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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto del extracto de Maca negra atomizada en los medios de
criopreservacion sobre los parametros espermaticos post descongelamiento en
espermatozoides de alpaca. Disefio: Investigacion experimental en el area de Cienciasde
la Vida y biotecnologia. Institucion: Laboratorio de la Fisiologia de la Reproduccion de
la Facultad de Ciencias Biologicas, de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
Material Bioldgico: epididimos de alpaca macho en edad reproductiva. Se formaron 6
grupos: precongelamiento, Medio Yolk (MY), MY+Maca 10 mg/mL, MY-+Maca 20
mg/mL, MY+ Maca 30 mg/mL y MY Resveratrol (5 mg/mL).

Metodologia: La criopreservacion de semen se realizé mediante el método de congelacion
lenta. Se evaluaron, antes y después de la congelacion, marcadores asociados con la
funcionalidad, como: motilidad, viabilidad e integridad de la membrana plasmatica. Los
marcadores celulares asociados con el dafio oxidativo, como la fragmentacion del ADN,
la produccion total de ROS y la peroxidacion lipidica. Resultados: Los resultados
mostraron que la suplementacion con Maca negra a 20 mg/mL mejord la motilidad,
viabilidad e integridad de la membrana de los espermatozoides. De manera similar, la
produccion total de ROS disminuy6 con Maca a 10 mg/mL (25 + 2,23 %) y 20 mg/mL (20
+ 2,52 %) (P<0,05). Sin embargo, la fragmentacion del ADN y la peroxidacion lipidica
fue similar en todos los grupos.

Conclusiones: El efecto del extracto de Maca negra atomizada en los medios de
criopreservacion a una concentraciéon de 20 mg/mL mejor6 la calidad de los pardmetros
espermaticos 'y tiene un efecto protector durante el proceso de

congelacion/descongelacion de los espermatozoides del epididimo

Palabras clave: Criopreservacion, Maca negra, pardmetros espermaticos, alpaca



ABSTRACT

Objective: To evaluate the effect of atomized black Maca extract in cryopreservation
media on post-thawing sperm parameters in alpaca spermatozoa. Design: Experimental
research in the area of Life Sciences and biotechnology. Institution: Laboratory of
Reproduction Physiology of the Faculty of Biological Sciences, of the Universidad
Nacional Mayor de San Marcos. Biological material: epididymis of a male alpaca of
reproductive age. 6 groups were formed: prefrozen, Yolk Medium (MY), MY+Maca 10
mg/mL, MY+Maca 20 mg/mL, MY+ Maca 30 mg/mL, and MY Resveratrol (5 mg/mL).
Methodology: Semen cryopreservation was performed using the slow freezing method.
Before and after freezing, markers associated with functionality such as: motility,
viability and integrity of the plasma membrane were evaluated. Cellular markers
associated with oxidative damage, such as DNA fragmentation, total ROS production,
and lipid peroxidation. Results: The results showed that the supplementation with black
Maca at 20 mg/mL improved the motility, viability and integrity of the sperm membrane.
Similarly, Maca decreased total ROS production to 10 mg/mL (25 + 2.23%) and 20
mg/mL (20 + 2.52%) (P<0.05). However, DNA fragmentation and lipid peroxidation was
similar in all groups.

Conclusions: The effect of atomized black Maca extract in cryopreservation media at a
concentration of 20 mg/mL improved the quality of sperm parameters and has a protective
effect during the freezing/thawing process of epididymal sperm.

Keywords: Cryopreservation, black Maca, sperm parameters, alpaca
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CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1 Situacién problematica

Una de las principales actividades productivas y econdmicas de gran valor para la
poblacion altoandina de nuestro pais es la ganaderia de los camélidos sudamericanos
(CSA), alpaca y llama, de ello dependen mas de 150 mil familias pertenecientes,
mayormente, a comunidades campesinas de departamentos considerados en situacion de
pobreza y extrema pobreza; para estas familias la crianza de camélidos representan del 79

al 80% del ingreso familiar anual (Ministerio de Agricultura, 2017).

El congelamiento es una herramienta muy importante para la reproduccion asistida
de diversos individuos y para salvaguardar la informacién genética de las especies, asi
como también para la preservacion de muchas especies y razas que estan en peligro de

extincion (O'Flaherty et al., 2003).

Es debido a la importancia que representa este camélido, en los tltimos afios se
han venido realizando investigaciones sobre la criopreservacion de espermatozoides de
alpaca, sin embargo, no se ha obtenido el éxito esperado en su preservacion como si

sucede en otras especies domésticas (Huanca et al., 2013).

1.2 Formulacion del problema.

(Cual es el efecto del extracto de Maca negra atomizada en los medios de
criopreservacion sobre los parametros espermaticos post descongelamiento en

espermatozoides de alpaca?

11



1.3 Justificacion de la investigacion

La criopreservacion es un método que nos permite mantener la viabilidad de los
espermatozoides por periodos prolongados de tiempo mediante el mantenimiento de estas
células en temperaturas muy bajas.

En los camélidos sudamericanos domésticos como la alpaca no existe un protocolo de
congelamiento exitoso; los mecanismos de criopreservacion con el uso de crioprotectores
tradicionales no han logrado superar los problemas que se presentan en el congelamiento
y descongelamiento de espermatozoides. Un congelamiento y un posterior
descongelamiento exitoso son de vital importancia para las biotecnologias reproductivas
y nos permitiria el uso masivo de la inseminacion artificial en una especie de importancia
econdmica como lo es la alpaca en nuestro pais.

El éxito de la criopreservacion esta en la busqueda de crioprotectores que puedan prevenir
el dafno del congelamiento y mantener la estructura del ADN del espermatozoide de
alpaca.

La adicion del extracto de Maca negra atomizado en los medios de criopreservacion
podria ayudar a mantener la fisiologia, calidad del espermatozoide después del

congelamiento debido a sus propiedades benéficas en reproduccion.

14 OBJETIVO

1.4.1 Objetivo general:

-Evaluar el efecto el efecto del extracto de Maca negra atomizada en los medios de
criopreservacion sobre los parametros espermaticos post descongelamiento en

espermatozoides de alpaca.

1.4.2 Objetivos especificos:

-Determinar el efecto de la Maca negra atomizada sobre la fragmentacion del ADN

espermatico en el post descongelamiento en espermatozoides de alpaca.

-Evaluar el efecto de la Maca negra atomizada en los niveles de estrés oxidativo en el post

descongelamiento de espermatozoides de alpaca.

-Determinar el efecto de la Maca negra atomizada sobre los parametros espermaticos

convencionales en el post descongelamiento.

12



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes del problema

Los espermatozoides recuperados de la cola del epididimo de la alpaca tienen una baja
movilidad, viabilidad e integridad de membrana en relacioén a las encontradas en otras
especies de mamiferos post descongelamiento (Santiani et al. (2005; 2013), Banda et al.

,2010 y Juarez y Santiani, 2019, Canorio et al., 2015).

La escasa supervivencia de los espermatozoides de los camélidos al proceso de
criopreservacion podria deberse a la susceptibilidad inherente de la especie, los
componentes de los dilutores y la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), los

cuales han sido identificados en otras especies (Medeiros et al., 2002).

En mamiferos los niveles de especies reactivas al oxigeno durante el proceso de
criopreservacion en semen se incrementan significativamente, evidenciandose con una
significativa pérdida de movilidad y viabilidad espermatica, asi como una capacitacion
espermatica prematura y fragmentacion del ADN espermadtico. Sin embargo, se ha
demostrado que el efecto negativo de los ROS puede ser prevenido parcialmente mediante
la adicion de antioxidantes naturales (Faridullah ez al., 2015). En los mamiferos la
produccién baja y controlada de ROS es esencial para la activacion espermatica, para la
sefalizacion celular y fertilizacion del oocito (Aitken et al., 2016). Los principales efectos
nocivos de ROS en la funcionalidad espermatica son pérdida de movilidad, incremento

de peroxidacion lipidica y fragmentacion del ADN espermatico (Koppers et al., 2008).

Los crioprotectores tradicionales mas utilizados en espermatozoides y semen de alpacas
son el glicerol, el etilenglicol y dimetil sulfoxido (DMSO) en diversas concentraciones
(Canorio, 2008). Sin embargo, no se ha establecido el agente crioprotector y la
concentracion que ofrece mejores resultados posdescongelamiento del semen

criopreservado (Choez et al., 2017).

13



Por otro lado, la Maca negra tiene mejores efectos en la concentracion y la movilidad
espermatica en animales (Gonzales et al., 2014). A la Maca como suplemento se le
atribuye un efecto antioxidante reduciendo el estrés oxidativo (Castillo y Lock, 2005; Choi

etal., 2012 y Oré¢, 2008).

2.2 Bases tedricas

2.2.1. Los camélidos sudamericanos: la alpaca

El Peru es el primer productor mundial de alpacas y el segundo de llamas. Su crianza es
extensiva en un habitat alto andino que va desde los 3800 hasta los 4800 m.s.n.m, soportan

las inclemencias del frio intenso y las nevadas propias de la puna (Quina, 2017).

