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ABSTRACT 

 

 

Among reproductive biotechnologies, sperm cryopreservation has great 

advantages, however, involves changes in the sperm, both structural and 

functional, which would alter physiological events associated with fertilization, such 

as capacitation and acrosome reaction. This may mean changes in activation and 

release proacrosin/acrosin system, involved in early events of sperm-oocyte 

interaction, thus the aim of this study was to evaluate the proacrosin/acrosin 

system by Western Blot in frozen dog sperm, compared with those fresh, during  

different  culture times in vitro. 

 
Six ejaculates were collected from three healthy dogs, through digital stimulation. 

The spermatic fraction of each ejaculate was used for both controls (fresh) and 

frozen. Samples proceced as fresh were re-suspended after centrifugation in Fert-

Talp medium and spermatozoa that were frozen were re-suspended in extender 

based on fructose, TRIS, 20% egg yolk, citric acid and 5 % glycerol and later were 

frozen to -196 ° C in liquid nitrogen. The thawing was during 8 seconds in water at 

60 °C. The samples were centrifuged and pellet of spermatozoa was diluted in Fert 

Talp  medium leaving in incubation in the same medium for capacitation for 0, 30, 

60 and 90 minutes. After, the samples were subjected to sperm protein extraction 

to be separated by elecroforesis and then detected through western blot using the 

antibody C5F10 (mouse antibody human antiacrosin). Once obtained proacrosin 

and acrosin bands ( y β), the optical density of each one was evaluated by 

PhotoShop 8.0 Program. The results were analyzed with Variance Analysis and 

Tukey Test.  

 

Results showed the presence of proacrosin and active forms α and β acrosin at 

different times of capacitation in fresh and frozen sperm. In each capacitation time 

was found greater optical density of procrosin (P<0,05) in fresh samples, which 

indicates a greater amount of zymogen. In the active enzyme  -acrosin in frozen 

samples, there were different (P<0,05), being higher the optical density at 30 

minutes of capacitation in comparison with other times of capacitation. We found a 
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higher reactivity of  -acrosin in frozen samples at 0 and 30 minutes compared 

with fresh samples. In ß-acrosin, in frozen samples were found a greater optical 

density at 0 minutes and it was drecreased after 90 minutes of capacitation. The 

analysis of β-acrosin in each times of capacitation, between frozen and fresh 

sperm showed significant differences (P<0,05) at 0, 30, 60 and 90 minutes of 

capacitation which was higher in frozen samples.  

 

In conclusion, frozen sperm have greater activation of zymogen compared with 

fresh, which decreases in more longer capacitation time. 
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RESUMEN 
 
 

Dentro de las biotecnologías reproductivas, la criopreservación de 

espermatozoides presenta grandes ventajas, sin embargo, involucra cambios en el 

espermatozoide, tanto estructurales como funcionales, que alterarían eventos 

fisiológicos asociados a la fecundación, como la capacitación y reacción 

acrosómica. Esto puede significar cambios en  la activación y liberación del 

sistema  proacrosina/acrosina, involucrada en los primeros eventos de interacción 

ovocito-espermatozoide, por tanto, el objetivo de este trabajo, fue evaluar el 

sistema proacrosina/acrosina mediante western blot en espermatozoides 

congelados de perro, en comparación con aquellos frescos, durante diferentes 

tiempos de  capacitación in vitro. 

 

Se recolectaron 6 eyaculados, de tres perros sanos, a través de estimulación 

digital. Se utilizó la fracción espermática de cada eyaculado tanto para los 

controles (frescos)  y los congelados. Las muestras procesadas como frescas 

fueron resuspendidas luego de una centrifugación en medio Fert-Talp y los 

espermatozoides que se sometieron a congelación se resuspendieron en diluyente 

en base a fructosa, TRIS, 20% de yema de huevo, ácido cítrico y 5% de glicerol y 

fueron posteriormente congelados a -196ºC en nitrógeno líquido. La 

descongelación se realizó a 60º C durante 8 segundos en agua.  Las  muestras  

se centrifugaron y el pellet de espermatozoides se diluyó en medio Fert-Talp 

dejándose en incubación en el mismo medio para capacitación durante 0, 30, 60 y 

90 minutos. Posteriormente las muestras fueron sometidas a extracción de 

proteínas espermáticas a  las cuales se les adicionó buffer de carga 4X para ser 

separadas mediante electroforesis  y luego detectadas a través de western blot 

utilizando el anticuerpo C5F10 (anticuerpo de ratón antiacrosina humana). Una 

vez obtenidas las bandas de proacrosina y acrosina ( y β) se evaluó la densidad 

óptica de cada una de ellas con el programa PhotoShop 8.0. Los resultados 

obtenidos fueron analizados a través del análisis de varianza  y prueba de Tukey. 
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Los resultados mostraron la presencia del zimógeno proacrosina y las 

subunidades  de la  enzima activa ( y β acrosina) en los diferentes tiempos de 

capacitación en los espermatozoides frescos y  congelados. En cada uno de los 

tiempos de capacitación se encontró mayor densidad óptica de proacrosina 

(P<0,05) en las muestras frescas  lo cual indica una mayor cantidad del zimógeno. 

En la enzima activa -acrosina de las muestras congeladas, hubo diferencias 

(P<0,05), siendo mayor la densidad óptica a los 30 minutos de capacitación en 

comparación con los otros tiempos de capacitación. Se encontró mayor 

reactividad de -acrosina en las muestras congeladas  a los 0 y 30 minutos en 

comparación con las muestras frescas. En β-acrosina se  encontró en las 

muestras congeladas una mayor  densidad óptica a los 0 minutos la que 

disminuyó hasta los 90 minutos  de capacitación. Al analizar β -acrosina en  cada 

uno de los tiempos de capacitación entre congelados y frescos  se encontraron 

diferencias significativas (P< 0.05) a los 0, 30, 60 y 90 minutos de capacitación 

siendo  mayor en las muestras congeladas.  

