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RESUMEN 

 

 Una fecundación exitosa depende, entre otras cosas, de la capacidad que tengan los 

espermatozoides de experimentar la reacción acrosómica. Este fenómeno es esencial para 

una adecuada interacción gamética y posterior fecundación del ovocito. El espermatozoide 

de perro al ser sometido a criopreservación puede verse afectado alterando negativamente 

este proceso y por tanto, su capacidad fecundante. 

 

 En este trabajo se estudió el efecto del tiempo de capacitación en espermatozoides 

congelados de perro a través de la actividad enzimática de la acrosina, mediante dos 

métodos de evaluación: hidrólisis de gelatina en placa y por espectrofotometría, la 

hidrólisis de esteres de bajo peso molecular (BAEE). 

 

 La obtención de semen se realizó a partir 5 machos adultos sanos, mediante 

estimulación manual del pene. Se utilizó la segunda fracción espermática de cada 

eyaculado, midiendo su volumen en copa recolectora y la motilidad espermática se evaluó 

en forma subjetiva al microscopio de contraste de fases.  

 

 La concentración espermática se determinó mediante recuento en la cámara de 

Neubauer, de acuerdo a las técnicas estandarizadas en el laboratorio. Se trabajó con semen 

fresco (control) y semen congelado proveniente de los mismos machos. 

 

 El pellet obtenido de cada muestra se ajustó a una concentración de 200x10
6
 de 

esp/ml, incubándolas por períodos de 0, 30, 60 y 90 minutos a temperatura ambiente (21°C) 

para inducir la capacitación de los espermatozoides. 

 

 Luego de cada  tiempo de capacitación se realizó la medición de la actividad 

enzimática de acrosina a través de hidrólisis de gelatina en placa y espectrofotometría de 

esteres de bajo peso molecular (BAEE).  
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 Los resultados obtenidos en relación a la actividad enzimática de acrosina durante la 

capacitación espermática en perros se describieron en términos de promedios, y se 

evaluaron mediante análisis de varianza ANOVA y LSD Fisher a posteriori.  

 

 Se realizaron 5 replicas experimentales y se usó 1 eyaculado por perro en promedio. 

 En relación al tipo de población espermática, los espermatozoides congelados y 

frescos (control) presentaron diferencias (P < 0,05) en relación al tamaño de los halos de 

digestión, observándose un diámetro promedio de halo mayor en espermatozoides frescos 

en comparación a los congelados de acuerdo a los tiempos de capacitación. 

 

 Al evaluar  la actividad enzimática de acrosina a través de la hidrólisis de BAEE, se 

observó que durante los diferentes tiempos de capacitación en los espermatozoides frescos, 

la actividad enzimática de acrosina presentó variaciones (P<0,05) con mayor actividad 

enzimática en los espermatozoides a partir de los 60 min, mientras que en espermatozoides 

congelados la mayor actividad se observó al tiempo 0 de capacitación (no capacitados) (P 

<0,05).  

 La actividad enzimática de acrosina en espermatozoides congelados sería menor que 

en los espermatozoides frescos, tanto en su actividad proteolítica en gelatina, como en 

espectrofotometría con BAEE. Además, la actividad de proacrosina/acrosina en 

espermatozoides caninos frescos se vería aumentada a través del tiempo de capacitación a 

diferencia de los espermatozoides congelados donde no se observó diferencias entre los 

diferentes tiempos de incubación en medio capacitante, por lo que se sugeriría que los 

espermatozoides frescos podrían retener mayores cantidades de acrosina que aquellos 

congelados/descongelados, lo que se traduciría en una acción más gradual en el tiempo 

observándose la mayor liberación de enzima entre los tiempos 60 y 90 minutos 
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ABSTRACT 

 

 A successful fertilization depends, among other things, to the ability of the sperm to 

undergo acrosome reaction. This phenomenon is essential for gamete interaction and 

subsequent fertilization of the oocyte. Cryopreservation of dog spermatozoa can affect this 

process and thus the fertilizing ability can be altered. 

 

 This thesis studied the effect of capacitation time on acrosine activity in frozen dog 

sperm, using two evaluation methods: hydrolysis of gelatin on plate and the hydrolysis of 

esters of low molecular weight (BAEE) by spectrophotometry.  

  

 The semen was obtained from 5 healthy adult dogs, by manual stimulation of the 

penis. It was used the sperm rich fraction of each ejaculated. The volume was measuring in 

a glass recipient, the sperm motility was evaluated subjectively with the phase contrast 

microscope and the sperm concentration was determined by counting in the Neubauer 

chamber, according to standardized techniques of the laboratory. 

 

 Fresh (control) and frozen semen from the same male were used as one experimental 

replicate. The samples were centrifugated and the pellet obtained from each one was 

adjusted to 200mill esp / ml in fert-talp medium. Each sample was incubated, for 0, 30, 60 

and 90 minutes at room temperature (21 ° C) to induce sperm capacitation. After each time 

of culture the enzymatic activity of acrosina was evaluated by hydrolysis of gelatin on plate 

and spectrophotometry. The results obtained were evaluated by ANOVA and LSD fisher a 

posteriori. Five experimental replicates were performed, using one ejaculated per dog.  

 

 Frozen and fresh (control) sperm showed differences (p <0.05) in the size of the halos 

of digestion, higher diameter of halo were observed in fresh sperm as compared to frozen 

spermatozoa according to time of culture. 
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 Using the hydrolysis of BAEE by spectrofotometry, in frozen sperm, the activity of 

acrosin was higher (P <0.05) at 60 min than the others times, while the highest activity was 

observed at time 0 in frozen sperm (P <0.05).  

 

 The enzyme activity of acrosin was lower in frozen sperm than in fresh sperm, in 

both, proteolytic activity in gelatin, and in spectrophotometry with BAEE. In addition, the 

activity of proacrosin / acrosin in canine fresh sperm increased over time in contrast, frozen 

sperm did not show differences tthroughout incubation time. This suggest that fresh sperm 

could retain more acrosin than those frozen / thawed, resulting in a gradual increasing 

activity over time until 90 minutes. 
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INTRODUCCION 

 

 Dentro de las biotecnologías reproductivas, la criopreservación de semen cobra 

importancia debido a las ventajas que ofrece, como permitir un mayor tiempo de 

almacenaje, aumentando las posibilidades  de cruzar razas desde diferentes partes del 

mundo debido a la posibilidad de utilizar reproductores alejados geográficamente. Por otro 

lado, permite también sobrepasar el efecto de la edad del macho, o bien, utilizar semen de 

machos después de muertos (De los Reyes, 2004). No obstante lo anterior, la congelación 

de los espermatozoides, produce daño a las estructuras espermáticas, pudiendo alterar la 

viabilidad celular en casos más severos o modificar su capacidad fecundante (Parks y 

Graham, 1992; Rota et al., 1999). Lo anterior se ha visto reflejado en menores índices de 

preñez en comparación al uso del semen fresco o refrigerado (Linde-Forsberg, 1995). 

