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RESUMEN

En este trabajo se estudio el efecto del tiempo de capacitacion en la actividad enzimatica de
acrosina en espermatozoides refrigerados de perro a través de dos métodos de evaluacion:
digestion de gelatina en placa y la hidrolisis de ester de bajo peso molecular (BAEE) a

través de espectrofotometria.

La obtencion de semen se realizé a 4 perros adultos sanos, mediante estimulacion digital
del pene, utilizando sélo la fraccion espermatica de cada eyaculado. El volumen, la
motilidad y la concentracion espermatica se evaluaron de acuerdo a las técnicas
estandarizadas en el laboratorio. El trabajo se realizd con semen fresco (control) y semen
refrigerado proveniente de los mismos machos. Las muestras obtenidas fueron incubadas a
temperatura ambiente con medio Fert Talp durante diferentes tiempos de capacitacion (0, 1,

2 y 3 horas), para inducir la capacitacion.

Luego de cada tiempo de capacitacion se evalud la actividad enzimatica de acrosina
mediante ambas técnicas sefialadas. En la digestion de gelatina se midi6 el tamafio de los
halos obtenidos a través de un microscopio de contraste de fase, obteniendo un promedio de
los tamafios de cada tiempo. Mediante la hidrdlisis de ester de bajo peso molecular
(BAEE), se midi0 la actividad de acrosina a través de la absorbancia de las muestras en el
espectrofotometro. Se realizaron 4 replicas experimentales y los resultados obtenidos se

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

Se observo que la actividad enzimética de acrosina de los espermatozoides refrigerados,
medida a través del tamafio de los halos de digestién de gelatina, no mostré variaciones
estadisticas durante los diferentes tiempos de incubacion (p > 0,05). Mientras que los
espermatozoides frescos mostraron un aumento significativo de su actividad durante el
tiempo 1 (p < 0,05).

Al medir la actividad enzimatica de acrosina a través de la hidrolisis de ester de bajo peso

molecular (BAEE), no se observo en los espermatozoides refrigerados diferencias entre los



tiempos de incubacion (p > 0,05). Sin embargo, los espermatozoides frescos mostraron un

aumento significativo de su actividad a la primera hora de incubacion (p < 0,05).

Al comparar la actividad enzimatica de la acrosina de los espermatozoides refrigerados y
frescos, no se observaron diferencias (p > 0,05) en los diferentes tiempos de incubacion,
tanto en su actividad proteolitica de gelatina como en espectrofotometria con BAEE. Esto
podria indicar que el dafio o alteraciones sufridas por los espermatozoides refrigerados,
durante el proceso de criopreservacion, no produciria un cambio significativo en la

actividad de acrosina.



ABSTRACT

The aim of this study was to determined the effect of the capacitation time on the acrosin
activity in chilled dog sperm, using two evaluation methods: digestion of gelatin on plate

and hydrolysis of esters of low molecular weight (BAEE) by spectrophotometry.

Ejaculates were obtained from 4 healthy adult dogs, by manual stimulation of the penis,
using only the sperm rich fraction of each ejaculate. Volume, sperm motility, and sperm
concentration were measured according to the standardized techniques of the laboratory.
Fresh semen (control) and chilled semen from the same males were used in the
experiments. The samples were cultured in Fert Talp medium during different periods of

time (0; 1; 2; and 3 hours) at room temperature in order to induce capacitation.

After each culture time, acrosin activity was measured using the two methods above
mentioned. The digestion of gelatin on plate measured the size of the halos of digestion,
and it was measured with light microscopy and obtaining a size average in each time. By
using the hydrolysis of esters of low molecular weight (BAEE) acrosin activity was
measured by the absorbance of the samples in the spectrophotometer. Four experimental
replicates were performed and the data collected was evaluated by ANOVA and means

were compared by LSD Fisher.

The acrosin activity of the chilled sperm, measured by the size of the halos of digestion, did
not show significant differences during the time of incubation (p>0.05). Interestingly, fresh

sperm showed a significant increase of activity during the first hour of time (p<0.05).

When acrosin activity was measured by the hydrolysis of esters of low molecular weight
(BAEE), chilled sperm did not show significant differences during the periods of
incubation (p>0.05). However, fresh sperm showed a significant increase of the acrosin

activity during the first period of time (p<0.05).

When the acrosin activity of chilled sperm were compared with the activity of fresh sperm,

significant differences were not observed during the different times of incubation (p>0.05),



either measured in his proteolitic activity of gelatin or by its spectrophotometry with
BAEE. These results suggest that the damage or alterations suffered by the chilled sperm,
during the cryopreservation process, does not induce significant changes in acrosin activity.



INTRODUCCION

Las investigaciones cientificas en el perro doméstico permiten su extrapolacion a otros
canidos silvestres, especialmente en aquellos que se encuentran en peligro de extincion, por
lo que el uso de las biotecnologias reproductivas ayudaran a estudiar y preservar mejor
estas especies, tendiente a un mayor rendimiento reproductivo por medio de técnicas como
la inseminacion artificial y la criopreservacion de espermatozoides, las cuales se han ido

desarrollando més fuertemente en los Gltimos afios en los caninos.

La criopreservacion de espermatozoides, ya sea a través de la congelacion o refrigeracion
del semen, es una excelente forma de almacenamiento y transporte de material genético de
alto valor. Es asi como la refrigeracion ha permitido preservar el semen por un periodo de
tiempo limitado, siendo una técnica de gran utilidad en el manejo de semen canino. Sin
embargo, se ha descrito que los espermatozoides pueden experimentar dafios tanto en la
membrana plasméatica como probablemente, a nivel del acrosoma asociados al proceso de
refrigeracion (Sirivaidyapong et al., 2000; Iguer-Ouada y Vestergen, 2001; Manosalva
et al., 2005). Estos dafios son provocados por la exposicién de los espermatozoides a
cambios de tipo osmoticos, quimicos y mecanicos; los que causan la muerte de algunos
espermatozoides y la disminucion de la capacidad fecundante de los sobrevivientes
(Watson, 1995). En varias especies se ha descrito que los dafios 0 cambios de la membrana
plasmatica, provocados por la criopreservacion o refrigeracion de los espermatozoides, son

similares a los inducidos por la capacitacion espermatica (Watson, 2000).

