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RESUMEN

La inseminacion artificial con espermatozoides refrigerados es empleada en varias
especies animales incluidos los perros, sin embargo, aunque en menor grado que la
congelacion, la refrigeracion tiene efectos detrimentales sobre el espermatozoide pudiendo
afectar procesos como la capacitacion espermatica y reaccion acrosdmica, donde se libera
el sistema enzimatico proacrosina/acrosina. El objetivo de este trabajo fue evaluar
mediante Western Blot en espermatozoides de perro sometidos a refrigeracion, la
reactividad del sistema proacrosina/acrosina durante diferentes tiempos de capacitacion in

vitro.

Se utilizaron 7 eyaculados de 3 perros adultos. En cada muestra se evalud la
concentracion espermatica y la motilidad progresiva. Los espermatozoides de cada
eyaculado fueron procesados como muestras frescas y refrigeradas. Los espermatozoides
frescos fueron resuspendidos en medio Fert Talp en cantidad suficiente para lograr una
concentracién de 5 x 10° espermatozoides/mL y los que se refrigeraron, se resuspendieron
en diluyente en base a TRIS en proporcién 2:1 (TRIS-semen), yema de huevo, acido
citrico, fructosa y antibidticos, en cantidad suficiente para lograr una concentracion de 200
x 10° espermatozoides/mL, manteniéndolos a 4 ©C por 24 horas. Tanto los
espermatozoides frescos (control) como los refrigerados/entibiados, se incubaron en
medio de cultivo Fert Talp por periodos de 0 a 3 h para inducir la capacitacion
espermatica. Posterior a cada tiempo de incubacion los espermatozoides fueron sometidos
a extraccion proteica, las que fueron separadas utilizando electroforesis. Luego, a través
de Western Blot, las proteinas en estudio se incubaron con el anticuerpo monoclonal
antiacrosina humana C5F10, en donde se observaron bandas correspondientes a
proacrosina y las formas activas a-acrosina y B-acrosina en cada tiempo de capacitacion
espermatica en los espermatozoides caninos frescos y en los refrigerados. La densidad
optica de las bandas se analizd6 mediante andlisis de varianza y posterior prueba de Tukey.

Los resultados en espermatozoides frescos mostraron que tanto proacrosina como
la forma activa a-acrosina no cambiaron en forma significativa durante los diferentes

tiempos de incubacion, sin embargo, B-acrosina presentd una mayor actividad a partir de



la 2 h de incubacion (p < 0,05). En espermatozoides refrigerados, la reactividad con el
anticuerpo, de proacrosina como tampoco las de sus formas activas o y B, mostrd
diferencias significativas durante los diferentes periodos. Sin embargo, al comparar la
reactividad presentada por proacrosina, o y B-acrosina entre espermatozoides frescos y
aquellos sometidos a refrigeracion, proacrosina no presentd diferencias significativas entre
ambos tratamientos. Se obtuvieron valores mayores (p < 0,05) de densidad dptica de a-
acrosina en espermatozoides refrigerados, a partir de las 3 horas de incubacién. En
relacion a B-acrosina, se pudo observar una mayor reactividad de esta molécula con el
anticuerpo al inicio del periodo de capacitacion, en espermatozoides refrigerados en
comparacion a los frescos. A partir de la segunda hora de capacitacion /n vitro, no se
observaron diferencias significativas en la deteccidn de B- acrosina entre estos tipos de

espermatozoides.

En conclusion, los espermatozoides caninos refrigerados, presentaron una
activacién mas temprana de proacrosina hacia su forma activa B-acrosina, en comparacion
con los espermatozoides caninos frescos, durante la incubacién para capacitacion a que

fueron sometidos.
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ABSTRACT

Artificial insemination with chilled spermatozoa is used in several animal species,
including canines. Although, in a minor degree than freezing, this technique has
detrimental effects upon spermatozoon affecting sperm capacitation and acrosomal
reaction, where proacrosin/acrosin system are involved. The aim of this work was to
study by Western Blotting, the activation of proacrosin/acrosin system of chilled dog
sperm during different periods of /n vitro capacitation.

Seven ejaculates were used from 3 adult dogs. Each sample was evaluated
according sperm concentration and progressive motility. Each ejaculate was processed as
fresh and chilled samples. After centrifugation, fresh spermatozoa were resuspended in
Fert Talp medium to a final concentration of 5 x 10° sperm / mL. Chilled samples were re-
suspended in a TRIS, egg yolk, citric acid, fructose and antibiotics extender to a final
concentration of 200 x 10° sperm/mL, then were maintained at 4° C for 24 h. Fresh and
chilled spermatozoa were incubated in Fert Talp medium for periods from 0 to 3 h, for
capacitation. After each time, the spermatozoa were subjected to protein extraction and
Western Blots analysis using the monoclonal antibody C5F10 against human acrosin. The

optical densities of the different reactive bands were evaluated by ANOVA and Tukey test.

The results obtained with fresh spermatozoa showed that both proacrosin and the
active form a-acrosin, did not change significantly during the different incubation times.
However, B-acrosin presented an increasing reactivity from the second h of incubation
(p<0,05). Using chilled spermatozoa, the reactivity of proacrosin as well as active forms o

and B-acrosin, did not show significant differences during different periods.

However, when the reactivity of pro, o, and B-acrosin were compared betwen fresh
and chilled spermatozoa, proacrosin did not show significantly differences. High optical
density was observed in a-acrosin when chilled samples were examinated which was only
3 hours after incubation. With respect to B-acrosin, a significantly high reactivity in chilled
spermatozoa, at the beginning of incubation was observed. After two hours of incubation

differences in B-acrosin were not observed between fresh and chilled dog sperm.
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In conclusion, chilled dog sperm had an early activation of proacrosin to its active
form B-acrosin, compared with that in fresh samples during sperm incubation under
capacitation conditions.
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INTRODUCCION

En los dltimos afios, la investigacion en el area de la reproduccién canina ha
experimentado un incremento debido al papel cada vez mas importante que juega el perro
dentro de la sociedad. Por esta razdn, existe interés por estudiar y profundizar algunas
biotecnologias reproductivas en esta especie dentro de las cuales estan la criopreservacion
de espermatozoides e inseminacion artificial. Sin embargo, tecnologias reproductivas mas
avanzadas como fecundacion /n vitro, maduracion de ovocitos, produccion in vitro de
embriones y transferencia de embriones se encuentran aiun en el ambito de la

investigacion en esta especie (England, 1993; De los Reyes, 2004).

