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Introduccion

Antes de usar un verraco sobre un grupo de hembras es muy importante no sélo saber si
éste es fértil sino también saber qué nivel de fertilidad tiene, especialmente cuando el
verraco va a ser usado en programas de inseminacion artificial (IA), donde un alto nimero
de hembras va a ser inseminado con su semen preservado. Por ende, la evaluacion de su
aptitud reproductiva y de la calidad de su semen, antes y después de su manejo para IA
(coleccidn, extension y enfriado [e incluso congelado y descongelado]) son de primordial
importancia para prevenir caidas en la eficiencia reproductiva del hato porcino. La
evaluacidén del verraco requiere de exdmenes clinicos y de laboratorio. El andlisis seminal
in vitro (espermiograma), complementario del examen clinico, es de alto valor diagndstico
para evaluar (en forma indirecta) la funcion testicular, epididimaria y del tracto genital del
verraco, permitiendo eliminar casos claros de infertilidad o, incluso, de sub-fertilidad
potencial. Asimismo, nos permite determinar el grado de normalidad del semen antes de
ser procesado para IA. El espermiograma incluye, en forma rutinaria, la determinacion
inmediata de su volumen, aspecto (color, contaminacion, pH, etc), la concentracion y el
grado de movilidad progresiva de los espermatozoides asi como la evaluacion -mediata- de
la morfologia espermdtica y la presencia de células extranas. La movilidad es el pardmetro
mds cominmente usado para determinar la viabilidad espermadtica en los eyaculados a ser

preservados para IA asi como en las muestras seminales post-procesado. Esta presentacion



describe los procedimientos basicos de evaluacién seminal asi como su valor estimativo de

la fertilidad potencial del eyaculado y/o del verraco.

Evaluacion de la aptitud reproductiva del verraco

El examen androlégico debe tomar siempre en cuenta la influencia de varios factores,
como la edad, la estacion, el nivel nutricional, la presencia de enfermedades intercurrentes,
el manejo, las interacciones sociales y otros factores ambientales que puedan afectar su
fertilidad. Su aptitud reproductiva depende primariamente de su salud general y su
bienestar, y -especificamente- de la funcién de su sistema endocrino y de sus testiculos, su
tracto genital y sus glandulas sexuales accesorias, todo lo cual incide en la eficiencia de su
capacidad de servicio. Cada una de estas funciones pueden cambiar en forma continua,
dependiente o independientemente entre si, pasando de ser muy buena a muy mala en el
tiempo, afectando la fertilidad en grado variable. La evaluacion de la aptitud reproductiva
persigue un sélo propdsito; llegar a un diagndstico que nos permita pronosticar el uso del
reproductor o de su semen. La evaluacién se compone del examen clinico del reproductor,
incluyendo su capacidad para servir hembras, asi como de la calidad de su semen y, en

ultima instancia, del andlisis de su fertilidad, probada mediante registros apropiados.

El examen clinico
El examen clinico debe ser siempre iniciado por una identificacion sélida del

reproductor (raza, edad, tatuaje, nimero identificatorio, registro, etc) asi como la
recoleccion de una historia clinica lo mds completa posible, que incluya datos de manejo,
historia nutricional, enfermedades o afecciones previas, uso previo como reproductor
(incluyendo anotaciones de comportamiento y resultados de fertilidad). El verraco debe
inspeccionarse en el reposo y en movimiento, prestando atencién especial al sistema
locomotor musculo-esquelético, con énfasis en la conformaciéon de los miembros
posteriores (aplomos). El examen clinico general se remite a la inspeccidn, palpacion y
auscultacion somera de los distintos sistemas, con especial atencién a los 6rganos de los
sentidos (particularmente vista y olfato). Cuando exista sospecha de afeccién, el examen
se hace mds intensivo y especifico. El examen fisico androldgico debe incluir la
inspeccion del prepucio y pene (durante la colecciéon de semen), la inspeccién y la

palpacion del escroto y su contenido (incluyendo la mensura del ancho del escroto, la



mensura testicular y los hallazgos palpatorios en epididimo y testiculo; en éste ultimo
describiendo la elasticidad y la resistencia del 6rgano a la palpacion superficial y profunda,
respectivamente). Los exdmenes paraclinicos de hormonas (LH, FSH, testosterona) no han
resultado de valor para la evaluacion rutinaria de los verracos, pero pueden usarse en casos
especiales. Muestras de sangre para serologia se toman en caso de sospecha durante el

examen clinico.