 La reducción de la fertilidad en el semen congelado ha sido atribuida, en gran 

medida, a alteraciones en la membrana plasmática del espermatozoide durante el 

enfriamiento, congelación y descongelación (Parks y Graham, 1992; De los Reyes, 2004). 

El proceso de congelación, según algunos estudios promovería cambios relacionados con el 

proceso de capacitación del espermatozoide que afectarían la interacción gamética y la 

posterior fecundación. 

 Durante la capacitación espermática, el espermatozoide debe completar dos procesos 

claves antes de fecundar al ovocito: expresar una motilidad hiperactiva y sufrir la reacción 

acrosómica (RA) (Töpfer-Petersen et al., 2000). Durante la hiperactivación flagelar, el 

espermatozoide experimenta un aumento en la velocidad y fuerza de batir del flagelo 

(Töpfer-Petersen et al., 2000; Moreno et al., 2002). La RA permite la liberación del 

contenido acrosomal, incluyendo la activación del sistema proacrosina/acrosina (Baba et 

al., 1989; Barros et al., 1996). 

 Se piensa que en la RA, el sistema proacrosina/acrosina participa en diferentes 

eventos: durante la hidrólisis especifica de glicoproteínas de la zona pelúcida (ZPGs), y 

como un “receptor secundario” durante la penetración espermática por la zona pelúcida 

(Barros et al., 1993; De los Reyes y Barros, 2000; Moreno et al., 2002). Además durante la 

reacción acrosómica, la acrosina puede fragmentar algunas proteínas acrosomales 
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especificas, las cuales conducirían a una liberación gradual y coordinada del contenido 

vesicular (Moreno et al., 2002). 

 Recientemente se ha podido detectar la presencia de acrosina en espermatozoides 

frescos y congelados de perro mediante el uso de anticuerpo monoclonal anti acrosina 

humana en espermatozoides no capacitados (Cortés et al., 2006) y capacitados (De los 

Reyes et al., 2009b) determinándose una pérdida más precoz de acrosina en 

espermatozoides congelados, que podría implicar una actividad más temprana o más breve, 

lo que plantea la necesidad de evaluar en forma comparativa la actividad enzimática de 

acrosina durante diferentes tiempos de capacitación en espermatozoides frescos y 

congelados, ya que se ha demostrado por otra parte, que la actividad de acrosina sería un 

índice adecuado para evaluar el daño celular luego de la congelación en los 

espermatozoides de esta especie (Froman et al., 1984). 

 Evaluar en perros la actividad de la acrosina a diferentes tiempos de capacitación 

como parámetro de funcionalidad espermática, permitiría establecer protocolos más 

adecuados para el uso de semen congelado en esta especie. 
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REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

 Congelación de Espermatozoides Caninos 

 Los espermatozoides fueron las primeras células satisfactoriamente congeladas y 

descongeladas, debido al descubrimiento del glicerol como crioprotector (Polge et al., 

1949). En 1969, Seager obtuvo la primera gestación exitosa en perras utilizando semen 

congelado (Seager, 1969). Sin embargo, las diferencias individuales en semen de perros en 

relación a la tolerancia al enfriamiento, es una de las fuentes de variación en las tasas de 

preñez (Linde-Forsberg, 1995). 

 Se han propuesto diferentes diluyentes para la preservación del semen canino (Pinto 

et al., 1999; Sirivaidyapong et al., 2000; Iguer-Ouada y Verstegen, 2001; Ponglowhapan et 

al., 2004; Verstegen et al., 2005) y la finalidad de ellos es disminuir el daño provocado por 

el frío, protegiendo a los espermatozoides para preservar la motilidad y fertilidad. 

 A diferencia del semen refrigerado, el semen que se somete al proceso de congelación 

a -196°C, debe tener un agente crioprotector permeable. Los agentes crioprotectores son 

sustancias esenciales, ya que permiten la sobrevida de los espermatozoides durante el 

proceso de congelación, protegiendo a la célula de daños causados por el enfriamiento 

(England, 1993; De los Reyes, 2004). El glicerol (CH3H8O3) y algunos azúcares no 

permeables de bajo peso molecular se han descrito como exitosos en la congelación en la 

especie canina y en otras especies animales, siendo el glicerol el agente crioprotector más 

utilizado (Parks y Graham, 1992; Watson, 2000; De los Reyes et al., 2002; De los Reyes, 

2004). El glicerol es un crioprotector permeable que, a pesar de sus ventajas en la 

congelación de espermatozoides de variadas especies (Watson, 2000; De los Reyes, 2004), 

genera, al igual que otros crioprotectores, un efecto citotóxico que está en directa relación 

con la concentración a la cual es utilizado (Parks y Graham, 1992; England, 1993). La 

adición y remoción del crioprotector genera un importante estrés osmótico y tóxico sobre la 

membrana plasmática del espermatozoide durante el proceso de criopreservación. El daño 

dependerá, entre otras cosas, de la permeabilidad de la membrana celular a éste 

(Hammerstedt et al., 1990; England, 1993; Silva y Verstegen, 1995; Watson, 2000). El 

glicerol es osmóticamente activo e ingresa a la célula reemplazando al agua, generando 
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cambios volumétricos durante la congelación y descongelación celular que en ocasiones 

exceden los fisiológicamente tolerables (Parks y Graham, 1992; Watson, 2000).  

 Además, los diluyentes contienen sustancias como yema de huevo o leche 

descremada, que actúan como protectores celulares frente a los efectos nocivos de las bajas 

temperaturas a las cuales son sometidos los espermatozoides (Iguer-Ouada y Verstegen, 

2001; Tsutsui et al., 2003). 

 La fracción lipoproteíca de baja densidad (fosfolípidos) presente en la yema de 

huevo, evitaría la perdida de fosfolípidos desde la membrana espermática y modularía los 

efectos dañinos generados por los cambios de temperatura, previniendo la disrupción grave 

de la membrana (England, 1993; Linde-Forsberg, 1995; Linde-Forsberg et al., 1999). 

 La susceptibilidad a las bajas temperaturas varía según la especie. Los 

espermatozoides caninos serían relativamente resistentes a la criopreservación, debido a 

una menor relación de ácidos grasos saturados y poliinsaturados en los fosfolípidos de 

membrana (De los Reyes, 2004). No obstante, los espermatozoides, independiente de la 

especie, experimentan daños durante el proceso de congelación y descongelación (Parks y 

Graham, 1992) que se traducen en la menor fertilidad en comparación con el semen fresco 

y refrigerado (Parks y Graham, 1992; England, 1993; Pinto et al., 1999; Watson, 2000; 

Thomassen et al., 2001). Esta menor fertilidad se debería a la menor viabilidad y 

funcionalidad de la población de espermatozoides sobrevivientes posterior a la 

descongelación, producto de las alteraciones funcionales y estructurales que sufre la 

membrana plasmática y acrosomal del espermatozoide durante este proceso, los cuales 

podrían promover cambios relacionados con la Capacitación Espermática y apoptosis 

celular (Parks y Graham, 1992; Rota et al., 1999; Watson, 2000; Cortés et al., 2006). De 

esta forma, parte de la población sobreviviente de espermatozoides se encontraría 

desestabilizada y susceptible de perder la capacidad de fecundar ovocitos (Rota et al., 

1999). 

