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Resumen. Se investig6 el efecto de la adicion de metil -B-ciclodextrina cargada de colesterol
en medios de congelacion con el objetivo de evaluar la calidad espermatica post
descongelacion. Previo a la evaluacion se realizd la pre dilucion 1:1 dividiéndola en 3
alicuotas, para la inclusion de CLC (T0:0 mg, T1:1,5 mg, T2:3,0 mg) las cuales fueron
incubadas a 37°C por 15 minutos, pasado este tiempo se realizd la dilucién final
empajillandolas inmediatamente en pajuelas de 0,5 ml, llevandolas al congelador automatico,
descendiendo la temperatura progresivamente hasta los -196°C y almacenédndolas en el tanque
de nitrogeno liquido, las pajuelas fueron descongeladas cada 7 dias para su respectiva
valoracion. Para el andlisis estadistico se utilizo un Disefio Completamente al Azar,
obteniendo diferencias significativas P(<0,01) para la viabilidad, motilidad, vitalidad e
integridad de la membrana con medias de 56,00%; 63,50%; 75,36%; 60,08% respectivamente
pertenecientes al T1, en cuanto, a las morfoanomalias no se encontraron diferencias
estadisticas sin embargo el T2 presenté mayor porcentaje con una media de 5,40%; siendo el
mejor nivel de utilizacion el T1, recomendando la adiciéon de 1,5 mg CLC en medios de
crioconservacion ya que de acuerdo a los resultados obtenidos se espera obtener mejores
parametros reproductivos.

Palabras Clave: Membrana plasmatica, ciclodextrina, colesterol, pardmetros reproductivos.

Abstract. The effect of the addition of cholesterol-loaded methyl -B-cyclodextrin in freezing
media was investigated in order to evaluate post-thaw sperm quality. Prior to the evaluation,
the pre-dilution was carried out 1: 1 dividing it into 3 aliquots, for the inclusion of CLC (TO:
0 mg, T1: 1.5 mg, T2: 3.0 mg) which were incubated at 37°C for 15 minutes, after this time
the final dilution was made by immediately soaking them into 0.5 ml straws, taking them to
the automatic freezer, gradually lowering the temperature to -196°C and storing them in the
liquid nitrogen tank, the straws were defrosted every 7 days to their respective valuation. For
the statistical analysis, a Completely Randomized Design was used, obtaining significant
differences P (<0.01) for viability, motility, vitality and integrity of the membrane with means
of 56.00%; 63.50%; 75.36%; 60.08% respectively belonging to TI1, in terms of
morphoanomalies, no statistical differences were found, however T2 presented a higher
percentage with a mean of 5.40%; the best level of use being T1, recommending the addition
of 1.5 mg CLC in cryopreservation media since, according to the results obtained, better
reproductive parameters are expected to be obtained.

Keywords: Plasma membrane, cyclodextrin, cholesterol, reproductive parameters.
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INTRODUCCION

Una de las técnicas de reproduccion asistida mas utilizadas en la actualidad y a nivel
mundial, es la inseminacion artificial gracias a los bajos costos y a los enormes beneficios que
esta representa; uno de estos beneficios es obtener un mayor avance genético, razon por la cual
ha sido implementada en programas de cruzamiento y de conservacion de varias especies tanto
de aquellas de interés zootécnico como de aquellas especies que se encuentran en peligro de
extincion no cabe duda, que el resultado de esta biotecnologia va a depender de la calidad de
semen que se obtenga, asi como el procesamiento y los métodos de crio preservacion del
material bioldgico. (Vifidn, H. 2017).

A pesar de un sin nimero de investigaciones y de los continuos avances en protocolos
de congelacion con el desarrollo de nuevos crio protectores, las caracteristicas seminales post
descongelacion son inferiores a las obtenidas en el semen fresco, puesto que, durante la
dilucion, crio proteccion, enfriamiento, congelacion, almacenamiento y descongelacion los
espermatozoides pueden presentar alteraciones mismas que se traducen en movimientos
irregulares, perdida de motilidad, aumento de la permeabilidad de la membrana, perdida de
componentes intracelulares, disminucion del metabolismo y la produccion energética afectando
la funcionalidad de la célula espermatica lo que podria conducir a una reduccion de la fertilidad
(Diaz, N; Lopez, P. 2018).

