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ABSTRACT

Gamete interaction depends on the ability of sperm to undergo capacitation and
acrosomal reaction, which are essential for fertilization. These processes can be
affected by sperm cooling. The aim of this work, was to study the effect of
capacitation time of chilled/rewarmed sperm on binding and penetration hability in 7

vitro matured oocytes in canines.

Semen was obtained from digital stimulation of five adult dogs, 9 ejaculates from the
same dog were processed as a fresh control samples and as a chilled experimental
samples. After routine evaluation, seminal plasma was removed by centrifugation and
the sperm pellet restored in TRIS - egg yolk - citric acid - fructose extender and then
chilled at 4 ° C for 24 hours, after that sperm samples were warmed at 37 © C for 10
minutes and then centrifuged to remove the extender fresh samples were
centrifugated. Fresh control samples were centrifuged and the sperm pellet restored in
Fert Talp. Fresh (control) and chilled sperm, were incubated in Fert Talp for in vitro
capacitation at room temperature (20 © C) for 0 to 3 hours. At each time point either
fresh or chilled/rewarmed sperm were co-incubated with 7z vitro matured oocytes, for

3 houts.

After co-incubation, oocytes were washed and then processed separately for scanning
electron microscopy (SEM) and epifluorescencie microscopy evaluation. For SEM, a
total of 318 oocytes (174 and 134 oocytes for fresh and chilled sperm, respectively)
were assessed, consedering the binding and the penetration to the zona pellucida (ZP).
For epifluorescence microscopy analysis a total of 466 oocytes (219 and 247 oocytes

for fresh and chilled sperm, respectively) were assessed. Sperm binding at hte ZP



surface were evaluates as well as sperm penetration at different levels: ZP, perivitelline

space or within the oocytes cytoplasm.

The results were analysed using a Logistics Binomial regression (Statistical Analysis
System, SAS Institute, Cary, NC, USA). Data of i vitro fertilization with either fresh
and chilled sperm with both SEM and epifluorescence microscopy, showed no
significant difference neither the union nor the sperm penetration (p <0.05), through
the different times of capacitation. Also, no significant differences were found (p
<0.05).when the two types of sperm were compared consedering the binding and

penetration throughtout different capacitation times.

In conclusion, fresh and chilled dogs sperm, capacitated 7 vitro for 0 to 3 hours, do
not differ in their ability to bind to and penetrate the ZP of bitch oocytes matured 7

vitro.



RESUMEN

La adecuada interacciéon de los gametos depende de la capacidad que tengan los
espermatozoides de experimentar la capacitacion y reaccidon acrosémica, pProcesos
esenciales para la fecundacion del ovocito y que pueden verse afectados por el proceso
de refrigeracion espermatica. En este trabajo se estudio el efecto del tiempo de
capacitaciéon en espermatozoides refrigerados de perro, a través de la capacidad de

union y penetracion a la zona pelacida de ovocitos de perra madurados 7 vitro.

El semen se obtuvo de la estimulacion digital a 5 perros adultos. Un total de 9
eyaculados provenientes de los mismos perros, fueron procesados como muestras
frescas o refrigeradas. Posterior a la evaluacion seminal, el plasma seminal fue retirado
por centrifugacion. Los espermatozoides frescos se resuspendieron inmediatamente en
Fert Talp y los espermatozoides a refrigerar se resuspendieron en diluyente en base a
TRIS - yema de huevo - acido citrico - fructuosa y se conservaron a 4°C por 24 horas,
para luego ser mantenidos a 37°C por 10 minutos y posteriormente centrifugados para
retirar el diluyente. Luego, los espermatozoides frescos (control) y refrigerados, fueron
incubados en Fert Talp para capacitacion 7z vitro, a temperatura ambiente (20°C)
durante 0 a 3 horas y, posterior a cada tiempo de incubacién, co-incubados con

ovocitos madurados 7z vitro.

Posterior a la co-incubacién, los ovocitos inseminados fueron lavados y luego
procesados separadamente para ser examinados bajo microscopia electronica de
barrido (MEB) y microscopia de epifluorescencia. Para MEB, se evaluaron un total de
318 ovocitos (174 y 134 ovocitos para espermatozoides frescos y refrigerados,
respectivamente). El analisis de MEB consider6 un ovocito con espermatozoides

unidos cuando fueron encontrados uno o mas espermatozoides adheridos a la zona



pelacida ovocitaria (ZP), y un ovocito con espermatozoides penetrados cuando se
encontraron uno o mas espermatozoides atravesando la ZP. Para la microscopia de
epifluorescencia se evaluaron un total de 466 ovocitos (219 y 247 ovocitos para
espermatozoides frescos y refrigerados, respectivamente), considerando un ovocito
con espermatozoides unidos cuando se encontraron uno o mas espermatozoides
adheridos a la ZP y ovocito con epermatozoides penetrados cuando fueron
encontrados uno o mas espermatozoides atravesando la ZP, en el espacio perivitelino

o dentro del citoplasma ovular.

Los resultados se analizaron mediante un procedimiento de Regresiéon Logistica
Binomial (Statistical Analysis System, SAS Institute, Cary, NC, USA). Tanto en MEB
como en microscopia de epifluorescencia, los resultados de fecundacion 7 vitro con
espermatozoides frescos y refrigerados, no mostraron diferencias significativas en la
union ni en la penetracion espermatica (p=0,05), a través de los diferentes tiempos de
capacitacion. Asimismo, al comparar entre ambos tipos de espermatozoides, la unién y
penetracion en los diferentes tiempos de capacitacion, no se evidenciaron diferencias

significativas entre ellos (p=0,05).

En conclusion, los espermatozoides frescos y refrigerados caninos, capacitados i vitro
durante 0 a 3 horas, no difieren en su capacidad para unirse y penetrar la ZP de

ovocitos de perra madurados i vitro.



INTRODUCCION

El canino doméstico ha estado ligado al hombre durante siglos, diversificandose en
muchas razas debido a mutaciones naturales, factores ambientales, y seleccion del
hombre sobre caracteristicas deseables. Esto ha generado diversas investigaciones en
esta especie, dentro de ellas las que involucran el ambito reproductivo. Los estudios
reproductivos realizados en perros domésticos, ademas de ser necesarios en la misma
especie, podrian extrapolarse a otros canidos ayudando a la conservaciéon de especies

en peligro de extincion (Luvoni e7 al., 2000).

La reproducciéon es esencial para la continuidad de las especie. Es asi como la
profundizacion de estos estudios, es necesaria para lograr desarrollar biotecnologias
reproductivas como la criopreservacion de espermatozoides, fecundacion y desarrollo
embrionario 7z wvitro, inseminacion artificial y otras mas avanzadas como la

transferencia nuclear o clonacién (Farstad, 2000).

En el desarrollo de estas técnicas, la evaluacién funcional de los gametos cobra
importancia. La capacidad fecundante de los espermatozoides puede estudiarse a
través de evaluaciones 7z vitro que permitan determinar directamente esta funcion,
como la unién a la zona pelucida (ZP), penetracion a la ZP y fecundacion 7 vitro, tanto
en caninos (Mahi y Yanagimachi, 1976; Kawakami ez 2/, 1993; Hewitt y England, 1997;
Hay et al., 1997a,b; Mayenco-Aguirre y Pérez-Cortés, 1998; Ivanova ez al, 1999; Strom
Holst ez al, 2000a,b; Pefia ez al, 2004; De los Reyes ez al, 2006; Silva et al., 2000;
Hermansson ez al., 2006; Palomino y De los Reyes, 2007; De los Reyes ez af/, 2007)
como en conejos (Parrish y Foote, 1986), ratones (Nishizono ez al, 2004), verracos
(Marchal e al, 2002), y toros (Fazeli et al, 1993; De los Reyes y Barros, 2000), que

pueden explicar diferentes aspectos de la interaccion entre el espermatozoide y el



ovocito, lo que da una mejor valoraciéon de la capacidad fértil del espermatozoide

(Hermansson ef al., 2000).

