacta fueron mayores (P < 0,05)
con el protocolo CC que con el protocolo CP. Sin embargo, el porcentaje de fragmentacion
del ADN espermatico post-descongelacion no varié entre tratamientos (P > 0,05). En
conclusion, la congelacidn de muestras espermaticas epididimarias de cobayo con el
procedimiento convencional resultdé en mejor calidad espermatica que la obtenida con la

congelacion programada.

Palabras clave: cuy, espermatozoides, epididimo, yema de huevo, criopreservacion
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Abstract

The current study evaluated the effect of two freezing protocols in guinea pig epididymal
spermatozoa on post-thaw sperm characteristics. For this purpose, from a total of twenty-two
guinea pigs, forty-four testes were collected from a local slaughterhouse. Spermatozoa were
recovered by retrograde flushing from the epididymal tail using 1 mL of TCG-YH medium (tris,
citric acid, glucose 20% [v/v] egg yolk). Samples were refrigerated for 60 min at 5°C, loaded
into 0.25 mL straws and frozen in TCG-YH and 5% glycerol using two freezing protocols: 1)
Conventional protocol (CC) using double freezing ramps (24 and 10 cm above the liquid
nitrogen level for 3 and 2 min respectively) in a polystyrene box, and 2) Protocol with
programmed cooling rates (CP) using an automatic freezer. Data were analyzed by analysis
of variance using the general linear model and means were compared with the least squares
test. Kinetic parameters decreased drastically after freezing and thawing. Most kinetic
parameters and the percentage of spermatozoa with intact plasma and acrosomal membrane
were greater (P < 0,05) with the CC than with the CP protocol. However, the percentage of
post-thaw sperm DNA fragmentation did not vary between treatments (P > 0,05). In
conclusion, freezing guinea pig epididymal sperm samples with the conventional procedure

resulted in better sperm quality than that attained with programmed freezing.

Keywords: guinea pig, sperm, epididymal, egg yolk, cryopreservation
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ADN: Acido desoxirribonucleico

Lista de abreviaturas

ALH: Amplitud de desplazamiento lateral de la cabeza

ALP: Fosfatasa alcalina

AST: Aspartato animo transferasa

ATP: Adenosin trifosfato

BCF: Frecuencia de batido del flagelo

CASA: Computer assisted sperm analysis

CC: Congelacion convencional

CP: Congelacion con velocidades de enfriamiento programadas

DPDA: Espermatozoide con membrana plasmatica dafiada y acrosoma dafado
DPIA: Espermatozoides con membrana plasmatica daflada y acrosoma intacto
FITC: Isotiocianato de fluoresceina

FSH: Hormona foliculo estimulante

HOST: Test hiposmatico

IMA: Integridad membrana acrosomal

IMP: Integridad membrana plasmatica

IPDA: Espermatozoides con membrana plasmética intacta y acrosoma dafiado
IPIA: Espermatozoides con membrana plasmatica intacta y acrosoma intacto
ISAS: Integrated sperm analysis system

LDH: Lactato deshidrogenasa

LIN: Linealidad

MT: Motilidad total

MP: Motilidad progresiva
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NL2: Nitrégeno liquido

ORT: Test de resistencia osmotica

PE: Ficoeritrina

PI: loduro de propidio

PNA: Peanut agglutinin

ROS: Especies reactivas de oxigeno
SCD: Dispersion de cromatina esperméatica
STR: Rectitud

TCF: Tris, acido citrico y fructosa

TCG: Tris, &cido citrico y glucosa

VAP: Velocidad promedio

VCL: Velocidad curvilinea

VCL-R: Velocidad curvilinea progresiva
VSL: Velocidad rectilinea

VSL-R: Velocidad rectilinea progresiva
YH: Yema de huevo

WOB: Oscilacion
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Capitulo 1

Introduccién
Los cobayos (Cavia porcellus) son mamiferos roedores que habitan paises andinos como
Ecuador, Peru, Colombia y Bolivia. Es una especie que puede encontrarse tanto en regiones
costefias, en zonas llaneras y en alturas de hasta 4.500 msnm debido a que posee una
excelente capacidad de adaptacion (Zaldivar & FAO, 1997). Es una especie que se alimenta
principalmente de forrajes de los cuales aprovecha eficientemente sus nutrientes (Andrade-
Yucailla et al., 2016).

La crianza del cuy en zonas de Latinoamérica se ha desarrollado principalmente con sistemas
familiares, destinados a cubrir necesidades de alimentacion diaria. Estos sistemas suelen
presentar porcentajes bajos de productividad debido a las elevadas tasas de mortalidad y
morbilidad (Ramirez-Navarro & Cardenas, 2019). En Ecuador en el afio 2019, el censo
agropecuario determing la existencia de 5’067.049 cobayos, de los cuales el 97% se criaban

con sistemas tradicionales y familiares (MINAGRI, 2019).

El principal beneficio de la produccién de cobayos radica en la alta calidad proteica de su
carne, ademas su ingesta contribuye a la seguridad alimentaria y provee de recursos
econdmicos a la poblacion (Lammers, Carlson, Zdorkowski, & Honeyman, 2009; Ngoula et
al., 2017). En el afio 2018 en Ecuador se registr6 un consumo per-capita de 16,90 kg/afio en

el area rural y 8,52 kg/afio en el area urbana (Calvopifia, 2018).

La criopreservacion ofrece una alternativa reproductiva destinada a la conservacion de semen
de reproductores con el objetivo de perpetuar la especie e incluso transportar dicho material
hacia lugares lejanos para ejecutar programas de crianza o experimentacion (Bonaura,
Nufiez, Garcia, Tittarelli, & Stornelli, 2013; Chango, 2014). En cobayos, la criopreservacion
de espermatozoides epididimarios no ha logrado resultados efectivos con protocolos
convencionales, por lo que seria necesario implementar protocolos de otras especies para

incluirlos en los cobayos.

Recientemente se reportd la criopreservacion de espermatozoides epididimarios de cobayos
(Galarza et al., 2023). En ese estudio se probaron dos diluyentes sintéticos elaborados a base
de tris, &cido citrico y glucosa (TCG) o fructosa (TCF), suplementados con 20 % de yema de
huevo y 5 % de glicerol. Aunque se considero exitosa la criopreservacion de espermatozoides
de cobayo, reportado por primera vez en forma detallada, la calidad espermética luego de la
congelacion y descongelacién fue considerablemente menor a la alcanzada en un familiar

silvestre del cobayo (Galea spixii; Silva et al., 2018; Moreira et al., 2021).
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La criopreservacion de espermatozoides de cobayos no demostré resultados favorables en
la supervivencia celular, lo cual fue atribuido a una velocidad de enfriamiento inicial
demasiado elevada, seguidas de una disminucion de la misma (Galarza et al., 2023). Esto
probablemente generd una ineficiente deshidratacion celular y la produccion de cristales
intracelulares letales. Galarza et al., (2019) demostraron que la implementacion de
velocidades bajas de enfriamiento inicial (4 o 5 °C/min) continuadas de velocidades de
enfriamiento mas altas (25 a 60°C/min) después de la nucleacion de hielo, brindaron mejores
resultados de supervivencia esperméatica en carneros, ya que existié una menor exposicion a
soluciones hipertonicas extracelulares, permitiendo alcanzar la transicion vitrea de forma mas
rapida (Woelders & Chaveiro, 2004).

Teniendo en cuenta lo antes mencionado, se hipotetizé que probar un protocolo de
congelacion que utilice una velocidad inicial de enfriamiento hasta la nucleacion mas lenta,
podria resultar en una calidad espermética mayor que la obtenida en un estudio previo
(Galarza et al.,, 2023). Por tal motivo, el presente estudio tuvo como propésito la
criopreservacion de espermatozoides epididimarios de cobayo mediante la aplicacion de dos
protocolos de congelacién en el Laboratorio de Biotecnologia de Reproduccién Animal de la

Universidad de Cuenca.
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Objetivos
Objetivo general

Evaluar el efecto de dos protocolos de congelacién de espermatozoides epididimarios de

cobayo sobre las caracteristicas espermaticas post-descongelacion.

Objetivos especificos

a. Determinar el efecto de dos protocolos de congelacién sobre las caracteristicas
cinéticas e integridad de las membranas esperméticas post-descongelacion.

b. Evaluar el efecto de dos protocolos de congelacion sobre la tasa de fragmentacién de
ADN post-descongelacion.

Calder6n Guaman David Fernando - Pintado Sangurima Sandro Rubén
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Capitulo 2

Revision de literatura
2.1 Anatomia del aparato reproductor del cobayo

El sistema reproductivo del macho esta conformado por el pene, gonadas, conductos y
glandulas sexuales accesorias. Su principal funcién es la formacién y transporte de
espermatozoides para lograr la fecundacion en el sistema reproductor de la hembra (Lépez

Garcia, Urbano Felices, & Cardenas Povedano, 2012).