 La naturaleza del daño de membrana generado por las bajas temperaturas se debería a 

un reordenamiento de los lípidos de membrana y que afectaría las asociaciones entre lípidos 

y proteínas necesarias para una adecuada función de la membrana espermática (Bouchard et 

al., 1990; Hammerstedt et al., 1990; Parks y Graham, 1992; England, 1993; Watson, 2000). 
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 Durante la criopreservación se generaría la separación lateral de la fase lipídica con 

las proteínas integrales, debido a que más del 90% del agua osmóticamente activa es 

removida desde la célula afectándose la estructura de membrana (Parks y Graham, 1992), 

daño que sería parcialmente revertido durante la descongelación (Buhr et al., 1994; De los 

Reyes, 2004). Sin embargo, las fracturas celulares generadas por la criopreservación 

sugieren que la agrupación de las proteínas de membrana durante la fase de separación de 

lípidos no es totalmente reversible, alterándose su función de reconocimiento de receptores 

y la interacción ligando-receptor, lo que afectaría la relación del espermatozoide con el 

epitelio oviductal y las cubiertas ovocitarias (Watson, 2000; Cheng et al., 2005).  

 Se ha sugerido que los procedimientos de congelación y/o la descongelación de 

espermatozoides mamíferos, inducirían cambios equivalentes a la capacitación, tales como 

activación de enzimas, ruptura de membrana plasmática y un incremento en la 

concentración de calcio intracelular (Bravo et al., 2005; Fuller y Whittingham, 1997; 

Schembri et al., 2002), acortando el periodo de tiempo de vida luego la descongelación, y 

disminuyendo la fertilidad del espermatozoide criopreservado (Rota et al., 1999). 

 El enfriamiento celular hace que la membrana se torne más permeable luego de la 

congelación (Watson, 2000) y se genera la depolimerización prematura de los filamentos de 

actina, lo que permitiría el acercamiento de la membrana plasmática y la membrana 

acrosomal externa promoviendo la RA (Spungin et al., 1995). Se ha determinado que el 

acrosoma en espermatozoides que han sido congelados, sería una de las estructuras que se 

verían más fuertemente afectadas luego de la congelación y descongelación (De los Reyes 

et al., 2002; De los Reyes, 2004; Cheng et al., 2005). 

 Durante la criopreservación se producen alteraciones en los canales de calcio, 

aumentando el influjo de este ión a la célula, del cual es dependiente el proceso de 

capacitación (Mahi y Yanagimachi, 1978; Töpfer-Petersen et al., 2000). Los sistemas de 

regulación de calcio se verían afectados por el enfriamiento celular, generando alteraciones, 

que en ocasiones, son incompatibles con la viabilidad del espermatozoide (Watson, 2000; 

Cortés et al., 2006).  
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  Capacitación Espermática (CE) 

 El espermatozoide que ha madurado en el epidídimo aunque puede moverse 

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

fisiológicos y bioquímicos, denominados colectivamente capacitación espermática (Austin, 

1951; Chang, 1951; Yanagimachi, 1994; Barros et al., 1996; Kawakami et al., 1998).  

 El cambio total durante la capacitación es un efecto combinado de múltiples 

modificaciones en las proteínas/glicoproteínas y componentes lipídicos de la membrana 

plasmática del espermatozoide, que incluyen modificaciones en los canales de iones 

(Yanagimachi, 1994), resultando en un incremento en la fluidez de membrana y 

remodelación de la superficie espermática (Breitbart, 2002). La capacitación espermática 

involucra los cambios para la hiperactivación y Reacción Acrosómica (RA). 

 La capacitación es un fenómeno dependiente del tiempo, y estos tiempos en estudios 

in vitro varían entre especies, individuos e incluso entre subpoblaciones de espermatozoides 

dentro de un eyaculado (Harrison, 1996), también, entre espermatozoides epididimales y 

eyaculados. Este proceso depende de la composición del medio de capacitación utilizado 

(Mahi y Yanagimachi, 1978; Yanagimachi, 1994; Guérin et al., 1999; Rota et al., 1999). 

Los primeros trabajos en capacitación de espermatozoides caninos (Mahi y Yanagimachi, 

1978), demostraron que este proceso en espermatozoides en estado fresco, podía realizarse 

in vitro en un lapso de siete horas, utilizando medios inductores de la capacitación, como el 

medio CCM. Sin embargo, estudios posteriores en semen fresco, demostraron que la 

incubación espermática por 4 a 5 horas en medio capacitante permitiría a los 

espermatozoides caninos penetrar la ZP ovocitaria (Yamada et al., 1992). Investigaciones 

previas han descrito que los espermatozoides caninos congelados necesitarían un menor 

tiempo de capacitación para lograr unión a la ZP de los ovocitos (2 a 4 horas) (Guérin et al., 

1999; Cheng et al., 2005; De Los Reyes et al., 2009a). Hay evidencia de que los 

espermatozoides refrigerados y congelados de toro (Wheeler y Seidel, 1987), ratón (Fuller 

y Whittingham, 1997) y caninos (Rota et al., 1999) alcanzan el estado capacitado en un 

menor lapso que los espermatozoides frescos, cuando son incubados en medios capacitantes 
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(Rota et al., 1999; Watson, 2000), presentando una reactividad de membrana equivalente a 

la de un espermatozoide capacitado (Watson, 1995; Rota et al., 1999; Holt, 2000). 

 En estudios de fecundación in vitro en caninos se ha determinado que en al inicio de 

la coincubación gamética,  el porcentaje de penetración a la ZP es mayor con 

espermatozoides congelados, en comparación a los frescos, no obstante esta relación se ve 

invertida en tiempos mayores de coincubación (De los Reyes et al., 2009; Palomino y De 

los Reyes, 2008), lo que sugeriría un proceso de capacitación más temprana en los 

espermatozoides congelados. 

 Algunos estudios en capacitación de espermatozoides caninos señalan que en las 

primeras etapas de la capacitación se fosforilan las proteínas de la pieza media del 

espermatozoide, generándose de esta forma la motilidad hiperactivada; la fosforilación de 

las proteínas de la cabeza del espermatozoide parece completar una serie de eventos 

desestabilizadores que corresponden a la capacitación, culminando en la RA (Petrunkina et 

al., 2003). 

 La capacitación y RA de los espermatozoides mamíferos, puede ocurrir en ausencia 

de ovocitos, en condiciones in vitro adecuadas que imitan el ambiente fisiológico del tracto 

reproductivo de la hembra (Yanagimachi, 1994; Hewitt y England, 1997), induciendo a 

través de ciertos constituyentes específicos el proceso de capacitación.  

