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Título: Efecto de la congelación en la viabilidad de espermatozoides 

epididlmarios de Cavia porce/lus "cuy" 
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Asesores: Mg. Fidel Rodolfo Mujica Lengua, MsCs. Hugo Mauricio Gonzáles Molfino. 

RESUMEN 

El presente trabajo tuvo por objetivos colectar espermatozoides epididimarios de cuy 

mediante el lavado retrógrado, evaluar la viabilidad espermática pre-congelamiento 

y post-<tescongelamiento de los espermatozoides epididimarios �e cuy en base a la 

motilidad individual, integridad de membrana y reacción del acrosoma. Se emplearon 

104 pares de testículos procedentes de cuyes beneficiados para consumo humano 

en el Mercado de Caquetá - San Martín de Porres, se transportaron al Laboratorio 

de Biotecnología y Fisiología Animal -Universidad Ricardo Palma a temperatura 

ambiente. El lavado de las caudas se realizó mediante flujo retrógrado con el 

diluyente a base de Tris, obteniéndose una concentración que osciló entre 10 x 106 
- 

30 x 1 O' esp/ mi y una vitalidad espermática promedio de 71.29%. Para evaluar el 

efecto de la congelación de los espermatozoides epididimarios se utilizó diferentes 

agentes crioprotectores: glicerol al 2% añadido en un paso, dos pasos y 30 minutos, 

etilenglicol a concentraciones de 5, 1 O y 15 % y Dimetilsulfóxido (DMSO) a 

concentraciones de 5, 1 O y 15 % y la combinación de etilenglicol a concentraciones 

de 5, 10 y 15 % + 2% de glicerol a cada una, DMSO a concentraciones de 5, 10 y 15 

%+ 2% glicerol a cada una, los que se añadieron al medio base en et que se 

encontraban los espermatozoides, permanecieron entre 2 - 3 horas a 5° C, para el 

proceso de estabilización, se aspiró manualmente en pajillas de 0.25 ce, se expuso a 

vapores de nitrógeno líquido por 10 minutos para luego sumergirtos por completo. 

De acuerdo a los resultados obtenidos se observó que la motilidad pre-congelación 

osciló entre 54.17 - 68.33 % y post-descongelación de 3% siendo la más alta 

obtenida mediante el uso de glicerol, integridad de membrana pre-congelación 

medida por la prueba de Shock hipo-osmótico (HOST) osciló entre 46.67 -70.17% y 

evaluada mediante la Prueba del Agua (WT) osciló entre 47.50 - 69.50 % y post­ 

congelación por la prueba de HOST 9.83 % cuando se usó glicerol como 

crioprotector y por la prueba de WT 9.27% cuando se usó DMSO + 2% glicerol y 

reacción del acrosoma inducida por la adición de imidazol al medio SM pre­ 

congelación que fue 62.30 +/- 8.96 % y no se observó reacción def acrosoma post­ 

descongelación. Según los resultados obtenidos, se concluye que la congelación en 

nitrógeno liquido (a -196°C) afecta drásticamente la viabilidad de los 

espermatozoides epididimarios de cuy. 

Palabras clave: espermatozoides, epidldimo, congelación, crioprotectores. 



l. INTRODUCCIÓN 

El cuy es un pequeño roedor mamífero originario de la zona andina de Bolivia, 

Colombia, Perú y Ecuador, identificado con la vida y costumbres de la sociedad 

indígena, ahora está ampliamente distribuido y reconocido por su carne de alto 

valor nutritivo, así como mascota y animal de experimentación. 

Debido al creciente interés por la conservación de los recursos genéticos se han 

venido desarrollando diferentes biotecnologías entre ellas la criopreservación de 

gametos. Esta técnica permite conservar las células vivas por largos períodos de 

tiempo, mediante la utilización de bajas temperaturas, sin embargo; no es un 

proceso exento de problemas ya que puede inducir variaciones en las 

membranas celulares y organelas, estos efectos varían entre especies e 

inclusive entre individuos de la misma especie por la fisiología y bioquímica de 

los mismos. 

La congelación de gametos y embriones de estos animales, ofrece la 

potencialidad de preservar el genoma animal mediante la creación de bancos de 

recursos genéticos, donde se mantengan de forma indefinida, pero la condición 

previa a la formación de este tipo de depósitos genéticos debe ser la existencia 

de metodologías adecuadas para obtener, congelar, conservar y mantener la 

viabilidad post-descongelación del material criopreservado. 



Una alternativa de estudio es la obtención y utilización de espermatozoides de 

animales post mortem de alto valor genético, de laboratorio e inclusive de 

animales en peligro de extinción, ya que de acuerdo a los avances en estas 

biotecnologías se podrán orientar las investigaciones a los pequeños núcleos de 

animales de razas autóctonas que son más vulnerables al riesgo de extinción y 

por tanto a la pérdida de la diversidad genética que llevan en su código de ADN. 

Los espermatozoides del epididimo de cuy se pueden mantener en la cauda y 

conservar la capacidad fecundante por períodos prolongados de tiempo en 

condiciones hipotérmicas, pero no se conoce si estos son factibles de ser 

congelados en nitrógeno líquido y de este modo preservados por periodos aún 

más prolongados. 

Los objetivos del presente estudio fueron: 

• Colectar espermatozoides epididimarios de cuy mediante el lavado 

retrógrado. 

• Evaluar la viabilidad espermática pre congelamiento de los 

espermatozoides epididimarios de cuy en base a la motilidad individual, 

integridad de membrana y reacción del acrosoma. 

• Evaluar la viabilidad espermática post descongelamiento de 

espermatozoides epididimarios de cuy en base a la motilidad individual, 

integridad de membrana y reacción del acrosoma. 
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11. MARCO TEÓRICO 

2.1 Antecedentes 

Polge et al., (1949) criopreservaron espermatozoides, lo que desencadenó lo 

que hoy llamamos criopreservación de gametos, por lo que se ha venido 

desarrollando el estudio de los efectos de la congelación en espermatozoides de 

distintas especies debido a la diferencia entre estos, básicamente por dos 

fuentes de variabilidad: i) la fisiología y bioquímica de los mismos 

espermatozoides y ii) las variaciones en la anatomia y fisiologia del 

espermatozoide durante el transporte en el tracto reproductivo de la hembra 

(Holt, 2000). 

Vivanco y col., (1977), al refrigerar los espermatozoides de cuy reportaron que el 

dilutor que ofreció mejores resultados fue el Tris glicerinado, que mantuvo 

viables a los espermatozoides por 15 días a 4°C. 

Gonzáles (1988), hace referencia que los espermatozoides de cuy pueden ser 

mantenidos hasta por 336 horas en el Medio San Marcos (SM) cuando estos se 

encuentran en ta cauda epididimaria bajo condiciones de hipotermia. 

En ratas, se obtuvo descendencia utilizando espermatozoides epididimarios 

criopreservados, mediante inseminación intrauterina, haciendo uso de O. 7% 

Equex Stem (Nakatsukasa et al., 2001). 



Asi mismo, tos espermatozoides de rata se mostraron más sensibles a ta adición 

en un solo paso de 0.9 M de dimetilsulfóxido {DMSO) a temperatura ambiente, lo 

que causó un efecto negativo sobre la motilidad, integridad de la membrana y la 

integridad acrosomal, además que son muy sensibles a los cambios de 

osmolaridad, con respecto a la utilización de otros crioprotectores como son: el 

glicerol, etilenglicol y propilenglicol {Si et al., 2006). 

Al trabajar con espermatozoides de conejos se demostró que la estandarización 

de los protocolos de congelación se consigue utilizando largos tiempos de 

estabilización y congelación lenta, por lo que se demuestra la variación que 

existe entre especies y la sensibilidad que muestran ante la exposición a 

diversos agentes crioprotectores (Strazinger et al., 1971). 

Andrieu {1976) {cit. por Alvariño, 1993}, propone una dilución combinada, 

haciendo una pre-dilución a 35º C en un medio crioprotector y nutritivo 

(strazinger}, seguido de un enfriamiento hasta 5 ºC, tras lo que diluye luego en 

un medio que contiene glicerol, ello permitiría aiiadir inicialmente DMSO y yema 

de huevo carente de glicerol, que a 32 ºC tiene efectos tóxicos, siendo 

indispensable como protector durante la congelación; sin embargo esta 

combinación disminuye de manera acentuada la motilidad espermática. 

2.2 Aspectos generales del cuy 

El cuy es una especie nativa importante en la sociedad y cultura Andina. El Perú 

es et primer productor mundial con 22 millones de animales que se crían 

generalmente en zonas pobres; el principal producto de estos animales es su 

carne de buenas características nutritivas: 19, 1 % de proteina y 7 ,41 % de grasa, 

destinados principalmente al autoconsumo; y su crianza es una actividad 

complementaria a la agrícola (INIA, 2004). 
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Hace 30 años, el INIA inició investigaciones en las áreas de mejoramiento 

genético, nutrición, alimentación y manejo de cuyes, liderando esta actividad en 

el ámbito nacional e internacional. La línea de base tecnológica con la que partió 

la investigación fue el reflejo de una selección negativa mantenida en el tiempo. 

En 1970, los cuyes a las 8 semanas de edad pesaban 386 g; sin embargo, 27 

generaciones después (2002), debido al proceso de selección el peso vivo se 

incrementó a 1,040 g (269% de incremento). La mejor raza en la actualidad es la 

raza Perú, que tiene varias líneas mejoradas como la Merino Andina; tnti, 

Mantaro, entre otras y 5 ecotipos nativos. 

2.2.1 Ubicación taxonómica 

Reino 

Phylum 

Subphylum 

Clase 

lnfraclase 

Orden 

Suborden 

lnfraorden 

Famila 

Subfámilia 

Género 

Especie 

Animalia 

Chordata 

Vertebrata 

Mammalia 

Placentalia 

Rodentia 

Hystricomorpha 

Hystricognathi 

Caviidae 

Caviinae 

Cavia 

porcellus 

Nombre científico -------------------------- Cavia porcellus (Linnaeus, 1758). 
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2.2.2 Sexualidad del macho 

Está determinada principalmente bajo el influjo de la intensa virílidad, por tanto 

se trata de animales polígamos. La intensa actividad endocrina del testículo 

determina en ellos una constante actividad sexual y marcada virilidad (Álvarez, 

1993). 

