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I. INTRODUCCION

A lo largo de Venezuela la ganaderia de doble propésito se ha difundido amplia-
mente en una gran cantidad de explotaciones ganaderas. Los bovinos de esta ganade-
ria son el resultado del cruce indiscriminado y alterno de hembras criollas y mestizas
con machos puros o mestizos (Bos taurus x Bos indicus) [15]. Para el desarrollo de esta
ganaderia mestiza se importa habitualmente semen y animales de raza pura. A menu-
do, este material importado se recibe sélo con referencias de su productividad en otras
ganaderias, especialmente de lecheras de razas puras. De esta forma, cuando se necesi-
ta emplear semen de toros reproductores para los cruces correspondientes, se cuenta
con material de procedencia diversa, en algunos casos con poca informacién de su fer-
tilidad o capacidad fecundante y en otros con abundante informacidn, incluso con re-
ferencias de su descendencia (pruebas de progenie).

Esto aunado al hecho de que el desarrollo de la ganaderia de doble propésito
avanza ripidamente y tiene amplios objetivos productivos, plantea la necesidad y el
interés por validar la utilizacién de técnicas complementarias a la evaluacién seminal
tradicional. Técnicas que puedan demostrar rapida y cuantitativamente la capacidad
fecundante del semen de procedencia diversa, en especial cuando no se dispone de re-
ferencias precisas para garantizar el éxito de los programas de doble propdsito. Dichas
técnicas deberin ser aplicables a semen fresco y congelado y predecir su capacidad fe-
cundante, de manera que se pueda seleccionar semen de reproductores, respondiendo
asi a las exigencias y objetivos de la ganaderia de doble propésito.

Tradicionalmente, el diagndstico de la fertilidad del macho ha dependido de
una evaluacidn descriptiva del eyaculado, con énfasis en la concentracién, movili-
dad y morfologia espermatica [19]. Sin embargo, la experiencia ha demostrado que
no son sélo esos pardmetros los predictores de la habilidad fecundante del esperma-
tozoide sino también puede recurrirse a determinar la capacidad funcional del es-
permatozoide, es decir, su potencial de movimiento, viabilidad, capacitacién,
reconocimiento de la zona pelacida, reaccion de acrosoma, fusién gamética y forma-
cion de pronucleos [1].

Se han desarrollado pruebas in vitre para evaluar la capacidad funcional de estas
células. Una serie de bioensayos funcionales son utilizados actualmente y permiten
examinar diferentes facetas del proceso normal de la fecundacién. Algunos de ellos
estan destinados a estudiar las caracteristicas de la movilidad espermatica mediante el
andlisis computarizado del movimiento espermatico, penetracion del moco cervical,
hiperactivacion, etc., y otros detectan la interaccién espermatozoide-ovocito utilizan-
do pruebas como la penetracidon en ovocitos homdélogos o heterélogos. Con la ayuda
de estos ensayos funcionales, es posible predecir la capacidad fértil de los espermato-
zoides con una certidumbre razonable. El desarrolle futuro de esta drea permitird la
adquisicién de conocimientos fundamentales de los procesos espermatogénicos y
funcionales en bovinos. Estos avances contribuyen a establecer criterios de seleccion
de semen provenientes de toros reproductores, en particular cuando no se dispone de
datos confiables de la eficiencia reproductiva de estos animales, en especial de toros
mestizos, cuyas caracteristicas son apreciadas en doble propésito.
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Este Capitulo tiene como objetivo presentar un conjunto de técnicas que son
complementarias al analisis tradicional para el diagnéstico de la capacidad fecundan-
te del semen de toros de raza pura y su posible adopcién para evaluar el producto de la
descendencia de animales doble propésito.

II. EVALUA(;I()N SEMINAL Y PRUEBAS DE CAPACIDAD FUNCIONAL
ESPERMATICA

El examen microscépico directo de las caracteristicas espermadticas que inclu-
ye la morfologia, concentracion, movilidad espermadtica y vigor de la movilidad es el
procedimiento mds simple para orientar acerca del potencial fecundante del semen.
Por muchos anos el examen de los parametros seminales fue virtualmente el unico
método disponible para estimar el potencial fecundante del espermatozoide en hu-
manos y en los animales domésticos. Tradicionalmente se ha utilizado el niimero de
gestaciones viables y descendencia normal después de la inseminacién in zive (mon-
ta natural) para evaluar esa habilidad fecundante; sin embargo, este criterio no seria
adecuado cuando una hembra presenta patologias o no se dispone de hembras, como
es el caso de un Centro de procesamiento de semen. Actualmente, el resultado de la
inseminacion artificial (IA) y las pruebas de penetracion de ovocitos in vitre se han
constituido en nuevas técnicas para evaluar la habilidad fecundante del semen. Las
pruebas in vitro de la habilidad fecundante del espermatozoide han mostrado en al-
gunos casos ser mis ventajosas que la propia fecundacion in vivo. Una variedad de
procedimientos in vitro han sido disefiados con este fin, pudiéndose agrupar en dos
categorias principales:

a. evaluacién de las caracteristicas celulares y de las caracteristicas de movimiento
espermatico

b. ensayos de penetracion del ovocito por espermatozoides capacitados y reacciona-
dos in vitro

