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Resumen

El estudio evalud la exposicién a la luz artificial sobre la calidad espermatica, morfometria
testicular y niveles de testosterona en cuyes. Se utilizaron 48 cuyes machos divididos en 4
tratamientos asignados al azar: T1: 24H luz, T2: 18H luz, T3: 12H luz y T4: OH sin exposicion.
La testosterona sanguinea se evalué en los dias 1, 30, 60 del experimento en los 48 cuyes.
La morfometria testicular se determind previa castracion; para la valoracion de la calidad
espermatica se recuperaron los espermatozoides epididimarios por flujo retrégrado usando
0,5 ml de diluyente comercial (Botu-Semen special®). Los resultados demostraron que la luz
artificial afecta significativamente (p<0,05) al espesor del testiculo izquierdo (ETI) y derecho
(ETD) en T1 y T2 en comparacion con T3. Los niveles de testosterona al dia 60 fue
significativamente mayor en T3 (5,22 ng/ml) (p<0,05) comparado con T2 (2,76 ng/ml), sin
diferencia entre T1 y T4. Sobre la calidad espermatica, se encontro diferencias significativas
(p<0,05) en la concentracion espermatica entre T4 yT3, pero no difiri6 en los demas
tratamientos; para los pardmetros cinéticos la motilidad total (MT) fue mayor (p<0,05) en T4
(81,33%) en comparacion a T1 (74,46%). En la motilidad progresiva (MP) y la velocidad
rectilinea rapida progresiva fueron mas altos (p<0,05) en T2 (48,65%; 41,44 uym/s) y T4
(55,38%; 41,45 um/s) en comparacion a T1 (45,54%; 37,01 um/s). En conclusion, los
diferentes periodos de luz artificial no influyeron sobre morfometria testicular, pero si sobre

los niveles de testosterona, calidad espermatica e histologia testicular.
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Abstract

The study evaluated exposure to artificial light on sperm quality, testicular morphometry and
testosterone levels in guinea pigs. Forty-eight male guinea pigs were divided into four
randomized treatments: T1: 24H light, T2: 18H light, T3: 12H light and T4: OH no exposure.
Blood testosterone was evaluated on days 1, 30, 60 of the experiment. Testicular
morphometry was determined after castration; for the assessment of sperm quality, epididymal
spermatozoa were recovered by retrograde flow using 0.5 ml of commercial diluent (Botu-
Semen special®). The results showed that artificial light significantly (p<0.05) affected left
(ETI and right (ETD) testis thickness at T1. Testosterone levels at day 60 were significantly
higher at T3 (5.22 ng/ml) (p<0.05) compared to T2 (2.76 ng/ml), with no difference between
T1l and T4. On sperm quality, significant differences (p<0.05) were found in sperm
concentration between T4 and T3, but did not differ in the other treatments; for kinetic
parameters total motility (MT) was higher (p<0.05) in T4 (81.33%) compared to T1 (74.46%).
In progressive motility (PM) and progressive fast rectilinear velocity were higher (p<0.05) at
T2 (48.65%; 41.44 pm/s) and T4 (55.38%; 41.45 um/s) compared to T1 (45.54%; 37.01 pm/s).
In conclusion, the different periods of artificial light did not influence testicular morphometry
but did influence testosterone levels, sperm quality and testicular histology.

Keywords: guinea pigs, light environment, photoperiod, fertility, reproduction
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1. Introduccién

El cuy (Cavia porcellus) llamado también conejillo de Indias es un mamifero roedor originario
de Sudameérica que fue domesticado hace 2500 a 3600 afos (Carcel, 2009). El género Cavia
incluye especies silvestres, la mayoria son diurnas y viven en pequefios grupos en

madrigueras (Riggs, 2009).

La crianza de los cuyes en el Ecuador se realiza en confinamiento; a pesar de ello, las
condiciones ambientales como el fotoperiodo, temperatura, humedad pueden afectar la
fisiologia del animal y determinar su estado productivo (Avilés et al., 2014). La reproduccion
es de gran importancia en los criaderos de cuyes y representa un gran indicador en la
produccién de carne. Una de las caracteristicas importantes en la crianza del cuy es su facil
manejo y su ciclo reproductivo corto, por ello se debe aprovechar al maximo mejorando la

fertilidad, prolificidad para alcanzar una alta productividad (Rodriguez et al., 2015).

La luz es un factor ambiental muy importante para la regulacién de los procesos fisioldgicos
necesarios para la vida, influyendo en el estado productivo y reproductivo (Valdivia, 2002).
Existe evidencia de que la luz es importante para activar ciertas respuestas bioldgicas, tales
como los ritmos circadianos, la biosintesis de vitamina D y el fotoperiodo (Quispe et al., 2021).
El fotoperiodo induce cambios en la actividad reproductiva a través de modificaciones en la
secrecion de LH y FSH (Malpaux, 2006).

El control fisiologico del fotoperiodo depende de tres componentes esenciales: primero, un
fotorreceptor de la luz y un ritmo circadiano que separa los dias largos de los cortos; segundo
lugar, una via neuronal que conecta el sistema neuroendocrino del ritmo circadiano y, por
altimo, el sistema endocrino, que incluye la secrecién de gonadotropinas hipofisarias, el
desarrollo gonadal y la retroalimentacion gonadal a través de esteroides sexuales (Urviola &
Fernandez, 2017).

Segun Roenneberg et al. (2003) las hormonas reproductivas se secretan a un ritmo circadiano
y una exposicion adecuada a los ciclos de luz/oscuridad siendo fundamental para la fisiologia
reproductiva del ser vivo. De manera que, en roedores no estacionales, un fotoperiodo largo
mejora la funcion del eje pituitaria-génada por medio de la inhibicion de la melatonina y
cuando es corto altera dicho eje por medio de la secrecién de melatonina (Reiter, 1983, 1991;
Valenti et al., 1995; Vanecek & llinerov4, 1985). Por otra parte, Miranda, (2016) enfatiz6 que
la luz artificial estimula en los animales el consumo de alimento y la produccion hormonal de
FSHy LH.
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Existen escasas referencias sobre los efectos de la luz en la reproduccién de los cuyes. Bauer
et al. (2008) indicd que la exposicion a diferentes horas de luz provoca un crecimiento y un
inicio mas temprano de la madurez sexual en cuyes machos. Segun Trillmich et al. (2009),
en los cuyes existe un incremento en la concentracion de testosterona lo que indica madurez,
entre la edad de 56 a 70 dias en fotoperiodos largos, presentandose un retraso de 14 dias en
fotoperiodos cortos. La T juega un papel clave en el desarrollo de los testiculos y promueve
las caracteristicas sexuales secundarias, por lo que, se considera que los niveles elevados

de T suelen indicar el inicio de la madurez en los mamiferos (Sisk & Zehr, 2005).

Bajo las consideraciones mencionadas, en esta investigacion se aplico luz artificial (12H, 18H,
24H) en cuyes macho durante 60 dias en su etapa reproductiva con el fin de evaluar el efecto
sobre algunas caracteristicas relacionadas con la reproduccion. La exposicion a la luz artificial
causa un cambio en el eje hipotalamo-hipdfisis y habra mayor produccion de LH, por ende,
mayor secrecion de testosterona lo que ocurre en un aumento en el tamafio testicular y mayor
cantidad de espermatozoides en el eyaculado (Lincoln et al., 1977; Ortavant et al., 1998). En
dias largos la variacién del tamafio testicular se debe a un mayor nimero de espermatocitos

y espermatidas (Thibault et al., 1966).

De manera que, el conocimiento de la interaccién entre los animales y su entorno puede abrir
perspectivas nuevas e innovadoras relacionadas con el tiempo y ritmo de exposicion de los
animales a la luz sea esta natural o artificial, con la finalidad de mejorar la produccion y
reproduccién de los cuyes machos. Es por ello que, esta investigacion muestra algunos de
los efectos de la luz artificial sobre la concentracibn de testosterona, parametros
espermaticos, morfometria testicular, recuento de células espermaticas y diametro de los

tubulos seminiferos.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo General
Evaluar la influencia de la luz artificial en la calidad espermatica, morfometria testicular y

concentracion de testosterona de la especie Cavia porcellus.

2.2. Objetivos Especificos
e Valorar la morfometria testicular, en cuyes expuestos a diferentes horas de luz
artificial.
e Evaluar el efecto de la exposicion de luz artificial sobre la concentracion de
testosterona.
e Analizar la calidad espermatica de los cuyes, sometidos a diferentes tiempos de

exposicion de luz artificial.
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3. Revision de Literatura

3.1. Generalidades

El cuy (Cavia porcellus) es un mamifero que tuvo su origen en Sudamérica en la region andina
del Peru, Bolivia, Ecuador y Colombia, fue domesticado hace aproximadamente 3000 afios y
constituyo el alimento principal de los aborigenes (Crespo, 2012). Es un animal que se adapta
muy bien a mdaltiples pisos altitudinales; se caracteriza por ser manejable, precoz, prolifico,
de reproduccion corta y de cuidado sencillo, su alimentacién se basa principalmente en forraje
verde, aungque se ha incorporado el uso sobrealimentos para acelerar su crecimiento
(Andrade et al., 2021). Morfolégicamente es un animal alargado, con una capa de diferentes
colores predominando el blanco, bayo, alazan y negro, encontrandose también el agouti; su
pelaje puede ser simple y compuesto entre los colores mencionados (Rosales et al., 2021;
Usca et al., 2022).