2.2.2.1. Aparato reproductor masculino del cuy 

Descrito por Martín y col. (2004): 

1 .  Los Testículos: En los cuyes están ubicados en la cavidad abdominal a ambos 

lados de la vejiga, su forma es ovoide y miden 22 mm. de largo por 18 mm. de 

ancho, y su peso va desde 2,5 a 4 gramos. Se encuentran en bolsas testiculares 

que son retraibles. Cuando el macho se excita, los testículos descienden a la 

región inguinal, a un saco, en este saco ciego se encuentra una porción del 

músculo cremaster que es el que permite la migración de los testículos a la 

región abdominal. 

2. El Epididimo: Es voluminoso a la altura de la cabeza y cola de donde sale el 

ligamento testicular. 

3. Conducto deferente: Después de la cola del epidídimo continua el conducto 

deferente, los cuales junto con las glándulas vesiculares desembocan en la 

uretra pélvica. 

4. Glándulas vesiculares: Son dos glándulas alargadas que se sitúan en la cara 

ventral de la uretra y presenta un pliegue con gran vascularización que se sitúa 

entre ambas glándulas, tienen 12 cm. de largo y 6 mm. de diámetro en su parte 

media. La parte líquida del semen es proporcionado por las vesículas seminales. 
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4. Próstata: Formada por dos lóbulos, situados en la cara ventral de la uretra y 

dos lóbulos prostáticos de mayor tamalio situados en la cara dorsal. 

5. Glándulas coagulantes y Bulbo uretrales: Cumplen funciones de segregación 

de sustancias mucilaginosas que taponan la vagina de la hembra después de la 

cópula. 

6. Pene: Órgano copulador del macho, presenta una flexuosidad en forma de S, 

en el interior existe una zona osificada o hueso peneano. El glande presenta 

forma de cono truncado con un orificio en la parte ventral que es el orificio 

uretral. 

2.2.2.2. Gameto masculino en et epidídimo del cuy 

En el tracto reproductor masculino de mamíferos, el epidfdimo, órgano donde 

ocurre la maduración post-testicular del espermatozoide, está formado por 

compartimientos limitados por células epiteliales absorptivas y secretoras 

dependientes de andrógeno, en cuyos lúmenes se encuentran los 

espermatozoides (Gonzáles, 1988). 

Basados en criterios moñológicos e histológicos el epidídimo puede ser dividido 

en tres regiones: caput o cabeza, corpus o cuerpo, cauda o cola, donde los 

espermatozoides estarán almacenados, siendo una importante reserva (Thibault 

et al., 1993). Es en la cola del epidídimo donde se almacenan los 

espermatozoides, conteniendo alrededor del 75 % de las células espermáticas 

alojadas en el epidídimo (Hafez y Hafez, 2000). 

Las funciones del epidídimo son el transporte, almacenamiento y maduración de 

espermatozoides, en los cuyes el tiempo de permanencia en las diferentes 

regiones del epidídimo son: en la cabeza 3 días, en el cuerpo 2 días y en la cola 
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de 6 - 8 días (Thibault et at. , 1993), según esta referencia es en la cola del 

epidídimo que se almacena por mayor tiempo, siendo esto dependiente de la 

actividad sexual del individuo. 

La composición y regulación del fluido epididimal es imprescindible para que 

ocurran tres cambios: 

1 .  Una reducción en el volumen de flujo epididimal debido a la absorción de 

iones y agua, conduciendo a un aumento sustancial de espermatozoides. 

2. Formación de un medio estable distinto al plasma sanguíneo, con la 

característica de mantenerlos inmovilizados pero vivos. 

3. Síntesis de proteínas específicas del epidídimo 

Mediante el transporte de sustancias que se realiza a través de la barrera 

epitelial, es posible distinguir los cambios que contribuyen al advenimiento de la 

capacidad fecundante, de los cambios concernientes a mantener el 

espermatozoide almacenado en la cauda epididimaria (Thibault et al., 1993). 

Según Hafez y Hafez (2000), el desarrollo de la capacidad fecundante se asocia 

con cambios de la integridad funcional de los espermatozoides: 

a. Desarrollo del potencial para la motilidad progresiva sostenida 

b. Modificación de los patrones metabólicos y el estado estructural de organelas 

específicos de la cola 

c. Cambios en la cromatina nuclear 

d. Cambios en la naturaleza de la superficie de la membrana plasmática 

e. Movimiento y pérdida de la gota citoplasmática 

El espermatozoide del género Cavia tiene una cabeza larga y el acrosoma es 

más sensible a daños, por lo que en la matriz luminar, los espermatozoides 

están asociados por fuerzas cohesivas, cabeza a cabeza formando rouleaux 
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(Sheperd el at., 1974) que exhiben cierto grado de motilidad y a su vez te 

confieren protección, ya que al agruparse no son fagocitados por los polimorfos 

en la vagina, cervix o el útero del cuy hembra, como sería con las células 

individuales (Martan and Shepherd, 1973), dichas agrupaciones pueden facilitar 

la supervivencia de la asociación espermática en la hembra. 

Cavia aperea, el ancestro no domesticado del cobayo presenta una aglutinación 

en la misma región que el cuy (Parte distal de la cabeza: Fawcett and 

Hollenberg, 1963, cauda: Hoffer and Greenberg, 1978), la aglutinación de 

espermatozoides es observada también en otras especies como G/aucomas 

volans "ardilla voladora", reportado por Martan and Hruban (1970). 

2.3 Sistema de colección de espermatozoides epididlmarios 

Hay diferentes técnicas de colección de espermatozoides epididimarios, se 

conocen tres técnicas para colectar espermatozoides de animales muertos y 

dos técnicas para colectar espermatozoides de animales vivos y pueden ser 

utilizados a menudo a los seres humanos. Se detallan a continuación: 

• Incisiones: Consiste en separar el epidídimo del testículo de la manera 

más aséptica posible, siendo este uno de los métodos de colección más 

rápidos y el más fácil de realizar. Se realizan varias incisiones longitudinales 

que se hacen en el extremo distal del epidídimo para exponer el esperma al 

ambiente externo, estos son colectados en medios isotónicos. Este proceso 

tiene una buena tarifa de recuperación de esperma, sin embargo, puede 

haber contaminación con sangre durante el proceso (Guerrero, 2006) . 
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• Trituración: Es un proceso largo donde se requiere filtrar y quitar 

pedazos de tejido, siendo ahí donde hay un deterioro de la muestra esperma. 

La viabilidad espermática puede ser afectada debido a la centrifugación y a 

la exposición a los componentes de la sangre. Este método proporciona una 

alta tarifa de recuperación de la esperma, sin embargo, hay una alta 

probabilidad de contaminación con sangre proveniente del tejido (Guerrero, 

2006). 

• Lavado a presión: Consiste en hacer un lavado con un medio líquido la 

cauda de cada testículo por la presión ejercida. El esperma se recoge en un 

tubo de prueba de 15  mi. Este método proporciona la tarifa de recuperación 

más alta y de menor contaminación (Guerrero, 2006). 

• Aspiración epididimal percutánea del esperma {PESA) {Craft et al., 

1995, Patrizio, 2000). 

• Aspiración epididimal microqulrúrgica del esperma (MESA) (Patrizio 

y col., 1988). Este acercamiento proporciona una tarifa de recuperación más 

alta que PESA, sin embargo, él es más invasor y costoso (Patrizio, 2000). 

2.4 Contrastación de la calidad espermática 

El análisis de los espermatozoides tiene por objeto valorar la calidad de la 

suspensión obtenida de la cauda epididimaria. La necesidad de utilizar diferentes 

técnicas en la valoración de la calidad de los espermatozoides se debe a la falta 

de una sola prueba que determine su fecundidad, debido en gran parte, a que el 

espermatozoide es una célula altamente especializada y con una función 

biológica compleja, influenciada por diversos factores externos in viuo, por los 
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tratamientos a los que es sometido o in vivo, por los cambios que sufre en el 

tracto reproductor de la hembra (Cortes, 2003). 

2.4.1 Motilidad espermática 

La valoración de la motilidad espermática implica la estimación subjetiva de la 

viabilidad de los espermatozoides, los parámetros de motilidad incluyen (Hafez y 

Hafez, 2000): 

• Estimar el porcentaje (O - 100%) de espermatozoides en una muestra de 

semen pudiendo diluirse en una solución isosmótica. 

• Porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva. 

• Así mismo puede valorarse en una escala de O a 5 en orden a la progresión 

del movimiento (Maxwell y Evans, 1990). 

• Longevidad de la motilidad espermática en semen puro y semen diluido. 

La motilidad espermática se valora rutinariamente de manera subjetiva mediante 

un microscopio que tenga lente de contraste de fase (a 10  x  ó  20x), los actuales 

sistemas de análisis de imagen asistidos por ordenador ó sistemas e .AS .A 

(Computer-Assisted- Sperm-Analysis) son capaces de determinar, de manera 

objetiva, toda una serie de parámetros de velocidad y angularidad. 

El movimiento desarrollado por los espermatozoides es característico de especie 

y del estado fisiológico en que se encuentre, estando sujeto también al efecto 

ejercido por el método de recogida, factores ambientales, manejo del semen tras 

su obtención (Maxwell y Evans, 1990). El espermatozoide del cuy en el 

epidídimo de acuerdo a su movimiento puede ser valorado de acuerdo a la zona 

en la que se encuentre, donde se pueden ver espermatozoides con movimientos 

no progresivos, generalmente los que se encuentran en la región distal de la 
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cabeza del epidídimo, y los que presentan movimiento progresivo, que muestran 

un incremento de la velocidad, viéndose este tipo de movimiento entre las 

regiones proximal -distal de la cauda del epidídimo (Hunnicutt et al., 1997). 

2.4.2 Prueba de permeabilidad de membrana 

La prueba de permeabilidad de membrana está basada en las propiedades 

físicas y bioquímicas de la membrana plasmática, la prueba consiste en la 

inclusión de células espermáticas en una solución hipoosmótica provocando el 

paso del agua a través de la membrana desde el medio extracelular hacia el 

interior del espermatozoide hasta alcanzar su equilibrio osmótico (Eckert et al., 

1989), observándose cambios morfológicos a nivel de la cola. El hinchamiento 

se evidencia más fácilmente en el flagelo espermático por ser en esta porción la 

membrana plasmática más flexible y estar más separada de las estructuras 

inferiores que en la cabeza (Jeyendran et al., 1984), si la membrana se 

encuentra dañada, o se ha vuelto altamente permeable, no se observan dichos 

cambios. 

Según el WHO (1993), la prueba de endósmosis no se debe utilizar como prueba 

para determinar la función espermática, sino que puede ser usado como una 

prueba de vitalidad. 

