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EFECTO DE LA REFRIGERACION SOBRE LA MOTILIDAD,
INTEGRIDAD DE MEMBRANA ACROSOMAL Y REACCION
ACROSOMAL EN ESPERMATOZOIDES CANINOS!

IrisManosalva P.2, Constanza Cortés®, Victor Leyva V.4, Martha Valdivia C.2,
Monica De los Reyes S.°, Claudio Barros R.2 y Ricardo Moreno M 2

ABSTRACT

Preservation methods of spermatozoa using refrigeration have been developed for
canine sperm; however, therate of fertilizationisstill low, possibly dueto cell damagefor
unknown reasons. The objective of this study wasto evaluate the effect of refrigeration
upon motility, mitochondrial activity, acrosomal membraneintegrity, and acrosomal reaction
in dog sperm incubated in three culture media (Ferp Talp, CCMm, Sp Talp) using new
methodologies (Mito Tracker, Lyso Tracker, SBTI). The results indicated that exist a
significant decrease (p<0.05) in matility, mitochondrial activity, and acrosomal membrane
integrity in refrigerated sperm in comparison with fresh sperm. Also, the dynamic of
acrosomal reaction was different in refrigerated sperm in comparison with fresh sperm.
The Sp Talp and CCMm media showed the best results in holding the mitochondrial
activity and acrosoma membrane integrity.

Key words. dog sperm, acrosome reaction, membraneintegrity, mitochondrial activity,
chilled sperm

M étodos de preservacion de espermatozoides mediante la refrigeracion o el
congelamiento han sido desarrollados para espermatozoides caninos; sin embargo, la
tasade fecundacion artificial es baja, posiblemente por dafios celulares alin no determi-
nados. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la refrigeracién sobre la
motilidad, actividad mitocondrial, integridad de membranaacrosomal y reacci 6n acrosomal
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Efecto delarefrigeracion sobrel os espermatozoi des caninos

en espermatozoides caninos incubados en tres medios distintos (Ferp Talp, CCMm, Sp
Talp), utilizando nuevas metodologias (Mito Tracker, Lyso Tracker, SBTI). Los resulta-
dosindicaron unadisminucién significativa (p<0.05) en lamotilidad, viabilidad eintegri-
dad del acrosoma en espermatozoides refrigerados en comparacion con los frescos; asi
como unadinamicade reaccién diferente en espermatozoidesrefrigeradosrespecto alos
frescos. Por otraparte, losmedios Sp Talpy CCMm dieron mejoresresultados en mante-
nimiento de lamotilidad, actividad mitocondrial e integridad de membrana acrosomal.

Palabrasclave: espermatozoide canino, reaccion acrosomal, integridad de membrana,
actividad mitocondrial, semen refrigerado

El interés por mgorar la fecundacion
en canes se centra principalmente en e po-
tencia econdmico que tienen estos anima-
les. Lanecesidad de mejorar |a propagacion
de la especie, preservar la linea germinal o
aumentar laproduccion de criasen razas que
tengan una baja tasa de fecundacion, ha
incentivado la investigacion de nuevas tec-
nologias reproductivas. Un segundo ambito
deinterés es que @ perro podria ser un mo-
delo de estudio en € laboratorio para mejo-
rar lafecundidad o preservar gametos de es-
pecies en pdigro de extincién, como € lobo
atioo( Canislupus), d lobo deetiopia(Canis
simesis), € lobo mexicano (Canis lupus
baileyi), o € zorro rosado de San Joaquin
(Vulpes macrotis mutica).

Lo expuesto ha inducido a disefiar di-
versas metodologias que permiten extender
y preservar la capacidad fecundante del se-
men canino. Larefrigeracién a4 °C permite
preservar € semen por algunas horas en tanto
que la congelacion podria preservar
espermatozoides por muchos afios. La tasa
de prefiez a utilizar semen refrigerado varia
entre 45y 65%, y depende de factores como
lacdidad del semen, d momento de insemi-
naciony € lugar donde se deposite € semen
(Utero o vaging) (Linde-Forsberg, 1995; Lin-
de-Forsberg, 2001), mientras que la tasa de
prefiez con semen fresco es alrededor del
84% (Linde-Forshberg y Forsberg, 1989, Lin-
de-Forsberg, 2001). Esta diferencia podria
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deberse a que los espermatozoides pueden
experimentar dafios a nivel de la membrana
plasmédticay probablemente también a nivel
del acrosomadurante € proceso mismo dela
refrigeracion.

