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Resumen

La fertilidad potencial de una muestra de semen probablemente va a depender de gue contenga un
namero suficiente de espermatozoides viables, morfologicamente normales y funcionalmente compe-
tentes, capaces de alcanzar el oviducto y de establecer un reservorio oviductal, de llevar a cabo la fecun-
dacidn del ovocito, y de contribuir al desarrolio embrionario. La evaluacion del semen mediante técni-
cas in vitro, si ha de tener algin valor predictive de su capacidad fecundante in vivo, deberia incluir el
estudio de tantas caracteristicas espermaticas como sea posible, especialmente cuando se trata de dosis
de semen congelade o cuando se estan evaluando nuevos métodos de criopreservacion. Los nuevos sis-
temas computerizados para el analisis de la motilidad y de la morfometria espermatica, junto con las
tecnologias de fluorescencia, permiten adquirir, de forma rapida y objetiva, datos precisos sobre multi-
ples parametros relativos a caracteristicas estructurales y funcionales de los espermatozoides Ademas,
el uso de tests basados en la fecundacion in vitro (FIV) permite obtener una valiosa informacién sobre
la capacidad de los espermatozoides para reconocer e interaccionar con los ovocitos,

En el presente articulo se revisan, aunque no de forma exhaustiva, algunas de las metodologias apli-
cables in vitro para valorar la capacidad fecundante del semen bovino, atendiendo al estudio de algu-
nos atributos espermaticos que son Utiles para valorar su capacidad funcional.
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Summary

New technologies applied to processing and evaluation of bovine semen in artificial insemination
centers )

The potential fertility of a semen sample will probably depend on that a sufficient number of viable,
morphologically normal and functionally competent spermatozoa reach the oviducts and establish an
oviductal reservoir, accomplish normal fertilization, and contribute to sustain embryo development. In
vitro sperm evaluation, to have any predictive value of its fertility potential in vivo, should include the
assessment of as many morphological and functional sperm characteristics as possible, especially for
the evaluation of frozen-thawed spermatozoa and of new methods for semen cryopreservation. The
new computerized systems for sperm motility and morphometry analysis, and fluorescence technolo-
gies, enable multiple and objective measurements of structural and functional sperm parameters to
be adquired in a short time. In addition, assays based on in vitro fertilization provide valuable infor-
mation about the functional ability of spermatozoa when interacting with the oocytes.

In the present work some of the in vitro methods currently used for bovine sperm evaluation are revie-
wed, though not exhaustively, covering some attributes of the sperm cell that are useful in estimating
its functional akility.
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Introducciéon

Durante las ultimas décadas, la inseminacién
artificial (IA} ha demostrado ser la tecnclo-
gia reproductiva que mas ha contribuido a
acelerar el progreso genético de las diferen-
tes especies ganaderas, especialmente del
ganado vacuno de aptitud lactea; sin embar-
go, el éxito de esta tecnologia depende de
que el semen utilizado mantenga su poder
fecundante tras ser diluido y congelado.

Uno de los objetivos prioritarios de la indus-
tria de la A ha sido la prediccion de la capa-
cidad fecundante del semen comercializa-
do; de esta forma se han ido sucediendo a
lo largo del tiempo diferentes métodos
diagndsticos, desde la evaluacidén de la
motilidad, volumen, concentracién y morfo-
logia espermatica de los eyaculados hasta [a
contrastaciéon de dosis de semen bovino
congelade mediante sistemas de analisis
computerizado, citometria de flujo y tests
de funcionalidad espermatica basados en la
fecundacién in vitro.,

Entre los inconvenientes de las técnicas ¢lasi-
cas utilizadas para evaluar la calidad seminal
se pueden citar por un lado, la subjetividad
de las mismas, puesto que los resultados
dependen en gran parte de la experiencia y
habilidad del técnico, y ademas, el nimero
de células analizadas en cada muestra suele
ser pequefio y por tanto no representativo
de la poblacion espermatica. Por otra parte,
ta mayoria de las tinciones para microscopia
6ptica empleadas tradicionalmente para la
evaluacion espermaética, requieren el uso
fijadores, como formaldehido o glutaralde-
hido, que suelen interferir con los difuyentes
utilizados para la congelacion, dificultando
enormemente el analisis. Por tanto, estas
técnicas no son adecuadas para la evalua-
cién de semen congelado.

Aungue no existe ningun método que por si
mismo sea capaz predecir [a capacidad
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fecundante del semen (Rodriguez-Martinez
et al,, 1997), las modernas técnicas automa-
tizadas son fiables, de facil ejecucidn y ele-
vada repetibilidad, por lo gue permiten
estandarizar y objetivar 1a contrastacién
espermatica.

