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RESUMEN

El estudio de las biotecnologias reproductivas ha conducido a generar nueva y
mejor informacion sobre la reproduccién en mamiferos. Sin embargo, en caninos
estos estudios se han desarrollado de manera mas lenta que en otras especies.
Es asi como las técnicas de criopreservacion de espermatozoides de perro
representan aun un topico que necesita ser mas estudiado con el fin de lograr
mejores indices de prefiez. El objetivo del presente trabajo fue inmunolocalizar la
enzima acrosina en espermatozoides caninos refrigerados/entibiados y
capacitados in vitro, con el fin de determinar el efecto del tiempo y temperatura de
incubacion sobre la cinética de liberacion de la acrosina durante la Reaccion del
Acrosoma (RA).

Se recolectd un total de 7 eyaculados de 3 perros mediante manipulacion digital.
En cada muestra se evalué la concentracion y motilidad progresiva (MP). Los
espermatozoides de cada eyaculado se refrigeraron con un diluyente en base a
TRIS, fructosa, acido citrico y yema de huevo (20%). Luego de 24 horas en
refrigeracion (4° C), cada muestra libre del diluyente y resuspendida en medio de
capacitacién canino (CCM) fue dividida en 7 alicuotas, las que fueron incubadas
separadamente por 0, 1, 2 y 3 horas a 20° y 37° C. Cada muestra en las diferentes
condiciones de incubacion de tiempo y temperatura fue procesada para
inmunofluorescencia indirecta, empleando un anticuerpo monoclonal antiacrosina
humana C5F10 y luego un anticuerpo secundario “antimouse” fluorescente.
Mediante un microscopio de epifluorescencia (Nikon Optiphot2), se evalu6 la
ausencia (no marcados) o presencia (marcados) de marca fluorescente a nivel
acrosomal, indicativo de la liberacién de acrosina o la permanencia de ésta dentro

del acrosoma, respectivamente.

Los porcentajes de no marcados (sin marca fluorescente) obtenidos fueron
aumentando significativamente a través del tiempo de incubacion desde 45,14% a
la hora 0 a 81,21% a las 3 h de incubacibn a 20° C (P < 0,05). Los



espermatozoides incubados a 37° C presentaron un aumento significativo del
patron no marcado; desde 45,14% a la hora 0 a 78, 86% a las 3 horas de

incubacion, presentando la mayor pérdida a la segunda hora de incubacion.

La MP fue evaluada subjetivamente, mediante microscopla de contraste de fases,
para determinar la viabilidad espermatica. Se obtuvo que a medida que transcurrié
el tiempo de capacitacion la MP fue disminuyendo de 78,57% a la hora 0 a 55% en
la tercera hora a 20° C (P < 0,05). La MP a 37° C no experimentd una variacion

significativa en el tiempo.

Con los resultados obtenidos se puede concluir que en espermatozoides caninos
refrigerados/entibiados y capacitados in vitro, la liberacion de acrosina es
dependiente del tiempo, y que esta liberacion se produce de manera mas
acelerada al aumentar la temperatura a 37° C. La motilidad, sin embargo, se vio
afectada solo por el tiempo de capacitacion, sin mostrar efecto significativo la

temperatura de incubacion.



ABSTRACT

The study of reproductive biotechnologies has leaded to improve the knowledge on
mammalian reproduction. However, these studies have been less developed in
dogs than in other species. The cryopreservation techniques in canine
spermatozoa represent still an issue that needs to be acutely studied to achieve
better pregnancy rates. The aim of the present work was to immunolocalize the
enzyme acrosin in chilled/rewarmed canine spermatozoa and capacitated in vitro,
in order to determine the effect of time and temperature of incubation on the
kinetics of the release of the acrosin during the Acrosome Reaction (AR).

Seven ejaculates were collected from 3 dogs by digital manipulation. The
concentration and progressive motility (PM) were assessed in the seven samples.
The spermatozoa of each ejaculate were diluted in a TRIS-fructose-citric acid and
egg-yolk (20%) extender and cooled at 4° C. After 24 hours at 4° C, each sample
was centrifuged and the pellet resuspended in canine capacitation medium (CCM)
and then alicuoted into seven tubes which were incubated separately for O, 1, 2
and 3 hours at 20° and 37° C. At each time and temperature the samples were
processed for inmunofluorescence stain using human antiacrosin monoclonal
antibody C5F10 and antimouse fluorescent as a second antibody. The samples
were assessed by Epifluorescence Microscopy (Nikon Optihot 2), the absence of
label (unlabeled) or the fluorescent label (labeled) on the acrosomal region
indicated the release of acrosin from acrosome or the presence of the enzyme,

respectively.

The percentages of unlabeled spermatozoa increased through the incubation time
from 45.14% on hour 0 to 81.21% at the third hour of incubation at 20° C (P <
0.05). Spermatozoa incubated at 37° C showed a significant increase of unlabeled
pattern; 45.14% on hour 0 to 78.86% after 3 hours of culture, displaying the highest

loss of acrosin at the second hour of incubation.



The progressive motility (PM) was evaluated subjectively by Phase Contrast
Microscopy in order to determine sperm viability. The PM decreased from 78.57%
at the beginning of culture (time 0) to 55% (3 H), when the culture was performed
at 20° C (P < 0,05). At 37° C there was no significant difference on motility though

the time.

It can be conclude that the release of acrosin on in vitro capacited chilled/
rewarmed canine spermatozoa is a time-depending process. The acrosin release
occurs earlier at 37° C than 20°C. The sperm motility was affected significantly by

the time of culture, but it was not influenced by culture temperature.



INTRODUCCION

La criopreservacion implica la mantencion de la viabilidad de ciertas células, como
los espermatozoides, por periodos largos (congelacién) o cortos (refrigeracion),
permitiendo su utilizacion por mas tiempo, a diferencia del semen fresco. El semen
refrigerado tiene una mayor viabilidad posterior a su preservacion que el semen
congelado (Bouchard et al., 1990; Pinto et al., 1999; Rota et al., 1999), lo que
posibilita obtener mejores porcentajes de prefiez (Linde-Forsberg, 1995; Rota et
al., 1995; England y Ponzio, 1996; Pinto et al., 1999; Iguer-ouada y Verstegen,
2001), utilizando incluso técnicas de inseminacion artificial de baja complejidad
como la inseminacion intravaginal (Linde-Forsberg, 1995). Sin embargo, esta
técnica de criopreservacion produce un detrimento en diversas caracteristicas
esperméticas relacionadas con la capacidad fecundante de los espermatozoides
(Rota et al., 1999; Watson, 2000; Manosalva et al., 2005; Cortés et al., 2006); lo
gue hace necesario el estudio de estos efectos negativos que puedan afectar
directamente los procesos en relacion a la interaccion gamética y fecundacion,

como es la capacitacién espermatica.

En caninos, el estudio de la capacitacion espermatica es importante para
profundizar el conocimiento de la fecundacion, en orden a poder implementar
biotecnologias reproductivas que aumente su eficiencia, como por otro lado, poder
evitarla en el caso de algunas poblaciones (Hewitt y England, 1998; Farstad, 2000;
Bavister, 2002).

La capacitacibn se desarrolla in vivo en el tracto reproductivo de la hembra
(Yanagimachi, 1994), donde los espermatozoides adquieren las propiedades
necesarias para fecundar el ovocito (Austin, 1951). Durante la capacitacion, el
espermatozoide se hiperactiva, lo que se caracteriza por un movimiento del flagelo
mas vigoroso y rapido, que finalmente culmina en las cercanias de las cubiertas

ovocitarias con la Reaccion Acrosémica (RA) (Yanagimachi, 1994; Barros et al.,



1996). Durante la RA se produce la exposicidon de la matriz acrosomal con la
liberacion de enzimas, como la acrosina (Froman et al., 1984; Kawakami et al.,
1999; De los Reyes y Barros, 2000; Cortés et al., 2006). Esta ultima, es una serin-
proteasa que participa en la union y penetracion de la zona pelacida (ZP) (Sillerico
et al., 1996; De los Reyes y Barros, 2000; Toshimori, 2000; Moreno et al., 2002;
Cortés et al., 2006). Se ha visto que su liberacion prematura desde el acrosoma
provocaria una pérdida en la capacidad de los espermatozoides de cruzar la ZP
(Barros et al., 1992; Barros et al., 1993; De los Reyes y Barros, 2000). Esta
enzima es la que se encuentra en mayor proporcion en el acrosoma del
espermatozoide de mamiferos en forma de zimdgeno proacrosina, activandose
durante la RA (Moreno et al., 2002). En caninos, a pesar de haberse estudiado su
actividad en dos estudios previos (Froman et al., 1984; Kawakami et al., 1999), su
presencia sélo se ha demostrado recientemente (Cortés et al., 2006; Aretio, 2006),
detectandose en los espermatozoides de perro congelados/descongelados sin
capacitaciéon, un incremento en la forma activa, a diferencia de los
espermatozoides frescos (Cortés et al., 2006). El efecto de la refrigeracion en
relacion a la liberacion de la acrosina no ha sido determinada en los caninos,
como tampoco durante la capacitacion espermatica, por lo que su estudio
ayudaria a complementar el conocimiento de la capacitacion in vitro, tendiente a la

fecundacion en esta especie.



REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Refrigeracion de espermatozoides

La refrigeracion es una técnica que permite mantener vivos a los espermatozoides
por varios dias, debido a la reduccion de su metabolismo celular (Bouchard et al.,
1990; Linde-Forsberg, 1995; Sirivaidyapong et al., 2000; Ponglowhapan et al.,
2004), lo que se basa en la disminucion del consumo de energia y el bajo indice
de utilizacion de oxigeno (Bouchard et al., 1990). La primera inseminacion artificial
exitosa con semen canino refrigerado fue reportada por Harrop en 1954, quien usé
semen diluido en leche, almacenado por 100 horas a 4° C (Pinto et al., 1999). El
proceso de refrigeracion a diferencia de la congelacién, provocaria un menor dafio
en las estructuras espermaticas (Oettlé, 1986; Bouchard et al., 1990; Parks y
Graham, 1992; England y Ponzio, 1996; Rota et al., 1999; Strom Holst et al., 2000;
Iguer-ouada y Verstegen, 2001), lo que se traduce en mejores porcentajes de
viabilidad pos refrigeracion, mas similares al semen fresco (Bouchard et al., 1990;

Pinto et al., 1999; Iguer-ouada y Verstegen, 2001).

La refrigeraciébn posee también ventajas adicionales entre las que se cuentan:
protocolos de procesamiento del semen de baja complejidad, transporte del
semen a distancias considerables, técnicas de inseminaciones artificiales mas
simples, como son aquéllas de tipo vaginal (Linde-Forsberg, 1995), logrando
porcentajes de prefiez superiores a los que se obtienen con el semen congelado
(Pinto et al.,, 1999). Un estudio reciente realizado por Hermansson y Linde-
Forsberg (2006), propuso la posibilidad de refrigerar semen previa al
congelamiento, situacion que potencia la utilizacion de esta técnica segun la

condicion del ciclo estral de la perra que se desea inseminar.

No obstante las ventajas de esta técnica, también existen desventajas dadas por

los cambios de temperatura sufridos por los espermatozoides durante el



procesamiento, generando alteraciones en la membrana plasmatica
(Sirivaidyapong et al., 2000; Iguer-ouada y Verstegen, 2001), la cual necesita
permanecer intacta para mantener el microambiente ionico, el pH y la integridad
celular (Bouchard et al., 1990; Harrison y Vickers, 1990; England y Ponzio, 1996;
Iguer-ouada y Verstegen, 2001). Durante el enfriamiento, las proteinas de
superficie experimentarian cambios negativos (Parks y Graham, 1992), lo que
alteraria su funcion de reconocimiento a ligandos de la ZP, afectando de esta
manera la interaccion ovocito-espermatozoide (Watson, 2000; De los Reyes,
2004), asi como también la funcién de canales idnicos, lo que aumentaria la
permeabilidad de la membrana (Parks y Graham, 1992; Rota et al., 1995; Watson,
2000).

Otra consecuencia que tienen los cambios de temperatura, es alterar el transporte
de iones, como por ejemplo el calcio, que en casos severos comprometeria la
viabilidad celular (Watson, 2000). Sin embargo, en el espermatozoide de perro no
se ha observado este efecto (Brewis et al., 2001), por lo que podria ser
considerado relativamente mas resistente al frio (Bouchard et al., 1990; Rota et al.,
1999). Sumado a esto, esta la evidencia que el espermatozoide canino, al igual
gue el de humanos, aves y conejos, poseen un bajo indice de fosfolipidos unidos a
acidos grasos saturados:poliinsaturados en la composicibn de su membrana
plasmatica, situacion que le conferiria una mayor estabilidad de membrana y, por

tanto, una mayor tolerancia al frio (Bouchard et al., 1990).

Una de las alteraciones escasamente consideradas, pero de gran consecuencia
gue podrian causar los cambios de temperatura, es el dafio en el acido
desoxirribonucleico (ADN) espermatico, que podria provocar posteriormente una
mayor mortalidad embrionaria (Watson, 2000), decreciendo el tamafio de camada

en las especies multiparas.

Al permanecer los espermatozoides refrigerados viables por solo determinado

tiempo (England y Ponzio, 1996; Ponglowhapan et al., 2004), se requiere su



utilizacion pocos dias luego de su obtencion y procesamiento, ya que a medida
que transcurre el tiempo de almacenamiento a 4° C, se reduciria la capacidad de
los espermatozoides caninos para adherirse a la ZP (Strom Holst et al., 2000;
Ponglowhapan et al., 2004), y probablemente luego de algin tiempo mas
prolongado de preservacion en frio, la fertilidad del semen refrigerado no superaria
a la del semen congelado, ya que se ha probado que luego de 4,9 dias de
almacenamiento, la fertilidad de este semen seria menor que la del congelado
(England y Ponzio, 1996).

1.2. Diluyentes en la refrigeracion del semen

En orden de reducir los dafios generados por el enfriamiento, la refrigeracion de
los espermatozoides requiere de un medio adecuado que proporcione a los
gametos la energia y la proteccion necesaria. La composicion del diluyente influye
sobre la viabilidad y fertilidad lograda (De los Reyes et al., 2002; De los Reyes et
al., 2006). Si los espermatozoides son refrigerados en un diluyente adecuado,
pueden sobrevivir por aproximadamente 3 semanas (Ponglowhapan et al., 2004),
aunque la fertilidad se mantendria s6lo durante 4 a 5 dias (England y Ponzio,
1996). Se ha demostrado en diversos trabajos que componentes tales como TRIS
(trishidroximetilaminometano), azucares (glucosa/fructosa u otros) y citrato de
sodio, serian elementos importantes en los porcentajes de sobrevida de los
espermatozoides de perro, lograndose motilidades aceptables luego de 4 dias de
refrigeracion (England y Ponzio, 1996; Pinto et al., 1999; Rota et al., 1999; Iguer-
ouada y Verstegen, 2001). EI mayor efecto de los azucares en los
espermatozoides es la mantencion de la motilidad y los patrones de movimiento
(Ponglowhapan et al., 2004). De los azucares empleados en los diluyentes, el mas
utilizado por los espermatozoides caninos refrigerados seria la glucosa
(Ponglowhapan et al., 2004). Sin embargo, en un estudio realizado con semen
fresco se observo que la fructosa induce un patron de motilidad mas rapido y lineal

qgue la glucosa, que produjo un movimiento mas oscilatorio (Rigau et al., 2001). Si
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bien se ha observado que concentraciones bajas (1-10 mM) serian las mas
apropiadas para el semen fresco (Rigau et al., 2001), otro estudio que utilizd
semen canino refrigerado demostré que concentraciones relativamente altas de
azucar tendrian resultados mas satisfactorios al evaluar la motilidad espermatica,
la membrana plasmaética, la integridad acrosomal y el tiempo de sobrevida de los
espermatozoides (Ponglowhapan et al., 2004), como también la penetracion a la

ZP de ovocitos caninos (De los Reyes et al., 2006).

Otro componente esencial en los diluyentes comiunmente utilizados que protege a
los espermatozoides de los efectos nocivos del frio, son compuestos como la
yema de huevo (Linde-Forsberg, 1995; Iguer-ouada y Verstegen, 2001), la leche
descremada pasteurizada (Bouchard et al., 1990; England y Ponzio, 1996; Pinto et
al., 1999), y la crema (Rota et al., 1995).

Se describe que la fraccidn lipoproteica de baja densidad (fosfolipidos) de la yema
de huevo evitaria la pérdida de fosfolipidos de la membrana espermatica o bien
modularia los efectos detrimentales de los cambios de temperatura (Parks y
Graham, 1992). Esta proteccion se desarrollaria a través de las lipoproteinas de la
yema de huevo que se unirian a la membrana celular del espermatozoide y
favorecerian la preservacion de la integridad celular durante el almacenamiento
(Bouchard et al., 1990), especificamente las lipoproteinas cationicas, las que
serian efectivas en la proteccién contra el shock frio (Rota et al., 1995). Sumado a
esto, se describe que la yema de huevo posee colesterol (Moreno y Barros, 1991),
esterol de mayor presencia en la membrana plasméatica del espermatozoide, que
modula la fluidez y estabilidad de la bicapa lipidica, a través de interacciones

estearicas con los fosfolipidos de membrana (Parks y Graham, 1992).