Ademas, la alpaca es una especie que representa un factor importante de la economia de
nuestro pais, llegando a casi a los 3 millones de cabezas y por lo menos 1.5 millones de
campesinos de mas de 1,000 comunidades de Apurimac, Arequipa, Ayacucho, Cusco,
Huancavelica, Junin, Lima y Puno, teniendo un alto impacto econdmico y social enestas

poblaciones (MINCETUR, 2018).

2.2.2 Problematica en el campo de la reproduccion

Las alpacas poseen una estacionalidad reproductiva, incluyendo el apareamiento y el
parto los cuales se producen durante los meses de diciembre a marzo, coincidiendo con

los periodos de lluvias abundantes y presencia de forraje (Smith, 1994).

Laalta consanguinidad de los rebafios que presentan malformaciones congénitas estimadas
en 25%, se manifiestan generalmente como criptorquidia. Las alpacas presentan alta tasa
de fragmentacion de ADN ademas de parametros espermaticos muy variables y no existe
un protocolo de criopreservacion de rutina para los espermatozoides epididimarios de

alpaca (Carretero et al., 2017).

2.2.3. Maca negra

La Maca (Lepidium meyenii Walpers o Lepidium peruvianum Chacon) forma parte de la
familia Brassicaceae, es una planta nativa de los andes centrales que crece dentro de los
4000 a 4500 msnm. Se le atribuyen beneficios como mejorar la funcidon sexual, la
espermatogénesis, el aprendizaje, la memoria, la disminucion del estrés; solucionar la
fatiga incrementando la resistencia fisica e incluso mejorar la fertilidad tanto femenina
como la masculina (Gonzales et al., 2007).
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Por otro lado, se ha observado que la Maca reduce la fragmentacion del ADN espermatico
en ratones con subfertilidad quimica, y también produce un incremento de la produccion

diaria de espermatozoides e incrementa la movilidad espermatica (Valdivia et al. 2016).

2.2.4 Criopreservacion

A través del tiempo, las biotecnologias reproductivas buscan conservar animales élite con
técnicas como la criopreservacion que es una forma de congelamiento lento que tiene la

capacidad de preservar diversos tipos de células a largo plazo (Aliakbari et al., 2016).

Durante la criopreservacion, los espermatozoides sufren diferentes niveles de estrés, tales
como los cambios en el equilibrio osmotico, asi como cambios en la temperatura durante

el enfriamiento, el congelamiento y el recalentamiento (O’Neill, et al., 2015).

Estos cambios conducen a la formacion de cristales de hielo, que se encuentran entre uno
de los principales factores biofisicos que causan la muerte de los espermatozoides (Rosato

y laffaldano, 2013).

2.2.4.1 Agentes crioprotectores
Los agentes crioprotectores (ACP) penetrantes son compuestos con la capacidad de
ingresar a las células, reduciendo la concentracion de electrolitos y aumentando su
resistencia a bajas temperaturas. El mecanismo con las que actiian estos compuestos es
aumentando la viscosidad del citoplasma, variando las tasas de difusion de las moléculas

de agua y alterando las propiedades lipidicas de la membrana (Mazur, 1984).

Los ACP no penetrantes son proteinas que se encuentran en la leche, yema de huevo y
azucares de gran peso molecular que ayudan a prevenir la formacion de cristales de hielo
y estabilizan las proteinas de membrana, debido al tamafo de las moléculas, estas no
pueden atravesar la membrana por lo que cumple un rol extracelular siendo un apoyo

fundamental en la disminucion de la concentracion de ACP penetrantes (Fahy, 1986).

2.2.5 Antioxidantes
Tanto las vitaminas E y C pueden proteger a los espermatozoides contra el dafio oxidativo
endogeno del DNA, asi como del dafio a la membrana celular, reconociendo su efecto

significativo en la mejora de los pardmetros espermaticos (Amidi et al., 2016)

La vitamina E (o-tocoferol) cuenta con una actividad antioxidante que se basa
principalmente en la reduccion de la peroxidacion lipidica iniciada por los ROS, ademas

de la captura de los radicales hidroxilos libres como de los radicales superoxidos,
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protegiendo a los componentes de la membrana celular espermatica del dafio y, en menor

medida, se indica que disminuye la produccion de los ROS (Majzoub y Agarwal, 2020)

El Resveratrol es un antioxidante, que contiene compuestos polifendlicos no
flavonoides sintetizado por una gran variedad de plantas en respuesta al estrés ambiental.
Se ha reportado que la actividad bioldgica de estos polifenoles depende principalmente
del namero y la posicion de los grupos hidroxilo (OH), y que esta estructura molecular le
permite: eliminar radicales libres, inhibir la oxidacion lipidica, reducir la formacion de
hidroperdxidos e interactuar con el sistema antioxidante endogeno incrementando la
actividad catalitica de enzimas como la glutation-peroxidasa (GPx), la glutatiéon-reductasa
(GR), la catalasa y la superdxido-dismutasa (SOD) y esto en consecuencia inhibiria la
peroxidacion lipidica y disminuiria la fragmentacién del ADN espermético (Giilgin, 1.

2010).

2.2.6 Estrés oxidativo.

El estrés oxidativo es un efecto secundario del desequilibrio de las especies reactivas de
oxigeno. Los espermatozoides son susceptibles al estrés oxidativo durante su preparacion
y selecciodn, por lo cual se considera una de las causas del bajo porcentaje de las tasas de
fecundacion afectando principalmente los parametros de movilidad (Du Plessis et al.,

2008).

Es un factor importante en la etiologia de la infertilidad masculina. A nivel del
espermatozoide aislado, los ROS pueden inducir la peroxidacion lipidica y la
fragmentacion del ADN, interrumpiendo la movilidad de estas células y su capacidad de

formar embriones viables (Aitken, 2008).

El dafio acrosomal por efecto del estrés oxidativo es causado durante el transporte de los
espermatozoides por el epididimo, principalmente, por el peroxido de hidrogeno, el cual

dafia al acrosoma e inhibe la induccidn de la reaccion acrosomal (Rezaeti, et al., 2020).

Las investigaciones en los ultimos afios que se vienen desarrollando permiten detectar y
cuantificar compuestos como los ROS que reducen la calidad espermatica, tanto en

especies animales como en humanos (Agarwal, Cho, Esteves y Majzoub, 2017).
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Para las evaluaciones de ROS en el estrés oxidativo, se analizaron reacciones que
involucraron el citocromo c-Fe3+ o Nitroblue de tetrazolium (NBT), complejos que
miden los ROS en la superficie de la membrana celular. Este ultimo método de deteccion
abarca quiza un mayor rango de los ROS que afecta directamente a los espermatozoides,
pues no solo detecta un producto final como es el malondialdehido (MDA) detectado
mediante el ensayo con 4cido tiobarbiturico (TBA) luego de la peroxidacion lipidica
(LPO), sino que interacciona con todo el ROS que esta diluido en el medio y es facilmente
detectable por la presencia de depositos de formazan, compuestos reducidos del NBT

(Sikka, 1996)

CAPITULO III: HIPOTESIS Y VARIABLES

3.1 Hipétesis.

El efecto del extracto de Maca negra atomizada en los medios de criopreservacion
es mejorar la calidad de los pardmetros espermaticos post descongelamiento en

espermatozoides de alpaca.

3.2 Variable independiente.

Extracto de Maca negra atomizado
3.3 Variable dependiente.

Calidad de los parametros espermaticos post descongelamiento

CAPITULO IV: METODOLOGIA

4.1 Tipologia de la investigacion

Este estudio corresponde a una investigacion experimental puro con grupo control con

post prueba (Herndndez 2014).

4.2 Muestra:

Unidad de analisis: epididimo de alpaca macho
Material de Laboratorio.
Material biolégico: Los epididimos fueron obtenidas del matadero Municipal de

Huancavelica. Se utilizaron un total de 60 epididimos.
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a. Reactivos.

Cloruro de nitroblue tetrazolium (NBT)

Kit de TUNEL

2'7'-Dichlorodihydrofluorescein diacetate

b. Equipos.

Cryobath CRIOGEN 4.0
Microscopio de flourescencia.

Microscopio de luz (EUROMEX, Arnhem, Holland)

Criterio de inclusion y exclusion:

Inclusion

18

Alpacas de 4 a 6 afios.
Testiculos con peso mayor o igual a 8g.

Espermatozoides epididimarios moviles (>70%).

Exclusion

Alpaca macho que hayan recibido algln tratamiento antes de su beneficio.
Alpacas que hayan sido descartados por enfermedad por los veterinarios en el matadero Municipal
de Huancavelica.

Testiculos que no tengan las condiciones fisiologicas adecuadas.