Coleccion del semen
La coleccion del semen debe hacerse en una sala de coleccion o en el corral del

verraco en cuestion. La coleccion puede hacerse con vagina artificial (VA) o
manualmente, ya sea con mano enguantada (el llamado método japonés) o introduciendo
el pene en un cilindro de goma descartable (IMV, Francia). Normalmente se usa un potro
de metal para la coleccion, al cual los verracos entrenados montan sin mayores problemas.
En el caso de coleccion de semen para diagnostico en campo, lo mds indicado (y
probablemente la unica forma de coleccion) es usar una cerda en celo, de edad y tamafio
corporal adecuados para el verraco. El semen se colecta en una bolsa de pldstico montada
en un termo o en un recipiente aislante de boca ancha. La apertura del recipiente se cubre y
fija con gasa a los efectos de evitar el contacto de la secrecion gelificante de las glandulas
bulbouretrales con el resto del eyaculado. Se deja que el verraco entre al drea de coleccion
y se familiarice con el ambiente y el potro de coleccién, una vez que el verraco haya
montado en forma correcta el potro, en caso de usar VA se deja que el macho haga
movimientos de buisqueda con su pene y que le permite penetrar la VA con una buen
cantidad de aire en su cdmara (mitad de agua templada y aire), a partir de cuyo momento
se comienza a pulsar un manguito de goma acoplado a la vdlvula de la VA de modo que la
presion dentro de la VA aumente y pulse ritmicamente. En caso de usar el método japonés,
se permite también que el verraco haga movimientos de busqueda de la vulva o por debajo
del potro y cuando los movimientos de buisqueda disminuyen, se atrapa el glande del pene
(porcion espiralada) con la mano y se ejerce fuerte presion manual —continuada- sobre el
espiral. En el caso de usar un cilindro descartable de goma se coloca el glande del pene
dentro del cilindro y se aplica una presion moderada con la mano sobre el cilindro. La

presion aplicada sobre el glande del pene (ya sea con VA, cilindro o mano) provoca la



eyaculacién que demora mas o menos entre 5 y 15 minutos dependiendo del verraco.
Como ya se ha descrito, el eyaculado del cerdo es fraccionado y consiste de una primera
fraccion que en principio solo contiene secrecion de la prostata y algo de gel de las
glandulas bulbouretrales (acuosa, translicida a opaca en color). La segunda porcion del
eyaculado, facilmente identificable por su color blanco a lechoso, se llama fraccion rica en
espermatozoides a la que le sigue otra fraccion (post-espermatica) donde el nimero de
espermatozoides disminuye rapidamente y donde la secrecion creciente de las vesiculas
seminales y de las glandulas bulbouretrales dominan (la fraccién post-espermética vuelve
a ser translicida u opaca, dependiendo del volumen de la secrecion bulbouretral que
contenga. En muchos verracos se nota un intervalo entre la primera y segunda fraccion, lo
cual a veces lleva a detener la coleccion pensando que ya ha eyaculado. Esto no debe
permitirse ya que lleva a la coleccién incompleta del eyaculado, con muy bajo volumen y
practicamente libre de espermatozoides. El volumen del eyaculado varia normalmente
dentro de un rango importante (100 a 300 ml) pero si el volumen colectado es menos de 50
ml y la concentracién espermdtica muy baja, hay razén para pensar que la eyaculacion
(coleccion) no ha sido completa y debe repetirse. La presion manual (o la presion de la
VA) sobre el espiral peneano debe mantenerse durante toda la eyaculacién. Sélo se
disminuye la presion cuando el verraco intenta hacer nuevos movimientos de busqueda, lo
que marca que la eyaculacion ha terminado. Si esto no se hace, el verraco comenzard una
nueva onda de eyaculacion, algo que algunos consideran -incorrectamente- como verracos
que eyaculan dos fracciones ricas en espermatozoides en su eyaculado. El esperma
colectado debe evaluarse lo mas rdpidamente posible luego de la colecciéon, aunque puede
-sin riesgo alguno- mantenerse en el termo de colecciéon hasta una hora luego del

muestreo.

Evaluacion de la habilidad y capacidad de servicio

Durante la colecciéon de semen se evalia, al menos en forma parcial, el interés y la
habilidad del verraco para servir, pudiéndose determinar su grado de libido, su actividad
para cortejar el maniqui donde se colecta el semen por ejemplo, la ereccién, los

movimientos de localizacion y el reflejo eyaculatorio.