La adecuada interacciéon de los gametos como la unién, penetraciéon espermatica a
través de las cubiertas ovocitarias y la fusiéon del espermatozoide con la membrana
plasmatica del ovocito, dependen de la capacidad que tengan los espermatozoides de
experimentar la capacitacion y reaccion acrosomica (Yanagimachi, 1994; Brewis y
Moore, 1997; Wassarman, 1999; Topfer-Petersen ef al., 2000; De los Reyes y Barros,
2000).

La criopreservacion (refrigeracion y/o congelacion) de espermatozoides presenta la
ventaja de tener un mayor margen de tiempo para su utilizacién, a diferencia del
semen fresco (Manosalva ef al, 2005). Sin embargo, la refrigeracién y congelacion
tienen efectos negativos en la membrana plasmatica de los espermatozoides y/o
membrana acrosomal, lo que afectaria el normal desarrollo de la capacitacién y por
consiguiente, de la reaccién acrosomica (Hay ef al, 1997a,b; Strom Holst ez al, 1998;
Nishizono e# al., 2004; Watson, 2000; Manosalva ez al., 2005; Hermansson y Linde
Forsberg, 2006; Palomino y De los Reyes, 2007). No obstante, a pesar que el dafio
acrosomal serfa mayor en la congelacion/descongelacion de espermatozoides que en la
refrigeracion de ellos (Oettlé, 1986; England y Ponzio, 1996), se ha podido determinar
que hay una disminuciéon significativa de la viabilidad, expresada a través de la
actividad mitocondrial e integridad de membrana, en los espermatozoides de perro
refrigerados con respecto a los espermatozoides frescos, observandose también un

aumento en la ruptura acrosomal en los espermatozoides refrigerados (Manosalva ez

al,, 2005).



Por otra parte, se ha descrito que la criopreservacion acortaria el tiempo requerido
para la capacitacion de los espermatozoides (Rota ez af, 1999; Watson, 2000). Ensayos
con clortetraciclina (CTC), han mostrado que tanto espermatozoides caninos
refrigerados y/o congelados, disminuitfan en aproximadamente 2 horas el petiodo de
capacitacion respecto a aquéllos frescos (Rota ez al., 1999). Asi mismo, recientemente
se ha visto que espermatozoides caninos refrigerados y/o congelados penetran un
mayor porcentaje de ovocitos la primera hora de co-incubacién gamética en
comparacion a espermatozoides frescos, lo que podria estar relacionado también, a un

menor tiempo de capacitacion en estas poblaciones (De los Reyes e a/, 2007)

Los tiempos utilizados iz vitro para capacitar los espermatozoides podrian, por tanto,
traducirse en diferencias en la unién y penetracion del espermatozoide al ovocito y
sus cubiertas. En el presente estudio, se evalud el efecto del tiempo de capacitacién en
espermatozoides refrigerados de perro, a través de la capacidad de unién y penetracion

a la zona pelucida de ovocitos de perra madurados z vitro.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

Refrigeracion de semen canino.

Desde la primera inseminacion artificial (I.A.) exitosa con semen canino refrigerado
reportada por Harrop en 1954, se han descrito estudios en semen canino que han
evaluado el efecto de la temperatura sobre la conservacion del semen (Rota ef al., 1999;
Strém Holst ef al., 2000b; Iguer-Ouada y Verstegen, 2001; Ponglowhapan ez al., 2004;
Verstegen e# al., 2005; Hermansson y Linde-Forsberg, 2006; Hermansson ez al., 2000;
De los Reyes ¢# al., 2007), influyendo en la mejora de las tasas de prefiez, que varian
desde un 45% hasta un 100% al utilizar semen refrigerado (Linde-Forsberg, 1995;
Pinto et al, 1999; Verstegen et al, 2005), y que son mas altas que con semen

congelado/descongelado (Linde-Forsberg, 1991; Linde-Forsberg y Forsberg, 1993).

El objetivo de almacenar el semen utilizando el procedimiento de refrigeracion, es
preservar gametos a baja temperatura sin alcanzar el punto de congelacién que induce
cambios intracelulares mas deletéreos, que afectan la potencial viabilidad y fertilidad

posterior del espermatozoide (Iguer-ouada y Verstegen, 2001).

Si bien, la congelacion de los espermatozoides causa un mayor dafio que la
refrigeracion a 4°C (Oettlé, 1986; England y Ponzio, 1996), la disminucién de la
temperatura produce un deterioro de la calidad espermatica, especialmente al
prolongar el tiempo de almacenamiento (England y Ponzio, 1996; Hermansson e al.,

2006; Hermansson y Linde-Forsberg, 20006).

Se ha descrito que los espermatozoides sometidos al proceso de refrigeracion

experimentan una disminucién significativa de la motilidad (Rota ez 4/, 1999;

11



Manosalva ef al, 2005; Aurich, 2005; Hermansson ez al, 2000), integridad de la
membrana plasmatica (Stréom-Holst ez a/., 1998; Ponglowhapan ez a/., 2004; Manosalva
et al., 2005; Aurich, 2005; Hermansson ef al, 20006), viabilidad e integridad del
acrosoma (Oettlé, 1986; Manosalva et a/, 2005; Hermansson e¢f al, 2000), si se
comparan con los espermatozoides frescos (Manosalva ef a/., 2005; Hermansson et al.,
20006) y, por consiguiente, contribuye significativamente a la pérdida de su capacidad
tecundante (Aurich, 2005). Ademas, como el espermatozoide maduro ha perdido la
mayoria de sus organelos y la trascripcion de DNA ha cesado, los mecanismos

reparadores no son viables y el dafio en la membrana plasmatica espermatica resulta en

la pérdida irreversible de su funcionalidad (Eddy y O Brien, 1994).

El paso mas critico para el espermatozoide es alcanzar la temperatura de
almacenamiento, especialmente cuando se usa una tasa de refrigeracion mayor a
3°C/min, ya que provocatia un dafio especifico de la membrana plasmatica
espermatica conocido como “shock térmico o por frio” (Aurich, 2005). Sin embargo,
la susceptibilidad a las bajas temperaturas varfa de acuerdo a la especies. Una baja
relacion entre los acidos grasos saturados e insaturados unidos a los fosfolipidos de
membrana, condicionaria el grado de sensibilidad al “shock térmico” (Bouchard ez al.,
1990); no obstante, en los espermatozoides caninos esta relacion es cercana a 1, por lo
que serfan menos susceptibles en comparacion a otras especies como la porcina (De
los Reyes, 2004). Cross (1998), adjudica las variaciones individuales al “shock por
frio” de diversos eyaculados caninos, a diferencias en el contenido de colesterol de la

membrana plasmatica de los espermatozoides.
No obstante, la técnica de refrigeraciéon es una alternativa prometedora para la

convencional criopreservacion de semen por congelacion y es facilmente adaptable

para el uso clinico. Ademas, es particularmente tutil para el envio de semen, donde los

12



costos de procedimientos y materiales son menores que al utilizar semen congelado

(Iguer-ouada y Verstegen, 2001; Pefia ¢z al., 2000).

