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RESUMEN

El avance de las biotecnologias reproductivas en caninos ha sido mas lento
que en otras especies animales. El estudio del proceso de capacitacion
espermatica es un factor determinante para el desarrollo exitoso de estas técnicas,
siendo aun poco estudiado en caninos. El objetivo del presente trabajo fue
evaluar en caninos, el efecto del tiempo de capacitacion espermatica i vitro a
través de la fecundacion iz vitro, evaluando la penetraciéon espermatica obtenida
en ovocitos de perra previamente madurados en el laboratorio.

De ovarios de perras sanas sometidas a ovariohisterectomia se obtuvieron
los ovocitos por corte fino a través de réplicas experimentales, los que se
seleccionaron de acuerdo: mayor tamano, citoplasma oscuro y homogéneo y con
mas de 3 capas compactas de células del cimulo. Los ovocitos seleccionados se
incubaron para maduracién en medio TCM 199 suplementado, a 38,5°C, 5 %
CO, y 98% de humedad, durante 72 y 96 horas.

Se obtuvieron 6 eyaculados de 3 perros adultos utilizando la segunda
fraccion espermatica de cada eyaculado, los que fueron centrifugados y el pellet
resuspendido en medio de capacitaciéon canino (CCM), dejandolos en incubacién
a temperatura ambiente (20° - 22°C) durante 1, 2 y 3 horas en forma separada
para capacitarlos. Al término de cada periodo de capacitacion se extrajo el CCM
mediante centrifugacioén y los espermatozoides se resuspendieron en medio Fert-
Talp, con el cual se prepararon gotas de 100 pL. (10 x 10° espermatozoides/mlL.)
para ser coincubados con los ovocitos (10 — 15 ovocitos por gota) previamente
madurados 7 vitro por los diferentes tiempos en forma separada. La coincubacién

gamética se realizé en la estufa de cultivo por 3 horas a 38,5°C y 5% de CO, en

98% de humedad.



Luego de la coincubacién los ovocitos inseminados se lavaron y se fijaron
en acido acético, metanol y cloroformo 3:6:2, respectivamente, por tres minutos y
luego en acido acético y metanol 1:3 por 72 horas a 4 °C. Finalmente, los
ovocitos se tifieron con ioduto de propidio (lpg/ml) y fueron evaluados
mediante microscopia de epifluorecencia.

Se evalud un total de 425 ovocitos, determinando el porcentaje de ovocitos
penetrados por espermatozoides a nivel de la zona pelacida (ZP), espacio
perivitelino (EP) o en el citoplasma ovular (C). Los resultados se evaluaron por
ANDEVA vy la prueba de Tukey para determinar la significancia de las diferencias
P = 0,05. Se logré penetraciéon con espermatozoides incubados en los tres
tiempos de capacitaciéon empleados, sin encontrar diferencias significativas
(P>0,05) respecto a los tiempos de capacitacion espermatica empleados. Hubo
mayores porcentajes de penetracion (P<0,05) en los ovocitos madurados durante
72 horas (promedio 60,6%) que en aquéllos madurados durante 96 horas
(promedio 45,1%).

Se obtuvieron porcentajes de penetracion similares al comparar los
diferentes niveles evaluados (ZP, EP y C) entre ambos tiempos de maduracion
ovocitaria, con los 3 tiempos de capacitacion empleados. Tanto en ovocitos de 72
horas, como de 96 horas de maduracién, se encontré mayor porcentaje de
penetracion a nivel de C (P > 0,05), promedio 55,0% y 50,0% respectivamente,
en comparacion con los otros niveles de penetracion evaluados. Estos
porcentajes son superiores a los obtenidos en otros estudios en los cuales se ha
medido la penetracién al citoplasma ovular.

Se puede concluir que los espermatozoides caninos pueden ser capacitados
por periodos de 1 a 3 horas, logrando porcentajes de penetraciéon importantes en
ovocitos de perras, en orden de obtener fecundacién 7 vitro exitosa en esta

especie.



ABSTRACT

The progress of assisted reproduction techniques in canines has not been
as fast as in other animal species. Research about the sperm capacitation process,
has not been intense studied in canids, although it is a determinant factor for
successful progress of these techniques. The aim of this study was to evaluate the
effect of in vitro sperm capacitation time measuring sperm penetration rates in
previously matured bitch oocytes.

Oocytes were collected from healthy bitches’ ovaries following ovary
hysterectomy. Oocytes were selected under stereoscopic microscope choosing
only the biggest ones, with homogeneous dark cytoplasm and with more than
three compact layers of cumulus cells. The selected oocytes were incubated for
maturation in supplemented TCM 199 medium at 38,5 °C (101.3°F), 5 % CO,
and 98% humidity during 72 and 96 hours.

Six ejaculates were obtained from three donor dogs, using the second
sperm fraction of each ejaculate for the study. The ejaculates were centrifuged
and the remaining pellet was restored with canine capacitation medium (CCM).
Spermatozoa were incubated at room temperature (20° - 22°C) for 1, 2 and 3
hours in three separate tubes to promote capacitation. At the end of each
capacitation period, CCM was extracted through centrifugation and the
remaining pellet restored with Fert-Talp medium to prepare 100 uL. drops (10 x
10° spermatozoa/mL) for coincubation with previously iz vitro matured oocytes
(10 — 15 oocytes per drop) for 3 hours in 98% humidity at 38,5°C and 5% CO.,,.

After coincubation, inseminated oocytes were rinsed and fixed with acetic
acid, methanol and chloroform 3:6:2, respectively, for three minutes and then in

acetic acid and methanol 1:3 for 72 hours at 4°C.



Finally, oocytes were stained with propidium iodide (1pg/mlL) for nuclear
assessment with epifluorescence microscopy.

A total of 425 oocytes were evaluated to determine the sperm penetration
rates considering spermatozoa in the ZP, the Perivitelline space (EP) or in the
oocyte’s cytoplasm (C). Results were analyzed with ANOVA and Tukey test to
determine significant differences (P =< 0,05).

Sperm capacitation and penetration was accomplished with the three
capacitation periods used, although no statistic differences (P > 0,05) were found
in the penetration rates between the capacitation periods used. Higher
penetration rates (P < 0,05) were observed in the group of oocytes matured
during 72 hours (average 60,6%) than in those matured during 96 hours (average
45,1%). Similar penetration rates were obtained in the different penetration levels
observed (ZP, EP and C) comparing both oocyte maturation periods used
considering the 3 capacitation periods used.

In both groups of oocytes matured during 72 and 96 hours, the highest
percentage of penetration was found in the oocytes cytoplasm (C) (P > 0,05),
55,0% and 50,0%, respectively, comparing with the other penetration levels
evaluated. These percentages are higher than those obtained in other studies in
which penetration into the ooplasm has been measured.

It can be concluded that canine spermatozoa can be capacitated for 1 to 3
hours, achieving important penetration rates in bitch oocytes, in order to obtain

successful 7z vitro fecundation in this species.



