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Resumen

Cierta evidencia sugiere que las dimensiones de la cabeza de los espermatozoides podrian
indicar su criosupervivencia. Los dafios causados por los protocolos de criopreservacion
podrian ser evaluados segun la variacion de las dimensiones morfométricas de los
espermatozoides de animales silvestres. Por ello, se evalué las caracteristicas morfométricas
de la cabeza y pieza intermedia de los espermatozoides frescos y criopreservados de venado
de cola blanca, mono chorongo y tapir amazoénico almacenados en el banco criogénico de la
Universidad de Cuenca. Para este propoésito las muestras esperméticas frescas, congeladas—
descongeladas y vitrificadas—calentadas fueron fijadas, tefiidas, montadas y evaluadas en el
sistema ASMA-CASA. Se evalué la longitud, anchura, area, perimetro, elipticidad, elongacion
rugosidad y regularidad de la cabeza, asi como la anchura y area de la pieza intermedia. La
congelacién no alterd (P>0,05) las dimensiones morfométricas de los espermatozoides de
venado y del mono. Sin embargo, las dimensiones de la cabeza de los espermatozoides de
venado se redujeron (P<0,05) y contrariamente, las dimensiones de cabeza de
espermatozoides de mono incrementaron (P<0,05) post vitrificacibn con respecto a sus
valores en fresco. El area de la cabeza de los espermatozoides de los animales silvestres
fue: (en pm?) venado (29,8+0,77 vs. 29,7+0,29 y 20,7+0,17 respectivamente), mono
(14,3+0,33 vs. 14,8+0,25 y 16,3+0,28), y tapir (17,7%0,25). Concluyendo, el proceso de
congelacién no alteré las dimensiones de los espermatozoides de venado y mono, sin
embargo, la vitrificacion redujo la morfometria de la cabeza espermatica de venado, e

incremento las dimensiones de la de los espermatozoides del mono chorongo.

Palabras clave: Tapirus terrestris, Odocoileus virginianus, Lagothrix poeppiggdi,
morfometria, espermatozoides
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Abstract

Certain evidence suggests that the dimensions of sperm head could indicate their cryosurvival.
Damage caused by cryopreservation protocols could be evaluated based on the variation in
morphometric dimensions of sperm from wild animals. Therefore, we evaluated the
morphometric characteristics of fresh and cryopreserved sperm, specifically the head and
midpiece, from white-tailed deer, spider monkeys, and Amazonian tapirs stored in the
cryogenic bank at the University of Cuenca. For this purpose, fresh, frozen-thawed, and
vitrified-warmed sperm samples were fixed, stained, mounted, and evaluated using the
ASMA-CASA system. We assessed the length, width, area, perimeter, ellipticity, elongation,
roughness, and regularity of the sperm head, as well as the width and area of the midpiece.
Freezing did not alter (P>0.05) the morphometric dimensions of deer and monkey sperm.
However, the dimensions of deer sperm head decreased (P<0.05), while the dimensions of
monkey sperm head increased (P<0.05) after vitrification compared to their fresh values. The
head area of sperm from wild animals was as follows (in um?2): deer (29.8+£0.77 vs. 29.7+0.29
and 20.7+0.17, respectively), monkey (14.3+0.33 vs. 14.8+0.25 and 16.3+0.28), and tapir
(17.7+0.25). In conclusion, the freezing process did not alter the dimensions of deer and
monkey sperm, but vitrification reduced the morphometry of deer sperm head and increased

the dimensions of spider monkey sperm head.

Keywords: Tapirus terrestris, Odocoileus virginianus, Lagothrix poeppiggi,

morphometry, spermatozoa
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Capitulo 1: Introduccién
Las estrategias de conservacién de animales silvestres en el Ecuador han sido desarrolladas
in situ en diferentes parques nacionales (Parque Nacional Galdpagos, Parque Nacional
Yasuni, Parque Nacional Cajas), zonas protegidas y en cautiverio ya sea en refugios y/o
zoologicos (Reserva ecologica Antisana, Centro de rescate amazonico AmaZOOnico,
Zoolégico Centro de Rescate Yanacocha, Fundacién Zoolégica del Ecuador, Zoorefugio
Chimborazo, Refugio de Vida Silvestre Pasochoa, Zooldgico Yurak Allpa, Zoolégico Amaru).
Si bien, entidades gubernamentales como el Ministerio del Ambiente (MAE) e Instituto
Nacional de Biodiversidad (INABIO) son los responsables de vigilar y salvaguardar la
integridad de especies silvestres amenazadas en diferentes habitats, ya sea natural o en
cautiverio, su alcance sobre la gestion de recursos genéticos para estrategias de
conservacién ex situ es relativamente limitada (Tirira et al.,, 2018). Ademas, las
subpoblaciones de mamiferos silvestres en el Ecuador se han reducido notablemente (hasta
un 33%) debido a actividades antropogénicas como la destruccién del habitat, la caza
excesiva o la competencia con los herbivoros introducidos (Cisneros & Andreuw, 2011; Holt,
1999). Entre las especies en peligro estan el tapir amazénico (Tapirus terrestris), venado de
cola blanca (Odocoileus virginianus) y el mono chorongo (Lagothrix poeppiggi); estas
especies son vulnerables por la pérdida de su habitat, debido a la tala de arboles y el trafico
ilegal de animales, entre otras (Alvarez et al., 2018). Ademas, el desconocimiento de la tasa
reproductiva y su largo periodo de gestacion, los vuelve susceptibles a una via de extincion.
De hecho, segun el “Libro Rojo de los Mamiferos del Ecuador” (Tirira, 2011b; Vallejo &
Burneo, 2020), el tapir amazdnico y el mono chorongo se encuentran en peligro de extincion,
mientras que el venado de cola blanca se encuentra en amenaza latente categorizada como
“Casi Amenazada”. Por otro lado, el venado de cola blanca Peruano si esta categorizado

como “En peligro” (Tirira, 2011; Vallejo & Burneo, 2020).

La preservacion de material genético junto con la aplicacion de biotecnologias reproductivas
resulta ser muy Util para conservar especies silvestres categorizadas en amenaza latente de
extincion. Se han desarrollado nuevas estrategias de conservacion ex situ, destinadas a
establecer una poblacidn viable mediante la criopreservacién de recursos genéticos animales
(Ej. gametos, embriones y otras muestras de células-tejidos o ADN) (Andrabi & Maxwell,
2007). En el Ecuador, no se dispone de protocolos o estrategias de conservacion del material
genético como espermatozoides, 6vulos y/o embriones, para su gestion de especies

silvestres amenazadas en vias de extincion.
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La normativa que rige en el Ecuador con respecto al uso de material genético de animales
(silvestres) esta preceptuada por la “Normativa Andina sobre Biotecnologia” la cual es
obligatoria para los paises que conforman la comunidad Andina. En el Ecuador existe la “Ley
Forestal y de Conservacion de Areas Naturales y Vida Silvestre” que segun los Articulos 73
y 74 indican que el Ministerio del Ambiente (MAE) es la entidad que establecera estaciones
de investigacion y conservacion de recursos zoogenéticos (Asamblea Nacional del Ecuador,
2004; Pefia, 2005). En este mismo sentido, la FAO (Food and Agriculture Organization)
sugiere la implementacion de medidas de conservacion del material zoogenético, ya sea de
manera in vivo mediante refugios o zooldgicos, o in vitro mediante la conservacién bioldgica
y/o criogénica (Ej. banco criogénicos de espermatozoides, 6vulos o embriones) (FAO, 2007).
Por ejemplo, en Chile se implementé un programa de biotecnologia mediante la creacién de
un banco de recursos genéticos criopreservado que permite la conservacion gametas
(espermatozoides) de especies silvestres consideradas como “bajo amenaza”, incluyendo

rumiantes silvestres (Huemul, Hippocamelus bisulcus) (FIA, 2011)

