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RESUMEN

El objetivo de esta investigacién fue determinar indicadores de capacitacion y
reaccion acrosomal en espermatozoides de halcon Harris (Parabuteo unicinctus)
en eyaculados recién obtenidos y criopreservados con dimetilsulféxido (DMSO) y
Glicerol, asi como los parametros de viabilidad, movilidad y morfologia en cada
tratamiento. Se utiliz6 membrana perivitelina (MPV) heteréloga como inductor de
la reaccién acrosomal; se empled clortetraciclina (CTC) para evaluar la actividad
de Ca?* membranal y el marcaje con la lectina Wheat Germ Aglutinin conjugada
con lIsotiocionato de Fluorosceina (WGA-FICT) para determinar la presencia y
distribucion de N-Acetil-Glucosamina y acido sialico en relacion a la capacidad
fertilizante. Se determinaron 3 patrones de fluorescencia y su proporcién en cada
tratamiento, cada patrén se asocié a la capacitacidbn espermatica y reaccion
acrosomal. La movilidad espermatica en fresco fue de 77.2% lo que fue mayor
(P<0.05) a la obtenida en eyaculados criopreservados con DMSO (16.8%) y con
glicerol (20%).

En eyaculados recién obtenidos se determind una viabilidad de 95.3%
significativamente mayor (P<0.05) a los criopreservados con DMSO 58.1% vy
73.6% con Glicerol. Respecto a la morfologia espermatica, no se encontraron
diferencias (P>0.05), entre los eyaculados en fresco y post criopreservacion.
Palabras clave: Parabuteo unicinctus, criopreservacion, capacitaciéon

espermatica, reaccion acrosomal, fluorescencia, viabilidad.



ABSTRACT

The objective of this research was to determine the capacitation indicators and
acrosome reaction in sperm of Harris hawk (Parabuteo unicinctus) in freshly
ejaculates and cryopreserved with dimethylsulfoxide (DMSO) and glicerol, as well
as the parameters of viability, motility and morphology in each treatment.
Heterologous perivitelline layer was implemented as an inducer of acrosome
reaction; staining was used with chlortetracycline (CTC) to evaluate the activity of
Ca?* membrane and labeling with the WGA-FICT lectin to determine the presence
and distribution of N-acetylglucosamine and sialic acid relative to the fertilizing
capacity. Three fluorescence patterns and their proportion in each treatment were
determined, each pattern was associated with sperm capacitation and acrosome
reaction. Fresh sperm motility was 77.2%, and was higher (P <0.05) than that
obtained in ejaculates cryopreserved with DMSO (16.8%) and glycerol (20%). In
newly obtained ejaculates, viability 95.3% significantly higher (P <0.05)
cryopreserved with DMSO 58.1% and 73.6% with glycerol was determined.
Regarding sperm morphology, no differences (P> 0.05) between the ejaculates
fresh and post cryopreservation found.

Key words: Parabuteo unicinctus, cryopreservation, sperm capacitation,

acrosome reaction, fluorescence, viability.
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2.-INTRODUCCION

Actualmente todas las aves rapaces se encuentran en alguna categoria de riesgo
a nivel internacional (CITES, 2015) y 65 especies dentro de alguna categoria de
riesgo nacional (NOM-059-SEMARNAT, 2010); entre ellas se encuentra el halcon
Harris (Parabuteo unicinctus) que esta clasificado en el apéndice Il en el CITES y
sujeto a proteccién especial en la NOM-059.

El halcon Harris es originario del continente Americano con amplia distribucion en
México; ademas que es la rapaz con mayor presencia en cautiverio en zooldgicos,
criaderos y particulares; dado que es el ave rapaz con mayor uso en cetreria en
México, y es ampliamente utilizada en el control biolégico de aves a nivel
industrial.

En los zooldgicos, criaderos y centros de rehabilitacion de fauna silvestre
frecuentemente existen ejemplares potencialmente reproductivos que se
encuentran con algun impedimento fisico o de amputacién (Murray y Pizzirani,
2013). Por lo que el uso de las técnicas de reproduccién asistida (TRA), en aves
rapaces, ha sido fundamental para lograr reproducir individuos de halcén Harris
con mayor eficiencia en condicion de cautiverio, principalmente aquellos que no
pueden ser reintroducidos al medio (Herrera et al., 2013).

Se ha empleado también el concepto de “criozoologicos” o bancos de recursos
genéticos, que consisten en centros de conservacion “ex situ” que almacenan
reservorios genéticos como bancos de espermatozoides, de évulos 6 de lineas
celulares, los cuales estan disponibles para ser usados en inseminacion artificial o

transferencia de embriones (Rojas et al., 2006) y corresponde a una interfase



entre programas de reproduccidon en cautiverio (conservacion ex situ) y los
programas de conservacion en el habitat (conservacion in situ) (Holt et al., 2004).
Para el manejo in vitro de eyaculados de aves, se usan medios de conservacion y
crioprotectores; uno de los medios mayormente utilizados es la solucion Lake y
entre los crioprotectores mas usados estan el Glicerol, Dimetilsulfoxido vy
Dimetilacetamida (Hammerstedt y Graham, 1992). Estas sustancias han
presentado resultados variables en diferentes especies, por o que es necesario
disefar protocolos de criopreservacion seminal especificos que optimicen las TRA
en aves rapaces, para asi lograr una mayor eficiencia en los protocolos de
reproduccion en cautiverio y contribuir de manera directa a su conservacion y
aprovechamiento sustentable (Kowalczyk y Lukaszewicz, 2015).

Una manera de evaluar la eficiencia de los protocolos de criopreservacion seminal,
ademas de analizar la viabilidad, movilidad y morfologia, es determinando la
capacidad de reaccion acrosomal de los espermatozoides en semen fresco o post
descongelacion (Ahammad et al., 2013), esta evaluacion in vitro, ayuda a predecir
su capacidad fertilizante in vivo, de una manera cuantificable.

Estudios mencionan que el proceso de capacitacion espermatica en las aves
ocurre en periodos muy cortos y se lleva a cabo en el tracto de la hembra,
ademas, mencionan que este proceso no es requerido para la fertilizacion del
ovocito (Lemoine et al., 2011), sin embargo posteriores estudios mencionan la
presencia de factores descapacitantes de los espermatozoides en el oviducto de la
hembra (Sasanami et al., 2013). Esta investigacion contribuye a la determinacién
de los parametros de capacitacidon y reacciéon acrosomal en espermatozoides de

halcon Harris, con la intencion de evidenciar indicadores que permitan evaluar y



desarrollar medios para la conservacion en fresco y criopreservacion espermatica,

del halcon Harris.

3.- MARCO REFERENCIAL

3.1- Las aves rapaces

Por su constitucion morfolégica y capacidad sensorial, las rapaces estan
especializadas al régimen carnivoro (Salgado et al., 1994, Méndez et al., 2006).
Poseen pico y garras curvas y afiladas, asi como vision binocular, que les ayudan
a capturar sus presas (Kemp, 1993, Salgado et al., 1994).

Fungen como bio-indicadores en los ecosistemas, ya que al ser depredadores,
una buena poblacién de aves rapaces es indicador de que el ecosistema se

encuentra sano (Méndez et al., 2006).

3.2- Aves rapaces en México

Histéricamente México es un pais vinculado desde sus origenes con las aves
rapaces, en formas y usos muy variados (Tavizon, 1999). Desde tiempos
prehispanicos se adoraban por su imponente porte, mismo que inspird para la
creacion del escudo nacional Mexicano que se plasmé en la bandera, otorgando
una identidad a la nacion.

En México existen 1096 especies de aves, de las cuales 88 son rapaces

(CONANP/SEMARNAT, 2014).



3.3- Cetreria y Legislacion

En la actualidad, el interés por el uso y aprovechamiento de las aves rapaces en
México es relativamente limitado, aunque especies como el halcén Harris son mas
comunes en cautiverio, debido a que es la rapaz mayormente usada para practicar
la cetreria; esta actividad se considera un deporte que consiste en entrenar aves
rapaces para la caceria de diversos tipos de presas. La cetreria constituye hoy en
dia Patrimonio Cultural Inmaterial de la Humanidad (Decisién 7.COM 11.33 List of
the Intangible Cultural Heritage of Humanity, 16 de noviembre 2012). Esta
modalidad de caza ha promocionado la cria de aves rapaces en cautiverio como lo
es el caso del halcon Harris, que esta clasificado como una especie con proteccion
especial bajo la NOM-059-SEMARNAT- 2010.

Actualmente existe el comercio de aves rapaces a nivel mundial, y México no ha
sido la excepcion, donde la comercializacion legal se hace con ejemplares
producidos en diferentes criaderos del pais que estan regulados por la Secretaria
de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT), quien otorga tasas de
aprovechamiento para promover un manejo sustentable. Cabe mencionar que
también existe el trafico ilegal de aves rapaces, que es considerado como una de
las actividades ilicitas mas lucrativas en México (Procuraduria Federal de

Proteccién al Ambiente, 2014).

3.4- Halcén Harris
Taxondmicamente, el halcén Harris se clasifica en la familia Accipitridae,
representando a la unica especie a nivel mundial del género Parabuteo. Son aves

comunes de habitats semiaridos; sus caracteristicas distintivas son su color café



parduzco que se hace mas oscuro con la edad y una banda blanca en el extremo
de las plumas de la cola (Sibley, 2012).

Existen 3 subespecies distribuidas ampliamente sobre el continente americano:
Parabuteo unicinctus superior, que habita en el norte de México y el sur de
Estados Unidos, Parabuteo unicinctus harrisi, su distribucion es desde Texas, E.U,
el este de México y la mayor parte de América Central, y Parabuteo unicinctus

unicinctus que se distribuye en Sudamérica (Avibirds, 2012).

3.5- Biologia reproductiva

Reproduccién

El halcén Harris es un ave monégama que vive en parvada, alcanza la edad adulta
a los 3 afos, en esta etapa el macho comienza a cortejar a las hembras y
construye un nido. Generalmente existe un dimorfismo sexual bien marcado, en el
cual las hembras son un tercio mas grandes que los machos (Ceballos y Justribé,
2011). Una vez formada la pareja, ocurre la cépula y la puesta de huevos; la
incubacion dura entre 31 y 33 dias, y la realiza principalmente la hembra,
incubando de 3 a 4 huevos por temporada. Al iniciar la reproduccién es comun que
se formen parvadas de hasta ocho ejemplares, entre polluelos, juveniles y
progenitores; los juveniles ayudan a la cria de los nuevos polluelos, lo que es la

peculiaridad de esta especie (Conabio/Naturalista, 2015).



Estacionalidad

Para la mayor parte de los animales, la reproduccion ocurre durante ciertas
épocas del ano, usualmente en aquellas en que hay mayor disponibilidad de
alimento (Gutiérrez, 1999), las rapaces no son la excepcion, su reproduccion es
estrictamente estacional. Especificamente el halcon Harris en México se
reproduce entre los meses de febrero y mayo, cuando existe una gran variedad de
presas jovenes en el medio; en estos meses ocurre una estimulacion por el
aumento en el la cantidad de horas luz (fotoperiodo) 13 horas luz y 11 oscuridad y
un aumento en la temperatura, esto activa procesos fisiolégicos que culminan en
una gran actividad hormonal. Misma que da comienzo a la produccién
espermatica, regulada por la testosterona. EI aumento de fotoperiodo y
temperatura son los factores que determinan la actividad reproductiva en esta
especie; al no existir estos fenomenos, se produce un proceso refractario en el
cual los 6rganos sexuales involucionan en la estacién no reproductiva, mermando
la produccién de gametos y las conductas reproductivas reguladas por hormonas
sexuales (Sauveur, 1992).