43 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.3.1 Coleccion de la muestra:

Los testiculos de alpaca fueron obtenidos desde el Camal Municipal de Huancavelica, en
la provincia de Huancavelica (3000 — 3700 m.s.n.m, temperatura promedio anual entre
los 8°C y 10°C) y corresponderan a muestras de alpacas machos de entre 4 a 6 afios de
edad. Las muestras fueron almacenadas en suero fisioldgico a 4°C y transportadas al
laboratorio de Fisiologia de la Reproduccion en la ciudad de Lima (101 msnm,
temperatura promedio anual entre los 11°C y 28°C). En el laboratorio, dentro de las 14
horas post mortem del animal se procedio a aislar los epididimos de los testiculos de
alpaca (Ratto er al., 1999; Morton et al., 2007, 2010). Las colectas de muestras fueron

realizadas una vez cada dos semanas en un periodo de 4 meses.

4.3.2 Adquisicion de la Maca negra atomizada

El medio utilizado para la criopreservacion fue Tris Yolk Medium (YM) con 10% de
suero fetal bovino (FBS) que contenia 0.25M de Fructosa y 10% de Dimetilsulfoxido,
adicionalmente se complemento con el extracto hidroalcoholico (metanol) atomizado de
Maca negra comercial en polvo (JUVENS® Cayenatur, Lima, Pertl) segiin descrito por
el Circulo de Investigacion de Plantas con Efecto en la Salud (Beca N° 010-2014-
FONDECYT). Este medio se dividio en cuatro tratamientos donde se afiadi6 Macanegra
en tres concentraciones de 10 mg/mL, 20 mg/mL y 30 mg/mL, y 5 mg/mL de Resveratrol

(Sigma, St. Louis, MO, EE. UU.) Como control antioxidante.

La Maca negra JUVENS fue adquirida de la Universidad Cayetano Heredia, es un

extracto hidroalcohdlico atomizado de Maca (ver anexos 5y 6).
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Los medios de crioproteccion a utilizados fueron los siguientes.

Precongelamiento: Muestras en fresco con Medio HAM F10 suplementado con 4% de

suero bovino de albumina (BSA)

Medio Yolk : Medio Yolk con 10% de suero bovino fetal (SBF) conteniendo 0,2M de

Fructosa, 10% de Dimetilsufoxido.

Tratamiento I: Medio Tris yolk con 10% de SBF, 0,2M de Fructosa 10% Dimetilsufoxido

suplementado con 10mg/mL del extracto atomizado de Maca negra JUVENS.

Tratamiento II: Medio Tris yolk con 10% de SBF, 0,2M de Fructosa 10%
Dimetilsufoxido suplementado con 20mg/mL del extracto atomizado de Maca negra

JUVENS.

Tratamiento III: Medio Tris yolk con 10% de SBF, 0,2M de Fructosa 10%
Dimetilsufoxido suplementado con 30mg/mL del extracto atomizado de Maca negra

JUVENS.

Resveratrol (control positivo): Medio Tris yolk suplementado con 10% de SBF, 0,2M de

Fructosa 10% Dimetilsufoxido suplementado con Resveratrol 5 mg/mL

4.3.3 Obtencion del epididimo.

En el laboratorio, dentro de las 22 horas post mortem del animal se procedid y a aislar los
epididimos, de los cuales solo se utiliz6 la region de la cola, la cual fue removida y cortada
en piezas pequefias, durante la diseccion se utilizo suero fisiologico al 9% a 37°C. Luego
la suspension con los espermatozoides fue transferida a tubos de plastico de 1,5 mL, y
fueron colocados luego en una incubadora a 37°C por quince minutos para permitir que
los espermatozoides se recuperen. Pasado este tiempo se separ6 la muestra en dos partes,
la primera para determinar los pardametros espermaticos convencionales como la
movilidad, viabilidad e integridad de membrana plasmatica, posteriormente se lavo la
muestra con medio HAM F10 por medio de centrifugaciones para poder remover restos
de tejidos, quedando solo los espermatozoides. El primer lavado fue a 700 RPM por 10
minutos, posteriormente se centrifugd a 1200 RPM por 5 minutos. Se separd el
sobrenadante del precipitado, en la fraccion del precipitado se obtuvo la mayor cantidad

de espermatozoides que de acuerdo al criterio de inclusidn se usé para la criopreservacion.
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4.3.4 Criterio para la criopreservacion de la muestra

Para realizar la criopreservacion de los espermatozoides se tom6 como referencia que el

valor de la movilidad sea mayor o igual a 70%.

4.3.4.1 Movilidad espermatica

La movilidad espermatica fue evaluada de acuerdo al criterio del Organismo Mundial de
la Salud (OMS, 2021). Se tomd 10ul de la muestra espermatica, se colocé sobre un
portaobjetos previamente atemperado a 37°C y se observo al microscopio de campo claro
a una magnificacion de 400X. La movilidad de cada espermatozoide encontrado fue

clasificada de la siguiente forma: P: movilidad progresiva, NP: movilidad no progresiva

Se evaluaron varios campos microscopicos hasta obtener un total de 100 espermatozoides
de los cuales se tomaron en cuenta la movilidad progresiva (P). Los valores fueron

expresados en porcentajes en base a 100 espermatozoides del campo observado.

4.3.5 Evaluacion de los Parametros espermaticos convencionales

Los parametros espermaticos fueron evaluados pre y post descongelamiento.

De los testiculos de alpaca se aislaron los epididimos y se realizd el analisis de los
parametros espermaticos convencionales, movilidad espermatica, concentracion
espermatica, viabilidad espermatica e integridad de membrana plasmatica (Test de

HOST).

4.3.5.1 Concentracion espermatica.

La concentracion de espermatozoides fue evaluada de acuerdo al criterio del Organismo
Mundial de la Salud (OMS,2021) se determin6 usando el método del hemocitometro, para
lo cual usamos la cdmara Neubauer, la cual contiene 2 cuadrados grandes y cada uno de

estos estd dividido en 16 cuadrados pequefios.

Para realizar el conteo, se realiz6 una dilucion de 10 uLL de muestra en 990 puL de agua
destilada luego se colocd 10 pL de esta dilucion en el centro de la cdmara, se dejo reposar
5 minutos y se realiz6 el conteo de los 32 cuadrados. El resultado final del conteo se

expresé en millones de espermatozoides por mililitro.
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4.3.5.2 Viabilidad espermatica.

La viabilidad espermatica se realizé mediante el uso del colorante vital Eosina Y al 0.5%
para evaluar la viabilidad de los espermatozoides y encontrar la proporcién de
espermatozoides vivos y muertos. Sobre un portaobjeto previamente atemperado a 37°C
se coloco SuL de la muestra espermatica y luego se afiadié Sul de eosina, se mezclaron
ambas gotas y se dejo la muestra incubando por 2 minutos. Se colocara en un cubreobjeto
y se observo bajo el microscopio de luz a 400X de magnificacion. Los criterios para

evaluar los espermatozoides fueron:
1- Espermatozoides muertos: cabeza rosada.

2- Espermatozoides vivos: cabeza blanca.

4.3.5.3 Integridad de membrana plasmatica (Test de HOST).

El resultado fue expresado en porcentaje de espermatozoides con membrana intacta, es

decir el porcentaje de espermatozoides que responden al test Hiposmotico.

La evaluacion fue mediante el test hipo osmético, también conocido como test HOST, se
prepard una solucidon hipodsmotica con una osmolaridad final de 100 mOsm. 30 pLde la
preparacion de espermatozoides fueron transferidos a 270uL de la solucion hipoosmotica
(1:10, v/v) por 30 minutos a 37°C. Se evalud la proporcion de espermatozoides mostrando
el tipico enrollamiento de la cola (causado por el hinchamiento) con respecto delnimero

total de espermatozoides evaluados.

44 Parametros espermaticos no convencionales

De los testiculos de alpaca se aislaron los epididimos y se realizo el andlisis de los
parametros espermaticos no convencionales, actividad mitocondrial espermatica pre y

postdescongelamiento

44.1 Actividad mitocondrial espermatica

Para medir la actividad mitocondrial se analiz6 mediante el NBT, en un sistema de
oscuridad. A una gota de 10 pL. del homogenenizado de espermatozoides fue mezclada

con 10 uL. de NBT 1X sobre un portaobjetos pre-calentado a 37°C en una platina térmica,
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la mezcla fue cubierta con una laminilla previamente acondicionada para que ésta no
toque la superficie de la lamina, es asi que se forma una columna liquida entre el
portaobjeto y cubre-objeto (sistema de 6xido reduccidn) y otra ldmina en la que la gota
de 10 pL no fue mezclada con NBT, considerada como el control. El sistema de 6xido
reduccion fue colocado en una camara anaerobica durante 45 minutos a 37°C. Los
sistemas fueron evaluados al microscopio con el objetivo de aceite de inmersion 100X, la
actividad mitocondrial fue determinada de acuerdo a la clasificacion en cada categoria (
(Compacto: “C”, Subcompacto: “SC”, Focal: “F”, Residual: “R”) y su correspondiente

factor (1, 0.7, 0.3, 0.1, respectivamente) de acuerdo a Hrudka (1979).