La prueba de permeabilidad de. membrana se realiza comúnmente mediante la 

prueba hipo-osmótica - HOST (endósmosis ó Hipo-osmotic swelling test), la cual 

se realiza utilizando una solución de fructosa y citrato de sodio (150 mos.r') 

descrito por Jeyendran et al., (1984), posteriormente Lomeo and Giambersio 

(1991), describieron un nuevo procedimiento para la determinación de este 

parámetro utilizando agua destilada (O mos.r'), a la que denominaron como 
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prueba del agua o wr (water test), que consiste en poner en contacto el 

espermatozoide con agua destilada, a la que se le atribuye como una técnica 

más rápida y sencilla con respecto al HOST. 

2.5 Capacitación espermática y reacción del acrosoma 

2.5.1 Capacitación y reacción acrosómica in vivo 

Los espermatozoides desarrollan su capacidad inicial de fecundar óvulos 

durante su transporte por el epidídimo, dicha capacidad se considera potencial, 

porque los espermatozoides deben experimentar capacitación antes de que 

puedan penetrar el óvulo (Hafez y Hafez, 2000), durante la eyaculación, las 

secreciones de las glándulas accesorias se adhieren a la membrana 

espermática, dichas secreciones previenen la expresión prematura de la 

habilidad fertilizante del espermatozoide. 

In vivo, los espermatozoides pasan del plasma seminal a los fluidos del tracto 

femenino, esto ocurre en la cérvix cuando la eyaculación es intravaginal (en la 

mayoría de mamíferos), en el útero cuando el eyaculado es depositado en la 

vagina, en la cérvix (roedores), o directamente en el útero {cerda, yegua, perra) 

(Thibault et al., 1993). La velocidad de los espermatozoides y su patrón de 

motilidad se modifican cuando dichos gametos son transportados a través de los 

diferentes segmentos del aparato reproductor femenino, la hiperactivación 

espermática ocurre principalmente en el oviducto casi al momento de la 

ovulación, y puede ser decisiva en el transporte final de los gametos, la 

capacitación completa de éstos y la reacción acrosomal (Hafez y Hafez, 2000). 

La capacitación es definida como el tiempo que el espermatozoide permanece 

en el tracto reproductor femenino, antes de que adquiera la habilidad de 
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fecundar al ovocíto (Austín, 1952), seguido de la reacción del acrosoma, que es 

un evento exocitótico, corto, dependiente del Cá•2 (Thibault et al. , 1993), donde 

están involucradas múltiples fusiones entre la membrana plasmática del 

espermatozoide y la membrana acrosomal externa y resultan en la formación de 

una membrana vesiculada, con diferentes dominios entre ambas membranas 

(Flaherty and Olson, 1988; Yanagimachi, 1994 ), el tiempo de capacitación del 

espermatozoide de cuy, obtenido de la cauda epididimaria es de 

aproximadamente 10  - 1 2  horas (Thibault et al . ,  1993). 

Durante la capacitación ocurren dos cambios (Thibault et al . ,  1993): 

• La amplitud del movimiento incrementa debido a la gran flexibilidad del 

flagelo desde la pieza intermedia, consecuentemente la cabeza del 

espermatozoide nada ligeramente en oposición al flagelo 

• La rotación de la cabeza cesa de manera que de un movimiento 

progresivo se vuelve circular. 

2.5.2 Capacitación y reacción acrosómica in vitro 

La capacitación y la reacción del acrosoma in vitro pueden ser separadas 

temporalmente, la presencia de Ca++ es requerida para que ocurra la reacción 

del acrosoma y esto sugiere un incremento de la concentración de cGMP/cAMP 

lo que promueve el ingreso del Ca++, por lo tanto la reacción del acrosoma del 

cuy (Santos and Gordon, 1980). 

Cuando los ácidos grasos se unen al glicerol se altera el equilibrio de los 

fosfolípidos de la membrana, aumentando notablemente los lisofosfolípidos, los 

cuales se ha comprobado desencadenan la reacción acrosómica en el cobayo 

(Fleming and Yanagimachi, 1981) ,  pero se ha demostrado en otras especies que 
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�te. estrés puede reducirse mediante la incorporación en etapas del glicerol, en 

el proceso de criopreservación (Gao et al., 1993). 

Barros et at., ( 1984) refieren que en animales como el hámster sirio y el cuy se 

evidencia directamente la capacitación espermática y la reacción del acrosoma 

en espermatozoides vivos, sin embargo la capacidad fecundante será evaluada 

después de que halla penetrado al ovocito (Gonzáles, 1988). 

Gonzáles (1988), utiliza el Medio San Marcos (SM), que separa temporalmente 

la capacitación de la reacción del acrosoma en el modelo espermatozoide de 

cuy, la capacitación se logra en 2 horas, y la reacción del acrosoma es inducida 

por la adición de 1 o mM de imidazot. 

2.6 Criopreservación de gametos 

La Criobiologia es una disciplina que se encarga de estudiar los efectos de bajas 

temperaturas en células y tejidos, y a su vez permitir la conservación, frenando 

los procesos de envejecimiento y degeneración celular (Elder and Dale, 2003; 

Mazur, 1984), es decir los materiales permanecen genéticamente estables y 

metabólicamente inertes (Hafez, 1986), generalmente entre -8011C y -19611C 

referido al punto de ebullición del nitrógeno liquido, para disminuir las funciones 

vitales de una célula o un organismo y mantenerlo en condiciones de vida 

suspendida por mucho tiempo. A esas temperaturas, cualquier actividad 

biológica, incluidas las reacciones bioquímicas que prooucman la muerte de una 

célula, quedan efectivamente detenidas; por lo que esta disciplina aplicada a 

técnicas de reproducción asistida, proporciona la metoooiogra más idónea para 

mantener la diversidad genética. 
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Emnton (1999), refiere que la estructura y composición de las membranas 

plasmáticas determinan tos principales eventos celulares que tienen lugar 

durante tos procesos de criopreservación, su comportamiento durante la 

congelación y descongelación definirá los indices de supervivencia de la célula 

congelada. Estudios del efecto de la congelación sobre la membrana celular 

sugieren que la agrupación de tas proteínas durante ta fase de separación 

lipídica inducida por el enfriamiento no es enteramente reversible, esto podría 

tener implicancias sobre la estructura de tos receptores y por to tanto sobre la 

interacción de gametos. 

Los pequeños núcleos de animales de razas autóctonas, son más vulnerables al 

riesgo de extinción y por tanto a la pérdida de la diversidad genética que llevan 

en su código de ADN. La congelación de gametos y embriones de estos 

animales, ofrece la potencialidad de preservar el genoma animal mediante la 

creación de Bancos de Recursos Genéticos, donde se mantengan a -196u e, de 

forma indefinida (Vázquez y cot., 1998; Day and Stacey, 2007). 

2.6.1 Tratamiento de espermatozoides para su congelación 

2.6.1.1. Dilución de espermatozoides 

Las células espermáticas individualmente son expuestas a altas y bajas 

concentraciones de sales simultáneamente, la incorporación de consideraciones 

de microarquitectura como hipótesis de crtoínjuna, puede explicar porque 

algunos espermatozoides sobreviven intactos al proceso de cnopreservacíon, 

mientras otros sufren daño acrosomal, en la membrana y perdida de la motilidad 

(Holt, 2000), ya que no todas las células se encuentran en el mismo espacio, ni 

con tas mismas concentraciones de los componentes del dilutor utilizado. 
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Los medios de dilución deben presentar las siguientes características: 

1 .  Presión osmótica lo más isotónica posible con el esperma y mantenerla 

durante el almacenamiento (entorno a 320 miliosmoles/kg), balance 

electrolítico 

2. Contener sustancias tampón que permitan mantener un pH invariable y 

neutro. 

3. Contener sustancias coloidales capaces de proteger a los espermatozoides 

durante el congelamiento . .  

4. Poseer sustancias nutritivas o elementos que favorecen el metabolismo, 

vitalidad y longevidad de los zoospermos. 

5. Estar libres de sustancias, productos bacterianos u organismos infecciosos 

perjudiciales para los espermatozoides, tracto genital de la hembra o 

proceso de fecundación, implantación y desarrollo embrionario (Berndtson 

and Pickett, 1978; Graham, 1978; Alvariño, 1993). 

Los diluyentes pueden ser divididos en dos grupos: 

• Diluyentes iónicos: Se utilizan cuando se pretende inseminar con semen 

fresco. 

• Diluyentes orgánicos: Se utilizan para períodos de conservación más 

largos en refrigeración o congelación. 

Cabe mencionar que para la conservación de esperma es necesario la utilización 

de medios de procedencia biológica o sintética, entre ellos se encuentra la yema 

de huevo debido a su valor de descenso microscópico, similar al de semen y a 

su función protectora frente al "choque por frío", atribuible a la fracción lecitínica 

u otros fosfolípidos y lipoproteínas de baja densidad (Alvariño, 1993; Foulkes, 
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1977). La presencia de yema de huevo en el dilutor (5-20%) se comporta como 

un protector ante los efectos del choque frío, utilizado para dilución de semen. 

2.6.1.2. Refrigeración y equilibración de la célula espermática 

Otro aspecto es el tiempo de equilibración, el cual se define como el período que 

transcurre desde que se añade el glicerol hasta que se congelan las células 

espermáticas (Graham et al., 1978). 

Se realiza con el fin de lograr un descenso gradual de la temperatura y permitir 

que las células espermáticas se equilibren con el diluyente {5 ºC). 

2.6.1.3. Velocidad de congelación de la célula espennática 

El rango critico de temperatura para la supervivencia de los espermatozoides 

durante la congelación se encuentra entre los -10ºC y los -40°C, por lo tanto 

cuanto antes pasen este intervalo mayor será la recuperación post - 

descongelación (Watson, 1990). 

Cuando se utilizan velocidades de congelación altas los mejores resultados post­ 

descongelación han sido obtenidos con descongelamientos también rápidos 

{Fiser et al., 1986). Por el contrario, si la congelación se realiza con velocidades 

lentas y la descongelación es rápida, no se concede a la célula espermática el 

tiempo suficiente para que reestablezca el equilibrio osmótico con el medio 

externo (Leibo, 1981), originándose la entrada de agua al interior del 

espermatozoide, provocando la ruptura de estructuras celulares (Fiser et al., 

1986). 

Las células espermáticas son congeladas a tasas bastante rápidas, en el rango 

de 15  - 60 ºC/min lo cual ha sido empíricamente calculado como la velocidad de 
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congelación que permite mayor probabilidad de obtener una mejor tasa de 

sobrevida celular (Mazur, 1984). 