3.5.1- Morfofisiologia reproductiva

Macho

El aparato reproductor esta constituido por tres unidades morfo funcionales: los
testiculos, conductos deferentes y el 6rgano copulador.

El proceso de espermatogénesis ocurre en los tubulos seminiferos del testiculo y
promueve el desarrollo de las espermatogonias que se transforman en
espermatozoides; de este proceso depende la calidad y la produccion espermatica

constante. La espermiogénesis se desarrolla en estrecha relacion con las células



somaticas del epitelio seminifero, las células de Sertoli y estan bajo control de las
hormonas gonadoétropas, hormona luteinizante (LH) y hormona foliculo estimulante
(FSH) (Peralta y Miazzo, 2002).

El espermatozoide del halcon Harris es de forma alargado, la cabeza es
filamentosa y mide de 12 a 13 um, se corona por el acrosoma de 2 ym de largo.
La parte media tiene 4 ym de largo. El resto de la cola tiene una longitud
aproximada de 70 uym, y a lo largo de ésta se extienden fibras centrales
relacionadas con los centriolos (Herrera et al., 2013b). En su parte mas ancha, el
espermatozoide mide cerca de 0.5 um. Posee una membrana plasmatica en la
superficie, donde se encuentran glicoproteinas y glicolipidos como N-acetil-
glucosamina, Glicofosfatidil-Inositol, B1,3-galactose, entre otros que actuan como
receptores. También estan presentes fosfolipidos que se encuentran organizados
en forma asimétrica bilaminar (Gilbert, 1996; Long, 2006). Los espermatozoides
tienen una membrana acrosomal que se deriva del aparato de Golgi que
representa la membrana externa situada en la cabeza. Para obtener su capacidad
fertilizante deben llevar a cabo una maduracion, capacitacidon y reaccion
acrosomal (Lemoine et al., 2008), aunque algunos autores mencionan que en las
aves al momento de obtener eyaculados, los espermatozoides ya estan
capacitados y con capacidad fertilizante (Lemoine et al., 2009; 2011).

En contraste a los mamiferos, el periodo de capacitacion espermatica en aves no
se tiene bien descrito, se sabe que la reaccion del acrosoma en espermatozoides
de gallo puede ser inducida muy rapidamente in vitro en un medio salino simple

que contenga sélo Ca® * y MPV (Lemoine et al., 2011).
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El acrosoma es un o6rganelo espermatico con forma de capucha, ubicado en la
region apical del espermatozoide, sobre el segmento anterior del nucleo, cuyo
contenido incluye una mezcla unica de enzimas, tales como acrosina y otras
enzimas presentes en el lisosoma, peroxisoma e incluso en el citoplasma (Del Rio
et al., 2007), estas enzimas hidroliticas se derivan del aparato de Golgi durante la
espermatogénesis; por su origen, estructura, y funciéon celular el acrosoma es
comparable a un ribosoma. Pero a diferencia de este, presenta exocitosis regulada
por el metabolismo de fosfoinositidos, interaccién de nucleétidos enddgenos vy

exdgenos, Ca®*, calmodulina, microtubulos y microfilamentos.

Hembra

El aparato reproductor esta compuesto por dos partes esenciales: ovario y
oviducto izquierdo, encontrandose atrofiado la estructura del lado derecho. En la
formacion del huevo intervienen dos estructuras anatémicas diferentes: el ovario
en la formacién del vitelo, y el oviducto para la fraccién albuginea y el cascardn. La
ovulacion permite el paso del évulo al oviducto, este proceso se completa con la
fertilizacion, la cual se lleva a cabo en el infundibulo (Galindo, 2006).

Por otro lado, la membrana perivitelina (MPV) del ovocito puede considerarse
hasta cierto punto como analoga a la zona pelucida (ZP) de los mamiferos
(Waclawek et al., 1998). Se compone de glicoproteinas que tienen un papel clave
en la unién del espermatozoide-ovocito y la induccién acrosémica de exocitosis.
Estas glicoproteinas fungen como de factores de reconocimiento gamético, en las

aves se han descrito principalmente moléculas como N-acetil-glucosamina, el
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acido sialico, manosa y glucosa, como parte de las glicoproteinas de

reconocimiento gamético (Okumura et al., 2004).

Reconocimiento gamético y fertilizacion

Después de la copula, los espermatozoides de las aves pueden permanecer en el
oviducto de la hembra hasta 3 semanas antes de llegar al infundibulo, sitio de la
fertilizacion y someterse a la reaccion del acrosoma para penetrar la MPV que
rodea al vitelo que contiene el ovocito (Lemione et al., 2009).

En la reaccion acrosomal se fusionan las membranas plasmaticas y la membrana
acrosomal. Esta fusion da como resultado la liberacion de enzimas que ayudan a
hidrolizar la membrana perivitelina del évulo, auxilia al espermatozoide a
penetrarlo y realizar la fertilizacion (Lemoine et al., 2008; Herrera et al., 2005). La
membrana plasmatica del espermatozoide y la membrana acrosomal interna del
mismo, se fusionan con la membrana perivitelina se encuentra en la membrana
plasmatica del 6vulo para liberar el nucleo del espermatozoide y la varilla sub
acrosomal (perforatum) dentro del 6vulo (Figura 1). La envoltura nuclear se
desintegra cuando el espermatozoide entra al évulo, posteriormente ocurre el

intercambio genético (Etches, 1998).
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Figura 1. Reaccion acrosomal y fusion de gametos en aves. (Etches, 1998).

MPE=membrana plasmatica del espermatozoide, MAI=membrana acrosomal
interna, MPO=membrana plasmatica del évulo, N=nucleo, EN=envoltura nuclear,
O=6évulo, P=Perforatum

13



4.- MARCO TEORICO

4.1- Reproduccién en cautiverio

Desde hace décadas se ha empleado la criopreservacion seminal e inseminacion
artificial como herramienta para el mantenimiento de lineas especificas de aves
domeésticas con interés comercial, manteniendo asi la variabilidad genética de las
lineas germinales (Leibo y Blesbois, 2004). Los mismos protocolos de
criopreservacion espermatica utilizados en las especies domésticas, se han
empleado en aves de origen silvestre, para lograr su reproduccion con diferentes
propésitos. En la actualidad, la reproduccion en cautiverio de aves rapaces,
incluido el halcon Harris, se lleva a cabo principalmente en zooldgicos y en
fundaciones en pro de la conservacién; con el propésito de exhibir los ejemplares
y fomentar su conservacién, por medio de la educacion ambiental; ademas en
México se desarrolla en Unidades de Manejo para la Conservacién de Vida
Silvestre (UMA’s) y Predios o Instalaciones que Manejan Vida Silvestre de Forma
Confinada Fuera de su Habitat Natural (PIMVS), donde se reproducen con fines
comerciales, principalmente para uso de cetreria y control bioldgico.

En estos lugares son utilizadas principalmente dos estrategias de reproduccién de
rapaces en cautiverio: la copula natural y la inseminacion artificial. La cépula
natural tiene las ventajas de necesitar menor mano de obra, produce polluelos no
improntados con el ser humano (ideales para su reintroduccion) y facilita la
formacion de parejas con fines reproductivos en los descendientes de este tipo de
cria. Por su parte, la reproduccion por inseminacién artificial permite producir

hibridos y optimizar los eyaculados, pudiendo inseminar a mas de una hembra por
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eyaculado a diferencia que en la copula natural, pero requiere una capacitacion
especializada, equipo e instalaciones (Fox, 2003).

4.2- Obtencion seminal

Existen varias técnicas de obtencion seminal, mismas que se clasifican como
invasivas y no invasivas.

Las técnicas invasivas incluyen, la electroeyaculacién, lavado de conductos
deferentes, procedimientos quirurgicos y las no invasivas incluyen procedimientos
tales como el masaje dorsoventral en ejemplares entrenados y no entrenados y
donacion voluntaria (Herrera et al., 2013a).

4.3- Conservacion seminal in vitro

Es el proceso in vitro en el cual al semen se le adicionan sustancias que pueden
actuar como diluyentes y/o crioprotectores (Herrera et al., 2013a), con la finalidad
de maximizar la viabilidad de los espermatozoides para su uso posterior. Existen
dos maneras de conservar in vitro al semen: La conservacion en refrigeracion y la
criopreservacion.

Refrigeracion: Consiste en afiadir al semen recién eyaculado, diluyentes en
diversas proporciones que se obtienen de mezclas de sales de fosfatos, citratos
y/o amortiguadores organicos como el BES (N,N-bis(2hidroxiethil)-2aminoetano de
acido sulfénico) y el TES (N-tris (hidroxiethil) metil-2-aminoetano de &cido
sulfénico); los cuales al estar en contacto con el semen, proveen a los
espermatozoides condiciones necesarias para mantenerlos viables y con
capacidad fertilizante a una temperatura de 5° C aproximadamente hasta por 3

dias (Herrera et al., 2013).
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Diluyentes: Los diluyentes para semen aviar consisten en reguladores osméticos,
fuentes de energia, buffers y agentes quelantes (Bootwalla y Miles, 1992 ). No
deben deteriorarse durante el almacenamiento previo a su uso, debe proteger a
los espermatozoides durante el enfriamiento, congelacién y descongelacion, y
finalmente, deben ser resistentes al crecimiento bacteriano (Melrose, 1962; Mann,
1964).

Se ha desarrollado un diluyente especial para aves domésticas el BPSE (Tabla 1)
el cual se disend de acuerdo a las caracteristicas metabdlicas de los

espermatozoides las aves domésticas.

Tabla 1. Composicidon del diluyente Beltsville Poultry Semen Extender (BPSE)

(Sexton,1977) (Formula original).

COMPONENTE g/L
Difosfato de Potasio-3H,0 12.70
Glutamato de Sodio 8.67
Fructosa (Anhidro) 5.0
Acetato de Sodio- 3H,0 4.3
TES * 1.95
Citrato de Potasio 0.64
Monofostato de Potasio 0.65
Cloruro de Magnesio-6H,0 0.34
pH 8.6™*
Osmolaridad 380 mOsm

*N-tris (Hidroximetil) metil-2-aminoetano de acido sulfonico.

** Determinado en condicion de laboratorio.
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También existe el diluyente Lake (Tabla 2), que es uno de los usados con mayor
éxito en aves domésticas, se caracteriza por cumplir las condiciones de
osmolaridad; este diluyente incluye uno o mas sistemas tampones (citrato,
acetato) y posee concentraciones precisas de algunos electrolitos como Na, K, Mg
y quelantes (aminoacidos como glutamico y glicina). En general, lleva un solo

azucar, glucosa o fructosa (Alvarez et al., 2009).

Tabla 2. Composicion del diluyente Lake (Lake y Ravie, 1984) (Formula original).

COMPONENTE g/L
Glutamato de Sodio 19.2
Fructosa 8.0
Acetato de Potasio 5.0
Acetato de Magnesio 0.8
pH 7.1*
Osmolaridad 340 mOsm

*Determinado en condicion de laboratorio.