Evaluacion del eyaculado bovino

Motilidad

Para que un espermatozoide sea capaz de
fecundar a un ovocito ha de reunir una serie
de requisitos, entre ellos, tener motilidad
progresiva. Dicho parametro ha sido y sigue
siendo el més utilizado para valorar la cali-
dad de un eyaculado o de una dosis seminal.
E! movimiento activo de los espermatozoides
es imprescindible para la colonizacion del
oviducto durante la fase de transporte esper-
matico sostenido en el tracto genital de la
hembra, y para que tenga lugar la fecunda-
cion. Ademas, la motilidad es una manifesta-
cién de viahilidad espermatica y de integri-
dad celular. Un eyaculado con un porcentaje
bajo de espermatozoides moviles, o ausencia
de motilidad, autométicamente serd descar-
tado para el procesado posterior (Den Daas,
1992; Holt y Van Look, 2004},

La motilidad espermatica normalmente se
valora de forma subjetiva, mediante la
observacién de una muestra de semen con
un microscopio de contraste de fases y piati-
na a 37 °C. En el eyaculado de los rumiantes,
dada su elevada concentracidén espermatica,
se puede valorar la motilidad masal, defini-
da como el movimiento en remolinos del
total de espermatozoides de la muestra.
Normalmente la motilidad masal se valora
de forma subjetiva en una escala de 0 a 5,
con una puntuacién de 5 cuando se ohser-
van oleadas o remolinos con movimiento
rapido y vigoroso, y de 0 cuando no se
observa movimiento en ondas Tras la dilu-

e

R Muifio et al ITEA (2005), Vol 101 (3), 175-191

cidn del eyaculado, o la descongelacion de
dosis de semen congelado, se estima el por-
centaje de espermatozoides individuales
gue estan en movimiento y el tipo de movi-
miento que realizan {progresive © no pro-
gresivo). Las dosis descongeladas con una
motilidad progresiva inferior al 40% (NAAB,
1986) se descartan para la |A.

La valoracién visual de la motilidad esper-
maética es el método mas simple, rapido y
barato. Sin embargo, es altamente subjetivo
puesto que los resultados obtenidos depen-
den en gran parte de la habilidad y expe-
riencia del técnico que evalua la muestra
(Rodriguez-Martinez, 2000; Phillips et al,
2004), y ademas, si se trabaja con muestras
muy concentradas se tiende a sobrestimar el
porcentaje de espermatozoides méviles. Por
tanto, no es un método que, de forma fia-
ble y repetible, permita predecir la capaci-
dad fecundante de una muestra de semen
(Saacke y White, 1972; Linford et 2/, 1976).
La valoracién de la motilidad como unico
parametro de calidad seminal no es sufi-
ciente para predecir la capacidad fecundan-
te del semen (Liu y Foote, 1998), es s6lo uno
de los requisitos que ha de cumplirse, de ahi
gue la correlacién existente entre la motili-
dad de una muestra de semen y su fertilidad
real, aunque significativa, sea baja (Kjaes-
tad et al,, 1993).

Volumen y concentracién

El calculo del volumen y de la concentracién
de espermatozoides del eyaculado debe
hacerse de forma precisa, ya que de estos
dos paradmetros va a depender el numero de
dosis seminales que pueden elaborarse a
partir de un eyaculado. El volumen debe
calcularse mediante pesada y transforma-
cion posterior de este valor mediante el fac-
tor de densidad correspondiente (Van
Camp, 1997; Howard y Pace, 1998). La com-
probacion del volumen directamente en un
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tubo graduado, aunque de usc frecuente,
suele inducir a error, bien por la presencia
de burbujas de aire, que dificultan la obser-
vacion o por la inexactitud de la propia
escala del tubo.

El método més preciso para evaluar la con-
centracidn espermatica del eyaculado es el
recuento de espermatozoides en un hemo-
citometro. Este método, para uso rutinario
en centros de IA, donde cada dia se evaltian
un gran numero de eyaculados y es necesa-
rio agilizar el trabajo, se hace laborioso y
lleva tiempo (Boixo, 1996). En estos casos,
normalmente se opta por el uso de un
espectrofotometro, que permite estimar de
forma indirecta la concentracion espermati-
ca basandose en la absorcion o dispersién
de la luz provocada por los espermatozoi-
des en suspension. La determinacidn de la
concentracién espermatica mediante un
espectrofotometro es un método rapido y
facilita resultados con un margen de error
asumible (Catena y Cabodevilla, 1999). El
uso del hemocitémetro ha quedado relega-
do a un segundo plano, empleandose fun-
damentalmente para obtener la curva de
calibraciéon del espectrofotémetro, © en
laboratorios en los que se evalua un reduci-
do numero de muestras de semen o bien
cuando este proceso se realiza de forma
ocasional (Garner, 1997).

En la produccién comercial de semen bovi-
no congelado, el niumerc minimo de esper-
matozoides por pajuela necesarico para
obtener la maxima capacidad fecundante se
ha establecido en 15 millones, con al menos
el 50% de motilidad progresiva post-des-
congelacién (Van Lieshout, 1995). No obs-
tante, las dosis seminales producidas por
muchos centros de |A exceden este numero
minimo establecido, intentando garantizar
la presencia de al menos 10 millones de
espermatozoides vivos y con motilidad pro-
gresiva en cada dosis seminal. Este numero
minimgo, para algunos sementales excepcio-
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nales, probablemente pueda ser reducido
hasta 5 6 6 millones de espermatozoides
vivos por dosis sin un descenso significativo
en la fertilidad (Januskaukas et a/, 1996),
pero estos individuos tendrian que ser iden-
tificados. A partir de ese minimo estableci-
do, por mucho que se incremente [a concen-
traciéon espermatica de las dosis seminales
no se va a reflejar en un aumento de la fer-
tilidad (Amann y Hammerstedt, 2002).