 A pesar de existir algunas diferencias en los constituyentes de estos medios de 

capacitación, todos ellos deben poseer algunos compuestos que son fundamentales para que 

el espermatozoide de perro experimente la capacitación, como la albúmina, el bicarbonato, 

el calcio y la glucosa (Mahi y Yanagimachi, 1978; Yanagimachi, 1994; Harrison, 1996; 

Bavister, 2002; Petrunkina et al., 2003). 

 Los constituyentes que forman parte de estos medios, deben cumplir con ciertos 

requisitos como: a) aportar nutrientes como fuente de energía, b) proteger las células contra 

el efecto nocivo del enfriamiento, c) evitar cambios de pH, d) mantener presión osmótica y 

balance electrolítico, e) inhibir la proliferación bacteriana, f) dar el volumen necesario para 

que éste pueda ser utilizado en las inseminaciones, g) tener  crioprotectores que protejan a 

los espermatozoides durante el congelamiento (De los Reyes, 2004). 
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 La albúmina sería fundamental ya que la sobrevida de los espermatozoides caninos 

disminuye en ausencia de ella (Mahi y Yanagimachi, 1978). Dentro de sus funciones, la 

albúmina induciría cambios en la composición lipídica de la membrana plasmática, 

removiendo colesterol y aumentando los niveles de fosfolípidos, eventos esenciales para la 

capacitación (Sirivaidyapong et al., 2000; Töpfer-Petersen et al., 2000). La ausencia de esta 

macromolécula tendría un efecto detrimental sobre la motilidad del espermatozoide y 

además haría que éstos se adhirieran a  las superficies de los recipientes plásticos, lo cual 

dificultaría el manejo del semen. 

 La glucosa presentaría un efecto similar a la albúmina favoreciendo la RA en el 

espermatozoide canino (Mahi y Yanagimachi, 1978; Fraser, 1995), preservando la reserva 

de energía intracelular y por lo tanto la motilidad espermática (Ponglowhapan et al., 2004; 

De los Reyes et al., 2006).  

 El calcio por su parte sería el elemento más relevante para la ocurrencia de la 

reacción acrosómica (Bedford, 1983; Harrison, 1996), siendo el componente más critico 

(Mahi y Yanagimachi, 1978; Rota et al., 1999; Sirivaidyapong et al., 2000; Töpfer-Petersen 

et al., 2000; Brewis et al., 2001). La presencia de este ión en el medio de capacitación 

permitiría su influjo a la célula, induciendo la capacitación y por lo tanto la RA del 

espermatozoide (Mahi y Yanagimachi, 1978; Töpfer-Petersen et al., 2000). En cambio, la 

ausencia de calcio disminuye la supervivencia de los espermatozoides e impide la 

exocitosis acrosomal (Sirivaidyapong et al., 2000; Töpfer-Petersen et al., 2000; Brewis et 

al., 2001).  

 El bicarbonato es otro componente de los medios inductores de la capacitación, el 

cual mantiene el pH básico requerido para que los espermatozoides se mantengan mótiles y 

experimenten la RA (Mahi y Yanagimachi, 1978). A pH 8 la motilidad disminuye lo cual 

provoca una menor capacidad de penetración de la ZP por parte de los espermatozoides 

(Sirivaidyapong et al., 2000). 
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Reacción Acrosómica (RA) :  

 La ocurrencia de la RA ha sido utilizada como un indicador de la culminación del 

proceso de capacitación (Yanagimachi, 1994). El aumento en las concentraciones de calcio 

sería clave para gatillar la cascada de eventos que involucra la RA (Brewis et al., 2001; 

Bavister, 2002). Se postula que los receptores de progesterona presentes en la membrana 

plasmática de los espermatozoides caninos jugarían un rol muy importante en esta especie, 

debido a la alta concentración de esta hormona presente en sangre periférica de la hembra 

canina durante el proceso de fecundación, en comparación con la de otras especies animales 

(Brewis et al., 2001). Esto permite especular que en el sitio de la fecundación la 

concentración de progesterona sería mayor y estimularía la RA de los espermatozoides 

caninos, por lo cual la mayoría de éstos alcanzarían el ovocito en estado reaccionado 

(Brewis et al., 2001; Gobello y Corrada, 2004; Cheng et al., 2005). La ZP genera 

reacciones de fosforilación y desfosforilación en los espermatozoides, induciendo la RA 

(Töpfer-Petersen et al., 2000). Estas reacciones ocurrirían en un tiempo y orden exacto para 

una adecuada coordinación entre CE y maduración ovocitaria para lograr una fecundación 

exitosa (Töpfer-Petersen et al., 2000; Petrunkina et al., 2003). 

 En el  proceso de RA, la membrana acrosomal externa y la membrana plasmática del 

espermatozoide se fusionan produciéndose posteriormente una fenestración progresiva, 

permitiendo la salida gradual del contenido acrosomal al medio extracelular (Töpfer- 

Petersen et al., 2000; Cortés et al., 2006), liberándose de esta forma las enzimas 

acrosomales (Yanagimachi, 1994; Barros et al., 1996; Wassarman, 1999) dentro de estas la 

acrosina (Cortés et al., 2006).  

 La RA ocurre en las cercanías 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, serían capaces de unirse a la zona pelúcida de ovocitos caninos 

(Kawakami et al., 1993; Palomino y De los Reyes, 2009).  

 La RA en el espermatozoide mamífero es calcio dependiente, los medios con 

concentraciones elevadas de calcio producirían un incremento en el número de 

espermatozoides reaccionados en perro, mientras que bajas concentraciones producirían 

una disminución de los mismos (Sirivaidyapong et al., 1999). 
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  Acrosina   

 La acrosina es una glicoproteína hidrosoluble con propiedades serino-proteasa, que se 

encuentra en su forma zimógena (proacrosina) en el acrosoma del espermatozoide de 

mamífero. La proacrosina se transforma en su forma activa, acrosina, mediante un proceso 

de auto activación durante la reacción RA. (Baba et al., 1989; Barros et al, 1996; De los 

Reyes y Barros, 2000; Moreno et al., 2002). 