La primera categoria de estos ensayos da informacién indirecta que orienta
acerca de la habilidad fecundante, mientras la segunda proporciona informacién mads
directa. Ambos tipos de ensayos estdn correlacionados entre si y aportan evidencias
de la capacidad fecundante del semen. Sin embargo, no se les puede sustituir absolu-
tamente por los ensayos in vivo.

1. Morfologia

Dentro de la evaluacién seminal convencional uno de los pardmetros de gran
importancia para determinar calidad seminal es la morfologia espermitica. Esta con-
tinda siendo uno de los criterios mis confiables como elemento para examinar el eya-
culado porque es menos alterada por el proceso de recoleccion de semen [13]. En la
determinacion de problemas que afectan el potencial fértil de un toro reproductor el
namero de espermatozoides viables y libres de anormalidades morfolégicas se han
convertido en pardmetros de gran importancia [13].

El conocimiento de los mecanismos del transporte espermatico en el tracto re-
productivo de la hembra es necesario para la comprensién de la relacién entre morfo-
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logia y fertilidad. El tracto reproductivo de la hembra limita la habilidad de los
espermatozoides morfologicamente anormales, atipicos, para alcanzar el sitio de fe-
cundacidon en la unién ampula-itsmo. El paso a través del cervix, el utero y la unién
utero-tubdrica resulta dificil para los espermatozoides con anomalias morfolégicas y
no siempre alcanzan el sitio de fecundacién [19]. Este sistema de filtro para los esper-
matozoides defectuosos no es absoluto y ocasionalmente un espermatozoide anormal
pudiera llegar al ovocito y fecundarlo, sin embargo, lo mds probable es que presente
fallas en el desarrollo embrionario [13].

Normalmente se encuentran alrededor de 10 a 25% de formas anormales en
los exdmenes de rutina de eyaculados de toros reproductores [13]. El examen de la
morfologia se realiza de forma clasica con espermatozoides de semen fresco no di-
luido; el frotis se efectia después de mezclar un volumen pequeno de semen (20 ul)
con el calorante eosina-nigrosina ( =20 ul). Ese frotis tiene la ventaja de poder con-
servarse y de interpretarse con la ayuda de un microscopio de luz a 400 aumentos
(400X) [14].

Para estudiar la morfologia se ha venido usando el criterio de las atipias prima-
rias y secundarias. Las atipias primarias tienen su origen durante la espermatogéne-
sis; las secundarias tienen su origen en el proceso de maduracién final del
espermatozoide en el epididimo [13, 14]. En la actualidad se recomienda prestar aten-
cion a la incidencia del tipo especifico de célula anormal, dejando en segundo plano la
clasificacién de las anormalidades espermaticas. Un toro para ser clasificado como sa-
tisfactorio respecto a la morfologia, deberd tener por lo menos 70% de espermatozoi-
des normales por eyaculado [20].

El Cuadro 1 muestra el sistema de clasificacién basado en la influencia de cada
atipia observada en eyaculados de toros sobre la fertilidad.

CUADRO 1. Anormalidades morfolégicas mayores y menores [19]

Anormalidades morfolégicas mayores

a) gota citoplasmatica proximal d) defectos de la pieza media

b) cabeza periforme ¢) cabeza mal desarrollada
c¢) cola fuertemente enrollada ) defectos del acrosoma

anormalidades morfolégicas menores

a) gota citoplasmatica distal d)insercion abaxial de la pieza media
b) cabeza desprendida ¢) acrosoma anormal y desprendido

c) flexion de la cola _f) cabeza: estrecha. microcéfalo y macrocéfalo.