Criopreservacion: Es la técnica en la cual se congela el semen a una
temperatura de -190°C, conservando su viabilidad y capacidad fertilizante de
manera prolongada (meses 6 anos). Para lograrlo se usan sustancias que
mantienen las condiciones fisioldgicas aptas para los espermatozoides y otras que
protegen la membrana plasmatica reduciendo el efecto de la excesiva
concentracion de solutos y para evitar o disminuir la formacion de cristales intra y

extracelulares durante la descongelacion (Holt, 2000). Se ha demostrado que el

17




proceso de congelacion de semen aviar disminuye la fluidez de la membrana
(Blesbois et al., 2005), el contenido de los carbohidratos (Long, 2006), dana la
mitocondria y la membrana acrosomal, asi como el nucleo espermatico (Celeghini
et al., 2007). En general el semen es enfriado a 5° C después de ser disuelto y
equilibrado con un agente crioprotector y se mantiene en esta temperatura por 10
minutos antes de ser criopreservado (Tucker, 2014).

Actualmente los métodos comunmente usados para la criopreservacion de
espermatozoides de aves son: La congelacién lenta (7° C/min) usando glicerol
como crioprotector y la congelacién rapida (50°C/min) usando dimetilacetamida
(DMA) como crioprotector (Blesbois y Grasseau, 2002).

Crioprotectores: Los crioprotectores se clasifican en dos grupos, los que
atraviesan la membrana celular y los que actuan desde el exterior de la célula
(Herrera et al., 2005; Blesbois, 2007; Barbas et al., 2009; Purdy et al., 2009).
Aquellos que son capaces de atravesar las membranas, ocasionan una
reorganizacion de las proteinas y lipidos, causando una mayor fluidez membranal
y deshidratacion a bajas temperaturas, que a su vez evita la formacién de hielo
generando una mayor tasa de supervivencia espermatica post descongelacion
(Blanco et al., 2009). Los crioprotectores mas usados en aves son: el glicerol y el
dimetilsulféxido (DMSO) (Barbas et al., 2009).

El glicerol es una alcohol (Fig. 2) de tres grupos hidroxilos, posee un coeficiente
alto de viscosidad y tiene una masa molar de 92, 09382 g/mol; es el crioprotector
intracelular mas comun para el esperma de ganado, especificamente en semen de
pavos y gallos, se le atribuyen efectos contraceptivos, ya que se ha visto que

disminuye la movilidad espermatica e irrita la mucosa vaginal de la hembra
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(Hammerstedt y Graham 1992), por lo que la concentracion éptima durante el
proceso de criopreservacion debe determinarse detalladamente, debido a su
potencial toxicidad.

En respuesta a la adicién del glicerol al medio isotdnico en el que estan las células
espermaticas, tiene lugar un primer ajuste del volumen celular debido a una rapida
salida de agua intracelular, seguida por un lento retorno al volumen original a
medida que penetra el crioprotector.

Cuando el agua extracelular se congela ocurre un segundo ajuste de volumen,
motivado por la salida de agua del interior de la célula, en respuesta a las altas
concentraciones de sales extracelulares (Hammerstedt et al., 1990).

Ademas de los efectos osmdticos, el glicerol actua directamente sobre la
membrana espermatica aumentando su fluidez y el metabolismo celular
induciendo una hiperactivacion espermatica prematura, lo que compromete la
capacidad fertilizante espermatica; esta accibn es mas acusada a mayor
temperatura (Parks y Graham, 1992), para el desarrollo de cualquier protocolo de
criopreservacion seminal donde se quiera usar este crioprotector, deben

determinarse los rangos de disminucion de la temperatura 6ptimos.

CH:> CH CH:>

OH OH OH

Figura 2.- Estructura molecular del glicerol.
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Los efectos toxicos del glicerol como el aumento de la fluidez del moco oviductal y
la irritacion de este conducto en la hembra (Long y Kulkarni, 2004) han impulsado
el estudio y empleo de otros crioprotectores como el dimetilsulfoxido (DMSO)
(Fig.3). Esta sustancia permite la fusion de las membranas a una temperatura
aproximada de 0° C, evitando la difusion de los cationes y demas componentes
intracelulares a través de las roturas de membrana causadas por la formacion
intracelular de cristales de hielo (Shier, 1988).

EI DMSO es un liquido organico que contiene sulfoxido, posee una masa molar de
78.13 g/mol que es menor a la del glicerol; es usado como disolvente organico
industrial, como criopreservante y como medicamento ya que reduce el dolor y la
inflamacion. Tiene la capacidad de atravesar membranas organicas portando
consigo otras sustancias en disolucién sin dafiar aparentemente la integridad de la
membrana, por lo que se le usa en criopreservaciéon de gametos, su toxicidad es
muy baja y es una sustancia muy estable a bajas y altas temperaturas (Ramirez y

Luza, 1967).

H,4C CH,

Figura 3.- Estructura molecular del dimetilsulféxido.
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El segundo grupo de crioprotectores estad compuesto por sustancias que no
atraviesan las membranas y solo actuan extracelularmente, cuentan con un bajo
peso molecular, son hidréfilos, no téxicos y ayudan a estabilizar la concentracién
de solutos internos bajo ambientes de estrés osmético, entre estos esta la leche
descremada y el agua de coco con una masas moleculares mayores a 10000
g/mol (Blanco et al., 2009), también evitan la formacién de cristales de hielo;
algunos ejemplos de ellos son: la clara de huevo, dextrosa, lactosa, sacarosa y
rafinosa. Estas azucares interactian con los fosfolipidos de la membrana
plasmatica, aumentando la sobrevivencia de los espermatozoides a Ila
criopreservacion (Barbas et al., 2009).

Consecuencias celulares de la criopreservacion: Este proceso involucra la
exposicion del espermatozoide a temperaturas no fisiolégicas que inducen
cambios en diferentes dimensiones como lo son la organizacién lipidica
membranal, la modificacion cinética espermatica y otras alteraciones que pudieran
alterar la capacidad fertilizante del espermatozoide (Xia et al., 1988), el contenido
intracelular permanece liquido por debajo del punto de congelacion, con lo cual se
establece una diferencia en el potencial quimico del agua intra y extra celular,
creandose una tendencia a que el agua salga de la célula a favor del gradiente
osmotico. Si la velocidad de enfriamiento es lo suficientemente lenta, el agua sale
de la célula y ésta se deshidrata progresivamente. Cuando la velocidad de
enfriamiento es demasiado alta, el agua no puede moverse de la célula lo
suficientemente rapido y hay un incremento en el grado de super enfriamiento
hasta que ocurre la congelacién intracelular para restaurar el equilibrio (Otero-

Muino, s/f).
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Otro de los sucesos durante la criopreservacion de espermatozoides que se
detecta después de la descongelacion es la redistribucion de los carbohidratos
membranales (Herrera et al., 2005).

4.4- Técnicas de evaluacion seminal in vitro

La evaluacion in vitro de semen es una herramienta para valorar de manera
cuantitativa la condicién espermatica de los eyaculados, al conocer caracteristicas
como viabilidad, movilidad, morfologia, concentracion, capacidad para llevar a
cabo la reaccion acrosomal y distribucion de receptores de reconocimiento
gamético en espermatozoides recién eyaculados y post criopreservacion; esto
permite optimizar los protocolos de criopreservacion y crear bancos de semen
funcionales.

Evaluaciéon basica: Se determinan los parametros de: Volumen eyaculado,
concentracion, movilidad y morfologia espermatica. Mediante microscopia éptica y
con tincidénes basicas como la tincién vital de E-N (1% eosina y 5% nigrosina)
(Bakst, 1994).

Evaluacioén fisiolégica espermatica: Determina algunos parametros que pueden
indicar el estado de los espermatozoides, entre las mas comunes estan:

* Actividad mitocondrial: Este factor se puede determinar usando Rodamina
123, este fluorocromo penetra en mitocondrias con actividad respiratoria y
se acumula en su interior. Al incidir la luz del laser sobre espermatozoides
tenidos con Rodamina 123, la pieza intermedia de los espermatozoides con
mitocondrias activas emite una intensa fluorescencia verde (Ericsson et al.,
1993). La Rodamina 123 suele utilizarse en combinacién con PI, que tifie de

rojo el nucleo de los espermatozoides degenerados y por tanto sin actividad
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mitocondrial. Aunque la Rodamina 123 permite cuantificar la poblacién de
espermatozoides con mitocondrias activas, no permite diferenciar el grado
de actividad respiratoria de las células (Graham, 2001).

Evaluacion membranal: La superficie de todas las células eucariotas consta
de una zona rica en carbohidratos conocida como el glicocalix. Esta capa
de células contiene cadenas de oligosacaridos unidos covalentemente a las
proteinas plasmaticas integrales de membrana (glicoproteinas) o lipidos
(glucolipidos), asi como las cadenas de polisacarido unidos covalentemente
a una proteina central (proteoglycanos) que se extiende o se adjunta a la
bicapa lipidica (Pelaez y Long, 2007), ésta membrana citoplasmatica actua
como separacion fisica del medio exterior, a la vez que intenta equilibrar el
medio interno celular con el externo mediante la entrada y salida de iones y
agua. De su integridad depende el buen funcionamiento del
espermatozoide para llevar a cabo su funcion fecundante. Lo que hace que
las técnicas de evaluacion membranal espermatica sean primordiales para

la evaluacion de una muestra seminal.

Para evaluar la funcionalidad membranal comunmente se aplican las técnicas de

tincién con fluorescencia unidas a lectinas.

Lectinas: Son proteinas no inmunes de origen vegetal que poseen afinidad

especifica a los carbohidratos membranales y una alta especificidad. Con lectinas

conjugadas a isotiocionato de fluorosceina (FICT) se pueden detectar

carbohidratos que funcionan como receptores de reconocimiento gamético y

determinar su presencia y distribucion en relacién al estado en el que se encuentra
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la membrana acrosomal, que es el punto clave para determinar la capacidad
fecundante de un eyaculado (Montoya et al., 2008).

Cuando las lectinas son conjugadas con FITC, son expuestas al laser de un
microscopio de fluorescencia y emiten un color verde iridiscente.

Entre las lectinas mas usadas se encuentran:

-Triticum vulgaris (WGA): se une a residuos de N-acetilglucosamina y/o acido
sialico.

-Arachis hypogaea (PNA): Se une a - galactosa en la superficie de la membrana
acrosomal, de manera que los acrosomas que exhiben un brillo uniforme se
clasifican como acrosomas intactos y aquellos que muestran una apariencia
fragmentada o brillo s6lo en el segmento ecuatorial se clasifican como acrosomas
reaccionados (Pukazhenthi et al., 1999; Pukazhenthi et al., 2001).

- Pisum sativum (PSA): Se une a residuos de manosa con resultados similares al

anterior (Montoya et al., 2008).

Clortetraciclina (CTC): Es un antibidtico con un componente fluorescente que
puede usarse para visualizar el curso de la capacitacion espermatica y reaccion
acrosomal. En espermatozoides de mamifero usando CTC es posible diferenciar
entre espermatozoides intactos, capacitados, no capacitados y con reaccion
acrosomal, hecho que no ofrecen otros métodos, que sélo diferencian entre
presencia o ausencia de acrosoma. La técnica esta basada en la transferencia de
CTC a través de las membranas del espermatozoide penetrando en los

compartimientos intercelulares, que contienen altos niveles de calcio libre (Ca®*),
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donde ioniza un aniéon y se une al calcio, produciendo como resultado la
fluorescencia (Tsien, 1989).