Evaluacion seminal



Directamente luego de la coleccién del eyaculado se examina su color, su densidad, su
aspecto, asi como la concentracién y motilidad esperméticas. Luego de esta evaluacion
inmediata se preparan muestras para la evaluacion morfoldgica del semen. Por dltimo, se
determina el volumen del eyaculado (por medicién columétrica o peso especifico, 1 g/ml)
y en caso de su uso previsible, se extiende el eyaculado con diluyentes apropiados. El
semen debe mantenerse en todo momento en condiciones dptimas de temperatura (20° C)
ya sea sin extension o extendido con un diluyente apropiado, en casos en que la evaluacion
no pueda hacerse de inmediato.

El color es normalmente gris a blanco grisiceo. En caso de haberse colectado
solamente la segunda fracciéon (espermio-rica) el color se hace o mds blanco o tira a
amarillento, dependiendo del verraco y de la concentracion espermdtica. La contaminacion
con sangre, suciedad o fléculos se marca siempre (se considera inaceptable). La

determinacion del pH y la presencia de hemoglobina pueden realizarse con ventaja en

forma inmediata a la coleccion del semen.
Concentracion espermdtica: El semen se extiende 1:1 con solucién salina fisioldgica y

la concentracion espermdtica se determina rapidamente por fotometria. Desgraciadamente
la fotometria tiene un alto margen de error, y por ello se debe realizar -en forma periddica-
un recuento manual de la concentracién espermdtica, mediante el uso de muestras
extendidas y un contaje en cdmaras cuentaglébulos (Biirker, por ejemplo) (Bane 1952). La
cantidad total de espermatozoides por eyaculado es un pardmetro importante ya que refleja
indirectamente -en condiciones de coleccion seminal periddica- la capacidad de
produccién gonadal y de almacenamiento en las reservas no-gonadales del reproductor
(Amann 1981). En condiciones de IA parece existir -para cada verraco- un nimero limite
inferior en cada dosis que garantiza la expresion de un cierto nivel de fertilidad, el cual
generalmente define cada individuo (Xu et al. 1998). Desgraciadamente, en condiciones
comerciales, ain no se han establecido niimeros minimos requeridos para obtener tasas de
fertilidad aceptable, tendiéndose atn al uso excesivo de espermatozoides por dosis.

La movilidad espermdtica debe determinarse colocando una gota pequeiia (1-2 il) en un

portaobjeto pre-calentado (38° C), tapando la gota con un cubreobjeto de tamafio adecuado
(10x10 mm) y mirando la gota con a 200-400 aumentos en un microscopio equipado con
Optica de contraste de fase. Como sabemos que un disminucién de la temperatura conduce

a una disminucién de la movilidad y otros efectos indeseables en los espermatozoides,



tenemos que recordar siempre el uso de material pre-calentado asi como tener un
microscopio equipado con platina térmica (38° C) para evitar errores de diagndstico. La
movilidad se estima generalmente en forma subjetiva, o sea que un operador estima el
porcentaje de espermatozoides que muestran motilidad progresiva y linear. Como también
sabemos que la movilidad del semen de verraco disminuye rdpidamente in vitro, tenemos
que recordar el preparar al menos 2 gotas para la evaluacion. Siendo las gotas tan
pequenas se puede -con ventaja- colocarlas en un mismo portaobjeto. Si hay movimiento
espermdtico anormal (movimientos en circulo, adhesién al vidrio, aglutinacién) esto debe
siempre anotarse, y repetir la observacién con otras gotas. En un eyaculado considerado
“normal” la movilidad espermdtica es usualmente de al menos un 70%. En los ultimos
afios se han desarrollado (y estandarizado) una serie de sistemas computarizados a fin de
permitir una evaluaciéon mas” objetiva” de la movilidad individual. Los analizadores de
movilidad espermédtica computarizados (los llamados instrumentos CASA) digitalizan una
serie de imdgenes (centroides o fotos simples) de lo ofrecido en el campo de un
microscopio y luego estas imdgenes digitalizadas se procesan en un ordenador (Verstegen
et al. 2001). Si bien esta instrumentacion puede determinar tanto el porcentaje de
espermatozoides moéviles como una serie de detalles referentes a las caracteristicas de la
movilidad individual y colectiva (velocidad, desviacion de la linearidad, etc; Abaigar et al.
1999), e incluso tiene una cierta relacién con la fertilidad de las muestras/verracos (Holt et
al. 1997, Tardiff et al. 1999), su precio es todavia muy elevado. No sélo esto es un
problema, los instrumentos CASA no estdn tampoco libres de errores de programacion.
Ciertos patrones de movilidad, como la linearidad, se correlacionan significativamente con
la fertilidad a campo (Holt et al. 1997, Abaigar et al. 1999). La velocidad de los
espermatozoides de verraco también ha sido relacionada con la fertilidad, cuando los
espermatozoides fueron previamente separados por medio de gradientes (Percoll) (Grant et
al. 1994).