Por otra parte, el semen refrigerado al ser mantenido en un medio diluyente a una
temperatura de 4 a 6 °C (Aurich, 2005), posee una sobrevida de los espermatozoides
considerablemente mayor comparados que aquéllos mantenidos a 4°C sin diluir
(Linde-Forsberg, 1995; Rota ez al, 1995). Se ha descrito que la dilucién de los
espermatozoides antes de cualquier procedimiento 7z vitro, podria prevenir, en cierto
grado, las alteraciones en la membrana plasmatica del espermatozoide (Rota ef al,
1995) incluyendo la membrana acrosomal (Rota ef al, 1995; Sirivaidyapong ef al.,

2000).

Se han propuesto diferentes extensores para la preservacion del semen canino (Pinto ez
al., 1999; Sirivaidyapong ez al., 2000; Iguer-ouada y Verstegen, 2001; Ponglowhapan ez
al., 2004; Verstegen ef al., 2005) y la finalidad de cada uno de ellos es disminuir el dafio
provocado por el frio, protegiendo a los espermatozoides para preservar la motilidad y
fertilidad en un cierto tiempo a través de la estabilizaciéon de la membrana y el
suministro de sustratos energéticos, ademas de prevenir el efecto deletéreo del cambio
de pH y osmolaridad (Brown, 1992). La yema de huevo o leche descremada que se
adiciona a los diluyentes tiene una acciéon protectora de los espermatozoides
disminuyendo el shock térmico, ademas de un efecto positivo en la integridad

acrosomica (Iguer-ouada y Verstegen, 2001).

Capacitacion espermatica y Reaccion Acrosémica.
El espermatozoide que ha madurado en el epididimo aunque puede moverse

progresivamente, no posee la capacidad de fecundar un ovocito. Esta capacidad se

13



adquiere después de permanecer en el tracto reproductivo de la hembra por un cierto
periodo de tiempo, variable entre las especies, donde el espermatozoide experimenta
diversos cambios fisiolégicos 'y bioquimicos, denominados colectivamente
capacitacion espermatica (Austin, 1951; Chang, 1951; Yanagimachi, 1994; Barros e al.,
1996; Kawakami e7 al., 1998).

El cambio total durante la capacitacion es un efecto combinado de multiples
modificaciones en las proteinas/glicoproteinas y componentes lipidicos de la
membrana plasmatica del espermatozoide, que incluyen modificaciones en los canales
de iones (Yanagimachi, 1994), resultando en un incremento en la fluidez de membrana

y remodelacion de la superficie espermatica (Storey, 1995; Breitbart, 2002).

Cuando ocurre la capacitaciéon, el espermatozoide muestra una motilidad
hiperactivada, caracterizada por ser menos lineal, pero mas vigorosa que el
espermatozoide recién eyaculado (Yanagimachi, 1994; Petrunkina e a/, 2003). Ademas
de este cambio en el patrén de motilidad, los espermatozoides experimentan la
reaccion acrosoémica (RA), considerada un prerrequisito para la penetracion en la zona
pelicida y para la fusion del espermatozoide con la membrana plasmatica del ovocito
(Yanagimachi, 1994; Brewis y Moore, 1997; Wassarman, 1999; Topfer-Petersen ef al.,
2000; De los Reyes y Barros, 2000).

La RA incluye la fusiéon en multiples puntos entre la membrana plasmatica del
espermatozoide y la membrana acrosomal externa subyacente, con la posterior
fenestracion, lo que permite que el contenido acrosomal se libere y exponga al medio
(Yanagimachi, 1994; Barros e al., 1996). Este proceso ocurre en las cercanias o en
contacto con las cubiertas del ovocito y en espermatozoides de perros se ha observado

que tanto los espermatozoides reaccionados como los no reaccionados, serfan capaces

14



de unirse a la zona pelicida de ovocitos caninos (Kawakami ez a/, 1993; Palomino y
De los Reyes, 2007). Los medios utilizados para el procesamiento de los
espermatozoides deben, por lo tanto, prevenir alteraciones acrosémicas y preservar la
capacidad del espermatozoide para efectuar una reacciébn acrosémica fisiologica

cercana a las cubiertas del ovocito (Parrish y Foote, 1986; Sirivaidyapong ez al., 2000).

La capacitacion y RA de los espermatozoides mamiferos, puede ocurrir en ausencia de
ovocitos, en condiciones 7z vitro adecuadas que imitan el ambiente fisiolégico del tracto
reproductivo de la hembra (Hewitt y England, 1997), induciendo a través de ciertos
constituyentes especificos el proceso de capacitacién. Entre estos compuestos estan el
calcio y albimina sérica, ademas de sustancias energéticas como glucosa y piruvato
(Sirivaidyapong et al., 2000). La albumina une al colesterol y asi causa un descenso en la
relacion colesterol:fosfolipido de la membrana plasmatica del espermatozoide, lo cual
disminuirfa la microviscosidad de la membrana, relajaria los fosfolipidos de membrana
y permitirfa aumentar asi el influjo de calcio (Dow y Bavister, 1989; Yanagimachi,
1994; Cross, 1998; Sirivaidyapong e al., 2000), importante, por ser la RA, un proceso
calcio dependiente (Sirivaidyapong ez al., 2000).

Se han descrito factores fisioloégicos inductores de la RA 7z vivo e in vitro, donde se
incluyen componentes de la zona pelicida como la ZP3 (Kawakami ef a/, 1993; Brewis
et al., 2001); glucosa (Mahi y Yanagimachi, 1976; Sirivaidyapong et al., 2000); vy la
progesterona (Brewis ez al., 2001). Estos factores podrian activar al menos dos tipos de

canales de calcio, ayudando al influjo de este i6n (Sirivaidyapong ez al., 2000).
Se ha descrito que los espermatozoides refrigerados y/o congelados caninos alcanzan

el estado capacitado en un menor lapso que los espermatozoides frescos, cuando son

incubados en medios capacitantes (Rota ez a/, 1999; Manosalva et al, 2005). Esto

15



supone que el espermatozoide después de ser criopreservado, podria ser
funcionalmente diferente de la poblacion de espermatozoides frescos, ya que
exhibirfan una reactividad de membrana equivalente a un espermatozoide capacitado
(Strém Holst e# al., 2000b; Watson, 2000), en donde la composiciéon de la bicapa
lipidica se veria afectada por la tasa de enfriamiento, lo cual causaria que la membrana
se encuentre mas permeable al calcio y por tanto el mayor influjo de este ion ayudaria
al inicio de la capacitaciéon y en consecuencia la RA (Maxwell y Johnson, 1997; Green
y Watson, 2001; De los Reyes, 2004). Esto, podria afectar la capacidad fecundante de

los espermatozoides criopreservados caninos, lo cual aun no ha sido investigado.

Maduracion de ovocitos caninos.

En perros, zorros y otros canidos, a diferencia de las otras especies de mamiferos, el
ovocito es ovulado como ovocito primario, en el estado de vesicula germinativa (VG),
y no como ovocito secundario, en estadio de Metafase II (MII) (Reynauld ez a/., 2005;
Luvoni y Chigioni, 2006; Songsasen y Wildt, 2007). El reinicio meidtico ocurte en el
oviducto y es completada 48 a 72 horas después de la ovulacion (Tsutsui, 1989;
Yamada e# al., 1993; Luvoni ¢z al., 2005; De los Reyes ez al., 2005; Reynaud e# al., 2005,
2000), en presencia de una alta concentracion de progesterona (Concannon ef al., 1989;

Reynauld ez al., 2005).