Lamina con 10ul de Incubacién del NBT duccion de dendsitos d
suspensién espermatica + ncubacion .e |:> Produccién de depésitos de Evaluacién microscopica
30-60min formazan

10ul de NBT

N +4057 4+ 2H —> ' ‘N + 40,

N,
N \N‘ N‘/ Y
N i hr
o 0 =
N /

NBT-Formazan soluble (color

NBT insoluble (color
morado negruzco)

amarillo)

Mecanismo de reaccion de NBT con superdxido para formar depésitos NBT-Formazan

Figura 1 Metodologia de la peroxidacion lipidica por reduccion del nitroblue tetrazolium
(NBT)

4.4.2 Analisis de fragmentacion del ADN por TUNEL.

La evaluacion se realiz6 mediante un kit comercial (In situ cell death detection Kit,
Fluorescein Roche® Mannheim, BW, Germany) siguiendo las instrucciones del

fabricante con algunas modificaciones para las muestras de alpaca.

El tratamiento de la muestra fue siguiendo lo descrito por Santiani et al., (2012) con

algunas modificaciones, se usé una suspension espermatica de concentracion conocida de
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2x10 ¢ espermatozoides /mL para luego ser fijada en formaldehido 4% por 15 minutos a
4°C' Posteriormente se realizaron dos lavados con solucion salina fosfatada (PBS) para
eliminar el fijador. Seguidamente la muestra fue sometida a permeabilizacion,
resuspendiendose en 100 pl con Triton X-100 al 0.5% diluido en 0.1% en Citrato de sodio
durante 30 minutos a temperatura ambiente. La solucion de permeabilizacion fue retirada

mediante lavados por centrifugaciéon en PBS.

Las muestras en estudio se resuspendieron en 50 puL de solucion de trabajo de TUNEL y
se incubaron por 60 minutos en cdmara himeda y oscura a temperatura ambiente. Pasado
este tiempo se adicionaron 500 uL de PBS y fueron lavadas a 500 g por 6 minutos. Los
pellets se resuspendieron en 400 uL. de PBS y 2uL de Ioduro de propidio (Live/Dead®
Sperm Viability Kit, Molecular Probes L-7011, EEUU), de una solucion stock de 2.4 mM.
Las muestras se mantuvieron en todo momento a 4 °C en una cdmara oscura hasta su
lectura por fluorescencia. El control negativo fue solamente con 50 puL de solucion de
marcado del control y al control positivo post permeabilizacion se le someti6 a incubacion
con 2 Ul de DNAsa I por 10 minutos a 37 °C. El indice de fragmentacion se definié como
los espermatozoides fluorescentes vivos positivos para TUNEL, sobre espermatozoides
negativos a loduro de propidio (TUNEL/PI). Para detectar espermatozoides positivos para
TUNEL se utilizé la espectroscopia de fluorescencia con filtros de excitacion/emision a
515 nm/555 nm con el laser azul y para evaluar la permeabilidad de los espermatozoides
se utilizo loduro de propidio se detectd por espectroscopia de fluorescencia con el laser

verde a una excitacion/emision a 338 nm/617 nm.

4.4.3 Evaluacion de ROS.

La evaluacion del ROS intracelular fue mediante el kit de ensayo de especies reactivas de
oxigeno (Beyotime Institute of Biotechnology) se aplic6 para medir el nivel de ROS
intracelulares siguiendo las instrucciones del fabricante. El diacetato de2’,7'-
diclorofluorescina (H,DCFDA) es un reactivo no fluorescente permeable a las células
que se desacetila mediante esterasas celulares a 2'7'-diclorofluorescina (H,DCF) no
fluorescente después de su difusion en la célula. El H,DCF luego es oxidado por ROS en
2", 7'-diclorofluoresceina (DCF) altamente fluorescente. (Nova,Z et al., 2020) Los
resultados se expresaron como el porcentaje de espermatozoides positivos a ROS (ROS+),

fueron evaluados 100 espermatozoides por cada muestra. Las muestras se mantuvieron

en camara oscura y se evaluaron mediante microscopia de fluorescencia
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(EUROMEX, Zeiss Axio Scope A, Holanda), con excitacion/emision a 485 nm/535 nm,

con el filtro azul.

¥ W 5

Muestra Muestra Muestra
esparmatica espermatica espermatica

S SO
-7T> P~ 7\_» Py o
\ Lt V S

ROS
Esterasas DCF

celulares H2 DCF

H,DCFDA

No fluorescente

cell membrane

Fluorescente
No fluorescente

Figura 2 Metodologia de la emision de ROS total A. Medicion de ROS intracelular usando
sonda molecular (H2ZDCFDA) en espermatozoides de alpaca Produccion de DCF fluorescente

por ROS intracelular.
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444 Método de criopreservacion

Luego de colocar la suspension de espermatozoides en las pajuelas, éstas fueron selladas
y colocadas en el sistema de congelamiento termocontrolado haciendo uso del sistema
CRYOBATH através del software Cryogenesis Version 4.0 (Cryologics), el protocolo de
congelamiento que se siguio fue el siguiente: La temperatura inicial fue de 4°C, las
muestras fueron mantenidas en esa temperatura por cinco minutos. El segundo periodo
fue el descenso de la temperatura de 4°C a 2°C a una velocidad de 3°C/min, manteniendo
a 2°C por un minuto. El tercer periodo fue desde 2°C hasta -30°C con una velocidad de
congelamiento de 5°C por minuto y finalmente de -30°C a -80°C con una velocidad de
congelamiento de 8°C/min. Después de este punto se colocaron las pajuelas ennitrégeno
liquido. Se utilizaron proporciones iguales de suspension celular y medio de enfriamiento
a -196°C y fueron mantenidas a esta temperatura hasta su descongelamiento y respectiva
evaluacion. Las muestras fueron descongeladas a 50°C por 7 segundos, lavandose las
muestras con medio HAM F10 libre de BSA. Luego se procedi6 a evaluar el estado de

los espermatozoides (Canorio P, et al 2015)
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A. CONGELAMIENTO ESPERMATICO

Diseccién de la /
region caudal del
epididimo

Colecta de

testiculos Muestra espermatica

Figura 3. Criopreservacion espermatica A. Congelamiento espermatico

B.Descongelamiento espermatico
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MUESTRAS EPIDIDIMARIAS DE

ALPACA

Fragmentacion de
ADN.
Emision de ROS

total espermatico. A/

i

Evaluacién
precongelamiento

v

| Parametros convencionales

Peroxidacion Movilidad = 80%
lipidica
Tratamientos
T1 T2 T3 Resveratrol
Medio tris- Maca Maca Maca 5mg/ml
yolk 10mg/ml 20mg/ml 30mg/ml

Fragmentacion de
ADN.

Emision de ROS
total espermatico.
Peroxidacion
lipidica

. _

Criopreservacion
lenta

Evaluacién post
congelamiento

Parametros convencionales

Figura 4 Flujograma del trabajo experimental. Pre: control antes del congelamiento,

medio Yolk, Maca 10mg/mL, Maca 20mg/mL, Maca 30mg/mL y Resveratrol Smg/mL.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se analizaron utilizando la prueba de Shapiro-Wilk y ANOVA
para la distribucion. Los datos (media + DE) se compararon mediante la
prueba t de comparaciones multiples (prueba no paramétrica). Seutilizéd
el Test de Wilcoxon para analizar los datos de NBT que no presentaban
una distribucion normal. El andlisis estadistico y la representacion

gréfica se realizaron utilizando la version R R-studio 1.4.17173



%% Movilidad

CAPITULO V: RESULTADOS

5.1 PARAMETROS ESPERMATICOS

5.5.1 Movilidad espermatica

La movilidad espermatica se vio afectada significativamente (P<0.05) por el proceso de
criopreservacion (Fig. 5), la adicion de Maca a concentraciones de 10 mg/mL, 20 mg/mL,
30 mg/mL (T1, T2, y T3) y Resveratrol, mejoraron la movilidad espermatica respecto al
medio de pre congelamiento. Posterior al congelamiento, el medio con Maca a 20 mg/mL

(T2) present6 una mayor movilidad de (40.4 + 7.22) en comparacion con el medio Yolk
(23.8 £5.28)

1001

751 s

ns

90

257

Precongelamiento  Medio Yolk T ™ T3 Resveratrol

Figura 5 Movilidad espermatica por tratamiento en fresco 'y
congelacion/descongelacion. Pre congelamiento: antes del congelamiento, T1: Maca
10mg/mL, T2: Maca 20mg/mL, T3: Maca 30mg/mL y control positivo: Resveratrol

Smg/mL. * Diferencias significativa P<0,05 precongelamiento y entre cada tratamiento
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5.5.2 VIABILIDAD ESPERMATICA

La viabilidad espermatica se vio afectada significativamente (P<0.05) por el proceso de
criopreservacion (Fig. 6), la adicion de Maca a concentraciones de 10 mg/mL, 20 mg/mL,
30 mg/mL (T1, T2, T3) y Resveratrol disminuyeron la viabilidad espermaética respecto al
medio precongelamiento. Posterior al congelamiento, el medio con Maca a 20 mg/mL
(T2) present6 una mejor viabilidad espermatica (48.8 + 5.69) y el Resveratrol (50.0 £5.64)
en comparacion con el medio Yolk (43.8 +4.83) (Tabla 1 y Figura 6)

ns

ns

ns

Precongelamiento  Medio Yolk Resveratrol
Tratamiento

Figura 6. Viabilidad espermatica por tratamiento en fresco 'y
congelacion/descongelacion. Pre congelamiento: antes del congelamiento, T1: Maca
10mg/mL, T2: Maca 20mg/mL, T3: Maca 30mg/mL y control positivo: Resveratrol