El acrosoma es una vesicula de secre-
cién que se encuentra en la cabeza del es-
permatozoide y contiene numerosas enzimas
hidroliticas. Este organelo tiende aromperse
end proceso derefrigeraciony cdentamiento
teniendo por consecuencia que € esperma-
tozoide pierde su capacidad fecundante (Pefia
y Linde-Forsberg, 2000).

Se ha observado en bovinos (Wheeler
y Seiddl, 1987), en humanos (Critser et al.,
1987) y en ratones (Fuller y Whittinghan,
1987) que los espermatozoides sometidos a
algn proceso de preservacion en € tiempo,
como la refrigeracion y € congelamiento,
penetran en |os ovocitos en un tiempo menor
(Watson, 1995). En el caso de esperma-
tozoides caninos se evidencia un cambio en
el tiempo para que ocurra la capacitacion,
probablemente debido también a proceso de
refrigeracion.

En e presente estudio seevalud € efec-
to de la refrigeracion sobre la motilidad, la
actividad mitocondrid, laintegridad de mem-
brana acrosomal y la reaccion acrosomal en
espermatozoides caninos incubados en tres
medios de cultivo utilizando las metodol ogias
de Mito Tracker, Lyso Tracker y SBTI, afin
de esclarecer la funcionalidad del esperma-
tozoide, el agente causante anivel celular del
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efecto de la refrigeracion y determinar un
medio eficiente para ser utilizado en lafecun-
dacion in vitro.

Lugar de estudio

Lacolecciony evaluacioninicia del se-
men fresco sellevd acabo en @ Laboratorio
de Reproduccion Anima de la Facultad de
Medicina Veterinaria de la Universidad de
Chile. Los demas procedimientos se realiza-
ron en la Unidad de Reproduccion y Desa
rrollo de laPontificiaUniversidad Catdlicade
Chile.

Disefio experimental

Se utilizaron tres perros de 2 a 3 afios de
edad (Fox Terrier, Audtrdian Terrier y Puddle
Toy). Se redlizaron 3 colectas de semen por
perro, con una frecuencia no menor de una
semana entre colectas por perro. El semen
fue diluido en Buffer Tris 1.2, distribuido en 6
tubos de vidrio conicos y centrifugados en
forma inmediata a 700 G por 5 minutos. Se
descart6 el sobrenadante.

Para el tratamiento del semen fresco,
tres tubos de semen fueron suspendidos en
uno de los tres medios de cultivo bgjo evalua
cién. Se usd una concentracion de 30 x 10°
espermatozoides/ml (Rota et al., 1999) y se
incubaron a 37 °C en unaestufade CO,. La
evaluacion se hizo alas 0, 3y 6 horas de
incubacion (Guérin et al., 1999).

Parael tratamiento del semen refrigera
do, tres tubos de semen fueron resuspendidos
en diluyente de refrigeracion (concentracion
de 200 x 10° espermatozoides/ml (Rotaet al.,
1999), manteniéndose a4 °C por 24 horas.
Luego, el diluyente se elimind por
centrifugacion 2200 G x 1 minuto y & semen
se resuspendi6 en los tres medios bgo eva
luacion, incubandose a 37 °C en una estufa
de CO,. Laevauacion sehizoalas0, 3y 6
horas de incubacion.
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Seutilizaron tresmediosde cultivos: Fert
Tap (Parrish et al., 1988), CCMm (Guérin
etal.,1999)y Sp Tdp (Parrish et al., 1988).
Los medios de cultivo, una vez preparados,
fueron pasados por un filtro de 0.2 pM
Milliporey equilibrados por 2 h a37 °C, con
95% de humedad y 5% de CO,, Buffer tris
y dilutor yema de huevo tris-fructosa-tris
(EYT) (Rota et al., 1995; Tsutsui et al.,
2003).

Evaluacion de esper matozoides
Motilidad

Se evaluo en forma subjetiva.
Viabilidad

Se determind con dos sondas
fluorescentes: & Mito Tracker (Mito Tracker
Red CMXROS, Molecular Probes, Cat # M-
7512) y e Lyso Tracker (Lyso Tracker Green
DND-26, Molecular Probes, Cat # L-7526).