INTRODUCCION

Las biotecnologias reproductivas permiten mejorar el rendimiento
reproductivo de las especies y preservar la biodiversidad, entre otros atributos.
En caninos, sin embargo, el avance de estas técnicas no ha alcanzado aun un
desarrollo equivalente a lo logrado en otros animales

Los estudios de las caracteristicas reproductivas en perros, permiten
obtener conocimientos aplicables a esta misma especie como a otras especies de
canidos silvestres, lo cual adquiere especial importancia en aquéllos que se
encuentran en peligro de extincion (Farstad, 2000; Luvoni, 2000; Gobello y
Corrada, 2004). Actualmente, las biotecnologias reproductivas que han implicado
un mayor interés en caninos son: la criopreservacion de semen y la inseminacion
artificial, siendo aun la maduracién  wvitro de ovocitos, la capacitacion
espermatica y la fecundacion 7 vitro, areas menos estudiadas pero que abren la
posibilidad de lograr un posterior desarrollo embrionario y transferencia de

embriones, lo que atn no se ha concretado en estos animales (Luvoni, 2000;

Bavister, 2002; Gobello y Corrada, 2004).

La interaccién gamética y fecundacion normal dependen de una
maduracién adecuada del ovocito, como también del proceso de capacitacion de

los espermatozoides (De los Reyes y Barros, 2000; Farstad, 2000).

El ovocito canino, a diferencia de otras especies animales, es ovulado en
estado inmaduro, con sus cromosomas en dictiateno de la primera profase
meidtica (Concannon, 1989; Yamada ez a/, 1992; Luvoni, 2000), por lo que el
estado de segunda metafase, que implica un gameto fecundable, lo adquiere a

nivel oviductal (Farstad, 2000).
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Aunque el proceso de fecundaciéon se logra en su cabalidad sélo en
ovocitos que han completado su maduracion, el espermatozoide canino puede
penetrar ovocitos independiente de su estado de maduraciéon (Yamada et al,
1992), sin embargo, no esta claro si los espermatozoides capacitados penetrarian

en la misma medida ovocitos con diferentes estados de maduracion.

La capacitaciéon de los espermatozoides zz wivo ocurre en el tracto
reproductivo de la hembra a nivel del oviducto, e involucra la hiperactivacion
flagelar y la reacciéon del acrosoma (RA), con la liberaciéon del contenido
acrosomal (Barros e al, 1996; Topfer-Petersen e al., 2000; Moteno e al., 2002),
siendo un fenémeno dependiente del tiempo, e i vitro este tiempo varia entre las

especies (Yanagimachi, 1994).

Los primeros estudios en la capacitacion de semen canino en estado
fresco, han mostrado que espermatozoides incubados en medio inductor de la
capacitaciéon por 7 horas podfan comenzar a penetrar la ZP (Mahi y Yanagimachi,
1978). Posteriormente, se ha demostrado que tiempos de incubacién espermatica
de 4 a 5 horas permiten penetrar la ZP en caninos (Yamada e al.,, 1992). Sin
embargo, estudios mas recientes han mostrado que los espermatozoides de perro
se unirfan a la ZP luego de 2 horas de incubaciéon en medio capacitante (Guérin
et al., 1999); ademas, tanto la viabilidad como la motilidad espermatica
disminuirfan significativamente luego de 4 a 7 horas de incubacién, con un

descenso significativo del numero de espermatozoides unidos a la ZP (Kawakami

et al., 1993).
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Por otra parte, la inducciéon de la RA 7z vitro se ha podido realizar en una
hora de incubacién en diferentes medios (Brewis e a/, 2001). Estudios
preliminares en acrosina canina, enzima acrosomal involucrada en la unién y
penetracion a la ZP en mamiferos (Moreno e al., 2002), demostrarfan que esta
enzima comenzarfa a liberarse antes de una hora de incubacién en medio
inductor de la capacitacién'. Es posible, por tanto, que espermatozoides caninos
puedan comenzar en este periodo a penetrar la ZP de ovocitos de perra, lo que

hasta ahora no ha sido demostrado.

1. DELOS REYES, M. 2006 [comunicacién personal] U. de Chile, Fac. Cs. Veterinarias y Pecuarias
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REVISION BIBLIOGRAFICA

I. Maduraciéon de Ovocitos in vivo

La maduraciéon de los ovocitos en la especie canina es unica comparada
con otras especies mamiferas (Yamada ez a/., 1992; Farstad, 2000; Luvoni, 2000;
Brewis et al, 2001; Gobello y Corrada, 2004; De los Reyes ez al., 2005). En la
mayoria de los mamiferos, a nivel de foliculo preovulatorio existe un marcado
predominio de estrégenos en el ambiente folicular, lo que gatilla el alza
preovulatoria de la hormona luteinizante (LH) que tiene como consecuencia el
reinicio de la divisién meidtica previo a la ovulacion (Luvoni, 2000). De esta

forma, el gameto es ovulado como ovocito secundario.

En los canidos, sin embargo, ocurre un fenémeno particular que
corresponde a la luteinizacién de los foliculos ovaricos previo a la ovulacion, con
lo cual los ovocitos caninos estan expuestos a mayores concentraciones de
progesterona, hormona que bajo estas circunstancias también aumenta a nivel
plasmatico (Luvoni, 2000; Brewis ez al, 2001). La ovulacién en la perra es
espontanea y se produce generalmente 24 a 72 horas después del alza
preovulatoria de LH o inicio del estro (Yamada e7 a/., 1992; Luvoni, 2000). De
esta forma, los ovocitos son ovulados en estado inmaduro, con su nucleo como
vesicula germinal, en la profase de la primera divisién meidtica y no como
ovocitos secundarios en segunda metafase (MII), como ocurre en las otras
hembras mamiferas. Debido a esto, en la especie canina el reinicio meibtico y la
maduracién ovocitaria ocurre a nivel del oviducto (Yamada ef @/, 1992; De los
Reyes et al, 2005) y tarda aproximadamente 48 a 72 horas en completarse

(Luvoni, 2000; Brewis ez al., 2001).
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El hecho de que se ovulen ovocitos inmaduros, permite aumentar las
probabilidades de encuentro con gametos masculinos a nivel de oviducto durante

el proceso de maduracién ovocitaria (Luvoni, 2000).

La maduracién ovocitaria del punto de vista nuclear, implica que el gameto

tinalice la primera division meidtica e inicie la segunda, quedando detenido en

MII (Yamada ez al., 1992; Farstad, 2000; De los Reyes ez al., 2005).

Al momento de la ovulaciéon las células del cumulo que envuelven al
ovocito estan fuertemente unidas entre si y en numerosas capas (Yanagimachi,
1994; Farstad, 2000; Luvoni, 2000). A medida que el ovocito madura estas células
se van expandiendo; sin embargo, en caninos, la capa mas interna de células del
camulo permanece adherida al ovocito hasta el estado embrionario (Farstad,
2000; Luvoni, 2000). La maduracién completa del ovocito es un prerrequisito
para la fecundacion normal y el futuro desarrollo embrionario (Yamada ef al,
1992; Hewitt y England, 1999" Farstad, 2000). Se ha observado que el
espermatozoide canino puede penetrar ovocitos en estados inmaduros, pero no
se producirfa una adecuada activacién ovocitaria que permita un desarrollo
normal del cigoto (Mahi y Yanagimachi, 1978; Yamada ez a/, 1992; Yanagimachi,
1994).

14



I1. Maduracion de Ovocitos 1n vitro

La maduraciéon de ovocitos 7z vitro es un proceso complejo en el cual se
intenta imitar los cambios dinamicos que ocurren a nivel folicular y oviductal y a
los cuales estan expuestos los ovocitos 7z vivo (Luvoni, 2000). Un sistema de
maduracién exitoso es aquél que provee los componentes necesarios para suplir

los requerimientos del ovocito (Luvoni, 2000; Farstad 2000).