La maduraciéon de los ovocitos, es un proceso altamente coordinado que incluye
cambios morfologicos, ultraestructurales y transcripcionales del compartimiento
citoplasmatico y nuclear del ovocito (Luvoni e /., 2005), requisitos para una adecuada
fecundacién y posterior desarrollo embrionario (Wassarman, 1988; Yamada ef al,

1992; Hewitt y England, 1999; Farstad, 2000).
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Es por esto que, un sistema de maduracién 7z vitro debe sustentar los cambios
dindamicos requeridos para la maduraciéon de todos los componentes del complejo
camulo-ovocito (COC), por lo que estos sistemas necesitan estar basado en las
condiciones 7z vzvo para crear un microambiente similar al que ocurre fisiologicamente

(Luvoni ez al., 2005; Luvoni y Chigioni, 20006).

Interaccion Gamética.

Durante el proceso de fecundacién, se requieren tres acontecimientos criticos: a) el
paso del espermatozoide a través de las células del cumulo; b) la unién espermatica a
la ZP y su penetracion y c) la fusion de las membranas plasmaticas del espermatozoide
y la del ovocito, con la consiguiente entrada del espermatozoide al citoplasma ovular

(Wassarman, 1999; Barros ¢f al., 1996; Wassarman ez al,, 2001; Howes y Jones, 2002).

Las interacciones ovocito — espermatozoide en el perro, como en otras especies,
tienen mas probabilidades de ocurrir cuando las células del cumulo estan presentes
(Mastromonaco ¢# al., 2002). Existe evidencia que indica que los espermatozoides de
mamiferos podrian ser atraidos al ovocito por péptidos quimioatrayentes emitidos por
las células del camulo, en vez de simplemente, por un encuentro fortuito (Eisenbach,

1999; Eisenbach y Tur-Kaspa, 1999).

El ovocito, ademas, esta rodeado por una matriz glicoproteica extracelular, la zona
pelacida, que jugarfa un importante rol durante la foliculogénesis, ovulacion,
fecundacién y transporte embrionario (Wassarman, 1999). La zona pelticida esta
compuesta por tres glicoproteinas principales, convencionalmente conocidas como

ZP1, ZP2 y ZP3, aunque también han sido denominadas como ZPA, ZPB y ZPC en

caninos (Harris ef al, 1994). En la especie canina, estudios de la expresion de las

17



proteinas de la zona pelucida durante la foliculogénesis, han demostrado que el
ovocito serfa responsable de la sintesis de ZPA y que las células foliculares

sintetizarfan ZPB y ZPC (Harris ez al., 1994).

Una vez unido a la ZP3, el espermatozoide inicia la penetracion de la zona peldcida.
Es posible que la glicoproteina ZP2 actie como un receptor secundario para la fijacion
del espermatozoide durante su paso a través de esta cubierta (Barros e al, 1996; De
los Reyes y Barros, 2000). Una vez que el espermatozoide ha atravesado la zona
pelucida, cruza el espacio perivitelino y por la region ecuatorial de su membrana
plasmatica, se une con la membrana plasmatica del ovocito. Posteriormente, ambas

membranas se fusionan y el espermatozoide es incorporado al ovocito (Yanagimachi,

1994; Barros, et al., 1996; Flesh y Gadella, 2000).

Debido a que la perra es receptiva a la cruza desde el momento del alza de LH, el que
ocurre 36 a 50 horas antes de la ovulaciéon (Concannon ez al, 1989), podria ocurrir que
los espermatozoides se encuentren con el ovocito canino en estado inmaduro en el
oviducto. En estudios previos zz vitro (Mahi y Yanagimachi, 1976; Hewitt y England,
1997), los espermatozoides podrian penetrar ovocitos en estado inmaduro. No
obstante, se ha descrito que a pesar que los ovocitos inmaduros y madurados 7 vitro
pueden ser penetrados por espermatozoides frescos y criopreservados (refrigerados
y/o congelados), habria mayores porcentajes de penetraciéon espermatica al utilizar
ovocitos madurados zz vitro y, por lo tanto, serfan mas apropiados para evaluar la
capacidad fecundante de los espermatozoides frescos y criopreservados. (De los Reyes

et al., 2007)

Si bien la criopreservacion prolonga la disponibilidad de los espermatozoides para ser

utilizados en la inseminacion artificial y programas de fecundacion 7 vitro, el avance de
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estas técnicas en la especie canina no ha alcanzado un desarrollo equivalente a lo
logrado en otros animales, por lo que se requieren aun mas investigaciones en esta
area. El semen canino se ve afectado por el procedimiento de almacenamiento a bajas
temperaturas, lo que se refleja entre otras cosas, por el menor tiempo requerido para el
proceso de capacitaciéon al compararlo con el semen fresco. Sin embargo, aun no ha
sido estudiado cual serfa el tiempo requerido por estos espermatozoides para unirse y
penetrar la ZP de ovocitos de perra. En este trabajo se investigd, a través de
microscopia de epifluorescencia y electrénica de barrido, el tiempo requerido para la
capacitacion espermatica cuando los espermatozoides son criopreservados a 4°C,
evaluados segun su capacidad de unién y penetracion a la ZP de ovocitos madurados

mn vitro.
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HIPOTESIS

La refrigeraciéon provocaria cambios en el proceso de capacitacion, especificamente en
el tiempo requerido por este proceso, que se traducirfan en diferencias significativas en

la unién y penetracion espermatica al ovocito y sus cubiertas durante la fecundacion 7

vitro en caninos.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar en espermatozoides caninos refrigerados, preincubados por diferentes
tiempos en un medio inductor de la capacitacion, la unién y la penetraciéon a la zona

pelacida de ovocitos de perra.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar diferentes tiempos de capacitacién en espermatozoides caninos
refrigerados de acuerdo a su capacidad de unién y penetraciéon a ovocitos

caninos madurados 7 vitro.
- Evaluar a nivel ultraestructural la unién y penetraciéon a la zona pelacida de

ovocitos caninos sometidos a maduraciéon 7z witro por espermatozoides

refrigerados y frescos.
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MATERIAL Y METODO

El trabajo experimental se realizé en el Laboratorio de Reproduccién de la Facultad de

Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile.

a) Obtencion de espermatozoides.

El semen se obtuvo en copas previamente mantenidas a 37°C, a través de estimulacién
digital a 5 perros adultos, de diferentes razas, clinicamente sanos, pertenecientes a
privados. Se utilizaron un total de 6 eyaculados para el analisis de la interaccion
gamética con microscopia de epifluorescencia y 3 eyaculados para el analisis con
microscopia electrénica de barrido. Cada eyaculado se procesé separadamente como

una réplica experimental, utilizindose la segunda fraccion espermatica.

En cada eyaculado se evalu6 volumen seminal, motilidad progresiva en forma
subjetiva mediante microscopia de contraste de fases y concentracion espermatica a
través de recuento en la camara de Neubauer, de acuerdo a las técnicas establecidas en
el laboratorio. Se utilizaron sélo muestras de semen cuya motilidad progresiva fue

mayor a 70%.