La criopreservacion permite mantener la viabilidad de ciertas células, como los
espermatozoides, por periodos largos de tiempo en el caso de la congelacidn, o cortos en
el caso del semen refrigerado, posibilitando su utilizacién con un mayor margen de tiempo
a diferencia del semen fresco. La refrigeracion de semen permite tener un margen mayor
de tiempo para su utilizacion, en comparacion al semen fresco, una mayor viabilidad
posterior a su preservacion y un mayor porcentaje de prefieces logradas comparado con el
semen congelado-descongelado (Bouchard et al., 1990, Linde-Forsberg, 1995; Pinto et al.,
1999; Rota et al., 1999; Iguer-ouada y Vestergen, 2001). No obstante, aunque en menor
grado que la congelacién, la refrigeracion causa alteraciones en las estructuras del
espermatozoide, lo que se traduciria en una disminucion de su capacidad fecundante
(Rota et al., 1999; Watson, 2000; Manosalva et al., 2005; Cortés et a/., 2006). Estudios en
caninos, han descrito el efecto de la refrigeracion sobre la motilidad, viabilidad e
integridad del acrosoma, indicando una disminucidn significativa en espermatozoides
refrigerados en comparacion con espermatozoides frescos (Manosalva et al., 2005), lo que

alteraria su capacidad fecundante.

Se ha sugerido que las alteraciones que sufriria el espermatozoide durante el
proceso de enfriamiento y congelacion, podrian ser similares a los cambios que ocurren
durante la capacitacién espermatica, debido en gran parte a la alteracion de la membrana
plasmatica lo que induciria incrementos en el calcio intracelular (Rota et al, 1999;
Sirivaidyapong et a/., 2000; Watson, 2000). Este aumento de calcio dentro de la célula es



necesario para que ocurra la reaccion acrosomica (RA) (Feng et al, 2007) y para la
expresion de la motilidad hiperactivada del espermatozoide (Marin et al,, 2003).

La interaccién de los gametos y la posterior fecundacion dependen del proceso de
capacitacion y RA que deben experimentar previamente los espermatozoides y que
ocurre, durante el trayecto de éstos, a través del tracto reproductivo de la hembra
(Yanagimachi, 1994; Barros et al, 1996; Brewis y Moore, 1997; Wassarman, 1999;
Topfer-Petersen et al, 2000; De los Reyes y Barros, 2000). Este proceso ha podido
realizarse /n vitro en diversas especies, incluidos los caninos, lo que ha permitido estudiar
en forma mas detallada estos eventos (Mahi y Yanagimachi, 1978; Rota et al., 1999;
Topfer-Petersen et al., 2000; Cheng et al., 2005; Cortés et al., 2006). En el proceso de
capacitacion espermatica, el espermatozoide adquiere el movimiento hiperactivado y
experimenta la RA donde se libera la enzima acrosina, la cual se encuentra en su forma
inactiva, proacrosina (Barros et al., 1996; De los Reyes y Barros, 2000). La acrosina es
una de las enzimas mas abundantes dentro del acrosoma, la cual ha sido involucrada en la
union y la penetracion de la ZP (Yanagimachi, 1994; Froman et al., 1984; Kawakami et al.,
1999; Aretio, 2006; Cortés et al., 2006; Becker, 2007; Gutiérrez, 2007). Al cumplir un rol
fundamental en la interaccion gamética y la fecundacidon, su estudio en semen
criopreservado (refrigerado y congelado) cobra gran importancia en la evaluacion

espermatica.

La presencia de acrosina se ha demostrado en algunas especies animales
incluyendo bovinos (De los Reyes y Barros, 2000), conejos (Valdivia et a/., 1994), hamster,
cobayos (Barros et al., 1992) y ultimamente en caninos (Cortés et al., 2006; De los Reyes
et al.,, 2009). Estudios realizados en acrosina canina sugieren que la activacion de esta
enzima se veria inducida por pequefias fracturas a nivel de la membrana acrosomal y/o
membrana plasmatica y que seria diferente en espermatozoides congelados, refrigerados
en comparacion a los frescos (Froman et al., 1984; Kawakami et a/., 1999). A través de
inmunofluorescencia indirecta en espermatozoides refrigerados, la mayor presencia de
esta enzima se observa en tiempos mas tempranos de capacitacién in vitro (Becker,
2007). Ademads, estudios realizados en caninos utilizando Western Blot, han logrado

identificar la acrosina, evidenciando una mayor reactividad con el anticuerpo monoclonal



antiacrosina humana, durante las primeras horas de capacitaciéon en espermatozoides
refrigerados en comparacion con los frescos (Manosalva et al., 2005). Esto plantea la
necesidad de evaluar en forma comparativa la activacién de proacrosina durante la
capacitacion /in vitro de espermatozoides frescos y refrigerados. El empleo de Western
Blot, ha permitido identificar la reactividad de proacrosina y sus formas activas, siendo por
tanto, una herramienta valida para la profundizacién de los estudios de este sistema

enzimatico y los factores que pueden afectarlo.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

Preservacion de semen canino por refrigeracion.

Desde que Harrop (1956) lograra la primera prefiez realizando una inseminacién
artificial con semen canino refrigerado a 4 °C, se han ido desarrollando diversos métodos

tendientes a preservar el semen de perro mediante refrigeracion.

La refrigeracion de los espermatozoides a 4 °C es una técnica que permite
preservar los espermatozoides por un periodo corto de tiempo y entre las ventajas que
ofrece estan: baja complejidad de los protocolos de refrigeracidon, adecuado transporte de
las muestras entre distancias considerables, técnica de inseminacion artificial simple y
porcentajes de prefiez superiores que los obtenidos con semen congelado (Linde-
Forsberg, 1995; Pinto et al., 1999; Iguer-Ouada y Vestergen, 2001). Sin embargo, existen
también desventajas relacionadas principalmente con las alteraciones producidas en los
espermatozoides producto de los cambios de temperatura que deben soportar. Estudios
realizados en espermatozoides mamiferos han descrito diversos efectos negativos que
produce la criopreservacion en el espermatozoide, concentrandose estas alteraciones en
su mayoria sobre la membrana plasmatica y acrosdmica (Bouchard et a/, 1990; Rota et
al, 1999; Hermansson y Linde-Forsberg, 2006; Strom Holst et a/, 1998; Watson, 2000;
Nishizono et al., 2004; Manosalva et al., 2005; Palomino, 2006).

La disminucion de la temperatura afectaria ademas las proteinas de la superficie de
la membrana espermatica (Watson, 2000; De los Reyes, 2004), alterando la funcion de
canales idnicos, lo que aumentaria la permeabilidad de la membrana (Parks y Graham,
1992; Watson, 2000) alterando la regulacién del calcio. Esto ultimo tendria consecuencias
en términos de funcion celular, lo cual en casos severos podria ser incompatible con la

viabilidad del espermatozoide (Watson, 2000; De los Reyes, 2004).