 

En conclusión los espermatozoides congelados presentan mayor activación del 

zimógeno al comparar con los frescos, la cual va disminuyendo en la medida que  

el tiempo de capacitación es mayor.  
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INTRODUCCIÓN 
 

La congelación de semen canino es un método de preservación  que permite a 

criadores de perros poder emplear la inseminación artificial con semen 

proveniente de lugares alejados (England y Ponzio, 1996). Las ventajas de usar 

semen congelado incluyen mayor difusión de características genéticas deseables, 

prevención de enfermedades, menor número de sementales en una colonia 

destinada a investigación, obtención de crías de machos con problemas físicos o 

de hembras que no aceptan una monta natural. Sin embargo, el semen congelado 

en caninos no está suficientemente difundido entre criadores y veterinarios. Esto 

se debe, en parte, al  costo de congelar y almacenar semen y al menor índice de 

preñez al compararlo con el semen fresco y refrigerado (England, 1993; Linde-

Forsberg, 1995; England y Ponzio, 1996). 

 

El proceso de congelación y descongelación en los espermatozoides se traduce 

en una merma de su capacidad fecundante (Park y Graham, 1992; Watson, 

2000), lo cual sería  provocado por alteraciones funcionales y estructurales que en 

casos más severos compromete la viabilidad de la célula (De los Reyes, 2004). 

En la población espermática que logra sobrevivir al proceso, se han descrito 

cambios en las estructuras espermáticas, principalmente a nivel de las 

membranas plasmáticas y acrosomal (Park y Graham, 1992; Watson, 2000), 

receptores (Cheng et al., 2005), como también en su capacidad fecundante (De 

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

 

En el proceso de capacitación espermática (Austin, 1951; Chang, 1951; 

Yanagimachi, 1994; Barros et al., 1996) ocurren cambios a nivel del flagelo que 

hacen que los espermatozoides se muevan de forma más activa, lo que es 

conocido como hiperactivación (Yanagimachi, 1994; Barros et al., 1996; Töpfer-

Petersen et al., 2000; Petrunkina et al., 2003) y cambios a nivel de las 

membranas plasmática y acrosomal, con la liberación del contenido del acrosoma, 

denominado reacción acrosómica (RA) (Yanagimachi, 1994; Töpfer-Petersen et 

al., 2000 ), donde se activa y libera el sistema proacrosina/ acrosina, que ha sido 

involucrado en la unión y penetración a la zona pelúcida (ZP) del ovocito durante 

la fecundación (Barros et al., 1996; De los Reyes y Barros, 2000). 
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Se ha sugerido que la activación de acrosina se vería inducida por pequeñas 

fracturas a nivel de las membranas acrosomal y/o plasmática y que sería diferente 

en espermatozoides congelados, refrigerados y frescos (Froman et al., 1984; 

Kawakami et al., 1999). Esto, podría ser  un  índice para evaluar el daño celular 

luego de la congelación en los espermatozoides de esta especie (Froman et al., 

1984; Cortés et al., 2006). Un estudio previo ha demostrado además, una 

activación temprana de acrosina, en espermatozoides de perro congelados en 

comparación a los frescos (Cortés et al., 2006). 

 

Considerando que la acrosina es liberada durante la reacción acrosómica y es una 

de las enzimas más abundantes en el acrosoma, en este estudio se plantea 

evaluar la activación de esta enzima durante la capacitación in vitro de los 

espermatozoides de perro que han sido sometidos a congelación, versus los 

espermatozoides frescos, de modo de establecer si existen cambios en la 

activación del sistema proacrosina/acrosina lo cual sería de gran ayuda para 

estudios posteriores. 
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REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

1-Congelación de semen 

 

La criopreservación de espermatozoides, así como la mantención de su capacidad 

fecundante, ha sido descrita como exitosa en varias especies, pero la 

susceptibilidad a las bajas temperaturas varía según la especie (Fastad, 2000; 

Holt, 2000). Se ha evidenciado que los espermatozoides de perro son más 

resistentes al shock térmico que los de verraco (Bouchard et al., 1990), esto 

ocurre debido a que los espermatozoides de perro tienen una relación de ácidos 

grasos saturados y poliinsaturados unidos a los fosfolípidos de membrana, que los 

hace menos susceptibles al shock térmico (De los Reyes, 2004). Sin embargo, 

estudios realizados en espermatozoides de perros han demostrado que éstos 

tienen una limitada viabilidad posterior a la descongelación, lo que se traduce en 

menor fertilidad en comparación con los espermatozoides frescos y refrigerados 

(England, 1993; Pinto et al., 1999; Nizánski, 2006). La reducción de la fertilidad 

en el semen congelado y descongelado es atribuida en gran medida a 

alteraciones en la membrana y su función durante el enfriamiento, congelación y 

descongelación (Park y Graham, 1992; Rota et al., 1999; Watson, 2000; De los 

Reyes, 2004). Es también por estas causas, que se pierde aproximadamente el 

50% de la población inicial de espermatozoides (Stornelli et al., 2005). De esta 

manera, se han obtenido mayores tasas de preñez  al utilizar espermatozoides 

descongelados en inseminación artificial intrauterina y cercano al momento de la 

ovulación (England, 1993 ; Fastad, 2000). 

 

1.1-Cambios por criopreservación 

 

El enfriamiento de los espermatozoides produce cambios morfológicos en la 

membrana plasmática como el reordenamiento de los lípidos de membrana lo que 

afecta las asociaciones entre lípidos y proteínas necesarias para una adecuada 

función (Bouchard et al., 1990; Park y Graham, 1992). También ocurre 

separación lateral de la fase lipídica con las proteínas integrales, lo cual sería sólo 

parcialmente revertido después de la descongelación (Buhr et al., 1994; De los 

Reyes, 2004).  
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Las alteraciones estructurales y funcionales de la membrana plasmática del 

espermatozoide, se producirían a consecuencia del estrés térmico, osmótico y 

tóxico al que se someten los componentes de dicha membrana durante el proceso 

de criopreservación (Watson, 2000; Medeiros et al., 2002) y que son similares a 

las modificaciones de membrana en espermatozoides congelados o refrigerados 

(Rota et al., 1999; Watson, 2000; Thomas et al., 2005). Las bajas temperaturas 

también afectan al citoesqueleto, en el cual se ha observado una 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). 