La capacitacion espermética dice relacion a los cambios fisiolégicos que los
espermatozoides de mamiferos deben tener en el tracto genital de la hembra, como un
prerrequisito para la fecundacion del ovocito. Este proceso fue descrito por primera vez por
Austin (1951); pudiendo realizarse posteriormente in vitro en espermatozoides de diversas
especies, incluidos los caninos (Rota et al., 1999; Topfer-Petersen et al., 2000; Cortes et
al., 2006), lo que ha permitido estudiar mas detalladamente este evento. Durante la
capacitacion espermatica, se pueden identificar claramente dos fendémenos, que

corresponden a la hiperactivacion flagelar, durante la cual el espermatozoide experimenta



un aumento en la velocidad y fuerza de batir del flagelo, y la reaccion acrosomica (RA)
(Topfer-Petersen et al., 2000; Marin-Briggiler et al., 2003).

La RA es inducida en la cercania o en la union del espermatozoide a la zona pelucida (ZP)
del ovocito, e involucra la fusion y fenestracion de la membrana plasmatica del
espermatozoide con la membrana externa del acrosoma (Barros et al., 1996). Como
consecuencia de la RA, las enzimas del compartimiento acrosomal son liberadas. Entre
estas enzimas, se encuentra la acrosina (Barros et al., 1996), la cual juega un rol en la
unién secundaria del espermatozoide a la ZP y en el paso a través de ella (Moreno et al.,
2002; De los Reyes y Barros, 2000).

La capacitacion y RA, y por tanto la liberacion del contenido acrosomal, son fenGmenos
dependiente del tiempo que varia entre las especies (Yanagimachi, 1994). Estudios in vitro
sobre la acrosina canina indicarian que la actividad enzimatica de ésta, junto con otras
enzimas acrosomales, determinada en espermatozoides frescos, aumentaria en relacion al
tiempo de incubacidén en medio de capacitacion (Kawakami et al., 1999; De los Reyes et
al., 2009%). En semen congelado la mayor actividad se ha registrado luego de la
descongelacion (Cortés et al., 2006; De los Reyes et al., 2009%). Sin embargo, no se ha
descrito la actividad de esta enzima durante la capacitacion espermatica en semen
refrigerado canino, su investigacion permitiria conocer mejor la capacidad fecundante de
los espermatozoides refrigerados, de modo de poder mejorar los protocolos de capacitacion

para la utilizacion del semen canino refrigerado.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

Refrigeracion de semen canino

La criopreservacion de semen permite el almacenamiento y transporte de material genético
ayudando a la conservacion de especies y facilitando la preservacion de espermatozoides
por periodos limitados de tiempo, lo que permite un mayor margen para su utilizacion, a
diferencia del semen fresco (Watson, 2000; De los Reyes, 2004). Las dos opciones de
criopreservacion son congelacion y refrigeracion, esta ultima si bien provoca en general
menos dafios espermaticos que la congelacion, no se sabe especificamente el alcance de

estos, especificamente a nivel de las enzimas acrosomales.

Al realizar una comparacion entre ambas técnicas de criopreservacion, congelacion vs
refrigeracion, con la congelacion el almacenamiento puede ser indefinido (Ponglowhapan
et al., 2004), sin embargo, provoca dafios significativos en el espermatozoide, lo que causa
tasas de prefiez menores que las obtenidas con semen refrigerado (Linde-Forsberg y
Forsberg, 1993; Iguer-Ouada y Vestergen, 2001; Nizanski, 2006). Asimismo, los efectos
de la refrigeracion sobre la motilidad, morfologia, serian menos perjudiciales que los de la
congelacion (England y Ponzio, 1996; Hermansson y Linde Forsberg, 2006). Sin
embargo, al ser refrigerados los espermatozoides deben ser utilizados dentro de un corto
periodo de tiempo, ya que durante periodos mas largos de almacenamiento la calidad del
semen se deteriora, asemejandose al semen congelado, incluso inferior después de cierto
tiempo (England y Ponzio, 1996). Por este motivo, la utilizacion de semen refrigerado
requiere de una planificacion cuidadosa, de tal forma de preservar la viabilidad y la

capacidad fecundante de las células espermaticas (Ponglowhapan et al., 2004).

Al comparar las tasas de prefiez obtenidas con semen fresco versus refrigerado, las tasas de
prefiez con semen fresco son superiores (alrededor del 84%), que con semen refrigerado
(45% y 65%) (Linde-Forsberg y Forsberg, 1989; Linde-Forsberg, 2001). Los
espermatozoides que han sido refrigerados mantienen su viabilidad debido a la reduccién
de su metabolismo celular (Bouchard et al., 1990; Linde-Forsberg, 1995;

Sirivaidyapong et al., 2000; Ponglowhapan et al., 2004), pero experimentan dafios o
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alteraciones a traves del tiempo tendientes a disminuir su capacidad fecundante. Algunos
autores han denominado estos cambios como “criocapacitacion”, considerando estas
alteraciones funcionales y estructurales similares a las que ocurren durante el proceso de
capacitacion espermatica (Sirivaidyapong et al., 2000; Watson, 2000; Hermansson y
Linde-Forsberg, 2006). Estas alteraciones que ocurren a nivel del acrosoma provocarian
que el espermatozoide disminuya su capacidad fecundante hasta perderla (Pefia y Linde-
Forsberg, 2000; Aurich, 2005), ya que la integridad del acrosoma es vital para la
interaccion gamética y posterior fecundacion (Hay et al., 1997; Strom Holst et al., 1998;
De los Reyes et al, 2009°).

La membrana plasméatica del espermatozoide sufre cambios morfoldgicos durante la
criopreservacion, tales como la separacion de los fosfolipidos con las proteinas integrales
de membrana (Sirivaidyapong et al., 2000; De los Reyes, 2004), alterando ademas los
canales de calcio, lo que produce un aumento del influjo de calcio a la célula, acelerando el
proceso de capacitacion y reaccion acrosémica (Topfer-Petersen et al., 2000; Feng et al.,
2007). Estas alteraciones que podrian adelantar los eventos celulares que ocurren durante la
capacitacion, afectan la capacidad fértil de la poblacion de espermatozoides que logran

sobrevivir al proceso (De los Reyes, 2004; Ponglowhapan et al., 2004).

