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TEMA: “EVALUACION DE DOS CRIOPROTECTORES (ETILENGLICOL Y
PROPILENGLICOL) EN LA CONSERVACION LENTA DE OVOCITOS EN
COBAYOS (Cavia porcellus) EN EL LABORATORIO DE LA CARRERA DE
MEDICINA VETERINARIA™.

RESUMEN

La presente investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia de la
Reproduccion de la Universidad Técnica de Cotopaxi. Los ovocitos en estudio se
extrajo de 30 hembras cobayas de 2do parto, las mismas que fueron sacrificadas y de
las cuales se tuvo un total de 420 ovocitos para la crioconservacion, estos ovocitos se
recolectaron en recipientes estériles con agua bidestilada para el mantenimiento
fresco de los ovarios, evitando que se produzca dafios a nivel de las estructuras. El
objetivo de esta investigacion fue la evaluacion de dos crioprotectores (etilenglicol y
propilenglicol) para la conservacion lenta de ovocitos de cuyes (cavia porcellus),
donde se utilizo la técnica de slicing (corte de ovario), el cual consiste en realizar
finos cortes separados en la superficie del ovario extrayendo el liquido folicular, el
cual permitié determinar la calidad, cantidad y madurez de los ovocitos extraidos
mediante microscopia evidenciando su viabilidad. Asi mismo se pudo identificar
cudl de los dos crioprotectores es el ideal para la crioconservacion de los ovocitos de
cobayos hembra estableciendo los parametros de calidad antes y después de la
congelacion . El andlisis estadistico de esta investigacion esta basado en porcentajes
(100%) y se obtuvo los siguientes resultados de 420 ovarios se obtuvo 226 ovocitos
categorizados en : Tipo A con un 53.8% ,Tipo B con un 23% y Tipo C con un 23% y
de acuerdo al estado de madurez se determina que el 53.80% corresponden a
inmaduros y el 43% corresponden a maduros, ,mientras que los ovocitos crio
conservados con etilenglicol y post descongelados representan un 97.34% en calidad
A y los ovocitos crio conservados con Propilenglicol y post descongelados
representan un 69.91%, concluyendo que el crioprotector ideal para la conservacion
de ovocitos decobayos es el Etilenglicol ya que es superior al crioprotector

Propilenglicol el cual presento mas perdidas de ovocitos al descongelamiento.
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TITLE: "EVALUATION OF TWO CRYOPROTECTANTS (ETHYLENE
GLYCOL AND PROPYLENE GLYCOL) IN SLOW CONSERVATION OF
OOCYTES IN GUINEA PIGS (Cavia porcellus) IN THE LABORATORY OF
VETERINARY MEDICINE".

ABSTRACT

This research was done in the laboratory of biotechnology of the reproduction of the
Technique University of Cotopaxi . The Oocytes in study had extracted of 30 females
guinea pigs of 2nd childbirth, the same that were sacrificed and of which had a total
of 420 oocytes cryopreservation , these oocytes were collected in sterile containers
with doubly distilled water for fresh maintenance of ovaries, avoiding cause damage
to the structures. The purpose of this study was the evaluation of two cryoprotectants
(ethylene glycol and propylene glycol) for the conservation slow of oocytes from
Guinea pig (cavia porcellus), where it was used the technique of slicing (cutting of
ovary), which consists in carrying out of fine cuts separated on the surface of the
ovary by extracting follicular fluid, which allowed to determine the quality, amount
and maturity of the oocytes extracted by microscopy demonstrating its viability. For
this reason can be identified which of the two cryoprotectants is ideal for the
Cryopreservation of oocytes of Guinea Pigs female to establishing the parameters of
quality before and after freezing. The statistical analysis of this research is based on
percentages (100%) which had permited to obtain the following results of 420 ovaries
were 226 oocytes categorized in: type A with a 53.8%, 23% type B and type C with
23% and according to the stage of maturity is determined that the 53.80% are
immature and 43% correspond to mature, while the oocytes Cryo preserved with
ethylene glycol and post thawed represent a 97.34% on quality and the oocytes Cryo
preserved with propylene glycol and thawed post represent a 69.91%, concluding
that the ideal cryoprotectant for the conservation of Guinea pigs is the ethylene glycol
which is superior to the propylene glycol cryoprotectant which present more lost to

thawing oocytes.
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INTRODUCCION

Dentro de las biotecnologia de la reproduccion se cuenta con herramientas capaces de
manipular y modificar el genoma de los seres vivos como son los animales
mamiferos ya que con el desarrollo de nuevas biotecnologias se puede producir
animales transgénicos o la multiplicacion in vitro de lineas de animales
genéticamente superiores permitiendo asi el avance de las técnicas de recuperacion de

material genético.

En la ultima década los ovocitos recuperados de ovarios de mataderos se han
convertido en una fuente ampliamente utilizada para procedimientos tales como la
fecundacion in vitro, la clonacion u otras tecnologias reproductivas relacionadas.
Debido a que el ovocito solo permanece viable un periodo limitado de tiempo y a que
el nimero de ovocitos que puede ser recogido en un dia determinado es reducido, la
capacidad para mantener a los ovocitos crioconservados incrementaria enormemente

su utilidad en la investigacion bésica asi como en las aplicaciones comerciales.

Sin embargo y hasta la fecha, la capacidad de desarrollo de los ovocitos que han sido
congelados, medida como el nimero de embriones viables por ovocitos congelado, se

mantiene baja comparada con la obtenida a partir de ovocitos frescos.

En la actualidad ya es posible crioconservar ovocitos y embriones de algunas especies
de mamiferos mediante los protocolos de congelacion lenta, congelacion rapida y
vitrificacién, sin embargo, en la produccion de cobayos (Cavia Porcellus) la
aplicacion de biotecnologias de la reproduccion y algunos protocolos no estdn muy

avanzados.

Es por ello que en esta investigacion se plantea los siguientes objetivos e hipotesis.
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OBJETIVOS

General

e Evaluar dos crioprotectores (etilenglicol y propilenglicol) en la conservacion
lenta de ovocitos en cobayos (Cavia porcellus) mediante la utilizacion del
laboratorio de biotecnologia de la reproduccién de la carrera de medicina

veterinaria.

Especificos

e Determinar la calidad, cantidad y madurez de los ovocitos extraidos mediante
microscopia para evidenciar su viabilidad.

e Identificar cual de los dos crioprotectores es el ideal para la crioconservacion
de los ovocitos de cobayos hembra.

e Comparar resultados de crioprotectores en los ovocitos de calidad I mediante

microscopia identificando su eficiencia en la crioconservacion.

HIPOTESIS
H. Alternativa

Hi: Se logrard establecer diferencia entre los dos crioprotectores en la crio

conservacion de ovocitos de cobayos hembra.

H. Nula

Ho: No se logrard establecer diferencia entre los dos crioprotectores en la crio

conservacion de ovocitos de cobayos hembra
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CAPITULO I

1. REVISION DE LITERATURA

El presente capitulo trata de las principales caracteristicas anatomofisiologicas del
aparato reproductor de la hembra cobaya, la fisiologia ovarica, la extraccion de los

ovarios y las caracteristicas de los crioprotectores utilizados en la investigacion.