2. Integridad del acrosoma

El examen de la morfologia espermatica constituye un examen de rutina en los
laboratorios de control del semen de reproductores. Es posible evaluar algunas carac-
teristicas de la morfologia espermadtica que estan involucradas en el proceso de fecun-
dacién, como lo son algunos organelos del espermatozoide, principalmente el
acrosoma. Las aberraciones morfologicas del acrosoma en espermatozoides de toro se
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han asociado con disminucién en la fertilidad, estableciéndose varios grados, que van
desde total esterilidad a subfertilidad [3]. El procedimiento para el examen del estatus
acrosomal o prueba de la integridad del acrosoma requiere microscopios de muy bue-
na calidad éptica y resolucién; normalmente se usa un microscopio de contraste de
interferencia diferencial o atin pudiera emplearse un microscopio de contraste de
fase. El porcentaje de espermatozoides con acrosoma intacto o normal determinado
por contraste de interferencia diferencial se correlaciona con las tasas de no-retorno al
estro, seglin datos obtenidos en ganaderias de leche [3, 13]. Este examen puede reali-
zarse en semen fresco y semen descongelado y sus resultados se pueden extrapolar a
cualquier tipo de ganado, recomendindose un seguimiento en casos que se detecte al-
guna alteracion a ese nivel.

La integridad acrosomal se evaliia con un objetivo de inmersién de 1000X au-
mentos usando la 6ptica Nomarski o de interferencia diferencial. Para esta evalua-
cién las muestras de semen se mezclan 1:1 (V/V) con buffer fosfato salino que
contiene 0,25% de glutaraldehido. La dptica de interferencia diferencial permite
identificar los acrosomas intactos sin tefiir. Se cuentan al menos 100 espermatozoi-
des y el criterio para determinar los acrosomas atipicos es la alteracion del borde api-
cal acrosémico [22].

3. Reaccion del acrosoma

La reaccién del acrosoma es prerrequisito para la fecundacion [10], debiendo
existir en un eyaculado normal una gran cantidad de acrosomas intactos. Una vez
que el semen entra en contacto con las secreciones del tracto reproductivo de la
hembra, los espermatozoides van liberindose del plasma seminal y se capacitan, es
decir, experimentan cambios bioquimicos y morfofuncionales que les permiten lle-
gar al sitio de fecundacidn, fijarse a la zona pelicida del ovocito, induciendo la reac-
cién del acrosoma. En esta reaccién se fusiona la membrana plasmética del
espermatozoide con la membrana acrosémica externa, y se liberan las enzimas acro-
somales proteoliticas, entre ellas hialuronidasa y acrosina; esto permite al esperma-
tozoide penetrar las cubiertas externas del ovocito y tomar contacto con la
membrana plasmatica [4].

La reaccion del acrosoma es una capacidad funcional del espermatozoide que
puede ser inducida experimentalmente por agentes naturales o sintéticos [6]. Puede
ser inducida por incubacién del semen de bovino con 1 gmol/l de ionésfero de calcio
A23187 o con el medio Tyrode por 1 a 1.5 horas [8]. Luego los espermatozoides se fi-
jan con formaldehido y se tifen con 0.1% de naftol amarillo S y 0,1% (P/V) de eritrosi-
na B [6]. Los frotis se observan en microscopia de campo claro. Si el borde apical del
acrosoma estd intacto, se tifie rojo cereza y la parte dorsal y ventral se tinie rosado [6].
Larelacion entre la induccién de la reaccién del acrosoma in witro y la fertilidad del se-
men bovino parece ser suficientemente estrecha para sugerirla como prueba de pre-
dicci6én de la capacidad fecundante del semen de toros reproductores [8].
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Figura 1. Reaccién del Acrosoma. A): Acrosoma intacto; B): Acrosoma en reaccion,
C) Acrosoma reaccionado

4. Movimiento espermatico

La determinacién cldsica de la movilidad espermatica es habitualmente una
examen al microscopio del porcentaje de espermatozoides méviles. Este es el método
mas simple, rapido y econdmico para examinar este parimetro; sin embargo, es alta-
mente subjetivo y poco valioso si lo relacionamos con la capacidad fecundante del es-
permatozoide [13]. Muchas veces se tiende a sobreestimar el porcentaje de
espermatozoides moviles en muestras con alta concentracién espermatica. Al inicio,
para determinar la movilidad se fotografiaba la posicién del espermatozoide consecu-
tivamente cada cierta fraccién de tiempo, Actualmente se pueden filmar estos movi-
mientos con cimaras de video unidas al microscopio y se determina el nimero de
espermatozoides moéviles por campo, la velocidad, su trayectoria etc. Recientemente
se han desarrollado sistemas CASA (Computer-Assisted Semen Analyzer) [1] que es-
tudia el movimiento espermadtico e identifica y registra varios patrones de movimien-
to en las muestras de semen. Con el sistema CASA se puede determinar el parimetro
linealidad y el Indice de linealidad espermatico en el eyaculado.