La evaluacién morfolégica del semen es de enorme valor diagndstico y requiere de un

manejo adecuado de las muestras a analizar, las cuales se preparan en principio luego de
haber evaluado la movilidad. También aqui es necesario recordar que tanto la solucion
taponada de formalina (fijador) como los portaobjetos a ser usados (frotis) estén

temperados al momento del uso. Esto evita la presencia de artefactos (acrosomas rotos,



colas dobladas simples, etc). Se deben hacer dos frotis delgados (para colorear cabezas,
para ello se puede usar el semen ya diluido 1:1 que usamos para mirar movilidad) y dos
frotis gruesos, escalonados (para colorear otras células que no sean espermatozoides, como
los leucocitos, células epiteliales, células espermatogénicas, etc). Todos los frotis se secan
al aire. Una vez realizados los frotis, se fijan 4-5 gotas de semen sin diluir en un tubo
eppendorf con 1 ml de solucién taponada de formalina (Hancock 1961).

Luego de la preparacién de los frotis y la fijacion seminal con formalina, se toman
unos mililitros del eyaculado y se colocan en un tubo de ensayo (es de ésta muestra
seminal que se mide -en forma manual- la concentracion espermdtica. Este tubo se envia al
laboratorio con el resto de las muestras (frotis y tubo con semen fijado) asi como una copia

de los datos del verraco, su historia, y la evaluacion inmediata del semen.

La evaluacién morfolégica en el laboratorio esta basada en la microscopia de contraste

de fases de preparados humedos (espermatozoides fijados) y en la microscopia de luz de
frotis coloreados. La evaluacién de morfologia rutinaria incluye la localizaciéon de
anormalidades presentes en los distintos sectores de cada espermatozoide (cabeza
[incluyendo el acrosoma], nuca, pieza media, incluyendo la presencia de gotas
citoplasmaticas y cola). Se debe realizar un recuento sobre un nimero importante de
espermatozoides, utilizando contrastacion en el frotis delgado, el cual se tifie con carbol
fucsina, y donde sélo se evalua la morfologia de cabezas de 500 espermatozoides (1000
aumentos en microscopia de luz; Lagerlof 1934). En el preparado hiimedo se examinan
200 espermatozoides a 1000 aumentos (contraste de fase) donde se evalian acrosomas,
bolsas nucleares, piezas medias y colas asi como la presencia y ubicacion de las gotas
citoplasmaticas (Bane 1961). Ejemplos de anormalidades espermdticas se ven en las
Figuras 1 y 2. La cuantificacion debe expresarse sobre todas las anormalidades presentes
ya que de esa manera se puede determinar su origen y la magnitud de la patologia que las
origina (incluyendo anomalias de la espermatogénesis, de la maduracién espermdtica, etc
(Bane 1961), asi como la presencia de defectos especificos; Barth & Oko 1989). Se ha
intentado reemplazar la evaluacién individual, mediante operador experiente, por
instrumentos de tratamiento de imagenes (los llamados equipos ASMA) aunque no han

aun dado los mismos resultados (Thurston et al. 1999, entre otros).



Figura 1: Ejemplos de anormalidades espermdticas de cabeza (a: espermatozoide normal, b: acrosoma
levantado, c-e y g: diferentes formas de defecto especifico de acrosoma (knobbed defect), f: defecto de
cresta, h: cabezas sueltas normales, i: crdter nuclear, j: defecto de diadema, k: defecto de crdter lateral, I:
pequeria, m: gigante, n: forma de pera, o-p: cabezas estrechas.



Figura 2: Ejemplos de anormalidades espermdticas de pieza media (plancha superior, a-f) y cola (plancha
inferior, g-1). En a: gota citoplasmdtica proximal, b: gota citoplasmdtica distal, c: pieza media
desorganizada, d: pieza media doble, e: implantacion abaxial de cola, f: nuca rota, g: cola enrollada
alrededor de la cabeza, h-i: cola enrollada debajo de la cabeza, j: cola doblemente enrollada, k: cola

doblada simple (en ldtigo), I: cola en ldtigo con una cola citoplasmdtica distal retenida.