Epididimo

Figura 1. Aparato reproductor del cuy

Fuente: (Pinduisaca, 2018)

2.1.1. Pene

El pene corresponde al érgano copulador del cobayo que permite la liberacion de semen y
orina al exterior. Posee 4 cm de largo desde su raiz y 5 mm de ancho en promedio (Aragon
Cruz, 2019). Se encuentra ubicado a nivel de la sinfisis pubica y esta constituido por el glande,

la porcion intermedia y la raiz.

El glande (Glans penis) posee forma cilindrica y mide 16 mm de longitud y 6 mm de diametro
aproximadamente (Marquez, Valencia, Chauca, & Verde, 2019). En su interior aloja al hueso
0s penis el cual le confiere rigidez al pene durante la cOpula, también posee una saculacion
llamada saco intromitente caracteristico de la especie (Almeida Herdoiza, 2016; Pinduisaca,
2018). Dentro de la saculacién se encuentran las espiculas peneanas que se definen como
estructuras queratinizadas que se dirigen hacia el frente y hacia arriba y sobresalen durante
la ereccion del pene, su funcionalidad no esta definida del todo pero se cree que estarian
involucradas a favorecer el orgasmo de la hembra (Almeida Herdoiza, 2016; Aragon Cruz,
2019).

Calder6n Guaman David Fernando - Pintado Sangurima Sandro Rubén
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La porcion intermedia del pene esta formada por los cuerpos cavernosos, los mismos que
dan volumen al pene durante la excitaciéon ya que se llenan de sangre. Por Ultimo, la raiz del

pene lo mantiene unido a la pelvis (Aragon Cruz, 2019; Lopez Garcia et al., 2012).

2.1.2. Testiculos

Los testiculos de los cobayos tienen forma ovoide y miden 22 mm de largo y 18 mm de ancho
aproximadamente, su peso varia entre 2.5 y 3 gramos (Hidalgo & Montes, 1995). Estan
ubicados lateralmente a la vejiga urinaria y normalmente se encuentran retraidos dentro del
canal inguinal (Florin, 2015). Durante la monta, en la fase de excitacion del cobayo, las
gOnadas se desplazan a través de los canales inguinales hacia un saco ciego, constituido por
tejido subcutaneo y piel del area, todo esto gracias al misculo cremaster (Caguano Cevallos
& Corrales, Travez, 2012).

Las gonadas se encuentran recubiertas por la tanica vaginal y la tinica albuginea. De la tunica
vaginal se originan la capa visceral que se encarga de cubrir a los testiculos y epididimos, se
encuentra formada por mesotelio y tejido conectivo, el mismo que se une a la tlnica
albuginea, y la capa parietal la cual permanece unida al escroto cuando se realiza la
orquiectomia (Dellmann, 1994). Por su parte, la tlnica albuginea presenta un color
blanquecino, es de apariencia solida, irregular e inextensible, contiene fibras de colageno,
fibras elasticas, fibroblastos y una porcion vascular. De ella emergen trabéculas hacia el
mediastino testicular y dividen el parénquima testicular en lobulillos, los cuales contienen de
uno a cuatro tubulos seminiferos contorneados rodeados de tejido laxo y fibras reticulares
(Rodriguez, Madrid, Urdaneta, Aranguren, & Quintero, 2000).

Los tabulos seminiferos corresponden a la porcién exocrina del testiculo ya que producen
espermatozoides. Son conductos sinuosos que se unen a la salida de cada lobulillo y forman
los tabulos rectos que a su vez conforman la rete testis. De la rete testis se contindan los
conductos eferentes que convergen en la porcion dorsal del mediastino para luego llegar a la
cabeza del epididimo (Rodriguez et al., 2000). En el epitelio estratificado seminifero se ubican
las células de Sertoli y las células germinales como las espermatogonias, espermatocitos y
espermatidas (Bacha & Bacha, 2012; Dellmann, 1994). Las células mioides peritubulares
(MPT) se ubican adyacentes a los tlbulos y las células de Leydig estan en el espacio inter-
tubular o intersticio (Lee & Cheng, 2008; Qing et al., 2018).

2.1.3. Epididimo

El epididimo es un conducto largo y enrollado que tiene como principales funciones la
maduracién, almacenamiento y transporte de los espermatozoides. El epididimo consta de

tres segmentos; cabeza, cuerpo y cola. La cabeza del epididimo nace en el hilio del testiculo

Calder6n Guaman David Fernando - Pintado Sangurima Sandro Rubén



UCUENCA 17

y se proyecta caudalmente formando el cuerpo, que se adhiere al cuerpo dorsal del testiculo
para luego formar la cola del epididimo, que tiene la forma de un cono truncado de donde
sale el conducto deferente y en cuya porcion mas externa se inserta el musculo cremaster
externo (Zufiiga & Quisiyupanqui, 1995).

En la cabeza y cuerpo del epididimo se lleva a cabo la maduracién de los espermatozoides,
los cuales posteriormente se almacenan en la cola, alcanzando un 75 % de espermatozoides
en esta porcion (Pino, 2014). Durante el paso de los espermatozoides por el epididimo, estos
adquieren motilidad y sus receptores de superficie logran activarse (Zufiga & Quisiyupanqui,
1995). Los espermatozoides al entrar a la cola del epididimo, presentan la mayor capacidad
fecundante (Pino, 2014).

A nivel celular, el epididimo esta constituido por las células basales y apicales, encargadas
de realizar el proceso de pinocitosis y fagocitosis de solutos, proteinas y glicoproteinas,
elementos de pequefio tamafio que se encuentran contenidos en el liquido seminal
(Schimming & Domeniconi, 2013). La reabsorcion de fluidos y solutos se da principalmente

en la cabeza del epididimo (Ortiz, 2000).

2.1.4. Conductos deferentes

Los conductos deferentes corresponden a estructuras tubulares que comunican la cola del
epididimo con la uretra. Tiene como principal funcion el desplazamiento de los
espermatozoides hasta la desembocadura de la uretra (Chango, 2014; Solis & Chavez, 2015).
Sus dimensiones varian, en su inicio poseen un diametro de 0,1 mm y conforme avanzan en
edad llegan a tener un diametro de 0,25 mm en su porcion final (Almeida Herdoiza, 2016;
Aragon Cruz, 2019).

2.1.5. Uretra

La uretra cumple con dos funciones principales, el transporte y excrecidn de orinay de semen
del cobayo. En cobayos adultos este conducto puede encontrarse obstruido debido a la
sedimentacion de las secreciones seminales (Chango, 2014; Pinduisaca, 2018; Tapia & Tello,
2016).

2.1.6. Glandulas sexuales accesorias

Las glandulas accesorias sintetizan sustancias serosas y mucosas que nutren y activan a los
espermatozoides, asimismo limpian el canal uretral previo a la eyaculacion. Las principales
glandulas en los cobayos son las vesiculas seminales, la préstata, coagulantes y

bulbouretrales.

Calder6n Guaman David Fernando - Pintado Sangurima Sandro Rubén



UCUENCA 18

2.1.6.1. Vesiculas seminales

Corresponden a dos sacos vermiformes de superficie lisa y de color transparente, tienen 12
cm de largo y 0,6 cm de diametro. Su funcién principal es proveer al semen de la parte liquida
(Aragon Cruz, 2019; Solis & Chéavez, 2015). Su secrecidn esta compuesta por 4 fracciones,
una soluble, otra que contiene la proteina coagulante y las dos ultimas son secreciones del

epitelio de las vesiculas (Aragon Cruz, 2019).

2.1.6.2. Proéstata

Es una estructura bilobulada de tejido glandular que libera liquido prostatico que nutre y
protege a los espermatozoides. Cada I6bulo tiene entre 8 y 10 conductos excretores que
desembocan en las vesiculas seminales y conductos deferentes. Llega a medir 1,9 cm de
largo y su ancho de 0,9 al,5 cm (Aragon Cruz, 2019; Almeida Herdoiza, 2016). Su secrecion
esta compuesta por acido citrico y fosfatasas acidas que le confieren su pH de 6,5, ademas

posee zinc, magnesio y calcio (Aragon Cruz, 2019; Tapia & Tello, 2016).

2.1.6.3. Glandulas coagulantes

Son glandulas de forma piramidal lobulada, se sitian en ambos lados de la linea media y
poseen una coloracion marron. Estdn en estrecha comunicacion con las glandulas
vesiculares, ya que éstas facilitan la formacién del tapén vaginal post coito y evitan el reflujo
(Aucapifia & Marin, 2016).