Con el fin de evitar el dafo espermatico la ciencia ha desarrollado una amplia variedad
de diluyentes a base de azucares como fuente energética (fructuosa, glucosa), amortiguadores
que impiden cambios de pH al formarse acido lactico (tris, acido citrico), antibidticos que inhibe
la proliferacion bacteriana, agentes crio protectores de la membrana (yema de huevo, leche
descremada) que protegen a la célula espermatica durante el proceso de congelacion.
(Vallecillo, A. 2011).

Varios estudios realizados buscan reemplazar la yema de huevo como agente crio
protector debido a las barreras sanitarias que se han impuesto a nivel internacional por los
riesgos de contaminacidon microbiana que este presenta, a pesar de los beneficios que tiene en
la preservacion espermatica; por ello existe en el mercado diluyentes a base de lecitina de soya,
mismos que, al adicionar complejos de ciclodextrina cargada de colesterol permitira insertar
colesterol a la membrana plasmatica manteniendo la funcionalidad y la estabilidad de la célula
espermatica.
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion del area de estudio

La investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Reproduccion Animal de la
Facultad de Ciencias Pecuarias de la ESPOCH, utilizando un solo reproductor Jersey de la
Ganaderia “San Diego” ubicada en el Canton Riobamba, Provincia de Chimborazo.

Unidades Experimentales

El nimero de unidades experimentales fue de 150 pajillas divididas en 3 tratamientos
y 5 repeticiones con un tamafio de unidad experimental de 10 pajillas.

Tratamiento y disenio experimental

Para la presente investigacion se planted dos tratamientos, siendo los niveles de
inclusion de ciclodextrina cargada con colesterol (T1=1,5 mg CLC y T2=3,0 mg CLC),
junto al tratamiento testigo (TO0) el cual no incluye la adicion de CLC; distribuyéndose bajo un
Disefio Completamente al Azar el mismo que se basa en el siguiente modelo lineal aditivo:

Yl-]:u + Ti+ gij

Donde:

Y;j= Valor de la variable dependiente

u= Media general

7;= Efecto del nivel de inclusion de ciclodextrina cargada con colesterol (0; 1,5 y 3,0
mg CLC)

g;j=Efecto del error Experimental

Analisis estadistico y pruebas de significancia

Los resultados numéricos de laboratorio determinados en la presente investigacion,
fueron procesados usando el programa estadistico Spss (version 2010), Excel 2008 (Microsoft
Office®) e Infostat (version 2018), realizando los siguientes andlisis estadisticos: Estadistica
descriptiva, Andlisis de varianza, analisis de correlacion y regresion al igual que la separacion
de medias usando la prueba de Waller Duncan con nivel de significancia de P <0,05 y P <0,01.

Procedimiento experimental

Coleccion de semen. Se uso6 un reproductor Jersey de 3 afios, los siguientes criterios de

inclusion para el procesamiento de cada eyaculado fueron: coloracion y consistencia cremosa
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libre de particulas extrafias. Las muestras de semen fueron colectadas utilizando el método de
vagina artificial con la ayuda de una hembra en estro.

Preparacion de ciclodextrina cargada con colesterol. La preparacion de CLC fue
realizada segun lo descrito por (Purdy & Graham, 2004), en donde, se disolvié 200 mg de
colesterol en 1 ml de cloroformo. En un tubo de ensayo se diluy6 1 g de B-ciclodextrina en 2
ml de metanol. Se adiciono una alicuota de 450 ul de la solucion de colesterol a la solucion de
ciclodextrina y se mezcld hasta que la solucion sea homogénea. La solucion fue vertida en una
caja Petri de vidrio y secada a 37°C por dos dias, pasado este tiempo los cristales fueron
removidos con vapores de nitrogeno y almacenados en un tubo de vidrio tapado a 22°C hasta
su uso. Una vez cargada la ciclodextrina con colesterol se preparé la solucion de trabajo para
lo cual se tom6 50 mg de CLC a 1 ml de medio TALP (Tyrode’s-Albumina-Lactato Piruvato).