3.2.  Anatomiay fisiologia del aparato reproductor del macho
El aparato reproductor de los cuyes machos esta conformado por los testiculos, epididimo,

conductos deferentes, glandulas accesorias y el pene (Sotomayor, 2011).

1cm

Figura 1. Aparato reproductor del cuy macho.

A testiculos, B vesicula seminal, C préstata, D glandula bulbouretral, E pene, F epididimo.

Fuente: (Mega & Khasanah, 2017).
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3.2.1. Testiculos

Los testiculos se localizan en el abdomen a la altura de la vejiga; poseen una forma ovoide,
miden 22 mm de largo, 12 — 18 mm de ancho y pesan entre 2,5 — 3 gramos (Harkness et al.,
2002; Rosales et al., 2021). En un corte transversal presentan una capsula que posee fibras
elasticas y de colageno y lo divide en lobulillos, estos estan constituidos por la agrupacion de
tubulos seminiferos rodeado por tejido conjuntivo, los tibulos seminiferos se juntan y forman
la rete testis (Aliaga, 2009).

Presentan tres compartimentos: compartimento extratubular que contiene vasos sanguineos
y linfaticos ademas de las células de Leydig (producen T), el peritubular que envuelve el
tubulo seminifero, estd compuesto por células mioides, fibroblastos y fibras de colageno y el

compartimento intratubular posee células de Sertoli (Mega & Khasanah, 2017).

3.2.2. Epididimo

El epididimo est& cubierto por tejido conectivo y cumple funciones de: reservorio y lugar de
maduracién de los espermatozoides; se divide en: cabeza, cuerpo y cola (Schimming et al.,
2012). La cabeza esta cubierta por una capa de tejido adiposo que constituye la tlnica
albuginea, cumple la funcion de maduracion de los espermatozoides. El cuerpo conecta la
cabeza con la cola y contiene el conducto epididimario regularmente enrollado, transporta a
los espermatozoides. La cola actla como un 6rgano de almacenamiento de los
espermatozoides fértiles y de manera externa esta cubierta por una tunica fibroelastica y
fibras musculares que constituyen la tanica albuginea, con un largo de 12 mm y ancho de 9
mm (Aliaga, 2009; Fernandez et al., 2006).

3.2.3. Conductos deferentes
Son conductos musculares que en el transcurso de la eyaculacion desplazan a los
espermatozoides desde la cola del epididimo al conducto eyaculador de la uretra, mide 4 cm

de largo por 3 cm de ancho y con un didmetro aproximado de 1,5 — 2,5 mm (Stan, 2015).

3.2.4. Glandulas accesorias
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Figura 2. Glandulas accesorias del cuy. 1. Glandulas de Cowper 3. Préstata 4. Glandula coagulante

5. Glandulas seminales.
Fuente: (Vasquez & Del Sol, 2010).

3.2.4.1. Vesiculas seminales

Estan ubicadas en el piso de la pelvis, desemboca con los vasos deferentes mediante los
conductos eyaculadores; miden 12 — 13 cm de largo por 0,6 cm de diametro y pesan de 1 —
10 gramos, estan sujetados por una membrana fibrosa vascularizada que posee curvatura
mayor y menor anterior-lateral. La vesicula seminal proporciona una cantidad importante de
contenido del liquido espermaético, posee prostaglandinas, las cuales son importantes para la
fertilidad por el efecto de contraccion sobre el musculo liso (Aliaga, 2009; Quillahuaman,
2015).

3.2.4.2. Prostata

Situada dorsal a la uretra, constituida por epitelio glandular, recubierta por una capa de tejido
fibroso y células de musculo liso; mide 20,25 mm de longitud por 15,10 mm de ancho y pesan
0,9 gramos. Esta separada en I6bulos y formada por conductos; la secrecion prostética posee
un pH 6,5 ya que no posee azucares reductores, fibrinolisina, diesterasa y glucoronidasa
siendo las responsables de la mucdlisis del semen coagulado en las glandulas seminales
(Matamoros, 1981; Vasquez & Del Sol, 2010).

3.2.4.3. Glandulas coagulantes
Son dos ubicadas a cada lado y cercanas a las glandulas seminales. La secrecion de estas
glandulas permite la coagulacién de la secrecion de las glandulas seminales formando un

tapon vaginal después de la eyaculacion (Gonzalo, 2012).
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3.2.4.4. Glandulas bulbouretrales

Poseen un aspecto sacular, miden 8 mm de longitud por 5 mm de ancho; situada en el tercio
posterior de la uretra, ventral al recto, dorsal a la sinfisis del pubis, consta de una capsula
fiborosa que contiene al parénquima multilobular. Son las encargadas de segregar una
sustancia mucilaginosa, posee también acido sialico, el cual se reduce cuando se castra al
animal (Aliaga, 2009; Stan, 2015).

3.2.5. Pene

Es el 6rgano de la cépula y consta de las siguientes partes: glande, cuerpo peneano y sus
raices incluidas en el arco esquelético de la pelvis con una longitud de 45 mm y un diametro
de 5 mm. El pene posee dos cuerpos cavernosos que se encuentran lateralmente a la uretra
y estan compuestos de tejido vascularizado. El prepucio estd conformado por tejido
fibromuscular. El glande posee forma de cono incompleto con una hendidura en el lado ventral

gue en su centro esta el meato urinario (Aliaga, 2009; Quillahuaman, 2015).

3.3. Histologia del aparato reproductor del macho
Para el estudio histolégico de los testiculos del Cavia porcellus se utiliza la tinciébn con
hematoxilina y eosina (H & E) para observar las células y los tejidos.

3.3.1. Testiculos

Los testiculos se encuentran rodeados por una membrana fibrosa llamada albuginea, y se
caracteriza por poseer tres capas: 1) capa externa que es fina y en gran parte hialinizada; 2)
capa media de fibras de colageno que posee abundantes fibroblastos y fibras elasticas y 3)
capa interna que es vascularizada y esta en contacto con el testiculo. Los tabulos seminiferos
constan de dos tipos de células: células de Sertoli o células de soporte y células germinativas
(espermatogénicas). La rete testis esta cubierta por un epitelio escamoso simple (Aliaga,
2009; Vasquez & Del Sol, 2010).
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Figura 3. Corte histolégico del testiculo de cuy (Cavia porcellus).

Fuente: Autor.

3.3.2. Epididimo

La cabeza del epididimo tiene un epitelio cilindrico alto, de tamafio medio en el cuerpo y
epitelio cilindrico bajo en la cabeza. El conducto en el epididimo tiene células epiteliales
columnares estratificadas, influye en la madurez espermatica y el sistema locomotor de los
espermatozoides (Mega & Khasanah, 2017).

3.3.3. Prostata

Esta compuesta por abundantes unidades tubulo-alveolares de forma redonda, cubiertas por
tejido conectivo denso y fibras musculares lisas. El epitelio secretor consta de células cubicas
con nucleos circulares u ovalados ocupando una posicion central. El tejido estromal esta
conformado por adipocitos y fibras de coladgeno con disposicion laxa. Los conductos

excretores de los I6bulos tienen un epitelio simple cubico (Vasquez & Del Sol, 2010).

3.3.4. Vesiculas seminales

Poseen una tdnica mucosa que esta recubierta por pliegues que se dirigen a la luz de la
glandula; la lamina propia constituida por tejido conectivo laxo, esta se continda con la capa
media que posee tejido muscular liso y fibras de coldgeno y por Ultimo la tanica externa o
llamada también serosa (Vasquez & Del Sol, 2010).
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3.3.5. Glandula bulbouretral
Los tabiques entre los I6bulos de la glandula contienen musculo liso. Est4 envuelta por una

capsula de tejido muscular esquelético y muasculo liso (Mega & Khasanah, 2017).

3.3.6. Pene

Esta rodeado por una tunica albuginea fibrosa sélida. El cuerpo cavernoso esta envuelto por
una capa de tejido conjuntivo, el cuerpo cavernoso y esponjoso consiste en tejido eréctil que
contiene grandes cantidades de espacio cavernoso de las venas revestidos con células
endoteliales y separados por trabéculas que consiste en fibras de tejido conectivo y células

del musculo liso (Mega & Khasanah, 2017).

3.4. Endocrinologia del macho

El sistema endocrino tiene una funcién importante en la integracién y desarrollo del organismo
en su etapa de crecimiento y mantenimiento de la reproduccién; entre las principales
hormonas estan la FSH y LH que son producidas en la adenohipdfisis y liberadas por la accion
de la GnRH que es producida en el hipotalamo (Ptaszynska, 2007; Ramirez, 2006). La FSH
tiene como funcién estimular la gametogénesis cuando estimula a las células de Sertoli. La

LH estimula las células de Leydig para producir T (Bautista, 2018).

3.4.1. Testosterona

La T es considerada como la hormona sexual masculina, es secretada por las células de
Leydig en los testiculos y por la corteza adrenal; regulada mediante la retroalimentacion
hormonal que necesita sefiales del hipotalamo y la hipéfisis (glandula pituitaria) y su liberacion
esta dada por la hormona LH. Cumple las siguientes funciones: 1) estimula y acelera la
espermatogénesis; 2) prolonga la vida de los espermatozoides en el epididimo; 3) favorece
el crecimiento, desarrollo y actividad de la préstata, glandulas vesiculares y bulbouretrales y
el pene; 4) estimula el comportamiento sexual y la libido en el macho (Aliaga, 2009; Justel et
al., 2010).