 

1.2-Diluyentes y crioprotectores de congelación 

 

En la congelación de espermatozoides caninos se requiere de diluyentes como 

soluciones buffer, azúcares y sales (Pinto et al., 1999; Rota et al., 1999) con el 

propósito de proteger a la célula espermática del shock térmico, proveer de 

fuentes de energía y mantener un ambiente adecuado para la sobrevida del 

espermatozoide y su motilidad (Purdy, 2006). Los diluyentes también deben 

contener crioprotectores ya que protegen a la célula de daños causados por el 

enfriamiento (England, 1993; Silva y Verstegen, 1995; De los Reyes, 2004). El 

crioprotector más ampliamente utilizado es el glicerol (Watson, 2000; De los 

Reyes, 2004), que al ser permeable se uniría directamente a los fosfolípidos de la 

membrana e interactuaría con las proteínas y glicoproteínas unidas a la 

membrana. El glicerol regula la deshidratación espermática durante el 

congelamiento al reemplazar osmoticamente el agua intracelular (Park y Graham, 

1992; De los Reyes, 2004), evitando así la formación de cristales de hielo 

intracelular (Medeiros et al., 2002; Purdy, 2006) que es la principal causa de 

muerte celular en la congelación (Graham y Mocé, 2005). La adición y remoción 

del crioprotector también genera un estrés osmótico y tóxico sobre la membrana 

plasmática durante la criopreservación (England, 1993; Watson, 2000). Los 

diluyentes además deben contener sustancias que protejan las células de los 

efectos dañinos de las bajas temperaturas a las que son sometidas, como son la 

yema de huevo o la leche descremada (Iguer-Ouada y Verstegen, 2001; Tsutsui 

et al., 2003). 
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1.3-Evaluación post descongelación 

 

La criopreservación genera diversas alteraciones en los espermatozoides, por lo 

que es importante una evaluación luego del proceso. Los aspectos mayormente 

analizados son la motilidad y viabilidad espermática, y la evaluación del estado 

acrosomal.  

 

Estudios en semen canino criopreservado han determinado que cerca del 45% de 

los espermatozoides presentan diferentes estados de degradación del acrosoma, 

tales como vesiculación y ruptura acrosomal (Ström Holst et al., 1997). También 

se ha utilizado el inhibidor de tripsina del poroto de soya (SBTI), conjugado con el 

fluorocromo alexa fluor, para evaluar la integridad del acrosoma de 

espermatozoides caninos frescos y criopreservados, donde se encontró una 

mayor proporción de espermatozoides teñidos en el semen fresco que en el 

criopreservado, indicativo de daño acrosomal en la muestra de semen congelado 

(Cortes et al., 2006).  

 

En estudios en espermatozoides caninos se ha encontrado que la disminución de 

la motilidad progresiva es más pronunciada durante la primera media hora (Aretio, 

2006) o durante la primera hora de incubación (Becker, 2007), luego de los 

procedimientos de congelación y refrigeración, respectivamente. Este hecho, no 

se ha evidenciado en espermatozoides frescos (Gutiérrez, 2007).  

 

La interacción gamética es la evaluación in vitro más indicada para estimar la 

capacidad fecundante de los espermatozoides caninos que han sido congelados. 

De este modo, se ha demostrado que el daño producto de la congelación y 

descongelación afecta severamente la funcionalidad espermática en relación a su 

capacidad de unión y penetración a la ZP  (De los Reyes, 2004; De los Reyes et 

al., 2009). Recientemente se ha visto que espermatozoides caninos refrigerados 

y/o congelados penetran un mayor porcentaje de ovocitos la primera hora de co-

incubación gamética en comparación a espermatozoides frescos, lo que se ha 

asociado a un menor tiempo de capacitación en estas poblaciones de 

espermatozoides (De los Reyes et al., 2009; Palomino y De los Reyes, 2009).  
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2-Capacitación espermática 

 

El espermatozoide de mamífero eyaculado es móvil pero incapaz de fecundar a un 

ovocito, ya que para lograr su capacidad fecundante, el espermatozoide debe 

experimentar previamente varias secuencias de cambios, algunos conocidos y 

otros aún desconocidos. Entre los primeros está el proceso de capacitación 

espermática donde ocurre la hiperactivación y la RA (Austin, 1951; Chang, 1951; 

Yanagimachi, 1994; Barros et al., 1996). 

 

En forma natural, la capacitación del espermatozoide ocurre en el tracto 

reproductivo de la hembra (Austin, 1951; Yanagimachi, 1994; Rodriguez-

Martinez, 2007). En el caso de la especie canina es en el útero, donde los 

componentes de la superficie espermática son modificados y algunos eliminados 

por secreciones del aparato reproductor femenino, lo que desestabiliza la bicapa 

fosfolipídica y permite la activación acrosomal (Yanagimachi, 1994).Tales 

cambios pueden incluir disminución del colesterol  en la superficie del 

espermatozoide (Visconti et al., 1999), modificación de glicosaminoglicanos, 

cambios iónicos a medida que el espermatozoide avanza por el aparato 

reproductor femenino, entre otros cambios (Yanagimachi, 1994; Rota et al., 

1999; Sirivaidyapong et al., 2000; Töpfer-Petersen et al., 2000; Brewis et al., 

2001). Sólo los espermatozoides que han experimentado el proceso de 

capacitación espermática son capaces de reconocer al ovocito y responder ante 

las señales que éste emite para su posterior fecundación (Töpfer-Petersen, 2000; 

Brewis et al., 2001). 

 

Como parte del proceso de capacitación está la hiperactivación, que consiste en 

un cambio en el patrón de movimiento flagelar, el cual se torna menos progresivo 

pero más vigoroso, de mayor amplitud, con un menor radio de curvatura y mayor 

frecuencia que el que presentan los espermatozoides recién eyaculados 

(Yanagimachi, 1994; Petrunkina et al., 2003; O´Flaherty et al., 2006; De 

Lamirande y O´Flaherty, 2007). Este movimiento le permitiría a los 

espermatozoides desprenderse de las células oviductales y atravesar las cubiertas 

que rodean al ovocito, como las células del cúmulo (Petrunkina et al., 2003).  
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La RA, otro evento clave de la capacitación, consiste en la fusión de la membrana 

plasmática del espermatozoide con la membrana externa del acrosoma, seguida 

por una vesiculación extensa sobre el segmento anterior del acrosoma (Moreno y 

Barros, 1991; Yanagimachi, 1994; Sirivaidyapong et al., 2000; Watson, 2000). 