La utilizacion de leche descremada como crioprotector comenzé en 1954, cuando
Harrop logré la primera inseminacion artificial con semen refrigerado (Tsutsui et
al., 2003). Posteriormente se han realizado otros trabajos, pero con bajos

porcentajes de concepcion (Tsutsui et al., 2003). En un estudio realizado por
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Bouchard et al. (1990) se utiliz6 un diluyente a base de leche descremada en
polvo y demostr6 que es superior al diluyente de citrato-yema de huevo en
porcentaje de motilidad general, motilidad progresiva y velocidad en los patrones
de enfriamiento medio y rapido. No obstante, se debe tener en cuenta que el
diluyente en base a yema de huevo utilizado en este estudio, presentaba una
osmolaridad menor. Algunos autores concuerdan que el diluyente de eleccién es
el Tris-yema de huevo mas azucares, que mantiene mejor la motilidad de los
espermatozoides y la integridad del acrosoma, lo que se traduce en una mayor
viabilidad celular durante el periodo de almacenamiento (Parks y Graham, 1992;
Rota et al., 1995; Iguer-ouada y Verstegen, 2001; De los Reyes et al., 2002; De los
Reyes et al., 2006). Conjuntamente, se describe que este tipo de diluyente protege
a los espermatozoides de la RA falsa, que ocurre en asociacion con la muerte
espermatica o en dafos irreversibles (Rota et al., 1995; Iguer-ouada y Verstegen,
2001).

La osmolaridad del diluyente es de importancia debido a que estudios sefialan que
podrian ocurrir injurias durante una dilucién excesiva de los espermatozoides en el
medio de refrigeracion (Oettlé, 1986; Linde-Forsberg, 1995; De Jong et al., 2005).
Se ha descrito que los espermatozoides caninos serian sensibles al estrés
osmoético, pudiendo tolerar un rango moderado de osmolaridades sin una
reduccion de la fertilidad (Ponglowhapan et al., 2004). Osmolaridades cercanas a
280-302 mOsmoles en los diluyentes no deberian producir efectos dafinos en los
espermatozoides caninos refrigerados (Mahi y Yanagimachi, 1978, Sirivaidyapong
et al., 2000).

Se ha reportado que la concentracion espermatica de 200 millones de
espermatozoides/mL favoreceria la preservacion de la motilidad a 5° C (Bouchard
et al., 1990), asi como la integridad de la membrana plasmatica y, por tanto, la
longevidad de los espermatozoides caninos que han sido refrigerados (Pefia y

Linde-Forsberg, 2000). Por lo demas, esta concentracion espermatica es la que se
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ha reportado adecuada en estudios de inseminacion artificial en caninos (Pinto et
al., 1999; Stornelli et al., 2001).

2. Dafios producidos por el frio

Numerosos autores han descrito diversos efectos negativos que provoca la
disminucidon de la temperatura en las estructuras y fisiologia de los
espermatozoides mamiferos (Harrison y Fléchon, 1980; Oettlé, 1986; Bouchard et
al., 1990; Harrison y Vickers, 1990; Moreno y Barros, 1991; Parks y Graham,
1992; Linde-Forsberg, 1995; Rota et al., 1995; England y Ponzio, 1996; Fuller y
Whittingham, 1997; Pinto et al.,, 1999; Rota et al., 1999; Hermansson y Linde-
Forsberg, 2006; Sirivaidyapong et al., 2000; Strom Holst et al., 2000; Watson,
2000; lguer-ouada y Verstegen, 2001; Stornelli et al., 2001; Ponglowhapan et al.,
2004; Thomas et al., 2005). Estas alteraciones se concentrarian en su mayoria
sobre la membrana plasmética y acrosomal externa (Oettlé, 1986; Strém Holst et
al., 2000; De los Reyes et al., 2002; Cortés et al., 2006), siendo la primera de ellas
la mas afectada (Harrison y Vickers, 1990; Ponglowhapan et al., 2004). Sin
embargo, el estado acrosomal necesita ser conservado cuando los
espermatozoides son manejados en protocolos en cultivos como la fecundacién in
vitro, debido a que si éstos experimentan la RA prematuramente, no podrian
penetrar la ZP (Barros et al., 1993; Sirivaidyapong et al., 2000), lo que reduciria la

capacidad fértil de los espermatozoides (Cortés et al., 2006).

Se ha sugerido que en los espermatozoides criopreservados, ya sea refrigerados
o0 congelados, se generan cambios que podrian ser similares a la capacitacion
espermatica (Fuller y Whittingham, 1997; Rota et al., 1999; Watson, 2000;
Ponglowhapan et al., 2004; Thomas et al., 2005; Cortés et al., 2006), efectos que
se han atribuido en parte a la desestabilizacion que produce el frio en la
membrana plasmatica (Harrison y Vickers, 1990; Watson, 2000). Conjuntamente,

a medida que la temperatura desciende, el movimiento de los fosfolipidos se
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restringe y esto induciria incrementos en el calcio intracelular (Rota et al., 1999;
Sirivaidyapong et al., 2000; Watson, 2000), que estimularian la RA espontanea
(Sirivaidyapong et al., 2000; Watson, 2000). Ademas, el frio generaria una
depolimerizacion de los filamentos de actina del citoesqueleto, lo que permitiria
una aproximacion de las membranas plasmética y acrosomal externa,
promoviendo asi la fusion, fenestracion y exocitosis acrosomal (Spungin et al.,
1995; Watson, 2000).

Con respecto a la motilidad espermética, Ponglowhapan et al. (2004), postulan
que los cambios de temperatura generados por la refrigeracion y entibiamiento
posterior a que son sometidos los espermatozoides caninos, provocarian una
disminucion de ésta, debido a la sensibilidad térmica de la bomba ATPéasica de
sodio y potasio, sumado a la salida de iones (Rota et al., 1999; Watson, 2000;
Ponglowhapan et al., 2004), dada por el aumento en la permeabilidad de
membrana (Parks y Graham, 1992; Rota et al., 1995; Rota et al., 1999; Watson,
2000).

A pesar de que existen similitudes entre la capacitacion fisioldgica y la producida
por el enfriamiento (Rota et al., 1999), se ha descrito que la segunda podria ser
una version desorganizada de la primera (Watson, 2000), lo que probablemente
afectaria la capacidad fecundante de los espermatozoides. Ademas, todavia no
esta claro si los espermatozoides realmente experimentan todos los cambios de la
RA o proceden directamente a la exocitosis acrosomal (Watson, 2000). De
cualguier manera, en los espermatozoides refrigerados de ratén se describe que
se evitaria la necesidad de una capacitacion previa antes de la incubacion con los
ovocitos, debido a que se lograrian indices de fecundacién in vitro similares al

semen fresco capacitado previamente (Fuller y Whittingham, 1997).
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3. Capacitacion espermatica

Los espermatozoides mamiferos recién eyaculados no son aun aptos para
fecundar los ovocitos, debido a que necesitan experimentar previamente una serie
de cambios fisiolégicos conocidos genéricamente como “capacitacion
espermatica” (Austin, 1951; Chang, 1951). Este proceso involucra diversas
alteraciones en la membrana plasmatica, como la salida de colesterol, lo que
aumenta la fluidez de ésta (Moreno y Barros, 1991; Parks y Graham, 1992;
Yanagimachi, 1994; Sirivaydiapong et al.,, 2000; Topfer-Petersen et al., 2000;
Toshimori, 2000; Risopatron et al., 2002; Petrunkina et al., 2003). Se ha descrito
gue esta modificacion provocaria una reduccion en el indice colesterol:fosfolipidos
de la membrana, lo que causaria una disminucién de la microviscosidad, asi como
también la salida de fosfolipidos (Sirivaydiapong et al., 2000; Risopatrén et al.,
2002), situacidon que aumentaria la permeabilidad de la membrana, permitiendo el
ingreso de iones al citoplasma espermético (Rota et al., 1999; Sirivaydiapong et
al., 2000; Risopatron et al., 2002; Petrunkina et al., 2003).

En este proceso de capacitacion se inician diversos cambios como la
reorganizacion de los lipidos en la superficie espermatica (Petrunkina et al., 2003),
lo que fomentaria la modificacion y relocalizacion proteica (Toshimori, 2000;
Risopatron et al.,, 2002; Tienthai et al., 2004). Es asi como los antigenos de
membrana experimentan modificaciones en su estructura y posicion, migrando
desde la cola hacia la cabeza espermaética y viceversa, para lograr posteriormente
un reconocimiento adecuado con el ovocito (Yanagimachi, 1994). A su vez, se
produce un influjo de calcio desde el extracelular, debido a la mayor permeabilidad
gue existe en la membrana (Yanagimachi, 1994; Rota et al., 1999; Farstad, 2000;
Sirivaidyapong et al., 2000; Topfer-Petersen et al.,, 2000; Toshimori, 2000;
Risopatron et al., 2002; Petrunkina et al., 2003); el metabolismo celular se
incrementa, a través de la participacion de la adenilciclasa, el adenosin

monofosfato ciclico (AMPc) y la tirosina que genera la fosforilacion de proteinas
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(Yanagimachi, 1994; Topfer-Petersen et al., 2000; Toshimori, 2000; Petrunkina et
al., 2003; Tienthai et al., 2004).

