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RESUMEN

La capacitacién es un prerrequisito del espermatozoide previo
a la fecundacién y se produce in vivo al interactuar los esper-
matozoides con factores presentes en el tracto reproductivo fe-
menino. La heparina (HE) induce capacitacion in vitro en es-
permatozoides de bovino, caprino y equino. El objetivo de este
estudio fue evaluar in vitro la actividad de HE a diferentes con-
centraciones sobre la capacitacion espermatica en canino. Es-
permatozoides de eyaculados de 4 caninos adultos (Ovejero
Aleman con edades entre 2-4 afios), fueron incubados a dife-
rentes concentraciones de HE (5, 10, 25 y 50 pyg/mL) hasta
4 horas. La capacitacion espermatica y reaccion acrosdémica
fueron determinadas por la tincion Clortetraciclina-Hoechst
33258 (CTC-HO). Los resultados no demostraron diferencias
significativas (P > 0,05) entre los grupos, en los porcentajes de
espermatozoides capacitados con acrosoma intacto (Patrén C)
en las diferentes concentraciones de heparina en los distintos
tiempos de incubacion. Sin embargo la adicion de 50 pg/mL
HE al medio capacitante incrementd significativamente
(P < 0,05) los porcentajes de reaccién de acrosoma (Patrén
RA) desde las 3 horas de incubacion. Las diferentes concen-
traciones de HE utilizadas, no tuvieron efecto adicional sobre
los porcentajes de viabilidad y motilidad espermatica. Estos re-
sultados sugieren que la adicion de 50 pg/mL de HE al medio
capacitante (CCM) incrementa (P < 0,05) los porcentajes de
RA a partir de las 3 horas de incubacion.
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ABSTRACT

Capacitation is an important process in the sperm maturation
and it is an obligatory previous step to the fertilization. The
heparin (HE) induces in vitro sperm capacitation in bovine,
goat and equine. The objective of this study was to evaluate in
vitro the HE activity in different concentrations on the sperm
capacitation in canine. Sperm from four adults canines adults
(German Shepherd, ages between 2 and 4 years old) were in-
cubated in different HE concentrations (5, 10, 25 and
50 pg/mL) up to 4 hours. Sperm capacitation and acrosome re-
action were determined by of Chlortetracycline-Hoechst 33258
(CTC-HO) stain. The results did not show any significant differ-
ences (P > 0.05) between groups, in the percentage of
capacitated-acrosome-intact sperm (C pattern) in the different
incubation times. Nevertheless the addition of 50 ug/mL HE to
the capacitating medium increased significantly (P < 0.05) the
percentages of acrosome reaction (RA pattern) from 3 h of in-
cubation. Different HE concentrations used, didn't have any
additional effect on the percentage of viability and sperm motil-
ity. These results suggest that the addition of 50 ug/mL of HE
to the capacitating medium (mCCM) increases (P < 0.05) the
percentages of RA from 3 h of incubation.

Key words: Sperm capacitation, acrosome reaction, heparin,
canine spermatozoa, spontaneous acrosoma
reaction.

INTRODUCCION

En mamiferos, los espermatozoides recién eyaculados
son moviles y viables, no obstante son incapaces de fecundar
al ovocito. Para lograr esta funcion es necesario que ocurra el
proceso de capacitacién que se produce al interactuar los es-
permatozoides con las secreciones presentes en el tracto re-
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productivo femenino [2-4]. Ello conlleva a cambios bioquimicos
en la membrana celular [43], como modificacion del pH intra-
celular, incremento de la permeabilidad para iones como el
Ca?*, aumento en la fluidez de la membrana plasmatica y su
metabolismo, y a la modificacion de los patrones de fosforila-
cion de proteinas y composicion lipidica [41].