Tratamientos. Una vez evaluada la concentracion del eyaculado se realiz6 una pre
dilucion en relacion 1:1 (semen: diluyente) misma que fue dividida en tres alicuotas numeradas
al azar segun el tratamiento a realizar. TO sin la adicion de CLC/120 millones spz, el T1 tuvo
la adicion de 1,5 mg de CLC/120 millones de spz/ml, y al T2 se adicion6 3,0 mg de CLC por
cada 120 millones de spz/ml, cada alicuota fue incubada por 15 minutos en bafio maria a 37°C
(Mesa & Henao, 2012). Pasado los 15 minutos se agreg6 el total del diluyente AndroMed,
estabilizando las muestras durante 10 minutos en temperatura ambiente, procediendo a
empajillar. (Viian, 2017).

Empajillado y sellado. Se lo realiz6 de forma manual, es decir el semen fue aspirado a
través de la boca asegurandonos siempre que la absorcion del semen se encuentre dentro de la
pajilla; para el sellado se puso en contacto el extremo libre o anterior de la pajilla con el Alcohol
Polivinilico, introduciéndola en agua a 5° C con la finalidad de solidificar el alcohol
polivinilico.

Congelacion, descongelacion y evaluacion. Una vez selladas las pajuelas fueron
colocadas en la rampa de refrigeracion y estabilizacion del congelador automatico, con una
temperatura inicial de 17 °C estabilizando la temperatura de las pajillas antes del proceso de
congelacion, temperatura que desciende hasta llegar a la temperatura de refrigeracion 5°C
manteniéndola por un lapso de 3 horas y 30 minutos, pasado este tiempo conocido como periodo
de estabilizacion las pajuelas fueron colocadas en el rack de congelacion para su posterior
congelacion. Para descongelar las pajillas se utilizé un termo con agua templada de (35-36°C)
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manteniendo la pajuela sumergida durante 30-40 segundos para su posterior evaluacion,

procedimiento que se llevo a cabo cada semana durante el periodo de la investigacion.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se muestran la valoracién de la calidad seminal previa congelacion

mediante estadistica descriptiva.

Tabla 1: Valoracion de la calidad seminal previa congelacion

PARAMETROS MEDIA  DESVIACION ESTANDAR Prob
Volumen del eyaculado (ml)
8,00 2,12 2,63
Morfologia normal (%)
87,00 0,07 0,08
Motilidad individual (%)
87,00 0,04 0,06
Concentracion (spz/ml)
1040x10° 393,2x10° 0,48
Motilidad masal (pts)
4,00 0,00 0,00
H (pts
PH (pts) 6,78 0,08 0,10

EE: Error estandar
Prob: Probabilidad.
Elaborado por: Pataron, S (2021).

3.1. Volumen del eyaculado (ml)
La media obtenida para los cinco saltos fue de 8,00 £2,12 ml siendo ligeramente superior

al reportado por (Lemma & Shemsu, 2015) con un promedio de 7,73 ml para toros Jersey,
mientras que para (Aguilar, 2016 ) quien evalu6 el potencial reproductivo de toros Jersey en la
hacienda El Rosario registro una media de 5,25 ml.

Para (Rutter & Russo, 2006), el volumen tiene un rango de entre 2 y 12 ml y que, en
toros mayores de 2 afios deberia ser superior a 4 ml; otros factores que influyen en el volumen
es la frecuencia de la eyaculacion, estado nutricional, ubicaciones geograficas, estaciones del
afio, método de recoleccion del semen y manipulacion de toros durante la extraccion. (Lemma
& Shemsu, 2015).

3.2. Morfologia normal (%)
El porcentaje de espermatozoides normales durante las cinco extracciones fue del 87%

+ 0,07 dato que es superior al reportado por (Lopez & Rivera, 2015), con el 80,2% mismos que
a su vez concuerdan con (Rutter & Russo, 2006), quien menciona, que un semen debe contener
minimo un 70 % de espermatozoides con morfologia normal; la disminucion de la fertilidad de

un toro no siempre esta dado por el porcentaje de morfoanomalias presentes en el semen, ya
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que existen alteraciones que se encuentran en el nucleo y el acrosoma de células aparentemente
normales causando anormalidades citogenéticas que disminuyen la fertilidad del toro, teniendo
que recurrir a técnicas especiales para su evaluacion.