Los programas de conservacion in situ y ex situ para algunas especies de mamiferos en
peligro de extincién pueden beneficiarse de las biotecnologias reproductivas modernas o de
las técnicas de reproduccion asistida (TRA) que incluyen la inseminacion artificial (1A),
transferencia de embriones (ET), fecundacién in vitro (FIV), micromanipulacién de gametos-
embriones, y banco de recursos genéticos. La criopreservacion de espermatozoides junto con
lalA son las TRASs que mas se usan en programas de conservacion de venado de cola blanca,
segun lo reportado por Asher et al. (2000) y Magyar et al. (1989). Es por ello, que prioriza la
necesidad de evaluar las caracteristicas espermaticas de los animales silvestres antes de la
implementacion de un banco germoplasma y de biotecnologias reproductivas. Sin embargo,
para poder aplicar eficientemente las TRASs, se necesita entender la biologia basica de los
espermatozoides y su respuesta a los procesos criogénicos, asi como las criolesiones

celulares provocadas por los procesos de congelacién y/o vitrificacion (Comizzoli, 2015).

A mas de las caracteristicas cinéticas, biolégicas y funcionales de los espermatozoides, es
necesario valorar otros parametros que influyen directamente en la eficacia de los protocolos
de criopreservacion. La evaluacion de las dimensiones morfométricas de la cabeza y pieza
intermedia de los espermatozoides es una valoracion importante para evaluar la eficacia de
los protocolos de criopreservacion (coloca una cita que respalde este parrafo). La reduccion
0 aumento de las medidas (area) de la cabeza después de la criopreservacion sugiere que el
protocolo afecta notablemente a las células causando un estrés osmético, deshidratacion-

rehidratacion extrema, condensacion de la cromatina y dafio de ADN (O’Brien et al., 2019;
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Watson, 2000). El protocolo de criopreservaciéon Optimo es aquel que después de la
criopreservacion mantienen las medidas morfométricas de la cabeza dentro de las medidas
de estos antes de la criopreservacion (Esteso et al., 2006).

Existen investigaciones precursoras en otras especies de mamiferos silvestres como aoudad
(Ammotragus lervia sahariensis), cabra montés ibérico (Capra pyrenaica), rebeco (Rupicapra
pyrenaica), bisonte europeo (Bison bonasus), muflon (Ovis musimon), gacela dama (Gazella
dama), gacela dorcas saharaui (Gazella dorcas negligencia), sitatunga (Tragelaphus spekii),
fiu cola blanca (Connochaetes gnou), ciervo ibérico (Cervus elaphus hispanicus), ciervo del
Rey David (Elaphurus davidianus), gamo (Dama dama), muntjac (Muntiacus muntjak), jirafa
(Giraffa camelopardalis rothschildi) , oso pardo (Ursus arctos), panda gigante (Ailuropoda
melanoleuca), macaco de Berberia (Macaca sylvanus), koala de Queensland (Phascolarctos
cinereus adustus) y delfin mular (Tursiops truncatus truncatus); todas ellas incluidas en
“categoria de especies en lista Roja” (O’brien et al., 2019). En este reporte se detalla la
morfometria de la cabeza de espermatozoides de estas especies silvestres sometidas a la
congelacion convencional y ultrarrapida (o vitrificacion) usando de 100 a 250 mM de sacarosa.
Alli se evidencia la diferencia del tamafio (largo, ancho, area y longitud) de la cabeza de los

espermatozoides antes y después de la criopreservacion en cada método.

En cuanto al Tapir amazonico, conocido también como Danta, existe dos reportes precursores
realizados en Ecuador. En el primero, Guevara, (2018) reportd resultados de motilidad y
viabilidad espermaética después del proceso de congelacion convencional usando vapores de
nitrdgeno liquido (NL); los resultados fueron poco alentadores. En segundo reporte realizado
por la Universidad de Cuenca, Pifia (2022) obtuvo tres eyaculados de semen de un Tapir
amazaonico de 10 afos de edad, sin embargo, no se logré congelar debido a que las muestras
fueron asthenozoopérmicas. En este constituy6 se evalu6 las dimensiones morfométricas de
la cabeza y constituyo el primer reporte en el tapir. Por otro lado, hasta donde se conoce, no
existen evidencia sobre la cinética, morfometria o criopreservacién espermatica de mono

chorongo.

Esta investigacion constituye un punto inicial en la criopreservacion de espermatozoides de
venado de cola blanca, tapir amazdnico y mono chorongo mediante la implementacion un
banco germoplasma. Ademas, proporciona datos biol6gicos de las medidas de la cabeza de
los espermatozoides que demuestran los efectos de la criopreservaciéon. Finalmente, esta
investigacion aporta informacion base para la aplicacion de biotecnologias reproductivas con

la finalidad de aportar en la conservacion ex situ de especies silvestres mantenidas de
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cautiverio, como ya ha sido desarrollado en otros lugares (Estrella et al., 2005; Beracochea,
2014).
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Evaluar las caracteristicas morfométricas de la cabeza y pieza intermedia de los
espermatozoides criopreservados de las diferentes especies silvestres almacenados en el

banco criogénico de la Universidad de Cuenca

1.2.2 Objetivos especificos

o Evaluar las dimensiones de la cabeza y pieza intermedia de espermatozoides de
muestras frescas disponibles en el laboratorio de Biotecnologia de todas las especies
silvestres registradas

e Evaluar las dimensiones de la cabeza y pieza intermedia de espermatozoides post-
descongelacion y/o post-vitrificacion de todas las especies silvestres almacenadas

en el banco criogénico.

1.3 Pregunta de investigacion

¢Las dimensiones de la cabeza y pieza intermedia de los espermatozoides de los animales
silvestres descongelados en el banco criogénico de la Universidad de Cuenca varian segun

las muestras frescas, congeladas — descongeladas vy vitrificadas — calentadas?
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Capitulo 2: Revision de literatura

2.1 Antecedentes

El estudio del esperma del venado de cola blanca a nivel internacional determina que las
muestras tomadas de la cola del epididimo, los resultados fueron bajos en términos de
motilidad, volumen y concentracion de espermatozoides (Velazquéz, 2011). Sin embargo,
estos resultados son suficientes en calidad para preservar los espermatozoides y usarlos en
una IA. Gregorio, (2018) evalu6 directamente la morfometria del O. virginianus peruvianus y
reporto las siguientes dimensiones morfométricas de la cabeza espermética, largo 7,7 + 0,50
um; area: 25,5 + 2,05 um?; ancho: 3,9 + 0,21 uym; y perimetro: 22,0 + 1,60 ym.

Asimismo, otras caracteristicas morfométricas que determinan la forma de la cabeza de los
espermatozoides fueron evaluadas: elipticidad 2,0 + 0,14; rugosidad 0,7 + 0,07; elongacion
0,3 + 0,03 y regularidad 0,9 + 0,04 (Gregorio, 2018). Las caracteristicas macroscoépicas y
microscopicas del volumen seminal fueron de color rosa palido, con un volumen seminal de
2,5ml y un pH de 5,85 ademéas tuvo un 1.65% de espermatozoides motiles, a una
concentracion espermatica de 54,3 X 10° espermatozoides/mL.

