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RESUMEN

El venado de campo (Ozotoceros bezoarticus), es un cérvido autdéctono, que se
encuentra en peligro de extincion. Para intentar disminuir la tasa de
desaparicion de ésta y otras especies, es posible desarrollar programas
destinados a la preservacién de material genético, por ejemplo criopreservando
espermatozoides. Para la correcta criopreservacion seminal se deben adicionar
compuestos quimicos (diluyentes) que permitan la viabilidad y fertilidad del
semen. El objetivo de este experimento fue comparar dos diluyentes
comerciales para la criopreservaciéon de semen de venado de campo. Para ello
se utilizaron muestras colectadas durante la estacion reproductiva, las que
fueron diluidas con dos diluyentes, Andromed (sin yema de huevo) o Triladyl
(20% yema de huevo), a partir de 10 machos adultos de la Estacion de Cria de
Fauna Autoctona Cerro Pan de Azucar. Las muestras fueron evaluadas al
momento de la coleccion e inmediatamente luego de la descongelacioén, a la
hora y a las 2 h posdescongelacion, determinando la calidad de la motilidad
(escala 0-5), el porcentaje de espermatozoides motiles y el porcentaje de
espermatozoides con motilidad progresiva. También se fijaron muestras para la
determinacion del porcentaje de espermatozoides con anormalidades, asi
como para la evaluacién de la integridad acrosdbmica y de membrana de los
espermatozoides. Las muestras diluidas con Triladyl tendieron a presentar
mejores resultados en comparacion con Andromed en cuanto a la calidad de la
motilidad (p=0,1), el porcentaje de espermatozoides motiles (p=0,07), el
porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva (p=0,07) vy
criopreservaron mejor la integridad de membrana de los espermatozoides
(p=0,001). La calidad de la motilidad, el porcentaje de espermatozoides motiles
y el porcentaje de espermatozoides motiles progresivos disminuyeron al
transcurrir el momento de evaluacién (p<0,0001). No se encontraron
diferencias significativas entre diluyentes en el porcentaje de anormalidades
espermaticas, ni en el porcentaje de espermatozoides con acrosomas integros.
Existieron diferencias significativas al transcurrir el momento de evaluacion en
el porcentaje de espermatozoides con anormalidades morfolégicas (p<0,0001)
y en el porcentaje de espermatozoides con acrosoma integro (p=0,003). Se
concluyé que el diluyente Triladyl fue mas efectivo que Andromed para
crioprservar las muestras seminales de venado de campo.



SUMMARY

Pampas deer (Ozotoceros bezoarticus) is a native deer that is currently
endangered of extinction. Trying to reduce the rate of disappearance of this and
other species, it is possible to develop programs for genetic material
preservation such as sperm cryopreservation. To obtain good results in sperm
cryopreservation, it is necessary to add chemicals (extenders) to improve sperm
viability and fertility. The aim of this experiment was to compare two commercial
extenders for cryopreservation of pampas deer sperm. The samples were
collected during the breeding season and were diluted with two extenders:
Andromed (without egg yolk) or Triladyl (20% egg yolk) from 10 adult male of
“Estacion de Cria de Fauna Autdctona Cerro Pan de Azucar’. Samples were
evaluated after the collection, immediately after the thawed, 1h and 2h
posthawed, determining motility score (scale 0-5), the percentage of motile
sperm and the percentage of progressively motile sperm. Also the incidence of
sperm morphologic abnormalities and the percentage of sperm with acrosomal
integrity and sperm membrane. Samples diluted with Triladyl tended to have
better quality of motility (p=0.1), percentage of motile sperm (p=0.07),
percentage of sperm with progressive motility (p=0.07) and preserve better the
membrane integrity (p=0.001) than those preserved with Andromed. The quality
of motility, the percentage of sperm motile and the percentage of sperm with
progressive motility decreased over the time (p<0.0001). No differences were
noticed within extender in the percentage of sperm abnormalities and in the
acrosome integrity of the sperm. However significant difference were found
during the evaluation time in the percentage of sperm abnormalities (p<0.0001)
and in the acrosome integrity of sperm (p=0.003). To conclude, Triladyl was
more effective than Andromed for pampas deer sperm cryopreservation.



1. INTRODUCCION

Los cérvidos son un grupo diverso de ungulados que se caracterizan por
su gran variedad en lo que respecta a su morfologia, fisiologia, ecologia y
distribucion geografica (Asher, 2010). El venado de campo (Ozotoceros
bezoarticus; Linnaeus, 1758) es un cérvido autoctono, que habitaba todo el
territorio nacional (Jackson et al., 1980). La disminucion de la cantidad y
tamano de sus poblaciones determiné que la UICN (Union Internacional para la
Conservaciéon de la Naturaleza) lo incluya en el Libro Rojo de las Especies en
Peligro de Extincion, en la categoria casi amenazado (NT) (UICN, 2014).
Ademas, esta incluido en el Apéndice | de CITES (Convencién sobre el
comercio internacional de especies amenazadas de flora y fauna silvestre),
considerada como una de las especies con mayor peligro de extincion (CITES,
2013). A nivel nacional, el venado de campo es reconocido como especie
prioritaria para la conservacion (Gonzalez et al., 2013). Sus principales
amenazas son la caza, la pérdida y fragmentacién de habitat, la competencia
con el ganado doméstico, y enfermedades como la fiebre aftosa (Gonzalez et
al., 2010).