3.3. Motilidad individual (%)

Los resultados obtenidos durante la evaluacion en semen fresco, mostraron ser
superiores con una media de 87 % + 0,02 a los obtenidos por (Lemma & Shemsu, 2015) quienes
evaluaron la motilidad individual en reproductores de raza Jersey obteniendo el 79,41%,
mientras que, (Lopez & Rivera, 2015) reportan el 95% de motilidad individual en semen fresco
de reproductores Jersey dato que es superior al encontrado en la presente investigacion. La
motilidad esta asociada al aumento de carnitina intracelular en los espermatozoides asi como al
aumento intracelular de AMP ciclico y de proteinas-kinasas dependientes de AMP ciclico y a
la disminucién de Ca++y de calmodulina. (Suarez, et al 1984, citados por Saavedra, 2018).

3.4. Concentracion (spz/ml)
La concentracion espermatica en las cinco extracciones alcanzo una media de 1040x10°

+ 3932 x10° espermatozoides/ml valores que concuerdan con otras investigaciones, sin
embargo, existen valores superiores como los hallados por (Mackinnon, 2016) con un promedio
de 1389,1 x10° espermatozoides/ml.

La concentracion espermatica puede variar dada las diferentes técnicas de conteo
espermatico, como, recuentos de hemocitometro, espectrofotometro y sistemas de conteo
electronico como lo indica (Veloz, 2017) en su investigacion sobre los diferentes métodos para
la evaluacion de la calidad espermatica de reproductores bovinos donde registra una
concentracion espermatica de 1237,23x10° espermatozoides/ml en toros Jersey al evaluar con
el método CASA (Andlisis seminal asistido por computadora), dato que es superior al
presentado en esta investigacion.

3.5. Motilidad masal (pts)
La motilidad masal de las cinco extracciones expresadas mediante una escala de

calificacion subjetiva, registro una media de 4 pts, el cual indica que la actividad cinética es
muy buena, con remolinos intensos y ondas espermaticas apreciables, valor que supera al
evaluado por (Lemma & Shemsu, 2015) con un promedio de 3,51 pts.

La motilidad masal depende de tres factores tales como, la concentracion, porcentaje de

células con movimiento progresivo y velocidad de movimiento de los espermatozoides; los
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movimientos en ondas vigorosas y en remolinos rapidos se ven afectadas o eliminadas cuando
estos tres factores o uno de estos se encuentra disminuido (Veloz, 2017).

3.6. Ph
Al analizar el pH del semen durante cada una de las colectas se obtuvo una media de

6,78 = 0,08 encontrandose dentro de los pardmetros normales, el cual varia de 6,6 a 7; en caso
de que el pH sea menor puede tratarse de una oclusion en las vesiculas seminales caso contrario,
cuando el potencial de hidrogeno es superior a 7 nos indica que existe la posibilidad de que
haya un proceso infeccioso. (Aguilar, G 2016).

En la Tabla 2 se muestran la valoracién seminal post descongelacion mediante Analisis
de varianza.

3.7. Viabilidad, %

La viabilidad espermatica post descongelacion presentd diferencias estadisticas
(P<0,01), asi, el mayor porcentaje de viabilidad se registré en pajuelas cargadas con el T1 (1,5
mg CLC) con el 56%; seguido por el tratamiento testigo con una media de 42,60% siendo el
T2 (3,0 mg CLC) quien presentd el menor porcentaje de viabilidad espermatica con un
promedio de 38% con una dispersion para cada media de 0,6037% como se muestra en la tabla
2.

Respecto a estos resultados (Purdy & Graham, 2003), obtuvieron el 55% de
espermatozoides viables con el 1,5 mg CLC en muestras incubadas a 37°C, mientras que para
aquellas muestras incubadas a 22°C registraron una viabilidad del 43%; en tanto que, para
muestras sin la adicion de ciclodextrina a 37°C y 22°C alcanzaron el 18% y el 38%
respectivamente, mostrando asi un efecto contario en cada uno de los tratamientos debido a que
la fluidez de las moléculas, proteinas e iones a través de la membrana plasmatica es menor a

temperaturas inferiores a 37°C. (Correa, Heersche, & Zavos, 1997).