Morfologia

Para una interaccion normal del espermato-
zoide con el microambiente del tracto geni-
tal femenino y con las envolturas del ovoci-
to, ademas de tener motilidad progresiva,
fos espermatozoides han de ser morfoldgi-
camente normales. Cualguier anomalia que
afecte a algun atributo del espermatozoide
puede dificultar su migracion en el tracto
genital de la hembra impidiendo ta unién
con el ovocito (Rodriguez-Martinez, 1999).
A medida que aumenta la proporcion de
espermatozoides anormales en el eyacula-
do, desciende |la capacidad fecundante del
mismo (Howard y Pace, 1998). Por tanto, se
ha de tener muy presente que las muestras
de semen con un porcentaje de espermato-
zoides morfolégicamente normales inferior
al 70% (Barth y Oko, 1989} han de descar-
tarse para la congelacion.

Se han establecido distintas clasificaciones
de las anomalias espermaticas atendiendo a
distintos criterios: a) dependiendo de si se
originan en el testiculo (anomalias mayores)
o a lo largo del transito epididimal o tras la
eyaculacion (anomalias menores) {Bloom,
1977; Barth y Oko, 1989); b) de si estdn aso-
ciadas a infertilidad o no {primarias o secun-
darias, respectivamente) (Milovanov, 1938;
Bloom, 1977); ¢ ¢) de la regidn espermatica
implicada (anomalias de la cabeza, de la
pieza intermedia o de la pieza principal).
Cualauier anomalia, primaria o secundaria,
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si afecta a un numero elevado de esperma-
tozoides, puede llegar a comprometer la
fertilidad del semen. Por ejemplo, si una
dosis seminal tiene una motilidad esperma-
tica individual entorno al 50%, y contiene
un 30% de espermatozoides con gotas cito-
plaméticas proximales, [a alta incidencia de
esta morfoanomalia repercutirad negativa-
mente en la fertilidad de esa muestra pese a
la buena motilidad del eyaculado. Este
defecto es muy comun en sementales jove-
nes y normalmente su incidencia va dismi-
nuyendo a medida que el torc crece y
maduran sus drganos sexuales (Amann et
al., 2000). Otra anomalia relativamente fre-
cuente son los espermatozoides con la cabe-
za de forma piriforme. Los espermatozoides
con este defecto se observd que presenta-
ban menor capacidad de unidn y de pene-
tracion de la zona pelucida, y si conseguian
fecundar a algun ovocito, los zigotos resul-
tantes tenian menor capacidad para iniciar
su desarrollo y degeneraban a las pocas
horas {Thundathil et af,, 1999).

Un grupo de anomalfas de especial impor-
tancia son las gue afectan al acrosoma, y
entre las mas frecuentes se han descrito el
acrosoma nudoso y la membrana acrosomal
aplanada. Los espermatozoides con acroso-
ma nudoso se encontraron en el eyaculado
de sementales frisones cuya espermatogé-
nesis estaba alterada y se cree gue es un
defecto de origen congénito y hereditario
(Barth y Oko, 1989). Los eyaculados que
contienen espermatozoides con el acroso-
ma nudoso suelen presentar también otras
anomalias espermaticas, lo que comprome-
te aun mas la fertilidad del semental (Grany
Dott, 1976). Si el porcentaje de espermato-
zoides con acrosoma nudoso es elevado, se
podria decir gue el semental es virtualmen-
te estéril, puesto que los espermatozoides
con esta alteracién se comprobé que no
eran capaces de atravesar las membranas
gue rodean al ovocito (Thundathil et al,
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2000; 2002). Ademas, se cree gue es un
defecto no compensable, es decir, los esper-
matozoides normales presentes en el mismo
eyaculado también tenian menor capacidad
fecundante.

Otra anomalia acrosémica es la membrana
acrosomal aplanada, que se describié por
primera vez en eyaculados de toros frisones.
Se observd que los espermatozoides proce-
dentes de eyaculados bovinos con alta inci-
dencia de esta anomalia podian unirse nor-
malmente a la zona pelucida del ovocito, y
su matriz acrosomal permanecia funcional
(Thundathil et af, 2001; Meyer y Barth,
2001). No obstante, no se investigo si los
embriones eran viables o por el contraric
degeneraban a los pocos dias.

Las anomalias que afectan al nucleo esper-
matico, como las vacuolas nucleares, suelen
tener una menor incidencia. Thundathil et
al (1998) demostraron que los espermato-
zoides que presentaban este defecto nucle-
ar se unian con dificultad a la zona pelucida
pero eran capaces de penetrar el citoplasma
del ovocito y fertilizarlo, y el embrién for-
mado continuaba su desarrollo hasta la fase
de blastocisto.

Otras anomalias mas frecuentes en semen
bovino, como las colas enrolladas o los ple-
gamientos de la pieza intermedia, si son
abundantes en el eyaculado, pueden com-
prometer la fertilidad del toro, ya que los
espermatozoides defectuosos no poseen
una motilidad normal y por tanto no van
poder alcanzar las proximidades del ovocito
{Nothling y Arndt, 1995).