Acerca del tapir amazénico no existen estudios que concluyan especificamente la morfologia
de los espermatozoides, sin embargo Tipkantha et al., (2011) al evaluar los eyaculados del
tapir malayo (Tapirus Indicus) obtienen como resultado que en la mayoria de estos existia un
alto porcentaje de espermatozoides morfolégicamente anormales (92%) y solo un 6,7 £ 2,6%
morfol6gicamente normales. El porcentaje de membrana acrosomal intacta fue del 39,2 +
8,5%. La media de defectos morfoldgicos primarios y secundarios en semen fresco fue del
42 % al 52 %, respectivamente. El eyaculado también contenia una gran cantidad de

acrosomas anormales (51,7 £ 22,5 %).
2.2 Morfologia del venado de cola blanca

El venado de cola blanca es un ciervo de tamafio mediano que se caracteriza por un cuello
largo y relativamente grueso, patas largas, hocico largo y orejas grandes. La parte superior
es de color marrén claro a marrén grisiceo en verano y grisacea o pardusca en invierno. El
pelaje es blanco en el vientre, parte inferior de la cola y en el cuello, y tiene rayas alrededor
de la nariz y los ojos. El pelaje de invierno se caracteriza por un pelaje mas tosco, tubular y
rigido. Los jovenes tienen manchas blancas (moteadas). Cuernos en la coronilla, a la altura
de las orejas, con la rama principal curvdndose hacia adelante y encerrando cinco puntas
longitudinales. Existe una gran variacion entre las diferentes subespecies de este ciervo,

especialmente en cuanto al tamafio (Alvares & Medellin, 2005).
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2.2.1 Nutricion

La dieta del venado de cola blanca depende, en gran medida, de su distribucién, por lo que
puede adaptarse facilmente a los diversos recursos que dispone. Se alimentan principalmente
de pastos los cuales consumen por su alto contenido de fibra util para la rumia, verduras,
hierbas, enredaderas, suculentas, plantas acuéaticas, hongos, nueces, liquenes, y roen las

hojas y ramas delicadas de los arbustos (Rojo et al., 2014).

2.2.2 Reproduccion

En algunas partes de América del Sur, la reproduccion puede tener lugar durante todo el afio,
con picos de apareamiento entre febrero a mayo y julio a noviembre. En Canadéa y Estados
Unidos, el apareamiento ocurre de octubre a enero y los nacimientos de abril a septiembre.
Las hembras se caracterizan por ser poliestricas estacionales, el ciclo estral dura unos 28
dias y el periodo estral dura 24 horas. Tienen un periodo de gestacién de 195 a 212 dias y
tendran de manera general una cria en la primera camaday dos las préximas con un maximo

de hasta cuatro crias por camada (Alvarez-Romero et al., 2008).

2.2.3 Caracteristicas del esperma de venado de cola blanca

Los espermatozoides tendran diferencias entre si dependiendo del lugar donde se
encuentren, ya sea en la cola del epididimo o en el eyaculado (Velazquéz, 2011). Asi, los
espermatozoides provenientes de la cola del epididimo son mas lentos y con una baja
cinética, y tienen una baja tensién de oxigeno y una osmolaridad de 286-290 a 300 mmol/kg
(Velazquéz, 2011).

Cuando los espermatozoides salen de la cola del epididimo, estdn morfolégicamente
completo, aunque algunos poseen gotas citoplasmaticas, sin embargo, no son capaces de
fecundar ovocitos debido a su baja motilidad. Ademas, estos espermatozoides sufren
cambios entre los cuales los mas significativos son la condensacion de la cromatina y la
absorcion de proteinas en la zona de union entre el espermatozoide y la superficie de

estabilizacién de los factores (Holt, 2000).

2.3 Morfologia del tapir amazdénico

Los tapires son grandes y fuertes, con un peso de hasta 250 kg. La longitud del cuerpo desde
la cabeza hasta la cola varia de 200 a 220 cm, y la altura a la cruz de 70 a 110 cm. Su piel es
muy gruesa y resistente. Su pelaje es corto y de color pardo, aunque con mucha variabilidad,
gue va desde bayos a casi negros; incluso se conocen casos de individuos albinos. La

espalda, cabezay extremidades suelen ser mas oscuras, con pelo blanco en las mandibulas,
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como "pelo plateado”. Los l6bulos de las orejas también tienen manchas blancas (Chalukian
et al., 2009).

2.3.1 Alimentacioén

La investigacion en Ecuador muestra que los tapires comen una variedad de plantas, incluidos
pastos, hojas, ramitas, brotes, semillas y frutos caidos. Los registros de la cria en
semicautiverio en bosques secundarios registran el consumo de mas de 100 especies de
plantas de mas de 20 familias ademas las sales minerales son un componente importante de
la dieta del tapir, pues contribuyen a la compensacion bioguimica de este mamifero que, por
su caracter monogastrico, se ve privado con frecuencia de la energia que debe ser
compensada con alimentos y sales minerales (Tirira et al., 2019).

2.3.2 Reproduccién

No tienen una época reproductiva especifica, sin embargo, los datos indican que la época
de apareamiento sucede entre los meses de diciembre a enero. Las hembras tienen un ciclo
estral de 50 a 80 dias. Durante el celo, machos y hembras no pasan demasiado tiempo juntos.
El apareamiento tiene lugar dentro o fuera del agua, precedido de un ruidoso cortejo, el macho
se coloca al lado de la hembra para que cada uno pueda oler los genitales del otro, y en esta
posicion comienza a darse la vuelta, tratando de morder la extremidad trasera. La gestacion
durade 13 a 14 meses. Suelen tener una cria, aunque a veces salen dos o mas crias. (Jerez,
2002).

2.3.3 Caracteristicas de los espermatozoides del tapir

Se constituye eyaculados de mala calidad a menudo cuando el volumen es pequefio y con
baja concentracién de espermatozoides y de baja motilidad. Su eyaculacion es de color
blanco lechoso. La osmolaridad del semen oscila entre 203 y 413 mOsm/kg, con una media
de unos 284 mOsm/kg, y un pH ligeramente basico (7,4 + 0,1; rango 6,5-8,5). Eyaculan un
volumen de 20,4 ml a una concentracion de 101,2 x 10® espermatozoides/ml, el porcentaje
de motilidad de 46,1 % con un grado de progresién 2,9 (de la escalade 1 — 5), y normalidad
morfolégica de 6,9 % (Tipkantha et al., 2011).

2.4. Morfologia del mono chorongo

El mono chorongo (Lagothrix lagotricha) o mono lanudo, pertenece ala familia de los Atélidos,
su tamafio puede alcanzar 46 a 65 cm y su cola mide 53-80 cm su peso puede ir de 3,5 a 10
kg, ambos sexos poseen colmillos, siendo los machos quienes tienen los colmillos mas
grandes su cola es considerada como una quinta extremidad, debido a que es muy fuerte y

les ayuda a sujetarse de las ramas, su pelaje suele ser marron rojizo o gris (Chiriboga, 2009).
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2.4.1 Alimentacion

Se alimenta principalmente de frutos maduros y frescos (alrededor del 79 %), especialmente
de pulpay frutos de palma, que se comen enteros, también complementa su dieta con hojas

tiernas, algunos artrépodos, semillas, corteza y flores (Tirira et al., 2018).