2.1.6.4. Glandulas bulbouretrales
Son estructuras de forma oval con 0,8 cm de largo y 0,5 cm de ancho que producen una
secrecién de aspecto claro que facilita la movilidad espermatica y que ademas se encarga de

limpiar la uretra ya que neutraliza la orina (Martin, 2004).

2.2. Fisiologia reproductiva del cobayo

Al llegar a la madurez sexual los cobayos tienen la capacidad de cubrir a las hembras y de
producir un eyaculado de buena calidad. Aproximadamente el 70% de espermatozoides
permanecen en el tapén vaginal, el 30% restante se dirige hacia el Gtero, en donde se
mantienen hasta la ovulacion y posterior fecundacion de los ovocitos (Almeida Herdoiza,
2016).

2.2.1. Espermatogénesis
Es un evento que ocurre en los tibulos seminiferos (Figura 2) en el cual las espermatogonias,

se transforman en espermatozoides, reduciendo a la mitad su nadmero de cromosomas
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(Almeda, 2001). Se encuentra controlado por el eje hipdfisis-hipotalamo-gonadas (Franco &
Uribe, 2012), su inicio esta estimulado por la hormona foliculo estimulante (FSH) y se da en
los tubulos seminiferos (Simdes et al., 2016) y su duracion en cobayos es aproximadamente
de 34 dias en donde hay 4 ciclos de 8,5 dias (Hajihoseini, Vahdati, Hosseini, Mehrabani, &
Tamadon, 2017).

Comprende una division mitdtica y dos divisiones meibticas que se dan en las células
precursoras de los espermatozoides y consta de 3 etapas; el estadio de proliferacién de
espermatogonias, la diferenciacion de espermatogonias en espermatocitos primarios, y la
multiplicacion de estos mediante dos divisiones meidticas sucesivas, dejando como resultado
las espermatidas.

Cada espermatogonia tiene la capacidad de dar origen a cuatro espermatocitos primarios los
cuales se mantienen unidos por puentes citoplasmaticos y comunicados con las células de
Sertoli para su nutricion. Posteriormente mediante la primera meiosis se forman los
espermatocitos secundarios con la mitad de cromosomas, continuando asi con la segunda

division meiédtica en la cual se obtienen las espermatidas (Pinduisaca, 2018).
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Figura 2. Esquema celular del tibulo seminifero

Fuente: Qing et al., (2018)

Una vez que las esperméatidas se encuentran formadas, se inicia la etapa de espermiogénesis
(Figura 3), en donde las células resultantes experimentan una fase de transformacién que las

convierte en espermatozoides, proceso inducido por las células de Sertoli y caracterizado por
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cuatro fases de transformacion: fase de Golgi, capuchén, acrosomal y de maduracién
(Olivera, Ruiz, Tarazona, & Giraldo, 2006). Este proceso implica la pérdida y alargamiento de
gran parte del citoplasma, la migracion de las mitocondrias hacia la pieza intermedia y la

formacion del flagelo.
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Figura 3. Espermiogénesis en mamiferos

Fuente: Gilbert (2005)

Finalmente ocurre la liberacion de los espermatozoides desde las células de Sertoli hacia la
luz de los tubulos seminiferos (Cabeza, 2019) proceso denominado como espermiacion y que
mediante movimientos peristalticos, los espermatozoides son desplazados desde la rete
testis hasta los conductos eferentes y posteriormente hacia la cola del epididimo en donde se

almacenaréan (Olivera et al., 2006).

2.3. Caracteristicas morfolégicas de los espermatozoides de cobayo

De acuerdo a la morfologia espermatica de los distintos animales se los puede clasificar en 2
grupos, los homomorfos y los heteromorfos; los cobayos estan dentro del primer grupo, ya
gue mantienen una morfologia constante de espermatozoides (Cabeza, Ordofiez, Meza, &
Cucho, 2020).

Estructuralmente estan constituidos por dos partes principales que son la cabeza y la cola
(Tulsiani & Abou-Haila, 2012). La cabeza esta formada por el acrosoma y el nlcleo, mientras
gue la cola consta de cuatro segmentos: el cuello, pieza media, pieza principal y pieza final
(Fawcett, 1965).

a) Cabeza
La cabeza del espermatozoide del cobayo es oval y mide alrededor de 8 micras, presenta un

ndcleo aplanado oval, que contiene una cromatina homogénea y muy compacta de ADN
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unido a histonas espermaticas (Chango, 2014). La cabeza también posee vacuolas
nucleares, que son cavidades presentes en el material nuclear. También existe una
membrana nuclear que se encuentra intimamente adherida al ADN, esta membrana posee

poros solo en las regiones laterales que estan por detras del acrosoma (Cabeza, 2019).

b) Acrosoma
Es un saco membranoso en forma de capuchdn que consta de una doble capa y esté ubicado
en el extremo anterior del ndcleo. En el acrosoma se encuentran la acrosina, hialuronidasa y
otras enzimas hidroliticas (Cabeza, 2019) como las esterasas e hidrolasas acidas, todas estas

enzimas participan de forma activa durante el proceso de la fecundacién (Chango, 2014).

c) Cola
Es un flagelo que mide alrededor de 108,3 micras y cuya funcion principal es permitir la
movilidad espermatica. La cola esta dividida en 3 segmentos que son la pieza media, la pieza
principal y la pieza final (Chango, 2014). En la pieza intermedia es en donde se implanta el
flagelo y tiene relacion con la vaina mitocondrial, cada espermatozoide puede tener de 80 a
85 mitocondrias. La pieza principal estd compuesta por elementos fibrosos y es denominada
como la hélice de la cola del espermatozoide. Por ultimo, la pieza terminal, es muy similar a

un cilio y esta compuesta por varios filamentos bien unidos (Cabeza, 2019).
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Figura 4. Estructura del espermatozoide de cobayo (Guinea Pig)

Fuente: (Morris, 1975)

2.4. Caracteristicas seminales del cobayo
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El semen corresponde a la suspension celular liquida que posee los gametos masculinos y
las secreciones de los 6rganos accesorios del aparato reproductor masculino (Hafez, 1989).
Es de color blanco nacarado, inoloro y su pH es de aproximadamente 7.4 (Pinduisaca, 2018).
Los componentes quimicos del plasma seminal proveen de energia a los espermatozoides
por medio de la fructosa, glucosa y lipidos (Lahnsteiner, Patzner, & Weismann, 1993;
Soengas et al., 1993). Asi también, las sustancias de soporte, tales como sodio y potasio que
estabilizan el balance osmaético (Zamiri & Khodaei, 2005) y el calcio, necesario para la
estimulacion de la esteroidogénesis en las células de Leydig (Henricks, 1991). Por otro lado,
enzimas como la lactato deshidrogenasa (LDH), la aspartato amino transferasa (AST) y la
fosfatasa alcalina (ALP), son esenciales para los procesos de sobrevivencia, motilidad y
fertilidad de los espermatozoides (Turner & McDonnell, 2003).

Quispe, (2022) comenta que la calidad del semen va a depender de factores tales como la
edad, estado nutricional, temperatura ambiental, enfermedades, etc. Por lo tanto, la
evaluacibn macro y microscopica debe realizarse continuamente. Los aspectos
macroscépicos estan relacionados con volumen, grado de viscosidad, coloracién, pH, entre
otros y los microscépicos en la mayoria de casos requieren equipos especializados ya que

mediante estos podremos determinar la capacidad fecundante de los cobayos.

2.5. Evaluacién de la funcionalidad espermatica

2.5.1. Integridad de la membrana plasmaéaticay acrosomal

La evaluacion de la integridad y funcionalidad espermatica hace referencia a la valoracion de
las membranas plasmética y acrosomal. La primera interviene en el transporte de moléculas
y en el proceso de adaptacion del metabolismo al medio circundante (Aragon Cruz, 2019).
Mientras que la segunda posee enzimas esenciales para la lisis de la zona pellcida del
ovocito y para desencadenar la reaccion acrosomal (Barros, Bedford, Franklin, & Austin,
1967). Para evaluar la permeabilidad de estas membranas se utilizan pruebas como; el test
de resistencia osmotica (ORT), el test de resistencia hiperosmotica o el test de endésmosis o
hiposmoético (HOST) (Tapia & Tello, 2016).