3.4.2. Calidad Seminal

El semen se compone de liquido seminal y espermatozoides. El liquido seminal se compone
de secreciones de la prostata (incluidas las fosfatasas acidas, protidos, lipidos y hexosas),
las glandulas bulbouretrales y vesiculas seminales. Estas secreciones proporcionan que se

produzca la fertilizacién (Aliaga, 2009).

La calidad del semen se ve afectada por muchos factores, incluida la edad, el estado
nutricional, la estacion del afio, la temperatura ambiental, la presencia de enfermedades e

incluso el tiempo de abstinencia. Por tanto, la evaluacion continua analiza aspectos
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macroscopicos y microscopicos. Los pardmetros macroscopicos considerados incluyen el
volumen, el color, la viscosidad y el valor del pH, que pueden evaluarse en el eyaculado
mediante dispositivos de medicion. En cuanto a los pardmetros microscopicos, dado que
estos pardmetros determinan la fertilidad de los machos, generalmente se requiere equipo

tecnoldgico para una evaluacion mas precisa (Quispe, 2022).

3.4.2.1. Valoracion de calidad seminal

El papel importante de los espermatozoides constituye el transporte del genoma nuclear vy el
centriolo, hasta llegar al ovocito. Por lo tanto, un analisis de semen ideal seria capaz de
determinar oportuna y eficazmente el potencial de fertilizacién del semen mediante el estudio

de las propiedades microscopicas y macroscopicas de los espermatozoides (Mellisho, 2010).

Hasta la fecha, se han presentado varios métodos de prueba para medir de forma rapida y
precisa la calidad del semen y la eficiencia reproductiva del macho utilizando diferentes
parametros macroscopicos (color, volumen, densidad, pH), la evaluacibn microscépica

incluye el andlisis de la concentracion, motilidad, vitalidad y morfologia (Taday, 2022).

3.4.2.2. Evaluacion macroscépica del semen

3.4.2.2.1. Color

El color normal del semen es gris claro, pero diversas condiciones patolégicas pueden hacer
gue aparezcan de un color diferente (por ejemplo, leucocitosis (amarillo) o hemozoospermia
(rojo/marrén)) (Ariagno & Mormandi, 2016). Por otra parte, segun Tapia & Tello, (2016)

menciona que el color normal del semen de cuy es de color blanco.

3.4.2.2.2. Volumen
De acuerdo con Maroto, (2020) el volumen del eyaculado varia con respecto a la especie
animal y esta medida en ml o cc. Durrant, (1990) reportaron que el volumen varia de 0,6 a

0,8 cc. mediante el uso de electroeyaculador.

3.4.2.2.3. Densidad
Esté relacionada directamente con la concentracién espermatica, por lo que permite calificar

al semen segun su aspecto (Fuentes, 2015).

3.4.2.2.4. pH

Se considera que la concentracion de esperma es inversamente proporcional al pH. El
metabolismo del semen hace que el ambiente se vuelva acido y la presencia de
contaminantes como la orina y procesos inflamatorios hacen que el ambiente se eleve por
encima de los niveles normales. En evaluacion después de larecoleccion de semen

(pHmetro / tiras de pH), el pH del cuy es aproximadamente 7,4 (Arencibia & Rosario, 2009).
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3.4.2.3. Evaluacion microscoépica del semen

Esta es una de las caracteristicas importantes para la evaluacion de muestras espermaticas.
Se trata de una evaluacion de la motilidad de los espermatozoides, valorando tanto los
movimientos individuales como los de masa y el objetivo del uso de la camara de Neubauer
es realizar conteo de células en un medio liquido para conocer la concentracion

de espermatozoides (Castro & Gonzalez, 2019).

Los espermatozoides en mamiferos, como en el caso de los cuyes estan compuestos
estructuralmente por dos partes principales, la cabeza y la cola (Tulsiani & Abou, 2012). La
cola esté subdividida en cuatro regiones importantes: cuello, pieza intermedia, pieza principal

y pieza terminal (fig.5).
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Figura 4. Partes fundamentales del espermatozoide del cuy.
Fuente: (Fawcett, 1965).

La conformacion del espermatozoide es: 1) cabeza: posee un ndcleo con un conjunto
haploide de cromosomas; 2) cola o flagelo: proporciona movilidad y contiene entre 80-85
mitocondrias que generan ATP; 3) acrosoma: contiene enzimas que asisten a los
espermatozoides en la penetracién del évulo durante la fertilizacion (fig.6) (Pinduisaca, 2018).
Segun Aliaga, (2009) la cabeza del espermatozoide del cuy es ovalada, lo que esta
relacionado con la forma del nicleo y con el acrosoma, en un estudio de las medidas

morfométricas del espermatozoide de cuy nativo y mejorado del sur de Ecuador la longitud
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de la cabeza en cuyes mejorados fue de 11,87 um y con un ancho de cabeza de 10,17 pum,
mientras que la longitud de la cola 82,76 um (Rosales et al., 2021; Tapia & Tello, 2016).

Figura 5. Espermatozoide de cuy.

Fuente: Autor.

3.4.2.3.1. Recuento y concentracion de espermatozoides

El recuento total de los espermatozoides se calcula en funcién de la concentracion y el
volumen de espermatozoides; generalmente se lo realiza a través del recuento celular directo
con el uso de un hemocitdbmetro o una camara de Neubauer (Ayala & Morejon, 2015;
Benavides et al., 2020).

Por tanto, la motilidad de los espermatozoides se determina inmediatamente después de la
recoleccién del semen, se coloca una gota de semen puro en un portaobjetos precalentado a
37°C y posterior observacién bajo el microscopio. Los espermatozoides deben moverse hacia
adelante y hacia atras a lo largo del campo de visién del microscopio, no obstante, en los
cuyes los espermatozoides tienen la particularidad de ser curvos e irregulares y generalmente
tienden a agruparse en una cabeza conocida como rouleaux (Tapia & Tello, 2016).

3.4.2.3.2. Morfologia espermatica

Al referirse a esta evaluacién, se basa en unarelacion directa entre la proporciéon de
espermatozoides anormales en la eyaculacion, tipo de defecto morfol6gico y la relacion con
la fertilidad in vivo (Fuentes, 2015).
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3.5. Relacién fotoperiodo-reproduccién

El fotoperiodo es el momento del dia durante el cual un animal se expone a la luz, estos
cambios en la disponibilidad de luz ambiental tienen efectos importantes en los animales. En
muchas especies, el fotoperiodo regula ciertos mecanismos bioldgicos, incluida la
reproducciéon y que estd regulado por ritmos hormonales enddgenos, especialmente en
especies que se reproducen estacionalmente (Correa & Fernandez, 2017). En los mamiferos
esta regulacién puede incluir la accién de la melatonina que es secretada por la glandula
pineal por la noche (Chemineau, 1993). Por tanto, la intensidad y longitud de la onda de luz
gue incide sobre la retina afectara la concentracién de melatonina que es mayor en la nhoche
y menor durante el dia (Lincoln, 1992). El fotoperiodo coordina las sefiales neuroendocrinas
gue alteran la secrecién de melatonina provocando cambios a nivel molecular hasta el

conductual (Correa & Fernandez, 2017).

Los receptores de melatonina estan presentes en el SNC, en la glandula pituitaria, las células
de la granulosa de foliculos preovulatorios y los espermatozoides, entre otros. Uno de sus
efectos se puede observar en la fuerte estacionalidad de la reproduccion de algunas especies

gue se encuentran en latitudes mas alejadas de la linea ecuatorial (Quispe, 2022).

La edad adulta es un pardmetro de la historia de vida particularmente importante porgque
predice en gran medida el éxito reproductivo de varios mamiferos pequefios (Bauer et al.,
2008; Randy et al., 1997; Trillmich et al., 2009). El inicio de la reproduccién aumenta los costos
fisiologicos a medida que cambia el metabolismo y aumentan las actividades conductuales
como la blsqueda de pareja y el cortejo (Touma et al., 2003). Por lo tanto, el momento de la
madurez sexual puede tener profundas consecuencias para el éxito reproductivo Romero,
(2004) debiendo los animales optimizar dicho momento respondiendo a estimulos

ambientales.

Los cavias (género Cavia) son roedores de tamafio mediano que paren muy temprano
después de una gestacion relativamente larga de aproximadamente dos meses (Randy et al.,
1997). Al nacer, las crias pueden moverse de forma independiente, tienen sistemas
sensoriales y termorreguladores completamente desarrollados e incluso comienzan a buscar
alimento solido desde el primer dia (Trillmich et al., 2009). Por tanto, el desarrollo somético y
reproductivo parece incluso més sensible al fotoperiodo temprano en los machos que en las
hembras ya que reaccionan también a los fotoperiodos estaticos, mientras que las hembras

solo reaccionan a los fotoperiodos cambiantes (Randy et al., 1997).

Se ha demostrado cierta sensibilidad al fotoperiodo en especies que no se reproducen

estacionalmente, por ejemplo, en los cuyes machos bajo un fotoperiodo artificial de 16 horas
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de luz y 8 horas de oscuridad a 25°C (fotoperiodo largo), estos alcanzaron pesos corporales
y concentraciones de testosterona mas altos en comparacion con fotoperiodos cortos de 8
horas de luz y 16 horas de oscuridad a 15°C, lo que indica que los machos alcanzan la
pubertad antes (Bauer et al., 2008). De manera similar, en los cuyes silvestres (Cavia aperea),
el fotoperiodo puede desempefiar un papel valioso en la iniciacion reproductiva de las
hembras al proporcionar sefiales importantes sobre condiciones ambientales mas oportunas
(Trillmich et al., 2009).