2.4.2 Reproduccién

El principal sistema de apareamiento que se observa en esta especie es la poligamia, en la
gue las hembras se aparean con cualquier macho de la manada, aunque a menudo se
ofrecen al macho dominante el cual mantiene su dominio mediante frecuentes
demostraciones de fuerza. Las hembras alcanzan la edad reproductiva a los 6 afios de edad
(Chiriboga, 2009).

2.5 Criopreservacion espermatica

La criopreservacion espermatica es una técnica de preservacion que usa temperaturas
extremadamente bajas durante el almacenamiento a corto o a largo plazo. Para lograr una
criopreservacion exitosa se debe tener en cuenta varios aspectos condicionantes de una
muestra espermética tales como buena calidad espermética inicial, buena motilidad y
vitalidad. Por otro lado, el mismo proceso de criopreservacion es deletéreo para los
espermatozoides y provoca criolesiones celulares que suponen una reduccion de su calidad
espermatica y capacidad fecundante. Es por ello, que en los medios de congelacidn se usan
agentes crioprotectores (penetrantes y no penetrantes) y aditivos que protegen a la célula
durante el rango de temperatura critico (-5°C a -50°C) (Watson, 2000). Los diluyentes de
congelaciéon criogénicos estan disefiados para proteger los espermatozoides del dafio

causado por el enfriamiento, la congelacién y descongelacion (Yoshida, 2000).

2.5.1 Agentes crioprotectores

Los agentes crioprotectores tienen la finalidad de proteger las propiedades de la membrana
celular y equilibrar la fase acuosa intracelular disminuyendo el estrés osmaético. La presencia
de crioprotectores penetrantes (Ej. glicerol) pueden regular la deshidratacion espermatica que
puede ser moderada o excesiva, dependiendo de otros factores como la osmolaridad del
medio, temperatura, exposicion y velocidades de enfriamiento. Finalmente, los
crioprotectores previenen el colapso de la membrana celular previniendo la formacién de

cristales de hielo intracelular letales para la célula (Saragusty et al., 2006).
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2.5.1.1 Tipos de Crioprotectores

Se los divide en agentes crioprotectores permeables (ACP) y no permeables (ACNP). Los
ACP son generalmente pequefias moléculas no iénicas permeables a la membrana celular.
Los ACP maés utilizados son el glicerol y dimetilsulféxido (DMSO), aunque existen otros como
el etilenglicol y las amidas (dimetilformamida o dimetilacetamida). Los ACNP se pueden dividir
en moléculas osméticamente activas como disacaridos (sacarosa, trehalosa), trisacaridos
(rafinosa) y compuestos osmoticamente inactivos que incluyen polisacaridos (hidroxil etileno

almidon, maltodextrina) y proteinas (albumina, polivinilpirrolidona) (Sieme et al., 2016).

Los crioprotectores no permeables son compuestos de elevado peso molecular que
demuestran su eficacia cuando se lleva a cabo una congelacion a alta velocidad. Se destacan
por su capacidad de proteccion al facilitar una deshidratacion celular rapida. Es comun
emplearlos en conjunto con agentes permeables para lograr su accion protectora de manera

optima (Rivero Gonzalez, 2016).

2.5.1.1.1 Glicerol

El glicerol se considera el crioprotector méas efectivo para los espermatozoides de la gran
mayoria de las especies de mamiferos. Sin embargo, la sensibilidad a este crioprotector varia
mucho entre especies. El glicerol penetra en el citoplasma, donde probablemente afecta su
viscosidad se sabe que esta viscosidad citoplasmatica difiere de una manera especifica de
especie, lo que quizas explique las diferencias observadas en la tolerancia al glicerol (O’'Brien
et al., 2019; Prieto et al., 2014).

El glicerol (GLY) es el principal agente crioprotector penetrante utilizado para congelar
esperma de diferentes mamiferos, pero muchos de sus efectos alun no estan claros. Los
primeros estudios informaron que el glicerol reduce la calidad del semen fresco y congelado
en algunas especies. También se ha informado que es nocivo cuando se agrega a diluyentes
amas de 30 °C, asi como en concentraciones superiores al 6% o inferiores al 2% (no brinda
crioproteccion) (Colas, 1975). Ciertamente, las altas concentraciones de glicerol tienen un
efecto negativo sobre la integridad de la membrana espermatica (Yotov, 2015). Ademas, GLY
es osmoéticamente activo, cambiando el contenido de agua de los espermatozoides (Sztein et
al., 2001); cualquier estrés osmotico inducido podria reducir la longevidad de los
espermatozoides y acelerar su capacitacion. La mayoria de trabajos en criopreservacion de

espermatozoides de mamiferos incluyen al glicerol al medio de congelacion al 5% (vol/val).
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2.5.1.1.2 Sacarosa

La sacarosa actlla como un crioprotector no penetrante al promover la deshidratacién celular
durante el proceso de congelacion. Al reducir la formacién de cristales de hielo y mantener la
integridad estructural de las células, la sacarosa ayuda a preservar la viabilidad y la
funcionalidad de los tejidos bioldgicos durante el almacenamiento a bajas temperaturas
(Rumsey et al., 1992).

2.6. Sistema CASA

El sistema CASA (Computer Asisted Sperm Analysis) es un sistema automético, objetivo y
estandarizado, para la evaluacion de los pardmetros seminales mas importantes a saber:
concentracion, motilidad, morfologia y vitalidad espermética dentro de la evaluacion
morfometria permite la evaluacién exhaustiva de la morfologia y las dimensiones de los
espermatozoides usa criterios muy estrictos diferenciando dentro de las anomalias, las de
cabeza, cuello y cola respectivamente, permitiéndonos tener datos muy precisos para tener

en cuenta a la hora de la evaluacion del semen (Monserrat, 2016).

2.7. Morfometria de los espermatozoides

Los animales silvestres tienen muchas caracteristicas de esperma especificas de la especie.
Por ejemplo, el volumen y la concentracion del eyaculado varian mucho entre especies,
ademas, dependiendo de la especie, el tamafio y la forma de los espermatozoides varian,
posiblemente en respuesta a la competencia entre espermatozoides a factores ambientales
(Prieto et al., 2014).

Un espermatozoide normal en diferentes especies animales suele tener una apariencia
simétrica con una cabeza oval de contorno regular y que al tefiirlo se observan zonas bien
definidas las cuales son: zona acrosémica que cubre mas de la tercera parte de la cabezay
la sub acrosémica que cubre el resto de la cabeza, le sigue la pieza intermedia que es recta
y de contorno regular. Se halla alineada con el gje longitudinal de la cabeza y finalmente la
cola que es Unica, delgada, no enrollada y de contorno irregular (Avalos Rodriguez et al.,
2013).

2.7.1 Efectos de la criopreservacion sobre la morfometria de los espermatozoides

Se ha demostrado que una disminucion del nimero de espermatozoides morfolégicamente
normales en los eyaculados, conduce a una disminucion de la fertilidad, entre estos cambios,
el procedimiento de congelacion y descongelacion provocd unareduccion en las dimensiones
de la cabeza de los espermatozoides de las muestras criopreservadas, esto probablemente

debido a la condensacién excesiva de la cromatina espermética. La motilidad, la morfologia
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y el acrosoma de los espermatozoides también disminuyeron después de la criopreservacion
(Hidalgo et al., 2007).

2.8 Anormalidades morfolégicas

Para realizar la evaluacion de la morfologia espermatica, Avalos Rodriguez et al., (2013)
proponen el siguiente criterio: clasificandolas en dos: las primarias cuando son anomalias
producidas en el testiculo, y secundarias cuando se dan durante el transito a través del
sistema ductal o cuando se producen como consecuencia de errores de manejo del semen a
partir del momento de obtenerlo.