A pesar de las caracteristicas particulares de la fisiologfa reproductiva de la
perra, se han desarrollado procedimientos y medios de cultivo para madurar
especificamente ovocitos caninos 7 vitro, no obstante el éxito de éstos aun es bajo

comparado con otras especies domésticas como bovinos y porcinos (Hewitt y

England, 1999°; Farstad, 2000; Luvoni, 2000; De los Reyes et al., 2005).

Para lograr porcentajes mejores de maduracion 7z vitro, se han considerado
algunos aspectos que serfan importantes para este proposito (Downs, 1993;
Yamada ez al., 1993; Fujii et al., 2000), tales como la morfologia y diametro del
ovocito, (Farstad, 2000), caracteristicas de suplementacién de los medios
(Luvoni, 2000; Bogliolo 7 al., 2002) y tiempos de cultivo empleados (Yamada ez
al., 1992; Otot et al., 2004; De los Reyes e# al., 2005).

La suplementacion de los medios de cultivo para cubrir los requerimientos
de los ovocitos 7 vitro y lograr mayores tasas de maduracién ha sido importante
(Downs, 1993; Hewitt y England, 1999°; Fastard, 2000; De los Reyes ez al., 2005).
Con este proposito se han utilizado diferentes fuentes y concentraciones de
hormonas esteroidales, gonadotrofinas, proteinas y sustratos energéticos (Hewitt

y England, 1999; Farstad, 2000; De los Reyes ez al., 2005).
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Muchos de estos elementos han demostrado tener un efecto benéfico
sobre la maduraciéon 7 wvitro de ovocitos caninos, como por ejemplo, la
gonadotrofina coridénica humana (hCG) (De los Reyes ez al, 2005), células
oviductales epiteliales (Hewitt y England, 1999" Bogliolo e al, 2002),
glicosaminoglicanos y el piruvato como fuente energética (De los Reyes ez al.,

2006).

ITI. Capacitacion Espermatica y Reaccion del Acrosoma

En la mayoria de los mamiferos, cuando los espermatozoides llegan a los
oviductos, éstos son almacenados temporalmente, manteniendo su viabilidad por
cierto periodo de tiempo, permitiendo el inicio de la capacitacion espermatica,
con lo cual los espermatozoides finalmente adquiriran la capacidad fecundante
(Barros et al., 1996; Breitbart y Naor, 1999; Topfter-Petersen ez al., 2000; Moreno
et al., 2002). Sélo los espermatozoides que han experimentado el proceso de
capacitacién espermatica son capaces de reconocer al ovocito y responder
adecuadamente ante las sefales que éste emite (Topfer-Petersen ef al, 2000;
Brewis et al., 2001). Por lo tanto, se considera a la capacitaciéon como una serie de
eventos desestabilizantes positivos para el gameto masculino (Barros ez al., 1996;

Breitbart y Naor, 1999; T6pfer-Petersen e7 al., 2000).

La capacitacion espermatica corresponde a un proceso en el cual el
espermatozoide experimenta una serie de cambios (Brewis ez a/., 2001), dentro de
los cuales al menos dos han sido mas estudiados: la hiperactivacion o
movimiento hiperactivado del flagelo y la RA. Estos eventos le permitiran al
espermatozoide interactuar con el ovocito y sus cubiertas, llevando a cabo la

fecundacion (Barros e al., 1996).
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Durante la capacitacion del espermatozoide, se produce un incremento en
la fluidez y reordenamiento de la superficie de la membrana plasmatica dado por
un eflujo de colesterol, fosforilacion de proteinas y actividad de enzimas,
incremento del calcio (Ca*) y pH intracelular, provocando asi la

hiperpolarizaciéon de la membrana plasmatica (Topfer-Petersen ez al., 2000).

La hiperactivacion, que consiste en un cambio en el patréon de movimiento
flagelar del espermatozoide, se evidencia por un aumento en la amplitud y vigor
del movimiento flagelar (Yanagimachi, 1994). Dicho fenémeno le otorga a éste la
capacidad de desprenderse de las células oviductales y atravesar las cubiertas

ovocitarias para lograr interactuar con la ZP (Yanagimachi, 1994; Topfer-

Petersen et al., 2000).

En la mayoria de las especies estudiadas los espermatozoides capacitados,
al ponerse en contacto con la ZP, son inducidos a la RA; este proceso involucra
la fusion y fenestracion de la membrana acrosémica externa y la membrana
citoplasmatica, permitiendo la exposiciéon de las enzimas acrosomales, como el
sistema proacrosina/acrosina (Kawakami e /., 1993; Barros ez al., 1996; De los
Reyes y Barros, 2000; Brewis ez al, 2001) y, de ese modo, pueden unirse y
atravesar la ZP (Barros ez al., 1996; Yanagimachi, 1994; Moreno e/ al., 2002).
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IV. Capacitacion Espermatica in vitro

La capacitacion espermatica es posible inducitla iz vitro mediante el uso de
medios especiales. Este fenomeno es dependiente del tiempo (Yanagimachi,
1994) y en espermatozoides caninos 7z vitro, no existen tiempos estandarizados
que permitan determinar mayores porcentajes de penetracion por las cubiertas

ovocitarias.

En caninos se han descrito algunos medios inductores de la capacitacion
como el Tyrode modificado (Yamada e# al, 1992), el medio de capacitacion
Canino (CCM) (Mahi y Yanagimachi, 1978; Hewitt y England., 19997, los cuales
contienen componentes utilizados y descritos en diferentes especies que serian
importantes en el proceso de capacitacién. Entre estos componentes estan: la
albumina, la glucosa, el calcio y el bicarbonato (Mahi y Yanagimachi, 1978;

Yamada ez al., 1992; Hewitt y England, 1999°).

Se ha podido determinar que los espermatozoides no sobreviven
adecuadamente sin albumina. Esta proteina, presente también en los medios de
capacitaciéon de diversas especies, ayudaria a inducir la RA favoreciendo el eflujo
de colesterol (Sirivaidyapong ef al, 2000). La ausencia de esta macromolécula
tiene un efecto detrimental sobre la motilidad de los gametos y, ademas, hace que
los espermatozoides se adhieran a las superficies de los recipientes plasticos, lo
cual dificultarfa el manejo del semen. Un efecto similar a la albimina presenta la

glucosa (Mahi y Yanagimachi, 1978; Sirivaidyapong ez a/., 2000).
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El Ca*" en el medio de capacitacién es fundamental, ya que la presencia de
este i6n permite su influjo a la célula, lo que inducirfa la capacitaciéon vy, por
consiguiente, la hiperactivacion y la RA del espermatozoide (Mahi y Yanagimachi,
1978; Toépfer-Petersen et al., 2000). La ausencia de Ca** disminuye drasticamente
la supervivencia de los espermatozoides e impide que se produzca la exocitosis
acrosomal (Sirivaidyapong e al., 2000; Topfer-Petersen ez al., 2000; Brewis e al.,
2001).

El pH del medio de capacitacién es un factor muy importante para la RA 'y
la penetraciéon de la ZP. Al aumentar el pH, aumentando la cantidad de
bicarbonato en el medio, se facilita la RA, sin embargo, aproximadamente a pH 8
la motilidad disminuye, lo cual se traduce en una menor capacidad de penetracion

de la ZP por parte de los espermatozoides (Sirivaidyapong ez a/., 2000).