Glicosaminoglicanos (GAGs), similar a la heparina, pre-
sentes en el fluido folicular han demostrado ser necesarios en
la capacitacion de espermatozoides de bovino. Los GAGs pue-
den promover la capacitacion uniéndose y removiendo las pro-
teinas del plasma seminal que se fijan por adsorcion a la
membrana plasmatica del espermatozoide e inhiben la capaci-
tacion [28, 40]. La heparina (HE), induce capacitacion in vitro
en espermatozoides de bovino, caprino y equino [6, 7, 21, 30].
La HE se une al espermatozoide de bovino a través de protei-
nas de unién situadas en la membrana celular [29, 31] produ-
ciendo un aumento en la fosforilacién de proteinas [10, 21] y
en el Ca?* libre que conlleva a un incremento del pH intracelu-
lar [14, 32, 33]. En espermatozoides de canino in vitro, la adi-
cién de HE (20pg/mL) al medio capacitante CCM mantiene la
motilidad total, pero no tiene efecto en la reaccion de acroso-
ma [17]. Sin embargo, estudios posteriores sefialan que la adi-
cién de 5 pg/mL de HE al CCM induce un aumento significati-
vo en la motilidad espermética, hiperactividad y reaccion de
acrosoma [18]. Estos autores sugieren que la HE-simil y otros
GAGs provenientes del fluido oviductal y uterino de perras en
estro estarian asociados con la motilidad y la capacitaciéon es-
permatica. En contraste, estudios previos demostraron que la
adicién de 5 ug/mL de HE al CCM no tiene efectos significati-
vos sobre la motilidad y capacitacion espermatica en esperma-
tozoides congelados-descongelados [34]. La accion de HE,
dosis y periodos de incubacién sobre la capacitacion esperma-
tica in vitro en esta especie no han sido determinados, consti-
tuyendo la evaluacion de estos parametros el objetivo de este
estudio.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion y preparacion de los espermatozoides

Semen fresco de eyaculados de 4 caninos adultos de la
raza Ovejero Aleman con edades entre 2-4 afios, fueron utili-
zados en este estudio. Los animales permanecieron en el bio-
terio de la Universidad de La Frontera, Temuco, Chile, y fueron
controlados periddicamente por un médico veterinario y man-
tenidos con una dieta balanceada y libre acceso al agua. Cin-
co eyaculados de cada perro fueron obtenidos por estimula-
cion manual después de un periodo de abstinencia minimo de
tres dias. Sélo se utilizé la segunda fraccion de los eyacula-
dos, rica en espermatozoides [20]. El semen fue colectado en
vasos estériles manteniendo una temperatura de 37°C. Se
realiz6 un analisis seminal para evaluar la concentracion, moti-
lidad, viabilidad, morfologia espermatica y estado acrosémico.

Evaluacion de los eyaculados

La concentracion espermatica fue determinada por re-
cuento en una camara de Neubauer en un microscopio de luz.
El movimiento progresivo individual de los espermatozoides se
determin6 por observacion de 10 uL suspension espermatica
en una lamina portaobjeto, bajo microscopio (Nikon Op-
tiphot-2, Tokio, Japén), con platina temperada (37°C) y con-
densador de contraste de fase. El porcentaje de espermatozoi-
des con motilidad progresiva se determind considerando los
grados 3 y 4 de una escala 0 a 4 (0: Sin movimiento, 1: Movi-
miento sin avance, 2: Movimiento en circulo, 3: Movimiento
progresivo rectilineo suave y 4: Movimiento rectilineo rapido)
[37]. La viabilidad, morfologia y estado acrosémico se evalua-
ron por medio de la técnica de doble tincién con azul tripan-
Giemsa [8], que permite determinar simultaneamente los por-
centajes de viabilidad y de espermatozoides vivos con reac-
cion acrosbmica espontanea.

Se utilizaron eyaculados que cumplian con las siguien-
tes caracteristicas: volumen de la segunda fraccion espermati-
ca > 3 mL, concentracion > 200 x 10® espermatozoides/mL,
morfologia normal = 80%, motilidad progresiva = 80%, y acro-
soma intacto = 90%. Para reducir la variabilidad [44] y obtener
el volumen y concentracion adecuada para cada ensayo
(n =5), se realizd un pool de las fracciones rico en espermato-
zoides de los eyaculados.