2.6.1.4. Descongelación de las células espennáticas 

Son múltiples factores que afectan la sobrevida de los espermatozoides al 

descongelado: la metodología de congelación y descongelación, la 

concentración espermática en el diluyente, el envasado, la composición del 

diluyente empleado (Stomelli y col., 2005). 

Holt y North (1991),  han demostrado que los signos de estrés manifestado por 

los espermatozoides luego de la congelación no se relacionan solo con el estrés 

osmótico sufrido en el descongelado sino también con el estrés sufrido durante 

el congelado. 

El porcentaje de células · que sobrevive a un proceso de congelación está 

determinado por la sensibilidad al estrés osmótico durante la adición y remoción 

de crioprotectores y durante el enfriamiento y el recalentamiento. Leibo and 

Bradley (1999), refieren que el hecho de que los individuos puedan ser 

clasificados como "buenos congeladores" o "malos congeladores" implica ciertas 

características de estructura de membrana, las cuales pueden estar 

genéticamente determinadas, predisponen a las supervivencia bajo el estrés ge: 

criopreservación. 

En este sentido, la congelación intracelular es letal para la célula 

dependiendo particularmente del tamaño y de la cantidad de cristales de hielo 

formados en el citoplasma, ya que altas velocidades de enfriamiento 

producen cristales intracelulares pequeños que pueden llegar a ser inocuos, 
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pero éstos pueden unirse y crecer durante la descongelación por medio de un 

proceso denominado recristalización (Holt, 2000, Mazur, 1980). 

2.6.2 Cambios ocurridos en la célula espermática durante el proceso de 

congelación 

Se sabe que el daño a las células espermáticas crioconservadas es inducido por 

la formación de hielo intracelular, lo cual puede ocurrir tanto durante la 

congelación como la descongelación (Medina et al., 2005). 

2.6.2.1. Shock de frío 

El enfriamiento rápido del semen entre 30ºC y OºC induce un estrés letal en 

algunas células (Watson, 1981,  1995), y un enfriamiento lento induce un estrés 

sobre la membrana del espermatozoide, este hecho está relacionado con un 

cambio de fase lipídica, estos cambios ocurren en su mayoría, entre los 5ºC y 

15ºC y alteraría el estado funcional de la membrana (Stomelli y col., 2005), sin 

embargo se observó que los mayores daños de membrana ocurren durante el 

proceso de calentamiento luego de la descongelación (Holt y col., 1991) 

Usualmente se incluye yema de huevo en la preparación de los diluyentes 

(Quinn et al., 1980; Watson, 1981) debido a que los fosfolípidos y las 

lipoproteínas de baja densidad (Foulkes, 1977) poseen un efecto protector 

contra el shock de frío sobre las células espermáticas, Watson y Martin (1975), 

reportan que la yema de huevo protege frente al choque frío cuando ésta es 

añadida al semen a + 30 ºC, mientras que cuando se adiciona a + 4ºC su efecto 

protector es insuficiente. 
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Este shock varía entre especies (Fiser, 1989), y entre individuos de la misma 

especie (Maxwell, 1986), esto es más evidente en el rango de temperatura entre 

O y 20 ºC, siendo dependientes de la temperatura los cambios a nivel de los 

lípidos de la membrana {Day and Stacey, 2007), lo cual determina 

requerimientos específicos entre especies en la composición de los diluyentes. 

2.6.2.2. Agentes crioprotectores (ACPs) y estrés celular 

Los crioprotectores permiten mantener una mayor proporción de agua liquida a 

bajas temperaturas ya que estos reemplazan el agua intracelular durante la 

congelación (Mizukami et aí., 1999), permitiendo que el fluido intracelular 

pueda ser superenfriado a temperaturas entre -5 y -15 ºC sin que ocurra 

la formación de cristales de hielo, debido a que estas sustancias 

disminuyen el punto de congelación por medio de la reducción en la 

interacción entre las moléculas de agua (Vincent et al., 1998) y en 

consecuencia una menor concentración de electrolitos posibilitando la 

supervivencia celular durante el proceso de criopreservación, pero estos 

producen a su vez un estrés transitorio pero importante sobre la membrana 

plasmática de los espermatozoides, principalmente por la penetración a través 

de las membranas celulares (Gao et al., 1993). 

La adición de agentes crioprotectores es necesario para la sobrevivencia de los 

espermatozoides. Polge et al., (1949) trabajaron con semen de gallos y toros 

donde observaron que eran dependientes del glicerol y probablemente tendría 

un gran potencial como agente crioprotector. La mayoría de los protocolos usan 

concentraciones de 0.5 a 1 .5 M (aproximadamente 4 - 1 0  o/o v/v). 
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2.6.2.2.1 Agentes crioprotectores penetrantes 

Son de bajo peso molecular y permeable a través de la membrana celular. Son 

utilizados: el glicerol, el dimetilsulfóxido (DMSO), etilenglicol y propilenglicol. El 

dimetilsulfóxido es un solvente bipolar aprótico, hidrosoluble, de bajo peso 

molecular; desde el descubrimiento de sus propiedades el DMSO se ha usado 

como un crioprotector. García y Vila (1984), refieren que su acción crioprotectora 

se atribuye principalmente a la habilidad de prevenir acumulación excesiva de 

electrolitos y otras sustancias durante el proceso de congelamiento, y la 

formación de cristales de hielo que rompen la estructura de la membrana, su 

bajo peso molecular permite la entrada rápida través de la membrana celular, 

modula la estabilidad y fases de la bicapa de los fosfolipidos, así como también 

afecta los procesos de solvatación de agua. 

El DMSO es más tóxico para espermatozoides humanos que el glicerol, 

recuperándose un menor porcentaje de espermatozoides motiles al 

descongelado cuando se utiliza este agente como crioprotector, es así que los 

componentes utilizados habitualmente para criopreservar otras células como el 

DMSO resulta menos satisfactorio para la criopreservación espermática (Chong, 

1985), son las membranas plasmáticas y acrosomas intactos los que son 

significativamente afectados al exponerlos a DMSO (Si et al., 2006). 

El glicerol es generalmente el crioprotector de elección, el cual produce estrés 

osmótico y la hiperosmolaridad producida por este compuesto posee un efecto 

estimulador de la reacción acrosómica (Aitken, 2000). 
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2.6.2.2.2 Agentes crioprotectores no penetrantes 

Son sustancias de alto peso molecular, efectivas a velocidades altas de 

congelación, son importantes por ejercer su acción crioprotectora promoviendo la 

rápida deshidratación celular y suelen usarse asociados a los agentes 

penetrantes. Los más utilizados son: sacarosa, glucosa, dextrosa y dextrano. 

Estos compuestos generalmente son polímeros que forman puentes hidrógeno 

con el agua, reduciendo la actividad de agua a una magnitud mucho mayor que 

la que se predeciría por su concentración molar (Ávila y col., 2006). 

La adición del criopreservante per genera estrés osmótico sobre las células 

porque aumenta la osmolaridad del medio. Las células inicialmente se 

deshidratan para compensar la fuerza osmótica inducida por la presencia de los 

ACPs y después se hidrata. La definición de los parámetros biofísicos de cada 

célula y el estudio de la interacción con los ACPs durante la congelación y 

descongelación de las células deben ser definidos para establecer los límites 

físicos que aseguren la supervivencia de la célula (Ávila y col., 2006). 
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111.  MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Recolección y transporte de testiculos de cuy post mortem 

Se colectaron 104 pares de testículos de cuyes beneficiados para consumo 

humano en el Mercado de Caquetá - Distrito de San Martin de Porres - lima. 

Fueron transportados al Laboratorio de Biología del Desarrollo y Fisiología 

Animal (Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad Ricardo Palma), el 

tiempo transcurrido entre la muerte del animal y el transporte al laboratorio fue 

de 1 a 2 horas. 

Las colectas se realizaron entre noviembre del 2008 y marzo del 2009, por 

colecta se obtuvieron de 5 - 10 pares de testículos, a partir de los cuales se 

separaron las caudas epididimarias. 

3.2. Medios de cultivo y dilutores 

Los reactivos utilizados fueron de Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA), Merck, 

los medios fueron preparados el dia de su uso: 

a. Dilutor tris - ácido cítrico -yema de huevo, utilizado como medio base al 

cual se añadieron los agentes crioprotectores de acuerdo a la 

concentración en estudio, ajustado a pH 6.7 (Cuadro Nº 04, anexo). 



b. Solución hipo-osmótica de fructosa y citrato de sodio, se utilizó para 

evaluar la permeabilidad de membrana de los espermatozoides de cuy 

(Cuadro Nº 05, anexo). 

c. El medio San Marcos (SM) medio químicamente definido (Gonzáles y 

Llerena, 1981), fue utilizado para evaluar la capacitación espermática y 

evaluar la reacción del acrosoma (in vitro), el pH para el medio de cultivo 

SM fue ajustado entre 7.35 a 7.5 (Gonzáles, 1988) (Cuadro Nº 07, 

anexo). 

3.3. Obtención de espennatozoides epididimarios de cuy por lavado 

retrógrado 

Se realizó mediante el lavado epididimario por flujo retrógrado: 

1 .  Los vasos deferentes y la cola del epidídimo se separaron mediante el uso de 

implementos y técnicas asépticas. 

2. Se localizó el septum (indentación) del epidídimo, correspondiente a la porción 

cercana de la zona media de la cola del epidídimo. Allí se realizó un corte 

transversal con el bisturi, justo antes que el diámetro del epidídimo se reduce, de 

ese modo se obtuvo la mayor cantidad de espermatozoides posibles. 

3. La porción separada de la cola del epidídimo se colocó en una placa de Petri 

precalentada a 37°C y se mantuvo la porción libre de los vasos deferentes 

firmemente sujeta con los dedos pulgar e índice. 

4. Las agujas para el lavado fueron preparadas limándole las puntas para 

hacerlas "romas". Se colocó la aguja dentro del lumen de la porción libre del 

vaso deferente (Figura Nº 01,  anexo). Se adaptó una jeringa {de tuberculina) 
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introdujo lentamente dentro del lumen de cada vaso deferente. Las paredes de 

los vasos deferentes se pinzaron con una pinza "mosquito" contra la aguja para 

evitar pérdida del líquido de lavado. 