 En el modelo del cerdo, la activación de proacrosina in vitro implica un clivaje 

autocatalítico entre los aminoácidos Arg23 y Val24, resultando en una molécula de dos 

cadenas. El nuevo fragmento formado por 23 aminoácidos (cadena liviana) está unido por 

puentes disulfuro al resto de la molécula (cadena pesada). Esta, tiene un peso molecular de 

49 kDa, y es la forma enzimáticamente activa, y constituye la alfa acrosina (α-acr) (Baba et 

al., 1989; Tranter et al., 2000; Raterman y Springer., 2008). El segundo y tercer clivaje, 

tienen lugar en el carboxilo terminal entre Lys363 y Arg367, y entre Arg322 y Pro323, 

respectivamente. Estos clivajes conducen a una perdida secuencial de 18 a 43 fragmentos 

residuales (Baba et al., 1989 Tranter et al., 2000; Raterman et al., 2008). Estos últimos 

eventos resultan en la formación de la forma estable enzimáticamente activa de 36kDa 

denominada beta acrosina (β-acr) (Schleuning et al., 1976; Topfer-Petersen y Checova, 

1990). La acrosina se activa de diferentes formas dependiendo de la especie animal; es así 

como se ha observado que los espermatozoides de ratón la activación de la proacrosina 

ocurre mientras el espermatozoide está en contacto con el ovocito, y no durante la RA 

(Bhattacharyya et al., 1979). En los espermatozoides de cerdo, se ha visto que la acrosina 

se encuentra inactivada por un inhibidor presente en el plasma seminal que es eliminado o 

inactivado durante la permanencia de los espermatozoides en el tracto reproductivo de la 

hembra siendo parte del proceso de CE (Polakoski y Mc Rorie, 1973; Kennedy et al., 

1982). La localización y determinación de la actividad de  la proacrosina-acrosina en el 

acrosoma se ha descrito como  herramienta para la evaluación de la RA y de la integridad 

de la membrana plasmática de los espermatozoides de diversas especies (Froman et al, 

1984; Cortés et al., 2006). Se ha demostrado la presencia de acrosina mediante el uso de 

técnicas de inmunocitoquímica, en el acrosoma intacto de varias especies mamíferas, tales 

como: cobayo, hámster, humano (Barros et al., 1992), bovino (De los Reyes y Barros, 
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2000), conejo (Valdivia et al., 1994), porcino y ovino (Fléchon et al., 1977) y últimamente 

en perros (Cortés et al., 2006; De los Reyes  et al., 2009b). 

  La relevancia fisiológica de la acrosina durante el proceso de fecundación en los 

mamíferos se ha inferido a partir de estudios en algunas especies como el hámster, que han 

mostrado que los inhibidores de esta enzima impiden la fecundación in vitro  (De Ioannes 

et al., 1990) e in vivo (Dudkiewicz, 1984). En base a estos y a otros estudios, se han 

sugerido las principales funciones para la acrosina durante la fecundación en mamíferos, las 

que serían: servir como una proteína de unión espermática secundaria a la ZP y ayudar en la 

penetración del espermatozoide a través de la ZP (Moreno y Barros, 2000; Moreno et al., 

2002). Otros estudios han demostrado una relación entre la actividad de 

proacrosina/acrosina con el potencial fecundante de espermatozoides humanos (Shimizu et 

al., 1997; Ball et al., 1997), además de ser un método efectivo de evaluación de la función 

espermática in vitro (Ball et al., 1997).   

  El sustrato natural de la acrosina es la ZP de los ovocitos (Barros et al., 1996), lo 

que regula que la RA ocurra principalmente en la superficie de la ZP (Cortés et al., 2006).  

  La participación de la acrosina en la penetración del espermatozoide a través de la 

ZP ha sido evidenciada experimentalmente (Urch, 1986; Barros et al., 1996; De los Reyes y 

Barros, 2000). Es así como al acrosina digiere la ZP, permitiendo que los espermatozoides, 

que han experimentado la RA, penetren a la ZP (Urch et al., 1985). A través del bloqueo de 

la unión del espermatozoide con ciertos tipos de polisacáridos sulfatados, se ha propuesto 

que este proceso es esencialmente una interacción entre proacrosina y una glicoproteína de 

la ZP (ZP2), específicamente su porción glicosilada (Jones et al., 1988; Moreno et al., 

1999). Esta unión no sólo permitiría al espermatozoide mantenerse fuertemente unido a la 

ZP del ovocito, sino que además estaría involucrada en los primeros pasos de la conversión 

de la proacrosina en acrosina (Barros et al., 1996). 

  En relación a la actividad enzimática, en los espermatozoides caninos se ha 

determinado una disminución de la actividad de acrosina al aumentar el tiempo de 

capacitación en espermatozoides congelados/descongelados en comparación a los 

espermatozoides frescos (Froman et al., 1984).  
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  Al dañarse el acrosoma, por un transtorno celular como el provocado por el frío, 

podría generarse la activación de la acrosina y su dispersión junto a la matriz acrosomal 

(Kawakami et al., 1999; Cortés et al., 2006). Sin embargo, se describe que además de 

activarse, esta enzima se vería desestabilizada por acción del frío (Polakoski et al., 1973; 

Froman et al., 1984). 

  Mediante inmunofluorescencia indirecta y utilizando anticuerpos monoclonales 

anti acrosina humana, se ha observado la presencia de esta enzima en espermatozoides 

caninos, demostrándose que aquellos  congelados presentaron  exocitosis acrosomal entre 0 

y 30 minutos al incubar a los 20º C y durante la incubación a 37º C se produjo exocitosis 

acrosomal entre los 30 y 60 minutos de capacitación (Aretio, 2006).  En dicho trabajo la 

marca fluorescente a nivel acrosomal se fue perdiendo a través del tiempo de incubación en 

medio inductor de la capacitación al que fueron sometidos los espermatozoides, 

aumentando de esa forma el porcentaje de espermatozoides nulos, indicativo de la pérdida 

de la enzima debido a la exocitosis acrosomal.  

  A través de western blots y por ensayos de actividad enzimática, se ha descrito que 

espermatozoides caninos congelados/descongelados tendrían una mayor proporción de 

acrosina activa (beta acrosina) que espermatozoides frescos al inicio de la capacitación (De 

los Reyes et al., 2009b). Lo anterior sugiere que la acrosina, probablemente en la forma de 

beta acrosina, se perdería desde el acrosoma durante o después de la congelación y/o 

descongelación de los espermatozoides (De los Reyes et al., 2009b).  
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HIPÓTESIS 

 

 La actividad de acrosina en espermatozoides de perro se verá modificada cuando los 

espermatozoides son sometidos a preservación a bajas temperaturas 

(congelados/descongelados), lo que implicará diferencias, que se manifestará en una 

activación más rápida de esta enzima en comparación a los espermatozoides frescos. 

 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

 Estudiar la actividad enzimática de proacrosina/acrosina en espermatozoides caninos 

congelados/descongelados durante el proceso de capacitación espermática. 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Estudiar las diferencias de la actividad de proacrosina/acrosina en espermatozoides 

caninos frescos y congelados/descongelados, preincubados durante diferentes tiempos en 

medio capacitante. 

 

 Determinar posibles diferencias en la actividad enzimática de acrosina entre los diferentes 

tiempos de incubación  en medio  inductor de la capacitación 

 

 Evaluar y comparar la actividad enzimática de acrosina en espermatozoides congelados 

de perro, mediante la actividad proteolítica en sustratos de alto peso molecular (gelatina) y 

espectrofotometría con ésteres de bajo peso molecular,  Benzoil Arginina Etil Ester (BAEE). 
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MATERIAL Y MÉTODO 

 

 El trabajo experimental se realizó en el Laboratorio de Reproducción de la Facultad 

de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. La evaluación con 

espectrofotometría se hizo en la Unidad de Reproducción y Desarrollo de la Facultad de 

Ciencias Biológicas de la Pontificia Universidad Católica de Chile 

 

  Obtención de Semen 

 El semen se obtuvo de 5 machos adultos sanos, mediante estimulación manual del 

pene. Se utilizó la segunda fracción espermática de cada eyaculado, evaluándose el 

volumen en copa recolectora y la motilidad espermática en forma subjetiva con 

microscopía de contraste de fases.  