Para este andlisis también suele usarse una tincién de doble fluorescencia: un fluorocromo
que puede atravesar las membranas dafiadas o degeneradas ayudando a identificar las
células muertas o dafiadas, mientras que el otro colorante traspasa las membranas celulares
que estan intactas, identificando a las células vivas (Pinduisaca, 2018). El ioduro de propidio
(PI) es el fluorocromo que mas se utiliza para identificar las células muertas. Este elemento
ingresa en espermatozoides que tienen la membrana plasméatica dafiada, se une al nlacleo y
al ser excitado por la longitud de una onda apropiada (510-560nm), emite una fluorescencia
roja (Estrada, 2014).
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Al evaluar la integridad acrosomal hay muchos procedimientos, si se utiliza la citometria de
flujo como método de analisis; el mas comun es el uso de una lectina conjugada con un
fluorocromo. La lectina mas utilizada es la PNA (peanut agglutinin) que se une
especificamente a la membrana acrosomal interna de los espermatozoides. El uso de esta
lectina conjugada con un fluorocromo como la fluoresceina (FICT) o ficoeritrina (PE), permite
detectar a los espermatozoides que tienen la membrana acrosomal dafiada, lo cual facilita el
paso de la lectina y por tanto del fluor6geno al interior del compartimiento acrosomal (Muifio
et al., 2005).

2.5.2. Cinética espermética

Los espermatozoides de cobayos tienen un movimiento curvilineo con progresion irregular
hacia adelante. La formacién de rouleaux (paquetes unidos cabeza con cabeza) puede causar
dificultades en la clasificacion de la motilidad espermatica en esta especie (Quispe, 2018).
Los parametros cinéticos de los espermatozoides son la motilidad total (MT) y progresiva
(MP), velocidad curvilinea (VCL), velocidad rectilinea (VSL), velocidad promedio (VAP),
rectitud (STR), linealidad (LIN), oscilacion (WOB), amplitud de desplazamiento lateral de la
cabeza (ALH) y frecuencia de batido del flagelo (BCF), los cuales son evaluados con varios
sistemas computarizados como el sistema CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) y el
sistema ISAS (Integrated Sperm Analysis Sistem) que proporcionan datos relativos de la
velocidad y trayectoria de cada espermatozoide (Ormachea, Calsin, & Zegarra, 2019).

La evaluacion cinética del sistema CASA proporciona una serie de datos relativos a la
velocidad y la trayectoria de cada espermatozoide, con lo que es posible obtener informacion
precisa, objetiva y repetible sobre el porcentaje de células mdviles que estan presentes en la
muestra y la calidad media de ese movimiento. Pero también, identifica subpoblaciones de
espermatozoides con diferentes patrones de movimientos dentro de la misma muestra de
esperma (Abaigar, Holt, Harrison, & Del Barrio, 1999).

El andlisis de la cinética espermatica establece una clasificacién entre espermatozoides
estaticos y moviles. A los moviles se los clasifica segun su trayectoria en progresivos y no

progresivos (Cseh, Polichronopoulos, & Solti, 2004).

2.5.3. Integridad del ADN

La evaluacion de la integridad del material genético permite identificar defectos de la molécula
de ADN, los mismos que pueden causar efectos no deseables en los espermatozoides y en
el embrién luego de la fecundacién (Posado et al., 2011). Las anormalidades del material
genético se definen como defectos en la maduracién o condensacién nuclear, rupturas del

ADN y anormalidades cromosomicas (Sharma, Said, & Agarwal, 2004).
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La fragmentacién del ADN espermatico en porcentajes mayores al 30% puede generar
consecuencias como infertilidad en machos, complicaciones en la implantacién del embrién,
anomalias del desarrollo embrionario y abortos en fases avanzadas de la gestacion (Silva &
Gadella, 2006). Es un fenbmeno que puede desencadenarse por factores ambientales, estrés
térmico, espermatogénesis defectuosa o enfermedades preexistentes. Es por esto que se
han establecido diversos métodos para su diagnéstico como la tincidon naranja de acridina,
tincion catidnica azul de toluidina, el ensayo cometa, la prueba de dispersion de cromatina
espermatica (SCD), entre otros (Quispe, 2022).

La tincion naranja de acridina, empleada en la presente investigacion, se basa en su
naturaleza metacromatica, que, al unirse a la doble cadena de ADN, emite una coloracion
verde, mientras que, al unirse a cadenas simples de ADN, refleja una coloracién roja-
anaranjada. Los resultados de dicha tincibn se expresan como el porcentaje de
espermatozoides con fluorescencia verde sobre los espermatozoides totales (Cortés-
Gutierrez, Davila-Rodriguez, Lopez-Fernandez, Ferndndez, & Gosalvez, 2007; Eggert-Kruse
et al., 1996; Shamsi, Kumar, & Dada, 2008).

2.5.4. Actividad mitocondrial

Las mitocondrias estan involucradas en la produccion de ATP y participan en diversos
procesos fisiolégicos como la homeostasis del calcio, apoptosis y metabolismo de los
aminodcidos (Logan, 2007; Suen, Norris, & Youle, 2008; Tait & Green, 2012). Su evaluacion
nos permite obtener informacién acerca de la calidad del esperma debido a que las
mitocondrias contienen su propio ADN y su potencial de membrana puede ser facilmente
examinado in vitro para determinar la integridad del ADN y su motilidad (Amaral & Ramalho-
Santos, 2010; Carra et al., 2004).

La evaluacién del potencial de membrana mitocondrial se realiza con colorantes fluorescentes
y tienen como objetivo evaluar la salud mitocondrial y la calidad celular (Liesa, Palacin, &
Zorzano, 2009). También podemos mencionar a la citometria de flujo, la cual es usada para
evaluar espermatozoides de buena calidad y examinar la integridad de sus mitocondrias
(Marchetti, Obert, Deffosez, Formstecher, & Marchetti, 2002).

2.6. Recuperacion de espermatozoides epididimarios

Para la obtencién de los espermatozoides inicialmente se deben extirpar quirargicamente los
testiculos completos del animal o recuperarlos post mortem. Posteriormente se disecciona el
epididimo y se coloca una canula en el conducto deferente, se secciona la union entre la
cabeza y la cola del epididimo y se realiza un lavado retrégrado con el diluyente adecuado.

Todo este proceso se denomina “swim out” (Serres, 2012; Tapia & Tello, 2016). Es una
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técnica que resulta muy Util, pero se debe recordar que los espermatozoides no se encuentran
en contacto directo con las sustancias protectoras naturales del plasma, haciendo que su
capacidad de fertilizacién y su resistencia a procesos de congelacién sean extremadamente
bajas (Tapia & Tello, 2016).

2.7. Criopreservacion de semen de cobayo

La criopreservacion es una técnica compleja que debe ser disefiada de acuerdo a la especie
ya que la bioguimica del semeny la fisiologia de los espermatozoides varia entre las mismas
(Durrant, 1984). Debemos considerar también las diferencias que existen entre gametos del
eyaculado y aquellos que son extraidos del epididimo, ya que las variaciones morfolégicas y
funcionales pueden influir en la estabilidad de la membrana espermatica cuando se enfrenta
al choque térmico y a la presién osmatica (Franco, 2007).

Esta biotecnologia consiste en la refrigeracion previa de las muestras, para estabilizarlas a
temperaturas entre los 4-5°C y después alcanzar temperaturas bajo cero, llegando asi a los
-196°C, temperatura a la cual se criopreservan en nitrégeno liquido por tiempo indefinido
(Chango, 2014; Ribeiro-Peres et al., 2014).

La finalidad de la congelacion de las células esperméticas radica en la formacién de bancos
de material genético, logrando asi disponer de dicho material sin plazo de vencimiento,
aumentando la eficiencia en la reproduccién animal (Amirat et al., 2004). Sin embargo, es una
biotecnologia que en la mayoria de casos, trae consigo una disminucién en la capacidad
fecundante y en la fertilidad al compararse con el semen fresco (Gonzalez, 2004).

Su eficiencia esta relacionada con las velocidades de congelacion utilizadas, ya que el tipo
de curva de congelacion va a tener influencia directa sobre las lesiones celulares (Moore,
Squires, Bruemmer, & Graham, 2006). La crioconservaciéon produce una serie de
alteraciones espermaticas como la pérdida de la movilidad espermatica (Ortiz, 2000),
cambios en la morfologia de los espermatozoides, incluyendo dafios en el acrosoma, las
mitocondrias y la cola. Por lo tanto, la proporcién de espermatozoides completamente
funcionales, capaces de retener las membranas intactas y el movimiento de la cola y la
actividad mitocondrial normales después de la descongelacién es baja (Gonzalez & Cornejo,
2009).