Durante la capacitacion espermatica, el flagelo cambia su patrén de movimiento, el
cual se vuelve menos lineal, menos progresivo, pero mas amplio y vigoroso que el
de los espermatozoides recién eyaculados (Yanagimachi, 1994; Petrunkina et al.,
2003). Este proceso se conoce con el nombre de “hiperactivacion” y permite que
los gametos masculinos se liberen del epitelio del istmo oviductal, y atraviesen las
células del cumulo (Yanagimachi, 1994; Topfer-Petersen et al., 2000; Bavister,
2002; Petrunkina et al., 2003). Si los espermatozoides experimentan la
hiperactivacion prematuramente, podria resultar en un agotamiento de las
reservas energéticas de los espermatozoides y, por tanto, no alcanzarian el sitio

de fecundacion o fallarian en este proceso (Yanagimachi, 1994).

Luego de que ha ocurrido esta serie de eventos desestabilizadores, el
espermatozoide se encuentra apto para experimentar otro fendmeno que
caracteriza a la capacitacion espermatica, que se denomina Reaccidon Acrosdmica
(RA), proceso que es gatillado por el aumento de calcio intracelular (Brewis et al.,
2001; Ramalho-Santos et al., 2002) y que involucra la fusién de la membrana
acrosomal externa y la membrana citoplasméatica y su posterior fenestracion
(Moreno y Barros, 1991; Yanagimachi, 1994; Yudin et al., 1999; Sirivaidyapong et
al., 2000; Watson, 2000; Brewis et al., 2001; Ramalho-Santos et al., 2002). Este
fendbmeno ocurre en la cercania o en contacto con las cubiertas ovocitarias
(Yanagimachi, 1994; De los Reyes y Barros, 2000; Brewis et al., 2001; Ramalho-
Santos et al.,, 2002). Durante la RA se liberan enzimas acrosomales como la
acrosina gue tienen como funcion la unién y digestion de la ZP y, por tanto,
permitir posteriormente la fusion del espermatozoide con la membrana plasmatica
del ovocito y penetrar al citoplasma ovular (Yanagimachi, 1994; De los Reyes y
Barros, 2000; Sirivaidyapong et al., 2000; Topfer-Petersen et al., 2000; Cortés et
al., 2006).
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La RA fue demostrada inicialmente en 1958, cuando se observd que los
espermatozoides perdian sus acrosomas al penetrar la ZP (Bavister, 2002). Una
hipdtesis sefala que la RA seria un prerrequisito para el desarrollo de la
fusionabilidad entre gametos, ya que dejaria apta a la membrana plasmatica a
nivel pos-acrosomal o membrana acrosomal interna para fusionarse con el ovocito
(Barros et al., 1993). Existen varios eventos que se cree serian esenciales para
que se desencadene la RA, entre los que estan: un flujo de calcio hacia el
intracelular, un incremento en el pH intracelular y la produccion de componentes
fusogénicos (Yanagimachi, 1994; Topfer-Petersen et al., 2000). Las especies
estudiadas hasta la fecha, presentarian un flujo transitorio de calcio al ser
inducidas con progesterona y proteinas de la ZP (Brewis et al.,, 2000), sin
embargo, en los espermatozoides caninos este flujo seria gradual y de mayor
duracion, pero de rapida induccién, lo que sugiere que el rol del calcio en el

gatillamiento inicial de la RA podria ser diferente en el perro (Brewis et al., 2001),

3.1. Capacitacion in vivo

In vivo la capacitacion ocurre en el tracto reproductivo de la hembra (Yanagimachi,
1994; Rota et al., 1999; Sirivaidyapong et al., 2000; Topfer-Petersen et al., 2000;
Brewis et al., 2001); en caninos se ha descrito que seria principalmente en el
epitelio columnar del istmo del oviducto (Yanagimachi, 1994; Brewis et al., 2001).
Este sitio particular tendria la capacidad de mantener viables a los
espermatozoides, modulando la capacitacion y los cambios en la motilidad (Brewis
et al., 2001), debido a que es rico en receptores adrenérgicos y buena perfusion
sanguinea, facilitando la llegada de hormonas ovéricas, lo que sugiere que esta
zona podria ser sensible a ligeros cambios en el perfil de estas hormonas, como

progesterona y estrogenos (Yanagimachi, 1994).

In vivo los espermatozoides de muchas especies no inician la RA hasta que entran

en contacto con la ZP (Moreno y Barros, 1991; Yanagimachi, 1994); en
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espermatozoides de perro se ha sefialado que tanto los que han reaccionado,
como los sin reaccionar, podrian unirse a la ZP (Kawakami et al., 1993; Strom
Holst et al., 2000; Brewis et al., 2001). La ZP es una cubierta interna del gameto
femenino, que generaria reacciones de fosforilacion y desfosforilacion que
activarian a los espermatozoides, induciendo la exposicion de enzimas
acrosomales (Topfer-Petersen et al., 2000). Estas reacciones no se generan al
azar, tienen un orden muy preciso para poder lograr una adecuada coordinacion
entre capacitacion espermatica y maduracion ovocitaria y obtener una fecundacion
exitosa, ya que algunos trabajos en capacitacion de espermatozoides caninos
sefialan que en las primeras etapas de capacitacion se fosforilan las proteinas de
la pieza media del espermatozoide y se genera, de esta forma, la motilidad
hiperactivada. La fosforilacion de las proteinas de la cabeza parece completar una
serie de eventos desestabilizadores, que corresponden a la activa capacitacion,

conduciendo a la RA espontanea (Petrunkina et al., 2003).

3.2. Capacitacion in vitro

La capacitacion espermatica puede ocurrir en ausencia de ovocitos, bajo
condiciones que imitan las caracteristicas del ambiente uterino (Hewitt y England,
1998). En orden de conseguir esto, se han desarrollado medios con diversos
constituyentes que logran la capacitacion in vitro de los espermatozoides, como
los medios que derivan de la solucion Tyrode y Krebs-Ringer, suplementados con
fuentes energéticas y albumina (Yanagimachi, 1994). En caninos se han utilizado
medios como el de capacitacion canino (CCM), el medio de capacitacion minimo
(MCM), el BWW (Biggers et al., 1971; Mahi y Yanagimachi, 1978), el modificado
(MCCM) (Sirivaidyapong et al., 2000) y el Sperm-TALP (Farstad, 2000), sin
embargo, el primero ha sido el mas utilizado en los espermatozoides de esta
especie, con algunas modificaciones en los diversos trabajos. Los constituyentes

gue posee este medio inductor artificial de la capacitacion, han demostrado ejercer
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diferentes acciones sobre la estructura del espermatozoide de perro, que lograria

facilitar la ocurrencia de este evento.

Se ha demostrado que el calcio es el componente mas critico para la capacitacion
espermatica in vitro (Mahi y Yanagimachi, 1978; Rota et al., 1999; Farstad, 2000;
Sirivaidyapong et al., 2000; Toépfer-Petersen et al., 2000; Brewis et al., 2001). Su
accion es activar sistemas enzimaticos que estimulan la via de transduccion de
sefales que involucran a la proteina kinasa-A y la fosforilacion proteica (Toshimori,
2000), tendientes a generar factores fusogénicos, facilitando la fusion de las
membranas plasmatica y acrosomal externa (Yanagimachi, 1994). Conjuntamente
este ion se requeriria para el comienzo de la motilidad hiperactivada, a través de la
estimulacién de la adenilciclasa (Yanagimachi, 1994). Por tanto, la ausencia de
calcio en el medio de capacitacién impide que los espermatozoides experimenten
la RA, la hiperactivacion y la sobrevida seria mas corta (Mahi y Yanagimachi,
1978).

Se ha descrito, ademas, que el ionoforo de calcio A23187 lograria inducir la
capacitacion y la RA in vitro de una manera similar que el calcio en
espermatozoides caninos (Hewitt y England, 1998; Farstad, 2000; Brewis et al.,
2001).

El bicarbonato es otro componente de los medios inductores de la capacitacion y
RA, el cual mantiene el pH basico requerido para que los espermatozoides se
mantengan moétiles y experimenten la RA (Mahi y Yanagimachi, 1978; Farstad,
2000). En conjunto con el calcio, este ion actia por medio de la via de sefiales de
fosforilacion proteica dependiente del AMPc, que iniciarian la desestabilizacion de
la membrana plasmatica (Petrunkina et al., 2003; Tienthai et al., 2004), y por otro
lado, estimularian el inicio de la motilidad hiperactivada (Yanagimachi, 1994;
Petrunkina et al., 2003), por lo que su concentracion en el medio de capacitacion
espermatico se relaciona con la cinética de la capacitacion (Petrunkina et al.,
2003).
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La albumina evita que los espermatozoides se adhieran al recipiente, en el cual se
encuentran contenidos (Mahi y Yanagimachi, 1978; Rota et al., 1999). Se ha
descrito que esta proteina extrae el colesterol de la membrana plasmatica del
espermatozoide (Yanagimachi, 1994, Rota et al., 1999; Sirivaidyapong et al., 2000;
Topfer-Petersen et al., 2000; Toshimori, 2000; Bavister, 2002; Risopatrén et al.,
2002; Petrunkina et al., 2003), evento considerado esencial para el inicio de la
capacitacion. Se ha observado que esta proteina removeria al zinc por quelacion;
estos iones mantienen la estabilidad de la membrana, por lo que su disminucién
provocaria un desequilibrio, permitiendo de esta manera que ocurra la fusion de
las membranas (Bavister, 2002). Ademas, la presencia de albumina es
fundamental para el desarrollo de la capacitacidbn espermatica in vitro, debido a
gue su ausencia disminuye la sobrevida de los espermatozoides caninos (Mahi y
Yanagimachi, 1978) e imposibilita la ocurrencia de la RA (Bavister, 2002) y, por

tanto la fecundacion.