De cada eyaculado, el semen fue dividido y una de las partes utilizada como muestra
de espermatozoides refrigerados y la otra como muestra de espermatozoides frescos
(control). El plasma seminal se elimind previa centrifugacion a 700 x G por 5 minutos

en buffer TRIS en proporcion 2:1 (TRIS: Semen).
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b) Espermatozoides Frescos.
El pellet, obtenido en la centrifugacion, fue resuspendido en Medio Fert Talp (Parrish

et al., 1988) para lograr una concentraciéon de 5 x 10° espermatozoides/mL..

c) Refrigeracion/Desrefrigeracion de espermatozoides.

El pellet fue resuspendido en el diluyente de refrigeracién (TRIS 249 mM, Acido
citrico 88.4 mM, Fructosa 69.3 mM, Yema de huevo 20%, Bencil penicilina 2.8 mM y
Sulfato Dihidroestreptomicina 0.68 mM), en cantidad suficiente para obtener una
concentracién de 200 x 10° espermatozoides/mlL. El tubo con los espermatozoides
diluidos se colocé dentro de un vaso precipitado con agua a temperatura ambiente, el
que se llevo al refrigerador a 4°C.

Luego de 24 horas de refrigeracion, las muestras fueron entibiadas a 37°C por 10
minutos y centrifugadas a 300 x G por 5 minutos para extraer el diluyente. El pellet
fue resuspendido en medio Fert Talp en cantidad suficiente para obtener una
concentracién final de 5 x 10° espermatozoides/ mlL., de igual forma que en las
muestras frescas.

La motilidad espermatica se evalu6 en forma subjetiva mediante microscopio de

contraste de fases en las diferentes etapas del procedimiento.

d) Recoleccion y maduracion in vitro de ovocitos caninos.

Se obtuvieron ovarios de perras adultas (1 — 6 afios de edad) sanas, de diferentes razas,
ovariectomizadas en la Unidad de Salud e Higiene Ambiental de la I. Municipalidad de
La Pintana, y luego transportados al laboratorio en solucién salina (Cloruro de Sodio al
0.9%), suplementada con 100 U.I/mlL de Penicilina y 50 pg/ml de Estreptomicina
(Sigma), a 38°C.
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En el laboratorio, los ovarios se depositaron en medio PBS (buffer fosfato salino)
donde se maceraron con hojas de bisturi y tijeras finas, para asi liberar del parénquima
ovarico los complejos cumulo-ovocito (COC's). Sélo fueron seleccionados los
ovocitos de mayor tamafio, que posefan un citoplasma homogéneo y oscuro, y que
estuviesen rodeados completamente por al menos tres capas de células del cumulo
(Hewitt y England, 1997). Los COC’s seleccionados se incubaron en medio de cultivo
TCM 199, suplementado con 10% suero fetal bovino, 2.5 uL./mL de solucién piruvato
(11.2 mg/ml de acido pirdavico), 10 UI/ml. gonadotrofina coriénica humana (hCG,
Sigma) y 5 ul./mL de solucién antibidtica (12.2 mg/ml. de penicilina y 20 mg/ml. de

Estreptomicina, Sigma), de acuerdo a lo descrito en De los Reyes ez a/. (2005).

Los ovocitos fueron incubados por 72 horas en gotas de 100 pl. del medio de
maduracion descrito anteriormente, en una cantidad de 10 a 12 ovocitos por gota, bajo
aceite mineral estéril (Sigma) a 38.5°C, 5% de CO, y maxima humedad.

Luego del periodo de maduracién z vitro, los COC’s se mantuvieron en gotas de 100
ul. del medio Fert Talp, previamente adaptado en la estufa de cultivo, hasta la

coincubacién con los espermatozoides.

e) Capacitacion espermatica y co-incubacién con ovocitos madurados in vitro.
Las muestras espermaticas desrefrigeradas y frescas en el medio Fert-Talp, se
mantuvieron a temperatura ambiente (20 — 22°C) por periodos de 0, 1, 2 y 3 horas (TO0,
T1, T2 y T3, respectivamente) para capacitacion espermatica.

Posterior a cada perfodo se tomaron gotas de 100 pul. de cada muestra espermatica, las
que fueron depositadas en capsula de cultivo (Falcon 3001), adicionandoles por cada
gota 10 a 12 ovocitos, previamente madurados iz vitro y adaptados en la estufa de

cultivo en mismo medio Fert-Talp.
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Las gotas con los espermatozoides y ovocitos, fueron cubiertas con aceite mineral
estéril en capsulas Falcon y se dejaron en co-incubacién por un periodo de 3 horas en

la estufa de cultivo a 38.5°C, 5% de CO, y maxima humedad.

f) Evaluacion de la fecundacion.

Los ovocitos co-incubados con los espermatozoides capacitados en los diferentes
tiempos, se procesaron separadamente para la evaluacion de la penetracion
espermatica mediante microscopia electrénica de barrido (MEB) y microscopia de
epifluorescencia. Se utilizaron los microscopios LEO 1420 VP y Nikon Optiphot 2
equipado con epifluorescencia, de la Facultad de Agronomia de la Pontificia

Universidad Catdlica de Chile.

Microscopia Electrénica de Barrido (MEB):

Para la MEB se utilizaron muestras espermaticas de 3 donadores, con un total de 3
replicas para cada tipo de espermatozoide, refrigerado y fresco (control).

Los ovocitos inseminados se prepararon para la MEB, segin la técnica descrita por
Barros et al. (1984). Brevemente, los ovocitos fueron fijados en una solucién de
glutaraldehido al 2.5% preparado en buffer cacodilato 0.05 M, pH 7.4, por 3 horas a
temperatura ambiente. Pasado este tiempo, las muestras se lavaron en buffer
cacodilato. Posteriormente, los ovocitos se depositaron en camaras de bronce, las
cuales fueron selladas con grillas de cobre de 400 mesh, para permitir el flujo de los
diferentes solventes. Las muestras se deshidrataron en una bateria de acetonas de
concentraciones crecientes (30, 50, 70, 90 y 100%) y luego fueron secadas a punto
critico de CO,. Las muestras se cubrieron posteriormente, con una fina pelicula de oro
paladio utilizando un equipo Sputter Pelco 91000. Las observaciones se realizaron en

un microscopio electrénico de barrido LEO 1420 VP.
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Se consider6 un ovocito unido cuando se encontraron espermatozoides adheridos a la
zona pelicida ovocitaria (ZP), y un ovocito penetrado cuando se encontraron

espermatozoides en proceso de penetracion de la ZP.

Microscopia de Epifluorescencia:

Para la microscopia de epifluorescencia se utilizaron muestras espermaticas de 3
donadores, con un total de 6 replicas para cada tipo de espermatozoide, refrigerado y

fresco (control).

Los ovocitos inseminados con cada grupo espermatico (de acuerdo a los diferentes
tiempos: TO, T1, T2 y T3), se limpiaron de las células del cimulo mediante pipeteo
fino y se montaron entre porta y cubre objeto separados por dos hilillos de vaselina
solida. Se fijaron por 5 minutos en una solucion de metanol, acido acético y
cloroformo en una proporcion de 6:3:1 (De los Reyes ez a/, 2005). Las placas fueron
traspasadas a una mezcla de metanol y acido acético en proporcion 3:1 y se incubaron
a 4°C por 48 horas. Pasado este tiempo, las muestras fueron lavadas por 5 minutos en
PBS y tenidas con yoduro de propidio (PI; Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA)

en una concentracion de 1 pg/ml en PBS por 5 minutos a temperatura ambiente.