Procedimiento de capacitacion espermatica in vitro

Medio capacitante. El medio de capacitacion utilizado
fue el medio de capacitacion modificado para caninos (mCCM)
libre de glucosa [12]. La composiciéon del medio fue la siguiente:
NaCl (83,49 mM), KCI (4,78mM), CaCl,.2H,O (1,71 mM),
KH,PO4 (1,19 mM), TRIS (66 mM), Na-Piruvato (0,25 mM), Na-
Lactato (21,55 mM), albumina sérica bovina (10 mg/mL-BSA),
penicilina G (100 Ul/mL), estreptomicina (50 pug/mL) y rojo fenol
(20 pg/mL). El pH se ajust6 a 7,8 y la osmolaridad a 300 mOsm.
El medio mCCM fue suplementado con diferentes concentracio-
nes de HE para inducir la capacitacion espermatica.

Incubacion de espermatozoides con heparina

Con el propésito de obtener espermatozoides libres de
plasma seminal, las muestras de pool de semen fueron lava-
das en mCCM sin albumina (1:1 v/v) y centrifugadas a 1.800 g
por 3 min. Posteriormente el pellet fue diluido en mCCM suple-
mentado con 1% BSA y la concentracion espermatica fue ajus-
tada a 20 x 10° espermatozoides/mL. La suspension esperma-
tica se dividi6 en cinco grupos iguales (alicuotas de 1mL), a
los que se les adicioné diferentes concentraciones de heparina
(HE): sin HE (Control), 5, 10, 25 y 50 ug/mL e inmediatamente
fueron incubados a 38°C, 5% de CO,y 90% de humedad. Se
determin6 motilidad progresiva, viabilidad, y estado acrosomi-
co a las 0 (Control) y después 1, 2, 3, y 4 horas de incubacion
en cada muestra con las diferentes concentraciones de HE.
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Evaluacion espermatica post incubacion

Motilidad. La motilidad progresiva fue estimada en for-
ma similar a la descrita previamente en los espermatozoides
pre incubacion.

Viabilidad, capacitacion y reaccion de acrosoma. La
evaluacion de estos parametros espermaticos se realizaron si-
multaneamente con la técnica de tincién Clortetraciclina (CTC;
Sigma USA)-Hoechst 33258 (HO; Sigma USA) [15]. Alicuotas
de 100 pL de la suspension espermatica de los diferentes gru-
pos fueron incubadas con 1 pL (70 pg/mL) de solucién HO
33258 por 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente los
espermatozoides fueron lavados mediante centrifugacion
(400 g) por 5 minutos con una solucién de polivinilpirrolidona al
2% (PVP-40; Sigma USA) en fosfato buffer salino (PBS). El
pellet fue resuspendido (50 uL) en mCCM libre de proteina, de
esta suspension se extrajeron 5 pyL y se mezclaron con 5 L
de solucion CTC! sobre una lamina porta objeto. La muestra
fue incubada por 30 seg a temperatura ambiente y se le adi-
ciond 0,2 uL de solucion fijadora TRIS-G?, y 5 uL de 1,4-dia-
za-2,2,2-bicyclo-octane (DABCO). Las laminas fueron cubier-
tas con cubreobjetos, guardadas en oscuridad a 4°C y evalua-
das antes de 48 horas.

Las observaciones de los espermatozoides se realizaron
en un microscopio de fluorescencia (Optiphot-2, Nikon, Japon),
con iluminacion vertical y ldmpara de mercurio. La tincién de
HO (marcador de viabilidad), se observé utilizando un filtro de
barrera (BA-400), un filtro de excitacion (EX 330-380), y un es-
pejo dicroico (DM-400), y la CTC (marcador de capacitaciéon y
RA), se observé utilizando una longitud de onda de 495 nm, un
filtro de barrera (BA-520), de excitacion (EX 450-490), y un es-
pejo dicroico (DM-510). Se contabilizaron 100 espermatozoi-
des al azar por grupo. El porcentaje de espermatozoides no
capacitados con acrosoma intacto (Patron NC), capacitados
con acrosoma intacto (Patréon C) y capacitados con reacciéon
de acrosoma (Patrén RA) fue determinado del total de esper-
matozoides viables evaluados con la CTC-HO. Los distintos
patrones de fluorescencia con CTC fueron determinados en
base a lo descrito por Guérin y col. [12].