Tabla 2: Evaluacion post descongelacion previa adicion de ciclodextrina mas colesterol en medios de

congelacion
NIVELES DE CLC (mg)
VARIABLES 0 1,5 3,0 EE Prob.
42,60 b 56,00 a 38,00 ¢
Viabilidad (%) 0,6037 0,001
Motilidad (%) 57,10b 63,50 a 54,90 c 0,6893 0,001
Vitalidad (%) 54,13 b 75,36 a 52,00 b 0,9239 0,001
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Morfoanomalias (%) 521 a 5,01 a 5,40 a 0,2418 0,537

Integridad de la membrana (%) 46,77 ¢ 60,08 a 55,06 b 1,2943 0,001
Letras iguales no difieren estadisticamente
EE: Error estandar
Prob: Probabilidad

Elaborado por: Patarén, S (2021)
3.8. Motilidad individual, %

Una vez realizado el proceso de descongelacion los resultados mostraron diferencias
altamente significativas (P<0,01), cuyos porcentajes de motilidad individual fueron superiores
cuando se utiliz6 1,5 mg CLC (T1) con una media de 63,50 %, en tanto que, para el tratamiento
testigo y para el T2 (3,0 mg CLC) se registraron promedios de 57,10 y 54,90% respectivamente
siendo la dispersion de cada media de + 0,6893% mostrando variabilidad debido a la
sobresaturacion de colesterol en la membrana, afectando la fluidez de la misma, existiendo asi,
una relacion inversa entre el aumento en la cantidad de CLC y la motilidad individual.

Los resultados reportados por (Purdy & Graham, 2003), establecieron porcentajes del
60, 57 y 54% correspondientes al 1,5; 3,0 y 4,5mg CLC respectivamente cuando utilizaron un
diluyente a base de huevo, mientras que, al diluir el semen en citrato de sodio obtuvieron 53 y
50% perteneciente al 1,5 y 3,0 mg CLC datos que son inferiores a los hallados en esta
investigacion.

Mediante el anélisis de regresion se pudo determinar que la motilidad se encuentra
relaciona significativamente (P<0,01) con la integridad de la membrana a una regresion positiva
de primer orden cuyo coeficiente de correlacion es de r=0,4697 y con un coeficiente de
determinacién de R? =0,2206 sefialando que la motilidad depende en un 22,06% de la integridad
de la membrana, ver grafico 1

El modelo de regresion obtenido es el siguiente:

MIPD = 42,683+0,293IMPD
Doénde:
MIPD: Motilidad individual post descongelacion, (%).
IMPD: Integridad de la membrana post descongelacion, (%).
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Grafico 1. Tendencia de la regresion para la motilidad espermatica asociada a la integridad de la membrana post
descongelacion
Elaborado por: Patarén, S (2021)

3.9. Vitalidad espermatica, %
En la tabla 2 se muestra como el porcentaje de vitalidad presenta diferencias

significativas (P<0,01), con medias de dispersion de + 0,9239 % para cada uno de los
tratamientos, siendo el T1 (1,5 mg CLC) quien presentd el mayor porcentaje con 75,36%
seguido por el tratamiento testigo y el T2 (3,0 mg CLC) mismos que comparten significancia
con promedios de 54,13 y 52,00% respectivamente; resultados que superan a los hallados por
(E. Mocé & Graham, 2006), quienes encontraron porcentajes de espermatozoides vivos entre
el 52y 25% al usar 2 mgy 4 mg de ciclodextrina cargadas de colesterol agregadas a eyaculados
de toro frescos para mejorar la crio supervivencia de los espermatozoides.

En base al andlisis de regresion, se determind que el porcentaje de espermatozoides
vivos presenta relacion de dependencia al (P<0,01) con la integridad de la membrana
obteniendo un modelo de regresion lineal con un coeficiente de determinacion de R? = 0,3507
y un coeficiente de correlacion de r=0,5922 senalando que la vitalidad espermatica depende en
un 35,07% de la integridad de la membrana como se indica en el grafico 2 siendo el modelo de
regresion el siguiente:

VEPD = 8,6245 + 0,961 1 IMPD
Donde:
VEPD: Vitalidad espermaética post descongelacion, (%).
IMPD: Integridad de la membrana post descongelacion, (%).
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Grifico 2. Tendencia de la regresion para la vitalidad espermatica asociada a la integridad de la membrana post
descongelacion
Elaborado por: Patarén, S (2021)

3.10. Morfoanomalias, %
En el andlisis de varianza para el porcentaje de morfoanomalias no se registr6é diferencias

estadisticas entre las medias de los tratamientos (P>0,05), sin embargo, se encontraron
diferencias numéricas, donde el menor porcentaje de morfoanomalias fue para el T1 (1,5 mg
CLC) con 5,01% seguido por el 5,21% perteneciente al tratamiento control, siendo el T2 (3,0
mg CLC) quien presentd el mayor valor con 5,40% teniendo una dispersion para cada media
de £0,2418 %.