Los métodos de congelacion existentes son el convencional y el automéatico. En el protocolo
convencional, después de haber realizado la refrigeracion, las pajuelas se colocan en
gradillas metélicas a diferentes alturas dentro de una caja de poliestireno, para después ser
sumergidas en nitrégeno liquido. Por otra parte, la congelacion automatizada consiste en
colocar las pajuelas en un congelador automatico y seleccionar la curva de congelacion mas

adecuada (Vasconcelos-Filho, 2010).
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Hasta el momento hay escasa informacién sobre la criopreservacion de espermatozoides de
cobayos. Elder et al., (2013), reportaron 10% de motilidad y 50% de integridad acrosomal
luego de la congelacién, utilizando un diluyente compuesto por yema de huevo, 15% de
glicerol, 10% de Ficoll, y 2% de urea. Recientemente, Galarza et al. (2023) lograron similares
resultados diluyendo espermatozoides epididimarios con TCG (tris, &cido citrico y glucosa)

mas 20% de yema de huevo y 5% de glicerol.

2.7.1. Dafios producidos durante la crioconservacion

Los espermatozoides sometidos a procesos de congelacion sufren dafios estructurales y
bioguimicos como capacitacion prematura, debido a la presencia elevada de Ca intracelular
gue activa las proteinas-kinasas, generando una alteraciéon de membranas y la reaccién
acrosomal (Ferrian, 2007; Stornelli, Tittarelli, Savignone, & Stornelli, 2005). Durante la
criopreservacion también se generan especies reactivas de oxigeno (ROS) que afectan
drasticamente la funcionalidad espermética (Garcia Vera, 2014; Stornelli et al., 2005); se
forman cristales intracelulares letales por el descenso brusco de la temperatura (Chango,
2014; Garcia Vera, 2014) y se produce deshidratacion celular extrema por un descenso muy
lento de la temperatura (Chango, 2014; Stornelli et al.,, 2005) y por la presencia de
crioprotectores.

La formacién de cristales intracelulares esta provocada por el descenso muy rapido en la
temperatura, impidiendo que los liquidos intracelulares salgan y se formen cristales dentro
del espermatozoide (Chango, 2014; Garcia Vera, 2014). Por otro lado, en la deshidrataciéon
celular extrema, los espermatozoides son expuestos a velocidades de enfriamiento
demasiado lentas, lo que produce un colapso de la membrana plasmatica (Chango, 2014;
Stornelli et al., 2005).

2.7.1.1. Shock térmico

El shock térmico ocurre en respuesta del espermatozoide frente a una situacion de estrés, en
este caso al descenso de la temperatura. Los dafios que se produciran van a depender de la
disminucion de la velocidad de enfriamiento a la que estén sometidos (Morel, 1999).

Se ha comprobado que al llegar a temperaturas menores a los 20°C el espermatozoide
experimenta cambios biofisicos a nivel de la membrana plasmética, mientras que entre
temperaturas de 0°C y -20°C atraviesan procesos de descompensacion iénica que generan
shock térmico. Este evento se puede observar en aquellos espermatozoides que presentan
la cola doblada, una baja motilidad y movimientos circulares, manifestando asi la

permeabilidad de membrana y pérdida de iones (Palacios, 2005).
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2.7.1.2. Daifios fisicos y quimicos

Durante la criopreservacion los espermatozoides sufren dafios fisico-quimicos, debido al
estrés osmaotico generado con la deshidratacién, los dafios de membrana y la presencia de
cristales de hielo (Palacios, 2005).

La formacion de hielo a nivel intra y extracelular destruye a las células, principalmente por la
presién del hielo en expansién y por el dafio osmético que produce la acumulacion de sales
(Ortega-Ferrusola, Sotillo-Galén, Varela-Fernandez, & Gallardo-Bolafios, 2008). Los cristales
inician su formacién cuando existen temperaturas menores a -5°C, y los solutos permanecen
separados de los cristales y se acumulan en la fraccion de agua no congelada (Palacios,
2005).

La congelacién genera un aumento de la presion osmética, ya que el agua intra celular tarde
mas tiempo en formar cristales que el agua extra celular (Morel, 1999), dando como resultado
la salida de agua al exterior mediante gradiente osmatico y la consecuente deshidratacion del

espermatozoide.

2.7.1.3. Dafios en las membranas espermaéticas

Los principales dafios corresponden a alteraciones en los receptores de membrana y
proteinas, que incapacitan su capacidad de reconocimiento y transporte de agua e iones
(Ortega-Ferrusola et al., 2008). Palma (2001) comenta que, al alcanzar los 5°C de
temperatura, la permeabilidad del ion calcio aumenta, dificultando su eliminacién por medio
de las bombas de calcio, alcanzando niveles téxicos para el espermatozoide y generando

dafios en el acrosoma.

2.7.1.4. Dafio oxidativo

Las células obtienen sus nutrientes a partir de procesos oxidativos, uno de los mas
importantes es la cadena respiratoria realizada en las mitocondrias, fuente principal de ATP
y de radicales libres (ROS). Los radicales libres son compuestos que poseen un electrén no
pareado y que actian como moléculas altamente reactivas. Generan dafios cuando
reaccionan con biomoléculas de las cuales obtienen electrones para estabilizarse (Membirillo
et al., 2003).

Una elevada carga de ROS genera estrés oxidativo, dafiando la capa lipidica de la membrana,
modificando su fluidez y permeabilidad, pudiendo causar fragmentacion del ADN y muerte
celular. Ademéas se disminuye la capacidad fecundante de los espermatozoides viables

principalmente por el dafio acumulativo de los radicales libres (Membrillo et al., 2003).
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Es importante mencionar que una produccién controlada de ROS influye positivamente en

procesos fisiolégicos como la capacitacion espermatica, reaccion del acrosoma,

hiperactivacién y fusion espermatozoide-ovocito (Morel, 1999).
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Capitulo 3

Metodologia

3.1. Areade estudio

Los machos donantes se obtuvieron de un centro de faenamiento comercial ubicado en el
sector Isabela Catdlica, cantén Cuenca provincia del Azuay (2°52'41".855, 78°59'26".347).
Los testiculos fueron recolectados de 22 cobayos adultos entre 9 a 12 meses de edad y con
un peso de 700 a 1000 gramos aproximadamente. Los procedimientos de recuperacion,
procesamiento, congelacion, descongelacion y andlisis espermatico se realizaron en el
laboratorio de Biotecnologia de Reproduccion Animal de la Universidad de Cuenca ubicado
en la Granja Irquis, cantdén Cuenca, provincia del Azuay (3°04'48.1"S 79°04'31.0"W, altitud

2.648 metros sobre el nivel del mar).

3.2. Disefio experimental

Se utilizaron 44 muestras espermaticas epididimarias recuperadas de los testiculos de 22
cobayos. Las muestras fueron recuperadas mediante flujo retrogrado de la cola de los
epididimos administrando 1 ml de TCG-YH. Se determind la concentracién y las muestras se
incubaron con 1% de polivinilpirrolidona en TCG-YH por 10 minutos. Posteriormente se
conformaron los pooles de dos muestras epididimarias heter6logas de manera aleatoria.
Cada pool (n=22) se dividié en dos alicuotas de igual volumen. Los dos grupos de muestras
fueron refrigeradas por 60 minutos a 5 °C y luego diluidas en igual volumen de medio
conteniendo 10% de glicerol. Se envasaron en pajuelas de 0,25 ml y se enviaron a
refrigeracion a 5°C por 60 minutos adicionales. Se aplicaron dos protocolos de congelacion:
1) Protocolo 1: Congelacion convencional (CC) mediante la exposicion de las muestras a
vapores de NL; usando una caja criogénica con doble rampa (24 y 10 cm), y 2) Protocolo 2:
Congelacion con velocidades de enfriamiento programada (CP) usando el biocongelador TK-
4000® y velocidades de enfriamiento por aceleracién (10 y 50°C/min). Luego de la
congelacion, las muestras se almacenaron en nitrégeno liquido hasta su procesamiento.
Cada grupo de material espermatico se proceso por duplicado para determinar los parametros

de calidad post-descongelacion.

3.3. Preparacion de los diluyentes

Los diluyentes fueron preparados siguiendo los procedimientos descritos por Galarza et al.
(2023) con algunas variaciones. El diluyente utilizado en esta investigacién fue elaborado a
base de tris, acido citrico (base — acido) y glucosa (TCG). A continuacion, se indica la

composicion del diluyente (Tabla 1).
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Tabla 1. Diluyente sintético Tris, acido citrico y glucosa (TCG)

Reactivo Cantidad
Tris 11449
Acido citrico 6,69
Glucosa 1849
Penicilina 240 mg
Estreptomicina 300 mg
Agua milli-Q 300 ml

pH: 6,8 a 7,2. Osmolaridad: 310 a 340 mMol/kg

3.3.1. Adicién deyemade huevo y glicerol al diluyente base (TCG) paralacongelacién
Al diluyente base se le agregd 20% de yema de huevo (20%YH) tal como se indica en la tabla

a continuacioén. Luego a esta fraccion se le afiadié 10% de glicerol.