 La concentración espermática se determinó mediante recuento en la cámara de 

Neubauer, de acuerdo a las técnicas estandarizadas en el laboratorio. Se trabajó con semen 

fresco (control) y semen congelado proveniente de los mismos machos. 

 

  Congelación de Semen 

 Los espermatozoides se lavaron del plasma seminal mediante centrifugación (700 X g 

por 5 min.) en buffer TRIS (tris-hidroximetil-aminometano), (Rota et al., 1999), en una 

proporción 1:2 y el pellet se resuspendió a temperatura ambiente en un  diluyente de 

congelación en base a tris-citrato, fructosa y yema de huevo con 5% de glicerol  de acuerdo 

a las técnicas descritas previamente en De los Reyes et al, (2006).  

 El semen diluido se envasó en pajuelas  francesas de 0,25mL, selladas  con 

polyvinilalcohol (PVA; Sigma), dejándolas en vapores de nitrógeno líquido durante 9 

minutos para posteriormente sumergirlas en nitrógeno líquido a -196°C, donde se 

almacenaron en el estanque de congelación hasta su utilización.  

 Se descongelaron un mínimo de 4 pajuelas por réplica experimental (una por cada 

tiempo de capacitación) las que provenían del mismo eyaculado. Las pajuelas se 

descongelaron en baño de agua a 60ºC durante 8 segundos. 
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  Actividad Enzimática 

 Tanto las muestras en estado fresco como descongelado se lavaron en forma separada 

del semen y del diluyente de congelación respectivamente, mediante centrifugación a 100 

X g durante 15 min. El pellet obtenido de cada muestra se resuspendió en medio Fert Talp 

(pH 7,2), para obtener una concentración de 200x10
6
 de esp/ml, manteniendo los 

espermatozoides en incubación por 0, 30, 60 y 90 minutos a temperatura ambiente (21°C) 

para capacitación.  Luego de cada  tiempo de capacitación se realizó  la  medición de la 

actividad enzimática de acrosina a través de dos métodos: 

 

A.  Medición de Actividad Enzimática Mediante Digestión de Gelatina. 

 Sobre un portaobjetos limpio y previamente refrigerado, se depositó en un extremo de 

este una gota de 100 µL de una solución de gelatina (Sigma) 2,5%. Luego las placas se 

mantuvieron a temperatura ambiente (21°C) hasta su completo secado. Posteriormente, se 

fijaron en solución glutaraldehido  (0,05% en PBS), se lavaron 2 veces con PBS y se 

almacenaron toda la noche en cámara húmeda a 4ºC. (Valdivia et al., 1994; Sillerico et al., 

1996). 

 Luego, sobre los portaobjetos con gelatina, se depositaron 50μl de las muestras de 

espermatozoides (frescos y descongelados de cada uno de los tiempos de capacitación). Las 

muestras se extendieron en el portaobjetos y se incubaron a 38°C y 5% de CO2 por 24 h. 

 Posteriormente se tiñeron con Azul de Coomasie (Sigma), 1% por 5 min 

observándose los halos de digestión al microscopio de contraste de fases.  

 Los halos de digestión se clasificaron cualitativamente de acuerdo a ausencia o 

presencia de halo y cuantitativamente de acuerdo al diámetro de los halos en micrones, para 

lo cual se utilizó un ocular cuadriculado de 10 x milimetrado. Se observaron un total de 200 

espermatozoides por placa, para cada tiempo de capacitación en las muestras tanto frescas 

como congeladas/descongeladas. 

 

B.  Espectrofotometría con Esteres de Bajo Peso Molecular (BAEE). 

B.1  Obtención de Extracto Espermático 
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 Las muestras de espermatozoides frescas y descongeladas se centrifugaron a 100 X g 

durante 10 minutos, el pellet obtenido se resuspendió en 125 µl de  solución ácida según 

Moreno et al. (1998),  dejándola toda la noche a 4ºC. Posteriormente, se centrifugaron las 

muestras a 9.184 X g durante 30 min y el sobrenadante  se almacenó a -20ºC en tubos 

eppendorf, hasta su evaluación.  

 La concentración (mg/mL) de enzima utilizada se estimó previamente mediante la 

curva de calibración de  albúmina de acuerdo a lo descrito en Bradford (1976). 

  

B.2.  Actividad Enzimática Mediante Espectofotometría 

 Se utilizó 10 μL de muestra más 3 mL de BAEE (pH8) en tubos eppendorf (Moreno 

et al.,  1999), se incubó por 30 min a 37ºC en baño de agua, deteniéndose luego la reacción 

por frío, colocando los tubos directamente en hielo picado. Posteriormente,  se midió la 

absorbancia a la luz U.V a una longitud de onda (λ) de 253nm. Se usó una lámpara de 

Deuterio (D) y una cubeta de cuarzo de 1ml  

La unidad de actividad (U) fué 1μmol de BAEE hidrolizado/min/mg de proteína: 

U = CE*ΔDO*[enzima]*dilución/tpo incubación (min) 

Donde: 

ΔDO = Diferencial de Densidad Optica = Absorbancia inicial-Absorbancia final. 

CE = Coeficiente de Extinción Molar= (1150M)-1  * cm-1 

U= Unidad de Actividad Específica = μMol/min/mg 

 

  Análisis estadístico 

 En relación al tipo de población espermática, los espermatozoides congelados y 

frescos se analizaron en cuanto a actividad proteolítica de acrosina, siendo las variables 

consideradas la actividad enzimática de los espermatozoides. De acuerdo a la digestión de 

gelatina en placa, se evaluaron los promedios de los diámetros de los halos de digestión de 

gelatina, en cada tiempo de capacitación y para cada tipo de espermatozoides.  
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 Del mismo modo la actividad con BAEE se evaluó de acuerdo a la cantidad de BAEE 

hidrolizado /min/mg de proteína en cada tiempo de capacitación y para cada tipo de 

espermatozoides. 

 Para establecer si existían diferencias significativas entre éstos promedios, se realizó 

un análisis de varianza. Las eventuales diferencias entre los promedios de los halos de 

gelatina, se evaluaron a través de la prueba de Tukey.  

 

 Se utilizó el siguiente modelo estadístico por separado, para la evaluación de 

actividad sobre gelatina y sobre BAEE, respectivamente: 

 

yijk  = μ  +  Ti  + Pj  + TixPj +  eijkl 

 

Donde: 

yijkl  =  Variables experimentales (diámetros de halos de gelatina y μmol de BAEE/min/mL 

de proteína) 

μ  =  Media poblacional. 