El venado de campo, es un cérvido de color bayo sin manchas (Figura
1), que originalmente habitaba la mayor parte de las praderas de Sudamérica
(Jackson & Langguth, 1987), observandose en grandes grupos en el campo en
los siglos XVII y XVIII (Thornback & Jenkins, 1982). Los machos presentan
mayor tamafno que las hembras, con un largo promedio de 130 cmy 75 cm de
altura, y el peso maximo al que llegan es 35 kg. Presentan astas que son
renovadas anualmente (Gonzalez et al.,, 2001; Gonzalez et al., 2010). En
invierno se produce la caida de las mismas, periodo en el que la concentracién
de testosterona esta en su nadir (Gonzalez-Pensado, 2011).

En Uruguay, el venado de campo presenta dos poblaciones actualmente
disyuntas, con diferencias genéticas y morfolégicas que han dado lugar a la
descripcion de dos subespecies (Gonzalez et al., 2002). Estas poblaciones son
endémicas, viven en estado silvestre, una en el departamento de Rocha (O.b.
uruguayensis; 33° 45' S, 54° 02' O) y la otra en Salto (O.b. arerunguaensis; 31°
65' S, 56° 43' O) (Weber & Gonzalez, 2003). La poblacién en semicautiverio
mas grande de la especie a nivel mundial, con aproximadamente 70 animales,
se encuentra en la Estacién de Cria de Fauna Autéctona Cerro Pan de Azucar
(ECFA), Uruguay, (34° 48' S, 55° 14' O), originada a partir de animales
capturados en la poblacion de Salto (Ungerfeld et al., 2011).



Figura 1. Macho adulto de venado de campo (Ozotoceros bezoarticus).

1.1. Estacion reproductiva en machos

En la mayoria de las especies de cérvidos, especialmente las que
habitan zonas templadas, se observan patrones estacionales de reproduccion,
lo que es determinado fundamentalmente por el fotoperiodo (Lincoln, 1985).
Los machos de estas especies, por ejemplo el ciervo rojo (Cervus elaphus
hispanicus) presenta alternancia de periodos de fertilidad e infertilidad
relacionados con cambios en el tamafo de los testiculos y la funcion
reproductiva (Asher et al., 1987; Gosch et al., 1989). Se constaté que justo
antes del periodo reproductivo los machos gamo (Dama dama) presentan un
tamafio testicular maximo, siendo minimos cuando las astas comienzan a
crecer de nuevo (Gosch et al., 1989). Las especies tropicales de cérvidos
generalmente estdn menos sujetas a la estacionalidad (Axis axis: Loudon &
Curlewis, 1988). Sin embargo, los machos exhiben patrones ciclicos anuales
en el crecimiento de las astas (Axis axis: Loudon & Curlewis, 1988). Esto se
refleja ademas, en cambios estacionales en las caracteristicas seminales con
un aumento del volumen eyaculado, del numero total de espermatozoides por
eyaculado, asi como un aumento en el porcentaje de espermatozoides matiles
(Asher et al., 1996).

La estacion reproductiva del venado de campo en la ECFA ocurre
durante los meses de enero-abril (verano-otofio), siendo definida como el
periodo en que los machos presentan interacciones agonistas, muestran
comportamiento agresivo y las peleas son visualizadas con mayor frecuencia
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(Gonzalez-Pensado, 2011; Ungerfeld et al., 2008). Las concentraciones séricas
de testosterona varian estacionalmente, siendo mayores en otofio, y menores
durante el invierno y primavera. A su vez, las caracteristicas seminales
presentan la mayor calidad de la motilidad durante el verano-otofio, y la menor
en la primavera; siguiendo el patron estacional de las concentraciones de
testosterona (Gonzalez-Pensado, 2011). A pesar de ello, en la ECFA se han
registrado nacimientos durante todo el ano, por lo que se puede inferir que los
venados de campo pueden reproducirse durante todo el afio (Ungerfeld et al.,
2008). En la poblacion de la ECFA, el patron estacional de los venados es
aparentemente menos estricto en comparacion con las poblaciones silvestres.
Una posible explicacién es que en la poblacion de la ECFA el suministro de
alimentos es homogéneo a lo largo del afio y en las poblaciones silvestres no.
Esto sugiere que la disponibilidad de alimentos tiene una influencia directa en
la actividad ciclica reproductiva (Ungerfeld et al., 2008).