Smg/mL Diferencia significativa P<0,05; entre el control y cada grupo de tratamiento

31



5.2 INTEGRIDAD DE MEMBRANA (TEST DE HOST)

La integridad de membrana se vio afectada significativamente (P<0.05) por el proceso de
criopreservacion (Fig. 7), posterior al congelamiento la adicion de Maca a 20 mg/mL(T2)
presento mayores valores de integridad de membrana de (58.33 + 7.78) en comparacioén

con el medio Yolk (51.25 +7.72 ) (Tabla 1 y Figura 7).
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Figura 7 Integridad de membrana espermatica en fresco 'y
congelacion/descongelacion. Pre congelamiento: antes del congelamiento, T1: Maca
10mg/mL, T2: Maca 20mg/mL,T3: Maca 30mg/mL y control positivo: Resveratrol
Smg/mL .
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Tabla 1 Datos de pardmetros espermaticos en fresco y

congelacion/descongelacion

Grupos % movilidad % Viabilidad % HOST
Pre congelamiento 76.2 +7.72° 61.25+8.29* 69.16 £ 8.21*
Medio Yolk 23.8£5.28° 43.8 +4.83° 51.25+7.72°
T1 32.545¢ 44.6 +3.96° 47.1 +£6.20°
T2 404+£722"  48.8+5.69° 58.33 +£7.78
T3 22.1 £5.42° 38.3 £6.85¢ 52.1 +£3.96°
Resveratrol 29.2 +6.34¢ 50.0 £5.64¢ 57.5+3.37¢

Diferencia significativa P<0,05; entre el control y cada grupo de tratamiento. Pre congelamiento:
antes del congelamiento, T1: Maca 10mg/mL, T2: Maca 20mg/mL, T3: Maca 30mg/mL y control
positivo: Resveratrol Smg/mL

abed T etras diferentes entre filas indican diferencia significativa entre grupos
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Indice de Fragmentacion del ADN

251
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151
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5.3 FRAGMENTACION DE ADN ESPERMATICO

Los siguientes graficos resaltan los resultados de la fragmentacion relativa de ADN por

cada individuo. La fragmentacion de ADN experimentd un aumento significativo después

del congelamiento respecto al medio Yolk, los tratamientos con Maca (T1, T2, T3) y

Resveratrol, lo que evidencia dafio a nivel del ADN espermatico (Tabla 2 y Figura 8)
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Figura 8
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cn

T3 Resveratral

fresco y

Postcongelacion/descongelacion. Pre congelamiento: antes del congelamiento, T1:

Maca 10mg/mL, T2: Maca 20mg/mL, T3: Maca 30mg/mL y control positivo: Resveratrol

Smg/mL .Las diferencias significativas p <= 0.05; ns: p > 0.05, *: p <0.05, **: p <0.01,

% p <0.00
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5.4 EMISION TOTAL DE ESPECIES REACTIVAS AL OXiGENO (ROS)

La emision de especies reactivas al oxigeno (ROS) total de los espermatozoides de alpaca
aument6 en el medio Yolk (40 £+ 12.6) respecto al estado inicial de pre congelamiento
(29.2 £ 10.7) . Posterior al congelamiento, los medios con Maca a 10 mg/mL , 20 mg/mL,
30 mg/mL (T1, T2, T3) y Resveratrol , presentaron menores valores de emision de ROS

total, siendo la Maca a 20 mg/mL con (19.2 + 7.33) (tabla 2 y figura 9)
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Figura 9 Porcentaje de espermatozoides con una alta cantidad de ROS en fresco y
congelacion/descongelacion. Pre congelamiento: antes del congelamiento, T1 :Maca
10mg/mL, T2 : Maca 20mg/mL,T3: Maca 30mg/mL y control positivo: Resveratrol
Smg/mL .Las diferencias significativas p <= 0.05; ns: p > 0.05, *: p <= 0.05, **: p <=
0.01, ***: p <=0.00
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Figura 10 EMISION DE ESPECIES REACTIVAS AL OXIGENO (ROS). (a)

Espermatozoides con baja emision de ROS. (b) campo claro (c) espermatozoides con alta

emision de ROS (verde intenso). Aumento total: 400x
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5.5 PEROXIDACION LIPIDICA

El indice de actividad y funcion mitocondrial para cada muestra se realizaron en base a la
clasificacion de depdsitos de formazan (ver Fig. 11 y 12), obtenidos del nimero de celdas
clasificadas en cada categoria (Compacto: “C”, Subcompacto: “SC”, Focal: “F”,

Residual: “R”).

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos post descongelamiento

Figura 11 Depositos de formazan en la pieza intermedia del espermatozoide. Se

identificaron cuatro depositos de formazan. C (compacto), Sc (subcompacto), F(focal) y
D (difuso) en mitocondrias de espermatozoides de alpaca visualizadas con la técnica

NBT. Fotografias tomadas por microscopia optica 800X
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Tabla 2 Datos de Indice de fragmentacion de ADN, ROS e indice de actividad

mitocondrial en fresco y post descongelamiento

Fragmentaciéon de ADN ROS % Indice de actividad
mitocondrial

1.64 £ 0.832 29.2+10.7¢ 0.89+0.26%

4.47 +3.10° 40 + 12.6° 0,91 +0,28°
4.55+191° 25.8 £7.93¢2 0,896 + 0,26*
3.95+1.88¢ 19.2 +£7.33¢ 0,882 +0,17*
416 +£1.77? 30+ 14.8° 0,765+ 0,192
4.90 +2.65° 22.5 4 7.23% 0.872 % 0.09

Diferencia significativa P<0,05; entre el control y cada grupo de tratamiento. Pre congelamiento:
antes del congelamiento, T1: Maca 10mg/mL, T2: Maca 20mg/mL, T3: Maca 30mg/mL y control
positivo: Resveratrol Smg/mL

abed [ etras diferentes entre filas indican significativo entre grupos
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5.6 TASA DE ACTIVIDAD

Se identificaron las tasas de actividad citoquimica segin la cantidad de formazan
depositada en la vaina mitocondrial donde los patrones Compacto (tincion fuerte y
uniforme) y Subcompacto (deposito medio a fuerte) se asociaron con las tasas estdndary
sub estandar respectivamente; ambos fueron clasificados como Reacciones Intensivas.
Por otro lado, los patrones Focales (pocos depdsitos localizados) y Difusa (reaccion débil
y/o ausente) fueron relacionados con las tasas Baja y Residual respectivamente,
agrupados como reacciones reducidas. La comparacion de porcentajes de actividad

citoquimico espermaticos (Fig. 12) se resume en la Tabla 9

1.251

1.00 1

0.751

Indice de Actividad Mitocondrial

0.251

0.001

Precongelamiento  Medio Yolk T1 T2 T3 Resveratrol

Figura 12 Indice de actividad mitocondrial en fresco y congelacion/descongelacion Pre
congelamiento: antes del congelamiento, T1: Maca 10mg/mL, T2: Maca 20mg/mL, T3:
Maca 30mg/mL y control positivo: Resveratrol Smg/mL .Las diferencias significativas p

<=0.05; ns: p>0.05, *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.00
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TABLA 3. Tasas de Actividad Citoquimica de Oxidorreductasas en fresco y

postdescongelamiento
Tasa de actividad (%)
Estandar Sub-estandar Bajo Residual Reaccion Reaccion
(St) (Sub-st) (Low) (Res) intensiva reducida
(St + Sub- (Low + Res)
st)

Pre a a

38+19.4  13.5£9.42  0.90+0.65 0 51.5 0.9
congelamiento
Medio Yolk ~ 44.2£32.8 26.0+19.2 0.50+0.79 0.15+0.28 70.2° 0.65°
T1 479+32.1 13.7+£9.50 0.55+£1.50 0.01 £0.03 61.6° 0.55°¢
T2 21.3+£5.61 169+224 0.38+0.45 0.03+£0.12 38.2¢ 0.41¢
T3 403+21.2 11.0£844 0.53+0.73 0.08+0.15 51.32 0.61¢
Resveratrol 23.5+124 11.5+£9.66 2.22+0.46 0.02+0.06 35°¢ 2.22¢

Tasas de Actividad citoquimica de oxidorreductasas en los Grupos de Evaluacion.
Precongelamiento y Post descongelamiento: medio Yolk, T1: Maca 10mg/mL, T2: Maca
20mg/mL, T3: Maca 30mg/mL y Resveratrol Diferencia significativa P<0.05; entre el control y
cada grupo de tratamiento. ®*¢ Letras diferentes entre filas indican diferencia significativa entre

grupos.