Resultados que son superiores a los presentados por (Vifian, H 2017) quien registra el 4,54 y
4,75% de morfoanomalias al utilizar 1,5 y 2,0 mg CLC respectivamente; a su vez, estos
resultados son inferiores a los reportados por (Mejia, J 2017) quien registra un 15% de
morfoanomalias con el método de colecta de la vagina artificial.

El efecto de la adicion de metil -B- ciclodextrina cargada de colesterol en medios de
crioconservacion para bovinos sobre el porcentaje de morfoanomalias cuyo resultado
posiblemente se encuentre asociado al correcto funcionamiento testicular. (De Alba, 2014).

3.11. Integridad de la membrana, %
Las pajuelas que no fueron cargadas con ciclodextrina mas colesterol presentan el promedio

mas bajo en cuanto a la integridad de la membrana con 46,77%, mismas que difieren
estadisticamente (P<0,01) del resto de tratamientos, siendo el T1(1,5 mg CLC) quien registro
el mejor porcentaje con una media de 60,08% seguido por el T2(3,0 mg CLC) con
55,06+1,2943% respectivamente.

Resultados que, al ser comparados con (Quispe, S 2019) en su estudio al utilizar distintos
dilutores como el Tris-YH, Triladyl-YH y AndroMed reporto 51,5; 53,8 y 44,4%
respectivamente; para (Bedoya, et al, 2003) encontraron espermas que reaccionaron al test
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hipoosmotico en un 53,40% en su estudio sobre la integridad funcional de la membrana
plasmatica de espermatozoides bovinos para lo cual utilizaron Tris-YH como diluyente,
resultados que son inferiores a los encontrados en la presente investigacion.
La integridad de la membrana esta relacionada significativamente (P<0,01) con los niveles de
adicion de metil -B- ciclodextrina cargada de colesterol a una regresion de segundo orden,
siendo el coeficiente de correlacion de r=0,5034 y el coeficiente de determinacion de R? =
0,2534 mostrando que el porcentaje de integridad de la membrana depende en un 25,34% de
los niveles de ciclodextrina cargada de colesterol.

El modelo de regresion obtenido es el siguiente:

IMPD = -9,1585CLC2 + 40,778CLC + 15,159

Donde:

IMPD: Integridad de la membrana, %

CLC: Nivel de ciclodextrina cargada de colesterol en medios de crioconservacion

De acuerdo al modelo de regresion obtenido se determind que el nivel Optimo de
utilizacion de ciclodextrina cargada de colesterol en medios de crio preservacion para obtener
un mejor porcentaje de integridad de la membrana es del 1,5 mg CLC punto donde la pendiente

del modelo comienza a ser negativa ver grafico 3.

80.00 - IMPD (%)= -9,1585CLC? + 40,778CLC+ 15,159
RZ=0,2534

r=0,503
P<0,01

70.00 -

60.00

50.00 -

40.00

INTE

30.00 -

20.00 -

10.00 -

0.00 T T T 1

Grifico 3. Integridad de la membrana post descongelacion previa adicion de ciclodextrina més colesterol en
medios de congelacion.

CONCLUSIONES

Mediante la evaluacion de parametros reproductivos se determin6d que el semen fresco

presenta una alta capacidad inicial de refrigeracion y crioconservacion debido a que los valores
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son aceptables tanto para el volumen, morfologia normal, concentracion espermatica, motilidad
individual y masal.

En la evaluaciéon seminal post descongelacion se encontré que el mejor nivel de
utilizacion de ciclodextrina cargada con colesterol en medios de congelacion fue para aquellas
pajuelas del T1 a las cuales se les afiadié el 1,5mg CLC ya que presentaron los mejores
porcentajes de viabilidad, motilidad individual progresiva, vitalidad e integridad de la
membrana.

En funcién a los resultados alcanzados en la presente investigacion se recomienda:
Establecer protocolos de congelacion considerando la adicion del 1,5 mg de ciclodextrina
cargada con colesterol en medios de crioconservacion ya que de acuerdo a los resultados
obtenidos se espera obtener mejores parametros reproductivos.

Dado que el colesterol puede sustituir los fosfolipidos perdidos en el proceso de

congelacion es preciso continuar con estudios sobre la actividad bioquimica de la membrana.
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