Tabla 2. Diluyente base mas yema de huevo y glicerol para la criopreservacion

de espermatozoides epididimarios de cobayos

Reactivo o medio Porcentaje
TCG-YH
TCG 80%
Yema de Huevo 20%
Total 100%
TCG-YH-Gly
TCG-YH 90%
Glicerol 10%
Total 100%

3.4. Obtencion de testiculos y transporte

Los testiculos de los cobayos se obtuvieron de animales faenados. Se inspeccionaron los
testiculos para verificar que conservaran estructuras necesarias como epididimos y
conductos deferentes, para su posterior procesamiento en el laboratorio. Los testiculos se
transportaron en fundas ziploc con suero fisiol6gico y se mantuvieron a temperatura ambiente

hasta llegar al laboratorio.

3.5. Recuperacién de espermatozoides epididimarios

3.5.1. Materiales

Para recuperar los espermatozoides epididimarios se utilizaron los materiales indicados en la
Tabla 3.
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Tabla 3. Materiales para la recuperacion espermatica

Fisicos Quimicos

Suero fisioldgico Diluyente TCG-YH
Papel secante estéril

Aguja fina 24x 1’

Bisturi

Caja Petri

Tubo Eppendorf 1,5 ml

3.5.2. Procedimiento

Los testiculos se lavaron en el laboratorio con suero fisioldgico y se secaron con papel
secante. Se diseccionaron los epididimos, tratando de mantener intacto la cola del epididimo
y su conducto deferente (1cm de longitud). La recuperacion de los espermatozoides se la
realiz6 mediante flujo retrégrado, que consistio en introducir a través del conducto deferente,
una aguja de 24 x 1’ con la punta recortada (sin bisel) y se administré 1 ml del diluyente TCG-
YH en cada epididimo. Posteriormente se realizaron tres cortes transversales a nivel de la
cola del epididimo y el liquido obtenido se colecté en una caja Petri. Por altimo, el liquido
recuperado se coloc6 en tubos Eppendorf de 1,5 mly se midié su volumen y la concentracion.

Esta ultima se determiné por conteo celular en una cAmara de Neubauer.

3.6. Criopreservacion espermatica
3.6.1. Materiales
La criopreservacion de espermatozoides epididimarios implicé el uso de diversos materiales

y equipos. Estos se enumeran en la Tabla 4.

Tabla 4. Materiales para la criopreservacion espermatica

Fisicos Quimicos
Congelador TK Compacta 4000® Nitrégeno liquido (NL>)
Caja de poliestireno (29 x 31 x 31
cm de largo, ancho y alto
respectivamente)

Rampa de dos niveles (24 y 10 cm
del nivel de NLy)
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3.6.2. Procedimiento

A las muestras obtenidas con el diluyente TCG-YH con una concentracion promedio de 37 +
25 millones de espermatozoides, se las colocé en refrigeracion durante 60 minutos a 5°C, y
posteriormente se les agregd un volumen similar de TCG-YH-Gly, con lo cual se obtuvo una
concentracion final del 5% de glicerol. Las pajuelas de 0,25 ml fueron esterilizadas, enfriadas
y rotuladas para posteriormente almacenar en ellas las muestras espermaticas. Una vez
conformadas las pajuelas, fueron selladas con alcohol polivinilico y se colocaron en
refrigeracion a 5 °C durante 60 minutos adicionales antes de ser congeladas.

En el protocolo 1 de congelacion, se aplico la curva de criopreservacion usada por Galarza et
al., (2023). Las pajuelas se sometieron a vapores de nitrdgeno estatico dentro de una caja de
congelacion de poliestireno con un volumen de 1,7 litros de nitrégeno liquido (NL>).
Inicialmente las muestras esperméticas se colocaron durante 3 minutos en una rampa a 24
cm sobre el nivel de NL», y luego durante 2 minutos en una rampa inferior a 10 cm sobre el
NL.. Inmediatamente se sumergieron en el NL, segun lo indicado por Galarza et al., (2023).
En la primera rampa (24 cm del nivel del NL>) el descenso de la temperatura desde +5 a -118
°C fue de aproximadamente 41°C/min. En la segunda rampa (10 cm del nivel del NL>) la
temperatura descendi6 desde -118 a -148°C a una velocidad aproximada de 15°C/min.

Por otro lado, para el protocolo 2 de congelacion, las muestras esperméaticas se colocaron en
el congelador automatico programado para enfriar las muestras de la siguiente forma: de 5 a
-10 °C la temperatura descendi6é a una velocidad de 10°C/minuto; de -10 a -140 °C la tasa de
enfriamiento fue de 50°C/minuto (programa P1.S6). Luego de alcanzar los -140 °C las
muestras se sumergieron en NL,. Para ambos protocolos de congelacién las pajuelas se
almacenaron a -196 °C hasta su descongelacién y andlisis. La descongelacion se realizé en

un bafio Maria a 37 °C durante 30 segundos.

3.7. Andlisis de los parametros cinéticos
3.7.1. Materiales

Tabla 5. Materiales para el andlisis de los parametros cinéticos

Biologicos Fisicos
Muestras espermaticas Sistema computarizado CASA
congeladas y descongeladas Microscopio

Porta y cubre objetos

Micropipetas y sus puntas
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3.7.2. Procedimiento

Los parametros cinéticos espermaticos de las muestras frescas diluidas y post-
descongelacion, fueron determinados mediante el analisis espermético asistido por
computadora (CASA; Sperm Class Analyzer, SCA® 2018, v6.0.4 software, Microptic S.1.,
Barcelona, Espafa) acoplado a un microscopio de contraste de fase (Nikon Eclipse Ci-L,
Nikon Instruments Inc., New York, USA). Se evalu6 un minimo de tres campos y 200 trayectos
de espermatozoides a 10X de magnificacion (velocidad de adquisicion de imagen 25
cuadros/segundo). Con la ayuda de la micro pipeta se tomaron 5 pL de la muestra a analizar
y se colocaron en un portaobjetos y luego se coloco6 un cubreobjetos.

Las variables cinéticas que se evaluaron fueron: porcentaje de motilidad total (MT), porcentaje
de motilidad progresiva (MP), velocidad curvilinea (VCL, pm/s), velocidad rectilinea (VSL,
pum/s), velocidad promedio (VAP, um/s), rectitud (STR, %), linealidad (LIN, %), oscilacion
(WOB, %), amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, um), y frecuencia de batido
de flagelo (BCF, Hz).

3.8. Andlisis de laintegridad de las membranas plasmaticay acrosomal.
3.8.1. Materiales

Tabla 6. Materiales para el andlisis de la integridad de membranas

espermaticas

Fisicos Quimicos
Microscopio de loduro de Propidio (PI)
epifluorescencia PNA-FICT (Aglutinina)
Porta y cubreobjetos Medio HEPES

Micropipetas

3.8.2. Procedimiento

Para la evaluacién de la integridad de las membranas plasmatica y acrosomal post-
descongelacion se us6 una tincion de doble fluorescencia, compuesta por ioduro de propidio
(PI) e isotiocianato de fluoresceina conjugado con aglutinina de mani (Arachis hypogaea)
(PNA-FITC). Para ello se siguio el procedimiento indicado por Galarza et al., (2023). El estado
de las membranas espermaticas se determiné utilizando un microscopio de epifluorescencia
(Nikon Eclipse; E200 epifluorescencia D-FL; Nikon Instruments Inc., New York, USA).
Segun el estado de las membranas plasmatica y acrosomal la prueba de fluorescencia

permitié evaluar simultAineamente cuatro subpoblaciones de espermatozoides:
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a) Espermatozoides con membrana plasmatica intacta y acrosoma intacto (IPIA, %).
b) Espermatozoides con membrana plasmatica intacta y acrosoma dafiado (IPDA, %).
c) Espermatozoides con membrana plasmatica dafiada y acrosoma intacto (DPIA, %).

d) Espermatozoides con membrana plasmatica dafiada y acrosoma dafiado (DPDA, %).