Capacitacion espermatica y Reaccién Acrosdmica

Los espermatozoides de mamiferos requieren permanecer un cierto periodo de tiempo en el
tracto reproductivo de la hembra para experimentar una serie de cambios, lo que es
conocido como capacitacion espermatica (Chang, 1951; Barros et al., 1996; Topfer-
Petersen et al., 2000; Rodriguez-Martinez, 2007).

El proceso de capacitacion espermética produce la remocion o alteracion de sustancias
integradas en la membrana plasmatica del espermatozoide, resultando en cambios de
permeabilidad y composicidn idénica intracelular (Yanagimachi, 1994). Dentro de los
cambios que se producen durante la capacitacion se encuentran el eflujo de colesterol; el

aumento de fluidez de membrana; cambios en la arquitectura de los fosfolipidos de
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membrana; aumento en los procesos de fosforilacion de proteinas de membrana y cambios
en las concentraciones de iones intracelulares, aumentando el pH y el influjo de calcio
desde el extracelular debido a la mayor permeabilidad de la membrana (Topfer-Petersen et
al., 2000; Harrison, 2004).

Ademas, el espermatozoide capacitado cambia el patron de batido flagelar adquiriendo una
motilidad hiperactivada la cual se caracteriza por un movimiento menos lineal y menos
progresivo, pero mas vigoroso, aumentando la amplitud y la fuerza del movimiento flagelar
(Yanagimachi, 1994; Barros et al., 1996; Topfer-Petersen et al., 2000; Petrunkina et
al., 2003; O Flaherty et al., 2006; De Lamirande y O Flaherty, 2007). Este movimiento
le permite al espermatozoide despegarse de las células oviductales y atravesar las células
del camulo que se encuentran rodeando al ovocito, para lograr asi la fecundacion
(Yanagimachi, 1994; Topfer-Petersen et al., 2000; Petrunkina et al., 2003).

Por otro lado, cuando el espermatozoide toma contacto con el ovocito experimenta la
reaccion acrosomica (RA), que es un pre requisito para la penetracion de la ZP y para la
fusién del espermatozoide con la membrana plasmatica del ovocito, constituyendo un
mecanismo de control de la fecundacion (De los Reyes, 2000). EI proceso de RA es
altamente regulado, e implica la fusion de la membrana acrosomal externa y la membrana
plasmatica del espermatozoide, con la consiguiente fenestracion progresiva (Yanagimachi,
1994; Topfer-Petersen et al., 2000; De los Reyes y Barros, 2000; Kim et al., 2008), y
liberacion del contenido acrosomal, compuesto por enzimas hidroliticas, como el sistema
proacrosina/acrosina (Barros et al., 1996; De los Reyes y Barros, 2000; Buffone et al.,
2008).

La capacitacion espermética y la RA pueden ocurrir in vitro, en ausencia del ovocito,
utilizando para esto medios especiales (Parrish et al., 1988; Yanagimachi, 1994; Hewitty
England, 1998; Rota et al., 1999; Williams y Ford, 2001; Feng et al., 2007; Witte y
Schafér-Somi, 2007), que contienen diversos elementos tales como albimina sérica
bovina, calcio, glucosa y reguladores de pH como el bicarbonato (Mahi y Yanagimachi,
1978; Yamada et al., 1992; Hewitt y England, 1999; Feng et al., 2007; Witte y Schafér-
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Somi, 2007). Dentro de las funciones de la albumina esta la induccion de cambios en la
composicion lipidica de la membrana plasmatica, removiendo colesterol y aumentando los
niveles de fosfolipidos, eventos esenciales para la capacitacion (Sirivaidyapong et al.,
2000; Topfer-Petersen et al., 2000).

La glucosa, presenta un efecto similar a la albumina favoreciendo la RA en el
espermatozoide canino (Mahi y Yanagimachi, 1978; Sirivaidyapong et al., 2000),
preservando la energia intracelular y por lo tanto la motilidad espermatica (Ponglowhapan
et al., 2004; De los Reyes et al., 2006). Por su parte el calcio se considera un componente
mas importante y critico para la ocurrencia de la RA (Mahi y Yanagimachi, 1978; Rota et
al., 1999; Sirivaidyapong et al., 2000; Topfer-Petersen et al., 2000; Brewis et al., 2001),
su presencia permite su influjo a la célula, lo que induce la capacitacion y por lo tanto la
RA del espermatozoide (Mahi y Yanagimachi, 1978; Topfer-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; Topfer-Petersen et al., 2000;
Brewis et al., 2001).

El bicarbonato es un componente que mantiene el pH basico requerido para que los
espermatozoides se mantengan motiles y experimenten la RA (Mahi y Yanagimachi,
1978; Flesch y Gadella, 2000). En conjunto con el calcio, este ion actia por medio de la
via de sefiales de fosforilacién proteica dependiente del AMPc, que iniciarian la
desestabilizacion de la membrana plasmatica (Petrunkina et al., 2003; Saravia et al.,
2007), y por otro lado, estimularian el inicio de la motilidad hiperactivada (Yanagimachi,
1994; Petrunkina et al., 2003), por lo que su concentracion en el medio de capacitacion
espermatico se relaciona con la cinética de la capacitacion (Petrunkina et al., 2003;
Bergquvist et al., 2006).

Por otra parte, el tiempo de capacitacién in vitro difiere entre especies y es dependiente de
la composicion del medio de incubacion (Yanagimachi, 1994; Sirivaidyapong et al.,
2000; Witte y Schafer-Somi, 2007; Witte et al., 2009). Se ha descrito que a medida que el

tiempo de incubacion en el medio capacitante aumenta, una mayor cantidad de
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espermatozoides caninos frescos se capacitan y son capaces de responder a la induccion de
la RA (Kawakami et al., 1993%), demostrandose un aumento significativo en la ocurrencia
de RA esponténea (Kawakami et al., 1993°). Ademas, se ha determinado que existiria una
diferencia en los tiempos de capacitacion de espermatozoides caninos frescos y refrigerados
(Rota et al., 1999; Manosalva et al., 2005), encontrandose la mayor proporcion de
espermatozoides capacitados a las 3 horas en fresco y a las 2 horas en espermatozoides
refrigerados (Rota et al., 1999). Asimismo la reaccion acrosdmica espontanea, que ocurre
después de la capacitacion puede iniciarse durante las primeras 2 horas de incubacién en

espermatozoides caninos refrigerados (Rota et al., 1999).