5. Anilisis del movimiento espermatico

El espermatozoide para ser funcional debe expresar sus atributos de movimien-
tos caracteristicos y diferentes para cada una de las etapas del proceso de fecundacién
del ovocito [1]. El espermatozoide eyaculado tiende a exhibir trayectorias en progre-
sion lineal, tipo de movimiento que le permitird penetrar las barreras cervicales. Du-
rante la capacitacién espermadtica el batido del flagelo se hace mas amplio, la amplitud
y simetria de la onda cambia, aumenta la velocidad y el espermatozoide exhibe una
forma de movimiento hiperactivada que facilita la penetracién de la zona pelicida [1].
Este patrén de movimiento da como resultado un tipo de movimiento curvilineo que
puede ser identificado y cuantificado por los sistemas CASA (Figura 2). Actualmente
se usa un modelo de fecundacidn in vitre para inducir experimentalmente la hiperacti-
vidad en la muesira de semen que se desea evaluar para su potencial fecundante.
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Figura 2. Componentes del sistemma CASA.

Este sisterna ha sido bien desarrollado en humanos y numerosas especies, al ha-
berse demostrado que la hiperactividad es el atributo de movimiento mds importante
en la prediccidn del potencial fecundante del espermatozoide [1]. Los espermatozoi-
des a los que se les induce hiperactividad en el sistema in vitro expresarin una capaci-
dad funcional espermatica estrechamente relacionada con la capacidad de unirse vy
fecundar al ovocito. Los criterios usados para la deteccién de la hiperactividad esper-
mitica han sido sefalados en humanos [1]:

Criterio ~Valores en Humanos
Velocidad curvilinea > 90 pm / segundo
Linealidad _ <20%

El analizador de semen CASA que se denomina Hamilton en bovinos ha permi-
tido el desarrollo de programas computarizados para el anilisis cuantitativo rapido
del movimiento y de la concentracién espermadtica del bovino, a la vez que analiza
iméagenes para evaluar individualmente la morfologia espermaitica de cientos de es-
permatozoides [13]. El sistema puede medir simultdneamente varios parimetros de
motilidad incluyendo la movilidad individual, movilidad progresiva lineal, veloci-
dad, linealidad del movimiento espermatico, amplitud del desplazamiento lateral de
la cabeza del espermatozoide y frecuencia del batido del flagelo de cada espermatozoi-
de [13]. Aunque estos sistemas son relativamente costosos estdn siendo utilizados en
muchos Centros de congelacién de semen a nivel mundial y nacional los cuales se en-
cuentran en la etapa de recoleccion de evaluaciones estadisticamente validas para
cada uno de los parimetros analizados.

6. Penetracion del moco cervical

La prueba original de penetracion del moco cervical fue desarrollada para hu-
manos examina la capacidad y habilidad del espermatozoide para migrar a través del
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moco cervical contenido dentro de un tubo capilar. Esta basada en que el moco cervi-
cal es la primera barrera que el espermatozoide encuentra en el tracto genital de la
hembra. El moco cervical estd compuesto de mucina (sialoglicoproteina) que es pro-
ducida por las células epiteliales de las criptas cervicales [13]. La prueba ha sido adap-
tada para evaluar espermatozoides de toro usando solo moco cervical de vaca en celo,
va que la composicion de la matriz sialoglicoproteica varia a través del ciclo estral de
la vaca. Debido a la imposibilidad de conseguir ficilmente moco cervical estrual, este
ha sido sustituido por un compuesto sintético, la poliacrilamida, con alta repetibili-
dad y cuantificacién de las tasas de migracién de los espermatozoides. Un tubo capilar
rectangular conteniendo poliacrilamida es colocado y fijado sobre un portaobjeto (Fi-
gura 3}, colocando la muestra espermética en un extremo del tubo. Luego de 10 minu-
tos se incuba a 38°C y se determina la distancia en milimetros recorrida por el
espermatozoide de vanguardia con mayor progresion.

Figura 3, Prueba de penetracién del moco cervical

Tubo capilar Portaobjeto Semen Cubreobjeto
T -f
i,
! .
b e -
E .
H i -
i .
f b
,f i .
\ i i e
JI i Fijacion del Parafina entre
Sellado del Espermato- Capilar, cubre y
Capilar zoide de portacbjeto
vanouardia

La distancia de penetracién en milimetros en el moco cervical tiene una alta co-
rrelacién con las tasas de concepcion al utilizar semen de toros evaluados para la prue-
ba de la penetracion del moco cervical [13].