Siempre gue aparezcan anomalias en un
eyaculado la fertilidad del semental puede
verse comprometida, pero realmente no se
sabe cual es el porcentaje maximo de morfo-
anomalias espermaticas que puede ser com-
patible con una fertilidad normal. Lo que
esta demostrado es que existe una correla-
cién negativa entre el nimero de formas
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anormales y la fertilidad del semental (Barth
y Oko, 1989; Januskauskas y Zilinskas, 2002).

Contrastacion de semen bovino congelado

El método mas fiable para determinar la
capacidad fecundante de una dosis de
semen, o para determinar si un protocolo de
congelacion funciona bien o no, es, obvia-
mente, la inseminacién de un gran numero
de vacas (Amann, 1989). Sin embargo, las
pruebas de fertilidad tienen muchos incon-
venientes: son muy costosas, si se utilizan
pocas hembras tienen una sensibilidad muy
baja, y en situaciones de fertilidad reducida
resulta muy dificil identificar cuél es la fun-
cién espermatica afectada. Ademas, las dife-
rencias cuantitativas suelen estar enmascara-
das porque las dosis seminales normalmente
contienen mayor numero de espermatozoi-
des del que seria necesario para poder
observar una respuesta lineal en la fertilidad
(Amarnn y Hammerstedt, 1993, 2002; Saacke,
1982; Saacke et al., 1994). Por otra parte, no
hay muchas dudas de que el analisis objeti-
vo, riguroso y simultaneo, de varios parame-
tros relativos a las caracteristicas funcionales
y morfoldgicas de los espermatozoides, per-
mite estimar razenablemente bien el poten-
cial fecundante de una muestra de semen
(Amann, 1989). Por tanto, no es sorprenden-
te que no se hayan escatimado esfuerzos
para el desarrollo de nuevas tecnologias in
vitro, destinadas al estudio de multiples
caracteristicas funcionales y morfoldgicas de
los espermatozoides, para intentar predecir
fa capacidad fecundante del semen de la
forma mas objetiva posible.

Sistemas de Analisis Computerizado

Desde hace varias décadas numerosos inves-
tigadores (Glover, 1968; Katz y Dott, 1975;
Amann y Hammerstedt, 1980; Katz y Overs-
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treet, 1981; O'Connor et af, 1981) han dedi-
cado mucho trabajo y recursos para intentar
eliminar la subjetividad inherente a la eva-
luacién microscépica de la calidad del semen.
Fruto de estas investigaciones fue el desarro-
llo de los sistemas computerizados para el
anélisis de la motilidad espermética. Desde
que se introdujeron en el mercado a princi-
pios de los afios 80, originalmente para la
evaluacion de semen humano, los sistemas
CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) se
han ido perfeccionando y modernizando, a
la vez que su precio se fue haciendo mas ase-
guible. En consecuencia, comenzaron a utili-
zarse cada vez con mas frecuencia en veteri-
naria, especialmente en la especie hovina,
tanto en el &mbito de la investigacién como
en el de la industria, en centros de (A,

Un sistema CASA consta de varias unidades
interdependientes: un microscopio de con-
traste de fases conectado a una camara de
video, que envia la imagen desde el micros-
copio a un monitor de TV. Posteriormente, la
imagen es enviada desde el monitor a un
ordenador, donde un analizador digital de
imagen captura varias fotografias seriadas
de cada campo microscopico seleccionado,
normalmente en menos de 1 segundo. El
software discrimina a los espermatozoides
de otras particulas que puedan aparecer en
la imagen por su tamafio, y analiza la trayec-
toria recorrida por cada espermatozoide
individual durante esa fraccién de segundo.
Los programas disefiados para estos equipos
incluyen una serie de parametros descripto-
res del movimiento espermatico que son
comunes a todos los CASA (Boyers et af,
1989; Farrell et al., 1995), como por ejemplo:

* Analisis de motilidad: Establece una clasi-
ficacién entre espermatozoides estaticos y
moviles, y a su vez los maoviles los clasifica
segun su trayectoria en progresivos y no
progresivos (Tuli et af, 1992; Cseh et al,
2004).
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» VCL (Velocidad Curvilinea): distancia reco-
rrida por el espermatozoide a lo largo de su
trayectoria real por unidad de tiempo.

* VSL (Velocidad rectilinea): distancia reco-
rrida por el espermatozoide entre el primer
punto y el ultimo de su trayectoria por uni-
dad de tiempo.

» VAP (Velocidad Media): distancia recorrida
por el espermatozoide a lo largo de la tra-
yectoria media.

s LIN (indice de Linealidad): es la relacién
porcentual entre la Velocidad Rectilinea y la
Velocidad Curvilinea,

LIN: (VSL/VCL}x 100

* STR (Indice de Rectitud): es la relacién por-
centual entre la Velocidad Rectilinea y la
Velocidad Lineal,

STR: (VSL/VAP ) x 100

* WOB (indice de Oscilacién): es la relacion
porcentual entre la Velocidad Lineal y la
Velocidad Rectilinea.