1.1. EL CUY

El cuy es proveniente de los Andes y es considerado como una de las fuentes mas
importantes de proteina animal para los pobladores rurales. De acuerdo a los analisis
realizados por el Ministerio de Salud, su carne es de muy buena calidad, ya que

contiene 20.3 % de proteina y solo 7.8 % de grasa. (BUSTAMANTE, 2014)

Son una clase de vertebrados amniotas homeotermos (de "sangre caliente"), con pelo
y glandulas mamarias productoras de leche con la que alimentan a las crias. La

mayoria son viviparos. (LOPEZ, 2012)



1.2. ANATOMIiA DEL APARATO REPRODUCTIVO DE LA
HEMBRA

Los organos del aparato reproductor femenino (de la hembra) incluyen ovarios,
oviductos, el utero, el cuello uterino, la vagina y los genitales externos. Los 6rganos
genitales internos (el primero de cuatro componentes) estdn sostenidos por el
ligamento ancho. Este ligamento consta del mesoovario, que sostiene al ovario: el

mesosalpinx, que sostiene al oviducto; y el mesometrio, que sostiene al utero.

(HAFEZ, 2002)

El aparato genital del cuy hembra estd formado por los ovarios y el utero, que
desemboca en la vagina. Externamente la vagina presenta un pliegue caracteristico en
forma de “y” investida, totalmente distinto del pliegue longitudinal del macho.

(PEREZ, 2004)

GRAFICO 1: APARATO REPRODUCTIVO DE LA COBAYA.
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El sistema reproductor femenino consta de:

1.2.1 Ovario

Los ovarios son pequefios, de menor tamafio que un frijol. Tienen la funcion de
producir los 6vulos, para la reproduccion de la especie. Ademas funcionan como

glandulas en donde se producen los estrogenos y la progesterona. (LOPEZ, 2000)

GRAFICO 2; ORGANIZACION HISTOLOGICA DEL OVARIO
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1.2.2 Oviductos

Los oviductos (o tubas uterinas) son drganos pares del tracto reproductor femenino en
los que se llevan a cabo funciones esenciales para la reproduccion como son: el

transporte de los gametos, la capacitacion espermatica, la segmentacion embrionaria



y el transporte sincronizado del embrion hacia el utero para su posterior anidacion.

(PEREZ, y otros, 2001)

1.2.3 Utero

Presenta utero bicorneo en forma de V. Los cuernos uterinos miden en su parte medio

6 mm y de longitud tienen 37 mm. (ONATE, 2008)

1.2.4 Cuernos uterinos y Cuerpo uterino

Ambos forman una V con su vertice posterior y extremos anterior, tienen forma
conica, un poco alanados, aproximadamente miden 37 m.m de largo y 6 m.m de
ancho. El Cuerpo Uterino es corto y aplanado dorso ventralmente, aproximadamente
mide 13 m.m de largo y 7 m.m de ancho. El Cuello Uterino es una porcion del utero
que se comunica con la vagina, en cuyo centro se halla el orificio comunicante, su
consistencia es dura, formada por una estructura muscular gruesa ( esfinter o anillo).

(ONATE, 2008)

1.2.5 Vagina

Es un tubo de musculo fibro eléstico, su longitud es de 3 mm. Por 1 cm de ancho, se

encuentra ubicada en la cavidad pelviana. (ORTIZ, 2013)

1.2.6 Vulva

Junto al ano, una abertura externa en forma de Y invertida, con sus dos ramas en
posicion ventral que corresponde en si al orificio vulvar. Este orifico en su posicion
media y ventral, presenta una escotadura fuertemente pronunciada, que forma dos
pequetios labios en cuyo fondo se encuentra el meato urinario que presenta un aspecto

semejante al esfinter anal. (JIMENEZ, 2005)



TABLA 1: ORGANOS REPRODUCTORES DE LA HEMBRA Y SUS FUNCIONES

ORGANO FUNCIONES

Produccién de ovocitos.

Ovarios Produccion de estrogenos (foliculos de DegrafY).

Produccion de progestagenos (cuerpo luteo).

. Transporte de gametos (espermatozoides y 6vulos).
Oviductos

Sitio de fertilizacion.

, Retencion y alimentacion de embrion y feto.
Uteros

Previene la contaminacion microbiana del feto.

Reservorio para el semen y transporte de esperma.

Cérvix

Organo copulador.

. Sitio de deposito de semen durante el apareamiento natural.
Vagina

Conducto del parto.

Vulva Abertura externa del aparato reproductor.

Fuente: (CARAVACA, 2005)

1.3. FISIOLOGIA REPRODUCTIVA DE LA COBAYA

La Pubertad es el periodo en el que el animal inicia su vida sexual y manifiesta
desarrollo definitivo en sus 6rganos reproductivos. La edad adecuada para iniciar el
apareamiento es de 3 — 4meses, cuando han madurado sexualmente y han alcanzado
un peso minimo de 600 g. esto garantiza que el animal también ha completado su
crecimiento alcanzando su tamafio adulto. Si se destina una cuya mas joven a
reproducir, su crecimiento cesara por completo después del parto, y se quedara

pequeia. (CADENA, 2000)



Es la edad en que aparece el primer celo, y estd influenciada por el peso del animal
resultado de su manejo y carga genética. La pubertad en los cuyes hembras suele
presentarse a la edad de 50 a 70 dias y en los machos a los 50 dias, por eso hay que

criarlos separado hasta la edad de empadre. (PAJARES, 2009)

1.3.1. Ciclo sexual

La reproduccion es una actividad biologica que permite la continuidad de la especie.
Las hembras son policiclicas, en los cuales, los ciclos estrales se repiten durante todo
el afio, con una periocidad muy caracteristica en la especie cavia. (SOSA, 2002).

Se reconocen en la cobaya la fase

1.3.1.1. Fase lutea

Fase Lutea: dura 12-13 dias de los 16 dias del ciclo.

En un ciclo natural, la fase latea corresponde a la presencia de un cuerpo lateo activo
en el ovario, el cual secreta progesterona y bloquea una nueva ovulaciéon. Cuando el
cuerpo luteo regresiona naturalmente, la secrecion de progesterona cae y el
retrocontrol negativo que ejerce sobre el hipotdlamo desaparece. Entonces se estimula
la secrecion de FSH y LH por la hipoéfisis, lo que provoca el desarrollo de una nueva
onda folicular y la ovulacién. Al mantener alto el nivel de progesterona en el
organismo de las hembras, se bloquean las nuevas ovulaciones consecutivas de la
regresion de los cuerpos luteos. En un ciclo natural la mucosa uterina secreta
prostaglandinas PGF2a, que provoca la lisis del cuerpo luteo del ovario, la
concentracion de progesterona en la sangre disminuye provocando asi la ovulacion y

un nuevo ciclo puede empezar. (GREGOIRE, 2010)



1.3.1.2. Ciclo Estral

El cuy es una especie poliestrica con pequefias variaciones de fecundidad. El ciclo
estrual del cuy tiene una duracién promedio de 16 dias con un rango de 13 a 22 dias,

en este ciclo se presentan cuatro fases. (SOSA, 2002).