Acrosina

La acrosina es una serino proteasa considerada una enzima tipo tripsina (Zaneveld et al.,
1971; Dunbar et al., 1994), que se encuentra almacenada en el acrosoma intacto del
espermatozoide (Klemm et al., 1991; De los Reyes y Barros, 2000). Su presencia se ha
demostrado mediante el uso de técnicas de inmunocitoquimicas en varias especies
mamiferas, tales como cobayo, hamster, humano (Barros et al., 1992), conejo (Valdivia et
al., 1994), bovino (De los Reyes y Barros, 2000) y perro (Cortés et al., 2006; Aretio,
2006; Becker, 2006; Gutierrez, 2007; De los Reyes et al., 2009%).

La acrosina esta presente en el acrosoma como un precursor inactivado, la proacrosina
(Barros et al., 1996; De los Reyes y Barros, 2000; Moreno et al., 2002; Cortes et al.,
2006), la cual puede autocatalizar su propia conversion a acrosina mediante un mecanismo
intrazimdgeno durante la RA (De los Reyes y Barros, 2000). La proacrosina/acrosina es
liberada desde el acrosoma en condiciones de capacitacién durante la RA, es decir al estar
cerca o0 entrar en contacto directo con la zona pelucida, por lo tanto la activacion de la
proacrosina en acrosina se considera un indicador de la RA (De los Reyes y Barros, 2000;
Cortes et al., 2006).

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

tales como en la hidrdlisis especifica de glicoproteinas de la zona pelucida (ZPGs), y como
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un “receptor secundario” durante la penetracion espermatica por la ZP (Barros et al., 1993;
De los Reyes y Barros, 2000; Moreno et al., 2002; Furlong et al., 2005; Gaboriau et al.,
2007). Esta union no so6lo permite que el espermatozoide se mantenga unido a la ZP del
ovocito, sino que ademas esta involucrada en los primeros pasos de la conversion de
proacrosina en acrosina (Barros et al., 1996). Ademas, durante la RA la acrosina puede
fragmentar algunas proteinas acrosomales especificas, las cuales conducirian a una
liberacion gradual y coordinada del contenido acrosomal (Moreno et al., 2002). Es asi
como espermatozoides sin acrosina han mostrado un retraso en la liberacién de las
proteinas acrosomales durante la induccién de la RA (Yamagata et al., 1998; Moreno et
al., 2002).

Aunque el rol de esta enzima en la penetracion espermatica continua siendo debatido, se ha
demostrado que acrosina purificada puede digerir la zona pelucida de ovocitos de diferentes
especies mamiferas (Urch, 1991). Asimismo, se ha evidenciado mediante el uso de
microscopia electronica de barrido que la erosion producida en la superficie de la zona
pelucida, se restringe alrededor de la cabeza del espermatozoide (De los Reyes y Barros,
2000).

La relacion entre la actividad de proacrosina/acrosina con el potencial fecundante de
espermatozoides se ha demostrado mediante diversos estudios (Shimizu et al., 1997; Ball
et al., 1997), reportandose que los anticuerpos monoclonales anti-acrosina pueden inhibir in
vivo (Dudkiewicz, 1983) e in vitro (De loannes et al., 1990; Barros et al., 1993) la
fecundacion. Por lo tanto la medicion de la actividad de acrosina seria un método efectivo

de evaluacion de la funcion espermatica in vitro (Ball et al., 1997).

Por otra parte, en caninos se ha descrito que la actividad enzimética de la acrosina y de
otras enzimas acrosomales, aumentaria en relacion al tiempo de incubacion de los
espermatozoides frescos, el cual estaria relacionado directamente con la capacitacion
espermatica (Kawakami et al., 1999). Es asi como estudios en semen fresco canino
muestran un aumento notorio de la actividad de esta enzima, desde la media hora hasta las

7 horas de incubacion en medio inductor de la capacitacion (Kawakami et al., 1999). Esto
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también se ha evidenciado en otras especies, como equinos, donde la actividad de acrosina
seria baja despues de la eyaculacion, pero aumentaria después de la incubacion de los
espermatozoides en medio inductor de la capacitacion (Brandon et al., 1997; Ball et al.,
1997).

En relacion a los espermatozoides caninos criopreservados, se ha determinado la presencia
del sistema proacrosina/acrosina mediante el uso de anticuerpos monoclonales anti-acrosina
en espermatozoides no capacitados (Cortés et al., 2006), y capacitados por diferentes
tiempos (Becker, 2006). La actividad de esta enzima en espermatozoides caninos
congelados no sometidos a capacitacion, muestra una mayor actividad en comparacion a
espermatozoides frescos, sugiriéndose que el dafio de las membranas plasmaética y
acrosomal externa puede inducir la activacion y liberacion de la acrosina desde la matriz
acrosomal en estos espermatozoides (Cortes et al., 2006). Del mismo modo, recientemente
a través de western blot, se observO una prematura activacion de proacrosina en
espermatozoides congelados de perro (De los Reyes et al., 2009°). En espermatozoides
refrigerados, sin embargo, no se encontrd diferencias en la activacion de la enzima
(Parraguez, 2010).

Al dafiarse el acrosoma, por un trastorno celular como el provocado por el frio, podria
generarse la activacion de la acrosina y su dispersion junto a la matriz acrosomal
(Kawakami et al., 1999; Cortés et al., 2006). Ademas, sumado al hecho que durante el
proceso de criopreservacion el plasma seminal se elimina junto con los inhibidores de
acrosina presentes en él (Jonakova et al., 1991; Hermans et al., 1994), el proceso de
refrigeracion podria en su conjunto inducir tal vez, una activaciébn mas temprana de la

acrosina en el proceso de capacitacion.
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HIPOTESIS

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

espermatozoides son procesados y sometidos a temperaturas de refrigeracion, lo que

implicara cambios asociados a una activacion méas temprana de esta enzima.

OBJETIVO PRINCIPAL

Estudiar la actividad enzimatica de acrosina en espermatozoides caninos refrigerados

durante el proceso de capacitacion espermatica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar posibles diferencias en la actividad enzimatica de acrosina entre
diferentes tiempos de capacitacion espermatica en espermatozoides frescos y
refrigerados.