Actividad mitocondrial

Se incubaron los espermatozoides con
2nM deMito Tracker™ protegidasdelaluz
por 5 minutos a 37 °C y con microscopia de
epifluorescencia (Nikon Opriphot-2) y se
contaron mas de 100 espermatozoides en
diferentes campos. La evaluacion se hizo
cada tres horas. Se consider¢ actividad
mitocondria positivas los espermatozoides
presentaban fluorescencia roja (Moreno y
Barros, 2000).

Integridad de la membrana acrosomal

Se utiliz6 la sonda Lyso Tracker y d
yoduro de propidio (Molecular Probes, Cat
# P3566) en concentracion fina de 2uM y
1uM, respectivamente, en medio de cultivo
con espermatozoides (Thundathil et al.,
2001). L os espermatozoidesfueron conside-
rados como vivosy con € acrosomaintacto
s tenian fluorescenciaverde (Lyso Tracker)
y muertosd tenian flourescenciaroja (yoduro
depropidio) (Thundathil et al., 2001). Sehizo
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Efecto delarefrigeracion sobrel os espermatozoi des caninos

Figural. Marcacion de espermatozoides caninos con Lyso Tracker y Yoduro de propidio (Y.P.).
Espermatozoides caninos en Ay de hamster en B (control). La coloracion verde muestra la
integridad de membrana acrosomal (esta marcacion que es de tipo acido tropica marca la
cabeza del espermatozoides y la zona media donde se encuentran las mitocondrias). La
coloracion roja muestra la tincion con el Yoduro de propidio el cual marca DNA de
espermatozoides dafiados, de ahi que se presenta coloracién en la zona de la cabeza.

una evaluacion cada 3 horas y se utilizd
espermatozoides de hamster como control.

Reaccion acrosomal

Se utilizo latincion con SBTI-Alexad88
(SBTI trypsin inhibitor from soybean, Alexa
Fluor® 488 conjugate, Molecular Probes, Cat
# T-23011) y anticuerpos antiacrosina (Anti
mouse Green AlexaHuor, Molecular Probes,
Cat # A- 21006) a fin de demostrar la efi-
ciencia del SBTI como marcador de reac-
ciéon acrosomal. Se usaron anticuerpos
monocl onales humanos para acrosina huma-
na por su homologia con anticuerpos
monoclonales de canino.

Reaccion del acrosoma con SBTI
Se incubd SBTI-Alexa-488 en una

concentracion de 3 nM con espermatozoi des
a 37 °C por 15 minutosy protegido delaluz
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(Tollner et al., 2000). Se contaron N0 MeNos
de 100 espermatozoides a 400x con un mi-
croscopio de epiflorescencia, diferenciando-
se los espermatozoides fluorescentes y de-
terminandose el porcentaje de ruptura
acrosomal. Se hizo una evaluacién cada 3
horas y se utilizaron espermatozoides de

héamster como contral.

Reaccion del acrosoma con anticuerpos
monoclonales

Se utilizé la técnica de inmu-
noflorescencia indirecta (Moreno et al.,
1998). Las muestras se observaron a 400x
con un microscopio de epiflorescencia (Nikon
Opthiphot-2). Se utilizaron espermatozoides
humanos como control.

Deteccion delaacrosina por Wester n Blott

Se redizé d Western Blot para recono-
cer la especificidad de los anticuerpos. La
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formamolecular de acrosinafue andizadapor
unidimensional SDA-PAGE (Moreno et al,
2000). Se utilizaron extractos écidos de
espermatozoi des humanos como control.

Andlisis estadistico

Se utilizo la prueba de t-Student para
evaluar espermatozoides frescos y refrige-
rados, y € andlisisdevarianzaparamedir las
diferencias entre los tres medios de cultivo
(Fert Tdp, Sp Tdpy CCMm) y entrelostres
tiempos evaluados (0, 3y 6 horas).