GRAFICO 3: CICLO ESTRAL
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Fuente: (MAMANI, 2013)

e La fase de proestro, dura 1-1.5 dias

e La fase de estro, dura 8-11 horas

e La fase de metaestro, dura 1-1.5 dias

e La fase de diestro, dura 13-15 dias

o
La membrana vaginal estd presente en la periferie de los genitales de la hembra y se
ausenta por 3 a 7 dias (4.1 dias en promedio) coincidiendo con la etapa de celo. La
ovulacion ocurre 1 a 1.5 dias posteriores a la apertura vaginal. Esta especie tiene 3.14

ovulaciones en promedio por ciclo estrual, pudiendo llegar hasta 8 ovulaciones por

ciclo. (ARANIBAR, 2014)

1.3.1.2.1. Proestro

En esta fase se incrementa la accion de los o6rganos reproductores y tiene una

duracion promedio. (ARGOS, 2014)



1.3.1.2.2. Estro

Esta fase tiene una duracion promedio de 10 horas y es donde la hembra acepta

voluntariamente al macho. (ARGOS, 2014)

1.3.1.2.3. Metaestro

Tiene una duracion aproximada 24 horas, después del cual la cuya rechaza al macho;
aqui se inicia el crecimiento del cuerpo lateo y el utero adquiere ciertas caracteristicas

fisioldgicas para permitir la implantacion del 6vulo fecundado. (ARGOS, 2014)

1.3.1.2.4. Diestro

Es la llamada fase de reposo o descanso, su tiempo de duracion es mas largo que las

otras fases, durando aproximadamente de 13 a 15 dias. (ORIBE, 2004)

1.3.1.3. Celo

Se denomina celo o estro a la fase del ciclo estral en que las hembras aceptan al
macho, la duracion o persistencia del celo es esta especie varia entre 27 y 31 horas.
Ademas tiene la caracteristica de presentar el ciclo post parto que dura 3 horas,
apareciendo aproximadamente a las dos horas después del parto; una evidencia para

notar el celo es cuando las hembras intentan montar a otras. (ORIBE, 2004)

1.3.1.4. Color de la vulva

Si la hembra se encuentra en celo se notara la vagina ligeramente enrojecida y con los

labios vulvares brillantes y lubricados. (CAMPESINOS, 2013)



1.3.1.5. La Ovulacion

La ovulacion en cuyes es espontdnea y ocurre 10h después de iniciado el celo, los
ovulos tienen aproximadamente 15h de vida a diferencia de los espermatozoides que
viven 30h. Inmediatamente después del parto, de 3 o 4h se produce un celo con
ovulacion, lo cual hace fértiles a las hembras, existiendo en consecuencia madres

lactantes y gestantes a la vez. (PAJARES, 2009)

1.4. FISIOLOGIA OVARICA

1.4.1.1. HEMBRA

1.4.1.1.1. Ovogénesis

La ovogénesis es la gametogénesis femenina, es decir, el desarrollo y diferenciacion
del gameto femenino u 6vulo mediante una division meiotica y se lleva a cabo en los
ovarios. Este proceso se produce a partir de una célula diploide y se forman como
productos una célula haploide funcional (el 6vulo) y tres células haploides no
funcionales (los cuerpos polares).Las células del organismo poseen una dotacion
genética compuesta por 46 cromosomas. Las células germinales poseen s6lo 23. Al
unirse tras la fecundacion un ovocito con 23 cromosomas y un espermatozoide con 23
cromosomas dardn lugar a un embrion con células de 46 cromosomas. (ESIMER,

2011)



GRAFICO 4: ESQUEMA DE LA OVOGENESIS
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Fuente: (BEDON, 2011)

1.4.1.1.2. Foliculogénesis

La Foliculogénesis es un proceso altamente selectivo donde usualmente solo un
foliculo asume dominancia y el destino del resto de los foliculos es la atresia mediada
por apoptosis. La Foliculogénesis, hasta la etapa en que se forma el antro folicular, es
independiente de la hormona foliculo estimulante (FSH) y se ha confirmado que la
fase inicial de la Foliculogénesis es estimulada por otros factores, mientras que el
foliculo antral requiere de gonadotropinas. El proceso gradual de desarrollo y
diferenciacion de un foliculo, desde una estructura primordial hasta el foliculo
preovulatorio, toma aproximadamente 8 semanas en roedores. (ESPINOZA, y otros,

2007).
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1.4.1.1.3. Crecimiento Folicular

En el crecimiento folicular intervienen la proliferacion y la diferenciacion (inducidas
por hormonas) de células de la teca y de la granulosa, lo que finalmente causa un
incremento en la capacidad de los foliculos de producir estradiol y de reaccionar a las

gonadotropinas. (HAFEZ, B, 2000).

El desarrollo folicular ovarico en los animales domésticos durante un ciclo estral
sigue un patron de dos o tres oleadas o grupos de foliculos que crecen. En ese proceso
estan identificados tres eventos fisiologicos: el reclutamiento, la seleccion y la
dominancia que ejerce el foliculo de mayor tamafio sobre los subordinados.

(ESPINOZA, y otros, 2007).

En cada oleada folicular es reclutado un grupo de foliculos primordiales que
posteriormente crecen. La seleccion del foliculo dominante ocurre al final de la fase
comun de crecimiento. El foliculo dominante continta creciendo a una tasa constante
y el resto de los foliculos sufren atresia. La desviacion folicular es un concepto
relativamente nuevo y se refiere al inicio de una diferencia notoria en la tasa de
crecimiento entre los dos foliculos mas grandes presentes en el ovario de hembras.

(ESPINOZA, y otros, 2007).
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TABLA 2: ASPECTOS MORFOLOGICOS, FISIOLOGICOS Y
BIOQUIMICOS DE LOS FOLICULOS OVARICOS

COMPONENTES

CARACTERISTICAS
MORFOLOGICAS/FISIOLOGICAS

Foliculo

primordial

Foliculos con oocitos localizados en el centro/una sola capa de
células de la granulosa.
Se diferencian a partir de células germinales primordiales

(oogonios) y permanecen en una profase meiotica suspendida

hasta que reanudan su maduracion/ovulacion y atresia.

Crecimiento folicular, proliferacion de células de granulosa,
formacion de la zona pelicida, diferenciacion de células de la

teca.

Foliculo

secundario

Aumenta el numero de las células de la granulosa por mitosis;

dichas células se hacen cuboides.

Foliculo vesicular

Foliculos en los que se acumula liquido folicular en el antro dentro

de las células epiteliales.