Estudiar las diferencias de la actividad de proacrosina/acrosina entre
espermatozoides caninos frescos y refrigerados que han sido previamente
capacitados in vitro.

Evaluar y comparar la actividad enzimdtica de acrosina en espermatozoides
refrigerados de perro, mediante su actividad proteolitica en sustratos de alto peso
molecular (gelatina) e hidrolisis con ésteres de bajo peso molecular (Benzoil

Arginina Etil Ester) a través de espectrofotometria.
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MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se realizd en el laboratorio de Reproduccion de la Facultad de
Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile y en el laboratorio de Biologia
Reproductiva de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Pontificia Universidad Catolica
de Chile.

1. Obtencidn y procesamiento de semen

Se utilizaron cuatro perros adultos pertenecientes a privados, clinicamente sanos, a los que
se les extrajo semen a través de estimulacién digital del pene, depositando el eyaculado en
copas recolectoras previamente entibiadas. Solo se utiliz6 la segunda fraccion del

eyaculado, correspondiente a la fraccion espermatica.

Las muestras obtenidas fueron sometidas a un analisis subjetivo de motilidad progresiva
(MP), mediante microscopia Optica, utilizando sélo aquéllas con motilidad progresiva
>70%. Ademas, se midio la concentracion espermética mediante el recuento en la cdmara
de Neubauer, segun protocolo de laboratorio (De los Reyes et al., 2006). Se trabajé con
muestras de semen fresco (control) y semen refrigerado proveniente de los mismos machos,

realizando un total de 8 réplicas experimentales.

Cada eyaculado fue diluido en relacion 1:2 con buffer Tris (Trishidroxiaminometano)
(Rota et al., 1999) y luego centrifugado a 700 G por 5 minutos para retirar el plasma
seminal. El pellet de espermatozoides que fue procesado como fresco o control, se
resuspendio en medio Fert Talp, suplementado con albimina sérica bovina (BSA), fraccion
V (Parrish et al., 1988), en una concentracion final de 50 millones de espermatozoide por

mililitro.

Por otro lado, el pellet de cada una de las muestras que se procesaron como refrigeradas, se
resuspendio en el diluyente de refrigeracion (Tris 249 mM; Acido Citrico 88,4 mM,;
Fructosa 69,3 mM; Bencil penicilina 2,8 mM; Sulfato dihidroestreptomicina 0,68 mM;

20% de yema de huevo) en un volumen suficiente para lograr obtener una concentracion de
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200 millones de espermatozoides por mililitro. Los espermatozoides diluidos dentro de
tubos conicos (FALCON), se colocaron en un vaso precipitado con agua que se encontraba
a temperatura ambiente (20 °C), para luego ser refrigerados a 4°C por un periodo de 24
horas. En cada etapa del proceso se evaluo la motilidad progresiva de los espermatozoides

para control de viabilidad.

El entibiamiento se realiz6 sometiendo a los espermatozoides diluidos a una temperatura de
37°C, dentro de una estufa por 10 minutos. Posteriormente, las muestras fueron
centrifugadas por 5 minutos a 400 G para eliminar el diluyente de refrigeracion. El
sobrenadante fue descartado y el pellet de espermatozoides fue resuspendido en buffer Tris
en relacion 1:2, evaluandose la motilidad progresiva, para luego ser centrifugado
nuevamente por 5 minutos a 300 G. El pellet de espermatozoides obtenido se resuspendio
en medio Fert Talp, suplementado con albimina sérica bovina (BSA), fraccion V, para
lograr una concentracion minima de 50 millones de espermatozoides por mililitro, de igual

forma a lo descrito para las muestras frescas.
Las muestras de espermatozoides frescos y refrigerados fueron mantenidas en el medio Fert
Talp a temperatura ambiente (20°C) por un periodo de 0; 1; 2 y 3 horas separadamente para

capacitacion espermatica.

2. Actividad enzimatica

La actividad de acrosina de los espermatozoides caninos se determind mediante dos
métodos de evaluacion: A) Digestion de gelatina en placa e B) Hidrdlisis de ester de bajo

peso molecular, Benzoil Arginina Etil Ester (BAEE).

A.- Digestion de gelatina en placa

La digestion de gelatina se estimé mediante la medicion de halos de digestion de gelatina
(Ficsor et al., 1983; Thundathil et al., 2001), los cuales se cuantificaron de acuerdo al
tamario del halo obtenido. Para esto, se usaron portaobjetos mantenidos durante 2 horas a
4°C en camara humeda con 5% de CO2, y una suspension de gelatina (SIGMA) 2.5%,

colocando 100 pl de gelatina disuelta sobre cada portaobjeto previamente refrigerado. L0S
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portaobjetos fueron posteriormente fijados en una solucion de glutaraldheido (0,1% en
PBS) por dos minutos. Luego se lavaron dos veces con PBS y se mantuvieron

verticalmente durante 24 horas en cdmara himeda a 4°C.

En cada hora de incubacion se tomaron separadamente 50ul de las muestras de
espermatozoides, frescos (control) y refrigerados, y se colocaron en los portaobjetos con
gelatina, los que fueron incubados dentro de una estufa a 38°C y 5% de CO, por 24 horas.
Posteriormente, los portaobjetos con las muestras fueron tefiidos con Azul de Coomasie
(SIGMA) (1%) en PBS durante cuatro minutos y lavados dos veces con PBS, para luego

observar los halos de digestion al microscopio de contraste de fases.

Paralelamente de las mismas muestras de espermatozoides sometidos a capacitacion, se
realiz6 un control negativo, incubando 50 pl de cada muestra con el anticuerpo monoclonal
anti acrosina C5F10, y luego de cada tiempo de capacitacion los espermatozoides se
procesaron de igual forma a lo descrito anteriormente en la digestion en placa.

Los halos de digestion se clasificaron cuantitativamente de acuerdo al didmetro de los halos
en micrones, observandolos al microscopio de contraste de fase con un aumento de 100X y
400X.