1.2. Conservacion y biotecnologia

La UICN (UICN, 2014) report6 que existe un gran porcentaje de
mamiferos en serio peligro de extincion, principalmente por pérdida o
fragmentacion de habitat. Por esta razén, es de suma relevancia perfeccionar
técnicas de conservacion tanto in situ como ex situ. La conservacion in situ se
realiza en el mismo habitat, mediante la restauracion o mediante la repoblacion.
La conservacion ex situ se realiza mediante técnicas artificiales, como son los
zoolégicos o utilizando biotecnologias reproductivas (Holt & Pickard, 1999).
Para intentar disminuir la tasa de desaparicion de ésta y otras especies, es
posible desarrollar programas destinados a la preservacion de material
genético, concretamente criopreservando los ovocitos, embriones y
espermatozoides (Holt & Pickard, 1999) para su posterior utilizaciéon en
técnicas de biotecnologia reproductiva.

La criopreservacion de semen es utilizada como una técnica de
conservacion en varias especies en peligro de extincion (Wildt, 1992). El
perfeccionamiento de técnicas de criopreservacion de material genético permite
obtener una reserva de variabilidad genética y aumentar la probabilidad de
sobrevivencia de la especie en el futuro. En particular, la criopreservacion de
semen permite preservar el material genético de cada individuo durante
decenas de afos, posibilitando su uso futuro, o su uso en lugares distantes
(Holt & Pickard, 1999). La utilizacibn de semen certificado libre de
enfermedades constituye una forma segura en cuanto a la prevencion de
diferentes patologias. Otra de las ventajas, es la posibilidad de utilizar machos
incapacitados para la copula debido a lesiones o por razones de edad (Evans &
Maxwell, 1990). Es importante resaltar la facilidad que implica el intercambio de
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material genético sin la necesidad de transportar a los animales (Evans &
Maxwell, 1990), lo que reduce los costos y el espacio necesario, minimizando
los riesgos y evitando el estrés de los animales.

1.3. Semen

El semen estd formado por dos constituyentes principales: el plasma
seminal y los espermatozoides. El plasma seminal es una mezcla de liquidos
secretados por glandulas vesiculares, los epididimos, conductos deferentes y
otras glandulas accesorias (Evans & Maxwell, 1990). Tiene tres funciones
principales:

e Actua como vehiculo para el transporte de los espermatozoides
desde el sistema reproductor del macho, durante la eyaculacion.

e Sirve de activador a los espermatozoides, previamente no
moviles.

e Proporciona un medio rico en nutrientes, tamponado, que
colabora en mantener la supervivencia de los espermatozoides
después de depositarse en el aparato reproductor de la hembra
(Evans & Maxwell, 1990).

Los espermatozoides son los gametos masculinos producidos en los tubulos
seminiferos de los testiculos. Cada uno de ellos es una célula altamente
especializada formada por dos partes principales: cabeza y cola (Evans &
Maxwell, 1990). La cabeza es plana y ovoide, ocupada casi en su totalidad por
el nucleo; la parte anterior esta envuelta por una caperuza especial llamada
acrosoma, portadora de las enzimas necesarias para el proceso de fertilizacién.
La cola es semejante a un flagelo; es el d6rgano locomotor de los
espermatozoides. Estas dos partes estan conectadas mediante un cuello corto,
conocido como la regién de implantacion (pieza media) (Evans & Maxwell,
1990).

Los espermatozoides pueden presentar diferentes tipos de movimientos:

¢ Movimiento progresivo hacia adelante

e Movimiento circular o rotatorio

¢ Movimiento oscilatorio 0 convulsivo sin progreso ni cambio de
posicion.

La energia necesaria para mantener la viabilidad y motilidad de los
espermatozoides procede de azucares —especialmente la fructosa— presentes
en el plasma seminal (Evans & Maxwell, 1990). Se debe tener en cuenta que
hay muchos factores que pueden afectar la supervivencia de los
espermatozoides, como por ejemplo, cambios bruscos en la temperatura, luz
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solar directa, el contacto con metales o con el agua (reduce la presion
osmotica), impurezas (bacterias, polvo, orina, etc.), desinfectantes vy
antisépticos (Evans & Maxwell, 1990).