Fuente: (CASTANEDA, 2009)

1.4.1.1.3.1. Foliculo primordial

Foliculo Primordial (oocito rodeado por una sola capa de células de la pregranulosa

de forma aplanada), estdin formadas por una capa plana de células foliculares

epiteliales, que en estadios mas tardios de su diferenciacion, se transforman en células

de la teca interna. Los foliculos contienen la célula huevo u ovocito. (HORST, 2005).
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1.4.1.1.3.2. Foliculo primario

Foliculo Primario (caracterizado por un oocito rodeado por una sola capa de células
de la granulosa de forma cuboidal), En esta etapa el ovocito comienza a rodearse de
una capa celular amorfa de glicoproteinas denominada zona pelucida. Las células de
la teca interna comienzan a rodear por fuera a las células de la granulosa. Estan
formados por ovocitos localizados en el centro poseen una sola capa de células de la
granulosa. Se diferencian a partir de células germinales primordiales (oogonios) y
permanecen en una profase meidtica suspendida hasta que reanudan su maduracion/

ovulacion y atresia. (HAFEZ, B, 2000)

1.4.1.1.3.3. Foliculo secundario o preantral

Foliculo Preantral (conformado por un oocito rodeado por dos a siete capas de células
de la granulosa y por las células de la teca), cuando las células foliculares estdn en
plena division mitotica. Los foliculos secundarios contienen aproximadamente 2

capas de células. (MELLISHO, 2010)

1.4.1.1.3.4. Foliculo terciario o Antral

Foliculo Antral (caracterizado por la presencia de una cavidad folicular: Antro), Los
foliculos terciarios o antrales son caracterizados por la presencia de cavidad conocida
como antro. Se caracterizan histologicamente por la presencia de la cavidad antral y
por estar rodeados de varias capas cubicas de células de la granulosa que comienzan a
secretar un trasudado que se denomina liquido folicular, que al acumularse produce
un reordenamiento de las mismas en células del cumulo y murales. (GIGLI, y otros,

2006)
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14.11.3.5. Foliculo preovulatorio o de Graff

Foliculo Preovulatorio (maximo crecimiento folicular, el cual contiene un oocito
detenido en profase I que continuara su meiosis después del pico de hormonas

gonadotrépicas FSH y LH. (MELLISHO, 2010).

GRAFICO 5: ESQUEMA FOLICULAR
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GRAFICO 6: DESARROLLO FOLICULAR
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1.4.1.1.3.6. Maduracién del Ovulo
La maduracion de los oocitos comprende dos etapas:
a.- Un periodo de crecimiento

b.- Un periodo final de preparacion nuclear y citoplasmica que constituye un

prerrequisito para la fecundacion y el desarrollo normal. (SCOTT, 2005).

1.5. OvVocCITO

Célula germinal femenina que estd en proceso de convertirse en un 6évulo maduro.
Para ello, serd necesario que realice un complejo proceso de division celular llamado
meiosis con la finalidad de reducir su dotacién cromosémica a la mitad. (SCOTT,

2005)

GRAFICO 7: ESTRUCTURA DEL OVOCITO
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1.5.1.1.1. Zona pelucida

La zona pelucida (ZP) es una matriz extracelular, que rodea al ovocito y al embrion
mamifero en estadios tempranos de desarrollo. Constituye una capa que separa el
oolema de la region mas interna del foliculo. La ZP desempefia un rol de importancia
en los mamiferos en los diferentes pasos del proceso de fecundacion. (PALMA,

2001)

1.5.1.1.2. Membrana plasmadtica

La membrana plasmatica o celular es una estructura laminar que engloba a las
células, define sus limites y contribuye a mantener el equilibrio entre el interior
(medio intracelular) y el exterior (medio extracelular) de éstas. Ademas, se asemeja a

las membranas que delimitan los orgénulos de células eucariotas. (RIQUELME,

2010).

1.5.1.1.3. Pronucleo ovular

Es el nucleo del ovocito y que contiene la mitad de la informacion genética del nuevo

individuo. (RIQUELME, 2010)

1.5.1.1.4. Granulos corticales

Granulo vesicular, de un diametro de 0,3 a 0,5 micras, que se encuentra bordeando
toda la superficie interna del ovocito y que, tras la fecundacion, se fusiona con la
membrana plasmatica, liberando un contenido que da lugar a lo que se llama reaccion
cortical, para formar la membrana de fecundacion, evitando asi la entrada de nuevos

espermatozoides y, por tanto, la polispermia. (HAFEZ, B, 2002)
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1.5.1.1.5. Espacio perivitelino

Espacio que queda entre el ovocito y la zona pelucida que lo envuelve, de un grosor
aproximado de entre 0,2 y 0,4 micras. NAVARRA, 2015)

1.5.1.2. Clasificacion de los Ovocitos

Tipo A corresponde a un ovocito con células del cumulus con nimero de capas
multiples (mayor a 4) y compactas, con citoplasma homogéneo y transparente;

Tipo B tiene capas multiples del cimulus (del a 3) y un citoplasma homogéneo con
zonas periféricas oscuras.

Tipo C se caracteriza por tener un cumulus desnudado y un citoplasma irregular con
zonas oscuras.

El Tipo D tiene el cumulus con células expandidas y un citoplasma irregular y con

zonas oscura. (MARTINEZ, 2013)

GRAFICO 8: TIPOS DE OVOCITOS POR SU CALIDAD
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Fuente: (MARTINEZ, 2013)
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1.6. ESTADO MADURATIVO DE LOS OVOCITOS

La maduracion de los ovocitos de mamifero incluye una etapa de crecimiento y otra
de maduracion nuclear y citoplasmatica, ambas necesarias para la posterior

fecundacion y desarrollo embrionario normales. (ROMAR, 2001)

Estructuralmente el ovocito maduro mide entre 110-115 micras y esta rodeado de
una membrana llamada oolema. Esta membrana contiene el citoplasma del ovocito u
ooplasma, donde se encuentran las organelas citoplasmaticas y el nicleo. Rodeando
al conjunto ovocito-oolema estd la llamada zona pelucida, que es de naturaleza
glicoproteica y tiene un grosor de 15-20 micras que disminuye tras de la fecundacion.
El conjunto ovocito—zona pelicida mide aproximadamente 150 micras. Entre el
oolema y la zona pelicida estd el espacio perivitelino, en el que se encuentra el
corpusculo polar. La presencia de un corpusculo polar (CP) indica que la maduracion

nuclear ha finalizado. (BEHR B, 2004)

1.7.  METODOS PARA LA OBTENCION DE OVOCITOS

1.7.1. Método de corte seriado

Los ovarios se transportaron al Laboratorio en solucion salina suplementada con
antibioticos. En el Laboratorio se hace remocion del tejido adyacente, del cuerpo
luteo y de sangre con lavados de solucion salina. E1 método de corte seriado consiste
en colocar cada uno de los ovarios en placas petri que contienen la solucion, se corta
la superficie y el interior de los ovarios a lo largo y a través de éste con cuchillas

separadas por 2mm aproximadamente. (VELARDE, 2000).
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1.7.2. Método de aspiracion

Se someten a este procedimiento foliculos superficiales visibles con jeringas de 5-10

cc y agujas calibre 18 G. (VELARDE, 2000)

1.8. CRIOPROTECTORES

Un crioprotector es una sustancia anticongelante que previene o reduce la formacion
de cristales de hielo. El uso de crioprotectores en crionica reduce el dafio por
congelacion, o puede incluso eliminar por completo los cristales de hielo.

(SANDOVAL, 2007).