Localizacién de Mito Tracker, Lyso
Tracker y SBTI-Alexa 488 en esper ma-
tozoides caninos

Lasonda Lyso Tracker selocdlizo pre-
ferentemente en la regién acrosomal y
mitocondrial a igua que en los esperma-
tozoides de hamster (Fig. 1). La sonda mar-
¢6 Unicamente a espermatozoides vivosy €l
yoduro de propidio marco a los muertos. El
SBTI-Alexad88 y los anticuerpos anti-
acrosina marcaron selectivamente el
acrosoma en espermatozoides de perro (Fig.
2ay 3a) y de humano (Fig. 3b). Por otra par-
te, la sonda mitocondria Mito Tracker selo-
caizo en la pieza media del espermatozoide,
gue es la regiéon donde se localizan las
mitocondrias en la cola al igual que en
espermatozoides de hamster (Fig. 4). La
marca de acrosina es especificadebido aque
los anticuerpos utilizados fueron capaces de
reconocer a esta enzima por Western Blot
(Fig. 5). Los resultados muestran que los
anticuerpos reconocieron una banda de
51K Da perteneciente a la proacrosina (en
humanos 55/53 KDa), unabanda de 45 KDa
perteneciente a [l -acrosina (en humanos 49
KDa) y unabandade 39 KDa perteneciente
alafFacrosina (en humanos 35 KDa).
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Efecto de la refrigeracion sobre la
motilidad, actividad mitocondrial, integri-
dad de membrana acrosomal y reaccién
acrosomal

Lamotilided total (73.0+ 70y 824 £
7.0) y lamotilidad progresiva (66.5 + 10.0 y
80.7 £ 7.0) fueron significativamente meno-
res en espermatozoides refrigerados que en
frescos (p<0.05). El porcentgje de actividad
mitocondrial fue significativamente menor en
losrefrigerados (77.5+ 5.0y 85.6 £ 7.0). Asi
mismo, € porcentaje de espermatozoides con
integridad de membrana acrosomal fue
sgnificativamente menor (77.0 + 50y 84.0
+7.0) y lareaccion acrosomal fue mayor con
SBTI (17.0 £ 40y 13.0 £ 2.0) en los
espermatozoidesrefrigerados que en losfres-
cos (Fig. 6, p<0.05).

Efectodelarefrigeracion sobreloscam-
bios en el tiempo dela motilidad en me-
dios de cultivo

No se observo diferencia significativa
en motilidad tota ni en motilidad progresiva
entre los distintos medios de cultivo alas0 h
(Fig. 7); sin embargo, en laevauacién delas
3 h se pudo observar que la motilidad de los
espermatozoidesfrescosy refrigeradosen el
medio Fert Tap fue sgnificativamente me-
nor en comparacion con Sp Tap y CCMm
(p<0.05), no habiendo diferencias entre es-
tos ultimos. A las 6 h de incubacién se
incremento la diferencia entre e medio Fert
Talp con el CMMm, tanto para los
espermatozoides frescos como para los re-
frigerados. También se observé que la
motilidad total, asi como la progresivafueron
significativamente mayores (p<0.05) en los
espermatozoides incubados con e medio
CCMm (Fig. 8).

Efectodelarefrigeracién sobreloscam-
bios en el tiempo de la actividad
mitocondrial en medios de cultivo

Se encontro diferencia significativa
(p<0.05) en el porcentgje de actividad
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Efecto delarefrigeracion sobrel os espermatozoi des caninos

Figura2. Marcacion de espermatozoides caninos con SBTI. Espermatozoides caninosen A-C
y espermatozoides de hdmster (control) en D. En espermatozoides caninos se obser-
van 3 criteriosdetincion de acuerdo al estado dereaccion acrosomal: espermatozoides
con acrosoma reaccionado cuando presentan lamarcacion en laregion del acrosoma
(A), marcacion en €l acrosomay parte en la regién postacrosomal (B), y marcacion
en laregién postacrosomal (C).
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Figura 3. Inmunolocalizacién del anticuerpo monoclonal antiacrosina humana en espermatozoides
caninos. Espermatozoides caninos en A y espermatozoides humanos (control) en B. Se
observa claramente que la ubicacion de la acrosina en espermatozoides caninos es similar

a la localizada en espermatozoides humanos.