Entre los tratamientos con Maca se encontrd una reaccion significativamente intensiva en

el medio Yolk (70,2 %), cercana a | valor del medio T1 con Maca 10mg/mL (71,1 %). La

Maca a 30mg/mL presento T3 (51.3%), los menores valores lo presentaron la Maca a 20

mg/mL (T2) y el Resveratrol, 38,2% y 35 % respectivamente. Respecto a las reacciones

reducidas, el medio Yolk y Maca a 30mg/mL ( T3) y el Resveratrol mostraron los mayores

valores (0,65 %), (0,61) y ( 2,22) respectivamente , el menor valor fue de la Maca a 20

mg/mL con (0.408) %, evidenciando pobre funcion mitocondrial .
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Figura 13 Tasas de actividad citoquimica segun la cantidad de formazan depositada en
fresco y congelacion/descongelacion. Pre congelamiento: antes del congelamiento, T1
:Maca 10mg/mL, T2 : Maca 20mg/mL,T3: Maca 30mg/mL y control positivo:
Resveratrol Smg/mL .Las diferencias significativas p < 0.05; ns: p > 0.05, *: p < 0.05,
*: p <0.01, ***: p<0.00
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CAPITULO VI: DISCUSION DE RESULTADOS

El presente estudio muestra los efectos crioprotectores de L. meyenii en los medios
de congelamiento sobre los pardmetros espermaticos de espermatozoides epididimarios.
Ademas, se incluyé un grupo control antioxidante suplementado con resveratrol como

control positivo por sus propiedades antioxidantes.

En este estudio, evaluamos varias caracteristicas celulares asociadas con la
funcionalidad y fertilidad de los espermatozoides, como la viabilidad, la integridad de la
membrana plasmatica, la integridad del ADN vy la funcién mitocondrial. Nuestros datos
sugieren que la adicion de maca negra atomizada protege contra el dafio post
congelamiento a niveles de la movilidad, integridad de membrana y disminucion de ROS

espermatico.

Durante la criopreservacion y descongelamiento de gametos, e incluso durante el
almacenamiento en nitrégeno liquido se producen dafios en los espermatozoides debido a
los cambios biofisicos que se dan en este proceso (Grotter et al., 2019). Por ello es
importante, utilizar medios con crioprotectores que puedan disminuir el dafo fisiologico

y bioquimico en los espermatozoides.

Diversos estudios han demostrado que la Maca tiene un efecto sobre la calidad
seminal en humanos y sementales que se relaciona con su alto poder y capacidad
antioxidante (Buyanbadrakh et al., 2020). Los componentes de L. meyenii se han
estudiado ampliamente en los ultimos afios debido a su capacidad antioxidante. La
presencia de glucosinolatos y Macamidas, permite que la Maca proteja a las células del
dafio producido por el estrés oxidativo (Ciani et al., 2017) . Por lo tanto, la suplementacion
del medio de congelacion con maca puede considerarse una estrategia valida para reducir

el dafio criogénico en esta especie.

Uno de los parametros mas relevante debido a su potencial fecundante es lamovilidad
espermatica, en nuestro estudio este parametro se vio afectado significativamente por el
proceso de criopreservacion (Fig. 5), la adicion de Maca a los medios post congelamiento
a concentraciones de 10 mg/mL, 20 mg/mL, 30 mg/mL (T1, T2, T3) mejoraron la
movilidad espermatica respecto al medio Yolk, existiendo un aumento mas significativo

en T2 (20mg/mL), con una movilidad de (40 + 2.45) (Tabla 1) , estos resultados son
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comparables con lo observado en los procesos de criopreservacion en espermatozoides de
alpaca cuya movilidad inicial que era del 46% descendio hasta el 24% luego del proceso

de congelamiento ( Juarez y Santiani, 2019 y Canorio et al., 2015).

Ademas, en cuanto a la movilidad espermatica, algunos investigadores han estudiado el
patrdon de fosforilacion de los espermatozoides, y se especula que inmediatamente después
del descongelamiento, el semen criopreservado mostraria un patron de fosforilacion
similar al observado en semen fresco sometido a capacitacion, por lo que también podria
ser un factor adicional al aumento de la movilidad en los espermatozoides post

descongelamiento (Pommer et al., 2003).

Por otra parte, Rubio er al., 2006 demostr6 que en la rata macho con dafio inducido por
acetato en la espermatogénesis y tratadas con Maca mostraron una mejora en la
espermatogénesis. Ademads, otros estudios demostraron que la suplementacién con Maca
negra en medios de crioconservacion mejoraron la supervivencia y conservaron intacta la
actividad de la membrana mitocondrial en células madre espermatogoniales de alpaca

(Valdivia et al., 2021).

Otro de los parametros estudiado fue la prueba HOST, que evalia si una membrana
intacta es bioquimicamente activa, ademas que la evaluacion de la funcion de la
membrana espermatica parece ser un marcador significativo de la capacidad fecundante
de espermatozoides .También se evalu6 la viabilidad espermética para corroborar los
resultados del HOST. Se observé que estos pardmetros son severamente afectados en los
procesos de congelamiento/descongelamiento de espermatozoides epididimarios
(Santiani et al. (2005; 2013), Mamani, 2019), Banda et al. ,2010 y (Juarez y Santiani,
2019). Acorde a ello, nuestros datos muestran que estos parametros fueron afectados por
el congelamiento, sin embargo la adicion de maca T1 (20 mg/ml) al medio de congelacion
mejord la viabilidad y la integridad de la membrana plasmatica significativamente.

También se estudio el estrés oxidativo relacionado con la emision de ROS total, la
fragmentacion de ADN vy la funcion mitocondrial.

Es importante destacar que la suplementacién con maca y resveratrol redujo el flujo
de entrada de ROS durante la criopreservacion entre todos los grupos de maca y
resveratrol en comparacion con el grupo medio de yolk. Ademas, la suplementacion con

20 mg/ml de maca mostrd la proporcion mas baja (p < 0,05) de células ROS positivas.
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Esta disminucién del flujo de ROS , es debido a las altas concentraciones de
antioxidantes, L. meyenii que contiene varios metabolitos secundarios que ayudan a
mantener bajos los niveles de ROS, es por ello que los efectos citoprotectores de la Maca
estan asociados con su actividad antioxidante, al aumentar la actividad enzimatica de la
superoxido dismutasa y mediante la eliminacion directa de radicales libres (Dzigciot et
al.; 2023).Un estudio en ratones ha demostrado que los metabolitos secundarios de la
Maca participan en la eliminacion de radicales hidroxilo y en la capacidad de eliminacion
de radicales libres de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, aumentando la actividad de la
superoxido dismutasa y glutation lo que disminuiria el estrés oxidativo (N. Inoue et al.,
2016). Sin embargo , existen diversos factores como la coloracion de los hipocotilos de
Maca o el uso de diferentes métodos de criopreservacion, procesamiento y tipos de
extraccion (metanol, cloroformo, DMSO y agua) de Maca que pueden modificar las
concentraciones de metabolitos bioactivos y producir estrés oxidativo (Tafuri et al.,

2019).

Ademas, es importante notar que la dosis mas alta de Maca evaluada en este estudio
no mostro efectos beneficiosos sobre los pardmetros evaluados. De manera similar a lo
informado por Leiva-Revilla et al. (2022) en bovinos, a este efecto potencialmente dafino
de dosis muy altas se le conoce como “efecto hormético”.

La hormesis se define como una respuesta adaptativa a los factores estresantes que
resulta en una bifasica relacion dosis-respuesta, de modo que la estimulacion con dosis
bajas da como resultado una adaptacion beneficiosa, mientras que una estimulacion con
dosis altas la dosis produce un efecto toxico ( Calabrese et al., 2010) . Ademas, este efecto
nocivo podria ser seguido por un exceso de concentracion de antioxidantes que al reducir
demasiados oxidantes se observaria una eliminacion excesiva de ROS , lo que podria ser
perjudicial para la funcion de los espermatozoides que en baja concentraciones, son

necesarias para las funciones de los espermatozoides ( Rashki, e al., 2021).

Por lo tanto, es muy recomendable determinar el rango 6ptimo de concentraciones de

cada extracto de maca para ser utilizado posteriormente en estudios in vitro.

Otro de los indicadores potenciales de fecundacion estudiados fue la fragmentacion de
ADN espermatico. Aunque no encontramos diferencias en la tasa de fragmentacion del
ADN entre los grupos, si hubo una tendencia hacia una mayor tasa en las muestras

criopreservadas acorde a estudios anteriores( Mamani et al ., 2019 y Santiani et al., 2005).
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En cuanto a la funcion mitocondrial analizada en este estudio esta relacionada con la
membrana mitocondrial que contiene acidos grasos poliinsaturados y, por lo tanto, estos
son muy susceptibles a la oxidacién por radicales libres, especialmente durante los

procedimientos de congelacion (Drevet, ef al., 2022 ) .