WOB: (VAP /VCL ) x 100

Al final del proceso, el CASA proporciona
toda una serie de datos relativos a la veloci-
dad y trayectoria de cada espermatozoide
individual, con lo que permite ohtener
informacién precisa, objetiva y repetible,
sobre el porcentaje de células méviles pre-
sentes en la muestra y la calidad media de
ese movimiento (Amann, 1989; Anzar et al.,
1991). Pero ademads, permite identificar ta
existencia de subpoblaciones de espermato-
zoides ¢on distintos patrones de movimien-
to gue coexisten en la misma muestra de
semen (Davis et al,, 1995; Holt, 1996; Abai-
gar et al., 1999), lo cual es una visién mas
real que la motilidad media de la muestra,
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puesto que una muestra de semen contiene
una poblacion heterogénea de espermato-
zoides. Esto explicaria, al menos en parte,
gue no se haya observado correlacion entre
pardmetros medios (por ejemplo VCL, VSL,
LIN o ALH) y la fertilidad in vivo de una
dosis seminal {Holt y Van Look, 2004).

Ademaés de un estudio minucioso de la moti-
lidad, los sistemas computerizados, también
permiten realizar medidas de las dimensio-
nes de la cabeza espermatica. Se conocen
como sistemas ASMA (Assisted Sperm Mor-
phology Analisys), y estan disefiados para
realizar medidas del area, perimetro, longi-
tud y anchura de las cabezas espermaticas
presentes en una extensién de semen fijada
y tefiida. Es interesante disponer de los
datos morfométricos de las dosis seminales,
puesto que se ha comprobado que la morfo-
metria ancrmal de las cabezas esperméaticas
influye negativamente en la fertilidad de los
sementales bovinos (Gravance et al., 1996).

El uso de sistemas computerizados para la
contrastacion rutinaria de las dosis semina-
les ofrece notables ventajas, pero también
posee algunos inconvenientes:

* No existe una estandarizacion y optimiza-
cién de los equipos y procedimientos emple-
ados en los analisis (Verstegen et al., 2002).
Cada laboratorio trabaja con distintos equi-
pos y los “set up” también difieren mucho
de unos equipos a otros, lo cual provoca que
los resultados facilitados por los distintos
centros para los mismos pardmetros sean
muy dispares. Esto significa que cada labora-
torio debe estandarizar su propio equipo y
establecer su protocolo de trabajo, teniendo
en cuenta que dichos resultados seran unica-
mente aplicables a las muestras evaluadas
con ese equipo en cuestion,

* Los sistemas CASA permiten determinar la
concentracién espermatica de la muestra a
analizar. Sin embargo, Verstegen et al.
(2002} comprobaron, utilizando muestras de
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semen de distintas especies animales, que
los CASA tienden a sobreestimar la concen-
tracion de espermatozoides de la muestra.
Dichos autores atribuyen el error a que,
debido a las colisiones espermaticas, el mis-
mo espermatozoide puede ser contabilizado
varias veces Cuanto mayor es la tasa de dilu-
cion del semen, los problemas de sobreesti-
macion de la concentracion tienden a dismi-
nuir puesto que la posibilidad de colisién
disminuye.

Citometria de flujo: métodos aplicados al
analisis de espermatozoides bovines

La citometria de flujo es una técnica que
permite identificar, cuantificar y separar
las distintas subpoblaciones celulares pre-
sentes en una muestra de células en sus-
pension, en funcidon de los distintos patro-
nes de tincién adquiridos tras el marcaje
coen diferentes colorantes fluorescentes,
gue se unen a estructuras celulares especi-
ficas o se acumulan selectivamente en
compariimentos intracelulares.

A lo largo de las dos ultimas décadas, la
citometria de flujo se ha convertido en una
herramienta de gran utilidad para la inves-
tigacion de poblaciones esperméticas. Se
han desarrolfado muchos métodos de tin-
cién y combinaciones de fluorocromos, se
han comercializado muchos fluorégenos
nuevos, que permiten analizar una gran
variedad de funciones espermaticas, y como
resultado, hoy en dia, el uso de esta técnica
ofrece la posibilidad de analizar multiples
caracteristicas espermaticas, simultanea-
mente en la misma muestra de semen, de
una forma répida, precisa y objetiva. Debi-
do al creciente numero de pardmetros ana-
lizables vy al desarrollo de citdmetros a un
coste accesible, se ha extendido su uso
tanto en laboratorios de investigaciéon como
en centros de |1A
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Entre [as caracteristicas espermaticas mas
frecuentemente analizadas para el control
de calidad del semen bovino se incluyen el
estudio de la viabilidad espermética, de la
integridad acrosomal y de la funcionalidad
mitocondrial, asi como la investigacion del
estado de capacitacion de los espermatozoi-
des. Ademas, la citometria de flujo también
permite obtener muestras de espermatozoi-
des sexados, bien para uso en IA o en fecun-
dacién in vitro (Garner et a/., 1983; Pinkel et
al, 1985; Johnson et al,, 1989).

Analisis de la viabilidad espermética

El estudio de la viabilidad espermatica nor-
malmente se basa en el andlisis de la inte-
gridad de la membrana plasmatica de los
espermatozoides, mediante el uso de dos
fluorocromos combinados: uno de ellos sélo
es capaz de atravesar las membranas plas-
maticas dafiadas o degeneradas, y por tanto
permite identificar las células muertas o en
procese de degeneracion, mientras que el
otro es capaz de atravesar membranas celu-
lares intactas y por tanto permite identificar
la poblacién de células viables {Garner,
1997).