Anormalidades primarias

Acrosoma: desprendido, rugoso, pequefio.
Tamarfio de cabeza: microcefalia, macrocefalia.
Cabeza desprendida.

Doble cabeza.

Anormalidades secundarias

Espermatozoides con gota citoplasmatica proximal.
Espermatozoides con gota citoplasmatica distal.

Espermatozoide con cola enrollada.
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Capitulo 3: Materiales y métodos

3.1 Materiales
Materiales fisicos

Guantes de examinacion
Mascarillas

Jeringuillas de 1 mL
Hojas de bisturi N° 15
Equipo de diseccion
Pajuelas de 0,25 mL
Fundas Ziploc

Caja poliestireno

Materiales biolégicos

Testiculos y epididimos intactos de animales silvestres

Muestras espermaticas epididimarias criopreservadas: congeladas o vitrificadas

Materiales de laboratorio

Puntas de pipetas automaticas (blancas, amarillas, azules)

Pipetas automaticas de 0 — 20 uL, 20 — 200 uL y de 200 — 1000 pL

Microscopio de campo claro (CX-31, OLYMPUS®)

Microcentrifuga para tubos Eppendorf de 1,5 mL

Incubadora Memmert

Filtro de jeringa de 0,45 pm (Minisart® NML 16555, Sartorius, Alemania).
Sistema CASA, (Sperm Class Analyzer, SCA-Evolution® 2018, v.6.4.0, software.
Microptic S.L., Barcelona, Espafia).

Microscopio de contraste de fases (Nikon Eclipse model 50i; negative contrast)
Tanque criogénico

Refrigerador

Porta objetos y cubre objetos (cortos y largos)

Bafio Maria

Guantes de nitrilo

Tubos falcon de 15 mL

Tubos eppendorf de 1,5 mL

Reactivos

Tris (Sigma, 252859)
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e Acido citrico (Sigma, C0759)

e Glucosa (Sigma, G5146)

¢ Penicilina G-sodium salt (Sigma, P3032)
e Streptomycin sulfate salt (Sigma, S9137)
e Glicerol (Sigma G9012),

e Sacarosa (Sigma, S1888)

e SpermBlue stain (Microptic S.L., Barcelona, Espafia)

3.2 Area de estudio

El andlisis de la morfometria espermatica de muestras frescas y criopreservadas existentes
en el banco criogénico de la Universidad de Cuenca se realizO en el Laboratorio de
Biotecnologia de la Universidad de Cuenca, ubicado en la parroquia Victoria del Portete del
cantén Cuenca (3°04' 48.1" S; 79° 04’ 31.0" W). Ademas, en este lugar se realiz6 el andlisis
de muestras frescas y criopreservadas provenientes de animales silvestres que llegaron al
laboratorio durante el periodo de la investigacion (Desde septiembre hasta noviembre) para

preservarlos y almacenarlos en el banco criogénico.

3.3 Elaboracidon de diluyente y medios

El diluyente base que se uso para la evaluacion de las caracteristicas cinematicas fue TCG-
YH (Tris, acido citrico y glucosa suplementado con el 6% de yema de huevo [vol/vol]). Las
muestras criopreservadas mediante congelacion se uso el glicerol al 5% (vol/vol) como agente
crioprotector penetrante; mientras que las muestras criopreservadas por vitrificacion se uso
100 mM de sacarosa (p/vol) como agente crioprotector no penetrante. Los diluyentes usados

en esta investigacion se detallan las siguientes tablas:
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Tabla 1 Diluyente base TCG-YH

Reactivo Cantidad
Tris 11,49
Acido citrico 6,6 g
Glucosa 18¢g
Penicilina 240 mg
Estreptomicina 300 mg
Agua ultrapura elaborada Tipo | 300 ml
Yema de huevo inactivada a 56° por 30 min. 19,14 ml

pH: 6,8. Osmolaridad: 345 mOsmol/kg

Tabla 2 Diluyentes para congelacion y vitrificacion

TCG-YH-Gly (para congelacion)

Reactivo Cantidad
TCG-YH 95 ml
Glicerol 5% 5ml

TCG-YH-Sucrosa (para vitrificacién)

Reactivo Cantidad
TCG-YH 100 ml
Sacarosa 100 mM
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3.4 Metodologia
3.4.1 Determinacion de especimenes de animales silvestres

La evaluacion de las dimensiones morfométricas de la cabeza fue realizada en el Modulo
ASMA (Automated Sperm Morphometry Analysis) del sistema CASA (Sperm Class Analyzer,
SCA-Evolution® 2018, V6.0 software, Microptic S.l., Barcelona, Spain). Se evaludé la
morfometria espermatica de las muestras frescas registradas en el Laboratorio de
Biotecnologia de la Reproduccion Animal y las muestras criopreservadas de las diferentes

especies silvestres existentes en el tanque criogénico.

3.4.2 Descongelamiento y/o calentamiento de muestras espermaticas

Las muestras espermaticas epididimarias de animales silvestres fueron recuperadas
mediante flujo retrégrado usando 1 mL de diluyente TCG-YH. Estas muestras frescas fueron
previamente fijadas, tefiidas, montadas y selladas para su andlisis posterior de la
morfometria. La criopreservacion de muestras se hizo ajustando a una concentracién final de
50 x 10° espermatozoides/mL. La congelacion se realizd en vapores de nitrégeno liquido (NL>)
estatico diluyendo las muestras con TCG-YH + 5% de glicerol (Galarza et al., 2019). La
vitrificacion se realizd en pellets de 30 pL sumergiendo directamente en NL, usando el
diluyente TCG-YH + 100 mM de sacarosa. Estos dos procedimientos de criopreservacion

fueron realizados segun lo detallado por O’Brien et al. (2019).

Las pajuelas congeladas de las diferentes especies silvestres se realizaron sumergiendo las
pajuelas directamente en Bafio Maria a 37 °C durante 30 segundos. Posteriormente, el
contenido de las muestras fue recogido en un tubo eppendorf de 1,5 mL y mantenido a 37° C

hasta el andlisis de la morfometria espermatica.

Las muestras vitrificadas en pellets de 30 pL fueron calentadas en un dispositivo de
calentamiento STC-3008 (dispositivo no patentado) existente en el laboratorio. Este
dispositivo atempera sus laminas de aluminio entre 63 a 65° C y al momento del calentamiento
los pellets se dejaron caer en estas laminas y rapidamente se derritieron al contacto con el
calor. El contenido de las muestras fue recogido en un vaso de precipitacion 20 mL v,
rapidamente, la muestra fue transferida a un tubo eppendorf de 1,5 mL atemperado a 22° C
y centrifugado a 300 gravedades durante 5 minutos. El sobrenadante resultante de la
centrifugacion fue eliminado y remplazado por diluyente TCG-YH atemperado a 37° C hasta

el analisis de su morfometria espermatica.