Respecto a la funcion mitocondrial, no se encontraron diferencias significativas entre
los tratamientos post descongelamiento. Resultados similares se observaron en equinos
alimentados con Maca en un periodo entre 30 y 120 dias, los espermatozoides fueron
almacenados a 5°C y posteriormente evaluados a las 24, 48, y 72 horas, aun cuando otros
parametros espermaticos si disminuyeron debido al dafio producido por el ROS, no se
detectd ninguna diferencia significativa en la peroxidacion de lipidos (Del Prete er al.,

2018). °

Acorde a ello, Restrepo er al (2019), observo la pérdida de movilidad en
espermatozoides de equino post descongelamiento pero sin diferencias significativas en
la peroxidacion lipidica. Esto estaria relacionado debido a que los dafios en las membranas
bioldgicas de los espermatozoides pueden causar fusion y pérdida de acidos grasos
saturados e insaturados, lo que podria explicar la menor presencia de lipidos peroxidados.
Se podria también especular que este efecto puede estar asociado con una eliminacion
optimizada de ROS, manteniendo asi una actividad mitocondrial controlada. Sin embargo,
esta suposicion requiere mayores investigaciones a futuro que puedan dilucidar estos

mecanismos bioquimicos.

Finalmente es importante investigaciones a futuro que puedan dilucidar marcadores
moleculares relacionados con la movilidad, la fertilidad y la capacidad de congelacion de

los espermatozoides epididimario de alpaca suplementados con maca.
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CAPITULO VII: CONCLUSIONES

En conclusion, la suplementacion con 20 mg/mL de Maca negra en los medios mejora los
parametros espermaticos como la movilidad espermatica, la viabilidad espermatica y la
integridad de la membrana, también disminuye la emision de ROS espermaticos totales
después de la congelacion mostrando la propiedad antioxidante natural de la Maca Negra.
Asi, la Maca es una alternativa valida como suplemento natural citoprotector en el medio
de criopreservacion de espermatozoides epididimales de alpacas. Estudios adicionales se
centraran en el uso de espermatozoides crioalmacenado suplementado con Maca en las

capacidades de fecundacion In vitro (IVF) o in vivo mediante inseminacion artificial (IA).
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CAPITULO IX: ANEXOS

Anexo N°1. Datos y estadisticos de parametros espermaticos

Movilidad espermatica (%)

PRECONG maca
ELAMIEN | Medio maca maca | 30mg/m
MUESTRA TO Yolk 10mg/ml | 20mg/ml 1 resveratrol

1 75 10 15 25 10 15
2 80 25 30 40 35 35
3 90 45 40 50 20 30
4 85 35 30 40 30 35
5 85 25 30 35 30 18
6 80 25 30 35 30 30
7 75 20 30 45 30 35
8 80 15 30 40 20 30
9 90 10 15 20 15 15
10 75 20 15 30 20 15
11 80 20 15 25 20 20
12 75 15 20 25 20 15

Tratamiento

Medio_volk
Precongelamiento
Resveratrol

Tl
T2
T3
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Viabilidad espermatica (%)

Medio maca maca maca
MUESTRA |PRECONGELAMIENTO| Yolk | 10mg/ml | 20mg/ml | 30mg/ml |resveratrol
1 75 10 15 25 10 15
2 80 25 30 40 35 35
3 90 45 40 50 20 30
4 85 35 30 40 30 35
5 85 25 30 35 30 18
6 80 25 30 35 30 30
7 75 20 30 45 30 35
8 80 15 30 40 20 30
9 90 10 15 20 15 15
10 75 20 15 30 20 15
11 80 20 15 25 20 20
12 75 15 20 25 20 15
Estadisticos descriptivos

Tratamiento mean SD Cv

Medio_yolk 43.8B 4.83 11.0

Precongelamiento 61.2 8.29 13.5

Resveratrol 50 5.64 11.3

T1 44.6 3.96 B.EB9

T2 48.8 5.69 11.7

T3 38.3 ©6.85 17.9
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HOST (%)

MUESTRA | PRECONGELAMIENTO | Medio T1 T2 T3 Resveratrol
Yolk
1 70 45 60 65 60 55
2 75 50 45 65 55 60
3 65 45 45 55 50 55
4 60 65 55 45 50 55
5 65 50 45 65 55 60
6 60 45 45 55 50 55
7 70 50 40 65 55 60
8 60 45 45 55 50 55
9 85 50 45 65 45 60
10 75 45 40 55 50 55
11 80 65 55 45 50 65
12 65 60 45 65 55 55
Estadisticos descriptivos

Tratamiento mean sD CV

<chr> <dbl> <dbl> <dbl=>

Medio_yolk 1.2 .72 15.1

Precongelamiento 69.2 8.21 11.9

Resveratrol 57.5 3.37 5.86

T1 47.1 6.20 13.2

T2 8.3 7.78 13.3

T3 2.1 3.96 7.61
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Anexo N°3. Datos y estadisticos de ROS, fragmentacion de ADN y peroxidacion lipidica

ROS (%)
Precongelamiento Medio T1 T2 T3 Resveratrol
Yolk
1 50 30 10 10 20 10
2 40 30 25 20 25 20
3 25 40 25 20 50 15
4 15 25 35 30 30 25
5 20 30 25 35 60 20
6 18 25 20 15 30 30
7 25 50 25 10 25 25
8 25 60 35 20 30 30
9 25 50 25 15 45 35
10 28 40 25 20 20 25
11 38 40 20 15 15 20
12 41 60 40 20 10 15
Descriptivos
Grupo | Media Desv.
S Estandar
Pre 29.2 10.7
T1 40 12.6
T2 25.8 7.93
T3 19.2 7.33
T4 30 14.8
T5 22.5 7.23
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Analisis Estadistico (wilcox.test)

Comparaciones p value
Pre T1 0.030 *
Pre T2 0.509 ns
Pre T3 0.0153 *
Pre T4 0.930 ns
Pre TS 0.159 ns
T1 T2 0.0038 wx
T1 T3 0.00024 otk
T1 T4 0.069 ns
T1 T5 0.000971 otk
T2 T3 0.0229 *
T2 T4 0.637 ns
T2 TS 0.310 ns
T3 T4 0.0426 *
T3 TS 0.224 ns
T4 TS 0.241 ns
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Fragmentaciéon de ADN

Descriptivos
Grupo | Media Desv.

S Estandar

Pre 1.201644 | 0.265216
2

T1 3.790630 | 0.667084
3

T2 3.349094 | 0.636547
5

T3 3.320535 | 0.513413
3

T4 3.268735 | 0.524911
2

Analisis Estadistico (T-Test)

Comparaciones p value
Pre T1 0.000000102 oAk
Pre T2 0.000000413 ook
Pre T3 0.0000000216 oAk
Pre T4 0.0000000411 ook
T1 T2 0.147 ns
Tl T3 0.0955 ns
T1 T4 0.0685 ns
T2 T3 0.913 ns
T2 T4 0.762 ns
T3 T4 0.826 ns
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Peroxidacion lipidica

Data de patrones de NBT
Tasa de
actividad (%)
Muestra Compacto Subcompacto | Subcompacto | Difuso
1 Precongelamiento 28 17 7 0
Medio Yolk 17 76 6 5
T1 33 39 0 0
T2 11 2 1 0
T3 15 5 0 0
Resveratrol 18 32 4 2
Compacto Subcompacto | Subcompacto | Difuso
2 Precongelamiento 29 9 2 0
Medio Yolk 34 13 0 0
T1 92 33 0 0
T2 24 6 0 0
T3 53 2 1 0
Resveratrol 30 6 0 0
Compacto Subcompacto | Subcompacto | Difuso
3 Precongelamiento 32 4 0 0
Medio Yolk 28 11 0 0
T1 92 23 0 0
T2 10 3 1 0
T3 54 12 0 5
Resveratrol 18 45 2 0
Compacto Subcompacto | Subcompacto | Difuso
4 Precongelamiento 27 9 0 0
Medio Yolk 6 10 2 0
T1 31 17 0 0
T2 24 13 1 0
T3 16 5 2 1
Resveratrol 27 3 0 0
Compacto Subcompacto | Subcompacto | Difuso
5 Precongelamiento 24 15 6 0
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Medio Yolk 35 46 0 0
T1 86 44 0 0
T2 25 12 1 0
T3 16 1 0 0
Resveratrol 29 15 4 0
Compacto Subcompacto | Subcompacto | Difuso
6 Precongelamiento 17 40 4 0
Medio Yolk 67 18 8 9
T1 92 23 0 0
T2 21 3 0 0
T3 55 22 1 1
Resveratrol 21 19 4 0
Compacto Subcompacto | Subcompacto | Difuso
7 Precongelamiento 67 13 2 0
Medio Yolk 30 53 1 0
T1 27 2 0 0
T2 22 4 2 0
T3 30 13 2 1
Resveratrol 9 35 2 0
Compacto Subcompacto | Subcompacto | Difuso
8 Precongelamiento 74 18 2 0
Medio Yolk 95 5 0 1
T1 27 12 17 1
T2 18 14 5 0
T3 19 15 9 0
Resveratrol 58 16 1 0
Compacto Subcompacto | Subcompacto | Difuso
9 Precongelamiento 58 10 3 0
Medio Yolk 115 19 0 0
T1 35 17 0 0
T2 24 17 0 0
T3 32 20 2 0
Resveratrol 19 7 0 0
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Compacto Subcompacto | Subcompacto | Difuso
10 Precongelamiento 42 48 2 0
Medio Yolk 54 59 1 1
T1 14 16 5 0
T2 28 89 3 4
T3 70 38 1 2
Resveratrol 16 6 0 0
Compacto Subcompacto | Subcompacto | Difuso
11 Precongelamiento 44 17 5 0
Medio Yolk 24 56 2 2
T1 16 4 0 0
T2 25 90 1 0
T3 70 35 1 0
Resveratrol 19 6 0 0
Compacto Subcompacto | Subcompacto | Difuso
12 Precongelamiento 14 31 3 0
Medio Yolk 25 80 0 0
T1 30 5 0 0
T2 24 36 0 0
T3 54 20 2 0
Resveratrol 18 7 0 0
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Indice de actividad mitocondrial