Unc de los fluorocromos mas utilizados
para identificar células muertas es el loduro
de propidio (PI). Este compuesto entra en
espermatozoides con la membrana plasma-
tica dafiada, se une al nucleo v, al ser excita-
do por la longitud de onda apropiada {510-
560 nm), emite fluorescencia roja. Ademas
del Pi, existen otros marcadores fluorescen-
tes especificos para células muertas cuyo
mecanismo de accién es similar, como por
ejemplo, el Hoechst 33258 (Keeler et al,
1983; Pintado et al,, 2000), el bromuro de
etidic (Evenson et al., 1982) o la hidroetidi-
na (HED) (Ericsson et af, 1989), entre otros.

Entre los fluoracromos mas utilizados para
tdentificar la poblacidén de células vivas se
encuentra el grupo de las carboxifluorescei-
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nas: CFDA: diacetato de carboxifluoresceina,
(Garner et al,, 1988; Harrison y Vickers, 1990},
CMFDA: diacetato de carboximetilfluorescei-
na, (Garner et al, 1986) o CDMFDA: diaceta-
to de carboxidimetilfluoresceina (Ericsson et
al., 1990), que son compuestos ne fluores-
centes capaces de atravesar membranas celu-
lares intactas. En el interior de las células,
debido a la accién de esterasas intracelulares,
se convierten en carboxifluoresceina, molé-
cula que al ser excitada a una longitud de
onda de 488 nm emite fluorescencia verde,
guedando retenida intracelularmente por
membranas celulares intactas.

Otro fluorocromo ampliamente utilizado
para identificar espermatozoides vivos es el
SYBR-14, que es capaz de atravesar membra-
nas intactas y de unirse al ADN de los esper-
matozoides {Garner et al,, 1988; Garner y
Johnson, 1995). Presenta algunas ventajas
con respecto a los fluorocromos basados en
la actividad esterasa intraceluiar: es una
molécula mas estable, no tiene que sufrir
una transformacién enzimatica para poder
actuar, y se une especificamente al ADN del
espermatozoide, lo que supone que toda
particula que no contenga dicho material
genético no se va a marcar, y por tanto que-
dard descartada del andlisis. El SYBR-14
suele utilizarse en combinacién con Pl (Gar-
ner et al., 1988), y de esta forma se pueden
distinguir dos poblaciones espermaticas: una
de elias constituida por células muertas o en
estado de degeneracién, cuyas membranas
plasméaticas son permeables al PI, y por tanto
emiten fluorescencia roja; y la otra constitul-
da por espermatozoides viables, cuyas mem-
branas intactas son impermeables al Pl pero
dejan entrar el SYBR-14, y por tanto emiten
fluorescencia verde.

Un fluorocromo con un mecanismo de
accion similar al del SYBR-14, capaz de iden-
tificar espermatozoides vivos, es el Hoechst
33342, Este compuesto también entra en
células vivas y se une al ADN espermatico,
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sin embargo, su uso esta limitado por la lon-
gitud de onda de su espectro de excitacion,
que esté en el rango UV. La mayoria de los
citometros disponen de un laser con una
longitud de onda de 488 nm, y para evaluar
Jlas muestras marcadas con Hoechst 33342,
es preciso disponer de un laser de menor
longitud de onda.

Con respecto a la correlacién entre la viabi-
lidad espermatica y la capacidad fecundan-
te de las dosis seminales hay discrepancia
enire los autores, Decuadro et al. (2002) y
Christensen et al. {2004) hablan de una
correlacidon elevada entre la viabilidad
espermatica y capacidad fecundante de las
dosis, siempre gque se respete una concen-
tracion espermatica minima por pajuela. Sin
embargo, Graham (2001) observd que la
viabilidad espermatica apenas se correlacio-
naba con la fertilidad. Los marcadores para
viabilidad espermatica pueden usarse en
combinacién con otros fluorocromos que
permiten valorar otras estructuras del
espermatozoide, como la integridad de la
membrana acrosomal o la funcionalidad
mitocondrial.

Analisis de la funcionalidad mitocondrial

El fluorocromo Rodamina 123 fue el prime-
ro que se utilizé para evaluar la funcionali-
dad mitocondrial en espermatozoides hu-
manos, y posteriormente en los de otras
especies domésticas (Evenson et al, 1982;
Anger et al,, 1989; Graham et al., 1990}, Este
fluerocromo penetra en mitocondrias con
actividad respiratoria y se acumuila en su
interior. Al incidir la luz del laser sobre
espermatozoides tefiidos con Rodamina
123, la pieza intermedia de los espermato-
zoides con mitocondrias activas emite una
intensa fluorescencia verde (Ericsson et al,
1993). La Rodamina 123 suele utilizarse en
combinacion con Pl, que tifie de rojo los
espermatozoides degenerados y por tanto
sin actividad mitocondrial. Aunque la Roda-
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mina 123 permite cuantificar la poblacién
de espermatozoides con mitocondrias acti-
vas, no permite diferenciar el grado de acti-
vidad respiratoria de las células {(Graham,
2001). Evaluando dosis de semen bovino
congelado, Gillan et al. (2005) observaron
una elevada correlacién entre el porcentaje
de espermatozoides positivos a Rodamina
123 y el porcentaje de espermatozoides
positivos a SYBR-14, lo que indica que los
espermatozoides vivos en la mayor parte de
los casos tienen funcionalidad mitocondrial.