Los diluyentes espermaticos disminuyen los efectos negativos de la refrigeracion
sobre los espermatozoides (Linde-Forsberg, 1995; Rota et al, 1995; Iguer-Ouada y
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Verstegen, 2001; Nishizono et al., 2004; Aurich, 2005), estos tienen la principal funcion de
proteger la integridad y funcionalidad de las membranas espermaticas del dafio causado
por los cambios de temperatura, ademas proveen de sustratos energéticos y permiten la
mantencion del pH y la osmolaridad en el medio extracelular, manteniendo un ambiente
adecuado para la sobrevivencia temporal del espermatozoide (Batellier et al, 2001;
Strom-Holst et a/, 2000; Purdy, 2006). Estudios realizados, han demostrado que la
sobrevida y motilidad de los espermatozoides es considerablemente mayor en muestras
diluidas comparadas con aquellas mantenidas a 4 °C sin diluir (Morton y Bruce, 1989;
Linde-Forsberg, 1995, Aurich, 2005). La composicidon de diluyentes para refrigeracion de
semen canino incluyen sustancias como citrato de sodio (Iguer-Ouada y Verstegen, 2001),
Tris-glucosa (hidroximetil-aminometano) (Verstegen et a/ 2005), Tris-BES (N-Tris 2-
hidroximetil-2-acido sulfénico aminometano), leche descremada en polvo reconstituida y
calentada a 92 °C (Province et a/, 1984; Bouchard et al., 1990; Iguer-Ouada y Verstegen,
2001; Sanchez y Rubilar, 2001) , leche descremada fluida UHT (Bouchard et a/., 1990;
Iguer-Ouada y Verstegen, 2001; Sanchez y Rubilar, 2001), crema esterilizada (Rota et aj,
1995) , Tris-fructosa (Tsutsui et a/, 2003; Ponglowhapan et a/, 2004) , yema de huevo
(Iguer-Ouada y Verstegen, 2001; Linde-Forsberg , 2001; Tsutsui et a/, 2003;
Ponglowhapan et a/, 2004; Verstegen et a/, 2005) y antibioticos (Province et al, 1984;
Rota et a/, 1995; Bouchard et al., 1990; Iguer-Ouada y Verstegen, 2001).

La yema de huevo es un componente habitual de los diluyentes debido a que sus
fosfolipidos y proteinas de baja densidad protegen al espermatozoide del “shock” de frio
(Quinn et al., 1980; Foulkes, 1997; Iguer-Oguada y Verstegen, 2001). Se ha descrito que
la leche descremada pasteurizada (Bouchard et a/., 1990; England y Ponzio, 1996; Pinto et
al., 1999) vy la crema (Rota et al., 1995) cumpliria la misma funcion.

Los azucares utilizados poseen variadas funciones tales como proveer un sustrato
energético para las células espermaticas durante la incubacién, mantener la presion
osmotica, actuar como crioprotector y ayudar en la mantencién de la motilidad y los
patrones de movimiento espermatico (Ponglowhapan et aj, 2004). Se ha estudiado la
influencia de los azlcares, principalmente glucosa y fructosa sobre la motilidad y los

patrones de movimiento de espermatozoides caninos refrigerados, ya que ambos azlcares
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son metabolizados por vias diferentes, demostrandose que los espermatozoides caninos
utilizan preferentemente la glucosa por sobre la fructosa (Ponglowhapan et a/, 2004). Sin
embargo, la mayoria de los extensores utilizados para refrigeracion de espermatozoides
caninos, contienen fructosa debido a que este tipo de azlcar, mantendria mejor la
motilidad en comparaciéon con extensores que contienen glucosa (Ponglowhapan et al,
2004). Esto se puede explicar, debido a que el metabolismo de la fructosa, produce un
aumento en la formacion de ATP, a diferencia de lo ocurrido en el metabolismo de la
glucosa, en espermatozoides caninos, por lo tanto, un mayor consumo de energia se
destina a la mantencion de la motilidad espermatica, ademas, se ha observado en
espermatozoides frescos, que la fructosa induce un patron de movimiento mas rapido y

lineal que la glucosa, la cual produce un movimiento mas oscilatorio (Rigau et a/., 2001).

De acuerdo a diversos estudios, los espermatozoides refrigerados presentan
modificaciones de membrana similares a las ocurridas en espermatozoides capacitados,
asociado a la menor longevidad espermatica (Rota et a/, 1999; Manosalva et al., 2005;
Hermansson y Forsberg, 2006) afectando la capacidad fecundante (Aurich, 2005). Las
alteraciones estructurales y funcionales de la membrana espermatica se producirian a
consecuencia del estrés térmico, osmético y toxico al que se someten los componentes de
dicha membrana durante el proceso de criopreservacién (Watson, 2000). Durante el
enfriamiento, los fosfolipidos y proteinas de membrana sufren cambios estructurales que
se traducen en una alteracidon funcional, haciendo que la membrana se torne mas
permeable luego del enfriamiento permitiendo la entrada de calcio al espermatozoide, que
podria estimular la reaccidon acrosémica espontanea (Maxwell y Jonson,1997; Green vy
Watson, 2001; De los Reyes, 2004).
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Capacitacion espermatica y Reaccion Acrosomica.

El proceso de adquisicion de la capacidad fecundante se ha denominado
“capacitacion” (Austin, 1951; Chang, 1951; Austin, 1952; Yanagimachi, 1994), y ha sido
considerado como un requisito fundamental para que el espermatozoide pueda penetrar
la zona pelicida y fusionarse con la membrana plasmatica del ovocito (Yanagimachi,
1994; Barros et al, 1996; Topfer-Petersen et al., 2000), siendo un fendmeno dinamico,
complejo y dependiente del tiempo, que ocurre normalmente en el tracto genital femenino
(Yanagimachi, 1994; Rodriguez-Martinez, 2007).

Diversas investigaciones han demostrado que en diferentes especies este proceso
se puede inducir /n vitro, empleando medios de cultivo que contengan elementos como:
albumina sérica bovina, glucosa, calcio y bicarbonato de sodio, que en su conjunto, imitan
el ambiente oviductal y ejercen sobre la estructura del espermatozoide diferentes efectos
que facilitan la ocurrencia de los eventos asociados a la capacitacion (Mahi y Yanagimachi,
1978; Visconti et al.,1999; Williams y Ford, 2001; Feng et al., 2007; Witte y Schafér-Somi,
2007). La CE difiere entre especies, en relacion al tiempo requerido, como también se
veria influenciado por los componentes del medio inductor (Sirivaidyapong et a/., 2000;
Witte y Schafer-Somi, 2007; Witte et al., 2009).

El proceso de CE culmina con la reaccidon acrosomica donde se fusiona la
membrana plasmatica y la membrana acrosomal externa del espermatozoide,
fenestrandose en distintos puntos, lo que permite la exposicion y liberacién del contenido
acrosomal compuesto por diversas enzimas hidroliticas, como la hialuronidasa y la
acrosina, ésta ha sido las mas estudiada y caracterizada (Yanagimachi, 1994; Barros et al.,
1996; Buffone et al, 2008; Kim et al, 2008), y ha sido involucrada en la penetracion
espermatica a través de la zona pelicida (Valdivia et al., 1999; De los Reyes y Barros,
2000; Howes y Jones, 2002; Furlong et al., 2005; Gaboriau et al,, 2007).

En caninos existen menos estudios del proceso de capacitacién espermatica en

comparacion con otras especies domesticas o de laboratorio. Los primeros trabajos en

esta especie, mostraron que espermatozoides frescos caninos eran capaces de penetrar la
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ZP después de 7 horas de incubacion con medio capacitante CCM (Mahi y Yanagimachi,
1978). Estudios posteriores, han demostrado un tiempo menor de capacitacidn
espermatica, observandose que la penetracion a la ZP era a las 2 y 4 h de coincubacion
gamética (Kawakami et a/, 1993; Yamada et al., 1993; Petrunkina et a/, 2004).