1.4. Coleccién seminal

Existen distintas técnicas para la coleccion de semen y ésta sera elegida
en funciéon de la especie. En algunos animales se puede montar un maniqui
con una vagina artificial, llamada “trampa espermatica” para facilitar la
colecciéon de semen (Duarte & Garcia, 1995). También es posible colectar
semen del epididimo de animales recientemente muertos (Zomborszky et al.,
1999) o mediante electroeyaculacion (Duarte & Garcia, 1995). La técnica de
electroeyaculacion para la coleccion de semen se ha utlizado en varias
especies de ciervos (Asher et al., 2000); por ejemplo Martinez-Pastor et al.
(2008) la utilizo ciervo rojo, Umapathy et al. (2007) con el ciervo axis (Axis
axis), y Asher et al. (1988) con el ciervo del padre David (Elaphus davidianus).
Actualmente este método es utilizado en el venado de campo en la ECFA
(Fumagalli et al., 2012). Para realizar la electroeyaculacion se debe utilizar un
electroeyaculador, el que consta de un vastago equipado con electrodos y una
fuente de energia. Dicho proceso permite la electroestimulacion mediante una
sonda rectal que emite impulsos eléctricos de corta duracidén y de intensidad
creciente, intercalando con breves periodos de descanso. La mayoria de las
colecciones de semen en ciervos se han realizado mediante electroeyaculacion
con el animal anestesiado o sedado. A la fecha se ha realizado este
procedimiento exitosamente en una gran variedad de ciervos, existiendo una
gran variabilidad entre machos en cuanto a la estimulacion requerida para
producir una eyaculacion satisfactoria. Al utilizar la electroeyaculacion en el
venado de campo bajo anestesia general, éste incrementa la frecuencia
cardiaca y aumentan las enzimas marcadoras de dafo muscular (Creatina
quinasa y Aspartato aminotransferasa; Fumagalli et al., 2012). Sin embargo,
con omision del estrés y de las contracciones musculares ocurridas durante el
proceso de electroeyaculacion no deberian existir efectos secundarios
permanentes (Evans & Maxwell, 1990).

La colecta mediante electroeyaculacion se produce generalmente en
fracciones, que pueden ser recogidas por separado, y generalmente una de las
fracciones (fraccion espermatica) tiene una concentracion mucho mas alta de
esperma que las demas (Gizejewski et al., 2003). Martinez-Pastor et al. (2009)
proponen como una buena estrategia para evitar la posible contaminacion de la
muestra con orina, cambiar el tubo de coleccion entre fracciones. Desde un
punto de vista practico, recoger la fraccion espermatica del eyaculado para la
criopreservacion seria la mejor opcion, descartando tubos contaminados con
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orina y con secreciones de las glandulas sexuales anexas (bulbouretrales,
glandula vesicular, préstata) (Martinez-Pastor et al., 2009).

1.5. Evaluacién de semen

La evaluacion de la muestra de semen consiste en la asignacion
subjetiva de un valor de la calidad de la motilidad espermatica, medida del pH,
percepcion del aspecto (coloracion y consistencia) y determinacion del volumen
eyaculado. También se debe determinar la concentracién de espermatozoides
en el eyaculado, el porcentaje de espermatozoides motiles y de
espermatozoides con motilidad progresiva, presencia e incidencia de diferentes
anormalidades espermaticas, asi como la integridad de membrana de los
espermatozoides.

La calidad de la motilidad espermatica es un parametro que se puede
evaluar subjetivamente, asignandole un valor del 0 al 5 (Soler et al., 2003):

0- No existe motilidad

1- Existe un movimiento débil de la cola, no se observa un movimiento
progresivo

2- Movimiento progresivo moderado, generalmente con un patrén en
circulo

3- Movimiento progresivo moderado

4- Movimiento progresivo rapido

5- Movimiento progresivo muy rapido

La calidad de la motilidad y la motilidad individual se deben observar mediante
microscopia oOptica con contraste de fase, bajo un cubre-objeto, observando
varios campos, determinando la proporcion de espermatozoides mdétiles y la
calidad de la motilidad de los mismos (Evans & Maxwell, 1990).

El calculo del volumen y de la concentracion de espermatozoides del
eyaculado debe hacerse de forma precisa, ya que de estos dos parametros va
a depender el numero de dosis seminales que pueden elaborarse a partir de un
eyaculado (Howard & Pace, 1998). El volumen eyaculado se determina
mediante pesada, con balanza de precisibn o también se puede realizar
aspirando con una micropipeta graduada (Goeritz et al., 2003). Para la
concentracion espermatica, el método mas preciso para la evaluacion del
eyaculado es el recuento de espermatozoides en un hemocitometro (Camara
de Neubauer) (Boixo, 1996; Goeritz et al., 2003).

Para que un espermatozoide sea capaz de fecundar un ovocito debe
reunir una serie de requisitos, entre ellos, tener motilidad progresiva. Dicho
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parametro ha sido y sigue siendo el mas utilizado para valorar la calidad de un
eyaculado o de una dosis seminal (Holt & Van Look, 2004). El movimiento
activo de los espermatozoides es imprescindible para la colonizacién del
oviducto durante la fase de transporte en el tracto genital de la hembra y para
que tenga lugar la fecundacidon. Ademas, la motilidad es una manifestacién de
viabilidad espermatica y de integridad celular. Un eyaculado con un porcentaje
bajo de espermatozoides moviles o ausencia de motilidad sera descartado para
su criopreservacion (Holt & Van Look, 2004).