V. Interaccion Gamética y Fecundacion

Al momento de la ovulacién los espermatozoides capacitados son
liberados del epitelio oviductal para migrar al lugar de la fecundacién, ubicado en
el ampula (Topfer-Petersen es al, 2000). De esta forma, aparentemente el
oviducto y el mismo ovocito coordinan la funcién espermatica y la interaccion

gamética (Hewitt y England, 1999").
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Los ovocitos, por su parte, estan rodeados por 2 cubiertas ovocitarias que
juegan un rol fundamental en la interaccion gamética: el cumulo ooforo, que
corresponde a una cubierta celular y matriz extracelular, y, la ZP que es una
cubierta acelular, compuesta de glicoproteinas sulfatadas (Yanagimachi, 1994,
Barros et al., 1996; Brewis et al, 2001), que posee numerosas funciones de

importancia para la reproduccion de los mamiferos (Topfer-Petersen ez al., 2000).

Las células del cumulo que rodean al ovocito de perra permanecen unidas
a éste posterior a la ovulacion, a diferencia de lo que se ha descrito en otras
especies animales, como algunos ungulados (por ejemplo en la oveja y la vaca) y
marsupiales (Yanagimachi, 1994; Van Soom e/ al, 2002), por lo tanto, al
momento de la fecundaciéon el espermatozoide canino debe atravesar esta
cubierta celular y luego la ZP para alcanzar la membrana plasmatica del ovocito
(Barros ef al., 1993; Yanagimachi, 1994; Barros ef al., 1996; Brewis ez al., 2001). Se
ha descrito que las células del cumulo que rodean al ovocito tienen varias
propiedades, las cuales facilitarfan el encuentro y la fusién entre el
espermatozoide y el ovocito, siendo también responsables en gran medida del

estado y condiciones de desarrollo ovocitario y del cigoto, posterior a la

fecundacion (Van Soom ef al., 2002).

En la fecundacién 7z vitro muchos espermatozoides rodean al ovocito al
momento de la interaccién de los gametos, permitiendo dispersar y soltar las
células del cumulo en forma mecanica, facilitando asi el contacto entre los

espermatozoides y la ZP (Yanagimachi, 1994).
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Sin embargo, en condiciones naturales iz vivo, se ha observado que muy
pocos espermatozoides estan presentes cerca del ovocito al momento de la
tecundacion, pudiendo ser en algunas especies 1 : 1 (Cummins y Yanagimachi,
1982), lo que evidencia que ademas de la dispersion mecanica de las células del
camulo, también existe una acciéon enzimatica, dada por enzimas como la
hialuronidasa y betagalactosidasa, entre otras, que se encuentran en la superficie

espermatica, por la cual el espermatozoide puede abrirse paso mas facilmente

(Yanagimachi, 1994).

La unién primaria entre la ZP y el espermatozoide ocurre entre la
glicoproteina ZP3 y diferentes receptores localizados en la membrana plasmatica
del espermatozoide, también conocidos como ligandos primarios (Barros ez al.,
1996). Esta interaccion induce la reaccion acrosémica, lo que también se ha
determinado en perros (Brewis ez al, 2001). La RA permite la exposicion de

enzimas acrosomales, como el sistema proacrosina/acrosina (Batros ez al., 1996,

De los Reyes y Barros, 2000; Motreno ef al., 2002).

La penetracién de la ZP por parte del espermatozoide es un paso crucial
durante la fecundaciéon. Los espermatozoides que no tienen la capacidad de
reconocer ni unirse a las glicoproteinas de la ZP o responder ante la presencia de
ésta mediante la RA, son incapaces de llevar a cabo una fecundacién exitosa
(Topfer-Petersen et al, 2000; Brewis et al., 2001). Se ha demostrado en otras
especies, que la enzima acrosina (que corresponde a la forma activa de la
proacrosina) esta involucrada en la unién secundaria (ligando secundario) entre el
espermatozoide y la ZP que permite la penetracion espermatica a través de esta
cublerta ovocitaria (Barros e al., 1996; De los Reyes y Barros, 2000; Moreno ez

al., 2002).
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Atravesada la ZP, el espermatozoide alcanza el EP interactuando asi con la
membrana plasmatica del ovocito, fusionandose ambas membranas y, de ese

modo, el espermatozoide ingresa al citoplasma ovular (Barros e# al., 1993; Barros

¢t al., 1996; Topter-Petersen ez al., 2000).

La membrana plasmatica del ovocito al ponerse en contacto con el
espermatozoide, se activa y experimenta una depolarizacion, la cual se conoce
como bloqueo rapido o primario de la poliespermia, que previene la fusion de
otros espermatozoides a la membrana del ovocito, hasta que se produce el
llamado bloqueo lento o secundario de la poliespermia dado por la exocitosis de
los granulos corticales del ovocito (Yanagimachi, 1994). Los granulos corticales
son estructuras formadas durante la ovogénesis por secreciones del aparato de
Golgi, los cuales migran durante la maduracién del ovocito, ubicandose en la
zona subcortical. En su interior contienen enzimas que son liberadas por
exocitosis, cuya funcién es modificar las envolturas ovocitarias y remover los
receptores para los espermatozoides de la ZP, impidiendo la poliespermia

(Yanagimachi, 1994; Sun, 2003).

En este trabajo se estudié tiempos de capacitacién espermatica en relacién
a la penetracién a la ZP, EP y C de ovocitos caninos madurados 7 vitro, lo que
permitira el desarrollo de protocolos mas eficientes en el manejo de los gametos

y fecundacion zz vitro en la especie canina.
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HIPOTESIS

El grado de interaccion gamética en caninos, variara de acuerdo al tiempo

de capacitacion 7 vitro a que fueron sometidos los espermatozoides, y al tiempo

de maduracién de los ovocitos.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del tiempo de capacitacion en relacion a la interaccion del

espermatozoide de perro con el ovocito.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar diferentes tiempos de capacitacion espermatica en cultivo, a
través de la unién y penetracion del espermatozoide canino a la zona

pelucida de ovocitos de perra.

Evaluar en espermatozoides de perro capacitados en cultivo por diferentes

tiempos, su fusion y penetracion al citoplasma ovular.
Comparar el grado de interaccion gamética entre espermatozoides

capacitados 7z vitro y ovocitos de perra madurados en dos periodos de

cultivo.
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MATERIALES Y METODO

El trabajo experimental se realizé en el Laboratorio de Reproduccion de la

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile.

I. Obtencion de Ovocitos

Los ovocitos se obtuvieron de ovarios de perras sanas (entre 2y 7 afios de
edad) sometidas a ovariohisterectomia en la Unidad de Salud e Higiene
Ambiental de la Ilustre Municipalidad de La Pintana. Los ovarios fueron
transportados al laboratorio de reproducciéon en solucién salina (NaCl 0,9%)
suplementada con antibiéticos (75 mg/L. de Penicilina y 50 mg/L de
Estreptomicina), a 39°C. En el laboratorio los ovocitos se obtuvieron mediante
corte fino de los ovarios, para lo cual se utilizaron hojas de bisturi, pinzas y

tijeras. Los ovarios, durante su manipulacién, se mantuvieron en solucién buffer

fosfato salino (PBS) a pH 7,4 y a 37,5°C (De los Reyes ¢ al., 2005).

II. Seleccion y Maduracion de Ovocitos

Los ovocitos se seleccionaron bajo lupa estereoscopica eligiendo aquéllos

de mayor tamafio, con citoplasma oscuro y homogéneo y con mas de 3 capas

compactas de células del cumulo rodeando al ovocito (Farstad, 2000; De los

Reyes et al., 2005).
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Los ovocitos seleccionados se lavaron en solucion PBS (buffer fosfato
salino) suplementado con suero fetal bovino (SFB), piruvato y antibiéticos, para
posteriormente ser colocados en gotas de 100 uLL de medio de maduracion,
preparado previamente en base a: TCM 199 (Tissue Culture Médium 199, In

vitrogen), de acuerdo a lo descrito por De los Reyes e a/. (2000).