5. A medida que se perfundieron los vasos deferentes con el medio de lavado se 

observó un abultamiento visible de la cola del epidídimo. Al continuar con presión 

suave y continua con la jeringa, apareció en el extremo cortado de la cola del 

epidídimo el contenido epididimario, representado por un líquido espeso y de un 

color crema pálido o blanco cremoso, dependiendo de la concentración 

espermática obtenida (Albers y Barrios, 2006). 

3.4. Evaluación de espermatozoides epididimarios de cuy antes y después 

de la congelación 

3.4.1 Concentración espermática 

Mediante una cámara de Neubauer, para recuento de células, se determinó a 

partir de la suspensión obtenida, la cantidad de espermatozoides colectados en 

ambas caudas epididimarias, Esta medición se realizó por duplicado, de manera 

que no hubiese diferencia mayor a 1 O unidades entre ambas repeticiones 

(Maxwell y Evans, 1990). 

3.4.2 Motilidad individual 

Se evaluó colocando una gota de la mezcla obtenida luego del lavado retrógrado 

sobre un portaobjetos temperado entre 37 - 38 ºC luego se colocó sobre ella un 

cubreobjetos que tenia en los extremos plastilina y se observó al microscopio de 

contraste de fase a un aumento de 400x. 
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Se estimó el porcentaje de espermatozoides en movimiento de O a 100, según 

Maxwell y Evans (1990), considerando a los espermatozoides libres como a los 

espermatozoides en rouleux. 

Se realizó el mismo procedimiento para evaluar las muestras post-congelación. 

3.4.3 Integridad de membrana 

Para evaluar la integridad de la membrana celular de los espermatozoides de 

cuy se utilizó dos técnicas: Prueba de shock hipo-osmótico - HOST y la prueba 

del agua -WT. 

a. Para el HOST, se colocó 90 ul de buffer y se agregó 10 ul de la 

muestra, se mezclaron con una pipeta. Se incubó durante 45 - 60 minutos a 

37 ºC. después de la incubación se colocó una muestra en el portaobjetos y 

se cubrió con una laminilla. Usando un microscopio compuesto de contraste 

de fase con un aumento de 40X, se localizaron los espermatozoides y se 

contaron 200 espermatozoides como mínimo, reconociendo 

espermatozoides con cola hinchada (Gonzáles y Gonzáles, 2004), utilizando 

aquellos que presentaban una endósmosis positiva mayor o igual al 45 %. 

b. Para la prueba del "water test" se colocó 40 µL de agua destilada estéril 

y 10 µL de la muestra, se incubó durante 5 minutos a 37 °C (Lomeo and 

Giambersio, 1991) ,  después de la incubación se colocó una muestra sobre 

un portaobjetos y se cubrió con el cubreobjetos. Se siguió el procedimiento 

utilizado para la prueba HOS, para la determinación de endósmosis positiva. 

3.4.4 Reacción del acrosoma 

En discos de cultivo tipo Falcon se prepararon gotas de incubación bajo aceite 

mineral, que contenían 100 ul. de medio de cultivo ·sM" (Cuadro Nº 07, anexo), 
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calentaban previamente (5 - 10 minutos) a 37 ºCantes de adicionarles 10 ul. de 

la dilución espermática obtenida luego del lavado retrógrado, para luego colocar 

los discos de cultivo en una incubadora de calor seco a 37 ºC. La incubación se 

realizó durante 2 horas, tiempo en el cual se dio la hiperactivación espermática, 

para luego inducir a la reacción del acrosoma mediante la adición de imidazol 

(10 mM). En cada muestra se contaron 100 espermatozoides mótiles con o sin 

acrosoma en un microscopio de contraste de fase a 40 X, para establecer el 

porcentaje de "espermatozoides reaccionados" (Gonzáles, 1988), para la 

evaluación se procedió del mismo modo que para el análisis de la motilidad. 

El imidazol, es utilizado como un activador de la fosfodiesterasa dependiente de 

los nucleótidos cíclicos, la capacitación puede involucrar un incremento 

intracelular de los niveles de cAMP, pero la reacción del acrosoma, puede ser 

asociado con la reducción de los niveles de cAMP (Santos and Gordon, 1980). 

La solución se preparo el día de uso y se mantuvo a 37 ºC. 

3.4.5 Evaluación de la supervivencia espennática en hipoténnia (4°C) 

Se hizo un experimento adicional para monitorear el comportamiento de los 

espermatozoides en condiciones de hipotermia, cuando estos se encontraban en 

el dilutor base y los diferentes agentes crioprotectores, se evaluó la motilidad, 

utilizando el mismo procedimiento que para las muestras frescas y post­ 

congeladas y la supervivencia espermática mediante la tinción de vitalidad 

espermática, como se detalla: 

3.4.5.1 Porcentaje de vivos y muertos 

Esta tinción se utilizó para evaluar la supervivencia espermática de los 

espermatozoides mantenidos en condiciones hipotérmicas y diferenciar en los 
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progresivamente hasta llegar a los 5 ºC en un tiempo de estabilización de 

3 horas y se añadió el glicerol 30 minutos antes de la congelación. 

2. Se aspiraron los espermatozoides diluidos en pajuelas de plástico de 

0.25 ce. y se selló con alcohol polivinil. 

3. Se usó una caja de tecnopor de 30 x 20 cm y se colocó nitrógeno líquido 

hasta una altura de 3-4 cm, luego sobre una rejilla que se dispuso a 8 cm. 

de la base del envase se colocó las pajillas y fueron congeladas en 

vapores de nitrógeno durante 1 O minutos, para luego sumergirlas 

completamente. 

4. Se almacenaron sumergidos en nitrógeno líquido. 

3.6. Descongelación de espermatozoides epididimarios 

Se realizó sumergiendo directamente las pajillas en baño maría a 37 ºC durante 

20 segundos, luego se secaron las pajillas con papel toalla, y se colocaron en 

tubos tipo Falcan de 15 mi, luego se procedió a evaluar las muestras. 

3. 7. Análisis estadístico 

Los resultados sobre motilidad espermática e integridad de membrana se 

analizaron mediante un análisis de varianza dentro y entre tratamientos, y la 

prueba de Duncan, para hacer el análisis de medias entre y dentro de 

tratamientos. Se utilizó el paquete estadístico SPSS versión 15, considerándose 

para todos los análisis un nivel de significancia de a =  0.05. 

En el caso de la evaluación de la integridad que se realizó por dos test para 

hallar el grado de similitud que existe entre el HOST y el WT, se utilizó el 

estadístico "t- student", tanto para las muestras pre-congelación como para las 

muestras post-congelación. 
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IV. RESULTADOS 

Obtención de espennatozoides epididimarios mediante lavado de flujo 

retrógrado 

Para la obtención de los espermatozoides epididimarios se utilizó 0.5 mi del 

dilutor base sin yema de huevo {Cuadro Nº 04, anexo), como medio de lavado 

para cada cauda epididimaria (Figura Nº 0 1 ,  anexo), a partir del lavado se obtuvo 

una concentración espermática que osciló entre 10 x 10º esp/ml - 30 x 10' 

esp/ml y vitalidad espermática promedio de 71.29 %, factores que varían de 

acuerdo al animal. la edad y actividad sexual. parámetros que no fueron 

controlados debido a que no fue objetivo del presente estudio. 
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CUADRO NO 01: COMPARACIÓN DEL PORCENTAJE DE MOTILIDAD 

ESPERMÁTICA DEL CUY ANTES Y DESPUÉS DE LA CONGELACIÓN (a - 

196ºC) EN DIFERENTES CRIOPROTECTORES. 

MOTILIDAD (%) 

AGENTE CRIOPROTECTOR Pre- congelación Post- congelación 

Glicerol (un paso) 60.00 +/- 5.48 2.83 +/- 1.47ª 

Glicerol (dos pasos) 60.83 +/- 9. 70 2.00 +/- 1.27ª 

Glicerol (30') 63.33 +/- 9.94 3.00 +/- 1.65ª 

DMSO: DMSO al 5 o/o 65.00 +/- 4.47 0.83 +/- 0.41 D 

DMSO al 1 O o/o 68.33 +/- 2.58 0.83 +/- 0.41 D 

DMSO al 15 o/o 57.50 +/-6.89 2.67 +/- 1 .21ª  

DMSO + 2% Glicerol: DMSOal 5 o/o 66.67 +/- 5.16 1.33 +/- 1.37° 

DMSO al 1 O o/o 60.00 +/- 8.37 1.83 +/- 2.04ª0 

DMSOal 1 5 %  57.00 +/- 6.33 3.40 +/- 1.35ª 

Etilenglicol: ETYal 5 o/o 60.83 +/- 5.85 1 . 1 7  +/-1.60ª 

ETY al 10 o/o 59.17 +/- 7.36 0.17 +/- 0.41ª 

ETYal 15 o/o 61.67 +/- 6.83 0.67 +/- 0.52ª 

Etilenglicol + 2%Glicerol: ETY al 5 o/o 54.17 +/- 4.92 2.67 +/- 1.63ª 

ETYal 10 o/o 56.67 +/- 7.53 0.50 +/- 0.55ª 
ETYal 15 o/o 64.71 +/- 8.50 2.29 +/- 2.56ª 

se ae o-jo muesn-as por ceea grupo. 

a.b Valores con diferente literal dentro de grupos, existe diferencia estadística 

significativa (p>0.05) 
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CUADRO Nº 02: PORCENTAJE DE INTEGRIDAD DE MEMBRANA DE 

ESPERMATOZOIDES DE CUY ( Prueba de Shock Hipo-osmótico - HOST) 

ANTES Y DESPUÉS DE LA CONGELACIÓN (a-196ºC) EN DIFERENTES 

CRIOPROTECTORES. 