La fertilidad potencial de una muestra de semen probablemente va a
depender de que contenga un numero suficiente de espermatozoides viables,
morfolégicamente normales y funcionalmente competentes. Ademas deben ser
capaces de alcanzar el oviducto, llevar a cabo la fecundacién del ovocito y
contribuir al desarrollo embrionario (Muifio, 2008). Por esta razén, la evaluacién
del material debe incluir la mayor cantidad de caracteristicas espermaticas
como sea posible.

1.6. Criopreservacion de semen en venado de campo

La colecta seminal de animales no mansos se debe realizar mediante
electroeyaculacién. La criopreservacion de semen en una especie como el
venado de campo es un proceso laborioso, que implica un manejo muy
delicado de los animales. Los machos deben ser anestesiados y trasladados a
una sala donde se pueda monitorear en forma continua sus parametros vitales
para realizar la coleccién seminal (Fumagalli et al., 2012). Se debe tener en
cuenta que el volumen de semen colectado, asi como su concentracion son
muy escasos (Villagran et al., 2010; Beracochea, 2014), obteniendo pocas
pajuelas de cada animal para criopreservar (Figura 2). A esto se suma que el
procedimiento no puede repetirse en forma frecuente por el propio manejo del
animal, ademas de que la calidad seminal global colectada en estacion no
reproductiva no permite una adecuada criopreservacion de los
espermatozoides, disminuyendo la cantidad de pajuelas que se pueden
criopreservar por aino (Beracochea, 2012; 2014).
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Figura 2. Muestra seminal de venado de campo (Ozotoceros bezoarticus)
colectada durante la estacion reproductiva mediante electroeyaculacion.

Para una correcta criopreservaciéon de los espermatozoides deben
adicionarse compuestos quimicos que criopreserven la viabilidad y fertilidad del
semen (Yoshida et al, 2000), ya que el éxito de tecnologias como la
inseminacién artificial dependen de una calidad de la motilidad adecuada del
semen que se va a utilizar.

1.7. Diluyentes utilizados para la criopreservacion

La familia Cervidae pertenece al orden Artiodactyla, asi como los
bovinos, ovinos y caprinos. Esta proximidad facilita la utilizacion de técnicas
empleadas en estas especies, con pequenas modificaciones (Duarte & Garcia,
1995). Para una correcta criopreservacion del semen, es necesario la adicion
de un diluyente que permita la supervivencia de los espermatozoides a largo
plazo (Yoshida et al., 2000). La seleccién del diluyente a utilizar y el protocolo
de congelacién son pasos fundamentales para la consolidaciéon de programas
de reproduccién artificiales de cualquier especie (Martinez-Pastor et al., 2009).

Los diluyentes que se adicionan deben presentar buena capacidad
amortiguadora a los cambios de pH. También es importante que el diluyente
tenga una fuente de energia como glucosa o fructosa y para evitar el
crecimiento microbiano se debe adicionar también antibidticos (Evans &
Maxwell, 1990). Ademas, deben tener sustancias crioprotectoras para proteger
a los espermatozoides del dafo criogénico, siendo el glicerol el mas utilizado y
efectivo tanto en experiencias con cérvidos, como en otros rumiantes. Se ha
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comprobado que el glicerol criopreserva las caracteristicas fisicas del
citoplasma asi como la permeabilidad de la membrana evitando la formacién de
cristales de hielo (Hammerstedt & Graham, 1992). La concentracion adecuada
de glicerol se encuentra en un rango de 4% a 6% en el carnero segun Fiser &
Fairfull (1986); concentraciones de glicerol mayores a 8% resultan toxicas y
contribuyen en gran medida a la disminucién progresiva de la supervivencia
espermatica (Fiser & Fairfull, 1986).

La yema de huevo protege a la célula espermatica del choque de frio
durante la criopreservacion debido a su composicion en lipoproteinas de baja
densidad (LDL) (Watson, 2000) y de fosfolipidos que actuan recubriendo la
membrana celular (Quinn et al., 1980). Se han observado buenos resultados en
la criopreservacion de semen de distintas especies de ciervos con el uso de
diluyentes de diferentes composiciones, pero utilizando yema de huevo como
crioprotector [ciervo rojo: Martinez-Pastor et al., 2006; ciervo de cola blanca
(Odocoileus virginianus): Jacobson et al., 1989]. Sin embargo, con el ciervo del
Padre David (Elaphurus davidianus) se obtuvieron modestos porcentajes de
motilidad luego de utilizar diluyentes similares (Asher et al., 1988). Martinez-
Pastor et al. (2009) colectaron semen de ciervo rojo mediante
electroeyaculacién con el fin de evaluar la efectividad de dos diluyentes
comerciales: Andromed (sin yema de huevo) y Triladyl (20% yema de huevo).
Si bien, ambos fueron recomendados para su utilizacion; Triladyl produjo mayor
viabilidad posdescongelacion y Andromed presentd mayor poder de
criopreservacion de acrosomas.