Figura 4. Marcacion de espermatozoides caninos con Mito Tracker. Espermatozoides caninos en Ay
de hamster en B (control). La coloracidn fluorescente roja estd asociada con la pieza media
donde las mitocondrias estan localizadas indicando el potencial de membrana mitocondrial.
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Efecto delarefrigeracion sobrelos espermatozoi des caninos
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Figura 5. Identificacion de acrosina en espermatozoides caninos por Western Blot. Acrosina en ex-
tractos proteicos caninos fue detectada usando una mezcla de anticuerpo monoclonal
acrosina humana (C,F,,G,C,, A,C ) enelcarril 1. Extractos proteicos de espermatozoides
humanos fueron usados como control. La acrosina encontrada tiene similar peso molecular
en ambas especies con una ligera variacion en espermatozoides caninos. Cada carril con-
tiene 5 pg de extractos proteicos y los pesos moleculares representan los marcadores de
peso molecular.
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Figura 6. Efectode larefrigeraciéon en espermatozoides caninos (p<0.05) sobre la motilidad, motilidad
progresiva, integridad de la membrana acrosomal (Lyso Tracker), actividad mitocondrial
(Mito Tracker) y aumento de la reaccién acrosomal (SBTI)
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Efecto de la refrigeracién sobre la motilidad de espermatozoides caninos en los medios
Fert Talp, Sp Talpy CCMm
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Figura 8. Efecto de larefrigeracion sobre la motilidad progresiva de espermatozoides caninos en los
medios Fert Talp, Sp Talpy CCMm
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Figura 9. Efectode larefrigeracién sobre la actividad mitocondrial de espermatozoides caninos en los
medios Fert Talp, Sp Talpy CCMm
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Efecto de larefrigeracion sobre |os espermatozoides caninos
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Figura 10. Efecto de la refrigeracion sobre la integridad de la membrana acrosomal de espermatozoides
caninos en los medios Fert Talp, Sp Talpy CCMm
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Figura 11. Efecto de larefrigeracién sobre lareaccion acrosomal con SBTI de espermatozoides cani-
nos en los medios Fert Talp, Sp Talpy CCMm

mitocondria de |os espermatozoides frescos
y refrigerados en los medios Fert Talp y
CCMm alas 3y 6 h deincubacion (Fig. 9).

Ademés, la disminucion de la actividad
mitocondria entre las 0 y 3 h de incubacién
fue sgnificativa (p<0.05) en los medios Fert
Tadpy Sp Tap en espermatozoides frescosy
en los tres medios en espermatozoides refri-

gerados (Fig. 9).

Efecto de la refrigeracion sobre los cam-
biosen d tiempodelaintegridad delamem-
brana acrosomal en mediosde cultivo

Se observé una diferencia significativa
(p<0.05) en & porcentae de integridad de
membrana acrosomal en espermatozoides
frescosy refrigerados que fueron incubados
por 3y 6 h enlosmedios Fert Talpy CCMm
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(Fig.10). Por otro lado, se observo unadismi-
nucion significativa (p<0.05) deintegridad de
membrana acrosomal entrelasOy 3henlos
medios Fert Talp y Sp Tap en esperma
tozoides frescos y en todos los medios de
cultivo en espermatozoides refrigerados; sin
embargo, las diferencias encontradas entre
las 3 y 6 h de incubaciéon no fueron
estadisticamente importantes.

Efectodelarefrigeracion sobreloscam-
bios en el tiempo de la reaccién acro-
somal en medios de cultivo.

Andlisisdelareaccion acrosomal con SBTI

Se observo un aumento significativo
(p<0.05) en € porcentgje de espermatozoides,



|.Manosalvaetal.

frescos y refrigerados marcados con SBTI-
Alexad88 e incubados por 3 h en medio Sp
Tdp y CCMm (Fig. 11). Este aumento fue
mayor a las 6 h de incubacion en
espermatozoides frescos pero € porcentge
de espermatozoides refrigerados marcados
disminuy6 significativamente (p<0.05) a las
6 h deincubacion. Por otro lado, no se obser-
varon cambios en el tiempo de reaccién
acrosomal en espermatozoidesincubados en
Fert Tdp.

Analisis dela reaccién acrosomal con an-
ticuerpo monoclonal antiacrosina

El porcentagje de espermatozoides fres-
cos marcados con antiacrosina fue
sgnificativamente mayor alas 6 h (p<0.05).
En cambio, la mayor respuesta con
espermatozoides refrigerados se obtuvo alas
3 h deincubacion, resultado smilar & obteni-
do con lasonda SBTI.