Induccion de la reaccion acrosomal: En espermatozoides de aves se usa como
inductor de la reaccion acrosomal la membrana perivitelina (MPV) de huevos de
gallina; se denomina membrana perivitelina heteréloga cuando la membrana se
extrae de un huevo de diferente especie a la que se va a analizar; la conservacion
de algunos de los receptores de reconocimiento gamético en aves, asi como el
contenido proteico (ZP1), i6nico (Ca?*) y hormonal (P4) de esta membrana, se
utiliza para inducir la reaccion acrosomal en espermatozoides de otras especies
(Sasanami et al., 2007), lo cual es un proceso que permite evaluar la integridad de
la membrana espermatica en diferentes condiciones y relacionarla con su
capacidad fertilizante, la cual puede ser determinada con alguno de los métodos

anteriormente descritos.
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5.- JUSTIFICACION

La reproduccion asistida a través de la obtencion y congelaciéon de semen y su uso
en la inseminacion artificial constituye una herramienta para la conservacion de
diversas especies silvestres.

Se han implementado distintos protocolos de congelacién seminal para aves, sin
embargo no se han realizado de manera especifica por especie, entre las
diferentes especies de aves. La evaluacién de indicadores in vitro durante la
capacitacién y reaccidn acrosomal es una manera de ayudar a predecir la
capacidad fertilizante in vivo de los espermatozoides. Por lo tanto, en este estudio
se estableceran indicadores de capacitacién y reaccion acrosomal determinados
con técnicas de evaluacion espermatica que arrojen resultados cuantificables,
para emplearlos como herramienta base en la evaluacién de protocolos de
criopreservacion seminal y lograr valorar la capacidad fertilizante de los
eyaculados criopreservados. El desarrollo de este estudio contribuye al
conocimiento de la biologia de reproductiva de la especie, ademas de aportar
conocimientos basicos de utilidad inmediata para el desarrollo de técnicas de
reproduccién asistida que hacen posible contribuir a la conservacion vy
aprovechamiento sustentable de las especies, ya que con el conocimiento
generado se optimizan las técnicas de criopreservacion espermatica; mismas que
pueden emplearse para la reproduccion en cautiverio de manera sistematica,

teniendo un aporte directamente a la ecologia y conservacion de las aves rapaces.
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6.- ANTECEDENTES

Existen diversos estudios sobre la conservacion seminal que han sido
desarrollados a lo largo del tiempo; Blanco et al., (2000) evaluaron la variacion
osmotica del crioprotector y la velocidad de enfriamiento en los espermatozoides
de aves de corral (Gallus domesticus), aguila real (Aquila chrysaetos) y halcon
peregrino (Falco peregrinus), utilizando como crioprotector en diferentes
concentraciones dimetilacetamida (DMA), y como diluyente solucion Lake; vy
concluyeron que el enfriamiento rapido, es perjudicial para espermatozoides de
todas las especies a excepcion del aguila real y el gallo. Estos resultados
demuestran que los espermatozoides de las aves difieren notablemente en
respuesta a los cambios osmoticos.

Herrera et al. (2005) realizaron la criopreservacion de eyaculados de tres especies
de aves con dimetilsulféxido (DMSO) y polivinilpirrolidona (PVP), usando como
diluyente BPSE. Se analizaron espermatozoides de gallo mostrando una motilidad
promedio en fresco de 80.7% y post criopreservacion de 52.5% y de morfologia
normal 98.1% en fresco y 96.3% post criopreservaciéon, en faisan (Phasianus
colchicus), mientras que para halcon cola roja (Buteo jamaicensis) mostraron
resultados para la movilidad en fresco de 67% y 34% post criopreservacién. Asi,
demostraron que el PVP es una alternativa en cuanto a crioprotectores ya que no
se encontraron diferencias significativas al compararlo con el DMSO.

Blanco et al., (2009) ha estudiado la criopreservacion de espermatozoides en aves
silvestres como: La grulla canadiense (Grus canadensis) en la que se utilizé6 como
crioprotector el DMSO al 6%, donde se obtuvo el 50% de tasa de fertilidad post

descongelacion, esto comparado con el 95% usando semen fresco y el mismo
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numero de espermatozoides por pajilla. Otro caso es el del cernicalo americano
(Falco sparverius) que demostré una reduccion del 26.1% en fertilidad usando el
crioprotector DMA en comparacién con el semen fresco.

Umapathy et al.,(2005) determinaron las caracteristicas espermaticas en fresco y
post descongelacion de buitre de espalda blanca (Gyps bengalensis) y observaron
una disminucion considerable en la integridad espermatica después de los
procesos de congelacion.

Villaverde et al., (2015) realizaron la caracterizacién y criopreservacién seminal del
aguila real (Aquila chrysaetos) usando glicerol y dimetiacetamida como
crioprotectores. Dogliero et al., (2015) evaluaron semen de tres especies de aves
rapaces con analizadores espermaticos computarizados.

Al observar variaciones inter especificas que existen en la viabilidad espermatica
post criopreservacion, con los diversos crioprotectores y diluyentes, se evidencia
que existe la necesidad de determinar cuales de estas sustancias promueven de
mayor manera la viabilidad espermatica con cada especie; con la finalidad de

optimizar los protocolos de criopreservaciéon seminal.
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7.- PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢Los indicadores espermaticos de evaluacion basica, capacitacion y reaccion
acrosomal post criopreservacion en halcon Harris, seran diferentes con el uso de

los crioprotectores Dimetilsulfoxido o Glicerol?

8.- HIPOTESIS

El DMSO vy glicerol, son molecularmente diferentes y su mecanismo de accion
como crioprotectores sera diferente, por lo cual se encontraran diferentes
indicadores de evaluacion basica, capacitacidon y reaccion acrosomal post

descongelacion espermatica con el uso de cada uno.
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9. OBJETIVOS

9.1- Objetivos Generales

Evaluar la capacidad para mantener la viabilidad e integridad espermatica post

descongelacion de los crioprotectores DMSO y Glicerol en el halcén Harris

(Parabuteo unicinctus).

9.2- Especificos

Determinar en semen fresco indicadores seminales basicos y de capacitacion y
reaccion acrosomal.

Determinar los indicadores espermaticos y de capacitacion y reaccion
acrosomal post descongelacién con DMSO y Glicerol.

Determinar los patrones de distribucion de los carbohidratos membranales post
criopreservacion con cada crioprotector, durante las condiciones de

capacitaciéon y reaccién acrosomal.
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10.- MATERIAL Y METODOS

10.1- Marco legal

Se obtuvo la autorizacidn para la creacién de un banco de semen para aves
rapaces por parte de la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales
(SEMARNAT), asi como la certificacion como técnico en fauna silvestre del
personal colector y manejador de especimenes emitida por esta misma instancia.
Asimismo, se cumplié con lo establecido por la NORMA OFICIAL MEXICANA
NOM-051-Z00-1995, para el trato humanitario en la movilizacion de animales y lo
establecido en la NORMA MEXICANA NMX-AA-165-SCFI-2014 la cual menciona
los requisitos para la certificacion con respecto al bienestar animal, conservacion,
investigacion, educacién y seguridad en los zooldgicos.

10.2- Aves donantes

Las aves utilizadas, machos de halcén Harris, provenian del centro de
rehabilitacion de aves rapaces que pertenece al predio o instalacion que maneja
vida silvestre de forma confinada (PIMVS) con numero de registro:
INE/CITES/DGVS-CR-IN-AV-0035-AGS./00 en el parque Rodolfo Landeros, en la
ciudad de Aguascalientes, México. Los ejemplares fueron examinados; realizando
analisis coproparasitoscopicos, hemogramas, exploraciéon corporal y analisis de
historial clinico, para elegir a los animales clinicamente sanos. Al final, fueron
seleccionadas 10 aves que estuvieron entre 3 y 6 afios de edad, que mostraron
actividad reproductiva, como conducta sexual y una cloaca activa.

De los 10 machos seleccionados se obtuvieron 6 muestras de cada uno, para
completar un total de 60 eyaculados que fueron colectados por la técnica de

masaje dorso ventral, éstos se diluian en medio Lake. Se incluyeron los
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eyaculados que presentaban una viabilidad 270%, una movilidad progresiva 270%
y una morfologia normal 270%. De los 6 eyaculados obtenidos por cada macho, 3
se congelaron con glicerol y 3 con DMSO.

10.3- Técnica de obtencion seminal

La técnica utilizada para la obtencibn seminal es denominada “masaje
dorsoventral” (Fig. 4), descrita por Burrows y Quinn (1937) y modificada en aves
rapaces por Herrera et al., (2013); consiste en sujetar al ave por el pecho de
manera que las patas queden libres, para aplicar un masaje suave en el dorso en
direccidn cabeza-cola, hasta tocar los huesos pélvicos. Cuando el ave muestre
signos de relajacion, se hace un masaje desde el area ventral hasta la cloaca. Se
evierte la cloaca haciendo una ligera presion y en este momento el eyaculado es

expulsado, para ser colectado con una micropipeta.
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Figura 4.- Masaje dorsoventral en halcon Harris.

10.4- Diseno Experimental

Como se muestra en la figura 5 cada eyaculado obtenido se diluyé en medio Lake
(Glutamato de Sodio 0.46M, Acetato de Sodio 1.86M, Fructosa 22.20M, pH 7.1 y
Osmolaridad 340), para posteriormente tomar alicuotas y hacer los respectivos
analisis con cada una. De un volumen final de 100 pl se tomaron 5 yl para realizar
la evaluacion basica y determinar el porcentaje de espermatozoides vivos y
morfologia espermatica; otra alicuota de 5 ul se observé al microscopio para
evaluar la movilidad y concentracion espermatica.

Alicuotas de 20 ul se usaron para hacer la evaluacion en fresco de la capacidad
para la reaccion acrosomal con CTC en las dos condiciones (10 ul capacitacion y
10 pl reaccién acrosomal) y 20 ul para el andlisis de la distribucion de

carbohidratos membranales con WGA-FICT en ambas condiciones.
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El resto del eyaculado se congeld; de los 60 eyaculados, 30 se criopreservaron y

evaluaron utilizando DMSO y 30 con Glicerol como crioprotectores.

Para el proceso de criopreservacion y descongelacion se empled la técnica

descrita por Herrera et al., (2013) en la cual a los eyaculados se les anadié el 8%

de crioprotector y se equilibr6 por 10 minutos a 5° C, para posteriormente

empaijillar usando pajillas de 0.25 ml y someterlas a vapores de nitrégeno liquido

por 10 minutos, finalmente se sumergieron las pajillas al nitrégeno liquido en el

fondo del termo criogénico. Cada eyaculado fue criopreservado 30 dias como

minimo, para repetir los estudios post criopreservacion.