En cada réplica experimental, o repeticiones del experimento, se incubaron
aproximadamente 15 a 20 ovocitos por gota de medio de cultivo, con un
promedio aproximado de 70 ovocitos por réplica, los que fueron cubiertos con
aceite mineral estéril (Sigma), a 38,5 °C, 5 % CO, y 98% de humedad, en estufa

de cultivo (Forma Scientific) por periodos de 72 y 96 horas.

ITI. Obtencion de Semen

La obtencién de semen se realiz6 mediante estimulacion digital en el pene
de 3 perros adultos sanos, pertenecientes a privados. Se utilizé la segunda
fraccion espermatica de cada eyaculado, con un total de 6 eyaculados (2
eyaculados de cada perro donante). Se evalué en forma subjetiva la motilidad
progresiva (MP) mediante microscopia de contraste de fases. La concentracion
espermatica se evalu6 mediante recuento en la cimara de Neubauer, utilizando

una dilucién previa 1:100, de acuerdo a las técnicas establecidas en el Laboratorio

(De los Reyes, 2000).

El semen se diluyé en buffer trishidroxiaminometano (TRIS), en
proporcion 2:1 (TRIS : semen, respectivamente) y se centrifugé a 700 g por 5

minutos para la extraccion del plasma seminal.
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Luego, el pellet de espermatozoides fue resuspendido a temperatura
ambiente (20° - 22°C) en CCM (en cantidad suficiente para obtener una
concentracién de 10 x 10° espermatozoides/mL). La composicion de CCM
(Mahi y Yanagimachi, 1978; Brewis e al., 2001) es: 83,49 mM NaCl, 4,78 mM
KCl, 1,71 mM CaCl,, 1,19 mM KH,PO,, 37,61 mM NaHCO,, 0,25 mM Piruvato
de Na, 21,55 mM Lactato de Na solucién 60%, 2,78 mM Glucosa, 2 g/1 BSA,
0,05 g/1 Estreptomicina Sulfato, 100.000 UI Penicilina G). Los espermatozoides
se dejaron en este medio para ser capacitados por periodos de 1, 2 y 3 horas, en

cantidades iguales, en tubos separados.

Posterior a cada periodo en medio capacitante, los espermatozoides fueron
centrifugados nuevamente a 300 g durante 5 minutos y resuspendidos en medio
de fecundaciéon (Fert-Talp) (Parrish ez al, 1988). Con esta suspension de
espermatozoides, se prepararon gotas de 100 pLL para la coincubacién con los
ovocitos (10 — 15 ovocitos por gota) previamente madurados 7 vitro por 72 'y 96
horas. La coincubacién gamética se realizé a 38,5°C, 5% CO, y 98% de humedad

en estufa de cultivo por 3 horas.

Los ovocitos de ambos tiempos de maduracion se distribuyeron en 3
grupos. De los 184 ovocitos madurados durante 72 horas, un grupo de 67
ovocitos fue coincubado con semen capacitado durante 1 hora, el segundo grupo
de 55 ovocitos con semen capacitado durante 2 horas y el tercer grupo de 62
ovocitos con semen capacitado durante 3 horas. Asimismo, de los 241 ovocitos
madurados durante 96 horas, el primer grupo de 79 ovocitos fue coincubado con
semen capacitado durante 1 hora, el segundo grupo de 79 ovocitos se coincubd
con espermatozoides capacitados zz vitro durante 2 horas y el tercer grupo de 83

ovocitos se coincub6 con espermatozoides capacitados durante 3 horas.
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Cada uno de estos grupos se coincub6 separadamente durante 3 horas con
los espermatozoides capacitados zz vitro durante los tiempos correspondientes.
Toda la manipulacién de los gametos se realizé bajo una camara de flujo laminar,

en sala de cultivo con maxima esterilidad.

IV. Fijacién y Evaluacion de los Ovocitos Inseminados

Luego de la coincubacién, los ovocitos se extrajeron de las gotas y se
colocaron en una solucién de citrato de sodio (5mg/ml) por 5 minutos, con el
fin de retirar las células del camulo y espermatozoides adheridos
superficialmente. Posteriormente, los ovocitos se lavaron en PBS y se fijaron en
una solucién de acido acético, metanol y cloroformo en proporcion 3:6:2,
respectivamente, por tres minutos y posteriormente en acido acético y metanol
en proporcion 1:3; por 72 horas a 4 °C (De los Reyes ez al., 2005). Los ovocitos
se tifieron con ioduro de propidio (PI; Molecular Probes, Eugene, Oregon USA)
lpg/mlL, seguido por 3 lavados sucesivos en PBS, para ser evaluados
posteriormente mediante microscopia de epifluorescencia (Microscopio Nikon
Optiphot 2), lo que se realiz6 en el Laboratorio de Embriologfa de la Pontificia
Universidad Catolica de Chile. Se determiné el porcentaje de ovocitos penetrados

considerando un ovocito penetrado cuando se encontraron espermatozoides en

la ZP (atravesando la ZP), EP o en el C.
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Los resultados fueron analizados en forma de porcentajes con el fin de

poder comparar las diferentes réplicas entre si, ya que el nimero de ovocitos por

réplica es variable y depende de diversos factores, como por ejemplo, la edad, el

estado reproductivo y el momento del ciclo estral en el que se encuentra la perra

donante al momento de la extraccion de los ovarios.

Los porcentajes de ovocitos penetrados en los diferentes grupos de

tratamiento (tiempos de maduracion 72 y 96 horas, por espermatozoides

capacitados durante 1, 2 y 3 horas) fueron evaluados mediante analisis de

varianza utilizando para ello el programa Infostat (2004) Infostat version 2004.

Grupo Infostat, FCA, Universidad Nacional de Coérdoba, Argentina. Las

diferencias fueron determinadas mediante la prueba de Tukey, considerando

significativa una diferencia de p= 0,05.

El disefio experimental es un modelo factorial 2 x 3:

Y =p+ H + T, +HT, +¢

Donde:

Y, = Variable a Estudiar (Penetracion)

u = Media poblacional

H, = Tiempo de Maduracién Ovocitos (72, 96 horas)

T, = Tiempo de Capacitacion (1, 2y 3 horas)
HT, = Interaccion ovocitos - tiempo

gy — Error
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RESULTADOS

Se analiz6 una cantidad total de 425 ovocitos (n = 425), a través de 6
réplicas experimentales, con aproximadamente 70 ovocitos por réplica. Del total
de ovocitos estudiados, 184 fueron madurados durante 72 horas y los otros 241

durante 96.

En la tabla N° 1 se muestran los porcentajes de penetracion espermatica
obtenidos en ambos grupos de maduracién ovocitaria. Se determind,
adicionalmente, el porcentaje de ovocitos que presentaban espermatozoides
unidos a su supertficie, pero sin evidencias de penetraciéon (UNIDOS) (figura N°

1,ayb; figura N° 2, a y b).

TABLA NP° 1: Penetraciéon Espermatica en Ovocitos Caninos Madurados 7 vitro

durante 72 y 96 horas de acuerdo al tiempo de capacitacion.