INTEGRIDAD DE MEMBRANA (%) 

AGENTE CRIOPROTECTOR Pre- congelación Post- descongelación 

Glicerol (un paso) 60.50 +/- 6.66 6.33 +/- 2.66ª 

Glicerol (dos pasos) 57.83 +/- 7.83 4.33 +/- 2.07ª 

Glicerol (30') 59.30 +/- 9.17 9.83 +/- 8.59ª 

DMSO: DMSOal5 % 58.17 +/- 8.13 1 .33 +/- 0.52° 

DMSOal 1 0 %  64.17 +/- 9.95 1.50 +/- 0.55° 
DMSOal 1 5 %  50.00 +/- 2.19 6.83 +/- 3.19ª 

DMSO + 2% Glicerol: DMSOal5 % 55.00 +/- 6.63 4.17 +/- 1.47ª 

DMSOal 1 0 %  65.00 +/- 8.46 13 . 17  +/-11 .92ª 
DMSOal 1 5 %  54.45 +/- 6.25 10.70 +/- 6.96ª 

Etilenglicol: ETYal5 % 46.67 +/- 1.97 4.00 +/- 1.79ª 

ETYal 10 % 53.50 +/- 7.99 2.42 +/- 2.18ª0 

ETYal 15 % 70.17 +/- 7.57 0.67 +/- 1.03° 

Etilenglicol + 2% glycerol: ETY al 5 % 55.17 +/- 6.56 9.17 +/- 3.19ª 

ETYal 10 % 56.33 +/- 4.68 8. 00 +/- 2.28ª 
ETYal 15 % 61.86 +/- 12.85 8.43 +/- 8. 72ª 

ee C011SKJeraron oe o-, u muestras por caoa grupo. 

a,b Valores con diferente literal dentro de grupos, existe diferencia estadística 

significativa (p>0.05) 
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CUADRO N°03: PORCENTAJE DE INTEGRIDAD DE MEMBRANA DE 

ESPERMATOZOIDES DE CUY (Prueba del Agua - WT) ANTES Y 

DESPUÉS DE LA CONGELACIÓN (a-19'3°C) EN DIFERENTES 

CRIOPROTECTORES. 

INTEGRIDAD DE MEMBRANA (o/o) 

AGENTE CRIOPROTECTOR Pre- congelación Post- descongelación 

Glicerol (un paso) 59.50 +/- 6.98 6.00 +/- 2.28ª 

Glicerol (dos pasos) 57 .33 +/- 6.86 4.67 +/- 1.63ª 

Glicerol (30') 58.10 +/- 10.00 8.93 +/- 7.60ª 

DMSO: DMSOal5 % 59.00 +/- 8.15 1.42 +/- 0.49ª 

DMSOal 1 0 %  63.67 +/- 9. 77 1 .58 +/- 0.80° 

DMSOal 1 5 %  50.50 +/- 2.43 7.50 +/- 4.46° 

DMSO + 2o/o Glicerol: DMSOal5 % 56.17 +/- 6.97 3.83 +/- 1.60ª 

DMSOal 1 0 %  60.17 +/- 10.05 12.75 +/- 12.07ª 

DMSOal 15 % 56.20 +/- 6.36 10.45 +/- 7.26ª 

Etilenglicol: ETY a l 5  %  47.50 +/- 1.87 4.50 +/- 1.05ª 

ETY al 10 % 54.00 +/- 7.56 2.33 +/- 1.37° 

ETY al 15 % 69.50 +/- 9.09 1.00 +/- 0.89° 

Etilenglicol + 2% glycerol: ETY al 5 % 56.00 +/- 4.98 9.50 +/- 3.02ª 

ETYal 10 % 58.17 +/- 7.57 8.17 +/- 3.31ª 

ETY al 15 % 62.00 +/- 12.82 9.00 +/- 7.46ª 

=-··---·�ron ae e-ru mueseas por caca grupo. 

a,b Valores con diferente literal dentro de grupos, existe diferencia estadística 

significativa {p>0.05) 
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Evaluación de la reacción del acrosoma in vitro de espennatozoides 

epididimarios de cuy pre-congelación y post-descongelación. 

La reacción del acrosoma se evaluó bajo condiciones ín vitro, se realizó la 

evaluación pre-congelación y post-descongelación, para la primera condición, 

tras un proceso de incubación en medio SM bajo aceite mineral por espacio de 

dos horas, se observó la reacción del acrosoma mediada por la adición de 

imidazol 1 O mM, obteniéndose un promedio de 62.30% de espermatozoides 

reaccionados, sin embargo; los espermatozoides post-descongelación no 

experimentaron dicho proceso. 
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V. DISCUSIÓN 

Los espermatozoides de cuy pueden ser obtenidos de diversos modos, Holt 

( 1977), obtuvo semen del género Cevi« mediante la técnica de 

electroeyaculación obteniendo 13 x 1 os espermatozoides /eyaculado, n = 2, en 

otros experimentos se obtuvo entre 50 x 105 
- 20 x 1 os esp/ml con un volumen 

entre 0.4 - 0.8 mi. (Hafez y Hafez, 2000), pero generalmente se obtienen 

espermatozoides del epidídimo de animales bajo anestesia o post mortem, los 

cuales se mantienen viables por largos periodos. Gonzátes (1988), obtuvo un 

promedio de 25 x 107 esp/ml por cauda mediante incisión de la misma. En el 

presente trabajo a través del lavado retrógrado de la cauda epididimaria se 

obtuvieron espermatozoides tanto del conducto deferente como de la región 

distal de la cauda epididimaria, en una concentración que osciló entre los 1 O x 

106 
- 30 x 107 esp/ml, considerando la aleatoriedad de las muestras obtenidas en 

base al peso, edad, raza, actividad sexual, siendo estos espermatozoides 

mótiles y presentando una agrupación caracteristica de la especie denominada 

"rouleux" que quiere decir apilamiento (Figura NO 02, anexo). 

En el cuy, la agrupación de los acrosomas en rouleux donde los 

espermatozoides aparecen más uniformes, puede estar relacionada con la 

protección de los acrosomas frágiles que sufren variaciones durante el paso por 

el epidídimo y sobre la posibilidad de ser perdido por el estímulo de un ionóforo 

(Hunnicutt et al., 1997), esta agrupación de espermatozoides está mediada por 



una proteína de superficie (WH-30) que está presente en los espermatozoides 

testiculares, pero dicha asociación sólo ocurre durante el paso por el epidídimo, 

pudiendo deberse a un cambio en la conformación de la proteína o una 

interacción con la secreción epididimal (Flaherty et al., 1993). 

Guerrero (2006), refiere que mediante el "flushing" o lavado de flujo retrógrado 

se evidencia menos contaminación, referida a la mezcla de células sanguíneas, 

tejido y microorganismos, de tal modo que durante nuestros ensayos, durante el 

tiempo transcurrido en condiciones hipotérmicas (4ºC), a pesar de que el dilutor 

base que se utilizó tenía en su composición un componente orgánico, ta yema 

de huevo a un 20 % de concentración. no experimentó contaminación sobre todo 

a nivel microbiano. 

La determinación de la supervivencia espermática en soluciones crioprotectoras 

mantenidos en hipotermia (4°C), se realizó con el fin de monitorear la variación 

de la motilidad y la supervivencia espermática (Figura NO 03, anexo) cuando 

estos se mantienen en un dilutor base en contacto con los diferentes agentes 

crioprotectores en condiciones de hipotermia (4°C), obteniéndose 

espermatozoides de cuy pueden permanecer fuera del epidídimo por períodos 

prolongados de tiempo. 

Vivanco y col. (1977), hicieron referencia de la supervivencia espermática en tris 

glicerinado hasta por 15 días. en nuestro estudio mediante la evaluación en 

medios compuestos de un dilutor base más yema de huevo al 20 % que se 

utilizó como control se mantiene la motilidad con 1.67% (Gráfico Nº 04) y 3% de 

supervivencia espermática al décimo día (Gráfico Nº 01) y esta supervivencia 

puede ser prolongada cuando se afladen crioprotectores como son el glicerol al 

2% manteniendo una motilidad de 3% hasta el décimo cuarto día (Gráfico Nº 04) 

y 3.5 % de supervivencia espermática hasta décimo quinto día (Gráfico NO 01) y 
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el etilenglicol al 15 % manteniendo 1 % de motilidad (Gráfico Nº 05) y 0.33% de 

suoervivencia esoermática hasta el décimo auinto día (Gráfico Nº 02). 

En espermatozoides de ratas se observó que la adición en un paso, es decir la 

adición del crioorotector a temoeratura ambiente. el DMSO 0.9 M oresenta el 

efecto más nocivo sobre la motilidad espermática, integridad de membrana y la 

inteqridad acrosomal con resoecto al etilenqlicol, qlicerol v propilenqlicol a la 

misma concentración (Si et al., 2006), debido a la alta capacidad de difusión a 

través de las membranas celulares. par ello al mantener los esoermatozoides de 

cuy en incubación hipotérmica tanto del DMSO y etilenglicol más la adición de 

qlícerol, la supervivencia se ve drásticamente disminuida (Gráfico NO 03), así 

como la motilidad (Gráfico Nº 06). 

Gonzáles (1988), refiere que los espermatozoides pueden ser mantenidos en las 

caudas del epidfdimo bajo condiciones de hipatermia (4°C) hasta par 14 días, 

pero que la dilución por la inmersión de las caudas en medio acuoso influye 

directamente sobre la célula. pudiendo ser revertida al aQreQar plasma de la 

cauda epididimal como se observa en espermatozoides de epidídimo de hámster 

in vitro. debido a los factores de suoervivencia espermática Que se encuentran 

en este fluido (Morton et al., 1979). De acuerdo a lo mencionado se pone en 

evidencia oue los espermatozoides de cuv pueden ser almacenados en 

condiciones de hipotermia fuera o en el eoididimo. 

Para determinar el efecto de la congelación en la viabilidad de los 

espermatozoides de cuv. se tuvo en consideración como fue la variación con 

respecto a la motilidad individual, integridad de membrana y la reacción del 

acrosoma antes v desPUés de la conQelaci6n. 



la capacitación, inducidos por los procesos de congelación en la célula 

espermática (Stornellí, 2005). 

En especies como el conejo (Strazinger et al., 1971;  Alvariño, 1993; El- Gaafary 

and Marai , 1994), el elefante (Jones, 1973) el DMSO es el agente crioprotector 

de elección, en el presente estudio cuando se usó este crioprotector a diferentes 

concentraciones, se observó que el espermatozoide de cuy a una concentración 

de 1 5  % de DMSO presentó una motilidad de 2.67 +/- 1.21 % habiendo 

diferencia significativa (ANVA, Test de Duncan, p<0.05) con respecto a los 

tratamientos en los que se utilizó concentraciones de 5 y 1 O % de DMSO 

(Cuadro Nº 01), siendo la más baja entre los tratamientos en estudio, lo que 

implica y resalta la toxicidad de este crioprotector sobre la célula espermática de 

cuy. 

La motilidad espermática para los tratamientos en los que se usó la combinación 

DMSO + 2% GL Y. a 1 5  %  de DMSO se observó 3.40 +/- 1.35 % de motilidad que 

presenta diferencia significativa (ANVA, Test de Ouncan, p<0.05), con respecto a 

los tratamientos en los que se utilizó concentraciones de 5 y 10 % de DMSO 

(Cuadro Nº01) y que a su vez es mayor con respecto a la utilización de sólo el 

DMSO como agente crioprotector, sin embargo la motilidad espermética se ve 

severamente afectada. 