Luego, las muestras se lavaron dos veces, por 5 minutos cada una, en PBS y cubiertas
en los bordes del cubre objeto con aceite de inmersiéon para evitar la desecacion de la
muestra. Fstas, se mantuvieron a 4°C en ambiente himedo y oscuridad hasta su
observacion, las que fueron realizadas en un microscopio Nikon Optiphot 2 equipado
con epifluorescencia. La excitacion del colorante se realizé interponiendo un filtro de

excitacion de 540 nm (filtro G).
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Se consider6 un ovocito unido cuando se encontraron espermatozoides adheridos a la
ZP y ovocito penetrado cuando fueron encontrados espermatozoides atravesando la

zona pelucida, en el espacio perivitelino o en el citoplasma ovular.

g) Analisis Estadistico.
Las evaluaciones se analizaron, en forma independiente, a través de MEB vy
microscopia de epifluorescencia, utilizando espermatozoides frescos y refrigerados,

siendo las variables consideradas como ovocitos unido y ovocito penetrado.

La unién y penetraciéon espermatica, en cada tiempo de capacitacion y tipo
espermatico, fueron analizadas estadisticamente mediante Regresion Logistica

Binomial (Statistical Analysis System, SAS Institute, Cary, NC, USA).

El modelo estadistico estimado es igual a:

Donde:
P= Probabilidad de unién o penetraciéon espermatica
b0O= Intercepto
b1Xt= Tipo de muestra (refrigerada y fresca)

b2Xtpo= Tiempo de capacitacion de los espermatozoides (0, 1, 2 'y 3 horas)

Las diferencias con p = 0,05 se consideraron significativas.
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RESULTADOS

Analisis de la fecundacién con espermatozoides frescos y refrigerados de perro,

mediante microscopia de epifluorescencia.

Se analizaron un total de 466 ovocitos (n=40606), de los cuales 219 fueron co-incubados
con espermatozoides frescos y 247 con espermatozoides refrigerados, previa
capacitacion espermatica iz vitro durante 0, 1, 2 6 3 horas. La evaluacion incluyd
espermatozoides unidos (Figura 1) y penetrados del total de ovocitos analizados

(Figuras 2).

~

Figura 1: (x200); Ovocito madurado 7z wvitro evaluado bajo microscopia  de

epifluorescencia. Se observan varios espermatozoides unidos a la ZP del ovocito

(flechas).
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Figura 2: (x200) Ovocito con un espermatozoide penetrado en el citoplasma (flecha

amarilla). Ademas se observa la placa metafasica, lo cual indicarfa que el ovocito se

encontraba al menos en metafase I (flecha blanca).

En los ensayos de fecundacién iz vitro con ovocitos de perra madurados iz vitro e
inseminados con espermatozoides frescos y refrigerados de perro, evaluados a través
de microscopia de epifluorescencia, no se observaron diferencias significativas
(»p=0,05) en la unién ni en la penetracion espermatica, a través de los diferentes

tiempos de capacitacion.
Asimismo, al comparar entre ambos tipos de espermatozoides, la uniéon y penetracion

en los diferentes tiempos de capacitaciéon no evidenciaron diferencias significativas

entre ellos (p=0,05) (Tabla 1 y 2).

29



Capacitacion Unioén espermatica Penetracion espermatica
(h) N° ovocitos/total (%) N° ovocitos/total (%)
0 12/55 (21,8) 18/55 (32,7)
1 11/50 (22,0 20/50 (40,0)
2 13/54 (24,1) 23/54 (42,6)
3 15/60 (25,0) 16/60 (26,7)
p=0,05

Tabla 1: Numero y porcentaje de ovocitos madurados 7z vitro, con espermatozoides
frescos unidos y penetrados de acuerdo al tiempo que fueron capacitados, evaluados

con microscopia de epifluorescencia.

Capacitacion Union espermatica Penetracion espermatica
(h) N° ovocitos/total (%) N° ovocitos/total (%)
0 17/51 (33,3) 20/51 (39,2)
1 9/58 (15,5) 20/58 (34,5)
2 15/61 (24,0) 22/61 (36,1)
3 21/77 (27,3) 22/77 (28,0)
p=0,05

Tabla 2: Numero y porcentaje de ovocitos madurados z vitro, con espermatozoides
refrigerados unidos y penetrados de acuerdo al tiempo de capacitacion de 0, 1, 2y 3

horas.

Respecto a la penetracion de los ovocitos, éstos se encontraron penetrados a nivel de
la zona pelicida (ZP), espacio perivitelino (EP) y en citoplasma. Se observé que tanto
para espermatozoides frescos (Figura 3) como refrigerados (Figura 4), la mayor
cantidad de espermatozoides penetrados se encontré en el citoplasma del ovocito,

durante todos los tiempos de capacitacion estudiados.
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Figura 3: Porcentaje de penetracion en los diferentes niveles evaluados, de
espermatozoides frescos en ovocitos madurados 7 vitro, previa capacitacion i vitro por

diferentes tiempos.
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Figura 4: Porcentaje de penetraciéon en los diferentes niveles evaluados, de
espermatozoides refrigerados en ovocitos madurados 7z vitro, previa capacitacion

vitro por diferentes tiempos.

31



Analisis de la fecundaciéon con espermatozoides frescos y refrigerados de perro,

mediante microscopia electrénica de barrido.

Un total de 318 ovocitos madurados z vitro fueron evaluados de acuerdo a su uniéon
(Figura 5) y penetracion espermatica (Figura 6) a través de la zona pelacida. De éstos,
174 fueron co-incubados con espermatozoides frescos y 134 con espermatozoides
refrigerados. Ambos tipos de espermatozoides fueron previamente capacitados

durante 0, 1,2 6 3 horas.

Figura 5: Ovocitos madurados # vitro observados bajo MEB con espermatozoides
unidos a la ZP (flecha). Ademas, en la figura b es posible observar un espermatozoide

con el borde del acrosoma reaccionado (flecha).
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Figura 6: Ovocitos madurados 7 vitro observados bajo MEB con espermatozoides

penetrados en la ZP (flecha).

En la interacciéon gamética de cada tiempo de capacitacion evaluado, y utilizando tanto
espermatozoides frescos como refrigerados, fue posible observar espermatozoides

reaccionados y no reaccionados unidos a la zona pelucida (Figura 5b).
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Durante la co-incubaciéon gamética con espermatozoides frescos y refrigerados, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas en la unién y penetraciéon a

través de los diferentes tiempos de capacitacion (p=0,05).

Ademas, al comparar ambos tipos de espermatozoides (refrigerados y frescos), los
valores obtenidos en la unién y penetraciéon en cada tiempo de capacitacion, tampoco

difieren significativamente (p=0,05) (Tablas 3 y 4).

