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INTRODUCCION

El analisis del conjunto de varios parametros proporciona informacion sobre la calidad espermatica. Sin em-
bargo, eyaculados o dosis seminales con valores aceptables en todos ellos presentan un poder fecundante bajo,
afectando la fertilidad y prolificidad de las explotaciones porcinas.

Para la determinacién rutinaria de la calidad espermatica de un eyaculado o de una dosis seminal refrigerada
0 criopreservada, se analizan habitualmente pardmetros como la concentracidn, la morfologia, la motilidad y la
viabilidad espermatica. Otros parametros, como la integridad del acrosoma, de la vaina mitocondrial, de las mem-
branas o del ADN, se analizan en casos mas excepcionales. Para el analisis de dichos parametros se han descrito
multitud de técnicas basadas en el uso del microscopio éptico de contraste de fases o de fluorescencia, y la cito-
metria de flujo. Asi, por ejemplo, los sistemas computarizados de analisis de imagen (software especifico mas
camara digital) acoplados a un microscopio de contraste de fases nos permiten analizar pardmetros como la con-
centracion, la morfologia y la motilidad espermaticas. Para el resto de los pardmetros, se utilizan, habitualmente,
el microscopio de fluorescencia o un citémetro de flujo, y fluorocromos con afinidad directa y especifica de una
estructura del espermatozoide (tincion directa) o con afinidad directa para lectinas que a su vez son afines a un
determinado resto glucosidico presente en una de las estructuras del espermatozoide (tincién indirecta). De este
modo, para la determinacion de la viabilidad espermatica podemos utilizar, por ejemplo, los fluorocromos diaceta-
to de 6-carboxifluoresceina (CFDA) o el SYBR-14 combinados con el ioduro de propidio.

Figura 1. Identificacion por Western blot de la proacrosina, a-acrosina y b-acrosina.

Para determinar la integridad acrosomica suele usarse el fluorocromo isotiocianato de fluoresceina (FITC) y
la lectina Arachis hypogea (PNA) combinados nuevamente con el ioduro de propidio. Para la determinacion de la
integridad mitocondrial puede utilizarse el fluorocromo JC-1. Para determinar la integridad de membranas pode-
mos recurrir a los test de resistencia osmética (ORT) o de endésmosis (HOST) o podemos practicar la multiple
tincion con los fluorocromos Hoeschst 33258, ioduro de propidio, Mitotracker Green FM y Alexa Fluor 488 que
nos proporciona la informacion conjunta sobre la viabilidad espermética y la integridad de los acrosomas y de la
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vaina mitocondrial. Finalmente, para determinar la integridad del ADN podemos utilizar la técnica SCD (Sperm
chromatin dispersion) que utiliza el colorante Wright o el fluorocromo SYBR-Green (Bonet y col., 2000, 2006 y
2012).

El andlisis del conjunto de dichos pardmetros nos proporciona una buena informacion sobre la calidad esper-
matica, sin embargo, eyaculados o dosis seminales con valores aceptables en todos ellos presentan un poder fe-
cundante bajo, afectando la fertilidad y prolificidad de las explotaciones porcinas.

MADURACION ESPERMATICA

La aptitud fecundante y la motilidad progresiva de los espermatozoides se adquieren en su transito por el epi-
didimo (15 dias) a lo largo de un complejo proceso que se conoce como maduracion espermatica.

El epididimo es un 6rgano androgeno dependiente que contiene un largo conducto epididimario revestido por
epitelio pseudoestratificado y con esterocilios. La funcion secretora y absortiva del epitelio epididimario varia a lo
largo del conducto epididimario. Tras el andlisis de la composicion quimica del fluido epididimario se pueden
determinar hasta diez subregiones distintas (Pruneda y col., 2007). En cada una de estas regiones, las glicoprotei-
nas de membrana de los espermatozoides experimentan modificaciones caracteristicas (Fagrega y col., 2012). De
todos los cambios que experimentan los espermatozoides en su paso por el epididimo podemos distinguir los si-
guientes:

1. La estabilizacion de la cromatina nuclear y de algunas estructuras esqueléticas (fibras densas, vaina fibrosa,
lamina densa postacrosémica, capitulum y columnas segmentadas) mediante puentes disulfuro entre cisteinas.

2. El desplazamiento y la pérdida de la gota citoplasmatica.

3. Los cambios en la naturaleza y distribucion de glicoproteinas de membrana (modificaciones de los dominios
de membrana y de los receptores especificos del oolema y zona pelucida del oocito).

4. Laredistribucion de la proacrosina/acrosina desde la region acrosémica apical a toda la vesicula acrosémica.

Figura 2. Identificacion por Western blot de la fertilina (ADAM-2).

