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1. INSEMINACION . o
ARTIFICIAL 1.6. Calidad y valoracion del semen.

Cebrian-Pérez, |.A; Pérez-Pé, Rosaura; Casao, Adriana; Muiiio-Blanco, Teresa
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular y Celular - Instituto Universitario de Investigacién en
Ciencias Ambientales de Aragén (IUCA), Facultad de Veterinaria, Universidad de Zaragoza.

La capacidad fecundante de una dosis seminal es un factor fundamental a la hora
de disenar esquemas de mejora productiva adecuados, maxime si estos se basan
en el uso de la inseminacion artificial. Dado que no existe ningin parametro de
calidad seminal que, por si solo, correlacione con la capacidad fecundante de un
eyaculado o dosis seminal, estamos obligados a realizar un estudio de varios
parametros, tratando de aproximarnos en la medida de lo posible a una hipotética
capacidad fecundante.

La mayor parte de los parametros clasicamente utilizados para la valoracion de la
calidad seminal, incluyendo motilidad individual progresiva, volumen,
concentracion, respuesta al test de endosmosis (HOS-test), viabilidad, etc.,
indican poco o muy poco sobre la verdadera capacidad fecundante de una dosis
seminal. Por tanto, esta es una cuestion critica ya que este tipo de ensayos no
proporciona informacion sobre un conjunto de danos espermaticos (“danos
subletales”) inherentes al manejo y preparacion de las dosis seminales, que
determinarian la funcionalidad de membranas celulares, el grado de apoptosis,
incluyendo actividades enzimaticas y alteracion y/o dano del ADN, la capacidad
energética del espermatozoide, etc. Por ello, hoy se considera que una adecuada
contrastacion de la calidad seminal tendria que incluir estos nuevos parametros
que van a proporcionar informacion sobre los danos subletales de las dosis
seminales.

Hay una serie de aspectos fundamentales que se han de aplicar para obtener dosis
seminales con la mayor capacidad fecundante posible. Al margen de aspectos
basicos como son el estado nutricional de los moruecos, la higiene, la época
estacional, etc., la calidad de los eyaculados obtenidos depende de factores de
manejo que tienen obligatoriamente que ser considerados.

Analisis de viabilidad celular

Muestra la integridad de la membrana plasmatica de los espermatozoides. Se suele
realizar mediante microscopia de fluorescencia o por citometria de flujo,
permitiendo distinguir los espermatozoides danados (en rojo) y los
espermatozoides con membrana integra y funcional (en verde).

Estado de capacitacion

Permite determinar el porcentaje de espermatozoides en las fases fundamentales
del proceso previo a la fecundacién: capacitados (con acrosoma amarillo y cabeza
decolorada), no capacitados (con la cabeza completamente amarilla) y que han
experimentado la reaccion acrosomica (con acrosoma y cabeza decoloreados). Se
determina por microscopia de fluorescencia mediante un ensayo con
clorotetraciclina (CTC) que muestra diferentes patrones de tincion en funcion de

la distribucion del calcio dentro de los espermatozoides.
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1. INSEMINACION
ARTIFICIAL Porcentaje de espermatozoides apoptoéticos

Muchos de los espermatozoides van a experimentar un proceso de degradacion
y digestion controlada (apoptosis) y, evidentemente, no podran llevar adelante
el proceso de fecundacion. Conocer el porcentaje de este tipo de
espermatozoides en una dosis seminal es fundamental para predecir la capacidad
fecundante. El proceso apoptotico puede ser determinado a dos niveles
diferentes:

«— Mueto

I.-Desorganizacion de la membrana espermdtica. Se cuantifica por la
e pr presencia de fosfatidil serina en la parte externa de la membrana. Se determina
con un ligando especifico (Anexina) ligada a una particula fluorescente que
permite su visualizacion.

2.- Dafio en el ADN, roturas o mellas en esta molécula.

Se cuantifica generando la sintesis de una cadena de nucleotidos, a partir de los
puntos de rotura en el ADN, utilizando la enzima Desoxinucleotidil transferasa
que incorpora una desoxiuridina marcada con fluorescencia a esa cadena en
crecimiento. Se puede cuantificar en microscopio de fluorescencia y por
citometria de flujo.

Actividad mitocondrial

La funcionalidad mitocondrial es un aspecto muy importante de la calidad
seminal, ya que del funcionamiento de las mitocondrias depende la motilidad de
los espermatozoides y el vigor adecuado para su posterior union al ovocito.
Una técnica para determinarla mediante microscopia de fluorescencia es la
tincion simultanea de los espermatozoides con rodamina y ioduro de propidio.
También se puede valorar mediante citometria de flujo con diversos
fluorocromos como JCI o Mitotracker.

La Citometria de Flujo como método de analisis de la calidad
espermatica

La capacidad de recuento vy andlisis de los
espermatozoides individualmente mediante microscopia
constituye un factor limitante para poder valorar
diferentes  parametros de una dosis seminal.
Normalmente se recomienda contar 400
espermatozoides como minimo, para cada parametro.
Esto condiciona seriamente el estudio de los parametros
que se van a valorar.

A] 100320 10M3LMD | FL1LOgHLS Log- KOG

(FINA) t5minmuestra D : L1 LogFL Log - ADC

FL5Log

FL3 Log
Caspasas activas

Funcionamiento mitocondrial

La citometria de flujo, tecnologia
generalizada para el estudio de los espermatozoides en
los dltimos anos, permite el analisis de hasta 10.000
espermatozoides cada 5 minutos, facultando estudiar
varios parametros de calidad seminal en un margen de
tiempo que permite la utilizacion de las dosis seminales
preparadas. Ademads, también permite analizar la
existencia de distintas subpoblaciones celulares en una
dosis seminal.

Desorganizacién lipidica
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