Alvaro David Vazquez Machado



UCUENCA 26

3.4.3 Andlisis de la morfometria espermatica

La morfometria de la cabeza espermética que incluye largo, ancho, perimetro, area,
elongacion, elipticidad, rugosidad y regularidad; y de la pieza intermedia que incluye la
longitud y el area, fueron evaluadas mediante el médulo ASMA del sistema CASA. Para este
propadsito se realiz6 un frotis de cada muestra fresca o criopreservada usando un portaobjetos
y colocando 10 uL de la muestra a analizar y realizar un frotis usando otro cubre objetos
deslizando a un angulo de 45°. Se dejo secar el frotis en la placatérmica a 37 °C. Se sumergio
los frotis en la tincién SpermBlue® durante 15 minutos. Se sec6 durante 1 minuto, y luego se
lavé sumergiendo 1 sola vez por 1 segundo en agua destilada. Se dej6 secar nuevamente, y
sell6 con medio de montaje y un cubreobjetos largo. Después de 1 dia de secado, las
muestras fueron evaluadas en el sistema CASA usando la luz azul, 40 X de magnificacion y
la fase A. Se analiz6 al menos 100 espermatozoides por muestra siguiendo los

procedimientos detallados por Galarza et al. (2021).

3.5 Anadlisis estadisticos

Los datos provenientes de los reportes generados del sistema CASA fueron tabulados en una
base en Excel y posteriormente fueron analizados estadisticamente en un software
STATISTICA para Windows v.12 (StatSoft Inc. Tulsa, OK, USA). Los datos estan expresados
en media + SEM (error estandar de la media). Los datos fueron analizados para la normalidad
mediante la prueba de Shapiro-Wilk, los datos que no cumplieron la normalidad fueron
transformados a Arcoseno (porcentajes) o Log-10 (numéricos) El analisis estadistico incluyo
una estadistica descriptiva basica tabulada en una tabla de contingencia de doble entrada:
tipo de espermatozoides (fresco, congelado-descongelada y vitrificado-calentado) y variables
de morfometria (largo, anchura, area, perimetro, elongacion, elipticidad, rugosidad y
regularidad) y &rea de pieza intermedia por especie (Tapir amazonico, mono chorongo y
venado de cola blanca). Las diferencias que existian entre muestras en el caso del tapir fueron
muestras frescas, del venado fueron entre frescas, congeladas-descongeladas y vitrificadas-
calentadas y del mono chorongo entre frescas, congeladas-descongeladas y vitrificadas-
calentadas, fueron analizadas estadisticamente mediante un ANOVA unidireccional junto con
la prueba de comparacion multiple de Tukey. El nivel de significancia fue considerado usando
el valor de P < 0,05.
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Capitulo 4: Resultados

4.1. Venado de cola blanca

Un total de 12 muestras frescas (provenientes de 6 testiculos, 3 pares), 12 muestras
congeladas — descongeladas y 12 muestras vitrificadas - calentadas fueron usadas para
evaluar las dimensiones de la cabeza de los espermatozoides de venado de cola blanca. Las
variables morfométricas de espermatozoides tefiidos con SpermBlue fueron registradas
exitosamente por el médulo ASMA del sistema CASA. En la Figura 1 se muestran los
espermatozoides tefiidos y marcados por el sistema CASA; en la Tabla 3 se exponen las
dimensiones morfométricas de la cabeza y pieza intermedia de los espermatozoides de
venado de cola blanca.

Figura 1 Registro de los espermatozoides de venado de cola blanca tefiidos con SpermBlue
en el sistema CASA. A, espermatozoide tefiido; B, medicion de largo y ancho de la cabeza y
largo de pieza intermedia; C, medicién del area y perimetro de cabeza (azul) y area de
pieza intermedia (verde); y D, marcaje de acrosoma.

Fuente: El autor
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Los resultados evidenciaron que después del proceso de vitrificacion, la longitud, anchura,
area y perimetro de la cabeza disminuyeron significativamente (P < 0,05) en comparacion
con los valores de las muestras frescas y congeladas — descongeladas. No se evidencio
diferencias significativas (P > 0,05) de la longitud, anchura y area de la cabeza entre muestras
frescas y congeladas — descongeladas. Sin embargo, el perimetro incrementé

significativamente (P < 0,05) después del proceso de congelacion — descongelacion.

La elipticidad y elongacién fueron mayores (P < 0,05) en las muestras vitrificadas — calentadas
gue en muestras congeladas — descongeladas. La rugosidad disminuyé significativamente (P
< 0,05) después de los procesos de congelacion y vitrificacion comparado con las muestras
frescas. Finalmente, se evidenci6 un incremento significativo (P < 0,05) de la regularidad de
la cabeza de espermatozoides después de un proceso de congelacién — descongelacién

comparada con los valores frescos y vitrificados — calentados (Tabla 3).

Tabla 3 Dimensiones morfométricas de la cabeza de espermatozoides de venado de cola
blanca frescos y criopreservados.

Fresco Congelado-descongelado Vitrificado-calentado
Variable

(n=12) (n=12) (n=12)
Longitud (um) 7,26 + 0,102 7,35 + 0,042 6,24 + 0,05P
Anchura (um) 4,28 + 0,062 4,47 + 0,042 3,72 +0,15°
Area (um?) 29,75+ 0,772 29,65 + 0,29° 20,74 +0,17°
Perimetro (um) 16,63 + 0,20° 17,73 £ 0,137 14,72 + 0,13¢
Elipticidad 1,75 + 0,042 1,66 + 0,02° 1,82 + 0,022
Elongacion 0,26 + 0,013 0,24 + 0,00° 0,28 £ 0,01°
Rugosidad 1,35+ 0,0 1,19 +£0,01° 1,21 +0,01°
Regularidad 0,83 £ 0,01° 0,88 £ 0,00% 0,84 + 0,00°
Ancho PI 0,93 + 0,04° 1,03 + 0,037 1,02 + 0,037
Area de PI 10,95 +1,28 8,03 + 0,85 9,92 + 1,27

Pl, pieza intermedia. Diferentes superindices en cada filay cada variable expresan diferencias

significativas 2-?~¢ P < 0,05; 2-¢ P < 0,01.
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4.2. Mono chorongo

Un total de 4 muestras frescas (provenientes de un par de testiculos), 12 muestras
congeladas — descongeladas y 12 muestras vitrificadas - calentadas fueron usadas para
medir las dimensiones de la cabeza de los espermatozoides de mono chorongo. Las variables
morfométricas de espermatozoides tefiidos con SpermBlue fueron registradas exitosamente
por el médulo ASMA del sistema CASA. En la Figura 2 se muestran los espermatozoides
tefiidos y marcados por el sistema CASA; en la Tabla 4 se exponen las dimensiones

morfométricas de la cabezay pieza intermedia de los espermatozoides de mono.

A B

\ \

Figura 2 Registro de espermatozoides de mono chorongo tefiidos con SpermBlue en el
sistema CASA. A, espermatozoide tefiido; B, medicion de largo y ancho de la cabeza y largo
de pieza intermedia; C, medicién del area y perimetro de cabeza (azul) y area de pieza
intermedia (verde); y D, marcaje de acrosoma.

Fuente: El autor.
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Los resultados evidenciaron después del proceso de vitrificacién, la longitud, anchura, areay
perimetro de la cabeza aumentaron significativamente (P < 0,05) en comparacién con sus
valores de las muestras frescas y congeladas — descongeladas. No se evidencio diferencias
significativas (P > 0,05) de la longitud, anchura y area de la cabeza entre muestras frescas y

congeladas — descongeladas.

La rugosidad de la cabeza fue menor (P < 0,05) en las muestras vitrificadas — calentadas que
en muestras frescas y congeladas — descongeladas. Por otro lado, después de los procesos
de vitrificacién, la regularidad aumenté (P < 0,05) en comparacion con las muestras frescas

y congeladas — descongeladas (Tabla 3).

Tabla 4 Dimensiones morfométricas de la cabeza de espermatozoides de mono chorongo
frescos y criopreservados.