La motilidad permite predecir la capa-
cidad fecundante in vitro de los
espermatozoides (Donndlly et al., 1998). En
el presente estudio, los resultados indicaron
que la motilidad de los espermatozoides re-
frigerados disminuyd en 27% en compara-
cién con los espermatozoi des frescos, en for-
masimilar aotros reportes (Rotaet al., 1999;
Tsutsui et al., 2003). El mecanismo por d
cud disminuye la motilidad no ha sdo euci-
dado por completo; sin embargo, se sabe que
la motilidad espermética es particularmente
dependiente de la funcion mitocondria (Kao
et al., 1998). Las mitocondrias se encuen-
tran estratégicamente distribuidas arededor
de la pieza media dd espermatozoide para
proveer energia a la dineina que propulsa a
los microtUbulos. Las mitocondrias son la
mayor fuente de energia oxidativa a traves
delaproduccién de ATP vialacadenatrans-
portadora de electrones (ECT).
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La pérdida significativa de la motilidad
encontrada en este estudio es diferente al
reporte de 17% a cabo de 2 dias utilizando
un dilutor a base de yema de huevo y Tris
fructosa citrato (EYT-FC) (Tsutsui et al.,
2003), posiblemente debido a efecto de la
centrifugaci dn de | os espermatozoides que se
tiene que realizar paralaincubacion invitro
enlosmediosde cultivos que smulan d tracto
genital canino de la hembra

La actividad mitocondrial se afectd de
la misma manera que la matilidad, indicando
que larefrigeracion afectaria inicidmente la
membrana mitocondria, y esto causaria la
disminucion de la motilidad (Vetter et al.,
1998).

Lasonda acido tropicaLyso Tracker, al
estar unida con un fluorocromo, puede pro-
ducir fluorescencia en organelos de pH &ci-
do. Se sabe que estafluorescenciaocurreen
algunos tipos celulares en contacto con los
lisosomas (Haller et al., 1996) y en & caso
de espermatozoides setifie @ gparato de Golgi
cuando se encuentran en la fase de
espermétides (Moreno et al., 2000). En €
caso de espermatozoides, se puede usar para
evauar d estado de la integridad de mem-
brana acrosoma (Thomas et al., 1997).

El SBTI es un agente inhibidor de
enzimas tipo tripsina, que actta inhibiendo a
la acrosina de espermatozoides humanos
(Leyton etal., 1986), ratones (Benauy Storey,
1988), camardén demar (Riosy Barros, 1997)
y pez estrella (Sousa et al., 1992). Para de-
tectar el estado de reaccion acrosomal se le
utiliza en asociacion con ALEXA Fuor en
espermatozoides de monos (Tollner et al.,
2000) y en asociaciéon con biotina en
espermatozoides humanos (Artset al ., 1994).
Los resultados de reaccion acrosomal del
presente estudio, usando espermatozoides
frescos en e medio CCMm alas3y 6 h,
fueron muy similares a los obtenidos con €
uso del Spermac®, d cud esuno delos mgo-
resindicadores dereaccion acrosomal (Guérin
et al., 1999), dedli qued usodd SBTI pueda
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ser considerado de gran utilidad parala evar
luacién de espermatozoides caninos.

El mayor porcentaje de reaccion
acrosomal seobservé alas6 h deincubacion
en espermatozoides frescos, en tanto que la
mayor parte de reacciones acrosomal es ocu-
rrié alas 3 h en espermatozoides refrigera-
dos, en concordancia con otros estudios en
caninos (Rota et al., 1999) y ratones (Fuller
y Whittingham, 1997). Este resultado podria
ser explicado por una desestabilizacién a ni-
vel de la membrana, producto del refrigera
miento, en donde la compaosicion lipidica de
la bicapa se ve afectada por la tasa de re-
frigeracion, lo cual causariaque e calcio se
encuentre méas permeable y por tanto entra-
ria a espermatozoide iniciando la capacita-
cion y en consecuencia la reaccion
acrosomal. Este proceso ha sido determina-
do previamente en espermatozoides de ovino
atemperaturainferior de 15 °C (Maxwell y
Jonson, 1999). Por otro lado € efecto de la
eliminacion del plasma seminal por
centrifugacion y la dilucion de los
espermatozoides podria causar desestabiliza
cién de la membrana espermatica (Huo et
al., 2002).