1.8.1. Crioprotectores Permeables

Los crioprotectopermeables son sustancias que por su bajo peso molecular pueden
atravesar la membrana plasmatica, donde tienen la funcién de evitar la formacion
intracelular de cristales de hielo, asi como evitar la excesiva deshidratacion causada
por la congelacion lenta. Entre los mas utilizados estd el glicerol y el etilenglicol,
siendo el primero el que ha mostrado mejores resultados en estudios de

criopreservacion. (SANDOVAL, 2007)

1.8.1.1. Etilenglicol

La eficacia del etilenglicol como crioprotector ha sido ampliamente descrita y se han
realizado diferentes estudios para tratar de determinar las concentraciones dptimas y
los tiempos de exposicion.El mas utilizado en los procedimientos de vitrificacion es
el (EG), ya que tiene mayor permeabilidad y relativa baja toxicidad comparada con

otros crioprotectores. (RAMIREZ, y otros, 2012)

19



GRAFICO 9: ETILENGLICOL

Fuente directa:

VILLAMARIN, Kimberley 2015

1.8.1.2.  Propilenglicol

El polietilenglicol (PEG) es un agente crioprotector no penetrante que a
concentraciones molares reducidas confiere un efecto crioprotector usando
velocidades lentas de congelacion. Ejerce su accion disminuyendo no sélo la
formacion de hielo tisular, sino también favoreciendo la deshidratacion celular, factor
muy importante para la tolerancia a la congelacion. Los malos resultados iniciales
hicieron abandonar su uso, pero con modificaciones en su concentracion, velocidad
de enfriamiento y temperatura de almacenamiento se obtienen buenos resultados a
nivel experimental, lo que supone una esperanza para su uso en humanos.

(GUTIERREZ, y otros, 2000).
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GRAFICO 10: PROPILENGLICOL

Fuente directa:

VILLAMARIN, Kimberley 2015

1.9. CONSERVACION LENTA DE OVOCITOS

La congelacion lenta es una técnica de crioconservacion en la que existe un
“equilibrio” entre la velocidad de enfriamiento, la velocidad de deshidratacion y la
velocidad de formacion de nucleos de hielo. El objetivo principal de este tipo de
crioconservacion es de controlar la velocidad de enfriamiento de tal forma que a
medida que descienda la temperatura se produzca la penetracion del crioprotector al
interior de la célula produciéndose un equilibrio osmoético y disminuyendo la

probabilidad de formacion de cristales de hielo intracelulares. (MONTIEL, 2011)
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1.10. ASPECTOS GENERALES DE LA TECNICA

Para prevenir la formacion de hielo intracelular o minimizar el dafio que este pueda
causar, todos los protocolos de congelacion estan destinados a deshidratar las células.
En el caso de los protocolos de congelacion lenta, este proceso se consigue colocando
a las células en una solucion que contiene entre un 10 y un 11% (v/v) de crioprotector
(aproximadamente 1.5 mililitro).

Cuanto mas baja es la temperatura, mas cantidad de agua puede convertirse en hielo,
pero la capacidad de la célula para eliminar el agua intracelular también disminuye a
medida que la temperatura disminuye. Por lo tanto, el éxito de un protocolo de
congelacion lenta se basa en alcanzar el equilibrio entre la velocidad a la que el agua
abandona la célula y la velocidad con que esta agua se convierte en hilo.

(ALBARRACIN, 2005)

1.10.1. Nitrogeno Liquido

El nitrogeno liquido (N2) es un gas licuado, ampliamente empleado en las
tecnologias y biotecnologias reproductivas para la conservacion de semen, ovocitos,
embriones, sueros, enzimas, tejidos, células y productos quimicos.

Su uso requiere, conocer bien sus propiedades y seguir las recomendaciones de

seguridad para evitar los efectos negativos. (PALMA, Gustavo, 2007)

1.10.2. Osmolaridad

La osmolaridad es uno de los controles de calidad, imprescindibles en un laboratorio
que produce sus propios medios, a fin de evitar los errores de pesado y dilucién de
sus componentes, como también para controlar la calidad del agua empleada y de los

suplementos de los medios de cultivo. (PALMA, Gustavo, 2001)
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CAPITULO II

2. MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se describe sobre la ubicacion geografica en donde se realizo el
estudio, los materiales y equipos utilizados para su desarrollo, los métodos y técnicas

aplicadas.

2.1. UBICACION DE LA INVESTIGACION.

2.1.1. Ubicacion Politica.

e PROVINCIA: Cotopaxi

e CANTON: Latacunga

e PARROQUIA: Eloy Alfaro
e BARRIO: Salache Bajo

2.1.2. Ubicacion Geogridfica

e LATITUD: 00°5947.68’S.
e LONGITUD: 78°319.16”W.
e ALTITUD: 2757.591 m.s.n.m.
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2.1.3. Datos Meteoroldgicos.

e TEMPERATURA PROMEDIO:
e PLUVIOSIDAD:

e HORAS LUZ/DIA:

e VIENTO:

e NUBOSIDAD ANUAL:

10.7°C
175 mm (anuales)
12 horas

sureste-noreste

4.7/8.

Fuente: Registros administracion CEYPSA/2007

GRAFICO 11: UBICACION GEOGRAFICA
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(Gobierno Autonomo Desentralizado de la Ciudad de Latacunga, 2012)
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GRAFICO 12: CROQUIS DEL LUGAR
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VIA A LATACUNGA

Fuente directa:

Elaborado por: VILLAMARIN, Kimberley 2015

2.2, RECURSOS MATERIALES.

Los materiales que se utilizaron fueron

2.2.1. Materiales de

+ Papel bond.
+ Copias.
+ Impresiones.

« Anillados.

oficina

« Empastados Libreta.

« Resma de hojas
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2.2.2. Recursos tecnologicos

+ Flash memory.

+ Internet.

« Calculadora

« Cémara fotografica.
+ Computadora

« Impresora

2.2.3. Materiales de laboratorio

+  Mandil
«  QGuantes.
« Cofia

« Mascarilla.

« Jeringuillas

« Bisturi.

+ Esterecomicroscopio (NIKON SMZ 745).
+  Micropipetas

« Cajas Petri.

+ Cloruro de sodio al 0.9%.

+ Crioprotector etilenglicol (bioniche).

«  Crioprotector polietilenglicol (bioniche)
+ Solucién Holding (minitub).

« Pajillas de 0.25

+ Crioconservadora (Cryobath)

« Termo de nitrogeno liquido (SEMEX).

« Tapones de pajuelas de embriones.



2.3. TIPO DE INVESTIGACION.

2.3.1. Experimental

En la investigacion experimental se presenta mediante la manipulacion de variables
experimental no comprobadas, en condiciones rigurosamente controladas, con el fin
de describir de qué modo o por qué causa se produce una situacion o acontecimiento
particular; en este caso la interaccion entre técnicas de obtencion de los ovocitos y

crioprotectores para la conservacion lenta de ovocitos de cobayas.

2.3.2. Explicativa.

Su objetivo es realizar descripciones previas del problema en estudio y ayudar a un
planteamiento del problema de investigacion o seleccionar una metodologia por

medio de la cual quedara estandarizada una técnica.

En esta investigacion se realiz6 una técnica diferente a la utilizada en la extraccion de
ovocitos de otras especias. utilizando el método de slicing ya que estad entre las
técnicas ideales para la extraccion de los ovocitos de cuyes y ademds que es una
técnica rapida que permite no comprometer las estructuras de los ovocitos de los

cuyes.

2.4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL.

La metodologia que se utilizo es el método experimental donde se manipula una o
mas variables de estudio, para controlar el aumento o disminucion de esas variables y
su efecto en las conductas observadas. Dicho de otra forma, un experimento consiste
en hacer un cambio en el valor de una variable (variable independiente) y observar su

efecto en otra variable (variable dependiente). Esto se lleva a cabo en condiciones
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rigurosamente controladas, con el fin de describir de qué modo o por qué causa se

produce una situacion o acontecimiento particular. (MURILLO, 2010)

Los métodos experimentales son los adecuados para poner a prueba hipotesis de
relaciones causales es por ello que con esta metodologia se realizé la manipulacion de
variables independientes en este caso la extraccion de los ovocitos de las cobayas
para su conservacion lenta identificando cual seria el crioprotector (etilenglicol,
polietilenglicol), ideal, para observar efectos en cuanto a su calidad pre y post

congelacion.