Thomas et al. {1998} y Garner y Cheryl (1999)
desarrollaron una nueva tincién mitocon-
drial utilizando el fluorocromo JC-1, que
permite diferenciar entre espermatozoides
con baja y alta actividad respiratoria. El JC-1
se acumula en el interior de las mitocon-
drias, si la actividad respiratoria es elevada
forma agregados intramitocondriales que
emiten fluorescencia naranja, y si la activi-
dad respiratoria es baja, el 1C-1 no llega a
formar agregados y emite fluorescencia
verde.

Anélisis de la integridad acrosomal

La integridad acrosomal puede ser valorada
por numerosos procedimientos (Cross y Mei-
zel, 1989), pero cuando se utiliza citometria
de flujo como método de andlisis, el mas
comun es el uso de una lectina conjugada
con un fluorocromo (Graham et af, 1990;
Cheryl et al, 1997; Maxwell et al, 1997).
Entre todas las lectinas disponibles comer-
cialmente, las mas frecuentemente utiliza-
das son la PNA (peanut agglutinin}, que se
une especificamente a la membrana acroso-
mal interna de los espermatozoides (Cross y
Watson, 1994), y la PSA (pisum sativum
agglutinin), que se une a la matriz acroso-
mal y a la membrana acrosomal externa
{Cross et al., 1986; Way et al., 1995). El uso
de lectinas conjugadas con un fluorocromao,
como par ejemplo fluoresceina (FITC) o fico-
eritrina (PE), permite detectar aquellos
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espermatozoides gue tienen la membrana
acrosomal dafiada, lo cuai posibilita el paso
de la lectina, y por tanto del fluorégeno, al
interior del compartimento acrosomal (Gra-
ham et af, 1990; Nolan et al., 1992).

Cross et al. (1986) y otros (Centola et al,
1990; Mendoza et al., 1992} describieron el
uso de PSA marcada con FITC para detectar
acrosomas intactos en lugar de acrosomas
dariados, en espermatozoides humanos, uti-
fizando microscopia de fluorescencia. En
estos estudios, los espermatozoides tenian
que ser fijados y sus membranas permeabili-
zadas con etanol para permitir el acceso de
ta lectina al contenido acrosomal. Este
método se adaptd con éxito al estudio de
espermatozoides de diversas especies do-
mésticas (Berger, 1990; Mattioli et al,, 1996;
Sukardi et al, 1997}. Sin embargo, el trata-
miento de los espermatozoides con etanol
ho es recomendable cuando se va a utilizar
citometria de flujo para el anélisis de las
muestras, puesto gue puede causar precipi-
tacién de sales presentes en el medio extra-
celular y aglutinacién celular {Crissman y
Steinkamp, 1990), y ademas, dificulta el
analisis simultaneo de la viabilidad esper-
matica y de la integridad acrosomal. Por
tanto, este método se utiliza mas frecuente-
mente en combinacién con microscopia de
fluocrescencia, mientras que con citometria
de flujo, lo mas comun es el uso de esper-
matozoides vivos no permeabilizados, y por
tanto la lectina detectard los acrosomas
darados.

Otra posibililidad para identificar la presen-
cia de alteraciones acrosomales es el uso de
anticuerpos monoclonates, marcados con
un fluorocromo, frente a moléculas especifi-
cas del contenido acrosomal {Palencia et af.,
1996; Thomas ef al,, 1996).

Para valorar simultdneamente el estado del
acroscma y la viabilidad espermatica se
pueden combinar tres fluorocromos. Por
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ejemplo, Nagy et a/. (2003) desarroiiaron
una triple tincién para espermatozoides
bovinos, en la que combinaban el uso de
SYBR-14 y Pl, para evaluar la viabilidad
espermaética, con la lectina PNA marcada
con ficoeritrina {PE-PNA), que tifie en
naranja los acrosomas dafiados. Esta triple
tincidn genera la aparicién de cuatro pobla-
ciones espermaticas; 1) espermatozoides
vivos con el acrosoma intacto (positivos a
SYBR-14 y negativos a PE-PNA), 2) esperma-
tozoides vivos con el acrosoma dafiado
(positivos a SYBR-14 y positivos a PE-PNA),
3) espermatozoides muertos con el acroso-
ma intacto (positivos a Pl y negativos a PE-
PNA) y 4) espermatozoides muertos con el
acrosoma dafado (positivos a Pl y a PE-PNA).
Durante las primeras horas tras la desconge-
lacién de las muestras, los espermatozoides
vivos apenas tienen el acrosoma dafiado, es
decir, la segunda poblacidén espermatica esta
ausente, sin embargo, esta poblaciéon puede
aparecer tras varias horas de incubacién a
37 °C. Se ha demostrado que existe una
correlaciéon positiva entre la integridad
acrosomal y la capacidad fecundante de los
espermatozoides (Thomas et af., 1996).