3.9. Andlisis de laintegridad del ADN
3.9.1. Materiales

Tabla 7. Materiales para el andlisis de la integridad del ADN espermatico

Fisicos Quimicos
Microscopio de Naranja de acridina
fluorescencia Solucion salina fosfatada

(PBS)

3.9.2. Procedimiento

Este procedimiento se realizd con la tincién fluorescente naranja de acridina, de acuerdo al
protocolo indicado por Martins et al. (2007) con algunas modificaciones. Se hicieron frotis con
10 pL de las muestras descongeladas en portaobjetos rotulados, y se colocaron durante 12
horas en solucion fijadora (metanol y acido acético en proporcion 3:1). Los frotis se incubaron
en solucién tampon (80 mMol/L de &cido citrico y 15 mMol/L de Na;HPO4, pH 2,5) a 75 °C
durante 5 min para probar la estabilidad de la cromatina. Posteriormente, fueron tefiidos con
el fluorocromo naranja de acridina (0,2 mg/mL). Luego de lavar los frotis con agua bidestilada
(1 o 2 veces por 2 segundos) para remover el fluorocromo, y estando aun humedos, se
colocaron los cubreobjetos y se evaluaron con el microscopio de epifluorescencia (490/530
nm). Los espermatozoides con ADN normal se identificaron con fluorescencia verde, mientras
gue los que tenian el ADN alterado se observaron con fluorescencia en un rango entre el
amarillo verdoso al rojo naranja. En cada frotis se contaron 100 espermatozoides y los

resultados se expresaron en porcentaje.

3.10. Analisis estadistico

Los datos fueron sujetos a la prueba de Shapiro Wilk con la finalidad de comprobar el
cumplimiento del supuesto de normalidad. Al no cumplirse, las variables porcentuales
(proporcion de espermatozoides con alteracion o no de las membranas esperméticas;
proporcion de espermatozoides con el ADN integro) fueron transformadas al arcoseno y las

numéricas (variables cinéticas) al logaritmo 10. Las variables continuas se analizaron
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mediante analisis de varianza y las diferencias entre medias comparadas con la prueba de
Tukey. Las proporciones se analizaron mediante  ANOVA unidireccional. En ambos
tratamientos se consideré como variable independiente la curva de congelacion. Para todos
los analisis se utilizd el programa estadistico SAS. Las diferencias se consideraron
significativas cuando P < 0.05.
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Capitulo 4

Resultados

4.1. Cinética espermatica

Los valores promedios de las variables cinéticas fueron significativamente mayores en las
muestras diluidas-frescas que en las congeladas y descongeladas (P < 0,01),
independientemente del método de congelaciéon (Tabla 8). Con excepcion de MOT-T, MOT-
P, STR, LIN y WOB, los demas pardmetros cinéticos fueron significativamente mayores en el
protocolo de congelacién convencional que en el protocolo de congelacion programable; sin
embargo, la VCL-R, fue significativamente mayor en el protocolo de criopreservacion

programable que en el protocolo convencional de congelacion.

Tabla 8. Parametros cinéticos (promedio + error estdndar de la media) de
espermatozoides epididimarios de cobayos frescos y diluidos con TCG-20YH, y
congelados - descongelados en vapores de NL2 estatico.

Variables Muestras frescas- Congelacion Congelacién

cinéticas diluidas convencional programable
MOT-T 50,5+0,82 4,4+0,8° 4,0+0,8°
MOT-P 25,3+05°? 1,2+0,7° 1,7+0,7°
VCL 59,7+19°2 446+19° 349+20°
VCL-R 88,1+19° 75,9 £3,35¢ 80,8+4,1°
VAP 31,3+1,3% 23,7+13° 178+1,3°
VSL 20,9+0,82 12,9+0,7° 96+0,8°
VSL-R 42,7 +1,7¢ 31,7+1,9° 39,7+25¢
STR 61,1+132 535+1,2° 54,0+1,3"
LIN 362+1,22 28,1+1,1° 27,3+1,2°
WOB 570+11%2 50,8+1,1° 480+1,2°
ALH 2,9+0,082 2,3+0,08° 1,8+0,05°¢
BCF 56+1,2¢2 32+0,2° 27+£02°

Mot-T: motilidad total; Mot-P: motilidad progresiva; VCL: velocidad curvilinea; VCL-R:
velocidad curvilinea progresiva; VAP: velocidad media; VSL: velocidad lineal; VSL-R:
velocidad lineal progresiva; STR: rectitud; LIN: linealidad; WOB: oscilacion; ALH: amplitud
lateral de la cabeza; BCF: frecuencia de batida de flagelo. Letras diferentes en la misma linea
difieren: @¢ P < 0,01; >4 P < 0,05

4.2. Integridad de las membranas espermaticas

Diferencias significativas (P < 0,05) entre el protocolo de congelacion convencional y
programable fueron obtenidas en las muestras post-descongelacion en diferentes

subpoblaciones de espermatozoides (Tabla 9). Como se observo en la cinética espermética,
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las muestras de espermatozoides epididimarios tuvieron mejores promedios de integridad de

la membrana acrosomal y plasmatica en el protocolo convencional.

Tabla 9. Integridad de membranas en espermatozoides epididimarios de cobayos luego
de ladescongelacion en las distintas subpoblaciones en muestras congeladas con un
protocolo convencional y programable en vapores de NL;estatico.

Subpoblacién de Congelacién Congelacién  Significancia
espermatozoides (%) convencional programable (valor P)
IPIA 6,0+0,3 50+0,3 0,0030
IPDA 0,7+0,1 0,8+0,1 0,5514
DPIA 18,9+0,5 17,7+0,5 0,0165
DPDA 74,4 +0,7 76,57 £ 0,7 0,0385
IMP 6,7+0,3 58+0,3 0,0151
IMA 249 +0,6 22,7+0,6 0,0056

IPIA: membrana plasmética intacta, acrosoma intacto; IPDA: membrana plasmatica
intacta, acrosoma dafiado; DPIA: membrana plasmatica dafiada, acrosoma intacto;
DPDA: membrana plasmatica dafiada, acrosoma dafiado: IMP: integridad membrana
plasmatica; IMA: integridad membrana acrosomal.

El porcentaje de espermatozoides con membrana plasmatica intacta y acrosoma intacto
(IP1A) fue mayor (P < 0,05) en muestras congeladas con el protocolo convencional en
comparacion con las que se congelaron con el protocolo programable. Para el porcentaje de
IPDA no hubo diferencia significativa entre los dos métodos de congelacion, aunque sus
valores fueron realmente bajos en ambos grupos. En tanto que para el porcentaje de DPIA
las muestras congeladas mediante el protocolo convencional tuvieron un porcentaje mayor

que las congeladas con el protocolo programable.

Por el contrario, el analisis del DPDA indic6 un mayor porcentaje (P < 0,05) en las muestras
congeladas con el método programable que con el convencional. Este porcentaje de DPDA
comprobd el efecto del congelador automatico sobre las muestras espermaticas ya que hubo

mayor dafio de ambas membranas espermaticas.

De la misma manera, al usar la congelacién programable se observé un menor porcentaje de
integridad de las membranas plasmatica y acrosomal al compararlos con los porcentajes del

protocolo convencional (Tabla 9).

4.3. Fragmentacion del ADN espermatico
En la Figura 5 se presentan los porcentajes obtenidos de la evaluacién de fragmentaciéon del

ADN espermatico epididimario mediante fluorescencia con naranja de acridina.
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Figura 5. Porcentajes de espermatozoides con ADN fragmentado en muestras epididimarias
de cobayo congeladas mediante un protocolo convencional y programable.
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Discusion
El presente trabajo de investigacion evalué el efecto de dos protocolos de congelacion con
diferentes velocidades de enfriamiento sobre las caracteristicas esperméticas post-
descongelacion de espermatozoides epididimarios de cobayos. Los resultados evidenciaron
gue luego de la descongelacion, con excepcion de ambas motilidades y los parametros de
progresion, las variables cinéticas de los espermatozoides disminuyeron drasticamente. Los
resultados obtenidos en nuestro estudio son consistentes a los obtenidos por Galarza et al.,
(2023) en cobayos, en el que también la cinematica se redujo significativamente después del

procesos de congelacion, independientemente del tipo de diluyente evaluado.

La criopreservacion implica, en primer lugar, exponer a los espermatozoides a una sustancia
crioprotectora, que en nuestro caso fue el glicerol, un crioprotector penetrante que causa
deshidratacioén celular desde el interior de los espermatozoides, y que tiene efecto citotdxico
(Paal et al., 2016; Silva et al., 2018). En segundo lugar, las muestras espermaticas son
sometidas a enfriamiento, y durante el proceso se producen cristales que causan dafios
celulares irreversibles, y alteran la composicién de las membranas plasmatica y acrosomal,
como se hizo evidente en este estudio, lo cual compromete la cinética espermética y la
capacidad fecundante de los espermatozoides (Groétter et al., 2019). Probablemente, esto
causO alteraciones estructurales y funcionales en los espermatozoides que afectaron
seriamente la motilidad total y progresiva y demas variables cinéticas, asi como también, la

integridad de las membranas plasmatica y acrosomal.