2.4.1. Meétodos

Los métodos que se emplearon para desarrollar la presente investigacion fueron: el

método inductivo y el método deductivo

2.4.1.1. Método Deductivo

La deduccion va de lo general a lo particular.

El método deductivo es aquél que parte los datos generales aceptados como
valederos, para deducir por medio del razonamiento l6gico, varias suposiciones, €s
decir; parte de verdades previamente establecidas como principios generales, para
luego aplicarlo a casos individuales y comprobar asi su validez. Con este método
pudimos comparar entre los resultados y las hipdtesis planteadas en la investigacion.

(GARCIA, 2008).

En esta investigacion el método deductivo permitié desarrollar una teoria de la
investigacion que inicié una hipdtesis basica y luego se dedujo los resultados del

experimento de la teoria formal.
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2.4.1.2. Método Inductivo

El método  inductivo o inductivismo es aquel método  cientifico que obtiene
conclusiones generales a partir de premisas particulares. Se trata del método
cientifico mas usual, en el que pueden distinguirse cuatro pasos esenciales: la
observacion de los hechos para su registro; la clasificacion y el estudio de estos
hechos; la derivacion inductiva que parte de los hechos y permite llegar a una

generalizacion; y la contrastacion. (GARCIA, 2008).

En esta investigacion el método inductivo permiti6é obtener informacion a partir de la
examinacion de las variables (técnicas de obtencion de ovocitos y crioprotectores) al
intervenir en ellas y como estas producen cambios sobre las otras variables (cantidad

y calidad pre y post congelacion).

2.4.2. Técnicas

Consiste en examinar directamente algin hecho o fendmeno segin se presenta
pudiendo ser este fendmeno espontaneo o natural, teniendo un proposito expreso

conforme a un plan determinado y recopilando los datos en una forma sistematica.

Por esto se aplico este método para el estudio de la evaluacion de dos crioprotectores
(Etilenglicol y Propilenglicol) para la conservacion lenta de ovocitos de cobayos
hembra ya que es una biotecnologia reproductiva que representa una mejora notable
de los recursos cunicultores al permitir combinar diversos procesos y técnicas para la

conservacion de un alto potencial genético en cuyes.
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2.5. DISENO EXPERIMENTAL.

El disefio experimental es una técnica estadistica que permite identificar y cuantificar
las causas de un efecto dentro de un estudio experimental. En un disefio experimental
se manipulan deliberadamente una o mas variables, vinculadas a las causas, para
medir el efecto que tienen en otra variable de interés. El disefio experimental
prescribe una serie de pautas relativas qué variables hay que manipular, de qué
manera, cuantas veces hay que repetir el experimento y en qué orden para poder
establecer con un grado de confianza predefinido la necesidad de una presunta

relacion de causa-efecto. (LAGRANA, 2013)

2.5.1. t DESTUDENT

La prueba de t Student, es un método de andlisis estadistico, que compara las medias
de dos grupos diferentes. Es una prueba paramétrica, o sea que solo sirve para
comparar variables numéricas de distribucion normal. La prueba t Student, arroja el
valor del estadistico t. Segun sea el valor de t, correspondera un valor de significacion
estadistica determinado. En definitiva la prueba de t Student contrasta la HO de que la

media de la variable numérica “y”, no tiene diferencias para cada grupo de la variable

categorica “x”. (RODRIGUEZ, 2000).
FORMULA
X1 — X

SZ S

Nq N

t =
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Donde.

X1 = Media de primer conjunto de valores

x2 = Media de segundo conjunto de valores

S1 = Desviacion estandar del primer conjunto de valores
S2 = Desviacion estandar del segundo conjunto de valores
nl = numero total de valores en la primera serie

n2 = namero total de valores en la segunda serie. (CHITARRONI, 2003)

TABLA 3: DISTRIBUCION DE TRATAMIENTOS

TRATAMIENTOS DESCRIPCION

TRATAMIENTO (T1) ETILENGLICOL

TRATAMIENTO (T2) PROPILENGLICOL

Fuente directa:
Elaborado por: VILLAMARIN, Kimberley 2015

2.5.2. UNIDADES EXPERIMENTALES

Las unidades experimentales obtenidas fueron 420 ovocitos los mismo que fueron
clasificados segun su categoria en calidad A, B y C, posterior a esta clasificacion se
utilizaron solo los ovocitos de calidad A contando con un nimero de 226 ovocitos
para su posterior crioconservacion con los crioprotectores etilenglicol y

propilenglicol.
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2.6.

MANEJO DEL ENSAYO

Se sigui6 el protocolo que se describe a continuacion:

Se selecciond animales (grupo homogéneo).

Se recolecto los ovarios de los animales previamente faenados.

Una vez extraidos se colocd en un termo con agua bidestilada, con la finalidad
de mantener intactas las estructuras.

Una vez en el laboratorio se procedio a retirar las estructuras anexas de los
ovarios que aun estén impregnadas como ligamentos, tejido adiposo, fascias.
Posteriormente se realizd un lavado adicional de los ovarios con el objetivo
de quitar las impurezas restantes.

Se procedid aplicar la técnica de extraccion de ovocitos, en este caso el
método de slicing que consiste en realizar cortes transversales en el ovario
para luego realizar los lavados retrogrados en el ovario.

El liquido obtenido se coloco en una caja Petri con solucion holding, la cual
sirve de mantenimiento y lavado.

Se evalu6 la calidad de ovocitos, A, B, C evidenciando estructuras bajo el
estereomicroscopio.

Lavados y clasificados los ovocitos, al total de ovocitos de calidad A se les
dividié para cada crioprotector expuestos durante 5 minutos para proceder al
llenado de la pajilla y previa crioconservacion.

La crioconservacion se la llevo a cabo en la CRYOBATER escogiendo una
curva 3 que se denomina lenta.

A la semana se evalud post crioconservacion, se evalud el parametro de

calidad (A, B, C).
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a) Método de slicing.

Se procedid a realizar un corte transversal en el ovario con la ayuda de un bisturi
numero 15. Se hicieron lavados retrégrados del ovario seccionado con solucion
holding y el contenido con el liquido folicular se depositdé en una caja Petri para su

subsiguiente evaluacion.

b) Evaluacion de la cantidad, calidad y madurez de ovocitos.

1. Primeramente se llevo al estereomicroscopio donde se realizo la seleccion de
los ovocitos garantizando un Optimo resultado categorizandolos de la
siguiente manera: TIPO: A, B y C tomando en cuenta las siguientes

caracteristicas:

Tipo A: ovocito con células de cumulus con capas multiples mayor a 4, compactas y
con citoplasma homogéneo y transparente.
Tipo B: capas multiples de cumulus de 1 a 3 con citoplasma homogéneo y zonas

periféricas oscuras.

2. Una vez encontrados los ovocitos de tipo A (inmaduros) se procedio a lavar
en diversas gotas de holding colocadas en una caja petri diferente hasta que
estén completamente limpios.