La fusión y vesiculación del acrosoma da lugar a la liberación de enzimas 

proteolíticas como la acrosina (Barros et al., 1996), la cual ha sido involucrada en 

la unión y  penetración de la ZP (Yanagimachi, 1994). Este proceso ocurre en las 

cercanías o en contacto con las cubiertas ovocitarias.  

 

En espermatozoides caninos se ha podido observar que tanto los que han 

experimentado la RA como los no reaccionados, son capaces de unirse a la ZP de 

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

 

Se ha demostrado que la capacitación del espermatozoide de perro podía 

realizarse in vitro mediante el uso de medios de capacitación como el medio de 

capacitación canino (CCM) (Mahi y Yanagimachi, 1978). En la mayoría de las 

especies de mamífero estudiadas, los medios definidos que permiten la 

capacitación espermática in vitro necesitan de un suplemento de fuente energética 

apropiada como lactato, piruvato, albúmina sérica, calcio y una cantidad mayor de 

bicarbonato que de dióxido de carbono (Mahi y Yanagimachi, 1978; Yamada et 

al.,1992; Harrison et al., 1996). El calcio es necesario no solamente para la RA 

(Barros, 1974), sino también para la expresión de la motilidad hiperactivada del 

espermatozoide (Yanagimachi, 1994). 

 

En ensayos con clortetraciclina (CTC) y evaluaciones de los patrones de 

movimiento espermático, se ha descrito  que los cambios observados en la 

capacitación de espermatozoides de perro podrían ser acelerados y adelantados 

por los procesos de  refrigeración y congelación (Rota et al., 1999).  

                                      

3-Acrosina 

 

La acrosina corresponde a una enzima que ha sido demostrada en 

espermatozoides de diferentes especies mamíferas (Barros et al., 1996; De los 

Reyes y Barros, 2000). Es una serino proteasa con una especificidad del tipo 
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tripsina; sin embargo, cuando se le compara con el resto de las serino proteasas, 

presenta características estructurales diferentes, lo que podría estar relacionado 

con su función en la fecundación (Hedrick et al., 1988). Esta enzima se almacena 

en el compartimento acrosomal del espermatozoide intacto en su forma zimógena, 

proacrosina (De los Reyes y Barros, 2000; Toshimori, 2000). La proacrosina 

autocataliza su propia conversión a la forma activa, acrosina, durante la reacción 

acrosómica (Baba et al., 1989). Esta conversión estaría dada específicamente por 

los carbohidratos presentes en la zona pelúcida (ZP), que es la cubierta ovocitaria 

que sería el sustrato natural de la acrosina (Barros et al., 1993). Se ha 

demostrado que el sistema proacrosina/acrosina estaría involucrado en la 

dispersión de la matriz acrosomal y en la unión y penetración a través de la ZP 

(Barros et al., 1996). Este se encontraría presente sobre la membrana interna del 

acrosoma manteniendo unido al espermatozoide a la ZP (Howes y Jones, 2002; 

Gaboriau et al., 2007). 

 

La activación de proacrosina porcina in vitro implica un corte entre Arg23 y Val24 

en la región amino terminal, teniendo como resultado una molécula de dos 

cadenas. La nueva formación del fragmento de 23 aminoácidos (cadena liviana) 

queda unida por puentes disulfuros al resto de la molécula (cadena pesada). Esta 

forma de 49 kDa es enzimáticamente activa y representa la  α-acrosina. El 

segundo y tercer corte ocurren en la región carboxilo terminal entre Lys363 y 

Arg367 y entre Arg322 y Pro323, respectivamente. Estos cortes llevan a una 

pérdida secuencial de 18 y de 43 fragmentos residuales (Baba et al., 1989; 

Moreno y Barros, 2000). Estos últimos procesamientos tienen como resultado la 

formación de una forma enzimáticamente activa de 36 kDa denominada  β-

acrosina (Schleuning et al., 1976; Topfer-Petersen y Cechova , 1990; Cortés et 

al., 2006). 

 

Se ha demostrado que el sistema proacrosina/acrosina presente sobre la 

membrana interna del acrosoma del espermatozoide mamífero, mantendría unido 

al espermatozoide reaccionado sobre la ZP, evidencia que apoya que tanto la 

proacrosina  y la α-acrosina como la β-acrosina, tienen una fuerte capacidad de 

unión a la ZP (Jones, 1991). Además, se ha reportado que la acrosina está 
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implicada en el desarrollo de la fusionabilidad de la membrana plasmática del 

espermatozoide (Barros et al., 1993). 

 

La acrosina  ha sido inmunolocalizada en espermatozoides de diversas especies, 

como cobayo, humanos, hámster, (Barros et al., 1996) conejo (Valdivia et al., 

1999) bovinos (De los Reyes y Barros, 2000), mediante anticuerpos mono y 

policlonales.  En perros, se ha podido detectar esta enzima en espermatozoides 

no capacitados, mediante inmunofluorescencia indirecta (Cortés et al., 2006) y en 

espermatozoides congelados (Aretio, 2006), refrigerados (Becker, 2007) y 

frescos (Gutierrez, 2007), incubados para capacitación por diferentes tiempos. 

 

Al producirse un daño en el acrosoma, por un trastorno celular como el provocado 

por el frío, podría generarse la activación de la acrosina y su dispersión junto a la 

matriz acrosomal, por lo tanto, la medición de esta enzima podría considerarse 

una buena medición de este daño (Harrison y Fléchon, 1980; Kawakami et al., 

1999; Cortés et al., 2006).  

 

El estudio de los cambios ocurridos en los espermatozoides caninos y del sistema 

proacrosina/acrosina durante la capacitación espermática luego de la congelación 

y descongelación, aportará valiosa información al mejoramiento de las técnicas de 

manejo espermático in vitro  y criopreservación en esta especie.  
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HIPÓTESIS 

 

La reactividad del sistema proacrosina/ acrosina durante el proceso de reacción 

acrosómica, se verá adelantado en el tiempo en los espermatozoides caninos que 

han sido congelados y descongelados versus aquellos espermatozoides frescos 

(controles) al ser analizados mediante Western Blot. 

 

OBJETIVO PRINCIPAL 

 

Evaluar el sistema Proacrosina/Acrosina mediante Western Blot en 

espermatozoides congelados de perro durante la capacitación in vitro. 

 
 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Comparar la presencia del sistema Proacrosina/Acrosina en relación  al 

tiempo de capacitación a que se someterán los espermatozoides caninos. 