A pesar que |os espermatozoi des capa-
citados resultantes de este proceso son ca-
paces de fecundar in vitro o in vivo, estos
tienen menor tiempo de vida (Maxwell y
Johnson, 1999). A fin de utilizar esperma-
tozoides capacitados durante € proceso de
refrigeracion paralafecundacion in vitro se
utilizd € medio Fert Tap que es usado para
lafertilizacion in vitro de espermatozoides
bovinos (Parrish et al., 1988). Sin embargo,
este medio no fue e més conveniente parala
coincubaci 6n de espermatozoides caninos con
ovocitos debido alarépida pérdidade viabili-
dad de los espermatozoides en este medio.
No obstante, € conocimiento ddl tiempo de
capacitaci on de espermatozoides caninoslue-
go de un proceso de refrigeracion podré ser-
vir para determinar e tiempo Optimo para
realizar pruebas de fecundacionin vitro. Por
otro lado, & hecho que en esperma-tozoides
frescos no se haya encontrado diferencias
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de reaccion entre medios de cultivo, a dife-
rencia de espermatozoides refrigerados, po-
dria deberse a los componentes de los me-
dios de cultivo que estarian afectando a los
espermatozoides refrigerados, ya que estos
poseen membranas no intactas.

La diferencia de los resultados obteni-
dos con e uso de anticuerpos monoclonaes
para acrosinay SBTI podria deberse a que
este Ultimo marca todas las enzimas
acrosomales tipo tripsina, donde la acrosina
estariaincluida, en tanto que los anticuerpos
antiacrosina sélo detectan los formas
moleculares de esta enzima en el acrosoma.

Los tres medios de cultivo bagjo evalua-
cidn se seleccionaron por sus propiedades
sobre los espermatozoides. Diversos traba-
jos indican que con € Sp Talp se obtienen
mayores indices de capacitaci on que con otros
medios, en parte debido ala presenciade Ca
que induce la reaccion acrosomal
(Srivaidyapong et al., 2000). Entre estos, €
CCMm, modificacion dd medio de cultivo
CCMm, donde se ha reemplazado € bicar-
bonato de sodio, que tiene efectos nocivos
sobre lamotilidad espermética en semen ca
nino, por  Tris para mantener la motilidad
por mas tiempo (Guérin et al., 1999), y €
Fert Talp, usado paralafertilizacion in vitro
de espermatozoides bovinos (Parrish et al.,
1988). L os resultados muestran que & medio
de cultivo que presentd mejores porcentajes
de motilidad, integridad de membrana
acrosoma y actividad mitocondria end tiem-
po fue e CCMm, pese a que no hubo dife-
renciaestadisticasignificativacone Sp Talp.

En base a los resultados se podria su-
gerir que la motilidad, viabilided, integridad
de membrana acrosomal y reaccién del
acrosoma son afectados por larefrigeracion.
Esto seria una indicacion que la vulnerabili-
dad delamembranaacrosomal y delamem-
branamitocondrial ocasionarialadisminucion
de la motilidad espermética. El halazgo de
vaores mayores de integridad mitocondrial
que de motilidad podria sugerir que lamuerte
celular se rediza por apoptosis (Dinsdate et
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al., 1998; Green y Reed, 1998; Sun et al.,
1999). Otros autores han sefidado que este
estado mitocondria podria ser debido a ate-
raciones en € metabolismo de energia sin
dafio de integridad de membrana (Vetter et
al., 1998); sin embargo, los resultados del
presente estudio permiten postular que d efec-
to de larefrigeracion esanivel de integridad
de membrana mitocondria debido aladismi-
nucion de la integridad de membrana
acrosomal.

CONCLUSIONES

El Lyso Tracker y € Mito Tracker per-
miten evidenciar indices de viabilidad
espermaticay €l SBTI permite obtener
indices de reaccion acrosoma en tiem-
po real en espermatozoides caninos.

El efecto de la refrigeracion sobre los
espermatozoides caninos se ve reflga-
do en la disminucion de la motilided, in-
tegridad de membrana y actividad
mitocondria y en € aumento de lareac-
cion acrosomal.

La dindamica de la motilidad, integridad
de membrana acrosomal y actividad
mitocondrial es similar en esperma-
tozoides refrigerados y frescos.

Lacinética de lareaccion acrosomal en
espermatozoides refrigerados ocurre en
un tiempo previo con respecto a
espermatozoides frescos.

Los medios de cultivo que producen
menor pérdidade motilidad, integridad de
membrana acrosomal y actividad
mitocondria sonel CCMmy & Sp Tap,
en comparacion con € Fert Talp.
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