3.5.1. Fotoperiodo - morfometria testicular y calidad seminal

Se sabe gue es necesario un adecuado equilibrio energético-proteico para el pleno desarrollo
de los testiculos. De manera similar, la capacidad de los testiculos de responder a los cambios
estacionales en el fotoperiodo esta relacionada con la densidad de las poblaciones de
receptores de FSH y LH aspectos que esta relacionado con los cambios en las
concentraciones de testosterona durante la involuciéon y la recuperacion de la actividad
testicular (Robinson & Karsch, 1984).

Gerlach & Aurich, (2000) mencionan que el fotoperiodo se manifiesta presentando
agrandamiento en la talla testicular, mayor produccion de T, mayor secrecion espermatica y

por ende mayor libido.

3.5.2. Fotoperiodo - testosterona e histologia

La GnRH envia una sefial a la adenohipdfisis e induce la secrecion de FSH y LH, luego estas
viajan por el sistema circulatorio hacia los testiculos, donde la FSH actua sobre las células de
Sertoli que estan localizados al interior de los tibulos seminiferos y su funcién es apoyar el
desarrollo de los espermatozoides, mientras que la LH actla sobre las células de Leydig

estimulando la produccion y secrecion de la testosterona (Bustos & Torres, 2012).

Los andrégenos se sintetizan principalmente en las células de Leydig, las que se encuentran
en el tejido intersticial de los testiculos (Amann & Schanbacher, 1983). La T se produce en
las células de Leydig, se libera por difusion simple o facilitada y se metaboliza a estrégenos
y dihidrotestosterona. El estr6geno se libera en la sangre y la dihidrotestosterona se libera

nuevamente en los tibulos seminiferos (Rivera, 2003).

Por ello, la testosterona juega un papel importante en el desarrollo de las células

espermaticas de los testiculos y en los caracteres sexuales secundarios (Bauer et al., 2008).
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4. Materiales y Métodos
4.1. Materiales

4.1.1. Materiales fisicos

e Cuatro pozas de 1 x 1,2 x 0,50 metros cada uno

¢ Instrumentos de limpieza

e Balanza de precision (BPS Plus BOECO)

e Bafio Maria (Memmert, W350, Alemania)

e Camara fotografica

e Focos LED ECOLED de 15 W

¢ Fundas ziploc

e Cooler

¢ Equipo de diseccién

o Caja Petri

e Pipetas automaticas de 2 — 20 pl, 20 — 200 ul y de 200 — 1000 ul (Boeco®, Alemania)

e Puntas de pipetas automaticas (blancas, amarillas, azules)

e Jeringa 1l ml

¢ Portaobjetos

e Cubreobjetos

e Tubos eppendorf de 1,5 ml

e Guantes de examinacion

e Calibrador digital de Vernier

e Envases de orina

e Tubo taparoja 5 ml

e Microscopio de contraste de fases (Nikon Eclipse, Nikon Instruments Inc., New York,
USA)

e Programa CASA-SCA (Sperm Class Analyzer, SCA-Evolution® 2018, v.6.4.0.99
software. Microptic S.L., Barcelona, Espafia)

e Céamara de Neubauer

e Bisturi

e Platina térmica

4.1.2. Materiales biolégicos
e Testiculos de cuy

e Muestras de sangre
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4.1.3. Materiales quimicos
o Diluyente Botu Semen Special® (SKU: 550/Botu/Special, BotuPharma, Brasil)
e Formaldehido al 2%
¢ Hepes (Fluorescencia/ Salt, NaCl, KOH, glucosa, agua destilada)
e Yoduro de propidio (PI, Sigma P4170)

e Formol al 10%
4.2. Métodos

4.2.1. Areade estudio

La investigacion se desarroll6 en la comunidad de “Rosas Loma” de la parroquia Sinincay
perteneciente al canton Cuenca de la provincia del Azuay, sus coordenadas son 2°51'04.0"S
79°00'16.7"W, y se encuentra a una altitud de 2688 m.s.n.m. Este sector presenta un clima
templado con temperaturas que oscilan entre los 13 a 15°C, posee una pluviosidad inferior a
los 1000 mm de lluvia al afio.

Figura 6. Ubicacion territorial de la investigacién. Azuay — Sinincay — Rosas Loma.

Fuente: (Google Maps).
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4.2.2. Disefio experimental
Para este experimento se aplico un disefio completamente al azar (DCA). Se utilizaron 48
cuyes machos, clinicamente sanos, distribuidos al azar en cuatro grupos de acuerdo a los

siguientes tratamientos segun la exposicion a la luz:

e T1= 24 horas de luz artificial (=12 cuyes)
e T2= 18 horas de luz artificial (=12 cuyes)
e T3= 12 horas de luz artificial (n=12 cuyes)

e T4=0 horas de luz artificial (n=12 cuyes)
Se consideraron las siguientes variables:

o Variable independiente:
o Exposicién a la luz artificial
o Variables dependientes:
o Morfometria testicular
o Parametros espermaticos
o Concentracion de testosterona

o Histologia testicular

4.2.3. Animales y alojamiento
Las condiciones de iluminacién fueron adecuadas de acuerdo a cada tratamiento, se trabajé
con 48 cuyes machos mestizos de la linea Peru, procedentes del cantén Paute de la provincia

del Azuay, con una edad de 2 meses y un peso promedio de 910,83 * 5,83.

Los animales fueron colocados en pozas de 1 x 1,2 x 0,50 metros. Previo al inicio de la
investigacion se desparasitdé con Iverfull® polvo (Fenbendazol + Ivermectina) a través del
balanceado para el control de parasitos externos e internos. La alimentacion fue mixta a base
de forraje en 30% de su peso vivo con ray grass (Lolium multiflorum) y alfalfa (Medicago
sativa) administrados dos veces al dia (7 a.m. y 5 p.m.) y suplementada con sobrealimento

(harina de maiz, afrecho de trigo) ad libitum.

4.2.4. Exposicion alaluz artificial
El estudio dur6 sesenta dias. La infraestructura fue acondicionada de acuerdo a los
requerimientos de dotacion de luz artificial en cada uno de los tratamientos evitandose el

contacto con la luz natural.

Evelyn Daniela Guanga Lucero — Maria Beatriz Quilli Barbecho



UCUENCA 2

La luz artificial fue proporcionada en cada poza mediante el uso de focos LED ECOLED de
15 W de potencia y una intensidad de 90 — 130 V de fondo blanco, y de este modo se asigné
cuatro tratamientos de la siguiente manera:

e Tratamiento 1 (T1): se mantuvo siempre con luz encendida y nulo contacto con la luz
natural (24 H).

e Tratamiento 2 (T2): luz artificial entre las 6h00 y las 12h00 (18 H).

e Tratamiento 3 (T3): luz artificial entre las 6h00 y las 18h00 (12 H).

o Tratamiento 4 (T4): oscuridad permanente.

@ T1: 24 horas de luz
Arlpen
fveon
ALY
fveop
SAI LY

fveod

Figura 7. Esquema de iluminacion en cada tratamiento.

Fuente: Autor.

4.2.5. Medicion de testosterona

La medicion de testosterona (T) se realizé en todos los 12 cuyes de cada tratamiento, en los
dias 1, 30 y 60 del trabajo experimental. Se recolecté muestras de sangre de la vena safena
con una jeringa de 1 ml y se colocé en un tubo de tapa roja. Todas las muestras se tomaron
alas 5 a.m., en ayuno en los dias de obtencidn de muestras sanguineas. El método utilizado
para la cuantificacion de la testosterona en suero fue el Sistema de Inmunoensayo por
Quimioluminiscencia (CLIA) mediante el equipo Maglumi 2000 en el Laboratorio clinico
CENBIOCLI S.A.

4.2.6. Protocolo de castracion

Los cuyes fueron castrados mediante la técnica quirdrgica desde las 5:30 a.m. hasta las 7
a.m., para lo cual se siguid los siguientes pasos: Primero, los animales se sujetaron, se
identificaron los testiculos y se fijaron en los dedos del cirujano. Luego, se desinfecté con
clorhexidina la zona procediendo a realizar anestesia local inyectando 0,5 ml de lidocaina en

cada testiculo. Seguidamente se realizd una incisidn en cada testiculo para su extirpacion y
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suturacion de la piel externa. Finalmente se colocé clorhidrato de oxitetraciclina en la zona de

la cirugia para evitar infecciones.

Luego de la castracion quirdrgica, los testiculos fueron colocados en fundas ziploc® rotuladas
(tratamiento, testiculo derecho o izquierdo, ID del cuy) y almacenadas en un cooler.
Inmediatamente, los testiculos fueron transportados en un lapso de una hora con quince
minutos al laboratorio para el andlisis de la morfometria testicular y los pardmetros

espermaticos.

4.2.7. Morfometria testicular

En el laboratorio, los testiculos y los epididimos junto con los conductos deferentes fueron
diseccionados y colocados en cajas Petri. A continuacién, con el uso de una balanza de
precision se registrd el peso individual de los testiculos y epididimos. Las mediciones de la

longitud, ancho y espesor del testiculo se realizaron utilizando un calibrador de Vernier.

peso de los testiculos (g)

Para calcular la densidad testicular se usé la formula descrita por Ali

volumen de testiculos (cc)
Abdullahi et al. (2012). Para calcular el volumen testicular se us6 el método descrito por
Junaidi & Martin, (2013), (ancho X largo x altura) x 0,52, la misma que asume que los

testiculos son elipsoides.