Ti = Efecto fijo del i-ésimo tratamiento de los espermatozoides (i = 1,2: fresco, congelado). 

Pj  =  Efecto fijo del j-ésimo período de capacitación in vitro (j= 1,…,4: tiempos de 

capacitación). 

TixPj = Efecto de la interacción entre el i-ésimo tratamiento y el j-ésimo período. 

eijkl   =  Error experimental. 

 

Todos los análisis se realizaron con el programa Infostat®, versión 2004, Universidad de 

Córdoba, Córdoba, Argentina y se consideró un valor de p<0,05 como significativo. 
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RESULTADOS 

 

 La actividad enzimática de acrosina durante la capacitación espermática en perros se 

describió en términos de promedios, realizando 6 réplicas experimentales en el caso de la 

Hidrólisis de Esteres de Bajo Peso Molecular y 5 réplicas experimentales en el caso de la 

Digestión de Gelatina en Placa.  

 

I.  Análisis de la Digestión de Gelatina en Placa 

 Para la evaluación de los halos de digestión de gelatina en placa, se realizaron 5 

replicas experimentales, evaluando un total de 4.000 espermatozoides, de los cuales 2.000 

fueron sometidos a congelación y 2.000 se procesaron como frescos. En cada tipo de 

muestra se contabilizaron 200 espermatozoides por cada tiempo de capacitación y se 

clasificaron de acuerdo al tamaño de diámetro de halo de digestión en: A, sin halo de 

digestión; B, halo hasta 10 μm de diámetro; C, halo con diámetro de digestión entre 10 y 20 

μm y C, halo de digestión mayor a 20 μm (Figura 1), 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Fotomicrografías de halos de digestión de gelatina obtenidas con el microscopio 

de contraste de fases (x200). Ensayos de digestión de gelatina en placa con 

espermatozoides frescos y congelados de perro.  

A B 

C D 
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 Los promedios y desviación estándar (DS) de los diferentes  diámetros de halos 

obtenidos en cada tiempo de capacitación a partir de espermatozoides frescos y congelados 

muestran en la  figura 2.  
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Figura 2: Valores de los diámetros de los halos de digestión de gelatina de 

espermatozoides frescos y congelados sometidos a diferentes tiempos de capacitación. 

Diferentes letras indican diferencias estadísticamente significativas entre diámetros de 

halos dentro de un mismo tipo de espermatozoide. Los asteriscos indican diferencias entre 

espermatozoides frescos y congelados cuando son comparados a los mismos tiempos de 

capacitación.  

 

 Se observó que durante los diferentes tiempos de capacitación los espermatozoides 

congelados presentaron actividad enzimática a partir  del tiempo 0, presentando una leve 

variación a lo largo del tiempo. Los espermatozoides frescos, presentaron un notorio 

aumento de actividad en el tiempo 60 (Fig.2) los espermatozoides congelados presentaron 

un tamaño de halo mayor al presentado por aquellos frescos. Sin embargo, en el tiempo 60, 

los espermatozoides frescos presentaron un tamaño de halo de digestión notoriamente 

a* a 
ab* 

b* a 

a 

b 
b 
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mayor (p<0,0001) al presentado por los espermatozoides congelados, manteniendo esta 

tendencia a los 90 min.   

 

II-  Análisis de la Hidrólisis de Esteres de Bajo Peso Molecular (BAEE) a través de 

Espectrofotometría 

 La concentración (mg/mL) de enzima utilizada se estimó previamente mediante la 

curva de calibración de  albúmina de acuerdo a lo descrito en  Cortés et al. 2006 

 

Figura 3: Actividad de acrosina sobre BAEE en extractos de espermatozoides Frescos y  

Congelados de perros. Diferentes letras indican diferencias estadísticamente significativas 

entre diámetros de halo dentro de un mismo tipo de espermatozoides. Los asteriscos 

indican diferencias entre espermatozoides frescos y congelados cuando son comparados a 

los mismos tiempos de capacitación. 

 

 Al comparar ambas poblaciones espermáticas (frescos y congelados) se observó que 

en tiempo 0 de capacitación, el promedio de la actividad de acrosina determinada  mediante 

hidrólisis de BAEE, obtenida con espermatozoides congelados fue significativamente 

mayor que en los espermatozoides frescos (figura 3). Sin embargo, a partir del tiempo 30 de 
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capacitación, la actividad de acrosina fue significativamente mayor en los espermatozoides 

frescos en comparación a los congelados. Esta tendencia se mantuvo hasta los 90 min. 
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DISCUSIÓN 

 

 El presente estudio demostró que el tiempo de incubación durante la capacitación 

espermática in vitro de espermatozoides caninos frescos y criopreservados tiene una 

influencia directa sobre la actividad de acrosina, indicativa del proceso de RA. 

Se encontraron diferencias en la actividad de acrosina entre espermatozoides frescos y 

congelados sometidos a diferentes tiempos de capacitación in vitro. Estas diferencias se 

pudieron observar mediante evaluación a través de dos métodos: digestión de gelatina en 

placa e hidrólisis de BAEE.  

 Diferentes trabajos han determinado la presencia de acrosina a nivel acrosomal en 

espermatozoides de algunas especies mamíferas tales como en cobayo, humanos, hámster 

(De Ioannes et al., 1990; Barros et al., 1992; Barros, et al., 1996), ratas (Bhattacharyya et 

al., 1979), conejos (Valdivia et al., 1994; Barros et al., 1996), bovinos (De los Reyes y 

Barros, 2000), cerdos (Polakoski y Mc Rorie, 1973) y caninos, mediante anticuerpos mono 

y policlonales (Cortés et al., 2006), como también a través de su actividad enzimática 

(Froman et al., 1984; Kawakami et al., 1993; Cortés et al, 2006). 

 En el presente estudio la actividad enzimática de acrosina se midió hasta los  90 

minutos de capacitación in vitro. La mayor actividad enzimática observada en 

espermatozoides frescos fue  a partir de los 60 minutos de capacitación, tanto en digestión 

de gelatina en placa como en hidrólisis de BAEE, sin encontrar variaciones hasta los 90 

min. Sin embargo, la presencia de la enzima en espermatozoides frescos de perro, pareciera 

ser más temprana, de acuerdo a otros estudios, utilizando anticuerpos monoclonales 

(Gutiérrez, 2007). 

 Con respecto a los espermatozoides congelados evaluados mediante hidrólisis de 

gelatina en placa, se observó que éstos presentaron mayor actividad enzimática que 

aquellos frescos, a partir del  tiempo 0 de capacitación, disminuyendo su actividad hasta los 

90 minutos a diferencia de los espermatozoides frescos, que presentaron un incremento en 

su actividad a través del tiempo. A los 60 min de incubación, los espermatozoides frescos 

tuvieron un tamaño de halo de digestión notoriamente mayor al de los espermatozoides 

congelados, manteniendo esta tendencia a los 90 min. A pesar que los tamaños de halos 
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registrados en este trabajo, fueron menores a lo obtenido por Ficsor et al., (1983) en 

espermatozoides frescos de perros incubados por 30 min, es coincidente el incremento en la 

actividad enzimática a través del tiempo de capacitación en los espermatozoides frescos.  