Otro componente esencial del medio de capacitacion es la glucosa, sustrato
energético que preservaria la reserva de energia intracelular y, por tanto, la
motilidad (Ponglowhapan et al., 2004; De los Reyes et al., 2006). Al mismo tiempo,
se describe que la glucosa favorece la RA en el espermatozoide canino (Mahi y
Yanagimachi, 1978; Farstad, 2000; Sirivaidyapong et al., 2000), puesto que se ha
demostrado que la fosforilacion de tirosina depende de la glucosa, la que induce
un aumento intenso y rapido de todas las fosforilaciones de esta proteina
(Petrunkina et al., 2003).

Se ha sugerido que la capacitacion in vitro se podria lograr también usando
compuestos fisioldgicos como el liquido folicular (Bavister, 2002; Risopatrén et al.,
2002). Barros et al. (1993) demostraron que los liquidos folicular y oviductal, tanto
homologo como heterdlogo, inducirian la RA en espermatozoides de hamster, lo
que se ha descrito también en espermatozoides caninos (Petrunkina et al., 2004).
Conjuntamente, se ha demostrado que la progesterona y las proteinas solubles de
ZP inducirian la RA en espermatozoides mamiferos (Moreno y Barros, 1991;
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Ramalho-Santos et al., 2002), incluidos los caninos (Kawakami et al., 1993; Brewis
et al., 2001). Sin embargo, solo los espermatozoides capacitados son aptos para

responder a inductores naturales de la RA (Ramalho-Santos et al., 2002).

Para lograr una adecuada fecundacion del ovocito se requiere la ocurrencia de la
RA, proceso que permite la liberacion del contenido acrosomal, que posee
diversas enzimas hidroliticas como la acrosina (Yanagimachi, 1994), identificada
como una de las enzimas involucradas en la penetracion espermatica (Polakoski
et al., 1973; Elce et al., 1986; Topfer-Petersen et al., 1990; Barros et al., 1992;
Valdivia et al., 1994; Sillerico et al., 1996; Kawakami et al., 1999; Valdivia et al.,
1999; De los Reyes y Barros, 2000).

4. Acrosina

La acrosina es una serina-proteasa que se encuentra almacenada en forma de
zimOgeno, como proacrosina, en el compartimiento acrosomal del espermatozoide
intacto (Sillerico et al., 1996; De los Reyes y Barros, 2000; Toshimori, 2000;
Moreno et al.,, 2002; Cortés et al., 2006). Se ha descrito que se mantiene
inactivada por un inhibidor de proteasas presente en el plasma seminal (Polakoski
et al., 1973; Harrison y Fléchon, 1980), el cual es removido o inactivado durante la
permanencia de los espermatozoides en el tracto reproductivo femenino como

parte del proceso de capacitacion (Polakoski et al., 1973).

Al estar en cercania o entrar en contacto directo con la ZP, el espermatozoide
experimenta la RA y se gatilla la activacion del zimogeno hacia acrosina (De los
Reyes y Barros, 2000). Yanagimachi (1994) sefiala que esta conversion estaria
dada especificamente por los carbohidratos presentes en la ZP, cubierta ovocitaria
que seria el sustrato natural de la acrosina (Barros et al., 1993; De los Reyes y
Barros, 2000). Luego que ha ocurrido la RA, esta enzima permaneceria unida al
espermatozoide (Harrison y Fléchon, 1980), especificamente a la superficie de la
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membrana acrosomal interna (Yanagimachi, 1994; De los Reyes y Barros, 2000;
Cortés et al., 2006). Se ha descrito que también se dispersaria gradualmente junto
con las proteinas acrosomales (Yamagata et al., 1998; Cortés et al., 2006), en
orden a facilitar la penetracion espermatica a través de la ZP (Toshimori, 2000).
Los espermatozoides sin acrosina han mostrado un retraso en la liberacién del
contenido acrosomal durante la induccién de la RA (Yamagata et al.,, 1998;
Moreno et al., 2002).

La exposicion de la matriz acrosomal genera la pérdida de la primera union
ovocito-espermatozoide, sin embargo, los espermatozoides penetrados siguen
adheridos a la ZP, gracias a la adquisicién de un segundo tipo de interaccién, que
se estableceria nuevamente entre los carbohidratos de la ZP y el sistema

proacrosina/acrosina (Barros et al., 1993; De los Reyes y Barros, 2000).

Se cree que la acrosina tendria dos funciones fisioldgicas: el reconocimiento y
adhesion del espermatozoide a la ZP en las etapas iniciales de la fecundacién
(Moreno et al., 2002) y la protedlisis limitada de la matriz glicoproteica de la ZP del
ovocito (Barros et al., 1993; 1996). Ademas, se ha reportado que la acrosina esta
implicada en el desarrollo de la fusionabilidad de la membrana plasmatica del

espermatozoide (Barros et al., 1993).

La salida prematura de acrosina desde el acrosoma conduciria a la pérdida de la
capacidad espermética de cruzar la ZP (Barros et al., 1993; 1996), lo que fue
demostrado por Barros et al. (1992), que observaron que los espermatozoides de

hamster preincubados por largo tiempo serian incapaces de cruzar la ZP.

Al dafarse el acrosoma por un transtorno celular como el provocado por el frio,
podria generarse la activacion de la acrosina y su dispersion junto a la matriz
acrosomal, por lo tanto, la medicidbn de esta enzima podria considerarse una
buena medicion de este dafio (Harrison y Fléchon, 1980; Kawakami et al., 1999;

Cortés et al., 2006). Sin embargo, se describe que ademas de activarse, la
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acrosina se veria desestabilizada por accion del frio (Polakoski et al., 1973;
Froman et al., 1984). A temperaturas de refrigeracién (4° C) se ha sefialado que
se reduciria el contenido de proacrosina, pero no la actividad total de acrosina
(Froman et al., 1984). El calcio podria activar y estabilizar a esta enzima
(Polakoski et al., 1973). Por otra parte, se ha demostrado que la autoactivacion de
la acrosina en espermatozoides caninos seria inhibida por este ion (Froman et al.,
1984).

La localizacion de la proacrosina/acrosina en el acrosoma de espermatozoides
refrigerados de perro no ha sido evaluada. Su estudio seria una herramienta
adecuada para determinar el grado de exocitosis acrosomal durante la
capacitacibn y RA, en espermatozoides preservados a temperatura de

refrigeracion y/o la integridad de la membrana espermatica en esta especie.
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HIPOTESIS

La presencia de la enzima acrosina en espermatozoides refrigerados de perro se

vera modificada de acuerdo a los diferentes tiempos y temperatura de

capacitacion in vitro a que sean sometidos estos espermatozoides.

OBJETIVOS

1.- Objetivo General

Detectar la presencia de acrosina en espermatozoides de perro sometidos a

refrigeracion y capacitados in vitro.

2.- Objetivos Especificos

Evaluar el efecto del tiempo (0, 1, 2 y 3 horas) de capacitacion en la liberacion

de acrosina en espermatozoides caninos.

Comparar dos temperaturas de incubaciéon (20° y 37° C) para la capacitacion

espermatica in vitro, en la liberacion de acrosina en espermatozoides de perro.

Relacionar la presencia de acrosina, en las diferentes condiciones de cultivo,
con la viabilidad espermatica posrefrigeracion, a través de la motilidad

espermatica.
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MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se realiz6 en el Laboratorio de Reproduccion de la
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile y la
evaluacion por microscopia de epifluorescencia, en el Laboratorio de Embriologia
de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Pontificia Universidad Catdlica de
Chile.

a) Obtencidn y refrigeracion de espermatozoides.

El semen se obtuvo a través de estimulacion digital del pene a tres perros adultos
fértiles, de diferentes razas, sanos y pertenecientes a privados. Se utilizd la
segunda fraccion del eyaculado correspondiente a la fraccion espermética, la cual
fue recolectada en copas previamente entibiadas. Se registré el color, olor y
volumen seminal obtenido. La motilidad progresiva (MP) se evalué en forma
subjetiva mediante microscopia de contraste de fases. La concentracion
espermética se obtuvo a través de recuento en la cdmara de Neubauer, de
acuerdo a las técnicas establecidas en el Laboratorio (De los Reyes y Barros,
2000).

El plasma seminal se retird por centrifugaciéon a 700 x G por 5 minutos en buffer
TRIS (preparado en base a trishidroximetilaminometano, Merck) (Rota et al.,
1999), en proporcion 2:1 (TRIS: semen). Al pellet obtenido se le extrajo el
sobrenadante y se resuspendi6 en el diluyente de refrigeracion (Tabla 1), en orden

a obtener una concentracion de 200 millones de espermatozoides por mL.