 

 Evaluar mediante el patrón de bandeo de Western Blot, el efecto de la 

congelación y descongelación en la liberación del sistema 

Proacrosina/Aacrosina.  

 

 Determinar tiempos de capacitación espermática adecuados para 

espermatozoides congelados y descongelados de perro, que eviten la 

pérdida prematura de acrosina. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

 

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

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile y en el 

Laboratorio de Reproducción de la Facultad de Ciencias Biológicas de la Pontificia 

Universidad Católica de Chile. 

 

1. Obtención y evaluación  de semen 

 

Se utilizaron 6 eyaculados de 3 perros adultos clínicamente sanos, negativos 

serológicamente a Brucella canis y con parámetros seminales normales para la 

especie. Los eyaculados fueron obtenidos mediante estimulación digital del pene, 

utilizando la segunda fracción (espermática) que fue recolectada en una copa 

graduada. 

 

Cada eyaculado se evaluó de acuerdo a: volumen seminal directamente de la 

copa recolectora, motilidad progresiva en forma subjetiva, mediante un 

microscopio de contraste de fases, donde se trabajó con eyaculados con motilidad 

progresiva de 70% o superior. Además se evaluó la concentración espermática, a 

través de recuento en cámara de Neubauer de acuerdo a las técnicas 

establecidas en el laboratorio. 

 

2. Congelación  y descongelación del semen 

 

La segunda fracción espermática de cada eyaculado fue  diluido en buffer TRIS 

(Trishidroxiaminometano; pH 7,0; Cat. 8382XO11, Merck, Germany), en una 

relación 1:2 (semen: TRIS) (Rota et al., 1999) y luego fue centrifugado a 700 x g 

durante 5 minutos. El pellet de espermatozoides obtenidos  para congelación se 

resuspendió en el diluyente de congelación, el que se preparó en base a TRIS, 

ácido cítrico (Cat. C-0759, Sigma, St. Louis, Mo, USA), fructosa (Cat. F-0127, 

Sigma, St. Louis, Mo, USA), penicilina (Cat. P-3032, Sigma, St. Louis, Mo, USA), 

estreptomicina (Cat. S-9137, Sigma, St. Louis, Mo, USA) y 20 % de yema de 

huevo (Tabla Nº 1) (De los Reyes et al., 2006). Esta dilución fue en cantidad  

suficiente para obtener una concentración final de 200 millones de 
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espermatozoides por mililitro. Luego las muestras se enfriaron a 4ºC por una hora, 

posteriormente se  adicionó 5% de glicerol, para luego ser envasadas en pajuelas 

francesas de 0,25 mL, las que  se sometieron a vapor de nitrógeno líquido  por 9 

minutos para luego  sumergirlas  directamente en nitrógeno líquido a -196°C. Las 

pajuelas se mantuvieron en el estanque de nitrógeno líquido hasta su 

descongelación, la que se realizó  en agua a 60º C durante 8 segundos. 

 

Tabla 1. Composición del diluyente de congelación para semen de perro.    

   

TRIS 19,811 mM 

Àcido Cítrico   6.662 mM 

Fructosa   4.44   mM 

Penicilina-G sódica   886 UI/mL 

Estreptomicina   1 mg/mL   

Yema de Huevo 20% v/v 

Glicerol 5% v/v 

 

3. Capacitación espermática 

 

Las muestras descongeladas  fueron lavadas por centrifugación a 50 x g  por 15 

minutos  y las muestras frescas a 700 x g por 5 minutos en buffer TRIS en relación 

1:2. El pellet obtenido fue resuspendido en medio Fert-Talp (pH: 7,2) para obtener 

una concentración de 200 millones de espermatozoides por mililitro (muestras 

frescas y congeladas), las que se  incubaron  separadamente  por 0, 30, 60 y 90 

minutos a temperatura ambiente (21°C) para capacitación. 

 

4. Extracción de proteínas 

 

Luego de cada período  para inducir capacitación, cada muestra se centrifugó a 50 

x g por 20 minutos y el pellet se resuspendió en un buffer A, en base a: Triton X-

100 1% (Cat. 64K0070, Sigma, St. Louis, Mo, USA), NaCl 1M (Cat. K-36586304, 

Merck, Darmstadt, Germany), EDTA 1 mM (Cat. ED25C, Sigma, St. Louis, Mo, 

USA), PMSF (fenil metil sulfonil fluoruro) (Cat. P7626, Sigma, St. Louis, Mo, USA) 

10 µg/mL, Tris-HCl 20 Mm  pH :7.0,  en proporción 1:1 dejándose a 4ºC durante 
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toda la noche (Cortés et al., 2006). Al día siguiente se centrifugaron las muestras 

por 10 minutos a 7000 x g. El sobrenadante  fue rescatado y se mantuvo  a -20º C 

hasta su utilización. 

 

5. Medición de concentración de proteínas 

 

A cada extracto espermático se le realizó la cuantificación de su concentración de 

proteínas mediante el método de Bradford, donde previamente se realizó una 

curva de calibración con albúmina sérica bovina (BSA). De cada extracto se 

tomaron tres alícuotas, donde en cada tubo se pusieron 10 µL del extracto, 90 µL 

de agua destilada y 900 µL de reactivo Bradford. Luego se dejó por 10 minutos en 

oscuridad y posteriormente se vaciaron para medir mediante espectrofotómetro la 

absorbancia de luz visible a una longitud de onda de 595 nm. Una vez obtenido 

los valores de absorbancia, se colocaron en la ecuación de la recta obtenida al 

calibrar la curva lo que permitió conocer la cantidad de proteína presente en los 

extractos (Bradford, 1976).  

 

6. Precipitación de proteínas y electroforesis 

 

Para concentrar las proteínas presentes en los extractos espermáticos de cada 

muestra se tomó un volumen que tuviera 100 µg de proteína, a este volumen se le 

agregó TCA (ácido tricloro acético. Cat.T9159, Sigma, St. Louis, Mo, USA) a una 

concentración del 10%, luego de una hora a 4º C se centrifugó por 15 minutos a 

16.000 x g  y al pellet obtenido se le agregó 300 µL de acetona, manteniéndolo 

por 10 minutos, luego se centrifugó nuevamente a 16.000 x g durante 5 minutos  

más ,para retirar el sobrenadante y el pellet resuspenderlo en  36 µL  de buffer de 

carga 4 % compuesto en base a: Tris-HCl 0.125 M pH 6.8, SDS 4% (Cat. L4509, 

Sigma, St. Louis, Mo, USA), mercaptoetanol 10% (Cat. M7154, Sigma, St. Louis, 

Mo, USA), glicerol 20% (Cat. 33224, Sigma, St. Louis, Mo, USA), azul de 

bromofenol 0.05% (Cat. B8026, Sigma, St. Louis, Mo, USA). 