B.- Hidrolisis de Ester de Bajo Peso Molecular (BAEE) a través de espectrofotometria

Obtencidn del Extracto Espermético Acido

La obtencion del extracto espermatico acido se realizo segln el método descrito por Leyton
et al (1986). Donde, luego de cada hora de incubacién en el medio inductor de la
capacitacion (Fert Talp), las muestras fueron centrifugadas por 15 minutos a 100 G,
evaluandose previamente su motilidad progresiva. Posteriormente para obtener la acrosina,
se descarto el sobrenadante y el pellet de espermatozoides se resuspendié en 0,5 ml de
solucion acida (ImM se HCL; 10% glicerol; 0,02% Azida de Sodio; pH 3), siendo
mantenido durante una noche a una temperatura de 4°C. Luego las muestras se

centrifugaron por 30 minutos a 1250 G, para recuperar el sobrenadante como extracto
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espermatico &cido que contenia las proteinas espermaticas. Este extracto se mantuvo en

tubos eppendorf a -20°C hasta su posterior medicion.

Medicion de concentracion proteica

La concentracion (mg/ml) de proteina presente en la muestra fue cuantificada mediante el
Método de Bradford (Kruger, 1994), previa calibracion con concentraciones conocidas de
albimina sérica bovina (BSA) a través de espectrofotometria.

Para la medicién de la concentracion proteica, se tomaron 10 pL del extracto espermatico
acido de cada muestra (descongeladas a T° ambiente) y se mezclaron con 90 ul de agua y
900 pl del reactivo de Bradford (100 mg de azul de Comassie; 50 ml de etanol al 95%; 100
ml de &cido fosfdrico al 85%), en un tubo eppendorf. Ademas, para cada muestra se realizd
un control que contenia 100 ul de agua y 900 pl del reactivo de Bradford. Luego las
muestras fueron incubadas durante 12 minutos y se midi6 la absorbancia del contenido de
cada tubo en el espectrofotometro, para lo cual se utilizé una cubeta de pléstico y una
longitud de onda (A) de 595 nm, extrapolando su resultado a la ecuacion de la recta

estandarizada previamente.

La ecuacion de la recta, anteriormente descrita, se realizd mediante una curva de

calibracion con concentraciones conocidas de albumina sérica bovina (BSA).

Medicidn de la actividad enzimética

Una vez conocida la concentracion de proteina de la muestra de extracto espermatico acido
se midio la actividad enzimatica de acrosina, para lo cual se utilizé la hidrolisis de ester de

bajo peso molecular (Whitaker y Bender, 1965).

Para la medicion se prepard una solucion de benzoil arginina etil ester (BAEE) en Tris
50mM, CaCl, 50mM y a pH 8, la cual fue usada como sustrato enzimatico. Posteriormente,
se colocaron 3 ml de esta solucion en un tubo de ensayo para ser incubados con 100 pl de
extracto acido, realizando dos mediciones por muestra. Luego de la incubacion durante 30

minutos a 37°C en bafio de agua, la reaccion se detuvo por frio. La medicion de la
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absorbancia de las muestras en el espectrofotdmetro se realizo en una cubeta de cuarzo, a

una longitud de onda (1) de 253 nm y con una lampara de luz ultravioleta (UV).

Una unidad de actividad enzimatica (U) se definié como la cantidad de acrosina (1 mg) que
hidroliza 1 umol de sustrato (BAEE) en 1 minuto. Para esto, se utilizd un coeficiente de
extincion molar de (1150M)* * cm™ para convertir los cambios de densidad dptica a
micromoles de BAEE hidrolizado.

U =CE * ADO * [enzima] * dilucidn / tiempo de incubacion (min)
Donde:
U  =Unidad de Actividad Especifica = uMol BAEE/min/mg de proteina.
CE = Coeficiente de Extincién Molar = (1150M)™* * cm™

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

3. Analisis Estadistico

La actividad enzimatica de acrosina durante la capacitacion espermatica en perros se
describié en términos de promedios, desviacion estandar y coeficiente de variacion.
Realizando cuatro replicas experimentales en el caso de la hidrdlisis de ester de bajo peso
molecular, y cuatro replicas en el caso de la digestion de gelatina.
El modelo estadistico a utilizar fue:
Yijl =un t T + Pj +TiXPj + €iji

Donde:

yij = variable experimental (tamafio promedio de los halos / absorbancia de

las muestras).

u = media poblacional.
T; = efecto fijo del i-ésimo tratamiento (refrigerado / fresco; i = 1,2).
P;j = efecto fijo del j-ésimo periodo de incubacion (j = 1,..., 4).

TixPj = efecto de la interaccién entre el i-ésimo tratamiento y el j-ésimo
periodo de incubacion.

gjji = error experimental.
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El valor de cada factor del modelo se determind mediante un Analisis de Varianza y la
diferencia entre los promedios de los diferentes efectos se realiz6 mediante la prueba de
Fisher (p < 0,05).
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RESULTADOS

A.- Digestion de gelatina en placa

Para la evaluacion de los halos de digestion de gelatina en placa, se realizaron 4 replicas
experimentales, evaluando un total de 3585 espermatozoides, de los cuales 1159 fueron
sometidos a refrigeracion y 2426 se procesaron como frescos. Se contabiliz6 un minimo de

200 espermatozoides por cada tiempo de capacitacion evaluado.

En ambos tipos de espermatozoides (Refrigerados/Frescos) se encontraron halos de

digestion de gelatina de diferentes diametros (Figura 1).

FIGURA 1: Iméagenes de halos de digestion de gelatina en placas de espermatozoides
frescos y refrigerados, tefiidos con Azul de Comassie (1%) y obtenidas con el microscopio
de contraste de fases (x 200). Se observan espermatozoides con halos de digestion de
diferentes didmetros, los cuales se pueden diferenciar en: espermatozoides sin halo (A),
espermatozoides con halos pequefios (B), con halos medianos (C) y halos grandes (D).
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La actividad enzimatica de acrosina mediante el método de digestion de gelatina en placa,
se describié en términos de promedios. Utilizando para el analisis estadistico los valores
promedios dados en micrones (um), de los diametros de los halos de digestion de gelatina

de los espermatozoides (Figura 2).
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FIGURA 2: Promedio de los diametros de los halos de digestion de gelatina de
espermatozoides frescos y refrigerados sometidos a diferentes tiempos de capacitacion.
Diferentes letras indican diferencias en el tamafio promedio de los halos dentro de los

espermatozoides frescos (barras color azul).

De acuerdo al tamafio de los halos de digestidn, en los espermatozoides refrigerados, se
observd que durante los diferentes tiempos de capacitacién evaluados no se presentaron
diferencias (p > 0,05).