Tiempo CE N° Unidos/Total de NP° Penetrados/Total de
(h) ovocitos (%o) ovocitos (%o)
0 7741 (17,1) 6/41 (14,6)
1 8/45 (17.8) 10/45 (22,2)
2 7/42 (16,7) 13/42 (31,0)
3 12/46 (26,1) 13/46 (28,3)
p=0,05

Tabla 3: Numero y porcentaje de ovocitos madurados iz vitro, con espermatozoides

frescos unidos y penetrados a la zona peldcida, a través de los diferentes tiempos de

capacitacion.
Tiempo CE Unién espermatica Penetracién espermatica
(h) N° ovocitos/total (%0) N° ovocitos/ total (%)
0 4/39 (10,3) 7/39 (17,9)
1 7/54 (13,0) 12/54 (22,2)
2 5/52 (9,0) 9/52 (17,3)
3 13/59 (22,0) 19/59 (32,2)
p=0,05

Tabla 4: Numero y porcentaje de ovocitos madurados zz vitro, con espermatozoides
refrigerados unidos y penetrados a la zona peltcida, a través de los diferentes tiempos

de capacitacion.
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DISCUSION

En este trabajo se emplearon dos técnicas de microscopia para la evaluacion de
unidon y penetracion espermatica: microscopia de epifluorescencia, y a nivel
ultraestructural, MEB. Utilizando ambas técnicas, en este trabajo no se encontraron
diferencias significativas en la capacidad de unién y penetraciéon en los diferentes
tiempos de capacitacion, tanto en espermatozoides frescos como refrigerados. La
evaluacion microscopica en gametos caninos, se ha visto dificultada por el alto
contenido de lipidos que presenta el citoplasma del ovocito (Saint-Dizier e al., 2004),
es por ello la necesidad de utilizar técnicas especificas que permitan la adecuada
visualizacién del ovocito y su interaccion con el espermatozoide. El yoduro de
propidio ha sido utilizada en la evaluacion del material nuclear con microscopia de
epifluorescencia en ovocitos de perra (Hewitt e# a/, 1998; Saint-Dizier ez al., 2004; De
los Reyes ¢z al., 2005; Gutiérrez, 2000) y de los espermatozoides, haciendo mas facil su
identificacion en las diferentes estructuras ovocitarias durante la fecundacion, como la
ZP, espacio perivitelino o citoplasma del ovocito (De los Reyes ez al, 2006, Obertli,
2006; De los Reyes e al, 2007). Por otro lado, la MEB permite observar las
caracteristicas morfoldgicas del ovocito, del espermatozoide y de su interaccién
gamética, determinando si un espermatozoide se encuentra unido a la zona pelucida
por la region de la cabeza o solamente se encuentra adherido por la cola u otra
estructura. (Palomino, 2006) Del mismo modo, permite diferenciar a un
espermatozoide que se encuentra unido a la zona pelucida, de otro que la esta
penetrando (Palomino y De los Reyes, 2007). Por lo tanto, representa una mejor
aproximacion de la capacidad de unién y penetracion a la zona, pudiendo comparar de

manera eficiente la funcionalidad espermatica.
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La capacitaciéon espermatica es un evento gradual y esencial, que lleva a la RA del
espermatozoide (Bedford, 1994; Yanagimachi, 1994; Jaiswal ez a/., 1998) y por lo tanto,
fundamental para la fecundaciéon del ovocito. Ademas, es una condicion que se ha
descrito dependiente del tiempo y que difiere entre las especies (Kawakami ez a/., 1993;
Yanagimachi, 1994; Rota et al, 1999; Petrunkina ez al, 2003). En este trabajo se
demostré en caninos que la incubaciéon por 0 a 3 horas en medio inductor de la
capacitaciéon espermatica, previa al co-cultivo con los ovocitos, no afecta en forma
significativa la capacidad de unién y penetraciéon a los ovocitos, en ambos tipos de

muestras.

En caninos, la capacitacion se ha estudiado ademas, para optimizar las técnicas de
tecundacion 7z vitro. En los primeros trabajos de fecundacion iz vitro en esta especie
utilizando semen fresco, se observo que la capacitaciéon y penetracion espermatica a
través de la ZP, ocurria 7 horas después de inseminados los ovocitos, en el momento
en que los espermatozoides mostraban un movimiento hiperactivo (Mahi vy
Yanagimachi, 1976; 1978). Sin embargo, en estudios posteriores, se pudo establecer
que la capacitaciéon en espermatozoides frescos ocurrirfa mas temprano, entre 3 y 4
horas (Shimazu e al, 1992; Rota et al., 1999; Guérin et al., 1999). Yamada ez al, 1992
determiné que los espermatozoides frescos de caninos capacitados 7z vitro durante 4 -5
horas previa interaccion gamética, comenzaban a penetrar la ZP a las 2 horas después
de la co-incubacién con ovocitos madurados 7z vitro. En el presente trabajo, fue
posible observar espermatozoides unidos y penetrados, en ovocitos co-incubados con
espermatozoides frescos y refrigerados al tiempo 0 de capacitacion. Esto, concuerda
con lo descrito por otros estudios los cuales al utilizar espermatozoides frescos y
refrigerados sin previa capacitacion, obtuvieron unién y/o penetracion a la ZP de
ovocitos desde la primera hora de co-incubaciéon (Hermansson ez al. 2006; De los

Reyes ez al. 2007).
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Estudios en espermatozoides frescos (Gutiérrez, 2007) y refrigerados (Becker, 2007)
de perro, en relacién a la liberacién de la enzima acrosomal, acrosina, la cual se ha
asociado a la unién y penetracion a la ZP en diversas especies (Valdivia e a/, 1994; De
los Reyes y Barros, 2000), observaron liberaciéon de esta enzima desde la primera hora
de capacitacion 7z vitro, sin embargo, los espermatozoides refrigerados experimentaron
la mayor tasa de liberacién de acrosina a la primera hora a diferencia de los
espermatozoides frescos. Por otra parte, se ha descrito que los espermatozoides
criopreservados (refrigerados y/o congelados) presentarfan una mayor tasa de
penetracién espermatica a la primera hora de la co-incubacién gamética, al
compararlos con espermatozoides frescos, evaluado a través de microscopia de

fluorescencia (De los Reyes ¢z a/. 2007) o MEB (Palomino y De los Reyes, 2007).

La capacitacion y penetracion mas temprana de los espermatozoides criopreservados,
se ha asociado a que el proceso inducirfa cambios similares a los observados en
espermatozoides capacitados (Watson, 1995; Rota e# al, 1999; Manosalva ez al., 2005;
Palomino y De los Reyes, 2007; De los Reyes ¢ a/. 2007). Sin embargo, en este trabajo,
al incubar los espermatozoides previo al co-cultivo con los ovocitos, los
espermatozoides refrigerados no expresaron diferencias significativas en la unién y
penetracion espermatica al compararlos con los espermatozoides frescos, en ninguno
de los tiempos de capacitacion estudiados. Este hecho podria atribuirse a que luego de
cada periodo de capacitacion 7 vitro, los ovocitos se co-incubaron independientemente
con ambos tipos de espermatozoides durante 3 horas, por lo que es probable que
durante este periodo los espermatozoides (especialmente los frescos) hayan
continuado con el proceso de capacitacion junto a los ovocitos. El medio utilizado en
las co-incubaciones, Fert Talp, es capaz de inducir la capacitacion de los
espermatozoides y sustentar la interaccion de los gametos (De los Reyes y Barros,

2000; Palomino y De los Reyes, 2007). Estos resultados concuerdan con lo obtenido al
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capacitar 7z vitro espermatozoides caninos frescos por 1 a 3 horas y co-incubados con
ovocitos madurados 7 vitro por el mismo tiempo empleado en este estudio, donde no
se observo diferencias significativas en los porcentajes de penetracion en los tres

periodos de capacitacion empleados (Oberli, 2000).