4.2.8. Analisis de parametros espermaticos

Las muestras espermaticas epididimarias fueron recolectadas mediante la técnica de flujo
retrogrado descrita por Galarza et al. (2023) administrando 0,5 ml de diluyente Botu Semen
Special® pre-refrigerado a 5°C a través del conducto deferente y luego la cola del epididimo
fue cortada transversalmente tres veces. Las muestras espermaticas se recuperaron por
pipeteo y fueron colocadas en tubos Eppendorf de 1,5 ml. Finalmente, las muestras

individuales se atemperaron en bafio Maria antes de su evaluacion.

Tabla 1. Diluyente Botu Semen Special

Reactivo Cantidad
Botu Semen — Special® 8,59
Agua purificada 100 ml

Se almaceno en alicuotas de 50 ul y se congel6 a -20°C.
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4.2.8.1. Concentracion espermética

La concentracion esperméatica de cada una de las muestras epididimarias fue determinada
mediante el uso de una cdmara de Neubauer. Previamente, se prepar6 una dilucion de 1:200
(muestra espermatica: agua formolada) que fue utilizada para cargar la camara de Neubauer
para el reconteo de espermatozoides en cinco cuadrantes. El resultado de la camara se
multiplica por el factor de dilucién 200 x 5 y por 10000 y da como resultado en millones por
ml. El conteo de espermatozoides se realizé mediante un microscopio de contraste de fases

y objetivo 40 X (Nikon Eclipse, Nikon Instruments Inc., New York, USA).

4.2.8.2. Motilidad espermatica

La motilidad espermatica y los parametros cinéticos de los espermatozoides se evaluaron
objetivamente utilizando el Sistema CASA (Sperm Class Analyzer, SCA-Evolution® 2018,
v.6.4.0.99 software. Microptic S.L.) acoplado a un microscopio de contraste de fases (Nikon
Eclipse modelo 50i, contraste negativo). Se colocé una alicuota de 5 pl de cada muestra en
un portaobjetos calentado a 37 °C y cubiertos con un cubreobjetos. Se evaluaron tres campos
y 200 trayectos de espermatozoides con objetivo 100 X (velocidad de adquisicion de
imagenes 25 fotogramas/segundo). Se evaluaron las siguientes caracteristicas cinematicas:
el porcentaje de motilidad espermatica total (TM), el porcentaje de motilidad espermética
progresiva (PSM), la velocidad curvilinea (VCL, pm/s), la velocidad media de la trayectoria
(VAP, ym/s), la velocidad en linea recta (VSL, um/s), rectitud (STR, %), linealidad (LIN, %),
bamboleo (WOB, %), amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, ym) y frecuencia

de batida de flagelo (BCF, Hz) siguiendo lo descrito por (Galarza et al., 2020).

4.2.8.3. Integridad del acrosoma

La integridad del acrosoma se evalu6 por inspeccion visual directa de los espermatozoides
utilizando un microscopio de contraste de fases (Nikon Eclipse, Nikon Instruments Inc., New
York, USA). Para esto, previamente, los espermatozoides de cada muestra espermatica
epididimaria fueron fijados en formaldehido al 2% en PBS y se coloc6 una muestra de 10 pl
sobre una lamina de portaobjetos para su recuento. Se contaron 200 espermatozoides por

cada muestra. Se us0 la técnica descrita por (Soler et al., 2005).
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Desprendido

Reactivo
Integro

Figura 8. Integridad del acrosoma del T4.

Fuente: Autor.

4.2.8.4. Vitalidad

La vitalidad espermética se evalu6 indirectamente mediante el analisis de la integridad de la
membrana plasmatica de los espermatozoides, para ello se utilizé la sonda fluorescente:
yoduro de propidio (PI, Sigma P4170) tal como describen Galarza et al. (2018). Se
examinaron un total de 100 espermatozoides por portaobjetos utilizando un microscopio
optico de epifluorescencia Nikon Eclipse E200 (Nikon Instruments Inc., New York, NY, USA)
con un filtro de paso de triple banda (40 X aumentos, con una excitacion: 450 - 490 nm, y
emision: 520 nm) y se clasificaron en dos categorias: 1) vivos: membrana plasmética intacta,
células no tefiidas y 2) muertos: membrana plasmatica dafiada, células tefiidas de rojo. En la
siguiente tabla se detalla los reactivos que se ocuparon en la elaboracion de la tincién.

Tabla 2. Medio de HEPES para fluorescencia

Reactivo Cantidad
Hepes Salt 476,62 mg
Cloruro de sodio 115,27 mg
KOH 16,5 mg
Glucosa 198,77 mg
Agua destilada 100 mi
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Muerto
Vivo

Figura 9. Epifluorescencia con emision de 450- 490 nm y emision de 520 nm para vitalidad
espermética del T1.

Fuente: Autor.

4.2.9. Histologia

Para la histologia se utilizaron 24 testiculos (izquierdo y derecho) por cada tratamiento, 96
testiculos en total. El recuento de las células esperméticas de los tubulos seminiferos y el
intersticio se realiz6 de acuerdo a la morfologia de cada célulay en cinco campos histolégicos
de secciones transversales claras y nitidamente redondeadas de cada cuy, se utilizd un

microscopio 6ptico (Olympus Tough, TG-6 System) con lente 10 X.

Previamente, los testiculos fueron seccionados en tres regiones y se fijaron en solucion de
formalina. Posteriormente, con formaldehido al 10% en PBS, seguido de un lavado y
deshidratacion con concentraciones crecientes de etanol. Luego se realizé la inmersion en
parafina liquida y corte en secciones sagitales del tejido en el microtomo a 5 micras. A
continuacion, se mont6 en la plancha caliente y se dejé secar las muestras eliminando los
restos de parafina con xilol. Los tejidos se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E), luego
fueron deshidratados con etanol y aclarados con xilol. Finalmente, la seccién tefida fue
cubierta con resina y un cubreobjetos antes de la observacion y recuento celular en el

microscopio.
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Las secciones oblicuas o longitudinales no se tuvieron en cuenta durante el recuento de

células espermatogénicas.

4.2.10. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 con el programa IBM SPSS Statistics v.26. Se realizaron
pruebas de normalidad y de acuerdo a los resultados se aplicaron pruebas paramétricas o no
paramétricas. Para aquellos datos que presentaron normalidad se aplico el analisis de
varianza (ANOVA). El andlisis post hoc se realiz6 mediante la prueba de comparacién maltiple
“Duncan” (p<0,05).
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5. Resultados y Discusién

5.1. Morfometria testicular

La Tabla 1 muestra los valores correspondientes al peso de los testiculos y epididimos. No
se observaron diferencias significativas entre los tratamientos (p<0,05), excepto en el peso
del epididimo derecho en donde se observa un valor mayor (p<0,05) para los cuyes que se
mantuvieron en oscuridad (T4) en relacion a aquellos expuestos a luz artificial T1y T2 en los

gue se obtuvo valores muy inferiores.

En una investigacion realizada por Rosales et al. (2021), se menciona un peso de 2,1 g para
testiculo izquierdo y derecho en animales criados en condiciones ambientales no controladas,
este valor es diferente a lo encontrado en la nuestra investigacion bajo condiciones
controladas de luminosidad, observandose en todos los tratamientos valores superiores para
ambos testiculos; notandose los pesos mas altos en los animales expuestos a 18 horas de
luz artificial (T3).

Kus et al. (2003), en su estudio sobre los efectos del fotoperiodo en los testiculos de ratas
Wistar dedujo que un fotoperiodo prolongado provoca un aumento en el peso testicular y en
los niveles de testosterona sérica, determinando que la exposicién constante o fotoperiodos
prolongados suprime la sintesis de la melatonina en la glandula pineal y esto disminuye el
efecto inhibidor de la melatonina sobre las génadas, lo que conduce a un aumento de las

funciones gonadales.

Unchupaico et al. (2022) en un estudio sobre la motilidad y concentracion espermatica del
liquido seminal del epididimo en cuyes, analizaron los pesos de los epididimos a diferentes
edades, obteniendo un valor promedio de 1,56 g en epididimo izquierdo y derecho a los cuatro

meses, siendo un valor mayor a lo encontrado en nuestra investigacion.

No existen reportes hasta la fecha sobre la influencia de la luz artificial sobre el peso de los
epididimos. Este estudio también constituye el primer reporte sobre el efecto de la luz artificial

en los pesos de los epididimos derecho e izquierdo de la especie.
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Tabla 3. Peso de testiculos y epididimos (media + SEM) de cuyes sometidos a diferentes

tiempos de exposicion a la luz artificial

testicuToe/Z(p))is i T1: 24 H T2: 18 H T3: 12 H T4: control
PTI (g) 2,66+0,76 2,99 + 0,80 2,48+ 0,54 2,56 + 0,81
PTD (g) 2,93 +0,69 2,99 + 0,94 2,64 + 0,44 2,53 +0,67
PEI (g) 0,52 + 0,47 0,49 + 0,08 0,44 +0,11 0,52 +0,11
PED (g) 0,46 + 0,54 @ 0,43 +0,07 0,56 + 0,09 be 0,59 + 0,09 ©

Pesos: PTI: peso testiculo izquierdo, PTD: peso testiculo derecho; PEI: peso epididimo izquierdo; PED: peso
epididimo derecho. &% Diferentes superindices en cada fila expresan diferencia significativa (p<0,05) entre los
tratamientos.