Los espermatozoides ya resuspendidos en el diluyente, se colocaron en un vaso
precipitado con agua a temperatura ambiente, que luego se llevo a refrigeraciéon a
4° C, durante 24 horas.
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Tabla 1. Composicion del diluyente de refrigeracidén canino.

Compuesto Cantidad
TRIS 249 mM
Acido citrico 88,4 mM
Fructosa 69,3 mM
Yema de huevo 20%

Bencil penicilina 2,8 mM
Sulfato Dihidroestreptomicina 0,68 mM

b) Entibiamiento de los espermatozoides.

Luego de 24 h en refrigeracion, las muestras fueron incubadas a 37° C por 10
minutos. Luego se centrifugaron a 300 x G por 5 minutos, para extraer el diluyente
y el pellet fue resuspendido en el medio de capacitacion canino o CCM (Mahi y
Yanagimachi, 1978), en cantidad suficiente para obtener una concentracion final
de 50 x 10° espermatozoides/mL. Cada muestra se alicuot en 7 partes iguales
para ser evaluadas a distintos tiempos (0, 1, 2 y 3 horas) a temperatura ambiente
(20° C) y 1, 2 y 3 horas a temperatura de incubaciéon (37° C). Debido a que
cuando los espermatozoides son entibiados (luego de la refrigeracién), éstos sdlo
alcanzan una temperatura que bordea los 20° C, no existe hora O para los
espermatozoides incubados a 37° C. En cada muestra y en cada tiempo se midi6é

el porcentaje de MP espermatica mediante microscopio de contraste de fases.
c) Determinacion de acrosina mediante inmunofluorescencia indirecta.
Para la fijacion de los espermatozoides se utilizd L-polilisina al 1% (Sigma), para

que los espermatozoides se adhirieran al cubreobjeto, en el cual fueron fijados

posteriormente con paraformaldehido (Merck) al 4%.
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Luego de esto se afiadié Metanol 99% (Fisher Scientific) por diez minutosa 4°C
y Triton x-100 (Sigma) al 1% en PBS para permeabilizar las células. Los sitios de
unién no-especificos fueron blogueados con PBS-BSA 1% (preparado con BSA,
fraccion V, Sigma) mas Glicina (Sigma) 100 puM. Posteriormente las muestras se
incubaron con el anticuerpo monoclonal anti-acrosina humana C5F10 (Biosonda)
(Cortés et al., 2006), previamente diluido en 1:100 en PBS-BSA 1% por 24 h.
Posteriormente, las muestras fueron incubadas (protegidas de la luz) con un
segundo anticuerpo anti-mouse fluorescente (Pierce), diluido en 1:100 PBS-BSA
1% por 1 h. Las muestras se montaron en un portaobjeto utilizando antifade
(Vectashield, Vector) y se observaron mediante un microscopio de

Epifluorescencia (Nikon Optiphot 2).

d) Analisis estadistico.

Se realizaron siete réplicas experimentales en las diferentes condiciones de
cultivo. En cada una de las muestras y en cada protocolo de capacitacion (tiempo

y temperatura), se evaluaron 200 espermatozoides por inmunofluorescencia.

Los resultados del inmunomarcaje de acrosina en los espermatozoides
procesados para inmunofluorescencia, se clasificaron en: a) Marcados (marca
fluorescente a nivel acrosomal) y b) No Marcados (sin marca fluorescente a nivel
acrosomal). Esta variable binomial se analiz6 mediante un modelo de regresién
polindbmica de tipo cuadratica (Mendenhall y Scheaffer, 1973), el cual permitié
estimar si existian diferencias entre los distintos protocolos de capacitacion
espermatica a través del tiempo, utilizando SAS (Statistical Analysis System, SAS
Institute, Cary, NC, USA).

Las diferencias con P < 0,05 se consideraron significativas.
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El modelo estadistico que se utilizd es el siguiente:

Yii = Boi+ Bu T+ Ba Ty %+ g

Donde:

Yij = Inmunomarcaje de Acrosina (variable binomial (1= no marcado; 0=
marcado)).

Boi = Intercepto.

B1ii = Coeficiente de regresion de Yij sobre el tiempo T; (para cada
tratamiento).

T; = Tiempo de incubacion.

Boi = Coeficiente de regresion de Yjj sobre el tiempo T; 2 (para cada
tratamiento).

T; 2 = Tiempo de incubacion al cuadrado.

&j = Error.

La evaluacion de la motilidad espermética a través del tiempo de capacitacion y
temperatura de incubacion, se realizé6 mediante analisis de varianza (ANDEVA)
utilizando la Prueba de Tukey-Kramer para determinar la significancia de las
diferencias, entre los protocolos de capacitacion espermatica. Las diferencias de P

< 0,05 se consideraron significativas.



28

RESULTADOS

Inmunomarcaje

El inmunomarcaje fue clasificado en No marcado o sin presencia de acrosina
(Figura 1.2 a), cuando el acrosoma no emitié fluorescencia y en Marcado (Figura

1.2 b), cuando el acrosoma emitio fluorescencia verde.

Figura 1.1. Microscopia de contraste de fases. Figura 1.2. Microscopia de epifluorescencia (400x).

Se observé que a medida que transcurrio el tiempo de incubacion en medio de
capacitacion de 0, 1, 2, 3 horas, la probabilidad de encontrar espermatozoides no
marcados aumento6 (P < 0,0001) (Figura 2), presentando coeficientes de regresion

gue fueron estadisticamente diferentes y significativos entre las horas 0, 1, 2y 3.

La temperatura de incubacion a partir de la primera hora influyd en forma
significativa sobre la variacién en el porcentaje de espermatozoides no marcados
(P < 0,0001). No hubo diferencias estadisticamente significativas entre ambas

temperaturas a la hora 0.
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El nivel de confianza de este andlisis estadistico presenté un R? de 0,98 para la
temperatura de 20° C y de 0,99 para 37° C, lo que permite concluir que el modelo

estadistico para este estudio es altamente confiable.

Independiente del tiempo, la probabilidad de encontrar espermatozoides no
marcados fue mayor a 37° C que a 20° C, exceptuando la tercera hora de

incubacion (Figura 2).

Figura 2. Diagrama de Regresion Polindmica de tipo Cuadratica de los
espermatozoides No Marcados a los diferentes tiempos de capacitaciéon (TC) y
temperaturas de incubacion (TI).
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*El tiempo cero a los 37° C fue obtenido mediante extrapolacion de los datos obtenidos.

Los espermatozoides no marcados incubados a 20° C y 37° C tuvieron la mayor
pérdida de la marca fluorescente durante la primera hora de incubacién, lo que se
observé de manera mas notoria en los incubados a mayor temperatura (Figura 2),

que ademas exhibieron este comportamiento durante todo el tiempo, aunque,
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luego de la segunda hora de incubacién, estos espermatozoides mostraron una
desaceleracion en la pérdida de marca fluorescente. En contraste, los
espermatozoides incubados a 20° C mostraron una pérdida sostenida en el
porcentaje de marcacion a través del tiempo, observandose la mayor pérdida de
marca a las 3 horas de incubaciéon. Esta disminucion a través del tiempo fue
inferior a la experimentada por los incubados a 37° C, segun se observa en las

lineas de tendencia (color negro) (Figura 2).

Los valores absolutos y porcentuales de los espermatozoides sin marcacion, se

presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Espermatozoides no marcados (N° y %) en los diferentes tiempos de
capacitacion (TC) y temperaturas de incubacion (TI).

TEMPERATURA
TIEMPO
(Horas) 20° C 37°C
N n % N N %
0 1400 632 45,14 % 1400 632 45,14%
1 1400 1012 72,29 % 1400 1066 76,14 %
2 1400 1106 79,00 % 1400 1158 82,71 %
3 1400 1137 81,21 % 1400 1104 78,86 %
Total 5600 3887 69,41 % 4200 3328 79,24 %
N : nimero de espermatozoides evaluados.

n : numero de espermatozoides no marcados.
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Motilidad espermética (ME)

Los resultados de motilidad espermatica se muestran en la Figura 3. Se observo
qgue la ME disminuyd solo entre el tiempo 0 y el resto de los tiempos de incubacién
(P <0,0001).

Figura 3. Motilidades promedio y Desviacion Estandar de los espermatozoides a
los distintos tiempos y temperaturas de incubacion.
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Letras distintas indican diferencias significativas (P < 0,05).

Al evaluar los resultados de la ME entre ambas temperaturas de incubacion, no se
observaron diferencias significativas (P > 0,05). Se evalué cada temperatura por
separado en el tiempo y se obtuvo que la motilidad se modificé sélo a 20° C
(P < 0,0004). Esta variacion significativa se registré entre la hora 0 y las restantes

horas de incubacién (P < 0,05) (Figura 3).
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DISCUSION

Este trabajo demostréo una influencia del tiempo y de la temperatura, sobre la
liberacion de acrosina en espermatozoides caninos refrigerados/entibiados y

capacitados in vitro en medio inductor de la capacitacion espermatica.