Figura 5.- Disefio Experimental
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10.5.- Evaluaciéon seminal basica

Determinacion del volumen

Se aspiré directamente el eyaculado de la cloaca por medio de una micropipeta

graduada en la cual se determino el volumen de cada eyaculado.
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Concentracion y movilidad espermatica

Se determind la concentracion espermatica con el uso de la camara de Neubauer,
solo se procesaron eyaculados en los que la concentracion total fuese igual o
mayor a 5x10 ® espermatozoides por eyaculado.

Viabilidad y morfologia espermatica

Alicuotas de 5 pul se depositaron en una laminilla, donde se le agregaban 2 ul de
eosina-nigrosina (1% y 5% respectivamente), para homogenizar y hacer un frotis,
el cual se dejaba secar por al menos 10 minutos, una vez seca, se observo bajo
microscopla éptica a un aumento de 40x.

Se realiz6 el conteo de 100 células espermaticas que se clasificaron vy
contabilizaron, determinando el porcentaje de espermatozoides vivos y muertos.
La capacidad de tincion de la eosina-nigrosina nos permitié evaluar la viabilidad,
ya que es una sustancia de bajo peso molecular que es permeable a la membrana
celular, por lo que logra entrar en la célula espermatica que ha perdido su
permeabilidad membranal y tifie su nudcleo de un color azul o violeta, lo que se
consideré como espermatozoides muertos (Fig. 7B); en aquellos espermatozoides
que estan vivos y conservan la permeabilidad membranal, la eosina-nigrosina
muestra un fondo de contraste, apreciandose un espermatozoide con nucleo
blanco iridiscente que se clasific6 como espermatozoide vivo (Fig. 7A).

Para la morfologia espermatica, en el mismo frotis, se cuantificaron tres
anormalidades que son las mas comunes en espermatozoides de aves:
Anormalidad en cabeza (Fig. 8A): Cuando existia un doblez en el area de la

cabeza de tal manera que formaba un angulo de 90° o menos. Anormalidad en
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cuello (Fig. 8B): Cuando el angulo se formaba en la parte del cuello. Anormalidad
en cola (Fig. 8C): Cuando se encontraba colas enrolladas o dobladas.
10.6- Evaluacion membranal

Condiciones de capacitaciéon y reaccién acrosomal

La condicibn de capacitacion espermatica se consideré al incubar los
espermatozoides disueltos unicamente en medio Lake, los cuales se ha visto que
tienden a capacitarse, mientras la condicion de reaccidén acrosomal se determiné
cuando las muestras que fueron co-incubadas con MPV heterdloga para inducir la
reaccion acrosomal (Ochkur et al., 1994).

Determinacion de la presencia de Ca** membranal

En un tubo Eppendorf con volumen final de 30 ul conformado por 10 pl de medio
Lake, 10 pl de eyaculado (con una concentracion de 5x10° espermatozoides) y 10
Ml de clortetraciclina (CTC) (Ochoa et al., 2014), para las muestras analizadas en
condiciones de capacitacion.

Para las muestras analizadas en condiciones de reaccion acrosomal se establecio
un volumen de 30 ul, conformado por 10 ul de membrana perivitelina heteréloga
(MPV) (Sasanami et al., 2007), 10 ul de eyaculado con una concentracién 5x10°
espermatozoides y 10 pl de clortetraciclina (CTC).

Cada tubo se incubé a 38°C durante 40 minutos, los 10 yl de CTC fueron
depositados 10 min previos al tiempo establecido de incubacion.

Posterior a la incubacion se realizé la observacién directa al microscopio de
fluorescencia, usando 488 nm de excitacion y emisién >560 nm para determinar el
porcentaje de patrones de espermatozoides (Lemoine, 2009, Ahammad, 2011).

Determinacion de los carbohidratos membranales

Este analisis se realizdé en ambas condiciones, capacitacion y reaccién acrosomal.
Se llevé a cabo por microscopia de fluorescencia (Herrera et al., 2005), con la
lectina  WGA (Triticum wvulgaris aglutinina) conjugada a isotiocionato de
fluoresceina (FITC); esta lectina se une a N-acetil-glucosamina y/o acido sialico,
que son carbohidratos que forman parte de las glicoproteinas de reconocimiento

gamético. Conocer su distribucion, nos otorga una aproximacion del estado
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membranal del espermatozoide en relacion a la capacidad de reconocer y unirse
al ovocito.

Para la condicion de capacitacion, un volumen final de 40 ul conformado por 10 pl
eyaculado con una concentracién 5x10° espermatozoides, 10 pl de WGA-FICT a
una concentracion de 15 mg/ml y 20 pyl de medio Lake; se incub6 a 25°C por 30
minutos cubriendo de la luz.

En la condicion de reaccion acrosomal se incubd por 30 minutos a 38°C cubriendo
de la luz, un volumen final de 40 pl, compuesto por 10 pl de eyaculado, 10 ul de
WGA-FICT a una concentracién de 15 mg/ml, 10 yl de MPV y 10 ul de diluyente.
Después de la incubacién, en ambos casos se centrifugaron los tubos por 5
minutos a 600g; se retird el sobrenadante y se fij6 el paquete celular afiadiendo
paraformaldehido al 1%.

Cada muestra se observo directamente en un microscopio de fluorescencia a 260
nm de excitacion y >560 nm emision, contabilizando 100 espermatozoides y
clasificandolos para determinar los patrones de fluorescencia y su proporcion.

10.7- Protocolo de criopreservacion y descongelacion.

Se empled la técnica de congelacion descrita por Burrows y Quinn (1937) vy
modificada por Herrera et al., (2005), en la cual a alicuotas de 50 ul de eyaculado
se les afadio el 8% (4ul) de crioprotector (DMSO al 99% o Glicerol al 99%), con el
cual se homogenizan y se equilibran a 5°C durante 10 minutos. Posteriormente se
introduce el eyaculado en una pajilla de 0.25 ml, cuidando que todo el material se
encuentre a temperatura de 5° C. Las pajillas se someten a vapores de nitrégeno
liquido por 10 minutos y enseguida se sumergen en nitrégeno liquido a -196°C
donde permanecen hasta su descongelaciéon que se realiza en bafio Maria a 35°C
por 10 segundos.

10.8- Obtencién de membrana perivitelina

Para extraer MPV de huevo de gallina (fig. 6), se abre el huevo, para vaciar el
albumen sobre una caja de Petri, aislando el vitelo, el cual se vacia en una caja de
Petri y se toma la membrana con unas pinzas y se punciona al lado contrario para

que el vitelo vaya saliendo. Una vez que se tiene la membrana asilada, se lavo
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con medio Lake para asegurar que no queden restos de vitelo, hasta que se veia
con un color blanquecino uniforme.

Se colocéd la membrana en un tubo Eppendorf y se le afiadieron 500 pl de medio
Lake, se almacend en un recipiente con hielo y se procedié a macerar la MPV.
Cuando la MPV qued6 homogénea, se centrifugd por 1 minuto a 600g, se recogio
el sobrenadante con una micropipeta, se deposité en un tubo Eppendorf y se

almacend en un recipiente con hielo hasta su uso (Calderén, 2015).

Figura 6.- Obtencion de membrana perivitelina heteréloga.
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10.9- Analisis Estadistico

Ordenamiento de datos

Los datos se capturaron en una hoja de calculo de Microsoft Excel 2010 para ser
analizados con el paquete estadistico “R”.

Anadlisis de datos

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA), para determinar la existencia de
diferencias entre las variables (P<0.05).

Se realizé una prueba Tukey para determinar las diferencias entre las medias, de
los espermatozoides en fresco vs criopreservados con glicerol o DMSO.
Posteriormente, se realizé6 una prueba T-Student determinar diferencias entre
medias de los patrones de fluorescencia en espermatozoides en condiciones de

capacitacién o reaccion acrosomal.
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11.-RESULTADOS

11.1- Evaluacién seminal basica

Los parametros de evaluacion espermatica basica en semen fresco vy
criopreservado se presentan en la tabla 3.

La movilidad espermatica se determind estimando el porcentaje de
espermatozoides con movilidad progresiva rectilinea a una temperatura de 38° C
observada bajo el microscopio éptico a 40x.

En espermatozoides recién eyaculados la movilidad fue de 77.2 %, mayor
(P<0.05) que en espermatozoides descongelados cuando se uso el crioprotector
DMSO (16.8 %) 6 glicerol (20 %). Sin embargo, la comparacion entre los
porcentajes en espermatozoides descongelados no mostro diferencia (P>0.05).

En eyaculados recién obtenidos, se determind un 95.3 % de espermatozoides
vivos, valor mayor (P<0.05) que en los eyaculados que fueron criopreservados;
con glicerol (73.6 %) como crioprotector, orcenteje que a su vez fue mayor al
obtenido con DMSO (58.1 %) (P<0.05).

Con respecto a la morfologia espermatica, no se encontraron diferencias (P>0.05)
entre los eyaculados en fresco y post descongelacion, asi tampoco entre muestras

criopreservadas con DMSO o glicerol.
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Figura 7: Tincion vital de espermatozoides (100X).

A: Espermatozoide vivo, presenta un nucleo de color blanco iridiscente. B:
Espermatozoide muerto, presenta un nucleo tefido de morado debido a que el

colorante atraviesa la membrana plasmatica, lo que evidencia la pérdida de
permeabilidad.

Figura 8: Morfologia espermatica (100X).

A: Anormalidad en cabeza, B: Anormalidad en cuello, C: Anormalidad en cola.
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Tabla 3.- Parametros seminales de evaluacién basica en espermatozoides recién

eyaculados y post criopreservacion.

Recién Descongelados

Condicién eyaculados DMSO GLICEROL
espermatica (X £ EE) (X £ EE) (X + EE)
Movilidad 77.2+16° 16.8+0.7 ° 20+1.6°
Vivos 95.3:0.6 %  58.1+8.7° 73.6+2.6 °
Morfologia Normal 97.7+2.0° 97+0.5°% 97.3+0.7 @
Anormalidades

Cabeza 2.2+0.2° 1.4+0.4° 1.6+0.3 °
Cuello 2.4+0.2° 0.9+0.2° 0.6+0.3°
Cola 1.8+0.2 2 0.7+0.3 *° 0.50.2 °

Al comparar la misma variable en distinta condicion, diferente literal
(a,b,c) indica diferencia estadistica (P<0.05).
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11.2-Patrones de fluorescencia evaluados con clortetraciclina
En las condiciones de evaluacion espermatica de este estudio, al igual que en los
resultados reportados por Ochoa et al., (2014) se determinaron en los

espermatozoides tres patrones de fluorescencia.

Patrén 1.- Espermatozoides con una fluorescencia uniforme a lo largo de toda su

superficie; considerado como intacto o no capacitado (100X) Ver figura 9.

Figura 9.- Espermatozoide intacto, determinado con el uso de clortetraciclina. Lo
que sugiere que la actividad de Ca®" esta de manera homogénea en toda la
superficie de la célula, relacionada con un estado metabdlico pasivo o movilidad

progresiva caracteristica de espermatozoides no capacitados.
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Patron 2.- Espermatozoides con una fluorescencia de la pieza media hacia el

acrosoma; catalogado como capacitado. Ver figura 10.

Figura 10.- Espermatozoide capacitado, determinado con el uso de
clortetraciclina. La actividad de Ca?* (fluorescencia) se acumula en la zona donde
se encuentran la regién post ecuatorial y apical del cuello, sitio donde se localizan
las mitocondrias, lo que sugiere una hiperactivacion espermatica, relacionada con

el proceso de capacitacion.
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Patréon 3.- Espermatozoides con una zona de fluorescencia pequena bien
marcada en el area de la pieza media, se aprecian pequefias manchas; clasificado

como espermatozoide con reaccion acrosomal. Ver figura 11.