3. En una caja petri se coloco 3 o 4 gotas grandes de etilenglicol y en otra caja
Petri de propilenglicol se procedio con el llenado de la pajilla de 0.25 en el
extremo del algodon.

4. En el proceso de llenado se absorbid un segmento de etilenglicol, se dejo un
espacio de aire, se absorbi6 los ovocitos, se dejo un espacio de aire y otro
segmento de etilenglicol para posteriormente sellar la pajilla con un tapén de

embriones.
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5. En el proceso de llenado se absorbié un segmento de propilenglicol, se dejo
un espacio de aire, se absorbid los ovocitos, se dejo un espacio de aire y otro
segmento de propilenglicol para posteriormente sellar la pajilla con un tapén
de embriones, pvc o bolitas.

6. Luego se enciendi6 la crioconservadora, se llen6 de nitrogeno liquido se ubico
en la curva 3 de congelacion lenta la misma que se marcd -6 que es la
temperatura Optima para colocar las pajillas previamente llenas y se esperd 5
minutos y empieza la curva alrededor de 1 a 2 horas.

7. Luego se realizar el empaquetado que consistié en introducir ovocitos en la
pajilla con la misma técnica para embriones, es decir, suspendidos en un
medio de congelacion separado por 2 burbujas de aire en ambos extremos de
la pajilla.

8. Después de este transcurso de tiempo se puede sacar las pajillas desde -23°C a

-33°C para luego ser colocada en un termo de nitrégeno liquido.

¢) Post Descongelacion

Se Descongelo las pajillas luego de 2 semanas se evalué con la ayuda del
estereomicroscopio si la calidad continué o se degrad6. El protocolo que se siguid
para llevar a cabo la descongelacion fue la siguiente:
1. Se abrio el termo de nitrogeno liquido donde se encuentran laspajuelas.
2. Se saco con cuidado la canastilla sin sobrepasar la boca del termo de
nitrogeno liquido.
Répidamente con una pinza se extrajo la pajuela.
Se descongeld en agua a 37°C durante 45 segundos.
Se corto el extremo de la pajuela donde se encuentra el tapon.
Se sacudié con movimientos leves.

Se colod el material en una caja Petri.

00 N N B~ W

Se observo al estereomicroscopio para verificar la calidad y la

viabilidad de los ovocitos descongelados.
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CAPITULO 111

3. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente capitulo se detallan los resultados obtenidos en el proceso de
experimentacion, los andlisis estadisticos y las representaciones graficas de las
variables: técnicas de obtencion de ovocitos, crioprotectores, numero de ovocitos y

calidad de ovocitos pre y post crioconservacion.

3.1. Numero De Ovocitos Recolectados

TABLA 4: OVOCITOS RECOLECTADOS Y CATEGORIZADOS

Fuente directa:
Elaborado por: VILLAMARIN, Kimberley 2015
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L4

Calidad de los Ovocitos Pre Congelacion.

3.2.

4

TABLA 5: CALIDAD DE OVOCITOS PRE CONGELACION.

A

I

A

OVARIO

OVOCITOS

A

A

A

A

= A

A
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(=)
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A

A

11
7
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A

A

A

A

A

A

A

97 97

226

420

A

23% 23%

53.8%

100%

Fuente directa:
Elaborado por: VILLAMARIN, Kimberley 2015
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GRAFICO 13: CALIDAD DE OVOCITOS PRE CONGELACION.
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m CALIDAD A 53,80%
m CALIDAD B 23%
m CALIDAD C 23%

Fuente directa:
Elaborado por: VILLAMARIN, Kimberley 2015

En cuanto al nimero de ovocitos extraidos se obtuvo un total de 420 ovocitos que
representa el 100%, de los cuales se determiné el parametro calidad, el mismo que en
calidad A se observd 226 ovocitos, que representa el 53.8%; el calidad B y C se

extrajo 23% es decir 97 ovocitos Tabla N° 5 y Grafico N° 13.

En el desarrollo de la tesis realizada por parte de la Srta. Naranjo, Diana ella obtuvo
41 ovocitos que representa un 62,12% de calidad A, 7 ovocitos que representa el
10,61% de calidad B y 18 ovocitos que representa el 27,27% de calidad C. donde se
puede manifestar que en el desarrollo de esta investigacion se obtuvo mejores

resultados en la obtencion de ovocitos de cobayos previo a la crioconservacion.
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3.3. Madurez de los Ovocitos Pre Congelacion.

TABLA 6: MADUREZ DE LOS OVOCITOS PRE CONGELACION.

| ORDEN | #O0OVOCITOS
- a 14
G 12
o 17
B 15
G 14
o 15
o 14
s 13
o E
oo 18
oo 17
oz 12
a3 15
e 14
- as 12
- cs 9
o 13
s 15
ooy 13
a0 13
oo 13
o 14
oo 15
s 15
- as 14
a6 16
a1 13
- as 12
oo 14
oo 14
 TOTAL
[PORCENTAJE_

0 O 0 9 0 O AN O O X J O XX

—
(e}
[e<Jie)Nie NN BEN-REEN e R Mie) WIVS BNV, e NV, N~V B ) Wile ) Wie ) Wie HN- SN Hie NIV, BEEN Rie SRIE HEEN BV, iiNe)

(o) Nile) Uie IR BEN-NNV, e MRS BiNe MR |

oo

226
53,80%

Fuente directa:
Elaborado por: VILLAMARIN, Kimberley 2015
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GRAFICO 14: MADUREZ DE LOS OVOCITOS PRE CONGELACION.
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TOTAL
= INMADURO 53,80%
= MADURO 46%

Fuente directa:
Elaborado por: VILLAMARIN, Kimberley 2015

En lo que se refiere al pardmetro calidad, se utilizaron los ovocitos de Calidad A, que
cumplen con los parametros de calidad y son inmaduros con un total de 53.8% lo que
equivale a 226 ovocitos, y en calidad maduros los ovocitos de calidad B y C con un
total de 194 lo que equivale el 43% de un total de 420 ovocitos. Tabla N° 6 y Grafico
N° 14.

En el desarrollo de la tesis realizada por parte de la Srta. Naranjo, Diana donde
determino que 41 ovocitos de tipo A son inmaduros los mismos que representan el
62.12% mientras que 25 ovocitos de tipo B y C son maduros y representan el 37.87%.
identificando que en esta investigacion se utilizaron un mayor niimero de ovocitos

inmaduros siendo un total de 226 ovocitos que represental el 53.8%.

39



3.4. Calidad de los Ovocitos Post Descongelacién.

TABLA 7: CALIDAD DE LOS OVOCITOS POST DESCONGELACION.

—
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Fuente directa:
Elaborado por: VILLAMARIN, Kimberley 2015
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GRAFICO 15: CALIDAD DE LOS OVOCITOS POST DESCONGELACION.
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Fuente directa:
Elaborado por: VILLAMARIN, Kimberley 2015

En cuanto al pardmetro de calidad post crio conservacion, se identifico que
etilenglicol en el parametro de calidad A es superior con 110 que representa el
97.34% de un total 113 que es el 100%, seguido de propilenglicol con 79 ovocitos de
calidad A lo que representa el 69.91%, mostrando mas perdidas de ovocitos al

descongelamiento. Tabla N° 7 y Grafico N° 15

En el desarrollo de la tesis realizada por parte de la Srta. Naranjo, Diana donde
determino que los ovocitos tanto crioconservados como post descongelados demostrd
que 41 ovocitos de tipo A son crioconservados y al momento de la descongelacion se

mantuvieron en buena calidad.
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3.5. Evaluacion de los dos Crio protectores.