 Utilizando el método de hidrólisis en BAEE, la actividad enzimática también se 

incrementó en los espermatozoides frescos pero, sin embargo se mantuvo constante a lo 

largo de todo el ensayo en los espermatozoides congelados a diferencia de lo observado en 

la evaluación efectuada por digestión en placa, donde se observó que la actividad de 

acrosina disminuía a partir de los 60 min de incubación. Esta diferencia significativa entre 

ambas técnicas empleadas podría ser atribuida a que la medición de halos, en la técnica en 

placa, fue corroborada con el uso de anticuerpos antiacrosina, lo que permitió una 

evaluación más específica que el BAEE, ya que este último incluye todas las proteasas del 

acrosoma pudiendo resultar en actividad enzimática menos precisa (y/o sobrevalorada) que 

la observada en el ensayo con digestión de gelatina en placa.  

 Resultados obtenidos en espermatozoides caninos sin capacitar, han observado una 

mayor  actividad de acrosina en espermatozoides congelados/descongelados con respecto a 

los frescos, inmediatamente después de la descongelación (Cortés et al., 2006), lo que 

indicaría una activación más temprana en los espermatozoides sometidos al proceso de 

criopreservación. Del mismo modo, otros estudios realizados en espermatozoides caninos 

sometidos a criopreservación; [congelación (Aretio, 2006) y refrigeración (Becker, 2007)], 

demostraron que los mayores porcentajes de pérdida o liberación de acrosina ocurría en los 

primeros tiempos de capacitación espermática, lo que podría estar asociado a una mayor 

actividad de la enzima, de acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo. Esto último, 

sería coincidente a lo descrito en espermatozoides caninos congelados/descongelados, los 

cuales exhibirían una disminución de la actividad de acrosina al aumentar el tiempo de 

capacitación (Froman et al., 1984). 

 Estudios de fecundación in vitro mediante microscopia electrónica de barrido, con 

espermatozoides caninos frescos y congelados, indican que a la primera hora de 

coincubación con ovocitos de perra, el porcentaje inicial de penetración de espermatozoides 

congelados es mayor que el de espermatozoides frescos, sin embargo, en los restantes 

tiempos de incubación esta relación se invierte (Palomino y De Los Reyes, 2009).  Además, 
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se ha descrito que espermatozoides de ratón congelados/descongelados serían capaces de 

penetrar la ZP en menor tiempo que los espermatozoides frescos (Fuller y Whittingham, 

1997), lo que, de acuerdo a los resultados de este trabajo, podría estar asociado a   la mayor 

actividad de acrosina en tiempos más tempranos de capacitación in vitro en los 

espermatozoides criopreservados.  

 Por otro lado, Peña et al, (2004) demostraron que la capacidad de los 

espermatozoides caninos criopreservados, para unirse a la ZP de ovocitos de perra en 

estado inmaduro, disminuye en un 50 % cuando el tiempo de capacitación espermática 

aumenta de 2 a 8 horas, lo que podría deberse a la disminución de la viabilidad de los 

espermatozoides. Del mismo modo, de acuerdo al presente estudio, en tiempos de 

incubación más avanzados, en muchos espermatozoides ya se ha activado la enzima 

acrosina, lo cual se ha observado a través de western blot en espermatozoides caninos 

congelados (De los Reyes et al, 2009b). 

 Los espermatozoides frescos estudiados en este trabajo, podrían retener mayores 

cantidades de acrosina que aquellos congelados/descongelados, lo que se traduciría en una 

acción más gradual en el tiempo, observándose la mayor actividad de la enzima entre los 

tiempos 60 y 90 minutos. Esto, concordaría con estudios en caninos, que demuestran que 

los espermatozoides frescos pueden retener por mayor tiempo su capacidad fecundante a 

través del tiempo en relación a espermatozoides congelados (Palomino y De los Reyes, 

2009; De los Reyes et al., 2009ª). Espermatozoides caninos congelados/descongelados 

exhiben una disminución de la actividad de acrosina al aumentar el tiempo de capacitación 

en comparación con los espermatozoides frescos (Froman et al., 1984), sin embargo, la 

mayor actividad enzimática inicial de los espermatozoides congelados en comparación a los 

frescos observados en este trabajo podría asociarse a que espermatozoides sometidos a 

procesos de criopreservación, liberarían (ya sea por autoactivación de la proacrosina o por 

una lisis del acrosoma espermático en el proceso de congelamiento) la acrosina  más 

temprano que los espermatozoides frescos capacitados in vitro, lo que se reflejaría por 

tanto, en una disminución más rápida de la actividad enzimática así como una menor 

actividad enzimática en general en comparación a los frescos. 
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 Se ha descrito que en espermatozoides criopreservados disminuye la capacidad fértil, 

en comparación a los espermatozoides frescos (Ivanova et al., 1999; De los Reyes et al., 

2009; Palomino y De los Reyes, 2009), probablemente debido a las alteraciones 

estructurales provocadas por el enfriamiento y congelación (Strom-Holst et al., 1998; 

Nishizono et at., 2004), que modificarían la secuencia normal de los eventos que ocurren en 

un espermatozoide que se traducen en el caso de los espermatozoides sometidos a 

congelación en una menor fertilidad en comparación a los espermatozoides frescos y 

refrigerados (Parks y Graham, 1992; England, 1993; Pinto et al., 1999; Watson, 2000; 

Thomassen et al., 2001). De este modo, si bien en este trabajo se observó una actividad de 

acrosina mayor al inicio del período de capacitación en espermatozoides congelados en 

comparación a los frescos, esta actividad fue significativamente menor después de 1 hora 

de capacitación. 

 Los resultados obtenidos en este estudio proporcionan información para protocolos 

de fecundación in vitro más avanzadas utilizando espermatozoides congelados, para 

mejorar las tecnologías reproductivas en caninos, pudiendo utilizarse eventualmente 

además, en programas de preservación de otros cánidos silvestres.  
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CONCLUSIONES 

 

-La actividad de proacrosina/acrosina en espermatozoides caninos frescos y 

congelados/descongelados se ve modificada al ser preincubados a diferentes tiempos de 

capacitación in vitro. 

 

-La actividad enzimática de acrosina en espermatozoides congelados es menor cuando 

comparada con los espermatozoides frescos, tanto en actividad proteolítica en gelatina, 

como en espectrofotometría con BAEE. 

 

-Los espermatozoides congelados/descongelados de perro presentarían una actividad de 

acrosina más precoz que aquellos frescos, pero que no logran mantener esta actividad  a los 

90 min. 

 

- los espermatozoides caninos frescos presentan una actividad creciente de acrosina a través 

del tiempo de capacitación in vitro. 
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