Estudios realizados con semen refrigerado de perro (Rota et al, 1999; Manosalva
et al, 2005), sugieren que la reaccion acrosomal ocurre antes en comparacién con
espermatozoides frescos, esto podria ser explicado por una desestabilizacion de la
membrana, producto de la refrigeracién, lo cual causaria que la membrana se encuentre
mas permeable y por lo tanto aumente el influjo de calcio intracelular iniciando el proceso
de capacitacién y en consecuencia la reaccion acrosomal posterior, lo cual podria implicar
una liberacién prematura del contenido acrosomal, incluyendo a la enzima acrosina.
Utilizando espermatozoides caninos criopreservados, sin capacitar (congelados vy
refrigerados) se ha demostrado que los espermatozoides pudieron capacitarse mientras
interactuaban con los ovocitos, presentando mayores tasas de penetracion espermatica en
tiempos menores de co-incubacion, en comparacion con espermatozoides frescos (De los
Reyes et al.,, 2009), esto indica que el espermatozoide después de ser criopreservado, es

funcionalmente diferente a aquellos espermatozoides sin criopreservar.

Acrosina.

La acrosina es una glicoproteina hidrosoluble con propiedades serino proteasas y
con especificidad del tipo tripsina (Dunbar et al., 1994), presente sobre la membrana
interna del acrosoma de los espermatozoides mamiferos (Barros et al, 1992; Barros et
al, 1996; De los Reyes y Barros, 2000), sin embargo, cuando se la compara con otras
serino proteasas, presenta caracteristicas estructurales diferentes, como la activaciéon de
Su precursor, proacrosing, a través de un doble clivaje en la molécula, lo que podria estar
relacionado con su funcidn en la fecundacion (Hedrik, 1988; Dunbar et a/., 1991; Tranter
et al., 2000).
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Esta enzima se encuentra almacenada en su forma zimdgena, proacrosina (Froman
et al., 1984; Barros et al.,, 1996) y se mantiene en ese estado debido al pH acido presente
dentro del acrosoma (Honda et a/., 2002) y ademas por la presencia en el plasma seminal,
de un inhibidor de proteasas (Polakoski et a/., 1973; Harrison y Fléchon, 1980), el cual es
removido durante el proceso de capacitacion espermatica, en el tracto reproductivo
femenino (Polakoski et al., 1973). Luego, por autoactivacion se transforma en sus formas
activas durante la RA (Barros et al.,, 1996; Baba et a/., 1989a; Urch, 1991; Honda et al.,
2002; Howes y Jones, 2002). Una de ellas, corresponde a una molécula enzimatica
inestable, a-acrosina, la cual se convierte posteriormente en la forma enzimaticamente
activa y estable correspondiente a B-acrosina (Hardy et a/., 1991; Richardson et al., 1991),
estas tres formas de la molécula tienen una fuerte capacidad de unién a la ZP (Jones,
1991; Urch y Patel, 1991). Esta unidn especifica del espermatozoide con la ZP ocurre por
mecanismos que involucran grupos sulfatados en las glicoproteinas de la ZP (Topfer-
Petersen et al., 1990; Moreno et al., 1998; Howes y Jones, 2002; Gaboriau et al., 2007),

siendo un paso clave durante la fecundacion.

Se ha demostrado que la unidn secundaria entre espermatozoide y ZP estaria
conformada por un sitio de unidn a polisulfatos presente en la molécula de proacrosina y
glicoproteinas sulfatadas en la ZP (Miller, 1990; Moreno et al., 1999; Moreno y Barros,
2000; Furlong et al, 2005), generandose complejas interacciones entre los grupos
polisulfatos de las glicoproteinas de la ZP y acrosina (Crosby et al., 1998; Gaboriau et al.,

2007) culminando en una fuerte unién entre el espermatozoide y la ZP.

De acuerdo a la identificacion molecular de proacrosina, se ha elaborado un
modelo general de su estructura (Baba et a/, 1989a; 1989b; Adham et a/, 1990). La
molécula de proacrosina presenta tres dominios principales: el dominio zimdgeno, el
catalitico y el carboxilo terminal. El dominio zimdgeno estd compuesto por un péptido
sefal y por la cadena liviana. Los dominios catalitico y carboxilo terminal forman la cadena

pesada de la molécula de proacrosina (Crosby, 1999).

Cuando el espermatozoide reaccionado se encuentra sobre o atravesando la ZP,
proacrosina se autoactiva por un solo sitio de corte en el enlace peptidico entre Arg? y
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Val** convirtiéndose progresivamente en una molécula de dos cadenas polipeptidicas
unidas por puentes disulfuro correspondiente a a-acrosina (Baba et 4/, 1989a). Parte de
proacrosina es liberada desde el acrosoma uniéndose a la superficie de la ZP (Kopecny y
Fléchon, 1987; Tesarik et al., 1988), otra parte permanece en el capuchdn acrosémico
(Barros et al.,, 1992) vy el resto permanece en la matriz acrosomal remanente sobre la
membrana acrosomica interna del espermatozoide (Tesarik et al., 1988; 1990; Barros et
al., 1992). La forma activa a-acrosina, hidrolizaria la ZP (Urch et a/., 1985a; 1985b), para
que el espermatozoide reaccionado pueda penetrar esta cubierta ovocitaria.
Posteriormente, o-acrosina sufre 2 a 3 cortes en su extremo carboxilo terminal
generandose otra forma enzimatica de acrosina denominada B-acrosina (Schleuning et ai.,
1976; Topfer-Petersen y Cechova, 1990), la que es liberada al medio extracelular (Baba et
al., 1989a; Hermans et al., 2003; Howes y Jones, 2002). La subsecuente activacion de a-
acrosina en B-acrosina, carente del extremo carboxilo, liberaria a B-acrosina de la matriz
acrosomal y permitiria al espermatozoide que estuvo unido a través de pro- y a-acrosina,
soltarse y seguir avanzando a través de la ZP. Otras moléculas de proacrosina desde la
matriz acrosomal contindian los mismos ciclos de hidrdlisis, ayudando al espermatozoide a
penetrar a través de la ZP hasta alcanzar el espacio perivitelino (O 'Rand et a/., 1986; Urch
y Patel, 1991). De acuerdo a estudios realizados en espermatozoides caninos frescos y
congelados sin capacitar, se ha logrado caracterizar mediante “Western Blot”, Ia
proacrosina como una molécula de 40 kDa y las dos formas activas: a-acrosina de 36 kDa
y B-acrosina de 27 kDa (Cortés et al., 2006).