Analisis estadistico

Los valores porcentuales de motilidad, viabilidad, capaci-
tacion espermética y reaccién de acrosoma se analizaron utili-
zando el programa estadistico Prisma® (Graph Pad Software
Incorporated, 1996, San Diego, California USA). Se realizd
prueba de ANOVA de dos vias, para evaluar el efecto de las
diferentes concentraciones de heparina, el efecto del tiempo y
la interacciéon entre ambos factores. En los grupos que la
ANOVA demostr6 diferencias estadisticamente significativas

se analizaron mediante las pruebas no paramétricas de
Kruskall-Wallis y el Test de comparacion multiple de Dunn. El
nivel de significancia fijado para la totalidad de las pruebas es-
tadistica aplicadas fue P < 0,05 [9, 45].

RESULTADOS

Motilidad y viabilidad espermatica

Las diferentes concentraciones de HE (5, 10, 25 y 50
pg/mL), no tuvieron efecto adicional sobre la motilidad progre-
siva de los espermatozoides. Los porcentajes de motilidad es-
permatica fueron similares entre los grupos con las diferentes
concentraciones de HE incubados por 4 horas (P > 0,05) (TA-
BLA I). Sin embargo la motilidad fue afectada por el tiempo de
incubacion, esta fue decreciendo (P < 0,05) al aumentar el
tiempo (h) de incubacion, el porcentaje promedio inicial de mo-
tilidad de los grupos (tiempo 0) fue de 92,8% + 1,3, declinando
este porcentaje a 68,8% * 1,4 a las 4 horas de incubacion.

La viabilidad de los espermatozoides no fue afectada por
las diferentes concentraciones de HE utilizadas en este estu-
dio. Los porcentajes promedios de viabilidad, evaluados por
HO, no presentaron diferencias significativas (P > 0,05) entre
los grupos evaluados hasta las 4 horas de incubacion (TA-
BLA Il). Sin embargo la viabilidad fue afectada por el tiempo
de incubacion, se observo que al aumentar el tiempo (h) de in-
cubacion los porcentajes de viabilidad fueron disminuyendo en
todos los grupos. El porcentaje promedio inicial total de viabili-
dad de los grupos (tiempo 0) fue de 93,8% * 1,8, declinando
este porcentaje a 79,4% * 1,9 a las 4 horas de incubacion.

Capacitacion espermatica y reaccion de acrosoma

Las diferentes concentraciones de HE no tuvieron efecto
adicional sobre el porcentaje de espermatozoides clasificados
con el patrén C (capacitados con acrosoma intacto). Los resul-
tados obtenidos con la CTC-HO, no revelaron diferencias sig-
nificativas (P > 0,05) al comparar los porcentajes promedios de
espermatozoides con patron C obtenidos entre los distintos
tratamientos con HE, en las diferentes horas de incubacion
evaluadas (FIG. 1). Sin embargo, los espermatozoides con pa-
tron C fueron afectados por el tiempo (h) de incubacion. El por-
centaje promedio (+ SEM) total de los 5 grupos aumenté signi-
ficativamente (P < 0,05) después de una hora de incubacion
comparado con el inicio (41,4% + 3; 9,9% % 1,1, respectiva-
mente), posteriormente fue decreciendo (P < 0,05) hasta las 4
horas (9,4% + 1,2).