 

La electroforesis se realizó de acuerdo al método de Laemmli (1970) en geles de 

poliacrilamida al 5% (gel concentrador) y 15% (gel separador). Las muestras 

fueron colocadas en cada uno de los bolsillos presentes en el gel además del 
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marcador estándar, en un volumen total por bolsillo de 36 µL. La corrida del gel se 

realizó a un voltaje de 100 volt, a un amperaje de 60 mA y a temperatura 

ambiente, todo esto se realizó con una  solución de corrida 1% (Trizma base 25 

mM (Cat. 25,285-9, Sigma, St. Louis, Mo, USA), glicina 250 mM (Cat. 084K0223, 

Sigma, St. Louis, Mo, USA), SDS 0,1 % (Cat. L4509, Sigma, St. Louis, Mo, USA) y 

900 mL de agua destilada). Una vez terminada la electroforesis el  gel se utilizó 

para realizar el western blot. 

 

7. Western Blot 

 

Método de Transferencia: 

 

La transferencia se realizó según lo descrito por Towbin et al., (1979). Se 

colocaron hojas de papel filtro y un trozo de membrana de nitrocelulosa en un 

recipiente con la solución de transferencia (TRIS 25 mM, glicina 192 mM, metanol 

20% (Cat. M1770, Sigma, St. Louis, Mo, USA) y SDS 0,04%  pH: 8,3). Sobre el 

papel filtro se colocó la membrana de nitrocelulosa y sobre esta el gel. Sobre el 

gel se puso otro set de papel filtro y éste  “sándwich” fue colocado en la cámara de 

transferencia. La transferencia de las proteínas desde el gel al papel de 

nitrocelulosa se realizó a un voltaje de 200 volt y a 350 mA durante una hora. 

 

Bloqueo de la membrana: 

 

 Este bloqueo se realizó en solución PBS más 2% de BSA por al menos una hora 

a temperatura ambiente (21°C) con agitación constante. 

 

Anticuerpos: 

 

Una vez bloqueada la membrana de nitrocelulosa, se adicionó el anticuerpo 

primario C5F10 (anticuerpo de ratón anti-acrosina humana; Cat. AMC-ACRO-

C5F10-AS, Biosonda, Santiago, Chile) preparado a una dilución 1:1000  con PBS 

con 2% de BSA (Buffer Fosfato Salino con Albúmina Sérica Bovina; Cat. A-2153, 

Sigma, St. Louis, MO, USA), el que se dejó en  incubación durante toda la noche a  

4º C y con agitación constante. Luego se realizaron tres lavados de 10 minutos 
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cada uno con PBS-Tween 0,1 % (Cat. P9416, Sigma, St. Louis, MO, USA). 

Posteriormente, se realizó la incubación con un segundo anticuerpo (anticuerpo de 

conejo anti-ratón) a una dilución de 1:5000 con 1%PBS a pH: 7,3 durante una 

hora a temperatura ambiente con agitación constante. Luego se realizaron tres 

lavados de 10 minutos cada uno con PBS-Tween 0,1%. 

 

Método de detección: 

 

Se utilizó como método de detección la fosfatasa alcalina (anticuerpo secundario 

conjugado con fosfatasa alcalina). Para esto fue preparada una mezcla de 

reacción en base a: bifosfato bromocloro indolil (BCIP) 150 pg/mL (Cat. B0274, 

Sigma, St. Louis, Mo, USA), nitrobluetetrazolium (NBT) 300 pg/mL (Cat. N6639, 

Sigma, St. Louis, Mo, USA) y Tris-NaCl 0,1 M, pH 9,5. Se colocó la membrana con 

la mezcla de reacción y se dejó con agitación constante hasta que las bandas 

fueran visibles. La reacción fue detenida con agua corriente para evitar que la 

membrana se manchara.   

 

Durante la electroforesis se utilizó un marcador estándar (Trichromranger (tm) 

Prestained  Protein Molecular Weight Marker Mix; Cat. P8748, Sigma, St. Louis, 

Mo, USA), correspondiente a proteínas de peso molecular conocido junto a las 

proteínas en estudio (proacrosina,  y β acrosina).  

 

Se realizaron 6 réplicas experimentales de las cuales 3 se utilizaron para semen 

fresco (control) y 3 para semen congelado provenientes de los mismos perros. La   

diferente intensidad de las bandas de western blot, indicativas de la reactividad del 

anticuerpo con proacrosina y las subunidades de la enzima activa (α y β acrosina) 

fueron evaluados a través de la cuantificación de la densidad óptica de cada 

banda a través de densitometría, mediante el uso del programa computacional 

Photoshop 8.0.  

 

8. Análisis estadístico 

 

Para determinar si existen diferencias entre los promedios de los valores de 

densidad óptica para cada tipo de espermatozoide (fresco y congelado) y entre los 
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diferentes tiempos de capacitación se utilizó un Análisis de Varianza. Las  

diferencias se evaluaron a través de la prueba de Tukey. Todos los análisis se 

desarrollaron con el programa InfoStat (Universidad de Cordova, Argentina), y se 

utilizó un nivel de significancia de p ≤ 0,05. 

 

Se utilizó el siguiente modelo: 

 

yijkl  = μ  +  Ti  + Pj  + TixPj +  eijkl 

 

  

Donde: 

yijkl  =  Variable experimental (bandas de pro,  y β acrosina) 

μ  =  Media poblacional. 

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

Pj  =  Efecto fijo de la j-ésimo período de mantención (j= 1,…, 4: tiempos de 

capacitación). 

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

eijkl   =  Error experimental. 
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RESULTADOS  

 

Detección de proacrosina y acrosina activa ( y β) mediante western blot en 

espermatozoides de perro frescos y espermatozoides caninos sometidos a 

congelación. 