Figura 11.- Espermatozoide con reaccién acrosomal, determinado con
clortetraciclina. La actividad de Ca?* sin denotar en la regién acrosomal, sugiere la

pérdida de éste, evidenciando una menor actividad y presencia de Ca**

45



11.3- Patrones de fluorescencia en espermatozoides evaluados con el uso de
la lectina Wheat Germ Aglutinin conjugada con Isoticionato de Fluorosceina
(WGA-FICT)

Cuando los espermatozoides se evaluaron con WGA-FICT se determinaron tres
patrones de fluorescencia caracteristicos, los cuales evidenciaron la presencia en
la superficie espermatica de N-acetil-glucosamina y acido sialico (Pukazhenthi et
al., 2001), los cuales se ha demostrado que son receptores para el reconocimiento
entre gametos (Okumura et al., 2004).

Los patrones determinados se describen como:

Patron A: Espermatozoides que mostraban una coloracion verde intensa a lo

largo de toda su superficie, clasificado como espermatozoide intacto o no

capacitado. Ver figura 12.

Figura 12.- Espermatozoide intacto, determinado con WGA-FICT. La distribucién
uniforme de N-acetil-glucosamina y acido sialico, que evidencia la presencia de
estas moléculas de reconocimiento gamético en toda la estructura espermatica y

que, sugiere un estado no capacitado del espermatozoide.
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Patréon B: Este patrén muestra espermatozoides con fluorescencia en el area de
la pieza media hasta el acrosoma; clasificado como espermatozoide capacitado.

Ver figura 13.

Figura 13.- Espermatozoide capacitado, determinado con WGA-FICT. La
distribucion de receptores de reconocimiento, es evidente en mayor proporcion en
el area de la pieza media y acrosoma, lo que sugiere una preparacion la presencia
de las moléculas de reconocimiento gamético N-acetil-glucosamina y acido sialico,
principalmente en la cabeza del espermatozoide, encontrando la integridad del

acrosoma (Previo a la reaccidn acrosémica).

47



Patrén C: Espermatozoides que se tenian tenuemente de verde a lo largo de toda

su superficie; clasificado como espermatozoide con reaccién acrosomal. Ver figura

14.

Figura 14.- Espermatozoide con reaccion acrosomal, determinado con WGA-
FICT. Evidencia una tenue fluorescencia en la superficie espermatica sugiere
disminucién de residuos de receptores de reconocimiento en espermatozoides que

han llevado a cabo la reaccidon acrosomal.
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11.4- Estado fisiolégico (Intacto, capacitado y reaccionado) de los
espermatozoides evaluados con CTC y WGA-FICT

Al evaluar las caracteristicas de fluorescencia con las técnicas y metodologia
empleada, se determiné que cada ensayo de evaluacién (Distribucion y actividad
de Ca*" con CTC vy distribucion de N-acetil-glucosamina y acido sialico con WGA-
FICT) analiza un aspecto metabdlico diferente, cuando la evaluacion se realizo en
condicion de capacitacion se encontré una mayor proporcion de los patrones 1y
A, los cual se invirtid cuando los espermatozoides se evaluaron en condiciones de
reaccion acrosomal, en donde se encontr6 una mayor proporcion de
espermatozoides con los patrones de fluorescencia 3 y C, los cuales se
consideraron como espermatozoides con reaccidon acrosomal, ya que esta
proporcion evidentemente se incrementé cuando los espermatozoides se co-
incubaron con MPV.

Cuando los espermatozoides fueron incubados en condiciones de capacitacion, se
encontré que los patrones 2 y B se presentaron en mayor proporcion.

Al relacionar la actividad espermatica se determind que los patrones 1 y A
corresponden a espermatozoides no capacitados o intactos.

Los patrones 2 y B a espermatozoides considerados como capacitados y los
patrones 3 y C corresponden a espermatozoides con reaccion acrosomal.

Los patrones de fluorescencia con el uso de CTC 6 WGA-FICT no variaron entre
los distintos tratamientos evaluados en fresco y criopreservados con el uso de

DMSO 6 glicerol, solo vario la proporcion de estos patrones.
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11.5- Parametros en espermatozoides evaluados con CTC

En espermatozoides en fresco recién eyaculados y criopreservados

En ambas evaluaciones al comparar los resultados en distintas condiciones (Tabla
4), la proporcién de patrones fue inversamente proporcional, entre los eyaculados
incubados en condiciones de capacitacion y los incubados en condiciones de
reaccion acrosomal.

Los porcentajes de espermatozoides en fresco con los patrones de fluorescencia
1,2,3, fueron diferentes (P<0.05) en comparacion con los espermatozoides
criopreservados con ambos crioportectores; los porcentajes de espermatozoides
criopreservados con DMSO vy glicerol fueron similares (P>0.05) al compararlos
entre si.

En condicién de capacitacion espermatica (Incubacion sin MPV)

De manera especifica, en semen fresco, el porcentaje de espermatozoides con
patron 1 (Intactos) fue de 61.5 %, mayor (P<0.05) al porcentaje de
espermatozoides criopreservados cuando se us6 DMSO (44.1 %) y con glicerol
(50.2 %), no existiendo diferencia (P>0.05) entre estos ultimos.

El porcentaje de espermatozoides con el patron de tincion 2 (Capacitados) de los
eyaculados recién obtenidos, fue de 22.1 %, menor (P<0.05) que los porcentajes
criopreservados con DMSO (32.7 %) y glicerol (28.4 %), que fueron similares
(P>0.05) entre ellos.

El porcentaje de espermatozoides con patrén 3 (con RA) en el eyaculado en
fresco, fue de 16.8 %, menor (P<0.05) que los porcentajes criopreservados con

DMSO (23 %) y glicerol (21.4 %), que también fueron iguales (P>0.05) entre ellos.
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En condicién de reaccién acrosomal (co-incubados con MPV)

El porcentaje de espermatozoides con patron 1 (Intactos) en semen fresco, fue de
22.6 %, mayor (P<0.05), que el porcentaje en espermatozoides criopreservados
con el uso de DMSO (10.6%) o glicerol (8.4 %), sin existir diferencia entre los
porcentajes post descongelacion (P>0.05). El porcentaje de espermatozoides con
patréon 2 (Capacitados) en semen fresco fue de 25.3 % en espermatozoides
criopreservados con DMSO de 25.9 % y con glicerol de 25.3 %, los cuales fueron
similares (P>0.05). También espermatozoides recién eyaculados, el porcentaje de
espermatozoides con patron 3 (con RA) fue de 51.4%, similar (P>0.05) a los
porcentajes criopreservados con DMSO (63.4%) o glicerol (66.5%).

Comparacion de parametros de espermatozoides en condiciones de
capacitacion vs condiciones de reacciéon acrosomal en semen fresco y
descongelado.

Los porcentajes de espermatozoides con patrén 1 (Intactos) recién eyaculados y
criopreservados en condiciones de capacitacion (sin MPV) fueron mayores
(P<0.05) a los determinados cuando lo espermatozoides fueron incubados en
condiciones de reaccion acrosomal (co-incubados con MPV).

Los porcentajes de espermatozoides con patron 2, en fresco y congelados con
glicerol como crioprotector, los valores fueron similares (P>0.05) entre las
muestras incubadas en condicién de capacitacion y las incubadas en condicion de
reaccion acrosomal. Cuando se utilizé DMSO el porcentaje determinado con
patrén 2 fue mayor (P<0.05) en espermatozoides incubados en condiciones de
capacitacién, comparado con los espermatozoides incubados en condicion de

reaccion acrosomal. De manera evidente, en todas las muestras el porcentaje de
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espermatozoides con patron 3 fue superior (P<0.05) cuando éstos fueron

incubados en condiciones de reaccion acrosomal, en espermatozoides en fresco y

descongelados.

Tabla 4.- Parametros de espermatozoides con patrones de tincion determinados

con el uso de CTC en condiciones de capacitacion y reaccién acrosomal.

Condicion

espermatica Sin MPV

Intactos 61.5+1.6%"

Capacitados  22.1+1.1%"

Recién eyaculados Criopreservados Criopreservados
DMSO Glicerol
Co-MPV ~ SinMPV  Co-MPV  SinMPV  Co-MPV
(X+EE) (X+EE) (X+EE) (X+EE) (X*EE) (X%EE)
22.6+1.4"  44.1+3° 10.6+1.6" 50.2+4.8" 8.4x14*
25.3x1.6" 32.7+1.7°" 259+21" 28.4:29° 253:43"
51.4x1.3" 23.0£2.4°" 63.4x3.1"" 214231 66.524.3"

Con RA 16.8+1.3%"

En la comparacion de parametros de semen fresco vs descongelado en la misma
condicion (Sin MPV o Co-MPV) , diferente superindice, indica diferencia estadistica
(P<0.05). Al comparar en semen fresco o criopreservado, los parametros de las diferentes
condiciones de evaluaciéon (Sin MPV o Co-MPV) , diferente superindice, indica diferencia

estadistica (P<0.05).
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11.6- Parametros en espermatozoides evaluados con WGA-FICT

En espermatozoides en fresco y criopreservados

Los porcentajes de espermatozoides en fresco con los patrones de fluorescencia
A (Intacto) y B (Capacitado), fueron iguales (P>0.05) al compararlos con los
espermatozoides descongelados con DMSO Yy glicerol.

Mientras en los espermatozoides mostraban un patron C (con RA), los
espermatozoides recién eyaculados incubados condiciones de capacitacién fueron
mayores a los espermatozoides post criopreservados, siendo iguales (P>0.05) las
muestras descongeladas con ambos crioprotectores. Los espermatozoides recién
eyaculados incubados en condiciones de reaccién acrosomal fueron similares
(P>0.05) a los descongelados (Tabla 5).

En condicién de capacitacion espermatica (Incubados sin MPV)

De manera especifica, en los espermatozoides que mostraban el patron A
incubados en condicidon de capacitacion, los recién eyaculados (41.6%) fueron
similares (P>0.05) a los criopreservados con DMSO (50.8%) y glicerol (52.6%); El
porcentaje de espermatozoides que mostraban el patrén B, los recién eyaculados
(16.4%) fueron iguales (P>0.05) a los criopreservados con DMSO (16.7%) vy
glicerol (17.6%).

En espermatozoides que mostraban el patrén C de distribucion de carbohidratos
membranales, el porcentaje de espermatozoides recién eyaculados (42%) fue
mayor (P<0.05) a los criopreservados con DMSO (39%) y glicerol (36.6%), siendo

similares (P>0.05) entre los criopreservados.
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En condiciéon de reaccién acrosomal (co-incubados con MPV)

Los porcentajes espermatozoides incubados en condiciones de reaccién
acrosomal con el patrén A (Intactos), los recién eyaculados (21.1%) fueron
mayores (P<0.05) a los criopreservados con DMSO (10.4%) y glicerol (11.2%), sin
existir diferencia (P>0.05) entre estos dos ultimos.