TABLA 8: EVALUACION DE LOS DOS CRIOPROTECTORES.
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Fuente directa:
Elaborado por: VILLAMARIN, Kimberley 2015
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GRAFICO 16: EVALUACION DE LOS DOS CRIOPROTECTORES.
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Se evidencia que de un total de 189 ovocitos de calidad A post-crioconervados se

encuentran 110 ovocitos con el medio etilenglicol, que representan

58,2%. Y en

propilenglicol con 79 ovocitos de calidad A lo que representa el 41,8% Seglin

(Grafico 16)
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3.6. Interpretacién Tabla t de Student

TABLA 9: T STUDENT DE LA CALIDAD DE OVOCITOS
POSCRIOCONSERVACION.

Prueba T para la igualdad de medias

gl Sig. Diferenci  Error tip.
(bilateral) ade de la

medias diferencia

Numero de Varianzas 5,59 58 ,000 1,03333 ,18456

ovocitos iguales 9

Elaborado por: FERNANDEZ, Ramiro 2016

En cuanto a la comparacion de las variables se encontr6 que el valor es de p=0.00 <
que 0.025 se acepta la hipotesis alternativa, por tanto existe diferencia estadistica en

la calidad de los ovocitos post- crioconservacion, siendo el mejor etilenglicol. Tabla
N°o.
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GRAFICO 17: DE LA DIFERENCIA DE t STUDENT

POSCRIOCONSERVACION.
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Elaborado por: FERNANDEZ, Ramiro 2016

Al nivel del 5% existe evidencia para afirmar que existe diferencia entre los dos

crioprotectores en la crio conservacion de ovocitos de cobayos hembra como se

observa en el grafico es mas eficiente el crioprotector etilenglicol. Grafico N°17.
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CONCLUSIONES

En esta investigacion se logr6 determinar la evaluacion de dos crioprotectores
etilenglicol y propilenglicol en la conservacion lenta de ovocitos de cuyes
teniendo en cuenta que es la primera investigacion realizada en esta area
donde el etilenglicol es el crioprotector ideal para la crioconservacion de

ovocitos de cobayos con excelentes resultados.

La presente investigacion demostrd que el crio protector ideal para la
conservacion lenta de ovocitos de cuyes es el Etilenglicol ya que al momento
de la descongelacion presento un mayor numero de ovocitos de calidad A con
110 ovocitos, en comparacion con el crio protector Propilenglicolcon 79
ovocitos ya que presento mayor perdidas en la descongelacion de los ovocitos

de cuyes.

Mediante esta investigacion se pudo determinar que el método de slicing esta
entre las técnicas ideales para la extraccion de los ovocitos de cuyes, ademas
que es una técnica rapida y que permite no comprometer las estructuras de los

ovocitos.

Los resultados de esta investigacion permite datacar la importancia de
crioconservar material genético de esta especie a fin de favorecer tanto a
productores, técnicos y sobre todo a estudiantes que realizan este tipo de

investigaciones.

En cuanto al nimero de ovocitos extraidos se obtuvo un total de 420 ovocitos
que representa el 100%, de los cuales se determin6 el parametro calidad, el
mismo que en calidad A se observo 226 ovocitos, que representa el 53.8%;

el calidad B y C se extrajo 23% es decir 97 ovocitos.
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RECOMENDACIONES

Es importante que los estudiantes sigan realizando este tipo de investigaciones
reproductivas a fin de esta especie ya que es una buen alternativa para poder
demostrar el verdadero potencial reproductivo para obtener germoplasma de

esta especie.

Se recomienda al momento de extraer los ovocitos de las cobayas utilizar
recipientes estériles con agua bidestilada para el mantenimiento fresco de los

ovarios y evitar que se produzca dafios a nivel de las estructuras ovaricas.

Es necesario recalcar que para todo trabajo de este tipo se debe seguir todas
las normar de bioseguridad y seguir minuciosamente el método a emplear ya

que si algo llegara a fallar la investigacion no reflejaria resultados verdaderos.

Esta investigacion mediante la crioconservacion de germoplasma,
principalmente ovocitos mediante la congelacion hizo posible el
establecimiento de bancos de material genético que permiten preservar la

especie.
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ANEXOS

Tablas de toma de datos de acuerdo a las variables a investigar.

ANEXO 1. NUMEROS DE OVOCITOS RECOLECTADOS

NUMEROS DE OVOCITOS RECOLECTADOS

OVARIO

ORDEN

170Q.-DER.

CANTIDAD

CARACTERISTICAS

Fuente Directa:
Elaborado por: VILLAMARIN, Kimberley 2015

ANEXO 2. CANTIDAD DE OVOCITOS INMADUROS

CANTIDAD DE OVOCITOS INMADUROS

PRACTICA N°

#/0OVOCITOS

CLASIFICACION

CALIDAD

CARACTERISTICAS

Fuente Directa:

Elaborado por: VILLAMARIN, Kimberley 2015
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ANEXO 3. COLECCION DE OVOCITOS SEGUN SU CALIDAD

COLECCION DE OVOCITOS SEGUN SU CALIDAD

OVARIO

ORDEN

170Q.-DER.

TIPO A

TIPO B

TIPO C

Fuente Directa:

Elaborado por: VILLAMARIN, Kimberley 2015

ANEXO 4. CALIDAD DE OVOCITOS POST DESCONGELADO

COLECCION DE OVOCITOS SEGUN SU CALIDAD

OVARIO
OVARIOS N° OVOCITOS TIPOA | TIPOB TIPO C
PAJILLA 1
PAJILLA 2
PAJILLA 3

Fuente Directa:

Elaborado por: VILLAMARIN, Kimberley 2015
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ANEXO 5. IMAGENES DE LAS PRACTICAS

FOTO 1. MATERIALES

FOTO 2. CRIOCONSERVADORA

FOTO 3. CRIOPROTECTORES
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FOTO 4.

FOTOS.

FOTO 6.

FOTO 7.

COBAYAS HEMBRAS

APARATO REPRODUCTOR
FEMENINO

IDENTIFICACION DE LOS
OVOCITOS

METODO DE SLICING.
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FOTOS8. LAVADOS RETROGRADOS DE
EL OVARIO.

FOTOY9. APLICACION DE SOLUCION
HOLDING.

FOTO 10. EVALUACION DE LOS OVOCITOS
A, B, C.

FOTO 11. SELECCION DE LOS OVOCITOS
DE CALIDAD A.
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FOTO12. LAVADO DE LOS OVOCITOS.

FOTO13. LLENADO DE LA PAJILLA.

FOTO 14. ENCENDER EL CRYOBATER EN
UNA CURVA #3.

FOTO 15. COLOCACION DE LAS PAJILLAS.
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FOTO16. TRASLADO DE LAS PAJILLAS
A UN TERMO CON NITROGENO L.

POST-DESCONGELACION

FOTO17. SACADO DE LAS PAJILLAS

FOTO 18. DESCONGELADO DE LA PAJILLA

FOTO 19. EVALUACION POST
DESCONGELACION




VISITA DE LOS MIEMBROS DEL TRIBUNAL

FOTO 20.
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