7. Test Hiposmético (HOS)

Un aspecto de relevancia para evaluar la capacidad funcional del espermatozoi-
de es la integridad funcional de la membrana plasmatica, la cual es imprescindible en
varios eventos de la fecundacién como la capacitacién, reaccién del acrosoma y fusion
con el ovocito [9]. La integridad funcional de la membrana del espermatozoide puede
ser ripidamente determinada usando la prueba hiposmética o test de HOS (Hypo-Os-
motic Swelling). Esta simple prueba se basa en el concepto fisiolégico de la semiper-
meabilidad de las membranas plasmadticas intactas y bioquimicamente activas de los
espermatozoides vivos, las cuales se hinchan cuando son expuestas a una solucién hi-
posmdtica, mientras las membranas danadas no lo hacen [12]. Bajo un ambiente hi-
posmotico se produce un influjo de agua el cual resulta en una expansion del volumen
a nivel de la cola del espermatozoide (Figura 4).
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Figura 4. Resultado del test de hiposmdsis. A): Espermatozoide no hinchado (membrana
dafiada). B): Espermatozoide hinchado (membrana intacta, semipermeable).
C): Espermatozoide hinchado (membrana intacta)

Para bovinos se coloca de 5 al0 ul de semen en una solucién de fructosa y citrato

desodioa 150 mOsmKg!, Se puede evaluar semen fresco y descongelado. Los esperma-
tozoides hinchados se cuantifican con un microscopio de contraste de fase y se estiman
los espermatozoides con membrana intacta. En algunas especies se ha estimado que
60% de membranas intactas es un valor normal para semen fresco [29]. Esta prueba se
correlaciona altamente con la fertilidad de semen de los toros reproductores [23].

8. Técnicas de recuperacion de espermatozoides moviles

Existen técnicas de recuperacion de espermatozoides moviles que sirven para

evaluar no solo su capacidad de movimiento y viabilidad sino también para mejorar la
calidad del semen con que se insemina.

a.

b.

Técnica de swim-up o nado hacia arriba. Consiste en la colocacién de semen
(250 p1) en el fondo de un tubo bajo un medio especial de migracidon, el cual con-
tiene iones sodio y potasio en proporciones adecuadas para estimular el metabo-
lismo espermadtico, ademas de calcio, glucosa, etc. y un aceptor de colesterol como
albiimina de suero bovino (BSA). Se usan medios preparados a un pH entre 6.9 y
7, incubidndose el tubo a 37-38°C por un periodo entre 45 a 60 minutos dependien-
do si es semen fresco o congelado [28]. Se recupera un volumen (400 ul) de la su-
perficie del tubo, donde se encuentran los espermatozoides de mejor movilidad
(Figura 5). Este procedimiento puede incrementar la proporcion de espermato-
zoides moviles y vigorosos, separindolos de los inmaviles y detritus, por lo que se
utiliza en la preparacién de semen para fecundacién in vitro. Evalia la capacidad
movil y de sobrevivencia de los espermatozoides ademas de iniciar el proceso de
capacitacién [5]. La tasa de recuperacion de espermatozoides moéviles es de apro-
ximadamente 30% para semen fresco de bovino como se ha sefialado en toros
Brahman [28].

Técnica de Percoll o de separacién de espermatozoides méviles por centrifuga-
cion en un gradiente discontinuo. Técnica muy sencilla que consiste en la centri-
fugacién de la muestra de semen (500 il para semen fresco bovino [28], colocada
en la superficie de un gradiente discontinuo de Percoll (Figura 6). El Percoll es un
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Figura 5. Esquema del procedimiento de la técnica de swim-up [28]
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Figura 6. Esquema del procedimiento para la técnica de separacion de espermatozoides
moviles por centrifugacion en un gradiente discontinuo de Percoll para bovino [28]
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compuesto sintético que en suspensiéon forma un tramado que dificulta el paso de
los espermatozoides, seleccionando por centrifugacién y por capacidad de movi-
miento los espermatozoides mds méviles y libres de atipias. El Percoll para semen
fresco tiene un porcentaje de recuperacidn de espermatozoides méviles de 10%
(20% menos que la técnica de swim-up) [28].

III. PRUEBAS DE CAPACIDAD FECUNDANTE DEL ESPERMATOZOIDE.
ENSAYOS DE INTERACCION ESPERMATOZOIDE-OVOCITO

La interaccion del espermatozoide con el ovocito y la penetracion de este com-
prende varias etapas que deben cumplirse hasta culminar con la formacién del zigoto
y el inicio del desarrollo embrionario. Ellas son:

Interaccién espermatozoide-zona peliicida: Adhesion y Penetracion de la zona
pelicida

Pf:nclracmn el e Fusién Formacién del
cumulo y Penetracion : on d

silhesion il —» | e la ZP —— | de ambos — | cigoto e inicio
7p eston @ gametos del desarrollo