Tests de funcionalidad espermdtica basados
enfa FlIvV

Se han disefiado numerosos tests para eva-
fuar in vitro la funcionalidad de los esper-
matozoides, especialmente de dosis conge-
fadas, en relacién a su capacidad para
interaccionar con el ovocito. Estos tests eva-
fuan las distintas fases del proceso de fecun-
dacién, como la capacidad espermaéatica de
reconocimiento y unién a la zona pelucida
{ZP)}, la penetracion de ovocitos homdlogos
o heterélogos (libres de zona pelucida), o la
induccion del desarrollo embrionario.
Muchos de estos tests se han adaptado a la
especie bovina y su utilidad ha sido evalua-
da por diversos autores (Brackett ef al.,
1982: Davis et al, 1987; Fazeli et al., 1993,
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Lanergan, 1994; Shamsuddin et af, 1996;
Zhang et al., 1995; Ward et af,, 2002, 2003).

e Tests de unidén a la zona pelicida: Este
test se disefid con el objetivo de cuantificar
el numero de espermatozoides capacitados
que son capaces de unirse selectivamente a
la zona pelucida de ovocitos homdslogos.
Los resultados de este test, en la especie
humana, son altamente predictivos del
resultado de la FIV (Franken et al., 1989,
1993) En algunas especies domaésticas se ha
intentado establecer una correlacién entre
los resultados del test de unién a fa zona y
la fertilidad in vivo del semen. Mientras que
algunos autores encontraron una correla-
cidn positiva (Fazeli et al,, 1993, 1997), otros
no observaron correlacion alguna (Codde y
Berger, 1995; Berger, 1996; Braundmeier et
al., 2002),

» Tests de hemizona: Es una variante del
test de unién a la zona, gue consiste en la
microseccion de un ovocito para obtener
dos hemizonas con una funcionalidad equi-
valente a la de la zona pelucida intacta. Ello
permite comparar la capacidad de unién a
la zona de espermatozoides procedentes de
individuos fértiles, que funcionan como
control, con la de muestras espermaticas
cuya fertilidad se desconoce (Franken et al,
1993). El test de hemizona es mas complejo
y laborioso que el test de unién a la zona,
aungue éste ultimo exige disponer de un
mayor numero de ovocitos {(Zhang et al,
1995),

* Tests de penetracion de ovocitos de
hamster libres de zona pelucida: Este
test, desarrollado por Yanagimachi y Rogers
(1976), permite valorar la capacidad de los
espermatozoides para penetrar un ovocito
de hamster libre de zona peltcida. Se utiliza
fundamentalmente en la especie humana
para valorar la fertilidad espermética
{Rogers, 1985), debido a las restricciones
legales o éticas que existen en algunos pai-
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ses para el uso de ovocitos humanos. Este
test se ha desarrollado con éxito en la espe-
cie bovina (Brackett et al, 1982) pero su
aplicacién es muy escasa, puesto gue es mas
sencillo obtener ovocitos bovinos a partir de
ovarios de matadero que obtener ovocitos
de hamster para luego extraerles la zona
peldcida.

+ Tests de FIV: La fecundacidn in vitro de
ovocitos homaélogos es, sin lugar a dudas, el
test mas completo para evaluar la funciona-
lidad espermatica, ya que permite valorar
todas las fases del proceso de fecundacién,
desde el estado de capacitacion espermatica
hasta la fusion con la membrana vitelina del
ovocito o el inicio del desarrollo embriona-
rio (Lonergan, 1994; Shamsuddin et af,
1996; Ward et al., 2002). Aungue en algu-
nos estudios se ha encontrade una elevada
correlacion con la fertilidad in vivo de los
toros (Hillery et al., 1990; Marguant-Le
Guienne et al., 1990; Zhang et al, 1997;
Ward et al., 2003), todavia se necesita una
mayor estandarizacién de los métodos a la
hora de aplicar dicha técnica, puesto que
existe considerable variabilidad entre los
resultados de FIV obtenidos para un mismo
toro, debido a factores de variacién como
por ejemplo el método de seleccidn de los
espermatozoides (percoll o swim-up) (Parrish
et al,, 1995), de capacitacién espermaética in
vitro (Saeki et al, 1995) o el numero de
espermatozoides utilizado para la insemina-
cién de los ovocitos (Kroetsch y Stubbings,
1992},

Como hemos mencionado anteriormente,
pocos parametros individuales indicadores
de viabilidad espermatica tienen una corre-
lacion significativa con [a fertilidad de la
muestra de semen, y si la tienen, dicha
correlacién es baja (Amann y Hammerstedt,
1993). Sin embargo, la combinacién de
varios parametros espermaticos, determina-
dos objetivamente y de forma simultanea,
en un analisis de regresidon multiple permite
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obtener una correlacién elevada con la fer-
tilidad de los toros evaluados (Farrell et al,
1998; Wood et al, 1986) Este analisis esta-
distico se ha utilizado para obtener valores
predictivos de la fertilidad, como la tasa de
no retorno, antes de poder conocer la ferti-
lidad de campo de dichos reproductores.
Este procedimiento indica que es posible el
uso de una combinacién de tests de labora-
torio para determinar la calidad seminal y
para predecir la fertilidad potencial de un
toro, especialmente para diferenciar ma-
chos infértiles o subfértiles, de sementales
con fertilidad promedio elevada. Amann y
Hammerstedt (2002), sin embargo, sugieren
gue intentar establecer correlaciones entre
pruebas in vitro y fertilidad in vivo carece de
validez, y que los resultados obtenidos a
partir de la evaluacién in vitro del semen
deberian utilizarse para predecir machos o
muestras subfértiles, mientras que los datos
de fertilidad deberian utilizarse para com-
probar el grado de correccion de esas pre-
dicciones.
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