La exocitosis de enzimas acrosomales como la acrosina, ha sido estudiada para
evaluar, entre otras cosas, la Reaccion Acrosomica (RA) (Harrison y Fléchon,
1980; Froman et al., 1984; Barros et al., 1992; 1993; Valdivia et al., 1994; Sillerico
et al., 1996; Yamagata et al., 1998; Kawakami et al., 1999; Valdivia et al., 1999; De
los Reyes y Barros, 2000), como también su relacion con la capacidad fecundante
de los espermatozoides (Barros et al., 1993; Yamagata et al., 1998; Kawakami et
al., 1999; Valdivia et al., 1999; Yudin et al., 1999; De los Reyes y Barros, 2000).
Por otra parte, la localizacién de esta enzima se ha investigado para precisar la
cinética de su liberacion durante la RA en espermatozoides de hamster, cobayos,
humano (Barros et al., 1992), conejo (Valdivia et al., 1994; Sillerico et al., 1996;
Valdivia et al., 1999), raton (Yamagata et al., 1998) y bovino (De los Reyes y
Barros, 2000), asi como también los efectos negativos que promoveria la
criopreservacion en los espermatozoides (Harrison y Fléchon, 1980; Aretio, 2006;
Cortés et al., 2006).

En el presente estudio, se detectd la presencia de acrosina en espermatozoides
caninos refrigerados y capacitados in vitro, mediante inmunofluorescencia
indirecta, utilizando un anticuerpo monoclonal antiacrosina humana C5F10,
evidenciandose que a medida que transcurrié el tiempo de incubacion en medio de
capacitacion, aumenté la cantidad de espermatozoides que no mostraron marca
fluorescente, indicativo de la presencia de acrosina, lo que sugiere que estos
espermatozoides lograron capacitarse y experimentar la RA, liberando asi el
contenido acrosomal, con la consiguiente pérdida de acrosina. Durante la primera
hora de incubacion se comprobd un importante incremento en el niumero de

espermatozoides sin marca fluorescente (no marcados), mientras que en los
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siguientes tiempos este aumento fue menos notorio. Estos resultados podrian ser
concordantes a los obtenidos por Rota et al. (1999), donde el mayor incremento en
la capacitacion de espermatozoides refrigerados, evaluado mediante el ensayo de
Clortetraciclina (CTC), se produjo dentro de las dos primeras horas de incubacion
y con los resultados obtenidos por Manosalva et al. (2005), quienes obtuvieron un
alto porcentaje de espermatozoides caninos capacitados y reaccionados a las 3
horas de incubacién, empleando el mismo medio capacitante que en este trabajo y
evaluados mediante SBTI-Alexa 488 (soybean trypsin inhibitor, conjugado con

Alexa Fluor 488) e inmunofluorescencia indirecta.

De acuerdo a los resultados obtenidos por Aretio (2006), con espermatozoides
caninos congelados/descongelados, utilizando la misma metodologia de
inmunofluorescencia con el anticuerpo C5F10, de este estudio, los
espermatozoides también experimentaron el mayor porcentaje de pérdida de
marca fluorescente durante la primera hora de incubacion. Sin embargo, de
acuerdo a lo planteado previamente en otro estudio, la alteracion en la liberaciéon
de la acrosina debido al frio seria distinta en la congelaciéon respecto de la
refrigeracion, ya que segun algunos autores, la refrigeracion produciria sélo la
autoactivacion de la proacrosina, pero no reduciria su actividad total, a diferencia
que la congelacion si lo provocaria (Froman et al.,, 1984), sugiriendo que el
congelamiento produciria una lisis del acrosoma espermatico (Froman et al., 1984;
Watson, 2000; Cortés et al., 2006). Por el contrario, en trabajos con
espermatozoides frescos de perro, procesados bajo el mismo protocolo que en
este estudio, muestran un aumento tardio en la pérdida de marca fluorescente
(datos no publicados') en relacién a los congelados/descongelados (Aretio, 2006)
y los refrigerados, presentados en este trabajo, lo que concuerda con la actividad
mostrada por la acrosina de espermatozoides frescos capacitados en el mismo
medio, que aumenta significativamente sélo después de 7 horas de incubacion
(Kawakami et al., 1999).

! Memoria en curso, 2007, Mitchel Gutierrez.
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En las siguientes horas de incubacion, la cantidad de espermatozoides sin marca
fluorescente registré solo un aumento leve, indicando que la pérdida de acrosina
luego de la hora de incubacion en medio inductor de capacitacion seria menos
drastica. Es probable que un porcentaje importante de los espermatozoides hayan
experimentado la capacitacion previamente, lo que concordaria con el 76% de
espermatozoides no marcados a la primera hora de incubacion a 37° C. Se ha
descrito que los espermatozoides de perro se podrian unir a la zona pelucida (ZP)
tanto reaccionados como sin reaccionar (Kawakami et al., 1993), sin embargo, se
ha demostrado que los espermatozoides refrigerados penetrarian los ovocitos
madurados in vitro antes que los espermatozoides frescos (hora 1), y luego de
este tiempo, esto se revertiria y los espermatozoides almacenados a 4° C
penetrarian a una tasa mas lenta que los frescos (Anguita, 2006). Esto seria
coincidente con el mayor porcentaje de no marcados a comienzos de la
incubacion, obtenido en este trabajo, indicando por tanto, que es posible que la
acrosina, que participa en la penetracion espermatica a través de la ZP, se
liberaria mas temprano en aquellos espermatozoides sometidos a procesos de

refrigeracién y congelacion (Aretio, 2006).

Al inicio de la incubacion en medio capacitante (hora 0) a 20° C, casi la mitad de
los espermatozoides no presentaban marca fluorescente, pudiendo haber liberado
la enzima, debido a dafio acrosomal o al inicio mas precoz del proceso de RA,
producto del tratamiento de refrigeracion, ya que segun un estudio reciente que
empled espermatozoides frescos bajo las mismas condiciones de incubacién
(datos no publicados?) obtuvo sélo un 14 % de espermatozoides sin marca al
comienzo de la capacitacion, confirmando lo sefialado previamente por Rota et al.
(1999), donde habrian diferencias significativas en los patrones de capacitacion
(medido mediante CTC) entre los espermatozoides de perro frescos vy
criopreservados, exhibiendo estos Ultimos una alta proporcion de capacitacién al

inicio de la incubacion.

! Memoria en curso, 2007, Mitchel Gutierrez.
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Ambas temperaturas de incubacion mostraron una influencia significativa en la
pérdida de la marca fluorescente, indicativa de acrosina. Tanto los
espermatozoides incubados a 20° C como a 37° C presentaron la mayor pérdida
de la marca durante la primera hora de incubacion en medio capacitante, siendo
mas notorio a 37° C que a 20° C, lo que indicaria que estos espermatozoides
perdieron la acrosina tempranamente, y por tanto, se habrian capacitado.

Los espermatozoides incubados a 37° C mostraron la mayor cantidad de pérdida
de inmunomarcaje a las 2 horas de incubacién, evento que ocurrié a las 3 horas
de capacitacion a los 20° C. Probablemente, el hecho que la temperatura de 37° C
sea la mas cercana a la temperatura corporal, favoreceria que la capacitacion se
desarrollara en un ambiente similar al fisiolégico. Conjuntamente, una temperatura
mayor incrementaria el metabolismo de los espermatozoides (England y Ponzio,

1996), respecto de la aceleracion de los procesos enzimaticos (Stryer et al., 2003).

Por otra parte, se observO que los espermatozoides incubados a 37° C
experimentaron una desaceleracion en el proceso de capacitaciéon, de acuerdo a
la pérdida de la marca fluorescente, luego de las 2 horas de incubacion, lo que
podria deberse a que la mayoria de los espermatozoides incubados a esta
temperatura habrian experimentado mas tempranamente este proceso de
capacitaciéon y RA. Esto concuerda con lo descrito por Rota et al. (1999), al
evaluar la RA mediante ensayos de CTC, donde los espermatozoides refrigerados
y luego capacitados a 37° C presentaron el mayor incremento de RA durante las
primeras 2 horas de incubacién. Los espermatozoides incubados a 20° C, en
contraste, mostraron una pérdida sostenida de marca a través del tiempo de
incubacion, porcentaje que fue inferior a los incubados a 37° C, exceptuando la
tercera hora, lo que podria atribuirse a que los espermatozoides incubados a 20°

C requeririan mas tiempo para capacitarse.