Sin embargo, los tamafios de los halos de digestién presentados por los espermatozoides
frescos (control) durante los diferentes tiempos de capacitacion in vitro, fueron diferentes
entre el tiempo 0 y después de una hora de incubacion (tiempo 1; p < 0,05); y entre el
tiempo 1 y el tiempo 3 (p < 0,05), observandose un mayor tamafio de didmetro de halo

durante la primera hora de capacitacion.
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Por otro lado, al comparar el tamafio de los halos de digestion durante los diferentes
tiempos de capacitacion de los espermatozoides refrigerados y frescos (control), no se
presentaron diferencias (p > 0,05).

En relacién a los controles negativos, incubados con el anticuerpo monoclonal anti acrosina
C5F10, no se observaron halos de digestion en las placas de gelatina, lo que implicaria que

los halos observados serian provocados por la actividad de acrosina.

B.- Hidrdlisis de Ester de Bajo Peso Molecular (BAEE) a través de espectrofotometria

La actividad enzimaética de acrosina durante la capacitacion espermatica se describio en
términos de promedios. Se utilizaron para el analisis estadistico los valores promedios
dados en unidad de actividad enzimatica (umol BAEE/min/mg), de los espermatozoides.
Los promedios y desviacion estandar (DS) obtenidos en cada tiempo de capacitacion a

partir de espermatozoides frescos y refrigerados se muestran en la Figura 3.
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FIGURA 3: Actividad enzimatica de acrosina de extractos de espermatozoides frescos y
refrigerados, medida como la cantidad de acrosina que hidroliza 1 umol de BAEE en 1
minuto durante cada tiempo de capacitacion evaluado. Diferentes letras indican diferencias

significativas entre la actividad de un mismo tipo de espermatozoide.
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En los espermatozoides refrigerados durante los diferentes tiempos de capacitacion, la

actividad enzimética de acrosina no presentd variaciones (p > 0,05).

Al evaluar los espermatozoides frescos durante los diferentes tiempos de capacitacion, se
pudo observar que entre el tiempo O de capacitacion y el tiempo 1, existié un aumento de

actividad enzimética (p < 0,05).

Al comparar entre los espermatozoides refrigerados y frescos (control), no se observé

diferencia (p > 0,05) en la actividad enzimatica de acrosina.

28



DISCUSION

El presente trabajo evalué la actividad de la enzima acrosina, durante diferentes periodos de
capacitacion espermatica in vitro, de espermatozoides caninos sometidos a refrigeracion en
comparacion a aquellos frescos (control). La actividad de acrosina se demostré en
espermatozoides refrigerados de perro a traves de la digestion de un sustrato de alto peso
molecular (gelatina) y mediante la hidr6lisis de un éster de bajo peso molecular (Benzoil
Arginina Etil Ester) a través de espectrofotometria. La interpretacion de los resultados
obtenidos en el presente trabajo, se basa en la complementariedad de ambas técnicas, ya

que los resultados fueron similares en los dos métodos utilizados.

Los espermatozoides sometidos a refrigeracion no presentaron variaciones significativas en
la actividad enzimatica de acrosina durante los diferentes tiempos de capacitacion, al ser
evaluados con cualquiera de los dos métodos. Estudios previos han demostrado que la
criopreservacion mediante congelaciéon, produce alteraciones en los espermatozoides
similares a los que ocurren durante la capacitacion (Schembri et al., 2002), lo que podria
alterar la estructura acrosomal, provocando una liberacion y activacién mas temprana de la
enzima acrosina (Cortes et al., 2006; Rodrigues, 2009; De los Reyes et al., 2009°). Sin
embargo, la refrigeracion, de acuerdo a los resultados de este trabajo, no causo alteraciones
en la actividad enzimatica de acrosina, lo cual podria estar asociado al menor dafio que
sufren los espermatozoides al ser refrigerados, no alcanzando a los niveles de alteracién
observados en el semen congelado. Se ha demostrado que el porcentaje de espermatozoides
con acrosomas intactos luego de la refrigeracion sufre una moderada disminucion (Oettle,
1986; Hermansson y Linde Forsberg, 2006), mientras que en semen congelado se ha
evidenciado una disminucion mayor, es decir de un 96,5% de espermatozoides con
acrosomas intactos en semen fresco, luego de la congelacion disminuye a 61,7%
(Hermansson y Linde Forsberg, 2006), e inclusive a menos de 23% (Hay et al., 1997).
En espermatozoides refrigerados de cerdo sin capacitar, cerca del 90% mantienen la
estructura lipidica de su membrana durante el proceso de refrigeracion, siendo menos del

2% el porcentaje de espermatozoides que presentan alteraciones (Saravia et al., 2007), lo
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que indicaria que tal vez no existan los cambios asociados a capacitacion temprana de estos

espermatozoides provocados por la refrigeracion.

En el semen canino refrigerado por periodos de 24 horas, no se alterarian
significativamente las caracteristicas funcionales y fisicas, tales como la reacciéon del
acrosoma (Kumi-Diaka y Badtram, 1994), por lo que se puede suponer que es posible que
no haya una autoactivacion de la proacrosina o una lisis completa del acrosoma durante el
proceso de refrigeracion, que pudiesen llevar a una variacion en la actividad enzimatica de
acrosina. Este menor dafio estructural y funcional de los espermatozoides refrigerados se ha
visto reflejado en estudios de interaccion gamética in vitro en caninos, donde se ha
observado que la capacidad fecundante de espermatozoides refrigerados, tiene un aumento
sostenido del porcentaje de ovocitos penetrados durante las primeras 5 horas de co-
incubacion gamética (De los Reyes et al., 2009%), indicando que los espermatozoides
refrigerados requieren de este tiempo para completar la capacitacion espermatica y llevar a

cabo la reaccidn acrosémica para penetrar las cubiertas ovocitarias.