En los espermatozoides que mostraban el patron B (Capacitados), los recién
eyaculados (39.8%) fueron menores (P<0.05) a los criopreservados con DMSO
(50.4%) vy glicerol (52.2%), siendo iguales (P>0.05) entre criopreservados. En los
espermatozoides que mostraban el patrén C (Reaccionados) de distribucién de
carbohidratos membranales, no hubo diferencia significativa (P>0.05) entre recién
eyaculados (39%) y los criopreservados con DMSO (39%) y glicerol (36.6%).
Comparacion de patrones de espermatozoides en condicidon de capacitacion
vs condicion de reaccion acrosomal en semen fresco y criopreservado

En la condicién de capacitaciéon (sin MPV), los espermatozoides recién eyaculados
y criopreservados que mostraban el patrén A (Intactos) fueron mayores (P<0.05) a
los que se determinaron en condicién de reaccion acrosomal (co-incubados con
MPV). Los espermatozoides que mostraban el patron B (Capacitados) se
presentaron en un porcentaje menor (P<0.05) en condicion de capacitacion (sin
MPV) que los que fueron evaluados en condicion de reaccion acrosomal (co-
incubados con MPV) en fresco y criopreservados.

El porcentaje de espermatozoides con patron C (con RA) en espermatozoides
recién eyaculados en condicién de capacitacion fue igual (P>0.05) al determinado
en espermatozoides evaluados en condicién de reacciéon acrosomal (co-incubados

con MPV); asimismo los porcentajes de espermatozoides criopreservados con
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DMSO, los evaluados en condicién de capacitacion (sin MPV) fueron menores
(P<0.05) a los evaluados en condicién de reaccion acrosomal (con MPV), de este
mismo patron, los espermatozoides criopreservados con glicerol, los porcentajes
en condicion de capacitacion fueron menores (P>0.05) a los determinados en

condicion de reaccidén acrosomal (co-incubados con MPV).

Tabla 5.- Parametros de espermatozoides con patrones de tincién determinados

con el uso de lectina WGA en condiciones de capacitacion y reaccion acrosomal.

Condicién Recién eyaculados Criopreservados Criopreservados

espermatica DMSO Glicerol

Sin MPV  Co-MPV  SinMPV  Co-MPV  Sin MPV  Co-MPV

(X+EE) (X+EE) (X+EE) (X*EE) (X+EE) (X+EE)

Patron A 41.6+2.5% 21.1+2.4" 50.8+1.5%" 10.4+1.2> 52.6+2.5°" 11.2+1.1%
Patron B 16.4+1.7*" 39.8+3.1" 16.7+1.5%" 50.4+2.3% 17.6+2.7%" 52.2+3.4%
Patron C 42+3.6%"  39+2.7"™ 32.3:2.7°" 39.0:2.0" 29.8+1.1°" 36.6+3.3"

En la comparacion de parametros de semen fresco vs descongelado en la misma
condicion (Sin MPV 6 Co-MPV) , diferente superindice, indica diferencia estadistica
(P<0.05)

Al comparar en semen fresco o criopreservado, los parametros de las diferentes
condiciones de evaluacién (Sin MPV o Co-MPV) , diferente superindice, indica diferencia
estadistica (P<0.05)
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12.-DISCUSION

Criopreservacion seminal en aves silvestres y sus aplicaciones

La biodiversidad y la conservacion de la diversidad genética son de amplio interés
en el mundo y la mayor parte de la atencion se centra en las especies en peligro
de extincion. Con la intensa cria y mejora de los animales, la diversidad genética
ha disminuido rapidamente; esta crianza intensiva promueve la perdida de genes
valiosos en las especies originales (Varadi et al., 2013). Por esta razén existe una
necesidad urgente de crear bancos de germoplasma que resguarden informacién
bioldgica en riesgo. En este estudio, al estandarizar los protocolos de congelacion
y evaluarlos, se sientan las bases para la creacion de bancos de semen de halcon
Harris.

Durante cuatro décadas se han investigado las técnicas de criopreservaciéon
seminal en aves y en mamiferos, modificando las condiciones técnicas en los
ensayos de congelacion y se ha demostrado que el estrés osmaético es una de las
principales causas de la ruptura de la membrana espermatica (Blanco et al.,
2000), dado que expone a los espermatozoides a condiciones fisicas diferentes al
medio in vivo. Por lo tanto, existen en la actualidad técnicas detalladas
precisamente para mamiferos y aves domésticas; sin embargo se han
desarrollado pocas técnicas especificas para fauna silvestre, a pesar de que se ha
demostrado que existen diferencias en la supervivencia espermatica de manera
especie-especifica. Esta situacion se corroboré en la presente investigacion,
tomando en cuenta que los resultados de la supervivencia e integridad

espermatica post criopreservacion varian de acuerdo con lo citado con otros

56



autores en especies diferentes, aportando valores cuantificables para cada
crioprotector (Glicerol y DMSQO) y una técnica de congelacién/descongelacién
exitosa de espermatozoides de halcén Harris.

A nivel internacional se comienzan a aplicar las nuevas estrategias para la
conservacion de especies; por ejemplo en Hungria, para la conservacion de aves
autdctonas se ha empleado el método de conservacién de semen, el cual ha sido
el procedimiento mas practico para el almacenamiento a largo plazo de material
genético (Varadi, 2013). En México hemos iniciado en las ultimas décadas el
estudio de la criopreservacion seminal de fauna silvestre y se ha aplicado estas
técnicas de reproduccién asistida como herramienta para apoyar la conservacion
en especies de aves y mamiferos silvestres en peligro de extincién.

Viabilidad, Morfologia y Movilidad post criopreservacion

En este estudio se encontré que en eyaculados de halcén Harris los porcentajes
de espermatozoides viables y normales evaluados en fresco fueron de 95.3% y
post-criopreservacion de 58.1% con DMSO y de 73.6% con glicerol. En
comparacion, estudios similares donde analizaron los porcentajes de
espermatozoides viables y normales en eyaculados frescos fueron mas altos en
pollo (87%), mas bajo en gallinas de guinea (64%) e intermedio en los pavos
(69%) asimismo se observé la viabilidad fue mas alta en halcén Harris, que pudo
deberse a que las muestras fueron tomadas en temporada reproductiva, mientras
las aves domesticas, como el gallo y el pavo son seleccionadas genéticamente
para tener una produccion espermatica continua lo cual puede influir en la calidad

de los eyaculados; y se observd que la criopreservacion disminuyo
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significativamente la viabilidad y la integridad morfolégica en estas especies
(Blesbois et al., 2005).

En el presente estudio se criopreservaron eyaculados de halcon Harris y se
obtuvieron porcentajes de 58.1% de viabilidad espermatica usando DMSO vy
73.5% con glicerol y anormalidades menores al 1% en ambos casos. Lo que fue
diferente al evaluar semen de gallina de guinea, especie en la que la mejor
relacion de espermatozoides vivos 41% se obtuvo con el protocolo de congelacién
lenta, sin embargo se presentaban porcentajes de mas del 50% de
espermatozoides con anormalidades (Varadi et al., 2013); estas diferencias
evidentemente positivas en la criopreservacion exitosa de halcon Harris pueden
ser atribuidas al uso del diluyente, en este caso solucién Lake, la cual se ha
comprobado ser eficiente en procesos de criopreservacion; ademas de los tiempos
empleados en el proceso de congelacion/descongelacion, y la fisiologia
reproductiva propia de cada especie.

En eyaculados de halcén Harris, la disminucion de la supervivencia espermatica
en comparacion con los parametros en fresco fue de un 40% menor con DMSO y
23% menor con glicerol. Mientras que en un estudio hecho por Varadi et al.,
(2013) en espermatozoides de gallina de Guinea, el crioprotector menos efectivo
fue el dimetilformamida (DMF); mientras que el protocolo de congelacién lento,
con glicerol etileno como crioprotector mostré6 buenas tasas de supervivencia
espermatica. Al ser éstos, los principales estudios de criopreservacion seminal en
aves, nos muestran las mejores opciones como crioprotectores para dichos
procedimientos; aunque cabe destacar que se debe considerar el objetivo de la

criopreservacion, ya que cada sustancia le afnade efectos caracteristicos a los
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eyaculados. Por ejemplo: El glicerol muestra tener las mejores tasas de viabilidad,
pero al ser empleado en eyaculados para inseminacion, tiene efectos
anticonceptivos en el tracto femenino. El DMSO es una sustancia inerte y miscible,
pero tiene tasas menores de supervivencia espermatica. La dimetilformamida
(DMF) y dimetilacetamida (DMA) han otorgado tasas aceptables de supervivencia
espermatica, pero se ha descubierto que poseen una mayor toxicidad.

En el presente estudio se obtuvo una movilidad progresiva de 16.8% en
espermatozoides de halcén Harris criopreservados con DMSO y una movilidad de
20% en los criopreservados con glicerol, fendbmeno que se habia observado en
experimentos previos, donde al emplear la solucion Lake como diluyente, se
obtenian porcentajes bajos de movilidad pero altos en viabilidad, efecto que era
inverso cuando se empleaba BPSE como diluyente en eyaculados de la misma
especie. En comparacion con lo descrito por Herrera et al., (2005) haciendo uso
del DMSO como crioprotector en espermatozoides de gallo se obtuvo una
movilidad de 36%, en faisan 42% en halcon cola roja 34% al ser criopreservados
con BPSE como diluyente.

Al comparar los rangos de tolerancia a la criopreservacion con diferentes
crioprotectores en diferentes especies de aves se ha observado que los
espermatozoides son metabdlicamente diferentes (Baskt y Sexton, 1979), esta
sensibilidad especifica muestra la importancia de crear tratamientos criogénicos
especificos por especie.

Parametros de capacitacion y reaccién acrosomal determinados con CTC

La capacidad de sobrevivir a la criopreservacion en espermatozoides, varia entre

diferentes especies de aves. Uno de los factores biolégicos potencialmente
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responsables de tales diferencias es la variacion de la fluidez de la membrana, la
cual tiene un papel importante en la restauracion fisiolégica después de la
criopreservacion; el estado de la membrana después de la criopreservacion puede
ser evaluado mediante la medicion de la polarizacién de la fluorescencia con un
colorante fluorescente (Blesbois et al., 2005).

En mamiferos, se sabe que en el proceso de la capacitacion espermatica hay
modificaciones lipoprotéicas membranales que permiten la exteriorizacion de
receptores y activan canales idnicos que intervienen en la activacion de
mecanismos de transduccién como lo son flujo de calcio, sintesis de AMPc y
fosforilacién-desfosforilacion de proteinas (Arenas et al., 2010); éstos mecanismos
nos pueden dar una idea del estado metabdlico en el que se encuentran los
espermatozoides; dado que algunos autores proponen que la capacitacion
espermatica en las aves no es un proceso fundamental para la fertilizacién y que
ocurre en un tiempo corto (Lemoine et al., 2011), asimismo que existen factores
descapacitantes en el tracto femenino (Sasanami et al., 2013); debido a esto se
considera importante la determinacion de los parametros de capacitacion vy
reaccion acrosomal en halcén Harris, que son los datos que aporta el presente
estudio.