1. Interaccion del espermatozoide con la zona pelicida

El ovocito se libera del foliculo rodeado de las células del ciimulo odforo y de la
zona pelicida (ZP). La penetracién del espermatozoide entre las células del camulo se
realiza gracias a enzimas espermaticas, tomando contacto con la segunda cubierta, la
ZP. La ZP es una matriz acelular de naturaleza glicoproteica que rodea al ovocito; su
importancia reside en que proporciona el sitio de reconocimiento espermatozoide-o-
vocito e induce la reaccién acrosdmica, requisito fundamental que debe experimentar
el espermatozoide para adquirir su capacidad fecundante. La ZP estd compuesta por
diferentes moléculas de glicoproteinas: ZP3 representa el receptor primario y al mis-
mo tiempo inductor de la reaccién del acrosoma, en tante que ZP2 estd comprometida
en la union del espermatozoide al ovocito [1].

Se ha utilizado la cuantificacion de la unién de los espermatozoides a la ZP
como un ensayo de prediccion de la capacidad del espermatozoide para interactuar
con ella [11]. Este bioensayo orienta acerca de la capacidad de los espermatozoides
para reconocer y adherirse a la ZP, barrera previa que debe ser penetrada, para alcan-
zar la membrana plasmatica del ovocito y culminar el proceso de la fecundacién. La
cuantificacion del nimero de espermatozoides adheridos ala ZP es un indicador de la
normal interaccidn de espermatozoide con receptores de la ZP [13].

2. Penetracion de la ZP

La penetracién del espermatozoide a través de la ZP es un evento clave que re-
quiere de la simultaneidad de un fendmeno esencial como es la reaccion del acrosoma
(RA), la cual es disparada la ZP3, una molécula de la ZP. La RA favorece la liberacion
de enzimas proteoliticas almacenadas en el acrosoma que hacen posible que el esper-
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matozoide penetre la ZP [24]. Sin embargo, no ha sido posible disponer de un bioen-
sayo que permita discriminar entre espermatozoides reaccionados y no reaccionados,
ya que los espermatozoides reaccionados lejos del ovocito habran liberado sus enzi-
mas acrosomales y cuando lleguen al lugar de encuentro con el ovocito no estardn en
condiciones de interactuar con la ZP y penetrarla (Figura 7) [24].

Figura 7. Penetracion de la zona pelicida

Espermatozoide
atravesando la ZP

-

Citoplasma, del
ovocito

Esperma-
tozoide

El paso del espermatozoide a través de la ZP se puede verificar a través de la ab-
servacion de ovocitos recuperados de ovarios de vacas de matadero, que una vez ma-
durados in witre son puestos en contacto con espermatozoides capacitados.

3. Test de hamster

Cuando no existen las facilidades para conseguir ovocitos de vaca se puede utili-
zar el test de hamster [30]. Esta prueba pone en evidencia la habilidad del espermato-
zoide capacitado y reaccionado de toro para penetrar al ovocito de hamster libre de
ZP. Se basa en la propiedad del ovocito de hamster de dejarse penetrar por espermato-
zoides heterdlogos, incluyendo el humano, con lo cual se ha convertido en un bioen-
sayo valioso para determinar la capacidad fecundante de espermatozoides de
diferentes especies. Desde un punto de vista clinico se correlaciona con los resultados
de la fecundacién homologa y con la tasa de fecundacién in vitro e in vive [S], con la
preiiez de los sementales y con el grado de movilidad de los espermatozoides.

Es un bioensayo laborioso que requiere la preparacion de los ovocitos de hams-
ter, tratados quimicamente con enzimas para eliminar la ZP, debido a que la penetra-
cion de la ZP es un evento especifico de cada especie y no seria posible que un
espermatozoide de toro penetrara la ZP de un ovocito de hamster. Los resultados de
esta prueba son buenos indicadores de la capacidad de penetracion de los espermato-
zoides siendo este bioensayo el més completo para probar la capacidad fecundante del
espermatozoide y cuando se duda de esta capacidad. Resulta de gran aplicacién cuan-
do no se dispone de ovocitos de la misma especie, como para realizar la penetracion
homéloga del ovocito.

En la secuencia de este bioensayo heterélogo los espermatozoides de toro deben
capacitarse y experimentar la RA, eventos previos para fusionarse con la membrana
del ovocito de hamster. Demanda del manejo y manipulacién de los ovocitos de
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hamster que deberan ser recuperados del oviducto y una vez removido el ciimulo ods-
foro, tratados con tripsina o quimotripsina para eliminar la ZP, de lo contrario los es-
permatozoides no penetrarian. Cabe destacar que la calidad de los ovocitos es
confiable porque se trabaja con ovocitos post ovulacién, por lo tanto existe certeza de
que estdn maduros.