Fresco Congelado-descongelado Vitrificado-calentado
Variable

(n=4) (n=12) (n=12)
Longitud (um) 4,98 + 0,04° 4,78 + 0,05° 5,14 + 0,052
Anchura (um) 2,87 +0,03° 2,81+0,03° 2,98+0,022
Area (um?) 14,32 + 0,33° 14,81 + 0,25° 16,3 + 0,282
Perimetro (um) 10,95 + 0,13 10,99 + 0,12 ® 11,85+ 0,122
Elipticidad 1,70+ 0,01 1,71+0,01 1,73+0,01
Elongacion 0,25 + 0,00 0,26 + 0,00 0,27 + 0,00
Rugosidad 1,58 £+ 0,012 1,55+0,012 1,47 +0,01°
Regularidad 0,74 +0,00° 0,73 +0,00° 0,76 £0,012
Ancho PI 1,1+ 0,04 1,2+0,04 1,09 £ 0,05
Area PI 5,94 + 0,04 5,85 + 0,30 6,96 + 0,37

Pl, pieza intermedia. Diferentes superindices en cada filay cada variable expresan diferencias

significativas 2~° P < 0,05.

4.3. Tapir

Un total de 12 muestras frescas provenientes de 3 eyaculados de semen de un tapir fueron
usados para medir las dimensiones de la cabeza de los espermatozoides y pieza intermedia.
Las variables morfométricas de espermatozoides tefiidos con SpermBlue fueron registradas

exitosamente por el médulo ASMA del sistema CASA. En la Figura 3 se muestran los
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espermatozoides tefiidos y marcados por el sistema CASA; en la Tabla 3 se exponen las
dimensiones morfométricas de la cabeza y pieza intermedia de los espermatozoides frescos

de tapir. No se registrdO muestras valores morfométricos de muestras criopreservadas.

Figura 3 Registro de los espermatozoides de tapir tefiidos con SpermBlue en el sistema
CASA. A, espermatozoide tefiido; B, medicion de largo y ancho de la cabezay largo de
pieza intermedia; C, medicion del &rea y perimetro de cabeza (azul) y area de pieza
intermedia (verde); y D, marcaje de acrosoma.

Fuente: El autor

Tabla 5 Dimensiones morfométricas de la cabeza de espermatozoides frescos de tapir

Fresco
Variable

(n=12)
Longitud (um) 5,88 £ 0,05
Anchura (um) 2,60 £ 0,03
Area (um?) 17,71 £ 0,25
Perimetro (um) 12,66 £ 0,15
Elipticidad 2,32 +£0,02
Elongacion 0,39 + 0,00
Rugosidad 1,43 +0,03
Regularidad 5,88 + 0,01
Ancho PI 1,00 £ 0,02
Area PI 6,42 + 0,41
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Capitulo 5: Discusion

Los resultados de la presente investigacion indican, a priori, que la tincion con SpermBlue® y
la evaluacion morfométrica con el moédulo ASMA del sistema CASA fue exitosa al momento
de valorar las dimensiones de las cabeza y pieza intermedia de los espermatozoides de
venado de cola blanca, mono chorongo y tapir amazénico. Ademas, las dimensiones
obtenidas de las muestras criopreservadas variaron de tamafio de acuerdo con el tipo de
criopreservacion comparado con las muestras frescas. Por lo tanto, estos resultados sugieren
qgue el proceso de criopreservacion (congelacién o vitrificacion) altero las dimensiones del
espermatozoide. De hecho, el proceso de vitrificacidn afectd significativamente la morfometria
de los espermatozoides, reduciendo las dimensiones en los espermatozoides del venado de
cola blanca, y aumentando en los espermatozoides del mono chorongo. Por el contrario, el
meétodo de congelacion afectd minimamente las dimensiones y la forma de la cabeza de los
espermatozoides de estas dos especies (perimetro, rugosidad y regularidad). Cierta
evidencia sugiere que las dimensiones de la cabeza de los espermatozoides pueden ser un
indicador de la criosupervivencia de los espermatozoides (Gravance et al.,, 1998). Estos
resultados constituyen el primer reporte de morfometria espermatica realizado en estas
especies silvestres del Ecuador y servirA de base para optimizar los protocolos de

congelacién en la implementacion de bancos criogénicos.

Se conoce que los procesos de congelacion — descongelacion vy vitrificacion — calentamiento
provocan la ruptura de las membranas espermaéticas y los microtabulos influenciados por el
estrés osmatico. El estrés osmotico determina cambios en las dimensiones morfométricas de
la cabeza (O’brien et al., 2019). Ademas, se conoce que el tamafo y forma de la cabeza del
espermatozoide pueden influir en su susceptibilidad al dafio osmético durante el proceso de
congelacién-descongelacion  (Watson, 2000), especialmente en poblaciones de

espermatozoides mas heterogéneas (Esteso et al., 2006).

Estudios previos han determinado que los espermatozoides criopreservados de ungulados
domeésticos y silvestres (Ej. chivo, muflon [Ovis musimon], gamo [Dama dama]; ciervo ibérico
[Cervus elaphus hispanicus]) sufren una reduccion del tamafio de la cabeza en comparacion
con los valores previos a la criopreservacion (Béveda et al., 2018; Esteso et al., 2006; Hidalgo
et al., 2007). Se ha sugerido que la condensacion excesiva de la cromatina, los
espermatozoides con membrana plasmaética y acrosoma dafiados, asi como la pérdida del
acrosoma y el dafio en el citoesqueleto celular podrian causar una reduccién en el tamafio
de la cabeza (Arruda et al., 2002; Gao et al., 2012; Santiago-Moreno et al., 2016). De hecho,

recientemente se determiné mediante microscopia electronica de barrido “Cryo-SEM” que las
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variaciones en el area de la cabeza de los espermatozoides caninos dependian del
procedimiento de criopreservacion (congelacion convencional o congelacion ultrarrapida -
vitrificacion) (Cerdeira et al., 2020). Reportes previos realizados en espermatozoides de
Odocoileus virginianus y Cervus elaphus hispanicus demostraron que las dimensiones de la
cabeza varian o disminuyen después del proceso de la congelacion — descongelacion en
comparacion con las muestras frescas (Hernandez-Corredor et al., 2018; Soler et al., 2005;
Esteso et al.,, 2006). Hay que tener en cuenta que el tamafio de la cabeza de los
espermatozoides juega un papel importante en la competencia espermaticas y su longitud
esta relacionada con la velocidad de los espermatozoides segun lo demostrado por
Tourmente et al. (2011). La cola del espermatozoide produce una mayor velocidad y
proporciona un impulso de energia para llegar al oviducto, por lo tanto, hay una correlaciéon

entre la morfometria y la velocidad (Hafez & Hafez, 2004).

Los resultados de la presente investigacion son contradictoriamente a los trabajos antes
mencionados, y eficazmente no redujeron las dimensiones de la cabeza después del proceso
de congelacion (a excepcién del perimetro, rugosidad y regularidad). Por lo tanto, el medio
de congelacion mas el 5% de glicerol mantiene las dimensiones (area) de la cabeza del
espermatozoide. En el rebeco (Rupicapra pyrenaica), ciervo ibérico (Capra pyrenaica),
sitatunga (Tragelaphus spekii) y gacela dorcas (Gazella dorcas neglecta) las dimensiones de
la cabeza de los espermatozoides no variaron después del proceso de congelacion —
descongelacién usando TCG-YH mas 5% de glicerol y tifendo con Hemacolor (O’brien et al.,
2019). Existen factores extrinsecos como la influencia del medio ambiente, la nutricion, el
manejo y el método de tinciébn espermatica e iluminacién de la lampara que pueden afectar

al tamafio de los espermatozoides (Yaniz et al., 2015).