El diluyente Triladyl ha sido utilizado anteriormente en rumiantes
silvestres para la criopreservaciéon de semen de gacela (Gazella cuvieri, G.
dama mhorr y G. dorcas neglecta; Garde et al., 2003), ciervo axis (Haigh et al.,
1993) y ciervo rojo (Zomborszky et al., 2005) con resultados positivos. El
diluyente Andromed no requiere para su preparacion yema de huevo (Martinez-
Pastor et al., 2009), lo que constituye una ventaja al disminuir las posibilidades
de transmision de enfermedades. La ausencia de compuestos de origen animal
disminuye el riesgo de contaminacién microbiolégica (Carballo, 2005), y
previene variaciones en partidas de pajuelas o efectos indeseados de
microorganismos (Carballo, 2005). Andromed mostro resultados similares a los
obtenidos utilizando diluyentes con yema de huevo cuando se comparé la
viabilidad espermatica de los espermatozoides bovinos (Aires et al., 2003).
Andromed presenta ademas la ventaja de ser altamente transparente lo que
aumenta la eficiencia a la evaluacién microscépica, mostrando imagenes de
semen extremadamente claras bajo el microscopio. Ello ademas, facilita la
deteccion y el descarte de eyaculados de calidad cuestionable (Carballo, 2005).

Frente a estos resultados se considera de gran relevancia comparar
muestras seminales diluidas con Andromed o Triladyl colectadas en el venado
de campo, ya que la posibilidad de utilizar un diluyente libre de compuestos de
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origen animal seria muy beneficioso para evitar riesgos de contaminacién por
diferentes factores (microbiolégicos, hormonales, etc.).
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2. HIPOTESIS

El diluyente Andromed criopreserva las muestras seminales de venado
de campo colectadas durante la estacion reproductiva de forma similar al
diluyente Triladyl.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo general

Comparar la efectividad de dos diluyentes comerciales (Andromed vy
Triladyl) a la descongelacion de semen de venado de campo, colectadas
durante la estacion reproductiva mediante electroeyaculacion.

3.2. Objetivos especificos

e Comparar la efectividad de dos diluyentes comerciales (Andromed y
Triladyl) a la descongelacion de semen de venado de campo a lo largo
del tiempo.

e Determinar la calidad de la motilidad, porcentaje de espermatozoides
motiles y porcentaje de espermatozoides motiles progresivos.

e Determinar el porcentaje de anormalidades espermaticas.
e Determinar el porcentaje de espermatozoides con acrosomas integros.

e Determinar el porcentaje de espermatozoides con integridad de
membrana luego de la descongelacion de semen.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Coleccion y criopreservacion seminal

Las muestras fueron colectadas y criopreservadas durante la estacion
reproductiva (febrero 2010 - abril 2012) a partir de 10 machos adultos de la
ECFA. Los venados utilizados tuvieron un peso promedio de 35kg y edades
entre 3 y 7 anos. Los animales fueron capturados mediante la administracion
de anestésicos lanzados con cerbatana. Se utiliz6 1,6 mg/ kg ketamina 5%
(Vetanarcol; Laboratorio Konig), 2,0 mg/ kg de xylazina 10% (Sedomin;
Laboratorio Konig, Buenos Aires, Argentina) y 0,013 mg/ kg de atropina 1%
(Sulfato de Atropina; Laboratorio ION, Montevideo, Uruguay). Luego se los
traslado a la sala veterinaria para monitorear los parametros vitales (frecuencia
cardiaca y respiratoria) y colectar el semen mediante electroeyaculacién. El
semen colectado fue caracterizado mediante un espermiograma basico. Luego,
se dividio el volumen seminal en dos alicuotas diluyendo una parte en
Andromed y otra en Triladyl; estas muestras fueron incluidas en pajuelas. Para
la curva de enfriado se colocaron las pajuelas en un freezer dentro de un
recipiente con 4 Its de agua a temperatura ambiente; cuando la temperatura
llegd a 5°C se dejoé equilibrando en heladera durante dos horas. Luego, las
pajuelas fueron colocadas a vapores de nitrégeno liquido (-80°C) durante 10
min para posteriormente criopreservarlas en el tanque de nitrégeno.

4.2. Protocolo de descongelacion

A partir de las muestras diluidas con Andromed o Triladyl
criopreservadas en la ECFA, se procedié a realizar la comparacion de las
muestras diluidas con ambos diluyentes en el Departamento de Fisiologia de la
Facultad de Veterinaria, Universidad de la Republica.

Para la descongelacion de las muestras seminales, se extrajeron las
pajuelas del tanque de nitrégeno liquido (-196°C) a una conservadora con
nitrogeno liquido. Luego se la mantuvo durante 10 s a temperatura ambiente
sujetandola con una pinza por uno de los extremos, para posteriormente
introducirla en un bafio maria con suero fisiolégico (37°C) durante 30 s (Renard
& Babinet, 1984). Luego de secar cuidadosamente la pajuela, fue cortada en
ambos extremos, depositando la muestra en un tubo eppendorf previamente
atemperado en bafio (37°C) cortando el otro extremo (correspondiente al
algodon).