Ovocitos Madurados (horas)
72 horas 96 horas
Horasde | {ocios | uwibos | PENETRADOS |y firos | paipos | PENETRADOS
Capacitacion | EVALUADOS EVALUADOS

1 . 18/67 38/67 — 25/79 35/79
(26,87%) (56,72%) (31,65%) (44,30%)

5 = 14/55 37/55 — 29/79 32/79
(25,45%) (67,27%) (36,71%) (40,51%)

3 0 17/62 36/62 %3 27/83 42/83
(27,42%) (58,06%) (32,53%) (50,60%)

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P > 0,05) en
los porcentajes de penetracion entre los diferentes tiempos de capacitacion

espermatica.
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El grafico N° 1 muestra los porcentajes de ovocitos penetrados,
obtenidos del total de ovocitos estudiados, considerando ambos tiempos de
maduraciéon. Hubo mayores porcentajes de penetracion en el grupo de ovocitos
madurados durante 72 horas que en aquéllos madurados durante 96 horas (P <

0,05).

En ovocitos de 72 horas de maduracion, el promedio de penetracion
alcanzé un 60,6%, mientras que en los ovocitos madurados por 96 horas el

promedio alcanzé un 45,1%.

GRAFICO N° 1: Porcentajes de Ovocitos Penetrados del Total de Ovocitos
Estudiados

Porcentaje

(7o)

70% 1
60%o 1
50% 1
40% 1
30% 1
20% 1
10% 1

0%

072 h
096 h

AN N N N

1h 2h 3h

Letras diferentes indican diferencia significativa (P = 0,05)
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Un 57,2% (n = 126) de los ovocitos del estudio que estuvieron penetrados

(PENETRADOS TOTALES), los que se analizaron respecto del nivel de

penetraciéon alcanzado por los espermatozoides capacitados (tabla N°¢ 2),

considerando la ZP (figura N° 3, a y b; figura N° 4, a y b), el EP (figura N° 5, a 'y

b), o el C (figura N° 6, a y b; figura N° 7, a y b) tanto con ovocitos madurados

por 72 horas (tabla N° 3) como por 96 horas (tabla N° 4).

TABLA N° 2: Estados de Penetracién espermatica en Ovocitos Caninos

Madurados 2 vitro durante 72 y 96 horas

Ovocitos Madurados (horas)

72 horas 96 horas
N° N°
HOI’a.S d?, Ovocitos ZP EP C Ovocitos ZP EP C
Capautacmn Evaluados Evaluados
1 19 6/19 2/19 11/19 2% 7/26 5/26 14/26
(31,58%)2 | (10,53%)2 | (57,89%) (26,92%) 2 | (19,23%)~ (53,85%) 2
2 13 3/13 3/13 7/13 21 6/21 4/21 11/21
(23,08%) 2 | (23,08%)b | (53,85%)% (28,57%) 2 | (19,05%)~ (52,38%)
3 15 4/15 3/15 8/15 3 6/32 12/32 14/32
(26,67%) 2 | (20,00%)® | (53,33%) (18,75%) = | (37,50%) b (43,75%) 2

Letras diferentes entre columnas indica (P < 0,05).
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TABLA N° 3: Porcentajes de Ovocitos Madurados 72 Horas Penetrados en la

Zona Pelacida (ZP), Espacio Perivitelino (EP) y Citoplasma (C)

PEIIEEZF%IAISF ON 1 Hora (%) 2 Horas (%) 3 Horas (%)
/P 31,6° 23,1° 26,7°
EP 10,5° 23,1° 20,0*
C 57,9° 53,9°¢ 53,3¢

Letras diferentes entre columnas indican diferencia P < 0,05.

TABLA N° 4: Porcentajes de Ovocitos Madurados 96 Horas Penetrados en la

Zona Pelacida (ZP), Espacio Perivitelino (EP) y Citoplasma (C)

PEEE&%@F ON 1 Hora (%) 2 Horas (%) 3 Horas (%)
7P 26,9 28,6° 18,8°
EP 19,2° 19,1° 37,5°
C 53,9¢ 52,4°¢ 43,8°

Letras diferentes entre columnas indican diferencia P < 0,05.

En ambos tiempos de maduraciéon ovocitaria (tablas N° 3 y N° 4); se
obtuvieron resultados similares al comparar los 3 tiempos de capacitaciéon en

cuanto a los porcentajes de penetracion en los diferentes niveles evaluados.

Al comparar los diferentes niveles de penetraciéon en los ovocitos
madurados por 72 y 96 horas, se encontré6 mayor porcentaje a mayor

profundidad, especialmente a nivel de C.
No se encontraron significancias estadisticas en la interacciéon de las

variables tiempo de capacitacion espermatica y tiempo de maduracion de los

OVOCItOS.
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Las figuras N° 1, 2, 3,4, 5, 6 y 7, muestran ovocitos de perra madurados 7 vitro,

penetrados a diferentes niveles por espermatozoides caninos capacitados # vitro.

FIGURA N° 1 (x100); 1a contraste de fases, y 1b epifluoresencia: Ovocito con

Espermatozoides Unidos.

FIGURA N° 2 (x100); 2a contraste de fases, y 2b epifluorescencia: Ovocito con

Espermatozoide Unido.




FIGURA N° 3 (x100); 3a contraste de fases, y 3b epifluorescencia: Ovocito con

espermatozoide atravesando la ZP.

FIGURA N° 4 (x400); 4a contraste de fases, y 4b epifluorescencia: Ovocito con

espermatozoide atravesando la ZP.




FIGURA N° 5 (x100); 5a contraste de fases, y 5b epifluorescencia: Ovocito con

Espermatozoide en EP y C.

FIGURA N° 6 (x100); 6a contraste de fases, y 6b epifluorescencia: Ovocito con

Espermatozoides en C y Poliespermia.
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FIGURA N° 7 (x100); 7a contraste de fases, y 7b epifluorescencia: Ovocito con
Espermatozoides Unidos, en ZP, EP y C. Poliespermia.

Unido
=

Bp —
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DISCUSION

Este trabajo indicé que existe una diferencia importante en los porcentajes
de penetracion espermatica entre los dos tiempos de maduracién ovocitaria
vitro empleados. No se observé, por el contrario, que los tiempos de capacitacion
a que estuvieron sometidos los espermatozoides, previo a la interacciéon de los
gametos i vitro, influyera en forma significativa en la penetracion espermatica

total.

La capacitacién espermatica involucra cambios biologicos y estructurales
(Barros et al., 1996; Topter-Petersen ef al., 2000; Brewis et al., 2001), que permiten
que el espermatozoide pueda interactuar con las cubiertas ovocitarias, penetrar la
zona pelicida y finalmente fusionarse e ingresar al citoplasma ovular
(Yanagimachi, 1994; Barros ez al., 1996; Topter-Petersen ef al., 2000; De los Reyes
y Barros, 2000; Brewis ez al., 2001; Moreno et al., 2002). El tiempo de capacitacion
espermatica depende de la especie (Yanagimachi, 1994). Trabajos en caninos han
mostrado que este fenémeno puede ser inducido zz wvitro similarmente a otros
mamiferos como los humanos (DasGupta e7 al., 1993), ratones (Fraser y Herod,
1990), cabras (Kaul ez al., 1997) y toros (Fraser ez al., 1995), lo que concuerda a lo
logrado en este trabajo, donde los tiempos de capacitacién espermatica
empleados iz vitro permitieron que un porcentaje importante de espermatozoides
alcanzaran este estado, lo que les permitié interactuar con el ovocito y sus