Varios estudios han demostrado wuna correlacion entre el sistema
proacrosina/acrosina y la capacidad fecundante de los espermatozoides de mamiferos
como hamster, cobayos, conejos (Barros et al, 1996) y bovinos (De los Reyes y Barros,
2000), por lo que su localizaciéon y determinacidon en el acrosoma seria una herramienta
adecuada para la evaluacidn de la reaccidon acrosémica y de la integridad de la membrana
espermatica de varias especies (Cortés et al., 2006). La acrosina ha sido inmunolocalizada
mediante el uso de anticuerpos mono y policlonales. En espermatozoides caninos frescos y
criopreservados se ha podido detectar su presencia a través de inmunofluorescencia
indirecta, utilizando anticuerpos monoclonales anti acrosina humana tanto en

espermatozoides no capacitados (Cortés et al, 2006), como en espermatozoides
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sometidos a diferentes tiempos de capacitacion /n vitro (Aretio, 2006; Gutiérrez, 2007;
Becker, 2007). Se han utilizado también Western Blot y anticuerpos mono y policlonales
para identificar el sistema proacrosina/acrosina. En espermatozoides de conejo (Sillerico
et al., 1996), verraco (Moreno y Barros, 2000), humano (Zahn et al, 2002) y en
espermatozoides criopreservados de perro (Manosalva et al.,, 2005; Cortés et al., 2006),

se ha logrado identificar la reactividad del sistema proacrosina/acrosina.

En los estudios de inmunolocalizaciéon del sistema proacrosina/acrosina en
espermatozoides refrigerados (Becker, 2007) y congelados (Aretio, 2006) de perro se ha
determinado que existiria una mayor proporcion de pérdida de marca fluorescente,
indicativo de la presencia del sistema proacrosina/acrosina, al comienzo de la incubacién
en medio inductor de la capacitacién, en comparacién con espermatozoides frescos
(Gutiérrez, 2007). Sin embargo, se desconoce la activacion de proacrosina a sus formas
activas, o y B-acrosina, en estos espermatozoides, por lo que a través de Western Blot, se
planted en esta memoria, evaluar la presencia de proacrosina y sus formas activas en
espermatozoides refrigerados y su comparacion con aquellos frescos durante Ila

capacitacion /n vitro en caninos.
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HIPOTESIS

La activacion de la proacrosina a las formas activas de esta enzima durante el
proceso de reaccidon acrosémica, se vera adelantado en el tiempo en los espermatozoides

caninos que han sido refrigerados versus aquellos espermatozoides frescos (controles).
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OBJETIVOS

1. Objetivo General

Evaluar la reactividad del sistema proacrosina/acrosina mediante Western Blot durante

la capacitacion /in vitro en espermatozoides refrigerados de perro.

2. Objetivos Especificos

. Comparar la presencia del sistema proacrosina/acrosina en relacion al tiempo de

capacitacion a que se someteran los espermatozoides caninos refrigerados.

o Evaluar mediante el patron de bandeo de Western Blot, el efecto de la refrigeracion

y entibiamento en la liberacién del sistema proacrosina/acrosina.

. Determinar tiempos de capacitacion espermatica adecuados para espermatozoides

refrigerados de perro, que puedan evitar la pérdida prematura de acrosina.
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MATERIAL Y METODOS

El procesamiento del semen se llevd a cabo en el Laboratorio de Reproduccién Animal
de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. Los
procedimientos de cuantificacion de proteinas por Método de Bradford, Electroforesis y
Western Blot se realizaron en la Unidad de Reproducciéon y Desarrollo de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

1. Obtencion y evaluacion seminal.

Se utilizaron 7 eyaculados de 3 perros adultos fértiles de diferentes razas, clinicamente
sanos, negativos a Brucella canis y con parametros seminales normales para la especie
canina (De los Reyes, 2000). Las muestras de semen fueron obtenidas a través de
estimulacion digital del pene, recolectandose la segunda fraccidon del eyaculado en copas
graduadas, previamente entibiadas a 38 °C.

De cada uno de los eyaculados obtenidos se evalud el volumen seminal, motilidad
progresiva de manera subjetiva mediante microscopia de contraste de fases, utilizandose
aquellas muestras seminales con motilidad progresiva > 70%, ademas, se midié la
concentracion espermatica, mediante recuento en camara de Neubauer, segun protocolos

del laboratorio (De los Reyes, 2000).

El plasma seminal se retird centrifugando cada una de las muestras a 700 x g por 5
minutos, diluyéndolas previamente en “buffer” TRIS (Trishidroxiaminometano; pH 7;
Merck) (Rota et al, 1999) en proporcidn 1:2 (semen: TRIS).

Las muestras fueron procesadas como fresco (control) y refrigerado. Los
espermatozoides utilizados como frescos se resuspendieron en medio de capacitacion
espermatica Fert Talp pH 7,4 (Parrish et al., 1988) en cantidad suficiente para obtener una

concentracion final de 200 millones de espermatozoides por mililitro.
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2. Refrigeracion de semen.

Los espermatozoides que se sometieron a refrigeracion fueron resuspendidos en el

diluyente de refrigeracion cuyos componentes se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion del diluyente de refrigeracién canino.

Compuesto Concentracion

TRIS 249 mM
Acido citrico 88,4 mM
Fructosa 69,3 mM
Yema de huevo 20%
Bencil penicilina 1477 UI/mL
Sulfato Dihidroestreptomicina 10 mg/mL
Agua destilada 100 mL

La cantidad de diluyente utilizada en cada réplica, fue la suficiente para obtener
una concentracion de 200 millones de espermatozoides por mililitro. Los espermatozoides
una vez diluidos, se colocaron en un vaso precipitado con agua a temperatura ambiente
(21-22 ©C), para ser llevado a 4 °C. Manteniéndose a esa temperatura por 24 h. La
motilidad espermatica se evalud en las diferentes etapas de procedimiento en forma

subjetiva a través de un microscopio de contraste de fases.

Pasado el tiempo de refrigeracion, las muestras se entibiaron en una estufa a 37
OC por 10 minutos. Posteriormente, los espermatozoides fueron centrifugados a 400 x g
por 5 minutos para extraer el diluyente y el “pellet” obtenido fue resuspendido en TRIS en
proporcién 1:2, de igual forma a lo realizado con el semen fresco y centrifugado

nuevamente a 400 x g por 5 minutos.

El “pellet” de espermatozoides obtenido, se resuspendid en medio Fert Talp, en una

proporcién 1:2, de igual forma a lo realizado con el semen fresco.
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3. Capacitacion espermatica.

Los espermatozoides resuspendidos en medio Fert Talp tanto de las muestras frescas
como de aquellas sometidas a refrigeracion fueron distribuidos en cuatro tubos Eppendorf
en una cantidad de 1 ml cada uno, los que fueron incubados a temperatura ambiente (21-
22 °C) por periodos de 0 a 3 h para capacitacion. Luego para cada periodo, y desde cada
muestra se prepard un extracto espermatico para poder determinar posteriormente las

proteinas en estudio (Cortés et al., 2006).

4. Extracto espermatico.

Cada una de las muestras, tanto frescas como refrigeradas a cada hora de incubacion
para capacitacion, se centrifugd a 60 x g por 20 minutos, retirando posteriormente el
sobrenadante. Cada uno de los “pellet” obtenidos se suspendieron por separado en
“buffer” de Extraccién (1% Triton X-100; 1M NaCl; 1mM EDTA; PMSF 10 ug/ml; 20 mM
TRIS-HCL pH 7,0) en proporcion 1:1, manteniéndose por 12 horas a 4 °C, previa agitacion
en vortex. Luego las muestras se centrifugaron a 7.000 x g por 10 minutos, recuperando
el sobrenadante donde se encuentran las proteinas espermaticas solubles. El extracto

obtenido se almacend a -20°C en tubos Eppendorf, hasta su evaluacion.