Por otro lado, los resultados obtenidos después del proceso de vitrificacion — calentamiento
de espermatozoides de venado de cola blanca son consistentes con los reportados
anteriormente en los cuales disminuyen sus dimensiones. En la cabra montés ibérica (Capra
pyrenaica), muflon (mouflon ovis), sitatunga (Tragelaphus spekii) y oso pardo (Ursus arctos),
el area de la cabeza del espermatozoide obtenido del epididimo disminuy6 significativamente
de tamanfo después de la congelacion ultrarrapida o vitrificacion (O’brien et al., 2019). Estos
trabajos fueron desarrollados con 100 mM de sacarosa, diluyentes a base de TCG-YH y
evaluados en el mismo software ASMA-CASA (SCA). En virtud de ello, este estudio sugiere
gue la presencia de sacarosa 100 mM, probablemente, induce a la disminucion las

dimensiones morfométricas de la cabeza después del proceso vitrificacién.
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Otros estudios reportaron valores morfométricos del area de la cabeza (28,1 pm?), longitud
(7,6 pum) y perimetro (21,9 um), y valores similares de rugosidad (0,7), elongaciéon (0,3) y
regularidad (0,9) (Beracochea et al., 2014) de espermatozoides frescos del venado de las
pampas (Ozotoceros bezoarticus). Asimismo, Cucho et al. (2022) reportaron dimensiones de
la cabeza de espermatozoides frescos de venado de cola blanca peruano (Odocoileus
virginianus peruvianus): area (25,43 + 1,89 um?), longitud (7,63 + 0,45 um), anchura (3,87 *
0,18 um) y perimetro (22,19 + 1,49 um). Estos resultados del area y perimetro difieren de los
obtenidos en el presente estudio. Probablemente, esta diferencia pueda atribuirse a que, en
dichos estudios, a pesar de ser evaluados en un sistema CASA diferente (ISAS® vl CASA-
Morph), también fueron tefiidos con otras sustancias (Hemacolor Merck, Darmstadt, Alemania
y Diff-quick). Sin embargo, a pesar de que este estudio no compar6 las dimensiones
espermaticas entre muestras frescas de un mismo individuo, esta investigacion expuso las
diferencias obtenidas después de los procesos de congelacién y vitrificacién. O’brien et al.
(2019) sugieren que, aungue las especies pueden tener areas de cabeza de esperma
similares, las longitudes de cabeza pueden ser bastante diferentes. Por ejemplo, las areas de
la cabeza de los espermatozoides del bisonte europeo y el muflon son similares, pero los

espermatozoides del bisonte son bastante mas largos.

Después del proceso de vitrificacion — calentamiento usando TCG-YH y 100 mM de sacarosa
se evidenci6 que las dimensiones de la cabeza de los espermatozoides de mono chorongo
incrementaron significativamente en comparacién con los valores frescos incluso los
congelados — descongelados. En un trabajo reportado por O’Brien et al. (2019) se determind
gue los espermatozoides epididimarios de macaco de barberia (Macaca sylvanus)
disminuyeron su area de la cabeza de los espermatozoides después de una congelacion
convencional o vitrificacion usando TCG-YH con 5% de glicerol o 100 mM de sacarosa,
respectivamente (13,584 + 0,071 um? frente a 13,049 + 0,054 pm? y 13,033 + 0,063 pm?,
respectivamente). Los resultados obtenidos en esta investigacién, contrariamente
evidenciaron un aumento del tamafio del area después de la vitrificacion comparado con los
valores frescos y congelados (14,32 + 0,33 um? frente a 14,81 + 0,25 um?y 16,3 + 0,28 pm?,

respectivamente).

Durante la descongelacion, las células se exponen a un entorno extracelular hipotonico y
pueden hincharse a través de la difusion pasiva de agua (Meyers, 2005; Sieme et al., 2015);
la cantidad de hinchamiento que se produce puede depender de las tolerancias osmoéticas
especificas de cada individuo o especie (Benson et al., 2012). La vacuolizacion nuclear

inducida por la congelacion o la descondensacion de la cromatina (Boitrelle et al., 2012)
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también podrian explicar este aumento de tamafio. Se ha reportado en otras especies
silvestres como en delfines (Tursiops truncatus truncatus) y jirafas (Giraffa camelopardalis
rothschildi), Koala de Queensland (Phascolarctos cinereus adustus), bisonte europeo (Bison
bonasus) y oso pardo (Ursus arctos) que el area de la cabeza de los espermatozoides
obtenidos del epididimo aumenta después de la congelacion ultrarrdpida o vitrificacion. El
aumento de las dimensiones de la cabeza se debid posiblemente a la descondensacion de la
cromatina y la formacién de ampollas en la membrana plasmatica en la region de la cabeza
(Cerdeira et al., 2020). En otras investigaciones realizadas en monos del neotrépico se ha
determinado que el tamafio de la cabeza del espermatozoide es consistente a los reportados
por este estudio (Steinberg et al., 2019; Swanson et al., 2016). Sin embargo, la morfologia de
la cabeza del mono chorongo Lagothrix lagotricha mas parecida al mono aullador (Alouatta
caraya) (Valle et al.,, 2013) determina una diferencia significativa en el tamafio de los
espermatozoides entre diferentes individuos debido al pleomorfismo existente por su propia

especie, asi como por otros factores como la época del afio o incluso el habitat (cautiverio).

Las muestras espermaticas del tapir obtenidos mediante electro eyaculacién no pudieron ser
criopreservadas debido a la baja calidad inicial (astenozoospermia). A pesar de ello, las
dimensiones de la cabeza y pieza intermedia de los espermatozoides de los eyaculados
(frescas) fueron evaluadas exitosamente usando la tincion SpermBlue y registradas por el
modulo ASMA-CASA (SCA). Un estudio precursor realizado por Pifia, (2022) evidencio por
primera vez las dimensiones morfométricas de espermatozoides frescos de tapir amazoénico
(Tapirus terrestris) provenientes de eyaculados obtenidos mediante la técnica TUMAS-G. Los
resultados son consistentes a los reportados en este presente estudio. Este reporte, junto con
el precursor (Pifia, 2022) constituyen los Unicos trabajos de morfometria de los
espermatozoides de tapir que serviran de base para futuros trabajos de criopreservacion y

biologia celular en esta especie.
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Conclusiones

Esta investigacion evalu6 exitosamente las dimensiones morfométricas de la cabezay pieza
intermedia de los espermatozoides frescos de tapir, venado de cola blanca y mono chorongo.
Ademas, el proceso de congelacion y descongelacion no alteré las dimensiones de los
espermatozoides de venado y mono, sin embargo, después del proceso de vitrificacion y
calentamiento altero el tamafio de los espermatozoides, reduciendo los valores morfométricos
de la cabeza de espermatozoides de venado de cola blanca, e incrementando las

dimensiones de la cabeza de los espermatozoides del mono chorongo.
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Anexos

Anexo A. Proceso de calentamiento de pellets vitrificados
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Anexo B. Frotis teflidos con Sperm-blue
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Anexo D. Tubos preparados para las muestras descongeladas

Anexo E. Sistema casa modulo asma
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Anexo G. Banco de germoplasma
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