 

En la figura Nº1 se muestran las bandas de western blots obtenidas de los 

espermatozoides frescos (Figura Nº1- A) y congelados (Figura Nº1-B), que fueron 

sometidos a tiempos de capacitación de 0, 30, 60 y 90 minutos. La densidad 

óptica de las bandas se muestra  en las figuras Nº 2 y Nº 3. El anticuerpo 

antiacrosina humana C5F10 reconoció tres bandas, correspondientes a las tres 

formas de acrosina (pro,  y β acrosina). Se encontró una banda de 

aproximadamente 40 KDa correspondiente a proacrosina y dos bandas de menor 

peso molecular correspondiente a -acrosina de 32 KDa y β-acrosina de 27 KD.  

  

 

 

Figura Nº1. Western blots de extractos frescos (A) de espermatozoides de perro, y 

congelados (B). Las bandas de proacrosina (40 kDa), -acrosina (32 kDa) y β-

acrosina (27 kDa), se detectaron a través del anticuerpo monoclonal antiacrosina 

humana C5F10.  SPM corresponde a los estándares de peso molecular. 
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Figura Nº2. Densidad óptica (pixeles) promedio obtenida de western blots para 

proacrosina,  y β acrosina,  detectadas en muestras de espermatozoides de 

perro frescos sometidos a diferentes tiempos de capacitación in vitro. 
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Figura Nº3. Densidad óptica (pixeles) promedio obtenida  de western blots para 

proacrosina,  y β acrosina, detectadas en muestras de espermatozoides de perro 

congelados sometidos a diferentes tiempos de capacitación in vitro. 

 

 

Al analizar los resultados obtenidos en proacrosina,  se observó que no existieron 

diferencias significativas en los niveles de densidad óptica de esta proteína entre 

los distintos tiempos de capacitación de las muestras frescas (Figura Nº4). Sin 

embargo, en las muestras provenientes de espermatozoides congelados, se 
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encontró mayor densidad óptica en la detección de proacrosina (p≤ 0,05) a los 30 

minutos de capacitación.  

 

Al comparar proacrosina entre las muestras frescas y congeladas en cada uno de 

los tiempos de capacitación, se encontraron diferencias significativas (p≤ 0,05) a 

los 0, 60 y 90 minutos, en donde se pudo observar mayores densidades ópticas 

para esta proteína, en las muestras frescas en relación a las congeladas (Figura 

Nº4). 
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Figura Nº4. Densidades ópticas (pixeles) de las bandas de proacrosina obtenidas 

por western blots de espermatozoides de perro frescos y congelados, durante 

diferentes tiempos de capacitación in vitro. Para cada tipo de espermatozoide, las 

letras distintas indican diferencias significativa (p≤0,05) entre tiempos de 

capacitación y (*) indica diferencias significativas entre tratamientos, para cada 

tiempo de capacitación in vitro (p<0,05). 

 

En relación a -acrosina, no se encontraron diferencias significativas entre los 

distintos tiempos de capacitación en las muestras frescas. Sin embargo, en las 

muestras congeladas hubo una disminución significativa a partir de los 30 minutos 

de capacitación. Al analizar entre cada tipo de muestra (congelada o fresca) en 
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cada tiempo de capacitación, se encontraron diferencias (P< 0,05) a los 0 y 30 

minutos, siendo mayor la presencia de -acrosina en las muestras congeladas. A 

los 60 y 90 minutos de capacitación no se observaron diferencias significativas 

entre tratamientos (P> 0,05) (Figura Nº 5).  

 

 

Figura Nº 5. Densidades ópticas (pixeles) de las bandas de -acrosina obtenidas 

por western blots de espermatozoides de perro frescos y congelados, durante 

diferentes tiempos de capacitación in vitro. Para cada tipo de espermatozoide, las 

letras distintas indican diferencias significativa (p≤0,05) entre tiempos de 

capacitación y (*) indica diferencias significativas entre tratamientos, para cada 

tiempo de capacitación in vitro (p<0,05).  

 

 

Los resultados obtenidos en β-acrosina mostraron que su detección aumentó de 

manera significativa (P<0,05) en los extractos provenientes de espermatozoides 

frescos, luego de 30 minutos de capacitación in vitro, manteniéndose alto  durante 

los restantes tiempos de capacitación. En el caso de las muestras congeladas por 

el contrario, se observó una disminución (P < 0,05) en los niveles de densidad 
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óptica a los 90 minutos de capacitación. Al comparar, durante los diferentes 

tiempos de capacitación, la densidad óptica de β-acrosina, se encontraron 

diferencias significativas (P< 0,05) en todos los tiempos (Figura Nº6) siendo mayor 

en las muestras congeladas (Figura Nº 6). 
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Figura Nº 6. Densidades ópticas (pixeles) de las bandas de β-acrosina obtenidas 

por western blots de espermatozoides de perro frescos y congelados, durante 

diferentes tiempos de capacitación in vitro. Para cada tipo de espermatozoide, las 

letras distintas indican diferencias significativa (p≤0,05) entre tiempos de 

capacitación;  (*) indica diferencias significativas entre tratamientos, para cada 

tiempo de capacitación in vitro (p<0,05). 
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DISCUSIÓN 

 

Durante la RA se desencadenan procesos en el cual proacrosina es convertida en 

sus formas activas ( y β), por lo tanto, la presencia de pro,  y β  acrosina fue 

estudiada en este trabajo a través de western blot. 

 

El sistema proacrosina/acrosina se ha detectado en espermatozoides de perro sin 

capacitar, tanto en estado fresco como congelados. Sin embargo, β-acrosina sólo 

se encontró en espermatozoides congelados (Cortés et al., 2006). Por el 

contrario, en el presente trabajo el análisis mediante western blot mostró que el 

anticuerpo monoclonal antiacrosina humana C5F10, reconoció bandas de 40, 32 y 

27 kDa  en muestras frescas y congeladas, correspondientes a proacrosina, -

acrosina y β-acrosina, respectivamente. La detección de estas enzimas en ambos 

tipos de muestra, podría explicarse por los tiempos de capacitación (30,60 y 90 

minutos) a los que se sometió cada muestra (frescas y congeladas) ya que al ser 

espermatozoides capacitados estos experimentan la RA y por lo tanto proacrosina 

se autoactivaría a -acrosina y posteriormente a  β-acrosina (Toepfer-Petersen y 

Cechoval., 1990; Trater et al., 2000), en el caso del tiempo 0 de capacitación la 

presencia de  y β  acrosina podría estar explicada por una “falsa” reacción 

acrosómica producto de la muerte de espermatozoides (Mahi y Yanagimachi, 

1978; Yanagimachi, 1994). 