5. Cuantificacion de proteinas.

La concentracién de proteinas totales de cada una de las muestras (ug/ pL), se
determind a través del método descrito por Bradford (1976). Estandarizando previamente
una curva en base a concentraciones conocidas de Albumina Sérica Bovina (BSA). Los

extractos proteicos se almacenaron a -20 °C hasta su evaluacion.
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6. Electroforesis y Western Blot

Los extractos espermaticos obtenidos en cada tiempo de capacitacion, ya sea de
espermatozoides frescos y refrigerados, se suspendieron en Acido Tricloroacético (TCA)
10% para precipitar las proteinas incubandose por 1 h en cdmara fria (-20 ©C),
posteriormente las muestras se centrifugaron a 16.000 x g por 15 minutos, retirando el
sobrenadante. El “pellet” obtenido se lavé por 10 minutos con Acetona y luego se
suspendid en “buffer” de carga 4X (0,125M TRIS-HCL pH 6,8; 4% SDS; 10%
mercaptoetanol; 20% glicerol; 0,05% azul de bromofenol). Luego las muestras se
calentaron a 100 °C durante 5 minutos en bafio Maria.

Las proteinas presentes en el extracto de espermatozoides caninos frescos vy
refrigerados capacitados en diferentes tiempos se separaron electroforéticamente en geles
de poliacrilamida al 15% bajo condiciones denaturantes y reductoras de acuerdo al
método de Laemmli (1970). Se utilizé una cantidad de 50 ug de proteina y se aplicd una
diferencia de potencial de 100V, durante 2h. Luego las proteinas se electrotransfirieron a
membranas de nitrocelulosa por 1 h, segun el método descrito por Towbin et al., (1979).
Los sitios de union inespecificos fueron bloqueados incubando la membrana en una
solucién de PBS suplementada con BSA 2% pH 7,4, por 1 h a temperatura ambiente y
agitacién constante. Luego se incubd la membrana con el anticuerpo monoclonal anti-
acrosina humana C5F10 (dilucién 1:1000 en PBS-BSA 2%) durante toda la noche a 4 °C y
con agitacién constante. Las membranas fueron lavadas 3 veces con una solucién de PBS-

Tween 0,1% durante 10 minutos.

Luego se aplicd el anticuerpo secundario antiraton conjugado a fosfatasa alcalina (dilucion
1:5000 en PBS 1%, pH 7,3), por 1 h a temperatura ambiente, en agitacion.

Posteriormente se realizaron tres lavados con PBS-Tween 0,1% por 10 minutos cada uno.
Las bandas de proteinas fueron visualizadas utilizando el método enzimatico de la

Fosfatasa Alcalina (100 mM TRIS; 100 mM NaCl; 1M MgCl,; fosfato de bromo-cloro-
indolyl, 150 pg/mL (BCIP); nitro blue tetrazolium, 300 pg/mL (NBT), pH 9,5).
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La membrana se incubd en la solucion hasta la visualizacion de las bandas de

proteinas, deteniendo la reaccion adicionando agua corriente.

La identificacion del sistema proacrosina y las formas activas o y B-acrosina en cada
muestra (fresco y refrigerado) se realizd de acuerdo a los pesos moleculares (kDa) de
cada una de ellas (Cortés et al, 2006). Para asegurar que la cantidad de proteina
analizada (acrosina) fuera la misma en los diferentes tiempos de capacitacion espermatica
en ambos tratamientos, se realizd un control de carga junto a las proteinas en estudio,

utilizando un marcador estandar, correspondiente a proteinas de peso molecular conocido.

7. Analisis Estadistico.

En un total de 7 réplicas experimentales utilizando semen fresco y refrigerado, se
evalué mediante Western Blot la presencia de proacrosina y de acrosina activa, o y B-
acrosina. La densidad dptica de estas bandas fue evaluada utilizando el programa

Photoshop 8.0, en los diferentes tiempos de capacitacion espermatica.

Los valores de densidad Optica (pixeles), provenientes de las bandas electroforéticas
obtenidas para cada tipo de semen (fresco y refrigerado), se compararon mediante
Analisis de varianza y posterior prueba de Tukey para determinar las diferencias entre los
promedios de los efectos para ambos tratamientos durante los tiempos de capacitacion

espermatica (0, 1, 2, 3 h).

Las diferencias con p < 0,05 se consideraron significativas.

Se utiliz6 el siguiente modelo estadistico:

Yiju =M + Ti +P;j+ TixP; + €ji

Donde:
yi = Variable experimental (bandas de proacrosina)
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TixP; = Efecto de la interaccién entre el i-ésimo tratamiento y el j-ésimo periodo.

ST

Media poblacional.

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

Efecto fijo de la j-ésimo periodo de mantencién (j= 1,..., 4: tiempos de capacitacion).

= Error experimental.
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RESULTADOS

Deteccion de proacrosina, o-acrosina y B-acrosina mediante Western Blot en

espermatozoides caninos frescos y sometidos a refrigeracion.

El andlisis de Western Blot mostré bandas correspondientes a proacrosina y las
formas activas a-acrosina y B-acrosina en cada tiempo de capacitacion espermatica en los

espermatozoides caninos frescos (figura 1) y en los refrigerados (figura 2).

Tiempo de capacitacion (h)

0 1 2 3 SPM
kDa
"
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o =

a-acrosina— [0 iy I cm— _ —
B-acrosina _,, .  ——— .._‘. i 26
«— 20

Figura 1. Identificacion proacrosina, o y B-acrosina a través de Western Blot en

espermatozoides caninos frescos, sometidos a diferentes tiempos de capacitacion /in vitro.
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Figura 2. Identificacion proacrosina, o y B-acrosina a través de Western Blot en

espermatozoides caninos refrigerados, sometidos a diferentes tiempos de capacitacién /in

vitro.

Los valores de densidad Optica obtenidos de proacrosina y a-acrosina en
espermatozoides frescos no fueron diferentes entre las distintas horas de capacitacion
espermatica (figura 3). Sin embargo, los valores de densidad dptica de B-acrosina a partir
de las 2 h de capacitacion fueron diferentes con respecto a las horas iniciales de
incubacion (p<0,05), observandose la mayor reactividad de la enzima a las 3 h de

incubacion para capacitacion (figura 3).
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Figura 3. Densidad Optica (pixeles) promedio de proacrosina y acrosina (o y B) en

espermatozoides frescos sometidos a diferentes tiempos de capacitaciéon /in vitro. Letras

diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Las bandas indican
el promedio de 3 réplicas experimentales +/- la desviacion estandar.

En espermatozoides refrigerados, los valores de densidad dptica de proacrosina no
variaron durante la incubacion para capacitacion /in vitro (figura 4). Del mismo modo, la
reactividad presentada por las formas activas de acrosina (o y B) con el anticuerpo
utilizado, no presenté diferencias significativas entre las diferentes horas de capacitacion
espermatica (figura 4).
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Figura 4. Densidad Optica (pixeles) promedio de proacrosina y acrosina (o y B) en
espermatozoides refrigerados sometidos a diferentes tiempos de capacitacion in vitro
(p>0,05). Las bandas indican el promedio de 4 réplicas experimentales +/- la desviacién
estandar.