Al evaluar eyaculados recién obtenidos con clortetraciclina (CTC) que mide la
actividad de calcio iénico en el espermatozoide mediante fluorescencia; los
porcentajes de espermatozoides intactos en condiciones de capacitacion, fueron
mayores a los porcentajes con este mismo patron en condiciones de reaccién
acrosomal, esta diferencia se debe al efecto de la incubacién con MPV, que al

inducir la reaccién acrosomal, hace que los niveles espermatozoides intactos
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disminuyan y los niveles de espermatozoides reaccionados aumenten . Los
porcentajes de espermatozoides capacitados en eyaculados frescos fueron
similares a los incubados en condicion de reaccion acrosomal; mientras los
espermatozoides reaccionados fueron claramente menores a los porcentajes de
espermatozoides reaccionados incubados en esta misma condicion, lo que
demuestra el efecto inductor de reaccion acrosomal otorgado por la MPV, ya que
contiene la proteina ZP1que posee la capacidad de inducir la reaccion acrosomal
en espermatozoides de aves, y fue probada en codornices japonesas (Sasanami
et al, 2007).

Los resultados anteriores concuerdan con las proporciones que se muestran en el
estudio hecho por Ochoa et al (2014) en semen recién eyaculado de guajolote
nativo analizado bajo el mismo método, donde se puede observar que se conserva
la misma tendencia, en el cual se muestra un porcentaje de espermatozoides no
capacitados (intactos) de 72.4%, espermatozoides capacitados 9.3% vy
espermatozoides reaccionados 2.7%

En todas las especies de aves estudiadas, los lipidos membranales también estan
implicados en el éxito del almacenamiento espermatico in vitro, estos lipidos
tienen impacto en la funcién y estructura espermatica tanto in vivo como in vitro.
Las alteraciones en lipidos membranales como colesterol y fosfolipidos modifican
la fluidez de la membrana, lo cual se relaciona con la capacidad de reconocimiento
gamético y la fusion de membranas; ademas en las aves, éstos lipidos tienen un
papel importante in vivo en el almacenamiento espermatico en las glandulas utero-

vaginales del tracto reproductor de las hembras; estos lipidos pueden actuar como

61



factores descapacitantes, para conservar por mas tiempo los espermatozoides
(Douard et al., 2000).

Los procesos de criopreservacion (6 condiciones de estudio) inducen cambios
membranales de los que depende la capacidad fertilizante que pueden ser
evaluados in vitro, en relacion a la capacitacién y reaccion acrosomal, y de ahi
determinar la efectividad de los protocolos de criopreservacion empleados.
Parametros de capacitacion y reacciéon acrosomal determinados con WGA-
FICT

La membrana plasmatica espermatica es dinamica, se han identificado en ésta
moléculas como AMPc, glucosaminoglucanos, esteroides y glicoproteinas (Arenas
et al., 2010), cuya actividad se modifica durante la capacitacion; el estudio de la
distribucion de algunas de estas glicoproteinas membranales que fungen como
receptores constituye una técnica de evaluacién de la capacidad fertilizante de los
eyaculados.

En espermatozoides de aves, la glicoproteina N-acetil-glucosamina y el acido
sialico son los principales receptores de reconocimiento gamético, y una manera
de evaluar la distribucion de estas moléculas en relacion a su capacidad
fertilizante es mediante el uso de lectinas conjugadas con isotiocionato de
fluoresceina (FITC), las cuales muestran la distribucién especifica de los
receptores.

En el presente estudio al evaluar la distribucibon membranal de N-acetil-
glucosamina con la lectina WGA-FICT, se determinaron tres patrones de

fluorescencia similares que en el tratamiento con CTC; cabe mencionar que en
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ambos tratamientos, los patrones espermaticos evaluan eventos metabdlicamente
diferentes.

Al evaluar en espermatozoides recién eyaculados, se mostrd que los porcentajes
de espermatozoides intactos en condiciones de capacitacion (41.6%) fueron
mayores a los espermatozoides intactos en condiciones de reaccion acrosomal
(21.1%), mientras los porcentajes de espermatozoides capacitados en condicién
de capacitacién (16.4%) fueron menores a los capacitados en condiciones de
reaccion acrosomal (39.8%), lo que demuestra el efecto de la incubacion con MPV
en cuanto a la distribucién de glicoproteinas membranales en relacién a la
capacitaciéon y a la redistribucion de estos receptores debido a la fluidez
membranal. En esta misma variable, los espermatozoides reaccionados en
condicion de capacitacion (42%) fueron diferentes a los espermatozoides
reaccionados en condicion de reaccion acrosomal (39%), lo que posiblemente se
deba a que el disefio del protocolo estaba basado en colecciones de eyaculados
eventuales, que se hicieron de ejemplares que no contaban con una actividad
copulatoria frecuente, por lo tanto, los espermatozoides maduros producidos, al
estar en el conducto deferente, no cuentan con las condiciones necesarias para su
almacenamiento, lo cual produce que se capaciten, reaccionen y posteriormente
se degraden. Este mismo efecto de capacitacion y reaccién acrosomal se
relaciona con lo reportado por Blesbois et al (2005), donde mencionan que los
procesos de congelacién de semen aviar, disminuyen la fluidez de la membrana;

lo que puede comprometer la capacidad fertilizante.
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Evaluacion de crioprotectores en criopreservacion de halcén Harris

El dimetilsulfoxido (DMSO) y el glicerol, se comportaron de manera similar como
crioprotectores al evaluar la actividad de Ca' intracitoplasmatico con
clortetraciclina (CTC), ya que mantuvieron porcentajes similares de
espermatozoides con la capacidad de llevar a cabo la reaccion acrosomal en
condiciones de capacitacion, 23% y 21.4% respectivamente, a diferencia de los
espermatozoides recién eyaculados 16.8%.

En condiciones de reaccion acrosomal, ambos crioprotectores demostraron
capacidad para permitir llevar a cabo la reaccién acrosomal de manera similar,
DMSO (63.4%) y glicerol (66.5%), al igual que en espermatozoides recién
eyaculados (51.4%); esta similitud puede ser ocasionada debido a que los
procesos de criopreservacion inducen la capacitacion y reaccién acrosomal. Los
resultados coinciden por lo citado por Calderon (2015) en criopreservacion de
semen de halcon Harris con DMSO como crioprotector, dado a la controversia de
la capacitacion espermatica en aves, los resultados concuerdan con los estudios
realizados por Terreros et al (2015), donde al evaluar tres crioprotectores en la
congelacion de semen de alpaca, el glicerol y el DMSO, mostraron ser los mas
eficaces.

Al evaluar la distribucion de la glicoproteina N-acetil-glucosamina y residuos de
acido sialico en la membrana de los espermatozoides mediante el uso de la lectina
WGA-FICT que es afin a estas moléculas, en condiciones de capacitacion, el
DMSO vy el glicerol se comportaron de manera similar, en el porcentaje de
espermatozoides reaccionados, 32.3% y 29.8% respectivamente; a diferencia de

los espermatozoides recién eyaculados con un 42% de espermatozoides
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reaccionados. Una de las causas a las que se atribuye este fenbmeno es que el
manejo y el procesamiento de los eyaculados en fresco es un factor que en el
caso de las aves induce la capacitacién y reaccién acrosomal espermatica
(Calderon 2015).

En condiciones de reaccion acrosomal, los crioprotectores se comportaron de
manera similar entre ellos con porcentajes de espermatozoides con capacidad de
llevar a cabo la reaccién acrosomal de: DMSO (39%) y glicerol (36.6%), resultados
que coinciden con la capacidad para llevar a cabo la reaccion acrosomal en
espermatozoides recién eyaculados (39%). Lo que se puede observar entonces es
que ambos crioprotectores empleados en el estudio conservan en los
espermatozoides una capacidad para capacitarse y llevar a cabo la fusion
membranal, asi como una distribucién de receptores de reconocimiento gamético
similar a las que se presentan en eyaculados recién obtenidos de halcén Harris.
Por esta razén, es recomendable valorar otras cualidades especificas de cada
crioprotector y aplicarlos en los protocolos de criopreservacion, dependiendo del
objetivo de éstos. En ese sentido, el glicerol otorga mayores indices de viabilidad
post criopreservacion, pero se sabe que tiene efectos anticonceptivos en el tracto
reproductor de la hembra al momento de una inseminacién (Macias et al., 2012),
ya que crea un ambiente de fluidez que complica el traslado de los
espermatozoides hasta el infundibulo. Para evitar este efecto, se hace un lavado
para desechar los residuos de crioprotector, pero en el procedimiento una cantidad
alta de espermatozoides mueren o sufren anormalidades que comprometen su

capacidad fertilizante.
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EI DMSO al ser una sustancia miscible y con un bajo nivel de toxicidad (Ramirez y
Luza, 1967), permite que los eyaculados que han sido conservados con este
crioprotector, puedan ser inseminados inmediatamente después de
descongelarse, sin comprometer la capacidad fertilizante por efectos del
crioprotector. EI DMSO es uno de los crioprotectores mas utilizados para la
criopreservacion del semen de aves silvestres como grullas (Chlamydotis
undulata) (Hartley et al., 1999), pingiiinos (Spheniscus magellanicus) (O Brien et
al.,, 1999), Gansos (Anas spp) (Tai et al., 2001) y rapaces (Falco peregrinus,
Aquila adalberti y Hiernaetus fasciatus) (Blanco et al., 2000).

Los parametros de capacitacién y reaccion acrosomal fueron similares con el uso
de ambos crioprotectores en las diferentes condiciones de evaluacion (CTC y
WGA), lo que nos otorgd una idea de la actividad de Ca®" intracitoplasmatico y de
la distribucion de glicoproteinas que fungen como receptores de reconocimiento
gamético en los tres patrones espermaticos determinados (intacto, capacitado y
reaccionado), para asi lograr evaluar la capacidad fertilizante de los eyaculados
con cada crioprotector y optimizar los protocolos de criopreservacion seminal y

reproduccién asistida de manera especifica.
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13.- CONCLUSIONES

Existen parametros asociados a condiciones de capacitacion espermatica y
reaccion acrosomal en espermatozoides de halcon Harris, los cuales son
asociados a la actividad metabolica del espermatozoide en condiciones de
capacitacion y reaccién acrosomal.

Los patrones de capacitaciéon espermatica y reaccion acrosomal de halcon Harris
no varian con el uso de glicerol y dimetilsulféxido como crioprotectores, solo varia
su proporcion.

La evaluacidon seminal basica, actividad de Ca*? determinada con CTC vy
distribucion de N-acetil-glucosamina determinada con WGA-FICT in vitro permitio
evaluar el estado metabdlico de los espermatozoides, contribuyendo a valorar la
capacidad fertilizante, cuantificando la viabilidad, movilidad y morfologia
espermatica, la capacidad de llevar a cabo la reaccion acrosomal y la capacidad
de reconocimiento gamético con la presencia y distribucion de N-acetil-
glucosamina de cada eyaculado con diferentes crioprotectores.

La membrana perivitelina heterdloga (de gallina) funciona como inductor de la
reaccion acrosomal en espermatozoides de halcon Harris.

Se comprobd que los procesos de evaluacién seminal y criopreservaciéon inducen
de manera espontanea ciertos indices de capacitacion y reaccion acrosomal.

El glicerol y el dimetilsulfoxido son una alternativa viable para llevar a cabo la
criopreservacion espermatica de halcon Harris, aunque se debe considerar los
efectos especificos de cada crioprotector para elegir el que mas se adecue a los

objetivos de la conservacion espermatica.
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