Los porcentajes de espermatozoides con patron RA
(reaccion de acrosoma) en todos los tratamientos con HE vy el

1 La solucién de CTC contiene 750 uM CTC (Sigma ref. C 4881) en buffer TRIS (20mM)-NaCl (130mM)-DL cisteina (5mM) a un pH final 7,8.
2 La solucién TRIS-G contiene Glutaraldehido (12,5%) en buffer TRIS(1M) a un pH final 7,4.
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TABLA |
MOTILIDAD DE ESPERMATOZOIDES INCUBADOS POR 4 HORAS EN DIFERENTES CONCENTRACIONES DE HEPARINA
(PORCENTAJES PROMEDIOS + SEM). MOTILITY OF SPERM INCUBATED FOR 4 HOURS AT DIFFERENT CONCENTRATION OF HEPARIN
(AVERAGE PERCENTAGE t SEM)

Tiempo (h) Control HE-5* HE-10 HE-25 HE-50
0 93+1,2° 92 +1,6° 94 +1,3° 93+1,2° 92 +1,4°
1 85+1,7° 85+ 1,4° 84 +1,3° 82+ 1,5° 80+ 1,6°
2 80 +1,3° 80 + 1,4° 78 +1,6° 77 +1,4° 75 +1,9°
3 75+ 1,4° 74 +1,6° 73+1,7° 73+1,6° 73+1,2°
4 72+1,2 70+ 1,7 68 + 1,6’ 68 +1,3' 66 + 1,3

Letras minUsculas iguales por filas indican diferencias no significativas (P > 0,05). *HE: Heparina (ug/mL).

TABLA Il
VIABILIDAD DE ESPERMATOZOIDES INCUBADOS POR 4 HORAS EN DIFERENTES CONCENTRACIONES DE HEPARINA.
EVALUADOS POR HOECHST 33258 (PORCENTAJES PROMEDIOS + SEM). VIABILITY OF SPERM INCUBATED FOR 4 HOURS
AT DIFFERENT CONCENTRATION OF HEPARIN. EVALUATED BY HOECHST 33258 (AVERAGE PERCENTAGE + SEM)

Tiempo (h) Control HE-5* HE-10 HE-25 HE-50
0 95 +2,0° 95+ 1,7° 94 +1,9° 94 +1,8° 93 +1,6°
1 88 +2,3° 86 +2,5° 85+2,1° 84 +2,0° 83+2,0°
2 86+ 1,6° 83+ 1,9° 83+2,5° 83 12,1 81+2,2°
3 82+1,9° 82+1,6° 80+ 1,8° 80 +2,3° 78 £2,5°
4 80+ 1,8 80+ 1,7 80+ 1,7 7924 78+ 1,7
Letras minUsculas iguales por filas indican diferencias no significativas (P > 0,05). *HE: Heparina (ug/mL).
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FIGURA 1. PORCENTAJES (PROMEDIOS * SEM) DE ESPERMATOZOIDES CAPACITADOS CON ACROSOMA INTACTO
(PATRC)N C), DESPUES DE INCUBACION CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE HEPARINA (HE: pG/ML).
ESTADO ACROSOMAL EVALUADO POR CLORTETRACLINA-HOECHST 33258 [N = 5].

control fueron afectados por el tiempo (h) de incubacion, incre-
mentandose (P < 0,05) a medida que aumentaron las horas de
incubacién (FIG. 2). Al comparar los porcentajes de esperma-
tozoides con RA en las concentraciones de 5,10 y 20 yg/mL
de HE y el control no presentaron diferencias signicativas
(P > 0,05) hasta las 4 horas de incubacién. Sin embargo la adi-
cién de 50 pg/mL HE aumento significativamente (P < 0,05) el
porcentaje de RA desde la 3 horas de incubacion comparado

con los otros grupos (3 horas: 84,4% + 1,3; 76,3% *+ 1,7, a las
4 horas: 88% + 1,9; 81,5% + 1.8, respectivamente) (FIG. 2).