Con respecto a las variables morfométricas (Tabla 2); el espesor del testiculo izquierdo (ETI)
encontrado en T1, T2 y T4 fueron mayores y significativamente diferentes (p<0,05) en
comparacion con T3. El espesor del testiculo derecho (ETD) de los cuyes expuestos a 24 hy
18 h de luz fue significativamente mayor (p<0,05) en comparacion con el T3. Segun Bellastella
et al. (1998) informa que la funcién gonadal y la actividad sexual es reducida cuando hay
fotoperiodos cortos, esto podria ser explicado porque el tratamiento 3 obtuvo un espesor mas

pequefio.

El didmetro de los tibulos seminiferos en los testiculos de los cuyes expuestos a 24 h de luz
artificial (T1) fue significativamente mayor (p<0,05) al encontrado en los cuyes que se
mantuvieron en oscuridad (T4); pero no se encontraron diferencias (p>0,05) en comparacion

con los cuyes del T2y T3.

Chuchuca, (2023) en su estudio del aparato reproductor del cuy macho en ambientes no
controlados, menciona valores menores a los de este estudio en las variables largo (12,50 a
17,06 mm) y ancho (8,99 a 11,31 mm) testicular en relacién a los datos obtenidos en esta
investigacion, por el contrario, en cuanto al volumen obtuvo un valor superior (989,86 a
1955,88 mm?). La diferencia entre estudios puede deberse a la edad de los animales
valorados o a la influencia del fotoperiodo artificial que se les aplicé en el estudio. Esto puede
ser explicado por la estimulacién luminica, que provoca un incremento en la secrecion de
FSHy LH, por ende, los testiculos crecen mas rapido considerando que el desarrollo gonadal
es general en todas las especies y lo Unico que difiere es el mecanismo neurolégico para

activar el sistema hipotalamo-hipdfisis (Bustos & Torres, 2012).

Pino, (2015) determiné que los testiculos en los cuyes miden aproximadamente 16,3 mm de

largo el izquierdo y 17,5 mm el derecho, un ancho de 12,5 mm en el izquierdo y 13 mm en el
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derecho, datos que son menores tanto en largo como en ancho al que obtuvimos en el
estudio. Rosales et al. (2021) estudiaron la morfologia del testiculo (largo, ancho, espesor,
volumen, densidad e indice gonadosomatico) obteniendo valores de 2,1 cm, 1,6 cm, 1,2 cm,
1,9-2cm3, 1,1 g/cm3y 0,004 respectivamente para las variables mencionadas, estos valores

son similares con lo encontrado en el presente estudio.

Aponte et al. (2018) evaluaron la influencia de la anti-GnRH sobre morfometria testicular,
histopatologia y respuestas endocrinas en conejos, cobayas y corderos en donde el diametro
de los tubulos seminiferos en el grupo control de los cuyes fue de 218,5 um, valor que es

similar a los obtenidos en nuestra investigacion.

Con respecto a lo anterior Salvetti et al. (2005) realiz6 un estudio de fotoperiodo en ratén para
valorar el diametro de los tibulos seminiferos con tres grupos: C (6:00 am a 20:00 p.m. de
luz), grupo L (24 horas de luz) y el grupo O (oscuridad) y obteniendo valores para el grupo C
219,21 ym, el grupo L 234,14 umy el grupo O 227,62 uym con estos resultados se puede ver
gue la luz tiene un efecto importante sobre el didmetro de los tibulos seminiferos ya que el

90% de tubulos seminiferos estuvieron en espermatogénesis avanzada.

Olatunji & Sofola, (2001) llevé a cabo un estudio en 15 ratas para ver el efecto de la luz y la
oscuridad sobre el eje pituitario gonadal fueron divididos en tres grupos de animales: grupo 1
control (12L/120), grupo 2 luz continua, grupo 3 oscuridad continua; y como resultado se
obtuvo que las ratas expuestas a luz continua se observaron que los tabulos seminiferos
contenian mas espermatozoides y estaban bastante espaciados debido a una mayor masa
de tejido intersticial, mientras que del grupo 3 los tubulos seminiferos parecian contener poco

0 ningun espermatozoide y el tejido intersticial casi no se veia.
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Tabla 4. Caracteristicas morfométricas (media + SEM) de los testiculos y los tubulos

seminiferos de cuyes expuestos a diferentes tiempos de exposicion a la luz artificial

mggﬁgiias T1: 24 H T2: 18 H T3: 12 H T4: Control
LTI (mm) 25,71+ 4,06 25,52 + 4,47 23,04 + 4,18 23,14 + 2,20
LTD (mm) 25,47 + 3,67 25,28 + 4,51 24,53 + 3,58 22,91 2,49
ATI (mm) 16,30 + 1,79 16,98 + 1,39 15,91 + 1,58 16,42 + 1,82
ATD (mm) 17,14 +1,25 17,21+ 1,54 16,45 + 1,08 16,50 + 1,96
ETI (mm) 10,22 +1,45 2 9,91+1,002 8,56 + 0,05 9,84 + 1,06 2
ETD (mm) 10,28 +1,43 2 10,12 +0,74 2 8,86+ 1,00° 9,74+ 1,10
VTl (mm?) 2,28+0,70 2294072 1,73+ 0,54 1,96 + 0,42
VTD (mm?) 2,38+0,74 2,33+0,66 1,87 0,45 1,94 + 0,49
DTI (g/mm?) 1,19 +0,23 1,34 +0,20 1,48 + 0,27 1,32 +0,36
DTD (g/mm?) 1,27 0,25 1,28 + 0,24 1,44 + 0,24 1,32 +0,27
IG 0,004 £0,0008 0,004 + 0,0009 0,003 £ 0,0007 0,003 + 0,001

DTS (um) 202,45+2,812 197,30+ 2,51 % 194,14 + 2,38 2 191,90 + 2,53

Variables morfométricas: LTI: largo testiculo izquierdo; LTD: largo testiculo derecho; ATI: ancho testiculo izquierdo;
ATD: ancho testiculo derecho; ETI: espesor testiculo izquierdo; ETD: espesor testiculo derecho; VTI: volumen
testiculo izquierdo; VTD: volumen testiculo derecho; DTI: densidad testiculo izquierdo; DTD: densidad testiculo
derecho; IG: indice gonadosomatico; DTS: didmetro tdbulo seminifero. @ Diferentes superindices en cada fila
expresan diferencia significativa (p<0,05) entre los tratamientos.

5.2. Concentraciones de testosterona

Las concentraciones plasmaticas de T en diferentes dias de muestreo de exposiciéon a la luz
artificial se representan en la Figura 8. En el dia 1 la concentracion media de testosterona/ml
en los cuyes del T1 (1,06 ng/ml) y T2 (1,14 ng/ml) fueron significativamente mayores (p <0,05)
a los del T3 (0,46 ng/ml) y control (0,53 ng/ml). En el dia 30 no se encontraron diferencias en
la concentracion de T entre los tratamientos (T1: 2.3; T2: 2.07; T3: 2.12 y T4 (control): 3.5
ng/ml respectivamente). Sin embargo, en el dia 60 la concentracion plasmatica de
testosterona fue significativamente mayor (p<0,05) en el T3 (5,22 ng/ml) en comparacion con
el T2 (2,76 ng/ml), pero mostraron concentraciones plasmaticas de testosterona similares a
T1 (3,97 ng/ml) y el control (4,95 ng/ml). Adicionalmente, la concentracion plasméatica de
testosterona en los cuyes aumento significativamente (p<0,05) desde el dia 1 al dia 30 y 60

en todos los tratamientos.
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Figura 10. Concentraciones plasmaticas (media + SEM) de testosterona medidos al dia 1, 30 y 60 en
cuyes asignados a diferentes tiempos de exposicion a la luz artificial @% Superindices diferentes entre
los tratamientos, de acuerdo al dia de muestreo 1, 30 y 60, indica diferencias significativas (p<0,05).

Los resultados del presente estudio son diferentes de lo descrito por Rosales et al. (2017)
quienes indican valores de 2,44 ng/ml a una edad de 65 dias y en nuestro estudio se
obtuvieron valores inferiores mientras que, la medicién de testosterona a los 93 dias obtuvo
un valor de 2,48 ng/ml y en la presente investigacion en el tratamiento control se obtuvo un

valor superior de 3,5 ng/ml a la misma edad.

Ademas, los resultados demostraron que los cuyes en edad de dos a tres meses con los
diferentes tratamientos presentan valores bajos en comparacion con Ayala et al. (2020) que
obtuvo valores de 3,63 ng/ml a los 65 dias de edad y 3,01 ng/ml a los 80 dias de edad. Sin
embargo, ningun estudio ha evaluado los niveles de testosterona a los 4 meses de edad, y

en este estudio se obtuvieron valores elevados de 4,95y 5,22 ng/ml.

Guenther et al. (2014) analiz6 los efectos fotoperiddicos sobre el desarrollo reproductivo en
cuyes macho (Cavia aperea) en donde encontraron que los animales con fotoperiodo corto
mostraron niveles de testosterona bajos y madurez sexual lenta en comparaciéon con un
fotoperiodo largo en donde lograron una mayor precocidad sexual y picos de testosterona

tempranos.

Rigaudiére et al. (1976) en su estudio de las concentraciones de testosterona y
androstenediona en el plasma y testiculos del conejillo de indias desde el nacimiento hasta
la muerte, le permitié identificar periodos principales en la vida de la especie sobre secrecion
de androgenos. 1) El periodo neonatal dura desde el nacimiento hasta los 16 dias; el plasma

y los andrégenos testiculares son relativamente bajos, pero hay un aumento transitorio en los
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niveles plasméticos de testosterona en los dias 2 y 3. 2) La pubertad comienza entre los dias
16 y 90 y se caracteriza por un rapido aumento de los niveles de plasma y testosterona
testicular a partir del dia 16.