La motilidad es un parametro importante a tomar en cuenta, pues los espermatozoides
inmoviles dificilmente pueden fecundar. El porcentaje de motilidad total en las muestras
frescas epididimarias en esta investigacion fue alrededor de 51%, aproximadamente 20
puntos porcentuales por debajo al observado en un estudio previo en cobayos, usando el
mismo diluyente (Galarza et al., 2023). Otros autores como Aragon Cruz (2019) y Cabeza et
al., (2020) reportaron un 72,15% y 69,40% de motilidad total en muestras de semen
colectadas por electroeyaculacion, mientras que Tapia & Tello (2016), Chango (2014) y Yucra
(2013) obtuvieron 46, 73 y 26,6% respectivamente de motilidad en espermatozoides

epididimarios de cobayos.

En cuanto a la integridad de las membranas plasmatica y acrosomal, en nuestra investigacion
se obtuvieron mejores resultados en las muestras criopreservadas con el protocolo de
congelacion convencional, con un porcentaje de 6,7 y de 24,9% respectivamente, en
comparacion con la congelacion programable en la cual se obtuvieron porcentajes de 5,8%

para integridad de membrana plasmatica y de 22,8% para la membrana acrosomal. Galarza
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et al. (2023), usando la misma solucion crioprotectora (TCG-YH + 6% de glicerol) y similar
curva de congelacion convencional logré una integridad de membrana plasmatica y
acrosomal de 15,2 y 63,8% % respectivamente. Similarmente, Elder et al. (2013), lograron
una motilidad de 10% y una integridad de membrana de 50%, utilizando un medio de
congelacion a base de yema de huevo, glicerol (15%), Ficoll PM70 (10%) y urea (2%),
resultados que también superaron a los obtenidos en la presente investigacion. Luego de una
revision bibliografica exhaustiva, no se encontraron estudios adicionales sobre la

criopreservacion de muestras espermaticas en cobayos domeésticos.

En relacion a la integridad del ADN espermético, se evidencié que no hubo diferencias
estadisticas entre ambos protocolos de congelacion. Actualmente es bien conocido que la
criopreservacién de espermatozoides incrementa la produccion de ROS, causa estrés
oxidativo y disminuye la integridad del ADN (Baumber et al, 2003; Fraser y Strzezek, 2007;
Galarza et al., 2019; Thomson et al., 2009).

El elevado porcentaje de fragmentacién del ADN es consistente con los hallazgos de la
cinética y la integridad de membranas espermaticas post-congelacién observados en este
estudio, y mostraron claramente un efecto nocivo de los dos protocolos de congelacion sobre
la calidad espermatica. No obstante, dados los resultados de este estudio la congelacion lenta
produjo menor criodafio que la congelacion programable. En base a los hallazgos de Galarza
et al. (2023), cuya investigacion se realizé en nuestro laboratorio, se hipotetizé que una
velocidad inicial de enfriamiento més lenta podria mejorar la calidad esperméatica. En este
estudio se utilizoé el mismo protocolo de congelacion con dos rampas usado por Galarza et al.
(2023), en el que la velocidad inicial de enfriamiento (de 5 a -118 °C) fue de 41°C/min (rampa
1; 24 cm del nivel del NL) y se redujo a 15 °C/min (de -118 a -148°C) en la rampa 2 (10 cm
del nivel del NL). El uso del congelador automatico permitié programar una curva de
congelacion con una velocidad de enfriamiento inicial mas lenta (de 5 a -10°C; 10°C/min), que
luego se incrementé a 50°C/min (de -10 a 140°C). No obstante, los resultados fueron
contrarios a nuestra hipétesis y la congelacion programable resulté en una calidad
espermatica menor que el protocolo de congelacién convencional. De este hallazgo surge la
pregunta de si la segunda etapa de enfriamiento en la congelacién programable, que alcanzé
50°C/min, fue muy rpida y caus6 mayor criodafio celular que la velocidad inicial, de

41°C/min, en la congelacion convencional.

En conjunto, estos resultados hacen evidente que criopreservar espermatozoides de cobayo

es una tarea compleja, y la ausencia de estudios publicados en esta especie es una prueba
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de ello. Con la excepcién de los estudios de Elder et al. (2013) y Galarza et al., (2023), no

hay reportes sobre criopreservacion de espermatozoides de cobayo.

La cabeza del espermatozoide de los mamiferos esta conformada por el niicleo, la membrana
plasmatica circundante y el acrosoma (Yaniz et al., 2015). Entre estas especies, los cobayos
se distinguen por tener espermatozoides con una cabeza de gran tamafio (41,7 y 46,5 um?
segun Cabeza et al., (2020) y Galarza et al. (2023), respectivamente), cuya forma no esta
definida por la configuracion del nucleo, sino mas bien, por la presencia de un acrosoma

inusualmente grande (Morris, 1975).

Otra particularidad de los espermatozoides epididimarios de cobayos que podria explicar su
reducida criotolerancia, es que se unen unos a otros por medio de su cabeza. Durante su
desplazamiento por el segmento distal del epididimo, los espermatozoides del cobayo y otras
especies de animales (Monclus & Fornes, 2016), se apilan unos a otro con la superficie
superior convexa de una cabeza espermatica encajando en la superficie inferior cobncava de
la siguiente, formando grupos de 4 a 14 células (Fawcett, 1968). Este agrupamiento
(rouleaux) en los espermatozoides del cobayo, que persiste en el oviducto y Gtero luego de
la eyaculacion (Martan & Shepherd, 1972), es causado por una proteina de adhesion en la
superficie de la membrana espermética (Flaherty, Swann, Primakoff, & Myles, 1993).
Evidencias en otras especies indican que la adhesiébn de espermatozoides afecta la
funcionalidad espermatica (Bollwein, Petschow, Weber, Leiding, & Stolla, 2004) y podria
comprometer la criopreservacion de las muestras (Anel et al., 2008), aungque no se demostré

efecto en la fertilidad (Bollwein et al., 2004).

En nuestro estudio, el apilamiento de espermatozoides fue una caracteristica observada en
mayor o menor proporcion en todas las muestras epididimarias. La membrana plasmatica es
la estructura espermatica que sufre mayor dafio durante el proceso de criopreservacion
debido al estrés osmotico y mecanico al que las células son sometidas (Sharafi, Borghei,
Hezavehei, Shahverdi, & Benson, 2022). Para sobrevivir a la criopreservacion los
espermatozoides deben deshidratarse (Yeste, 2015) para evitar la formacion de cristales de
hielo letales. Asimismo, durante el enfriamiento los lipidos de la membrana plasmatica
cambian de un estado natural fluido a un estado de gel mas rigido (Groétter et al., 2019). En
este contexto, se puede especular que el apilamiento de espermatozoides de cobayo podria
interferir con los cambios que, aunque detrimentales, las células normalmente deben

experimentar para sobrevivir al proceso de criopreservacion.
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Conclusiones

Los parametros cinéticos disminuyeron drasticamente luego de la congelacion,

independientemente del método de criopreservacion utilizado.

El protocolo de congelacion convencional de espermatozoides epididimarios de cobayo

resulté en mejores caracteristicas cinéticas post-descongelacion.

Los porcentajes de la integridad de membrana plasmatica y acrosomal fueron mayores en las

muestras criopreservadas mediante el protocolo convencional que con el programable.

La fragmentacion del ADN fue similar entre ambos métodos de criopreservacion.
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Anexo C. Epididimos para la
recuperacion espermatica

Anexo D. Flujo retrogrado en
epididimos de cobayo
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Anexo E. Slicing o corte de los
epididimos

Anexo F. Material recuperado
mediante flujo retrégrado

Anexo G. Muestras espermaticas
en tubos Eppendorf rotulados

Anexo H. Evaluacién en Sistema
CASA de las muestras frescas

53

Calder6n Guaman David Fernando - Pintado Sangurima Sandro Rubén



UCUENCA

Anexo |. Espermatozoides de cobayo
evaluados en el Sistema CASA pre
congelacion

Anexo J. Rotulado de las
pajuelas de 0,25ml

Anexo K. Esterilizacion de las
pajuelas
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Anexo L. Empajuelado de las
muestras espermaticas

Anexo M. Pajuelas en el cryobox
del protocolo de congelacién
convencional

Anexo N. Congelador automatico
y tanque de NL»

Anexo O. Pajuelas para
congelacion programable
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Anexo P. Pajuelas almacenadas
en el tanque de NL;
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Anexo Q. Laminas para la tincion
naranja de acridina

Anexo R. Tincién naranja de
acridina

Anexo S. Incubacion de las
laminas a 75°C durante 5
minutos
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Anexo T. Evaluacion de las
laminas mediante microscopio de
fluorescencia

Anexo U. Espermatozoides
epididimarios de cobayo tefidos
con naranja de acridina
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