MOVILIDAD Y APTITUD FECUNDANTE

Distintos factores pueden alterar la maduracién espermatica, afectando la motilidad espermatica y la aptitud
fecundante de los espermatozoides. Factores estresantes derivados del manejo (ritmo de extracciones de semen,
transporte de los animales, etc.), ambientales (estacion, temperatura, etc.), alimentarios (déficits nutricionales,
etc.) y sanitarios (administracion de determinadas vacunas, etc.) pueden afectar gravemente el proceso de madura-
cidn espermaética y, en consecuencia, la motilidad espermatica y la aptitud fecundante del semen. Por otra parte, la
manipulacion in vitro de las dosis seminales (tiempo y temperatura de refrigeracion, criopreservacion, etc.) tam-
bién puede dafiar la motilidad espermatica y la aptitud fecundante alcanzada por los espermatozoides tras el pro-
ceso de maduracion espermaética.

Para determinar la afectacion de la motilidad espermética disponemos de sistemas de andlisis de imagen
(CASA, Computer Assisted Semen Analysis ) que nos permiten calibrar con mucha precisién su afectacion en
parametros de la motilidad como: la velocidad curvilinea (VCL); la velocidad lineal (VSL); la velocidad media
(VAP); la linealidad de la trayectoria (LIN=VSL/VCL); la rectitud de la trayectoria (STR=VSL/VAP); la oscila-
cion de la trayectoria (WOB = VAP/VCL); la frecuencia del batido de cola (BCF) y el desplazamiento lateral de
la cabeza (ALH). Sin embargo, una dosis seminal con unos buenos valores para la motilidad espermética puede
adolecer de una aptitud fecundante baja o muy baja.

IDENTIFICACION E INMUNOLOCALIZACION DE LA ACROSINA Y LA FERTILINA

Se requieren técnicas que nos permitan evaluar el poder fecundante de un eyaculado o una dosis seminal, es
decir, técnicas que nos permitan conocer si los espermatozoides seran capaces de disolver las cubiertas oocitarias
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y de reconocer al oocito. Para ello, nuestro grupo de investigacion (TechnoSperm) ha desarrollado las técnicas de
identificacion e inmunolocalizacion de la acrosina (Puigmulé y col., 2011) y la fertilina (Fébrega y col., 2011),
respectivamente. La identificacion de ambas proteinas, es decir, de su integridad, se ha llevado a cabo por técnicas
de Western blot (figuras 1 y 2). La localizacion de la acrosina y la fertilina se ha llevado a cabo por técnicas de
inmunolocalizacién (Alexa Fluor 488) (figuras 3y 4).

Figura 3. Inmunolocalizacion (Alexa Fluor 488) de la acrosina. Patron de distribucion en
espermatozoides inmaduros, maduros, reaccionados y capacitados.

La proacrosina es una proteasa que se sintetiza durante la espermiogénesis en forma de un cimdgeno inactivo.
La activacion de la proacrosina en acrosina se da por hidrolisis dando lugar a 3 isoformas: a-acrosina (45-49 kDa),
b-acrosina (34-38 kDa), g-acrosina (25 kDa). La acrosina y la hialurodinasa son las enzimas acrosémicas mas
abundantes. Mientras que la hialurodinasa interviene en la disolucion de las células de la corona radiata (células
granulosas), la acrosina permite la penetracion del espermatozoide en la zona pellcida tras la digestién enzimatica
de la misma. En un espermatozoide inmaduro (sin aptitud fecundante), la acrosina se dispone en la region apical
de la vesicula acrosdmica, mientras que en un espermatozoide maduro (con aptitud fecundante), la acrosina se
extiende a lo largo de toda la vesicula acrosémica (figura 3).

La fertilina (PH-30 0 ADAM-1 y ADAM-2) es una glicoproteina heterodimérica transmembrana esencial pa-
ra la migracion del espermatozoide a través del oviducto y la zona pellcida y para la iniciacion de la fecundacion
durante la interaccién espermatozoide-oocito. En un espermatozoide inmaduro (sin aptitud fecundante), la fertilina
se dispone a lo largo de la membrana plasmatica que recubre a la vesicula acrosémica; mientras que en un esper-
matozoide maduro (con aptitud fecundante), la fertilina se redistribuye en la membrana plasmatica que limita los
bordes de la cabeza del espermatozoide (figura 4).

Figura 4. Inmunolocalizacion (Alexa Fluor 488) de la fertilina.
Patron de distribucion en espermatozoides inmaduros y maduros.
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