La identificacidn de la acrosina en espermatozoides caninos refrigerados y capacitados in
vitro por 0, 1, 2 y 3 horas, se ha logrado mediante diversos métodos. Parraguez (2010),
utilizando la técnica de Western Blot identificd la presencia de proacrosina y acrosina,
observando que los espermatozoides caninos refrigerados no presentan variaciones
significativas en la liberacion de la acrosina durante los diferentes tiempos de capacitacion
evaluados. Estos resultados coinciden con los encontrados en el presente trabajo, donde la
actividad enzimética de los espermatozoides refrigerados no presentd variaciones durante
los diferentes tiempos, lo que puede ser asociado a que no existen cambios en la liberacion
de la enzima. Sin embargo, Becker (2006), detectdé la presencia de acrosina mediante
inmunofluorescencia indirecta, con una mayor liberacion enzimatica durante la primera
hora. Esta diferencia con los resultados antes sefialados podria deberse a que el anticuerpo
utilizado en el trabajo de Becker (2006), posee afinidad por el sistema proacrosina/acrosina
(Valdivia et al., 1994), no logrando la diferenciacion de cada una de las formas

enzimaticas, por lo que la mayor liberacion observada durante la primera hora podria
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deberse a la presencia de proacrosina, la cual no se observaria en la medicion de actividad

por tratarse de la forma inactiva de la enzima.

En el presente trabajo, al evaluar los espermatozoides frescos durante los diferentes tiempos
de capacitacion, se observo un aumento significativo de la actividad durante la primera hora
de capacitacion (tiempo 1), mediante los dos métodos de evaluacion utilizados. Esta
actividad se ha visto mas temprana en semen congelado (Corteés et al., 2006). La actividad
enzimatica observada durante la primera hora en el semen fresco, se deberia a la mayor
estabilidad de las membranas espermaticas presentada por estos espermatozoides que
comenzarian mas tarde a sufrir cambios en su arquitectura lipidica tendientes la posterior
exocitosis acrosomal; siendo esto coincidente con lo que ocurre durante el transito del
espermatozoide a traveés del tracto reproductivo femenino (Yanagimachi, 1994;
Sirivaidyapong et al., 2000; Petrunkina et al.,, 2003). Los resultados obtenidos
concuerdan con los sefialados por Rodrigues (2009), quien observé la mayor actividad
enziméatica de acrosina en espermatozoides frescos a partir de los 60 minutos de
capacitacion, tanto en digestion de gelatina en placa como en hidrolisis de BAEE.
Asimismo, otros estudios sobre la actividad enzimética de acrosina, determinada mediante
espectrofotometria en espermatozoides caninos frescos, indican que ésta aumentaria en
relacion al tiempo de incubacion en medio de capacitacion (Kawakami et al., 1999; De los
Reyes et al., 2009°), lo cual es coincidente con estudios de fecundacion donde se ha
observado un incremento en el porcentaje penetracion de ovocitos de perra, a medida que
transcurre el tiempo de co-incubacion (Palomino y De los Reyes, 2008; De los Reyes et
al., 2009%).

La actividad enzimatica de acrosina a través de la digestion de gelatina en placa descrita en
bovinos (Thundathil et al., 2001), y perros (Ficsor et al., 1983), muestran en promedio
halos de digestion de mayor didmetro a los encontrados en el presente estudio y en el
estudio de Rodrigues (2009) con semen canino congelado, probablemente porque en la
evaluacion no se consideraron los espermatozoides sin halo. Sin embargo, Ficsor et al.,
(1983), describe en espermatozoides frescos un incremento en la actividad enzimatica a

través del tiempo de capacitacion, lo que coincide con lo encontrado en el presente estudio.
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Al comparar la actividad de la acrosina de los espermatozoides sometidos a refrigeracion y
frescos, no se evidenciaron diferencias en la actividad enziméatica mediante ninguno de los
dos métodos de evaluacion empleados. Esto podria atribuirse a que la integridad de la
membrana acrosomal de espermatozoides caninos es similar en espermatozoides
refrigerados y frescos, describiéndose que la refrigeracion induciria cambios en la
membrana y en la integridad del acrosoma s6lo luego de 3 a 6 horas de capacitacion in vitro
(Manosalva et al., 2005), por lo que en el presente estudio no se observarian diferencias en
la actividad enzimatica de espermatozoides frescos y refrigerados, ya que la actividad
enzimatica de acrosina se midi6 hasta las 3 horas de capacitacion in vitro. La similitud entre
la actividad enzimatica de espermatozoides refrigerados y frescos del presente trabajo,
coincidiria con lo observado por Froman et al (1984), donde no se observaron diferencias
significativas entre la actividad presentada por estos espermatozoides. Ademas, si se
considera que la acrosina es la enzima que participa en la fecundacion facilitando la union
secundaria a la ZP vy el paso del espermatozoide a través de ésta (Barros et al., 1996;
Gaboriau et al., 2007), los resultados del presente trabajo coinciden con estudios de
fecundacién in vitro, donde los espermatozoides refrigerados mantendrian la misma
capacidad de unirse y penetrar la zona pellcida de ovocitos de perra madurados in vitro,
que los espermatozoides frescos (Acevedo, 2008), alcanzando porcentajes similares a
través de los mismos tiempos de capacitacion que los utilizados en este trabajo.

Los resultados obtenidos en este estudio proporcionan informacién respecto a la actividad
de la enzima acrosina cuando los espermatozoides son refrigerados y posteriormente
capacitados, siendo util para definir protocolos de fecundacién in vitro mas avanzados y
proponer mejoras en las tecnologias reproductivas en caninos, que pudiesen eventualmente
usarse en programas de preservacion de otros canidos silvestres. Ademas, entrega
informacion de la actividad enzimética de los espermatozoides refrigerados que debe ser
considerada para un manejo 6ptimo del semen, considerando que no puede ser manipulado

igual que el semen congelado.
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CONCLUSIONES

- Al capacitar durante diferentes tiempos de incubacion los espermatozoides caninos
sometidos a refrigeracion, estos no presentan variaciones en la actividad enzimatica de

acrosina.

- El proceso de refrigeracion no produce alteraciones significativas en los espermatozoides

caninos que conduzcan a una variacion en la actividad de acrosina.

- Los espermatozoides caninos frescos presentan una actividad de acrosina mayor durante
la primera hora de capacitacion in vitro, producto de la capacitacion y RA que

experimentarian estos espermatozoides.
- La actividad enzimatica de acrosina de espermatozoides refrigerados no presenta

diferencias comparada con los espermatozoides frescos, tanto en actividad proteolitica en

gelatina, como en espectrofotometria con BAEE.
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