cubiertas.
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Los primeros estudios en capacitacion de espermatozoides caninos
emplearon tiempos de incubacién de 7 horas logrando induccién de la RA y
penetracion de ovocitos (Mahi y Yanagimachi, 1976). Estudios posteriores ponen
en evidencia que la capacitacion espermatica y en consecuencia la habilidad de los
espermatozoides de unirse y penetrar la ZP de ovocitos caninos, se logra en
petiodos de tiempo mas reducidos (Kawakami ez @/, 1993). Yamada ez a/l. (1992)
utilizan 4 — 5 horas de incubacién, observando a las 3 horas hiperactivacion del
flagelo. Otros estudios han utilizado 3 (Guérin ez al., 1999) y 2 horas (Brewis ez al.,
2001) de incubacién en medio capacitante, evidenciando cambios en relacion a la
capacitaciéon a través del movimiento hiperactivado del flagelo. En el presente
estudio se pudo comprobar que la fecundaciéon 7z vitro de ovocitos caninos
madurados zz vitro efectivamente se puede llevar a cabo utilizando tiempos de
capacitaciéon espermatica reducidos, como 1 hora, lo cual no se habia
comprobado hasta ahora. Esto concuerda con estudios preliminares en el
Laboratorio de Reproduccion de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias
de la Universidad de Chile, que han observado en espermatozoides de perro la
presencia de acrosina, enzima involucrada en la unién y penetraciéon espermatica
a la ZP (Barros et al., 1993; Barros et al., 1996; De los Reyes y Barros, 2000;
Moreno et al, 2002), utilizando tiempos de capacitacion de 1 hora (no
publicados) y otros trabajos que han demostrado la RA in vitro en tiempos

tempranos como el descrito (Brewis ez a/., 2001).

En este trabajo se pudo observar que en los 3 tiempos de capacitacién
espermatica empleados (1, 2 y 3 horas) se obtuvieron porcentajes de penetraciéon
importantes en ovocitos previamente madurados zz vitro. Sin embargo, el tiempo
entre los tres periodos de capacitacion empleados no alcanz6é a producir

diferencias marcadas y significativas en los porcentajes de penetracion.
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Es probable que durante el tiempo de coincubacién de los gametos, de 3
horas, algunos espermatozoides hayan continuado con el proceso de
capacitacion, ya que el medio utilizado para la fecundacién empleado durante la

coincubaciéon puede sustentar la capacitacién espermatica (Hewitt y England,

1999.

La penetracion espermatica fue comprobada efectivamente en los ovocitos
bajo el microscopio de epifluorescencia, lo cual permitié determinar los
diferentes niveles de penetracién alcanzados por los espermatozoides. No existen
estudios hasta el momento que hayan evaluado la penetraciéon espermatica tan
detalladamente en relacion al tiempo de capacitacion. En los resultados de este
trabajo se puede apreciar que en ambos tiempos de maduracidon ovocitaria
utilizando espermatozoides capacitados durante 3 periodos de tiempo diferentes,
se presentaron mayores porcentajes de penetraciéon a nivel de citoplasma ovular,

sin encontrar diferencias significativas entre las horas de capacitacion.

Estudios iniciales en capacitacion y penetraciéon espermatica de ovocitos
caninos, observaron RA y penetracion de la ZP a las 7 horas de capacitacién con
ovocitos madurados 7 vitro por 24 — 72 horas, logrando un 74% de penetracion a
la ZP y/o EP luego de 11 a 24 horas de coincubaciéon (Mahi y Yanagimachi,
1976). Posteriormente, los mismos autores utilizaron 7 horas de capacitacion
espermatica 7 vitro logrando 71% de penetracion a la ZP (Mahi y Yanagimachi,
1978). En comparaciéon con los porcentajes de penetraciéon obtenidos en el
presente estudio (promedio 60,6% y 45,1% para ovocitos madurados durante 72
y 96 horas respectivamente), en el cual se utilizaron menores tiempos de
capacitacion, los resultados de penetracion total fueron inferiores a lo logrado

por Mahi y Yanagimachi (1976).
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Sin embargo, al comparar los porcentajes de penetraciéon al citoplasma
ovular con lo obtenido por los mismos autores, éstos fueron superiores (19,7%
versus 55,0% y 50,0% en promedio para ovocitos madurados durante 72 y 96

horas, respectivamente).

Los resultados de penetracién espermatica a nivel de citoplasma ovular
obtenidos en este trabajo fueron también superiores a lo logrado en otros
estudios: 42,9% (Yamada ez al., 1992); 37,5% y 20% (Nickson ez al., 1993); 13% -
14% (Otot et al., 2000%) y 30,6% (Rodrigues ez al., 2004%), independiente del
tiempo de capacitacion espermatica previa y/o de coincubacion utilizado en cada
uno de ellos. Sin embargo, se hace dificil la comparaciéon al tratarse de

procedimientos no estandarizados y efectuados bajo diferentes protocolos.

La penetracion al citoplasma ovular en el estudio de Yamada ez a/. (1992),
se observo a las 2 horas de coincubacion. Sin embargo, este autor describe que ya
a la hora de coincubacién se encontraron espermatozoides a nivel de la ZP y EP.
El menor tiempo de capacitacion espermatica al que fueron sometidos los
espermatozoides en el presente estudio, en comparaciéon con las 4 — 5 horas de
capacitaciéon utilizadas por Yamada ez a/ (1992), pudo haber influido en los
diferentes porcentajes alcanzados, ya que, segin antecedentes, al aumentar el
perfiodo de capacitacion los parametros de fertilidad de los espermatozoides

caninos pueden disminuir (Kawakami ef a/, 1993).

40



No obstante, los menores resultados de penetracion también podrian ser
atribuibles a la falta de un protocolo previo de capacitacion espermatica, como lo
observado en otros estudios que no han utilizado un protocolo de capacitacion
previo, como los trabajos de Otoi e a/. (2000%) que utilizaron ovocitos madurados
i vitro durante 72 horas, coincubados con espermatozoides por 6 horas,

obteniendo porcentajes de penetracion a nivel de citoplasma de 13% - 14%.

Asimismo, en estudios posteriores de los mismos autores, empleando
petiodos de coincubacién de 20 horas de espermatozoides caninos con ovocitos
previamente madurados durante 72 horas, se obtuvo un porcentaje de
penetracion al citoplasma ovular de 40,3% (Otoi e# al., ZOOOb), lo cual se acerca
mas a los resultados del presente trabajo. Si bien los porcentajes de penetracion
del presente estudio son superiores a lo observado por Otoi et al. (2000"), la
diferencia es menor a lo observado previamente por dichos autores (Otoi 7 al.,
2000, probablemente por el mayor tiempo de coincubacion empleado
posteriormente, que pudo haber implicado un mayor porcentaje de
espermatozoides capacitados y, por tanto, una mayor penetracion. Estas
evidencias podrian sugerir que para aumentar los porcentajes de éxito de la
tecundacion 7n vitro en caninos setrfa preferible un periodo de capacitacion
espermatica previa. Sin embargo, este periodo no debiera ser demasiado largo, ya
que, como se ha mencionado anteriormente, los parametros de fertilidad de los

espermatozoides pueden disminuir (Kawakami ez /., 1993).
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Cuando se ha evaluado la relaciéon entre el tiempo de coincubacion
gamética y la penetraciéon espermatica en semen fresco, refrigerado y congelado-
descongelado de perro, utilizando el mismo protocolo, los porcentajes de
penetracion al citoplasma ovular a las 3 horas de coincubacién aumentan
significativamente a partir de las 2 horas de coincubacién en espermatozoides
trescos y ovocitos madurados z vitro (De los Reyes ¢ al., no publicado), lo cual
serfa coincidente con el presente estudio, lo que permitiria explicar en parte, el
mayor porcentaje de penetracién alcanzado a nivel de citoplasma. Existen
evidencias de que la penetracion espermatica a la ZP se produce 1 hora después
de iniciada la coincubacién (Nickson ef al, 1993). La penetraciéon espermatica al
citoplasma ovular, en cambio, se ha observado a partir de las 2 horas de
coincubacion (Yamada ¢/ al, 1992). En este estudio se utilizaron 3 horas de
coincubacion, logrando porcentajes mayores de penetracion al citoplasma, lo cual
coincide con los antecedentes mencionados. Los menores porcentajes de
penetraciéon se observaron a nivel de EP, probablemente porque el tiempo en
que los espermatozoides tardan en atravesarlo es mas reducido dado su menor

grosor en comparacion con la ZP (Yanagimachi, 1994).