Cuando se compararon los espermatozoides frescos versus refrigerados, en
relacion a los valores de densidad Optica de proacrosina durante cada tiempo de
capacitacion espermatica, tampoco se encontraron diferencias (p>0,05) entre ambos

tratamientos (figura 5).
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Figura 5. Densidad oOptica (pixeles) de proacrosina en los diferentes tiempos de

capacitacion espermatica en espermatozoides caninos frescos vy refrigerados (p>0,05).

Al analizar los resultados obtenidos a partir de la enzima activa con sus dos
subunidades, se obtuvieron valores mayores (p < 0,05) de densidad éptica de a-acrosina
(figura 6) en espermatozoides refrigerados respecto a los frescos, a las 3 horas de
incubacion. En relacién a B-acrosina, se pudo observar una mayor deteccién de esta
molécula al inicio del periodo de capacitacion, en espermatozoides sometidos a
refrigeracion en comparacion a los frescos (figura 7). A partir de la segunda hora de
incubacion para capacitacion /in vitro, no se observaron diferencias significativas en la

deteccidn de B-acrosina entre estos tipos de espermatozoides (figura 7).
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Figura 6. Densidad optica (pixeles) de alfa acrosina en los diferentes tiempos de
capacitacion espermatica en espermatozoides caninos frescos Yy refrigerados (p>0,05). (*)
Indica diferencias significativas entre tratamientos, para cada tiempo de capacitacion /in
vitro (p<0,05).
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Figura 7. Densidad optica (pixeles) de beta acrosina en los diferentes tiempos de
capacitacion espermatica en espermatozoides caninos frescos y refrigerados. Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). (*) Indica
diferencias significativas entre tratamientos, para cada tiempo de capacitacion /in vitro
(p<0,05).
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DISCUSION

Durante la RA, proacrosina se convierte por autoactivacion en sus formas activas o
y B-acrosina, lo cual le permite al espermatozoide mantenerse unido y penetrar la ZP
(Barros et al., 1996; Moreno et al., 2002). En el presente estudio, utilizando el anticuerpo
antiacrosina humana C5F10, que presenta reactividad cruzada con acrosina canina, de
acuerdo a ensayos previos en el laboratorio, fue posible inmunolocalizar a través de
Western Blot, proacrosina y ambas formas activas en espermatozoides caninos, tanto
frescos como refrigerados, preincubados por diferentes tiempos en condiciones

capacitantes /in vitro.

En espermatozoides de varias especies de animales se ha logrado identificar el
sistema proacrosina/acrosina, utilizando diversos métodos bioquimicos. La técnica de
Western Blot es un método analitico basado en la deteccién de un antigeno especifico
(Roitt et al, 1997), en este caso el sistema proacrosina/acrosina. De este modo, se
combina la selectividad de la electroforesis en gel de poliacrilamida, que permite separar
el antigeno, con la sensibilidad de la prueba inmunoenzimatica, que pone en evidencia los
complejos antigeno-anticuerpo formados, mediante el uso de anticuerpos (Garfin, 1990).
En varios estudios, esta técnica ha permitido identificar especificamente proacrosina y
acrosina (o y B) a través del uso de anticuerpos antiacrosina monoclonales y policlonales,
en especies como conejos (Valdivia et al., 1994), cerdos (Crosby, 1999), humanos (Mari et
al, 2003), caninos (Cortés et al, 2006). Estudios realizados previamente en
espermatozoides caninos no capacitados, utilizando Western Blot, han localizado las
formas activas de acrosina (o y B) sélo en espermatozoides congelados/descongelados,
sugiriendo que proacrosina se ha activado en o y B-acrosina debido a la congelacion y
descongelacion a la que fueron sometidos los espermatozoides (Cortés et al, 2006). Sin
embargo, en espermatozoides refrigerados de perro, incubados en diferentes medios de
capacitacion espermatica y utilizando anticuerpos monoclonales antiacrosina humana, se
logré identificar tanto a proacrosina como a a Yy B-acrosina (Manosalva et al., 2005), lo
que concuerda con lo obtenido en el presente trabajo ya que durante los diferentes
periodos de pre-incubacion de los espermatozoides tanto frescos como refrigerados, se

obtuvieron bandas de 40, 32 y 27 kDa, correspondientes a proacrosina, o y B-acrosina
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respectivamente. En animales como conejos (Valdivia et al., 1994), verracos (Moreno y
Barros, 2000) y humanos (Moreno et al., 1998), los pesos moleculares identificados de
proacrosina y de las formas activas de acrosina difieren ligeramente de los pesos
moleculares del sistema enzimatico observado en perros, tanto en éste como en otros
estudios realizados hasta la fecha. Estas diferencias estarian asociadas a los cambios que
va experimentando el espermatozoide durante el proceso de espermatogénesis, siendo
especifico en cada especie (Nagdas et al., 1992; Suter y Habenicht, 1998).

En espermatozoides frescos, tanto proacrosina como a-acrosina, no tuvieron
cambios significativos durante el tiempo de capacitacién espermatica, sin embargo, la
reactividad presentada por B-acrosina con el anticuerpo fue mayor a medida que
transcurrian las horas de capacitacion /n vitro, siendo mas notoria después de las 2 h, lo
cual podria implicar una activacion mayor a partir de esa hora de incubacién. La
reactividad de [-acrosina encontrada en los espermatozoides frescos, puede estar
relacionada con el proceso de capacitacion espermatica en donde proacrosina y a-acrosina
se han activado a B-acrosina, esto coincidiria con estudios realizados en espermatozoides
caninos frescos, donde la actividad de acrosina, evaluada mediante espectrometria,
aumenta con el tiempo de capacitacion (Kawakami et al., 1999). Similarmente, en otro
estudio realizado por Gutiérrez, (2007) en donde se utilizéd inmunofluorescencia indirecta,
se evalud la presencia de este sistema enzimatico en espermatozoides caninos frescos y
capacitados por periodos similares al presente trabajo, en donde se observé un aumento
significativo de proacrosina/acrosina a través del tiempo, por lo que probablemente este

sistema enzimatico se habria liberado y activado.