 

En relación a las bandas de proacrosina, sólo se encontró diferencia a los 30 

minutos de capacitación en las muestras congeladas al comparar con los otros 

tiempos de capacitación, sin embargo, se pudo observar mayor densidad óptica 

en las muestras frescas al compararlas con las congeladas, lo que podría indicar 

que proacrosina se pudo haber activado durante el procesamiento de congelación 

/descongelación. Estudios que han empleado técnicas bioquímicas, han 

presentado pruebas de que la criopreservación causa alteraciones en los 

espermatozoides como daños estructurales del acrosoma o alteraciones similares 

a una prematura capacitación (Nishizono et al., 2004; Palomino y De los 

Reyes, 2009), o al menos exocitosis acrosomal, lo que explica la reducción de la 

fertilidad (Watson, 2000; Peña et al., 2004). La proporción de espermatozoides 
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con reacción acrosomal o acrosoma anormal  son más frecuentes de observar en 

los espermatozoides congelados y descongelados en comparación a los frescos 

(Palomino y De los Reyes, 2009), lo que podría implicar activación y liberación 

prematura  del sistema proacrosina/acrosina.  

 

Se ha observado que luego de ocurrida la RA, proacrosina es convertida a -

acrosina que permanece unida al acrosoma y corresponde a una forma intermedia 

e inestable de la molécula. Luego -acrosina se convierte en β -acrosina que se 

libera al medio extracelular (Baba et al., 1989b) correspondiendo a una forma 

más estable.  

 

Al analizar el comportamiento de la reactividad de la β -acrosina entre ambos tipos 

de espermatozoides se pudo observar en las muestras frescas una menor 

reactividad con el anticuerpo antes de la capacitación, la que aumentó  con el 

tiempo, lo cual puede estar explicado por el proceso de capacitación donde 

proacrosina y -acrosina  se han activado a β -acrosina. Sin embargo, en las 

muestras congeladas se encontró con una mayor proporción de β-acrosina a 

tiempos tempranos de capacitación y que decreció al final de la capacitación, lo 

que podría estar relacionado a los cambios que experimentarían los 

espermatozoides durante el proceso de criopreservación, que según diversos 

estudios serían algo similares a los ocurridos durante la capacitación espermática, 

donde se produciría desestabilización de sus membranas plasmática y acrosomal, 

generando el mayor influjo de calcio a la célula, lo cual está asociado a la 

capacitación espermática y RA (Petrunkina et al., 2003; Sirivaidyapong et al., 

2000; Töpfer-Petersen et al., 2000; Brewis et al., 2001; Bavister, 2002; Córtes 

et al., 2006).  

 

En estudios realizados en espermatozoides de perro sometidos a congelación a 

través de inmunofluorescencia indirecta, se ha demostrado que la mayor cantidad 

de acrosina se libera en los primeros tiempos de capacitación espermática, lo que 

podría estar asociado a una prematura activación de esta enzima (Aretio, 2006). 

Además, a través de western blots y ensayos de actividad enzimática, se 

encontró que el semen de perro sin capacitación congelado/descongelado 
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presenta una mayor proporción de acrosina activa que el semen fresco (Cortés et 

al., 2006), lo que coincide con lo encontrado  en este estudio, dada la mayor 

reactividad de la enzima activa, tanto  y β acrosina en los espermatozoides 

congelados/descongelados respecto a los espermatozoides frescos, al inicio de 

los períodos de capacitación. Estudios en curso, han demostrado que en  

espermatozoides refrigerados caninos, las formas activas de la enzima ( y β 

acrosina), se encuentran en mayor cantidad respecto a los espermatozoides 

frescos a partir de las 2 horas de capacitación, lo cual, de manera similar a lo 

encontrado en este trabajo, podría indicar una prematura activación de esta 

enzima. 

 

 De acuerdo a otros trabajos, la congelación y descongelación de 

espermatozoides no reducirían mucho más el porcentaje de proacrosina  por 

debajo del nivel inducido solo por el enfriamiento, pero el total de la actividad de 

acrosina si se redujo (Froman et al., 1984), lo cual indicaría que la congelación y 

descongelación afecta la actividad enzimática. 

 

Espermatozoides de perro congelados, presentarían mayores tasas de 

penetración a la ZP durante la primera hora de coincubación gamética en 

comparación con los frescos (De los Reyes et al., 2009; Palomino y De los 

Reyes, 2009), lo que podría estar relacionado a la activación más precoz de 

proacrosina, observada en este trabajo, como asimismo mayor disminución en el 

tiempo de la capacidad fecundante de estos gametos.  

 

En conclusión, estos resultados indican que proacrosina es activada en  y β 

acrosina prematuramente en espermatozoides caninos congelados y 

descongelados, lo que explicaría en parte, la reducción en la capacidad fértil a 

través del tiempo, que se ha observado en estudios de interacción gamética con 

espermatozoides criopreservados de perro. Por lo tanto, se podría sugerir que los 

protocolos in vitro, reduzcan los tiempos de capacitación espermática, de manera 

que el espermatozoide no pierda su capacidad fecundante antes de que se 

encuentre con el ovocito. 
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CONCLUSIONES 

 

- En extractos de espermatozoides frescos y congelados de perro, es posible 

detectar mediante western blot bandas de 40, 32 y 27 KDa  correspondientes a 

pro, alfa y beta acrosina respectivamente. 

 

-Las formas activas,  y β acrosina, se detectan con mayor intensidad en los 

espermatozoides congelados al inicio del período de capacitación, lo cual podría 

indicar una prematura activación del sistema proacrosina/acrosina, en estos 

espermatozoides.  

 

-En espermatozoides frescos la activación del sistema proacrosina/acrosina 

ocurre en forma más tardía que la observada en los espermatozoides 

congelados/descongelados, debido probablemente a una mayor integridad de sus 

membranas, al no haber sido sometidos a “shock” térmico. 
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