Existe evidencia sobre la influencia tanto de la luz artificial como natural sobre los niveles de
testosterona y subsecuentes niveles de madurez sexual (Sarlos et al., 2013). Andersson et
al. (1998) encontraron que los niveles séricos de testosterona eran mas altos en animales

expuestos a un fotoperiodo artificial de 9 horas en comparacién con los de 16 horas de luz.

No hay duda de que el fotoperiodo actia a través de vias dependientes de GhnRH y cambia
la secrecion de esta hormona, ya sea actuando directamente sobre el generador pulsatil o
modulando los efectos de retroalimentacion negativa que la testosterona ejerce a nivel

hipotalamico (Todini et al., 2007).

5.3. Pardmetros esperméticos

Con respecto a las variables esperméaticas analizadas en los diferentes tratamientos (Tabla
3). La concentracion fue significativamente mayor (p<0,05) en el T4 en comparacion con T3,
pero no difirié (p>0,05) en relacién a los demas tratamientos (T1, T2).

Las concentraciones determinadas en todos los tratamientos estudiados resultaron mucho
mayores a la encontrada por Almeida, (2016) quienes reportaron una concentracion
espermatica de 418 x 10° espermatozoides/ml en cinco cuyes enteros de cinco meses de
edad en condiciones ambientales no controladas. Cosa similar sucede con las
concentraciones espermaticas en T1 (521,11 x10° espermatozoides /ml) y T4 (547,78 x10°
espermatozoides /ml) comparadas con lo reportado por Ayala et al., (2017) quienes
obtuvieron una concentracién de 418 x10° espermatozoides/ml en diez cuyes con una
conformacion Tipo A y pelaje tipo 1, edad de 5 meses y un peso de 988,3 gramos en un
ambiente no contralado. No obstante, los tratamientos T2 (473,33 espermatozoides /ml) y T3
(381,11 espermatozoides /ml), presentaron concentraciones mas cercanas en comparacion
con este Ultimo estudio.

Se podria suponer que, las diferencias encontradas podrian deberse a la técnica de
recuperacion o al efecto de la luz artificial en la espermatogénesis ya que esta dura 32 dias y
alcanzan la pubertad a las 50 dias de edad Nunes et al. (2013), es decir que la luz artificial
tuvo efecto en la espermatogénesis ya que los cuyes de esta investigacion entraron con 2
meses de edad, encontrandose las mayores concentraciones en los tratamientos que
consideraron la oscuridad absoluta seguida por la influencia de 24 horas de luz artificial. Es
asi que, mediante la técnica de electroeyaculacion la concentracion espermatica reportada

es aun mas baja siendo 47,33 x10° espermatozoides/ml (Cabeza et al., 2021); 36,7 x10°
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espermatozoides/ml (Benavides et al., 2020) y 43,87 x10° espermatozoides/ml segiin Meza
et al. (2018).

En los parametros cineméticos de los espermatozoides, la MT fue significativamente mayor
en el T4 en comparacion a T1 (p<0,05). Similar cosa sucede en cuanto a la MP siendo en el
T4 el que supera a todos los tratamientos especialmente a T1 (p<0,05), pero sin diferencias
(p>0,05) en relacibn a T2y T3.

En cuanto a la VSLR, el T4 obtuvo el mayor valor sin diferencia significativa (p>0,05) frente a
T2 y T3, pero si diferente con relaciébn a T1 (p<0,05). En cuanto a las demas variables
cineméticas (VCL, VCLR, VAP, VSL, STR, LIN, WOB, ALH y BCF), no se observaron
diferencias entre tratamientos (p>0,05).

La proporcién de espermatozoides de muestras frescas con acrosoma intacto o reaccionado
no mostré diferencias (p>0,05) entre las muestras espermaticas de cuyes expuestos a
diferentes tiempos de luz artificial y el control. Por otro lado, el porcentaje de espermatozoides
vivos fue significativamente mayor en el grupo T4 (p<0,05) en relacién con los tratamientos
T2 y T3, pero no se encontraron diferencias (p>0,05) con T1. Ademas, el porcentaje de
viabilidad espermética en el T1 fue significativamente mayor (p<0,05) que el T2.

Aragén, (2019) realizé un estudio en donde valoré los parametros cinematicos en 5 cuyes
machos usando electroeyaculador, del tipo 1 con 3 - 4 meses de edad y un peso final de
1.400 gramos, obteniendo los siguientes valores en las variables: MT (72,15%), MP (45,56%),
VCL (89,86 um/s), VAP (47,17 pm/s), VSL (26,05 uym/s), LIN (30,01%), STR (52,20%), WOB
(53,90%), ALH (4,25 um), BCF (5,62 Hz) datos que son similares a los de nuestro estudio

excepto en la MT y STR que nuestra investigacion obtuvo valores mayores.

Quispe, (2022) realizé un estudio de fotoperiodo en cuyes con tres tratamientos de luz: T1 luz
artificial (10L/14D), T2 luz solar (10L/14D) y TO (sin estimulo luminico directo), valoré los
parametros cinéticos (MT, MP, VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH, BCF) y vitalidad, en
los cuales obtuvo valores similares a los tratamientos T1, T2 y TO de este estudio en la
variable MT (71,37, 29,50 y 79,63%). Ademas, la MP reportada (22,88, 15,61 y 29,44%)
resulta ser muy inferior a la alcanzada en todos los grupos experimentales de exposicion
luminica y control en este estudio. Similar situacién se presenta con otras variables como la
LIN (26,60, 27,85y 26,64%), STR (48,86, 47,55y 44,94%) y vitalidad (32,73, 20,70 y 34,86%)

fueron menores en comparacion con los resultados obtenidos en esta investigacion.

Los mamiferos poseen la retina, es una estructura fotorreceptora relacionada con la

produccion nocturna de melatonina que recopila la informacion sobre la duracion del dia
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regulando la sefializacién de la TSH en la glandula pituitaria (Guh et al., 2019). En los
animales estacionales esta evidenciado el efecto del fotoperiodo sobre la morfometria
testicular, niveles de testosterona, concentracion espermatica, parametros cinematicos e
integridad de la membrana debido al incremento de secrecién hormonal de melatonina y la
intensidad de la luz en la retina (Correa & Ferndndez, 2017; Koziol et al., 2020; Lincoln, 1992;

Santiago et al., 2005; Zarazaga et al., 2010).

Pero en ratas machos el efecto de fotoperiodos largos inhibe la secrecion de melatonina y
provoca un aumento en la secrecién de FSH y LH lo que implica una mayor estimulacion de
los testiculos y aumento de los mismos; por ende, existe un aumento en la espermatogénesis
(Olatunji & Sofola, 2001).

Mise, (2014) en su investigacion obtuvo un porcentaje de vitalidad del 93% determinado con
el us6 de la tincion de eosina-nigrosina y la recuperacion mediante la técnica de slicing; el
resultado se encuentra muy por encima del porcentaje de viabilidad de esta investigacion en
todos los tratamientos. Loor, (2015), indicO un porcentaje de 86,7% y Ayala et al. (2017),
reportd un valor de 60,2 + 4,02 % de espermatozoides vivos, este porcentaje se presenta
menor a los alcanzados en los diferentes tratamientos de exposicién a la luz y el control de

este estudio.

La variacion de la luz puede producir alteraciones en la testosterona y por ende cambios en
la espermatogénesis y en el proceso de maduracion de los espermatozoides. Los cuyes
demuestran sensibilidad al fotoperiodo, habiéndose reportado pubertades y niveles de
testosterona mas precoces en animales afectados por luz frente a aquellos que no la tienen
(Andersson et al., 1998; Bauer et al., 2008; Trillmich et al., 2009).
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Tabla 5. Caracteristicas (media + SEM) de los espermatozoides de cuyes recuperados por
flujo retrégrado en los diferentes tratamientos de exposicion a la luz artificial y el control

Variables espermaticas T1:24H T2:18H T3:12H T4: Control

C (x10° espermz. /ml) 521,11 + 40,813 473,33 +31.79%® 381,11 +45,69° 547,78 + 40,98 2

MT (%) 74,46 £1,422 75,46 + 1,932 75,25 + 1,51ab 81,33 +1,75°
MP (%) 4554 +2252 48,65 + 2.0820 54,91 + 2,26° 55,38 + 2,38
VCL (um/s) 61,35+ 2,52 65,13 + 3.38 68,85 + 3,63 66,45 + 2,85
VCLR (um/s) 85,14 + 2,52 92,66 + 3,77 93,00 + 3,39 96,32 + 2,89
VAP (um/s) 32,22 £1,25 34,00 £1,75 35,72+1,68 33,82 +1,36
VSL (um/s) 18,30 £ 0,87 18,96 £ 0,73 20,84+ 0,83 20,23 £ 0,87
VSLR (um/s) 37,01 +0,962 41,44 +1,54° 41,35+1,322% 41,45 £ 0,90°
STR (%) 54,81+1,21 54,65 + 1,05 57,60 + 1,29 58,03 £ 1,27
LIN (%) 30,45 £ 0,90 30,18 +1,08 31,89 +1,12 31,65+1,33
WOB (%) 53,88 + 0,63 53,38 +1,11 53,49 £ 0,70 52,55 + 1,02
ALH (um) 3,15+0,12 3,29+0,16 3,45+0,18 3,38+0,14