DISCUSION

El proceso de capacitacion es un prerrequisito que ante-
cede a la fecundacién, éste lo adquiere el espermatozoide al
interactuar con factores capacitantes presentes en el tracto re-
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FIGURA 2. PORCENTAJES (PROMEDIOS * SEM) DE ESPERMATOZOIDES VIVOS CON ACROSOMA REACCIONADO
(PATRON RA), DESPUES DE INCUBACION CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE HEPARINA (HE: uG/ML).
ESTADO ACROSOMAL EVALUADO POR CLORTETRACLINA-HOECHST. 33258 [N = 5].

productivo de la hembra. Entre estos factores se encuentran
los glicosaminoglicanos (GAGs) como condriotin sulfato [22],
acido hialurénico [39] y heparina [24, 31]. Su presencia en las
secreciones del tracto reproductor de la hembra, en el fluido
folicular, y en la matriz intercelular de las células del cimulo-
zona pelucida ha sido asociado al aumento de la motilidad y la
capacitacion espermatica.

En canino, GAGs provenientes del fluido oviductal y ute-
rino de hembras en estro han sido asociados con la motilidad y
la capacitacion de espermatozoides in vivo, resultados que en-
fatizarian la importancia de los GAGs en la funciéon espermati-
cay en la fecundacioén [16, 18]. Un importante GAGs, la HE se
ha relacionado con el incremento de la motilidad o mantencién
de una motilidad alta por tiempos prolongados en los esperma-
tozoides de canino in vitro [17, 18]. Los resultados del presen-
te estudio, contrastan con los obtenidos por Kawacami y col.
[17, 18], no observandose un efecto adicional de la HE sobre
la motilidad espermatica. La motilidad disminuyé a medida que
aumento el tiempo de incubacioén, efecto que también observa-
ron Sirivaidyapong y col. [38]. En investigaciones previas, esto
se ha asociado a la ausencia de glucosa en el medio de culti-
vo, que fisioldbgicamente es necesaria como sustrato energéti-
co para la motilidad [25]. No obstante los resultados de la pre-
sente investigacion estan en concordancia con los obtenidos
por Pefia y col. [34], quienes utilizaron CCM suplementado con
glucosa y HE (5 pg/mL) en espermatozoides congelados-des-
congelados. En relacién a la viabilidad espermatica, no fue
afectada por las diferentes dosis de HE. Similarmente que la
motilidad, la viabilidad fue afectada por el tiempo de incuba-
cion. Resultados similares han sido obtenidos en espermato-
zoides de canino incubados en medio CCM [12, 23] en medio
CCM suplementado con HE [17, 34] y en medio CCM libre de
HE vy glucosa [1]. Los espermatozoides de canino son capaces
de conservar niveles relativamente altos de glucosa intracelu-
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lar en la forma de metabolitos como glucdégeno o glucosa 6-
fosfato, y los niveles intracelular de estos metabolitos siguen
siendo altos por un tiempo relativamente largo sin la adicion de
azucares exogenos [35]. Esto explicaria en parte el manteni-
miento de una adecuada motilidad y viabilidad espermatica en
medios libres de glucosa. No se excluye la importancia de la
composicion de los medios y la procedencia de los espermato-
zoides, si son de semen fresco (eyaculados) o congelados-
descongelados [1], que podrian tener diferente metabolismo
energeético.