Al usar el etilenglicol como agente crioprotector no se observó diferencias 

significativas frente al uso de diferentes concentraciones de este crioprotector, 

obteniéndose una motilidad promedio de 0.67 % de la población espermática 

(ANVA, Test de Cunean, p>0.05), (Cuadro Nº01), cuando se usó el etilenglicol + 

2 % GL Y, a diferentes concentraciones de etilenglicol como agente crioprotector 

no se observaron diferencias significativas dentro del grupa (ANV A, Test de 

Ouncan, p>0.05), obteniéndose una motilidad promedio de 1 .84 % del total de la 
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pobiación espermática (Cuadro N"Oi ). pero ia motiíidad es mayor con respecto a 

la utilización de etilenglicol en ausencia de glicerol. 

De acuerdo a los tratamientos reaiizados la motilidad observada ai descongeiar 

las muestras y mantenerlas a 37°C para los distintos tratamientos fue de 3 - 2.83 

% que fue el mejor resultado, obtenido en el medio que contenía glicerol al 2 % 

sin encontrarse diferencias significativas (ANVA, Test de Duncan, p>0.05), sí 

éste crioprotector era añadido en un solo paso o 30 minutos antes de la 

congelación, y la menor motilidad observada entre los tratamientos en 

experimentación fue de 0.67% cuando se usó etilenglicol (Cuadro Nº01 ). 

Al hacer una comparación y analizar la sobrevivencia espermática en 

condiciones de hipotermia (4°C) se aprecia que los espermatozoides de cuy se 

mantienen mótiles por largos períodos y los crioprotectores permiten incrementar 

su supervivencia hasta por 15 dias en el caso del glicerol y el etilenglicol, sin 

embargo al someterlos al proceso de congelación la supervivencia se ve muy 

afectada, por tanto es una etapa crítica que afecta directamente la vitalidad 

espermática. 

En toros el efecto de la exposición de los espermatozoides epididimarios ai 

plasma seminal antes de la criopreservación fue evaluado y demostrado que 

causa un efecto benéfico sobre la mayoría de características espermáticas 

incluyendo motilidad progresiva, protección contra las anormalidades 

morfológicas derivadas del proceso de congelación (Guerrero, 2006), 

posiblemente sea un factor que pueda contribuir a mejorar la supervivencia 

espermática en espermatozoides de cuy. 

Frecuentemente durante el proceso de congelación - descongelación se pierde 

aproximadamente el 50 % de la población inicial de espermatozoides debido a 
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los efectos de ia criopreservación sobre ias membranas, citoesqueleto, aparato 

motor y núcleo del espermatozoide; pero se considera que el principal sitio de 

daño asociado a los cambios de temperatura son las membranas espermáticas 

(Watson, 1995), debido a que en los procesos de congelación se pierde la 

fluidez de sus compuestos lipídicos, alterando sus funciones y otorgándole un 

alto grado de fragilidad durante la deshidratación celular (Seidel, 2006), por fo 

que la lesión celular producida se explica en función de la formación de hielo 

intracelular y el estrés osmótico al que se ven sometidas las membranas 

celulares durante la congelación (Avila y col., 2006). 

La integridad de membrana fue analizada al inicio de cada tratamiento mediante 

dos técnicas: la Prueba de Shock Hipo-Osmótico (HOST) y la Prueba del Agua 

(WT), que osciló entre 46.67 - 70.17% (Cuadro Nº02) y 47.50 - 69.50 % 

(Cuadro Nº03) respectivamente, observándose que para los distintos 

tratamientos se utilizó muestras casi uniformes; el rango en el que oscilaron los 

valores de integridad de membrana pudo deberse a la alta variación entre 

individuos y posiblemente a la madurez sexual de los mismos, debido a que al 

momento de la recolección de la muestra se aprovecharon las oportunidades de 

beneficio de los cuyes. 

Los resultados post-descongelación muestran que al utilizar et glicerol, aliadido 

de tres maneras dístíntas, glicerol (un paso), glicerol (dos pasos), glicerol (30 

min.), no representa diferencias significativas dentro del tratamiento (ANVA, Test 

de Duncan, p>0.05), obteniéndose 9.83 % analizado mediante el HOST y 8.93 % 

con el WT como el valor más alto obtenido para integridad de membrana cuando 

el glicerol fue at\adido 30 minutos antes de la congelación, en este caso el 

proceso de dilución con el glicerol de diferentes formas no fue significativo que 
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contrariamente es beneficiosa en algunos casos como una alternativa para 

minimizar el estrés osmótico asociado con la adición de crioprotectores 

permeantes (Gao et al. , 1995). 

t:ntre los tratamientos en los que se utilizo UM80, a una concentracsón de 15% 

se obtuvo mejores resultados para integridad de membrana mediante HOST, 

siendo 6.83% (Cuadro N"02) y w I siendo / .50% (Cuadro N"OJ), habiendo 

diferencia significativa (ANVA, Test de Ouncan, p<0.05) con respecto a los 

tratamientos en los que se utilizó concentracsones de 5 y 10% de este 

crioprotector, pero al evaluar la integridad de membrana espermática para los 

tratamientos en los que se usó la combinación DMSO +2% GL Y, no presentó 

diferencias significativas dentro de los tratamientos; sin embargo, se observa que 

al utilizar una concentración de 10% de DMSO se obtiene 13,17% y 12,75% de 

integridad de membrana mediante el uso de las técnicas de HOST y wr 

respectivamente (Cuadros Nº02-03), lo cual evidencia que las combinaciones de 

agentes crioprotectores penetrantes fue ejercer un efecto protector mayor sobre 

la célula espermática, que sin embargo no es evidenciado en la motilidad de las 

mismas. 

Al usar el etilenglicol como agente crioprotector se observan los mejores 

resultados para integridad de membrana cuando se usó 5% de este crioprotector 

obteniéndose 4% de integridad de membrana mediante el HOST (Cuadro Nº02) 

y 4.5 % de integridad de membrana mediante el wr (Cuadro Nº03), habiendo 

diferencias significativas (ANVA, Test de Duncan, p<0.05), dentro del tratamiento 

con respecto a las concentraciones de 10 y 15 %. Cuando se usó la combinación 

etilenglicol + 2% GL Y, no se observaron diferencias significativas dentro del 

grupo (p>0.05}, pero se obtuvo mayor porcentaje de integridad de membrana 
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9 .17  % y 9.!>0 % mediante H08 I y W 1 .  cuando se usó e "lo de etuenqncol 

(Cuadros Nº02-03). 

ti -Gatarry and Maraí (1��4), retieren que en ei caso de conqetacton de 

espermatozoides de conejo es aconsejable utilizar una combinación de 8% 

LJMSú + l% GL Y ya que cuando no se usa el gilceroi resulta ser perjudiciai. i::n 

el caso de los espermatozoides de cuy la utilización de combinaciones de DMSO 

+ 2 % glicerol y etílenglicol + 2 % de glicerol presentaron diterencias 

significativas con respecto al uso de un solo agente crioprotector para mantener 

la integridad de membrana (ANVA, test de lJucan, p<0.05, Cuadros N"02-03); sin 

embargo, no se observa el mismo efecto sobre la motilidad espermática bajo 

condiciones de congelación en nitrógeno líquido. 

Con respecto a las técnicas utilizadas para evaluar la integridad de membrana, 

cuando se utilizó el HOST se obtuvo 9.83% de integridad de membrana como 

mejor tratamiento, obtenido en el medio que tenía glicerol al 2 % añadido JO 

minutos antes de la congelación, encontrándose diferencias significativas 

(ANVA, ·1est de Duncan, p<0.05), dentro de los tratamientos en los que se utilizó 

sólo el glicerol como crioprotector. El porcentaje mas bajo de integridad de 

membrana obtenido fue de 2.36% que se obtuvo al utilizar el etilenglícol y 3.22 % 

al utilizar sólo DMSO (Cuadro Nº02); sin embargo, cuando se utilizó el WT se 

obtuvo que los ensayos que mantenían una mejor integridad de membrana 

fueron el DMSO + 2% GL Y, Glicerol (30'), etilenglicol + 2 % GL Y con 9.27 %, 

8.93%, 8.89%, respectivamente, en tanto que los porcentajes más bajos se 

obtuvieron al utilizar el etilenglicol y el DMSO con 2.61 % y 3.50% 

respectivamente, por lo que se encontró diferencias significativas entre 

tratamientos (ANVA, Test de Duncan, p<0.05) (Cuadro Nº03). 
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Adicionalmente al realizar la comparación entre dos técnicas para la 

determinación de la integridad de membrana el HOST y el WT se encontró una 

correlación positiva de 0.906 para muestras frescas y de 0.971 para muestras 

post-descongelamiento, siendo el WT una técnica más rápida y fácil de realizar 

para determinar uno de los parámetros de la calidad espermática (p> 0.05, t­ 

student). Similares resultados de una buena correlación se han obtenido en 

humanos (Bahamondes et al., 2001; Fuse et al., 1993; Un et al., 1998), ratones 

(Sliwa et al., 1993), macho cabrfo (Nur et al., 2005), perros, usando 

espermatozoides epididimarios (Hishinuma and Sekine, 2003), encontrándose en 

la mayorla de los casos una buena correlación entra ambas técnicas, sin 

embargo es necesario realizar mas estudios para validar este test de vitalidad 

espermática. 

Un factor importante y determinante durante el proceso de congelación es el 

constante cambio que sufre la membrana del espermatozoide desde la 

maduración durante el paso por el epididimo hasta que finalmente haya 

fecundado al ovocito, estos cambios están relacionados con la permeabilidad al 

agua del espermatozoide. En el testlculo los espermatozoides presentan una 

permeabilidad diferente a los que se encuentran en el eyaculado (Elder and dale, 

2000), este punto es referido debido al uso de la yema de huevo, ya que es 

ampliamente utilizado como dilutor para semen (Benson et al., 1967) y que en el 

caso de espermatozoides epididimarios funciona en condiciones de hipotermia 

(Gráfico Nº 01) manteniéndolos hasta 9 dfas, pero para la congelación no es 

recomendable su uso según Elder and Dale (2000), además ellos platean en el 

caso de humanos el uso de una solución que contenga 8 % de glicerol en buffer 

fosfato suplementado con Albúmina de Suero Humano (HSA) al 3% y el 
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equivalente de este último en animales podría ser la Albúmina de Suero Bovino 

(BSA). 