Recupera- Remocion Capacita- Fecunda- Evaluacion
cion de enzimitica citin cidn de de la
ovocitos de de camuloe | | espermati- | __g [ ovocitos, | Penetracion
hamster y 2P del ca i vitro de hamster en ovociios
OvoLito fesp. toro de hamster

Secuencia de las etapas del bioensayo heterdlogo o test de hamster

4. Bioensayos de penetracion homéloga: Fecundacién in vitro

Uno de los bioensayos mas relevantes para demostrar la capacidad fecundante
del espermatozoide es 1a penetracion de ovocitos de vaca, es decir, se trata de poner a
prueba al espermatozoide. Para que el espermatozoide penetre las células del cimu-
lo o6foro que rodean a la ZP debera poseer una movilidad eficaz y para adherirse ala
ZP debera ademas de estar capacitado y haber experimentando la RA. De esta mane-
ra las enzimas que se liberan cuando ocurre el proceso, facilitardn su penetracién; es
en esas condiciones que el espermatozoide debera fusionar su membrana plasmatica
con la membrana plasmatica del ovocito [25]. El cumplimiento exitoso de todas es-
tas etapas garantiza su capacidad fecundante. El inicio del desarrollo del zigoto
constituye la etapa siguiente que pondrd a prueba el potencial genético aportado por
ambos gametos.

La penetracion homdloga es consecuencia de la utilizacién de ovocitos recupera-
dos del ovario de vacas ya sea de finca o de matadero puestos en contacto con esperma-
tozoides de toro. Representa un recurso importante cuando no se cuenta con facilidades
para manipular vacas en las fincas y se desea demostrar la capacidad fecundante de los
espermatozoides. Este bioensayo requiere de condiciones de laboratorio basicas que se
pueden resumir en ¢l siguiente esquema de penetracion homéloga o FIV.

Recupe- Maduracion Capacita- Fecufi- Observa-
racion y de ovocitos L cion de | dacién | cion de
lavado de i vitro espermato in vitro pro-
ovocCitos zoides nucleos

Naturalmente el bioensayo ideal para probar la capacidad fecundante del esper-
matozoide es la penetracion del ovocito de vaca por espermatozoides capacitados de
toro. El criterio para evaluar el resultado de esta prueba es la formacién de prontcleos
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femenino y masculino o la division del zigoto, primero en 2 y luego en 4 células, lo que
se denomina estado 2 o 4.

Para la realizacion de la FIV se requiere de ovocitos maduros, los que se pueden
obtener por aspiracion de foliculos via transvaginal en vacas superovuladas o por re-
cuperacion de ovocitos de ovarios de vacas de matadero, los cuales requieren de una
incubacién en ambiente gaseoso adecuado (5% CO,) y medios de cultivo suplementa-
dos con nutrientes y hormonas para lograr su maduracion [17]. Es necesario asegurar-
se que los ovocitos usados sean de buena calidad [7], es decir que se encuentren
maduros, de lo contrario no serd posible la penetracion de la ZP, a pesar que los esper-
matozoides se encuentren capacitados y en buenas condiciones de vitalidad.

El siguiente esquema ilustra las etapas de la FIV que deben cumplirse para lo-
grar resultados que demuestren la capacidad fecundante del espermatozoide y en con-
secuencia la calidad del semen:

Estado 4 —l
Ovocito Prgnijys| St
penetrado cleos

Penetracion

- d“_]w ZP penetrada

Es aconsejable evaluar en un Centro de Produccion de semen, la calidad del se-
men congelado, aunque haya sido evaluado antes de la congelacién; de esta manera se
confirma que el proceso de congelacién no ha alterado la capacidad fecundante original
de los espermatozoides. En el Programa de control de calidad del Centro debe incluirse,
la revision de la calidad del semen congelado y almacenado, ya sea por técnicas tradicio-
nales o de avanzada.

5. Criterios de evaluacion de la fecundacién

El criterio mis estricto para evaluar la capacidad fecundante de los espermato-
zoides es demostrar que interactiian con el ovocito y sus cubiertas, que las penetran y
que se fusionan con la membrana del ovocito, para culminar con la formacioén y fusion
de prontcleos femenino y masculino, lo cual significa la formacién del zigoto. Un cri-
terio mds estricto para evaluar la capacidad fértil del espermatozoide seria observar el
inicio del desarrollo embrionario, es decir de la segmentacion, hasta llegar al estado
de por lo menos 2 blastomeros. Sin embargo, a partir del momento en que se produce
la fusion de los gametos van a jugar su rol otros factores, en particular la calidad del
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ovocito y las condiciones de incubacion in vitro. Esto justifica que se contintien las in-
vestigaciones para identificar los distintos factores que son claves desde el punto de
vista biolégico, cuyo conocimiento permitird seguir avanzando en el perfecciona-
miento tecnologico.