La capacitacion espermatica inducida por HE in vitro ha
sido obtenida en diferentes especies de mamiferos. La HE in-
duce capacitacion espermatica y mejora las tasas de fecunda-
cion in vitro, en bovino [11, 27, 31]. Similares resultados se
han obtenido en otros mamiferos como: caprino [17], equino
[6] y bufalo [5]. Sin embargo, en porcino disminuye las fre-
cuencias de fecundacion [19, 42], en hamster promueve la
reaccion de acrosoma pero no la capacitacion [13, 26]. En ca-
nino, la adicién de HE para inducir capacitacion espermatica
ha sido controversial. Estudios preliminares de Kawakami y
col. [17], sefalan que la HE (20 pg/mL) en el medio CCM no
tiene efecto en la reacciéon de acrosoma. Sin embargo, estu-
dios posteriores [18], sefialan que la adicién de 5 pg/mL de HE
al CCM induce un aumento significativo en reaccion de acro-
soma. Recientes estudios de Pefia y col. [34], observaron que
la adicion de 5 pg/mL de HE al CCM no tiene efectos significa-
tivos sobre capacitacion espermatica en espermatozoides con-
gelados-descongelados. Los resultados de la presente investi-
gacién concuerdan con Pefia y col., en este Ultimo estudio, las
diferentes concentraciones de HE no tuvieron efecto adicional
sobre el porcentaje de espermatozoides capacitados con acro-
soma intacto (Patron C), determinados por CTC-HO, no se
presentaron diferencias significativas al comparar los porcen-
tajes promedios de capacitacion espermatica (Patron C) obte-
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nidos entre los diferentes grupos con distintas concentraciones
de HE y el control hasta las 4 horas de incubacion. Sin embar-
go la RA fue incrementada con la adicion de 50 pg/mL de HE
al medio capacitante (MCCM). Estos resultados concuerdan
con los obtenidos en espermatozoides de hamster [13, 26], la
HE (50 pg/mL) inducirdn una reaccioén de acrosoma pero no la
capacitacion espermatica. Estudios previos han sefialado que
los porcentajes de induccién de la RA en espermatozoides de
canino son incrementados en un medio libre de glucosa (Sp-
Talp) en comparacion con un medio con glucosa (CCM) [38],
En el presente estudio se utilizé6 un medio mCCM libre de glu-
cosa y se obtuvieron altos porcentajes de espermatozoides RA
desde 3 horas de incubacién, lo que sugiere que en el medio
mCCM libre de glucosa mas el efecto de la HE, la RA fue indu-
cida en un menor periodo de tiempo (h de incubacion) al com-
parar los resultados con estudios previos [12, 36, 38]. La capa-
citacion de espermatozoides de canino en medios CCM libre
de glucosa (libre de HE) ha sido también demostrada reciente-
mente por Albarracin y col. [1]. Estos resultados contradicto-
rios de la presencia o ausencia de glucosa en los medios so-
bre la capacitacion espermatica, se explicarian porque el logro
de una capacitacion funcional in vitro en espermatozoides de
canino depende mas de sus niveles intracelulares de metaboli-
tos derivados de la glucosa que de la presencia de glucosa ex-
tracelular, e incluso existen diferencias en los niveles intracelu-
lares de estos metabolitos en el espermatozoide de canino
que podrian ser causados por tasas diferentes de metabolismo
en los espermatozoides recién extraidos o por la diferente
composicion de los medios de capacitacion [1]. En resumen, la
HE en las concentraciones utilizadas en el presente estudio,
no tuvo un efecto adicional en los espermatozoides con patrén
C, pero concentraciones de 50 pyg/mL de HE inducirian la RA
en los espermatozoides de canino incubados en el medio
mCCM. No obstante, no se puede descartar el efecto in vivo
de los GAGs, debido a que el alto porcentaje de capacitacion y
reaccion de acrosoma espontanea que se produce en esper-
matozoides de canino deprivados de su plasma seminal, even-
tualmente no permitiria reflejar la accién de la heparina sobre
el proceso de capacitacion in vitro.

CONCLUSIONES

La heparina en las concentraciones utilizadas en el pre-
sente estudio, no tuvo un efecto adicional en los espermatozoi-
des capacitados con acrosoma intacto (Patron C). Sin embar-
go la adicion de 50 pg/mL de HE al medio capacitante mCCM,
induciria reaccién de acrosoma (Patron RA) en espermatozoi-
des de canino. Los porcentajes de espermatozoides que expu-
sieron patrén C (capacitados, con acrosoma intacto) y patrén
RA (reaccion de acrosoma) fueron significativamente (P < 0,05)
afectados por el tiempo (horas de incubacién), evaluados por
la técnica de doble tincion Clortetraclina-Hoechst 33258.

Es factible de lograr capacitacién en espermatozoides
de canino en un medio capacitante libre de glucosa.

Se hace necesario en el futuro, realizar estudios que nos
permitan identificar el o los factores que intervienen en la ca-
pacitacion de espermatozoides canino, para optimizar los mé-
todos de capacitacion espermatica y asi mejorar los procedi-
mientos de fecundacion in vitro.
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