A través de diferentes pruebas de interacciéon gamética 7z vitro, se ha demostrado que el
numero de espermatozoides frescos unidos a la ZP (Ivanova ez al., 1999; Hermansson
et al., 2006) y el numero de ovocitos penetrados por espermatozoides frescos es mas
eficiente que en los espermatozoides criopreservados (Hay e al, 1997a; De los Reyes ez
al., 2007; Palomino y De los Reyes, 2007). En este trabajo, los porcentajes alcanzados
tanto en la unién como en la penetracion a la ZP de ovocitos madurados zz vitro, no
mostraron diferencias significativas entre los espermatozoides frescos y refrigerados,
en ninguno de los tiempos de capacitacion estudiados (0, 1, 2 y 3 horas), lo que podria
estar relacionado al tiempo de co-incubacién, ya que en estudios previos se ha
obtenido un incremento en la tasa de penetracion espermatica en funcién del tiempo
de co-incubacién hasta las 4 horas, en espermatozoides refrigerados y hasta las 7 horas
en espermatozoides frescos (De los Reyes ¢z al., 2007). Al considerar en este trabajo, el
tiempo utilizado en la capacitaciéon (0 a 3 horas) mas el tiempo de co-incubacién
gamética (3 horas), es posible que los espermatozoides frescos podrian  haber
aumentado la tasa de penetracion a través del tiempo de co-cultivo, mientras que para
los espermatozoides refrigerados este aumento pudo haber estado presente en la
primera hora de co-cultivo. Al respecto, cabe sefialar que la glicoproteina ZP3 de la
zona pelicida es considerada un factor inductor de la reacciéon acrosémica i vivo e in
vitro y una vez que el espermatozoide se une a este receptot, inicia la penetracion de la
zona peliacida (Kawakami e a/, 1993; Brewis ez al, 2001). Ademas, es posible que los
espermatozoides sometidos a capacitacion zz vitro, previa co-incubacién gamética,

pudiesen haber alcanzado el estado capacitado, experimentando la reaccion
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acrosémica antes de la interaccioén con los ovocitos, perdiendo por tanto, su capacidad
fecundante al momento del co-cultivo. Estudios en relaciéon a la liberacién de acrosina
durante la capacitacion 7z vitro en espermatozoides de perro, han demostrado que la
mayor liberacién de acrosina en los espermatozoides criopreservados ocurre luego de
1 hora de capacitaciéon en cultivo (Aretio, 2006) versus los espermatozoides frescos,
donde la mayor liberaciéon de acrosina ocurre a las 3 horas de capacitacion (Gutiérrez,

2007).

Los porcentajes de penetracion obtenidos con semen refrigerado, evaluados con
microscopia de fluorescencia fueron menores que los obtenidos por De los Reyes ¢z al.
(2007), durante las 6 horas de co-incubacion (46,8%). En los espermatozoides frescos
estos valores también fueron menores a los obtenidos por Hay ef a/. (1997a), a las 18
horas de co-incubacién gamética (73,3%), Oberli (2006) (55%), Hewitt y England
(1997) (52,2%) y De los reyes et al. (2007) (61,1%). Probablemente los mayores
tiempos de co-incubacién utilizados en algunos de estos trabajos, provocarian un
mayor nimero de espermatozoides capaces de penetrar la ZP y alcanzar el citoplasma
ovular. Con respecto a los resultados de Oberli (20006), quien utilizé tiempos similares
a este estudio, las diferencias podrian estar dadas en los medios de capacitacion
empleados (CCM versus Fert Talp), como también a caracteristicas propias de los

diferentes gametos, tanto en los ovocitos como en los espermatozoides.

Hasta la fecha, no hay estudios publicados que evalten a través de MEB, la capacidad
de espermatozoides caninos refrigerados de unirse y penetrar la ZP de ovocitos, con o
sin previa capacitacion iz vitro. En estudios con espermatozoides caninos utilizando 1
hora de capacitacién previa co-incubacién con ovocitos por periodos de hasta 3
horas, los porcentajes de penetraciéon con espermatozoides frescos aumentaron

significativamente durante las 3 horas de co-cultivo, en cambio con espermatozoides
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congelados, no se observé diferencias a través del tiempo (Palomino y De los Reyes,
2007). Esto indicaria que, el curso del tiempo de penetracion de los espermatozoides

congelados es mas rapido que los espermatozoides frescos.

En general, los porcentajes de unién y penetraciéon obtenidos por MEB en esta tesis,
fueron menores que lo descrito por Palomino y De los Reyes (2007). Sin embargo, en
ese trabajo las evaluaciones se realizaron cada una hora de co-cultivo, por lo que es
probable que un mayor porcentaje de espermatozoides hayan sido observado en las
primeras etapas de penetracion, a diferencia del presente estudio donde se evalud
luego de tres horas de co-incubacién, donde es posible que un porcentaje importante

de espermatozoides haya ya penetrado la ZP.

La observaciéon por MEB a nivel de la cabeza espermatica durante la interaccion
gamética, mostré que tanto los espermatozoides intactos, sin reaccionar, como
aquellos reaccionados, eran capaces de unirse a la ZP, lo cual ha sido descrito
previamente en esta especie (Kawakami e a/, 1993). Es mas, en estudios recientes de
fecundacion 7z vitro en caninos, se encontraron espermatozoides con acrosoma intacto
y reaccionado (Palomino y De los Reyes, 2007). Existen evidencias en especies como
el hamster y raton, en los cuales sélo los espermatozoides con acrosoma intacto, son
capaces de unirse a la ZP, perdiendo su capacidad fecundante rapidamente luego de
experimentar la reaccion acrosémica (Yanagimachi, 2003). Sin embargo,
espermatozoides de cobayo reaccionados o con acrosoma intacto pueden unirse y
penetrar la ZP (Schroer ez al, 2000). Este hecho estaria relacionado a que el
mecanismo que gatilla la capacitacién y reaccién acrosomica podria ser diferente. En
caninos, se ha demostrado que, el influjo de calcio en respuesta tanto a la
progesterona como a proteinas de la zona pelicida, en espermatozoides de perro,

difiere a lo estudiado en otras especies, (Brewis ez a/, 2001). Esto sugeriria que la
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mayoria de los espermatozoides en el tracto reproductivo de la perra podrian

encontrarse con acrosoma reactivo al momento de interactuar con la ZP del ovocito.

Los resultados obtenidos en este estudio proporcionan informacion para protocolos
de fecundacién 7z vitro mas avanzadas utilizando espermatozoides refrigerados, para
mejorar las tecnologias reproductivas en caninos, pudiendo utilizarse eventualmente

ademas, en programas de preservacion de otros canidos silvestres.
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CONCLUSION

Los espermatozoides frescos y refrigerados caninos, incubados en un medio inductor
de la capacitacioén iz vitro por un periodo de hasta 3 horas y aquellos sin previa
capacitacion, no difieren en su capacidad para unirse y penetrar la ZP de ovocitos de
perra madurados 7 vitro, luego del periodo de co-incubacion gamética utilizado en esta

tesis.

Los espermatozoides refrigerados caninos sin previa incubacién en un medio inductor
de la capacitacién 7z vitro, son capaces de fecundar 7z vitro los ovocitos de perra, luego

de 3 horas de co-incubacion gamética.

Los espermatozoides frescos y refrigerados con acrosoma reaccionado y sin
reaccionar, son capaces de unirse a la ZP independiente del tiempo de capacitacion

utilizado en esta tesis.
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