La penetraciéon espermatica con los espermatozoides capacitados por los
tres periodos diferentes, se obtuvo en ovocitos madurados por 72 y 96 horas;
estos tiempos de maduraciéon ovocitaria empleados tuvieron como referencia la
maduraciéon de ovocitos caninos # vivo (Yanagimachi, 1994; Farstad, 2000;
Luvoni, 2000; Rodrigues y Rodrigues, 2003) y como base estudios previos de
maduracién ovocitaria zz vitro (Mahi Yanagimachi, 1976; Yamada e/ a/, 1992;
Hewitt e al., 1998; Farstad, 2000; Brewis er a/; 2001; Luvoni et al., 2003;
Rodrigues y Rodrigues, 2003; Rodrigues e al, 2004*, Rodrigues e# al., 2004"; De
los Reyes e# al., 2005).
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Sin embargo, los resultados de penetracidon mostraron diferencias notorias
entre los ovocitos madurados durante 72 y 96 horas. Los mayores porcentajes de
penetracion se registraron en los ovocitos madurados durante 72 horas, lo cual se
repiti6 con espermatozoides capacitados durante los diferentes tiempos. En
todos los casos los porcentajes de penetraciéon en ovocitos madurados durante 72
horas superaron el 50%, a diferencia de lo que ocurrié con los ovocitos
madurados durante 96 horas, los cuales, si bien presentaron porcentajes altos de
penetracion (sobre 40%), fueron inferiores a los que se obtuvieron con ovocitos
madurados durante 72 horas. A pesar que se han obtenido mayores porcentajes
de maduracién iz vitro a las 96 horas (De los Reyes ez al., 2005), es posible que
haya existido una sobremaduracién y consecuente degeneracion progresiva de los
ovocitos, las cuales se han evidenciado previamente por picnosis, estructuras
intracitoplasmaticas no identificables y/o pérdida de la membrana citoplasmatica
(Saint-Dizier e al., 2001), lo que podria disminuir el porcentaje de penetracion
alcanzado en estos gametos en comparacion a aquéllos madurados durante 72

horas.

Ademas, si bien se ha demostrado que largos tiempos de incubacién para
maduracién 7z vitro de ovocitos caninos, como 96 horas, pueden mantener su
viabilidad en un porcentaje importante (De los Reyes ez al., 2005) es posible que
algunos presenten modificaciones ultraestructurales de la ZP (De los Reyes, no
publicado) que puedan afectar la penetracién espermatica, como asimismo
pudiesen haber experimentado la reaccion de zona con la liberaciéon del
contenido de los granulos corticales (De los Reyes e al., 2000), haciendo a los

ovocitos refractarios a la penetracion de los espermatozoides (Yanagimachi,

1994).
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Luvoni ez al. (2003), en un estudio de maduracién de ovocitos caninos
vitro en oviductos aislados obtuvo un marcado aumento de ovocitos en proceso
degenerativo a las 48 horas de maduracién, en comparaciéon con 24 y 30 horas
bajo las mismas condiciones. En otros trabajos con maduracion de ovocitos
caninos también se han obtenido altos porcentajes de degeneracion durante el
proceso de maduraciéon, como 17% — 19% (Hewitt ez al, 1998) y 28,9% en
promedio, durante 72 horas de cultivo (Saint-Dizier ¢z /., 2001). No obstante, la
técnica de maduracion, en cuanto a condiciones de cultivo, difiere de la utilizada

en el presente estudio.

Al evaluar los ovocitos en el microscopio de epifluoresencia para
determinar la penetracién espermatica en cada uno de ellos, se pudo observar que
una cantidad considerable de éstos presentaba poliespermia. Iz vivo existen
mecanismos fisiolégicos que evitan que este fenémeno ocurra (Yanagimachi,
1994; Sun, 2003), ya que un ovocito fecundado por mas de un espermatozoide
no es compatible con el desarrollo embrionario posterior (Yanagimachi, 1994).
Los eventos que evitan la poliespermia y por ende la inviabilidad del cigoto, se
conocen como bloqueo de la poliespermia y estan orientados a permitir que el
ovocito sea fecundado por un unico espermatozoide (monoespermia)
(Yanagimachi, 1994; Sun, 2003). Es probable que la concentraciéon de
espermatozoides con la que se trabajé 7z vitro sea comparativamente mayor que la
concentraciéon de espermatozoides que rodean al ovocito al momento de la
fecundacion en el oviducto de la perra, ya que 2 vivo los espermatozoides van
disminuyendo en cantidad por sistemas de selecciéon a través del tracto

reproductivo de la hembra (Cummins y Yanagimachi, 1982; Yanagimachi, 1994).
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Ademas, es importante considerar que los sistemas de maduracion 7 vitro
probablemente no logren la maduracién completa a nivel citoplasmatico en todos
los ovocitos, que incluye la migracién de los granulos corticales (De los Reyes e#
al., 2000). La madurez incompleta del ovocito, si bien no impide la penetracion
del espermatozoide (Yamada ez al, 1992, Saint-Dizier et al, 2001), permite
explicar falencias del mecanismo de bloqueo de la poliespermia (Yanagimachi,
1994; De los Reyes e¢f al., 2006). En este estudio no se midieron parametros de
maduracion nuclear y/o citoplasmatica de los ovocitos evaluados; sin embargo,
en trabajos previos utilizando el mismo protocolo de maduracién empleado en
esta memoria, se ha podido comprobar que los porcentajes de maduracion
nuclear han alcanzado 43% (De los Reyes ¢ al., 2005) y a nivel citoplasmatico, la
migracion de los granulos corticales, luego de 96 horas de cultivo, alcanzaron el
100% (De los Reyes et al, 20006), lo cual implicarfa que probablemente la
concentraciéon espermatica empleada influyé mas significativamente en la
poliespermia observada utilizando espermatozoides capacitados por 1, 2 o 3

horas.
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CONCLUSIONES

La penetraciéon espermatica y fecundacién 7z vitro de ovocitos de perra
pueden obtenerse con espermatozoides capacitados previamente por 1, 2 o 3

horas.

Los espermatozoides caninos podrian ser sometidos a menores tiempos de
capacitaciéon i vitro que los utilizados hasta ahora, como 1 hora, logrando

porcentajes importantes de penetracion y fecundacion 7z vitro en esta especie.

Los mayores porcentajes de penetracion y fecundacion iz wvitro se

obtendrian con ovocitos de perra madurados en cultivo por 72 horas.

Se obtendrian mayores porcentajes de penetraciéon a nivel de citoplasma
ovular (C) en comparacion a los otros niveles de penetracion evaluados (ZP y
EP), independientemente del tiempo de capacitacion espermatica y maduracion

ovocitaria 2 vitre utilizada.
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