Existen pocos estudios de capacitacion espermatica en que sea evaluada la

temperatura de 20° C; la mayoria de los trabajos han utilizado temperaturas de
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incubacion similares a las encontradas in vivo, las que fluctian entre 37° Cy 39° C
(Mahi y Yanagimachi, 1976; 1978; Kawakami et al., 1993; Hewitt y England, 1998;
Kawakami et al., 1999; Sirivaidyapong et al., 2000; Strom Holst et al., 2000; Brewis
et al., 2001; Petrunkina et al., 2003). Sin embargo, Sirivaidyapong et al. (2000),
observaron que aunque los espermatozoides frescos capacitados a 20° C
muestran porcentajes de RA similares a los espermatozoides incubados a 37° C,
el proceso seria mas lento a 20° C, lo que concuerda con un estudio reciente en
capacitacion de espermatozoides caninos frescos in vitro a 20° y 37° C (datos no
publicados') donde no hubo variaciones significativas en el porcentaje de
espermatozoides sin acrosina entre las temperaturas de incubacion. No obstante,
el aumento de aquéllos sin acrosina fue menor a 20° C. Estos trabajos coincidirian
con los resultados obtenidos en el presente estudio, donde los espermatozoides
refrigerados sin marca fluorescente, incubados a 20° C, liberaron la acrosina en
forma més gradual que los incubados a 37° C, situacion que puede deberse a
posibles diferencias en la fluidez de la membrana plasmatica y la composicion
lipidica a 20° C y 37° C (Sirivaidyapong et al., 2000), pudiendo enlentecerce la

cinética de capacitacion en los espermatozoides incubados a menor temperatura.

Al observar los porcentajes de espermatozoides sin marca fluorescente luego de
la primera hora a 20° C y 37° C, se aprecian leves incrementos del porcentaje de
no marcados en ambas temperaturas, lo que podria deberse a que la mayoria de
los espermatozoides ya se habrian capacitado.

Con el fin de estimar la viabilidad de los espermatozoides sometidos a
capacitacién, se evalué6 ademas la motilidad espermatica. Esta caracteristica
resultd ser afectada por el tiempo de incubacidén, mientras que la temperatura de

incubacion no ejercio efectos significativos en la motilidad.

! Memoria en curso, 2007, Mitchel Gutierrez.
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El porcentaje de motilidad progresiva (MP) es un parametro importante en la
evaluacion de métodos de preservacion de espermatozoides (Strom et al., 1997),
no obstante, debe asociarse con otras evaluaciones de fertilidad para lograr una
correlacion mas certera de lo que ocurre in vivo (Bouchard et al., 1990). En
espermatozoides caninos frescos, la MP generalmente es de 90% (Rota et al.,
1995; Rota et al., 1999; Sirivaidyapong et al., 2000; Risopatron et al., 2002;
Sanchez, et al, 2002; Manosalva et al., 2005), mientras que en los
espermatozoides que han sido congelados/descongelados los porcentajes de
motilidad han variado entre un 47% a 73%, segun el protocolo de
congelacion/descongelacion que se haya utilizado (Strom et al., 1997; Rota et al.,
1999; Pefia y Linde-Forsberg, 2000; Strém Holst et al., 2000; Sanchez, et al.,
2002). En los espermatozoides refrigerados, ésta ha fluctuado entre 73-90%,
dependiendo del medio de refrigeracién empleado (Bouchard et al., 1990; Rota et
al., 1995; Pinto et al., 1999; Rota et al., 1999; Strém Holst et al., 2000; Iguer-ouada
y Verstegen, 2001; Tsutsui et al., 2003; Ponglowhapan et al., 2004; Manosalva et
al., 2005).

En este estudio los espermatozoides caninos refrigerados por 24 horas
presentaron un 78,5% de motilidad al inicio de la incubaciéon (hora 0), similar a la
motilidad de 73% observada previamente en espermatozoides caninos
refrigerados por 24 horas (Manosalva et al., 2005). Esta disminuciéon en la
motilidad se describe en los espermatozoides tratados con frio (Rota et al., 1999;
Watson, 2000; De los Reyes et al., 2002) y se deberia a que este movimiento
depende de la actividad mitocondrial, la que se ve afectada por efecto de la

refrigeracion (Manosalva et al., 2005).

La motilidad espermatica proporcionaria informacion respecto de las reacciones
espermaticas frente a ambientes adversos (Bouchard et al., 1990). Se observo, en
este trabajo, que la motilidad disminuyé a medida que transcurrié el tiempo de
capacitacion, asi como lo demuestran estudios de capacitacion en caninos con

espermatozoides frescos (Kawakami et al., 1993; Kawakami et al., 1999; Rota et
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al., 1999; Sirivaidyapong et al., 2000; Risopatron et al., 2002; Petrunkina et al.,
2003) y congelados (Rota et al., 1999; Strém Holst et al., 2000; Aretio, 2006). La
disminucioén significativa de la motilidad en el tiempo, se produjo entre la hora 0 y
1, lo que coincide con el mayor aumento de los espermatozoides sin marca
fluorescente. Esto podria indicar que luego de capacitarse, los espermatozoides
experimentarian una merma en su motilidad, lo que podria acompafarse ademas,
de muerte celular (Petrunkina et al., 2003). Este fenbmeno ocurre tanto en los
espermatozoides frescos como criopreservados, debido a que se agotarian las
reservas energéticas necesarias para desencadenar el movimiento del flagelo
(Yanagimachi, 1994). Ademas, se ha descrito que la actividad de la tirosina de la
pieza media del espermatozoide, responsable de la hiperactivacion, se reduciria
luego del movimiento hiperactivado, lo que tendria como consecuencia una
disminucién de la motilidad (Petrunkina et al., 2003). Este descenso ocurre
lentamente en los espermatozoides caninos frescos, en los que se ha visto que
luego de 4 horas de capacitacion, se iniciaria la disminucion significativa de este
parametro (Kawakami et al., 1993). Por el contrario, en los espermatozoides
congelados/descongelados, se ha observado que este proceso ocurriria durante la
primera media hora de capacitacién (Aretio, 2006). En el estudio realizado por
Rota et al. (1999), la motilidad de los espermatozoides refrigerados disminuyo
alrededor de un 15 % durante las primeras dos horas de incubacion, situacion que
difiere de lo ocurrido en este trabajo, puesto que esto sucedid durante la primera
hora, lo que puede deberse al hecho de que la primera medicion de motilidad fue
realizada en la segunda hora de incubacion en el estudio de Rota et al. (1999).

Luego de la primera hora de incubacion, la motilidad no disminuyo
significativamente, por lo que no hubo diferencias importantes entre las restantes

horas de incubacion.

La temperatura de incubacion no influyé en forma significativa sobre la
disminucion de la motilidad, aunque se observo una declinacion constante de la

motilidad a 20° C. Por el contrario, la motilidad a 37° C se mantuvo relativamente
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estable en el tiempo. Este comportamiento de la motilidad difiere del obtenido en
el trabajo realizado por Aretio (2006), en el que los espermatozoides
congelados/descongelados experimentaron una disminucion significativa de la
motilidad, la que fue mas pronunciada a 37° C en relacion a la temperatura de 20°
C. Sin embargo, los espermatozoides congelados/descongelados experimentarian
mayores dafios durante el proceso de congelamiento (England y Ponzio, 1996), lo

gue los haria por tanto, menos resistentes.

Al evaluar la motilidad en cada temperatura, se observé que sélo a 20° C hubo
disminuciones significativas en el tiempo, las que se registraron entre la horaOy 1.
Esto se asemeja a lo ocurrido en el ensayo realizado por Aretio (2006), donde la
mayor disminucion de la motilidad espermatica se produjo en la primera hora de
capacitacion en los espermatozoides congelados/descongelados incubados a 20°
C. Al no existir hora 0 para la temperatura de incubacion de 37° C, se extrapold la
motilidad del inicio de la incubacién, y se observdé una reduccién similar a la

observada a 20° C.

En el presente estudio, los espermatozoides caninos refrigerados/entibiados y
capacitados in vitro experimentaron la mayor liberacion de acrosina durante la
primera hora de incubacion en medio capacitante, lo que resulté ser concomitante
con la disminucién de la motilidad. Esto podria indicar que la RA se llevaria a cabo
al inicio de la incubacion. Sin embargo, se debe considerar, que se ha descrito que
durante la refrigeracion se desencadenarian dafios acrosomales que podrian
conllevar a una RA degenerativa o prematura (Rota et al., 1995), por lo que estos
espermatozoides no podrian penetrar la ZP (Barros et al., 1993; Sirivaidyapong et
al., 2000), reduciéndose su capacidad fecundante (Cortés et al.,, 2006). Es por
esto que se hace necesario el estudio de la fertilizacién in vitro de ovocitos de

perra, utilizando semen canino refrigerado y capacitado in vitro.
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CONCLUSIONES

La liberacién de la enzima acrosina en espermatozoides refrigerados de
perro se vio influenciada por el tiempo y la temperatura de capacitacion in

vitro a los que fueron sometidos estos espermatozoides.

Los espermatozoides se capacitaron mas rapidamente durante la primera
hora de incubacién y a 37° C, por lo que en futuros ensayos de fecundacion

in vitro debiera utilizarse esta temperatura para lograr indices exitosos.

La motilidad progresiva, como expresion de viabilidad espermatica,
disminuy6 a través del tiempo de incubacion, experimentando su mayor
descenso durante la primera hora de incubacion., por lo que los
espermatozoides refrigerados deberian ser sometidos a capacitacion in

vitro en tiempos breves.
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