La evaluación de la reacción del acrosoma como parámetro de la evaluación de 

la adquisición de la capacidad fecundante de espermatozoides, es esencial, 

existen diversos reactivos que inducen la reacción acrosómica del cuy in vitro 

como detergentes (Yanagimachi, 1975), ionóforos como el A - 23187 (Green, 

1978) y esta puede ser observada en espermatozoides vivos (Barros et al., 

1984) por las caracteristicas moñológicas del gameto. 

Se observó la reacción del acrosoma tras una pre-incubación en medio SM a 37 

ºC bajo aceite mineral y la sucesiva adición de 10 mM de imidazol donde se 

obtuvo 62.30 +/- 8.96 % de espermatozoides reaccionados. en comparación a 

77.46 +/- 5.75 obtenido por Gonzáles (1988). Fue menor posiblemente debido a 

la madurez fisiológica de los espermatozoides obtenidos tras el lavado 

retrógrado. La función del imidazol según Gonzáles (1988), seria el acondicionar 

un entorno adecuado para favorecer el ingreso de Ca +2 extracelular al interior del 

citosol espermático y no se comportaría como un activador de la fosfodiesterasa 

como lo propone Santos y Gordon (1980), además en el proceso de capacitación 

de espermatozoides frescos se observó aglutinación que no necesariamente 

requiere de ca2• o Mg2+, pero si contribuyen a un aumento vigoroso de la 

motilidad (Singh et al., 1978). 

Al descongelar las células espermáticas no se logró evaluar la reacción 

acrosómica post-descongelación por la baja tasa de supervivencia espermática 

tras este proceso, sin embargo al observar las células espermáticas se apreció 

que perdieron el acrosoma tras el proceso de congelación- descongelación, 

posiblemente porque la congelación halla inducido una capacitación prematura 
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debido a que existe gran similitud entre los cambios ocurridos durante el 

enfriamiento y la reacción acrosómica, es así que la primera comienza como una 

versión desorganizada de la segunda (Spungin et al., 1995), en consecuencia la 

permeabilidad de la membrana aumenta con el enfriamiento, por lo tanto la 

regulación del calcio se ve afectada (Robertson et al., 1990) y la absorción de 

calcio durante el enfriamiento posibilita que ocurran cambios relacionados con el 

proceso de capacitación (Watson, 1995) como la fusión entre membrana 

plasmática y la capa externa de la membrana acrosomal. Fleming and 

Yanagimachi (1981), refieren que cuando los ácidos grasos se unen al glicerol se 

altera el equilibrio de los fosfolípidos de la membrana aumentando notablemente 

los lisofosfolípidos, los cuales se ha comprobado que desencadenan la reacción 

acrosómica en el cuy. 

Hasta ahora la fertilidad que se logra con semen congelado es aún inferior con 

respecto al semen fresco, este hecho está relacionado con los daños subletales 

instaurados en la población espermática que sobrevive al proceso de 

descongelación. Diversos factores como son: shock de frío, velocidad de 

enfriamiento, composición de los diluyentes y estrés osmótico, son responsables 

de la disminución de la fertilidad de semen congelado (Stomelli et al., 2005). Se 

sabe además que la peroxidación lipídica está relacionada con la disminución en 

la motilidad espermática y la muerte celular, durante el proceso de 

criopreservación se presenta un incremento significativo en los niveles de 

especies reactivas de oxigeno que también estarían produciendo la capacitación 

espermática prematura y la exocitosis del acrosoma por lo que se podría añadir 

antioxidantes. Ruiz (2005), sugiere la utilización de Tempo 0.5 mM al finalizar la 

fase de enfriamiento al medio de dilución el que mejora la calidad de semen 

ovino criopreservado. 
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Por tanto, el efecto de la congelación en la viabilidad de espermatozoides 

epididimarios de Cavia porcellus "cuy", implica una serie de cambios drásticos 

los que se apreciaron mediante la evaluación de distintos parámetros, a nivel de 

motilidad se observó que tras el proceso de congelación se obtuvo 3% de 

motilidad usando como agente crioprotector el glicerol al 2%. Para la evaluación 

de la integridad de membrana se utilizó el HOST y WT, mediante el HOST se 

obtuvo un 9.83% usando como crioprotector el glicerol al 2 %, mientras que al 

ser evaluado por el WT, se obtuvo 9.27% de integridad de membrana cuando se 

usó DMSO + 2% de glicerol, a su vez 8.93% cuando se usó glicerol al 2% y 8.89 

% cuando se empleó etilenglicol + 2% de glicerol, no habiendo diferencias 

estadísticamente significativas entre estas. 

Cabe resaltar que la reacción del acrosoma no pudo evidenciarse tras el proceso 

de congelación- descongelación bajo las condiciones en las que se trabajó, 

debido a la baja tasa de supervivencia de los mismos, causado posiblemente por 

los daños generados por tos procedimientos in vitro, y el mismo proceso de 

congelación- descongelación. 

Se concluye, que bajo los protocolos aquí desarrollados el proceso de 

congelación afecta drásticamente la viabilidad espermática del cuy, pero el 

mantenimiento a corto plazo de espermatozoides epididimarios en condiciones 

de hipotermia presenta mayor ventaja sobre los procesos de congelación - 

descongelación. 
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VI. CONCLUSIONES 

1 .  La colección de espermatozoides epididimarios de cuy se logró realizar 

mediante la técnica de lavado retrógrado, aqui se obtuvo buena calidad 

espermática sin evidencias de contaminación cuando permanecía en 

condiciones de hipotérmia (a 4ºC) por periodos prolongados de tiempo. 

2. La viabilidad de los espermatozoides epididimarios de cuy fue evaluada 

antes del proceso de congelación en base a la motilidad individual que osciló 

entre 54.17 - 68.33%, integridad de membrana 46.67 - 70.17% y reacción 

del acrosoma 52.24 - 78.79 %. 

3. La viabilidad de los espermatozoides de cuy post descongelamiento se 

evaluó en base a la motilidad individual que osciló entre 3 - 0.67 % e 

integridad de membrana 9.83 - 2.36 %, la reacción del acrosoma no se 

observó debido a la baja tasa de supervivencia espermática. Por tanto, bajo 

las condiciones desarrolladas, la congelación en nitrógeno líquido a-196°C, 

afecta drásticamente la viabilidad espermática de los espermatozoides 

epididimarios de Cavia porcel/us ·cuy". 

4. Los espermatozoides epididimarios de Cavia porcellus pueden ser 

mantenidos en condiciones de hipotermia, mediante el uso de 

dimetilsulfóxido al 15 % y Tris- Yema, quienes mantienen una supervivencia 

mayor al 50% después de cinco días de almacenamiento; posibilitando asi 

su uso en programas de inseminación artificial para el mejoramiento genético 

del cuy. 



VII. RECOMENDACIONES 

1 .  Realizar el proceso de criopreservación bajo la forma de pellets, 

es decir realizar una congelación rápida. 

2. Evaluar distintos tiempos y temperaturas de descongelación. 

3. Probar otros crioprotectores y diferentes concentraciones de los 

utilizados en el presente trabajo. 

4. Evaluar el efecto de agentes crioprotectores no penetrantes tales 

como la rafinosa, trehalosa y la incorporación de agentes 

antioxidantes. 

5. Evaluar el efecto que podría tener la adición de plasma seminal 

antes del proceso de criopreservación. 

6. Evaluar el efecto de la criopreservación en espermatozoides del 

epidídimo, considerando la raza, estado de madurez fisiológica y 

sexual entre otros factores que afectan la reproducción de los 

cuyes. 
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CUADRO Nº 04: COMPOSICIÓN DEL DILUTOR BASE PARA 

CONGELACIÓN DE ESPERMATOZOIDES 

Componentes Cantidad 

Tris(hydroxymethyl)- arninomethano 3.029 (g) 

Acido cítrico 1.675 (g) 

O-glucosa 1.250 (g) 

Agua destilada 100 (mi) 

Yema de Huevo 20 (mi) 

Fuente: Alvariño (1993). 

Nota: Cuando se añaden los crioprotectores se debe restar ef volumen de agua 

para enrrasar a la misma cantidad. 

68 



CUADRO Nº 05: SOLUCIÓN HIPO-OSMÓTICA (HOS) PARA LA 

EVALUACIÓN DE LA INTEGRIDAD DE MEMBRANA DE 

ESPERMATOZOIDES 

Componentes Cantidad (gil) 

Citrato de sodio 7.35 

Fructosa 13.51 

Fuente: Gonzáles y Gonzáles (2004). 
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CUADRO Nº 06: SOLUCIÓN DE EOSINA AL 2 %, PARA TINCIÓN DE 

VITALIDAD ESPERMÁTICA 

Componente Cantidad 

eosina 0.2 (g) 

citrato de sodio dihidratado 0.3 {g) 

agua destilada 10,0 (mi) 

Fuente: Palma (2001 ). 

70 



C,6,PAC!TAC!ÓN ESPERMÁTICA E INDUCCIÓN DE LA REACCIÓN DEL 

ACROSOMA 

Componentes SM(mM) 

NaCI 113.69 

KCL 5.34 

CaC'2. 2H20 1.76 

MgC'2. 6H20 1.03 

NaH2P04 0.3 

NaHC03 11 .89 

Piruvato - Na 22.13 

O-Glucosa 5.56 

Fuente: Gonzáles (1988). 
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FIGURA Nº 01 :  FOTOGRAFÍA DEL TESTÍCULO DE CUY Y TÉCNICA DE 

- . LAVADO RETRÓGRADO. 

(A) Estructuras gonadales:Testículo (T), epidídimo (E) y conducto deferente 

(CD) de cuy. 

(B) Colección de espermatozoides mediante lavado retrógrado de la cauda 

epididirnal. 
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FIGURANº 02: FOTOGRAFÍA DE ESPERMATOZOIDES DE CUY 

MOSTRANDO LA ASOCIACIÓN TÍPICA DENOMINADA "ROULEUX". 
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FIGURANº 03: TINCIÓN DE VITALIDAD REALIZADA CON EOSINA AL 2%, 

LOS ESPERMATOZOIDES NO TEÑIDOS (VIVOS) Y LOS TEÑIDOS 

(MUERTOS). 

Espennaftazoide muerto 

E.apermatozoides vivos 
Espennatozoide muerto 
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FIGURA Nº 04: FOTOGRAFÍAS MICROSCÓPICAS DE LA PRUEBA DE 

INTEGRIDAD DE MEMBRANA. 

e 

Espermatozoides con endósmosis positiva: (A), (8) Endósmosis total (C), (D) 

Endósmosis parcial. 
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