En el presente trabajo, los espermatozoides refrigerados, no tuvieron variaciones
significativas en la reactividad del anticuerpo con las diferentes formas de este sistema
enzimatico, a través de los diferentes tiempos de capacitacion estudiados. Este hecho,
indicaria por una parte, que el dafo celular experimentado por los espermatozoides
sometidos a refrigeracion, es menor al que ocurre en los espermatozoides congelados, en
los cuales se ha visto una disminucidn marcada de la reactividad del anticuerpo con la
forma activa p-acrosina, a medida que aumenta el tiempo de capacitacion espermatica

(Medina, 2009). Froman et al, (1984) en un estudio realizado en espermatozoides
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criopreservados de perro (refrigerados/congelados), demostré que la actividad de acrosina
se redujo significativamente en los espermatozoides congelados en comparaciéon con
aquellos que fueron refrigerados, evidenciando de esta manera que el dafio celular
generado por la criopreservacién seria diferente entre los espermatozoides refrigerados y
los congelados. Ademas, se ha visto que los espermatozoides refrigerados mantendrian la
misma capacidad de unirse y penetrar la zona pellicida de ovocitos de perra madurados /in
vitro, que los espermatozoides frescos, a través de los mismos tiempos de capacitacion
que los utilizados en este trabajo (Acevedo, 2008). Este menor dafio estructural y
funcional por parte de los espermatozoides refrigerados, se ha visto reflejado en un
sostenido aumento del porcentaje de ovocitos penetrados hasta 5 horas de co-incubacion
gamética (De los Reyes et al, 2009). Si bien estos porcentajes fueron menores a lo
obtenido con los espermatozoides frescos, a partir de las 2 horas de co-incubacioén, fueron
estadisticamente superiores a lo obtenido con espermatozoides congelados (De los Reyes
et al., 2009).

Las bandas de Western Blot analizadas en espermatozoides refrigerados mostraron
que una de las formas activas de acrosina (B-acrosina), presentd una mayor reactividad
con el anticuerpo al inicio del periodo de capacitacion, en comparacion con los
espermatozoides en estado fresco. Este hecho, podria indicar una activacion mas
temprana de acrosina en los espermatozoides refrigerados, producto de una acelerada
también, reaccidén acrosdmica. Sin embargo, en espermatozoides caninos, se ha sugerido
que la refrigeracion induciria cambios en la membrana del espermatozoide que afectarian
la integridad del acrosoma sélo luego de 3 a 6 horas de capacitacién /in vitro (Manosalva et
al.,, 2005). Este resultado, sin embargo concordaria con la mayor densidad dptica de o-
acrosina que se observd en este trabajo a las tres horas capacitacién /in vitro, en los

espermatozoides refrigerados.

Acrosina es una proteasa acrosomal, sugiriéndose que tendria dos funciones
durante la fecundacion: participar en la unidn secundaria a la ZP y facilitar
enzimaticamente el paso del espermatozoide a través de ésta (Barros et al., 1996; Crosby
et al, 1998; Gaboriau et al, 2007). En estudios realizados en otros mamiferos, se ha

sugerido que la pérdida de la acrosina se relacionaria con la pérdida de la capacidad del
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espermatozoide de atravesar la ZP (Barros et al., 1984; De los Reyes y Barros, 2000). En
estudios en los cuales se ha evaluado a través de microscopia electronica de barrido, el
efecto de la criopreservacion sobre la capacidad de espermatozoides caninos de fecundar
ovocitos de perra, se ha descrito que los espermatozoides criopreservados presentan una
mayor capacidad de penetrar la zona pellcida de los ovocitos, al inicio de la co-incubacion
gamética, en comparacién a los espermatozoides frescos (De los Reyes, et al, 2009,
Palomino y De los Reyes, 2009). A través de microscopia de epifluorescencia se ha
determinado que espermatozoides caninos criopreservados (congelados/refrigerados)
presentarian una mayor tasa de penetracion espermatica a la primera hora de co-
incubacién gamética, al compararlos con espermatozoides frescos. Sin embargo, se
observd que éstas diferencias son mas notorias entre espermatozoides congelados y
frescos, que entre éstos Ultimos y los refrigerados (Palomino y De los Reyes, 2009; De los
Reyes et al. 2009). Ademas, en estudios en los que se ha evaluado la actividad enzimatica
de proacrosina/acrosina a través de diferentes métodos, como la digestidon de gelatina en
placa y la hidrdlisis de BAEE, se observd que en espermatozoides caninos criopreservados
(congelados) incubados en diferentes tiempos de capacitacion espermatica, la mayor
actividad enzimatica se obtuvo al inicio de la capacitacion /in vitro en comparaciéon con lo
observado en espermatozoides frescos, lo que indicaria una activacion mas temprana de la

enzima en los espermatozoides criopreservados (Rodrigues, 2009).

En este trabajo, al analizar la reactividad del anticuerpo con las diferentes formas
moleculares de la enzima en estudio en los espermatozoides refrigerados, durante las
diferentes horas de capacitacion espermatica, se observa que tanto proacrosina, como sus
formas activas o y B-acrosina, reaccionan con el anticuerpo antes de la incubacion (tiempo
0), no presentando esta reactividad, una variacidn significativa durantes las horas
posteriores de incubacion. Sin embargo, la forma activa B-acrosina, se detectd con mayor
intensidad al inicio del periodo de capacitacion, lo que podria explicar en parte la mayor
tasa de penetracion espermatica observada en el estudio de interaccidon gamética

publicado por De los Reyes et al., (2009), al inicio del periodo de co-incubacidon gamética.

Se ha descrito que la criopreservacién induciria cambios similares a los observados

en espermatozoides durante el proceso de capacitacién (Rota et a., 1995; Strom Holst et
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al, 1997; Watson, 2000; Nishizono et al, 2004), lo que podria explicar la mayor
reactividad del anticuerpo con la forma activa del sistema proacrosina/acrosina, en
espermatozoides refrigerados, al inicio de la capacitacion, debido probablemente a una
liberacion y activacion prematura de este sistema enzimatico. Estudios realizados en
espermatozoides caninos utilizando microscopia electrénica de barrido (Palomino, 2006) y
microscopia de transmision (Rodriguez-Martinez et al., 1993; Nizanski y Kuropka, 2005)
concluyen que los procedimientos involucrados en la criopreservacion de semen canino
provocan alteraciones morfoldgicas y funcionales en los espermatozoides. Una de las
alteraciones mas estudiadas producidas por la criopreservacion sobre el espermatozoide,
es la desestabilizacion sobre las membranas plasmatica y acrosomal principalmente,
generando un mayor influjo de calcio a la célula, asociado a la CE y la RA (Barros, 1974),
lo que posibilitaria la liberacién de proacrosina/acrosina, ya que estudios realizados
previamente, han determinado que la activacion vy actividad hidrolitica de
proacrosina/acrosina, se ven influenciadas por los niveles de calcio intracelular, en una

manera dosis dependiente (Nagdas, 1992).

En conclusién, estos resultados sugieren que la refrigeracion induciria alteraciones
en los espermatozoides, que se ven reflejados en una activaciéon prematura de
proacrosina, en la que se puede detectar una mayor reactividad de B-acrosina, en

comparacion a los espermatozoides frescos.
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CONCLUSIONES

- Mediante Western Blot es posible detectar proacrosina y las formas activas a y B-
acrosina, en espermatozoides caninos frescos y refrigerados durante diferentes tiempos de

capacitacion espermatica.

- La forma activa B-acrosina, se detecta en mayor intensidad al término del periodo de
capacitacion en los espermatozoides frescos. Esto indica que durante el transcurso de la

capacitacion espermatica se activo el sistema proacrosina/acrosina.
- El proceso de refrigeracion, alteraria la activacion del sistema proacrosina/acrosina,

detectandose una mayor reactividad de B-acrosina al inicio del periodo de capacitacion /in

vitro.
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