Muestra Indice de
actividad
mitocondrial
1 Precongelamiento 0,807
Medio Yolk 0,697
Tl 0,838
T2 0,907
T3 0,925
Resveratrol 0,746
2 Precongelamiento 0,8975
Medio Yolk 0,458
Tl 0,9208
T2 0,94
T3 0,977
Resveratrol 0,95
3 Precongelamiento 0,966
Medio Yolk 0,457
T1 0,94
T2 0,8857
T3 0,8859
Resveratrol 0,771
4 Precongelamiento 0,916
Medio Yolk 0,7556
T1 0,8937
T2 0,8789
T3 0,841
Resveratrol 0,97
5 Precongelamiento 0,8066
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Medio Yolk 0,8296
Tl 0,89846
T2 0,8868
T3 0,9823
Resveratrol 0,84791
Precongelamiento 0,757377
Medio Yolk 0,8127
Tl 0,94
T2 0,9625
T3 0,8962
Resveratrol 0,80681
Precongelamiento 0,9353
Medio Yolk 0,802
Tl 0,9793
T2 0,907
T3 0,8652
Resveratrol 0,741
Precongelamiento 0,9255
Medio Yolk 0,986
Tl 0,6881
T2 0,6976
T3 0,7155
Resveratrol 0,926
Precongelamiento 0,9281
Medio Yolk 0,9503
Tl 0,8849
T2 1,025
T3 0,8792
Resveratrol 0,919
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10 Precongelamiento 1.588
Medio Yolk 0,91142
T1 0,7628
T2 1.5266
T3 1,277
Resveratrol 0,808
11 Precongelamiento 0,6239
Medio Yolk 0,556
T1 0,4947
T2 0,712
T3 0,8540
Resveratrol 1.05454
12 Precongelamiento 0,554
Medio Yolk 0,964
T1 1,675
T2 0,424
T3 0,5444
Resveratrol 0,916

Estadistico indice de actividad mitocondrial

Tratamiento m
Before.freezing 0.
Rezveratrol 0
T1 0.
T2 0.
T3 ]
yolk.medium 0

24n

892 0.25
. 871 0.09
910 0.27
896 0.25
. 882 0.17
. 765 0.18
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Analisis Estadistico (wilcox.test)

Comparaciones p value
Pre Tl 0.772 ns
Pre T2 0.977 ns
Pre T3 1 ns
Pre T4 0.885 ns
Pre TS 0.977 ns
T1 T2 0.817 ns
T1 T3 0.729 ns
T1 T4 0.583 ns
T1 TS 0.685 ns
T2 T3 0.908 ns
T2 T4 0.977 ns
T2 TS 0.977 ns
T3 T4 0.729 ns
T3 TS 1 ns
T4 TS 0.79 ns
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SCORING FACTOR
COMPACT

Compact

Scaring factor

H

PRE T T2 T 4 TS
Tratamiento

Figura 1. Se aplico la prueba wilcox.test para muestras pareadas. ns: p > 0.05, *: p <= 0.05, **: p <=0.01,

*E%: p<=0.00
Descriptivos
Grupos | Media Desv.
Estandar

Pre 38 19.4
T1 442 32.8
T2 47.9 32.1
T3 21.3 5.61
T4 40.3 21.2
T5 23.5 12.4
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Analisis Estadistico (wilcox.test)

Comparaciones p value
Pre Tl 0.885 ns
Pre T2 0.563 ns
Pre T3 0.009 *x
Pre T4 0.862 ns
Pre T5 0.049 *
T1 T2 0.885 ns
T1 T3 0.014 *
T1 T4 0.954 ns
T1 T5 0.049 *
T2 T3 0.004 ok
T2 T4 0.685 ns
T2 T5 0.0257 *
T3 T4 0.0598 ns
T3 TS 0.750 ns
T4 T5 0.118 ns
SUBCOMPACTO
. ‘ !

Scaring factor
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Figura 2. Se aplico la prueba wilcox.test para muestras pareadas. ns: p > 0.05, *: p <= 0.05, **: p <= 0.01,

**%: p<=0.00
Descriptivos
Grupos | Media Desv.
Estandar
Pre 13.5 9.42
T1 26.0 19.2
T2 13.7 9.50
T3 16.9 22.4
T4 11.0 8.44
T5 11.5 9.66

Analisis Estadistico (wilcox.test)

Comparaciones p value
Pre T1 0.0437 *
Pre T2 0.908 ns
Pre T3 0.370 ns
Pre T4 0.623 ns
Pre T5 0.386 ns
T1 T2 0.133 ns
Tl T3 0.133 ns
T1 T4 0.0829 ns
T1 T5 0.0461 *
T2 T3 0.452 ns
T2 T4 0.435 ns
T2 T5 0.603 ns
T3 T4 0.908 ns
T3 T5 0.623 ns
T4 TS 0.885 ns
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FOCAL

Focal

Seoring factor

T e S s EESSS— ﬁ

Tratamiento

Figura 3. Se aplico la prueba wilcox.test para muestras pareadas. ns: p > 0.05, *: p <= 0.05, **: p <=0.01,
*Ex p<=0.00

Descriptivos

Grupos | Media Desv.

Estandar
Pre 0.9 0.652
T1 0.5 0.792
T2 0.55 1.50
T3 0.375 0.445

T4 0.525 0.725

T5 2.22 4.58
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Analisis Estadistico (wilcox.test)

Comparaciones p value
Pre T1 0.0659 ns
Pre T2 0.0533 ns
Pre T3 0.0597 ns
Pre T4 0.0542 ns
Pre T5 0.172 ns
T1 T2 0.179 ns
T1 T3 0.832 ns
Tl T4 0.451 ns
T1 T5 0.780 ns
T2 T3 0.069 ns
T2 T4 0.034 *
T2 TS 0.139 ns
T3 T4 0.566 ns
T3 TS 1 ns
T4 T5 0.787 ns
DIFFUSO
: ns
|
L
——— —_—

71

Tratamiento




Figura 4. Se aplico la prueba wilcox.test para muestras pareadas. ns: p > 0.05, *: p <= 0.05, **: p <= 0.01,
**%: p<=0.00

Descriptivos

Grupos | Media Desv.

Estandar
Pre 0 0
T1 0.15 0.278

T2 0.008 0.0289

T3 0.033 0.115

T4 0.0833 0.147

T5 0.0167 0.0577

Analisis Estadistico (wilcox.test)

Comparaciones p value
Pre T1 0.0564 ns
Pre T2 0.359 ns
Pre T3 0.359 ns
Pre T4 0.0563 ns
Pre T5 0.359 ns
Tl T2 0.0574 ns
T1 T3 0.0808 ns
Tl T4 0.846 ns
T1 T5 0.0743 ns
T2 T3 1 ns
T2 T4 0.0620 ns
T2 TS 1 ns
T3 T4 0.0945 ns
T3 TS 1 ns
T4 T5 0.0871 ns
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Anexo N°4. Composicion de la Maca Juvens Negra

CAYENATURELRL.
RUC 20523246535
PORTA 130 INT. 702
Lima 18 - Perg

PRODUCTO PERUANO

PERUVIAN PRODUCT

Reg. San. N8005210N
NAATDL

Maca Negrq Atomizada
ARTPACK PERU SALC, /1 Atomized BlQCk MQCO

RUC 20512906584
Teléfono 2635008

Envasado por:

Contenido Neto 3 ar.
Net Content 3gr

Maca Samples
Comp Black Maca Red Maca
Formic acid 4.10 694
Adenine 623 5.06
Fumaric acid 13.79 1543
Urnidine 10.82 10.71
Sucrose 163236 1368.35
Glucotropacolin 7750 7208
Macamides 55.21 39 86
Choline 327 H 99
GABA 009 7659
Malic acid 83 88 92.81
Glutamine 132.01 118.27
Proline 875.25 83298
Fatty acids S04.55 37836
Alanine 156.22 15241
Valine 11148 10761
Phytosterols 2423 21.10




Anexo N°5. Cromatograma de la Maca negra

Fondo del Consejo Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacién Tecnoldgica/Fondo Nacional de
Ciencia y Tecnologia (CONCYTEC/FONDECYT), Peru, Circulo de Investigacion de Plantas con Efecto en
la Salud, (Grant no. 010-2014-FONDECYT). Cromatograma del extracto metandlico de Maca negra
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