20



4.3. Evaluacién seminal

El semen fue evaluado luego de su coleccién, determinando el
espermiograma basico (To: calidad de la motilidad, porcentaje de
espermatozoides motiles y porcentaje de espermatozoides con motilidad
progresiva) y se fijaron muestras para su posterior evaluacion de las
morfologias espermaticas y de la integridad acrosomica de los
espermatozoides. Para evaluar la efectividad de los diluyentes a lo largo del
tiempo posdescongelado de cada pajuela se realiz6 un espermiograma a
distintos tiempos posdescongelado como se observa en la figura 3 (T:
momento de la descongelacion; T,: 1 h posdescongelacion; Ts: 2 h
posdescongelacion). Para todas las evaluaciones se utilizd un microscopio
optico 400X con contraste de fases (Nikon, modelo Eclipse E200, Japdn), con
platina atemperada a 37°C. Dicho espermiograma incluyé la asignacion de un
valor de calidad de la motilidad (escala 0-5), y la determinacion del porcentaje
de espermatozoides motiles y el porcentaje de espermatozoides con motilidad
progresiva (Soler et al., 2003).

Semen Semen 60 min 120 min
fresco descongelado posdescongelacion | posdescongelacién
To T T, T3
Espermiograma Espermiograma Espermiograma Espermiograma
Anormalidades Anormalidades Anormalidades
Acorsomas Acorsomas Acrosomas

Test de HOST

Figura 3. Esquema de los diferentes momentos de evaluacion de las muestras
seminales de venado de campo.
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De cada pajuela se fij6 una muestra en formol-citrato en Ty y T3
posdescongelacion para analizar posteriormente el porcentaje de
espermatozoides con anormalidades morfologicas (primarias y secundarias) y
la integridad acrosémica con microscopio Optico con contraste de fase (Pursel
& Johnson, 1974). Para determinar el porcentaje de espermatozoides con
anormalidades se contabilizaron 100 espermatozoides, al igual que para
determinar la integridad acrosémica de los espermatozoides. Ademas, luego de
la descongelacion (T4) se realizo la técnica de HOST (Jeyendran et al., 1984),
incubando la muestra seminal en una solucion hipoosmética (100 mOsm)
durante 15 minutos y posteriormente se fijé en formol-citrato. La respuesta de
los espermatozoides reactivos (vivos) a la solucion hipoosmoética es la
hinchazén, debido a que son capaces de mantener el equilibrio osmatico
favoreciendo la entrada de agua ya que sus membranas funcionan
correctamente (HOST +). Los espermatozoides HOST + muestran cambios
principalmente de enrollamiento de cola y pieza media como se visualiza en la
Figura 4 (Jeyendran et al., 1984).

(a) (b} (c) (d)
| \f

Figura 4. Representaciéon de los cambios morfolégicos producidos en los
espermatozoides bajo condiciones hipoosmaticas: a) no presenta cambios; b-g)
cambios morfolégicos de la cola (Jeyendran et al., 1984).

(e)

22



4.4. Anadlisis estadistico

Los datos fueron comparados mediante ANOVA para mediciones
repetidas, determinando el efecto de los diluyentes (Andromed o Triladyl) y la
influencia en los diferentes tiempos de evaluacion (T, T4, T2, T3). El porcentaje
de espermatozoides vivos se compard mediante el Test de t de Student.

Los datos se presentan como media £+ EE. Se consideré un p < 0,05 como
estadisticamente significativo.
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5. RESULTADOS

5.1. Calidad de la motilidad y motilidad espermatica

El diluyente Triladyl tendi6 a criopreservar mejor la calidad de la motilidad
(p=0,1; Figura 5A), el porcentaje de espermatozoides métiles (p=0,07; Figura
5B) y el porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva (p=0,07;
Figura 5C) que Andromed. No hubo interaccién entre el tratamiento y el
momento en que se realizaron las evaluaciones en las tres variables
mencionadas, pero todos los parametros disminuyeron a lo largo del proceso
de evaluacién (p<0,0001; Figura 5).

5.2. Anormalidades morfolégicas e integridad de membrana y acrosomica

No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de
espermatozoides morfolégicamente anormales, ni en la integridad del
acrosoma de los espermatozoides entre los diluyentes. Tampoco hubo una
interaccidn entre el tratamiento y el momento en que se realizé cada evaluacion
en estas variables. Para ambas variables existieron diferencias significativas a
lo largo del proceso (p<0,0001; p=0,003, respectivamente; Figura 6).

Las muestras diluidas con Triladyl preservaron mejor la integridad de
membrana de los espermatozoides que las diluidas con Andromed (71,31£3,8 vs
64,114,6; p=0,001).
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Figura 5. Calidad de la motilidad (A), porcentaje de espermatozoides moétiles
(B) y porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva (C) de semen de
venado de campo colectado durante la estacion reproductiva, diluidos con
Andromed (—) o Triladyl (- - -) en funcién del momento de evaluacion (O:
semen fresco; 1: posdescongelacion; 2: 1 h posdescongelacién; 3: 2 h
posdescongelacion.