IV. PERSPECTIVAS FUTURAS Y DESARROLLO DE NUEVAS PRUEBAS

A medida que progresa el conocimiento de la Biologia Celular y Molecular, se
han identificado factores de naturaleza bioquimica que son de gran importancia para
evaluar las caracteristicas funcionales de los espermatozoides. Se mencionan a conti-
nuacion algunos de ellos.

1. Marcadores Bioquimicos de la funcién espermatica

Existen criterios bioquimicos para evaluar la calidad de los espermatozoides,
entre ellos la determinacién de la enzima creatina kinasa en los espermatozoides y la
presencia de especies oxigeno reactivas (EOR) [18]. La creatina kinasa es una enzima
clave en la transferencia de energia. En diferentes especies se ha demostrado que
cuando se presenta oligozoospermia o presencia de espermatozoides inmaduros la
creatina kinasa estd 10 a 20 veces aumentada. También se ha observado una correla-
cién positiva entre el aumento de creatina kinasa y las anomalias morfolégicas en for-
ma y tamano de la cabeza del espermatozoide; para explicar esta asociacién se ha
postulado que son defectos producidos en la Giltima etapa de la espermatogénesis [ 18].
Estudios inmunocitoquimicos han demostrado que la expresién de CK ocurre en la
ultima etapa de este proceso.

EOR son moléculas normalmente presentes en el semen, pero cuando sus con-
centraciones aumentan en forma excesiva pueden generar alteraciones de la membra-
na espermdtica y de su ADN, es decir, de su patrimonio genético. Un proceso
inflamatorio en el tracto genital masculino generado por agentes fisico-quimicos
como golpes, calor, frio, agentes quimicos o infecciosos, pueden causar danos irrever-
sibles al espermatozoide por aumento de EOR. Tanto los espermatozoides como los
leucocitos presentes en el semen pueden producir EOR [2]. El plasma seminal posee
neutralizadores y enzimas antioxidantes que protegen a los espermatozoides de los
efectos de EOR, pero cuando sus niveles no son suficientes, como en algunos casos de
inflamacién e infecciones, podrian danarse los espermatozoides a nivel de membrana
vy ADN, afectando su funcién [26]. Existen kits comerciales que permiten medir las
concentraciones de EOR en el semen, lo que representa una herramienta que podria
ser muy util para detectar este tipo de problema.

2. Vitalidad espermitica y caracteristicas morfo-funcionales
del espermatozoide

En la tltima década se han desarrollado técnicas de tincién con fluoresceina
para determinar caracteristicas funcionales de los espermatozoides, no sélo para reco-
nocer porcentaje de espermatozoides vivos en el semen sino también estado del acro-
soma o la integridad y permeabilidad de la membrana del espermatozoide [16]. Estas
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técnicas utilizan colorantes simples o en combinaciones. Recientemente se han pre-
sentado combinaciones comerciales de estos colorantes que senalan en forma rapida y
directa tales caracteristicas espermadticas.

IX. CONCLUSION

Es de interés destacar que no se trata de aplicar un gran numero de pruebas
para predecir el potencial fértil del espermatozoide; solo se trata de conocer sus ven-
tajas y la factibilidad para aplicarlas de acuerdo con el resultado de la evaluacion tra-
dicional. Por lo tanto deberdn existir criterios para seleccionar las diferentes
técnicas segin la necesidad de evaluar determinadas caracteristicas del semen., tales
como: capacitacidn espermatica, interaccion con los componentes del tracto geni-
tal, interaccion con las cubiertas del ovocito e interaccion con el ovocito. La aplica-
cién de estas pruebas deberd guardar relacién con la propiedad del espermatozoide
que se desea investigar. Se espera que los avances en la fisiologia de gametos y en la
biotecnologia ayuden a desarrollar pruebas cada vez mis seguras que permitan pre-
decir la capacidad fecundante del espermatozoide de toro, con el propésito de reco-
mendar, segin sus resultados, un adecuado tratamiento del semen. De esa forma
serd posible contribuir al éxito del desarrollo de la ganaderia de doble propésito. El
aporte de estas técnicas s6lo tendra valor si se acepta que el mejoramiento de la pro-
duccidén ganadera requiere del esfuerzo multidisciplinario de todos los profesiona-
les involucrados en el irea de la produccién.
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