BCF (Hz) 5,00 £ 0,17 5,08 £0,13 5,27 £ 0,17 5,24 £ 0,21

Acrosoma intacto (%) 93,75+ 0,65 95,05 + 0,36 94,25 + 0,55 94,00 + 0,47
Acrosoma reaccionado (%) 6.25 + 0,65 4,95+ 0,36 5,75+ 0,55 6,00 + 0,47

Espermatozoides vivos (%) 70,10 + 1,80 @ 63,55+1,40°¢ 65,92 + 1,56 & 71,27 +1,2°
Espermatozoides muertos (%) 29,90 + 1,80 & 36,45+1,40¢ 34,08 + 1,56 & 28,73+1,2"

Variables espermaticas analizadas: Concentracion espermética (C) estimada mediante hematocitometro.
Motilidad total (MT), motilidad progresiva (MP), velocidad curvilinea (VCL), velocidad curvilinea-progresivos
(VCLR), velocidad rectilinea (VSL), velocidad lineal rapidos progresivos (VSLR), velocidad media de trayectoria
(VAP), indice de linealidad (LIN), indice de rectitud (STR), indice de oscilacion (WOB), amplitud de desplazamiento
lateral de la cabeza (ALH), frecuencia de batida del flagelo (BCF) evaluados mediante el sistema CASA. Integridad
del acrosoma mediante observacion directa/ microscopio de contraste de fases y espermatozoides vivos/muertos

evaluados mediante tincién con yoduro de propidio (IP). @% Diferentes superindices en cada fila expresan
diferencia significativa (p<0,05) entre los tratamientos.

5.4. Células espermaticas del testiculo

De acuerdo con la cuantificacion de las células esperméticas de los tubulos seminiferos y el
tejido intersticial, se encontrdé que: en los animales de T2, el recuento de células de Leydig
fue significativamente mayor en comparacion con los demas tratamientos (p<0,05). Similar
comportamiento se presenta sobre el nUmero de espermatogonias, siendo mayor en el T4,
diferenciandose de T1 (p<0,05), pero no asi con T2 y T3 (p>0,05). Sin embargo, no se
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encontraron diferencias (p>0,05) entre los tratamientos en cuanto al recuento de

espermatocitos y espermatidas (fig. 9).

No existen reportes hasta la fecha sobre la influencia de la luz artificial sobre el recuento
celular de los tabulos seminiferos y el intersticio en cuyes. Este estudio también constituye el
primer reporte sobre el efecto de la luz artificial en la espermatogénesis testicular de la
especie.

En ratas, las neuronas supraquiasmaticas detectan la luz ambiental a través de la via retino-
hipotalamica y envian al reloj de las células de Leydig, a través de las hormonas como la LH
y la melatonina, sin embargo, no se ha comprendido hasta el dia de hoy la vinculacion entre
las neuronas supraquiasmaticas y las células de Leydig (Baburski et al., 2015; Marinkovic et
al., 2021).

Shiroma, (2020) estudi6 el efecto del alcohol yodado en cuyes prepuberes sobre el recuento
de células, obtuvo un nimero menor de espermatogonias (10,62 — control, 1,08 — 28 dias,
18,62 — 56 dias), espermatocitos (45,86 — control, 6,56 — 28 dias, 1,80 — 56 dias) y
espermatidas (41,07 — control, 1,87 — 28 dias, 0 — 56 dias) en comparaciéon con nuestro
estudio. Esto demuestra que diferentes horas de luz artificial tiene un efecto sobre la

espermatogénesis del cuy.

De la misma forma Akunna et al. (2023) realiz6 una investigacion sobre el efecto del extracto
de cyperus esculentus sobre las espermatogonias y células de Leydig en cuyes en un
ambiente de buena iluminacion y aireacion continua. Los resultados del tratamiento control
para espermatogonias fue 9,03, valor menor al obtenido en la presente investigacion. En
cuanto al niumero de células Leydig se reporta un valor de 27,26 siendo similar al valor

obtenido en el T2 de nuestra investigacion.

Las células de Leydig secretan testosterona que es esencial para la espermatogénesis, por
ello es necesario una buena poblacion de dichas células en el testiculo del adulto (Cano,
2018). De manera interesante, el nimero de células de Leydig determinadas en nuestro
estudio son diferentes, ya que el T2 obtuvo el mayor nimero de células en comparacion con
los otros tratamientos, pero en el dia 60 la concentracion de testosterona resulté ser la mas

baja.

Por otro lado, Roselli et al. (2002) proponen gque los cambios en la concentracion de T pueden
deberse a las diferencias en la receptividad funcional de los testiculos a la LH, antes que a la

sensibilidad del eje hipotalamo-pituitario o al metabolismo periférico y con el aclaramiento de
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la testosterona aumenta el volumen y por ende la masa testicular, lo que tiene un efecto

positivo en la sintesis de testosterona.
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Figura 11. Recuento histol6gico (media + SEM) del nimero células espermaticas en tres campos @)
Diferentes superindices en cada fila expresan diferencia significativa (p<0,05) entre los tratamientos.
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Figura 12. Epitelio germinativo en los diferentes tratamientos de horas luz.

Fuente: Autor.
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6. Conclusiones

e Laexposicion a la luz artificial a diferentes periodos no afectd la morfometria testicular.

¢ Elnivel de testosterona en la sangre se modifica de acuerdo a las horas de exposicion
a la luz artificial manteniendo una relacién inversamente proporcional.

e La exposicion a la luz artificial modifica las caracteristicas esperméaticas
presentandose mejores valores a menor o nula exposicion.

e Las poblaciones de células del testiculo en sus fases iniciales de formacion no son
modificadas por la exposicion del animal a luz artificial excepto en células de Leydig y

espermatogonias.
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7. Recomendaciones

¢ Ampliar las investigaciones sobre el efecto de la luz artificial con relacion a la eficiencia
reproductiva de la especie.

e Realizar estudios en criopreservacion de espermatozoides de cuyes sometidos a la
estimulacion de la luz artificial.

e Estudiar los efectos de la luz artificial sobre el comportamiento animal.
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9. Anexos

Anexo A. Pozas de cada tratamiento con su iluminacion respectiva.

Anexo C. Cuyes con luz artificial y cuyes en obscuridad absoluta.
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Anexo D. Toma de muestra sanguinea.

Anexo E. Pesaje del cuy precastracion.
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Anexo F. Instrumental usado en morfometria testicular.

Anexo H. Recuperacion de espermatozoides por el método de flujo retrégrado.
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Anexo J. Preparacion y observacion de la vitalidad espermatica.
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Anexo L. Limpieza de campo para ver la motilidad de los espermatozoides.
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PROYECTO UNIVERSIDAD DE CUENCA PROYECTO UNIVERSIDAD DE CUENCA PROYECTO UNIVERSIDAD DE CUENCA
Muestra Inicial -Segunda Muestra -Tercera Muestra
EXAMENES DE TESTOSTERONA Unidad: ng/ml EXAMENES DE TESTOSTERONA Unidad: ng/ml EXAMENES DE TESTOSTERONA Unidad: ng/ml
GRUPO 1: OSCURIDAD (0S) GRUPO 2: DOCEHORAS (12 H) GRUPO 1: 0SCURIDAD (0S) GRUPO 2: DOCE HORAS (12 H) GRUPO 1: OSCURIDAD (05) GRUPO 2: DOCE HORAS (12 H)
CODIGO RESULTADO €ODIGO RESULTADO CODIGO RESULTADO CODIGO RESULTADO CODIGO RESULTADO CODIGO RESULTADO
1 057 1 064 1 364 1 080 1 638 1 772
2 284 2 043 2 766 2 250 2 3.6 2 635
3 039 3 051 3 149 3 421 3 344 3 745
4 150 4 217 4 574 4 434 4 7.9 4 557
5 050 5 025 5 249 5 054 5 405 5 268
3 047 6 046 6 246 3 ™ 3 542 6 298
7 061 7 037 7 295 7 145 7 330 7 650
8 191 8 079 2 613 8 261 8 243 8 590
5 045 9 043 9 236 9 210 9 658 9 186
10 034 10 050 10 087 10 276 10 643 10 627
1 075 1 534 1 536 1 466 1 115 1 524
12 070 12 031 12 553 12 065 12 458 12 244
CRUPO 3: DIECIOCHOHORAS (18 ) GRUPO+:VEINTEY CUATROHORAS (24 GRUPO 3: DIECIOCHO HORAS (181) cmo#m&;'mmmmm GRUPO 3: DIECIOCHO HORAS (18 h) muw«vm?:‘v;mmsm
CODIGO RESULTADO CODIGO RESULTADO CODIGO RESULTADO CODIGO RESULTADO CODIGO RESULTADO ODIGO RESULTADO
1 260 1 118 1 458 1 348 1 583 1 336
2 344 2 141 2 624 2 493 2 579 2 631
3 033 3 121 3 067 3 211 3 513 3 415
4 041 4 084 4 139 4 087 4 226 4 388
5 189 5 749 5 290 s 523 5 131 5 108
6 428 6 093 6 629 6 L75 3 450 6 345
7 0.80 7 106 7 154 7 183 7 194 7 234
8 106 g 094 g 170 8 148 8 341 3 327
9 122 9 059 9 241 9 036 9 387 9 601
10 034 10 434 10 0.86 10 FALLECIDO 10 064 10 FALLECIDO
1 198 1 123 1 285 1 232 1 130 1 246
12 110 12 124 12 176 12 465 12 271 12 453

Anexo N. Resultados de la histologia de los testiculos del T4:0H.
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