Diferentes letras: p<0,05.
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Figura 6. Porcentaje de espermatozoides con anormalidades morfolégicas (A) y
porcentaje de espermatozoides con acrosoma integro (B) de semen de venado
de campo colectado durante la estacién reproductiva. Las muestras diluidas
con Andromed y Triladyl fueron agrupadas por no presentar diferencias entre
los tratamientos y se presentan en funcion del momento de evaluacion (O:
semen fresco; 1; posdescongelacion; 3: 2 h posdescongelacion).

Diferentes letras: p<0,05.
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6. DISCUSION

Triladyl resulté mas efectivo para preservar el semen de venado de
campo colectado durante la estacion reproductiva que Andromed. En las
condiciones en que se realizd éste trabajo, el diluyente Triladyl tendidé a
criopreservar mejor que Andromed la motilidad espermatica y la integridad de
membrana de los espermatozoides, o que podria deberse a la adicion de la
yema de huevo. En el ciervo rojo (Martinez-Pastor et al., 2006) y en el ciervo
cola blanca (Jacobson et al., 1989) se ha demostrado que la criopreservacion
de semen utilizando un diluyente con yema de huevo fue efectivo en proteger la
membrana espermatica y la motilidad de los espermatozoides. Sin embargo,
dado que la composicion de los diluyentes no sélo difiere en la adicion o no de
la yema de huevo, sino que también difieren en el porcentaje de otros
componentes, asi como en algunos compuestos no especificados por el
fabricante, esto podria estar limitando la interpretacién de los resultados.

Se encontré un alto porcentaje de espermatozoides con acrosomas
integros en las muestras diluidas con ambos diluyentes, lo que es fundamental
para que ocurra la reaccion acrosomica (Gilbert, 2005). Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Martinez-Pastor et al. (2009), quienes
testearon estos mismos diluyentes obteniendo caracteristicas de viabilidad
espermatica y porcentaje de espermatozoides con acrosomas integros muy
similares entre si.

Hay que tener en cuenta que se observo una disminucion de la motilidad
espermatica a lo largo del tiempo de incubacion de los espermatozoides
diluidos con ambos diluyentes, o que podria ser un indicador de una baja
fertilidad de esos espermatozoides. A la hora de evaluacién, la calidad de la
motilidad adquiere valores cercanos a cero. Por esta razon, se deberia testear
la fertilidad de los espermatozoides descongelados en estudios de fertilizacion
in vitro o mediante técnicas de inseminacion artificial para comprobar su
eficacia. La calidad de la motilidad y el porcentaje de espermatozoides matiles
de muestras diluidas con ambos diluyentes fueron menores a los resultados
obtenidos previamente al diluir muestras seminales de venado de campo con
otros diluyentes (Beracochea, 2012). Si bien se debe tener en cuenta la alta
variabilidad de los parametros iniciales del semen fresco (Beracochea, 2014);
esta observaciéon podria implicar que estos diluyentes presentan menor
capacidad de criopreservacion que otros diluyentes utilizados para
criopreservar semen de venado de campo colectado durante la estacidn
reproductiva (Beracochea, 2012). Sin embargo, en funciéon de los datos
obtenidos en esta tesis, si hubiera que optar por uno de los diluyentes
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analizados para criopreservar el semen de venado de campo, el Triladyl seria
el mas adecuado.
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7. CONCLUSION

El diluyente Triladyl fue mas efectivo en la descongelacion de muestras
de semen de venado de campo colectadas durante la estacién reproductiva
que el diluyente Andromed.
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	La yema de huevo protege a la célula espermática del choque de frío durante la criopreservación debido a su composición en lipoproteínas de baja densidad (LDL) (Watson, 2000) y de fosfolípidos que actúan recubriendo la membrana celular (Quinn et al., 1980). Se han observado buenos resultados en la criopreservación de semen de distintas especies de ciervos con el uso de diluyentes de diferentes composiciones, pero utilizando yema de huevo como crioprotector [ciervo rojo: Martínez-Pastor et al., 2006; ciervo de cola blanca (Odocoileus virginianus): Jacobson et al., 1989]. Sin embargo, con el ciervo del Padre David (Elaphurus davidianus) se obtuvieron modestos porcentajes de motilidad luego de utilizar diluyentes similares (Asher et al., 1988). Martínez-Pastor et al. (2009) colectaron semen de ciervo rojo mediante electroeyaculación con el fin de evaluar la efectividad de dos diluyentes comerciales: Andromed (sin yema de huevo) y Triladyl (20% yema de huevo). Si bien, ambos fueron recomendados para su utilización; Triladyl produjo mayor viabilidad posdescongelación y Andromed presentó mayor poder de criopreservación de acrosomas.