Los frotis escalonados se colorean con HE o con la técnica de Papanicolau a los efectos
de determinar la presencia y magnitud relativa de células extrafias. Entre las mismas
encontramos las células epiteliales (de la uretra, pene, glandulas sexuales accesorias), las
células espermatogenéticas (espermatidas redondeadas, células gigantes), las células
epiteliales de la rete testis o ductos eferentes (células medusa) las células epiteliales
principales del epididimo (células en bote), o inflamatorias (leucocitos, linfocitos,
monocitos/macrofagos). Normalmente, la presencia de células epiteliales descamadas es
un hallazgo comun y sin relacién con patologias, asi como la presencia fortuita de algunas
otras células arriba indicadas. Un aumento en el nimero de las mismas (especialmente de
células espermatogénicas e inflamatorias) es una clara sefial de procesos patoldgicos que
exige su seguimiento. En casos donde los pardmetros seminales se salen de los limites
considerados normales, una nueva muestra seminal debe ser analizada, en algunos casos
inmediatamente (hipoplasia testicular, procesos inflamatorios o sospecha de defectos
especificos) y en otros en periodos relacionados a la sospecha en si, como exigir reposo de
una semana para sospechas de inmadurez espermdtica (gotas citoplasmadticas proximales)
o esperar una nueva onda de la espermatogénesis (dos meses por ejemplo en el cerdo)
cuando se sospecha degeneracion testicular o la inmadurez del epitelio seminifero
(pubertad retardada).

Cuando se hace la evaluacion final de la morfologia espermatica, se debe siempre
hacer una evaluacién global, teniendo en cuenta la problemadtica clinica. Hay que tener
consideracion de los datos cuantitativos (volumen, concentracion, cantidad total de
espermatozoides), asi como los datos de calidad espermadtica (morfologia espermadtica,
presencia de células inflamatorias u otras células). En el cerdo, una especie seleccionada
por su calidad seminal (la cual incide en forma importante en su fertilidad post-IA), se
consideran pardmetros normales de morfologia cuando las anormalidades de cabeza
espermdtica no sobrepasan el 10% y cuando ninguno de los otros pardmetros (acrosomas,
pieza media, cola, gotas citoplasmaticas proximales) sobrepasan el 5% cada uno o el 10-
15% del total. La presencia de defectos especificos de la espermatogénesis (generalmente
hereditarios) que resulten en anormalidades morfolégicas tipicas (como la presencia de

vacuolas nucleares [“diadem defect”], el acrosoma plegado [“knobbed defect”], los



espermatozoides decapitados, las colas cortas o mutiladas [“tail stump”], la cola no
desplegada [“Dag defect”] o la pieza media en tirabuzoén [“corkscrew defect”], ver Barth
& Oko 1989) que se pueden ver ocasionalmente en verracos son defectos muy graves ya
que interfieren con la fecundacién y pueden ser esterilizantes, tales como el defecto de
“colas cortas” descrito en los cerdos de la raza Yorkshire en Finlandia (Andersson et al.
2000, Sukura et al. 2002). En la Tabla 1 se presentan rangos y nivel de aceptabilidad para

ciertos pardmetros seminales en verraco.

Tabla 1: Rangos y nivel de aceptabilidad para ciertos pardmetros del semen de verraco*.

Rango
Aceptable (para IA)_Volumen del eyaculado (ml)
100-300
50_Numero total de espermatozoides (x109)
10-100
10_Motilidad progresiva (%)
70-90
70_Anormalidades de cabezas espermaticas (%)
2-5
5_Gotas citoplasmaticas proximales (%)
1-5
5_Defectos de acrosoma (%)
1-2
5_Anormalidades de pieza media (%)
2-5
5_Colas dobladas simples (%)
1-5

25_*No puede haber ni contaminacion con sangre ni presencia de células inflamatorias.

La evaluacién de la morfologia espermdtica es, como se indicd anteriormente, un

componente importante del espermiograma y por ende, de la evaluacién clinica



androlégica. La morfologia espermdtica indica desviaciones de la espermatogénesis y la
maduracién epididimaria y sus resultados, convenientemente evaluados, son usados para
eliminar reproductores con semen de baja calidad para IA, en casos en los que éstos
indiquen patologias genitales mayores. Desafortunadamente, cuando los pardmetros
morfoldgicos estdn dentro de limites aceptables, la morfologia de la muestra seminal per
se no nos provee de informacién suficiente para juzgar el nivel esperado de fertilidad del
semen luego de la IA, independientemente si ésta es juzgada subjetivamente o usando un
equipo computarizado (ASMA) ya que en muchos casos un numero total de
espermatozoides alto en la dosis, es capaz de compensar, al menos parcialmente, por un

alto porcentaje de anormalidades morfoldgicas (Rodriguez-Martinez & Larsson 1998).

Registros de fertilidad

Los datos de fertilidad de un reproductor a evaluar andrologicamente son de suma
importancia. Estos determinan, en dltima instancia, su normalidad basado en el nivel de
fertilidad registrado, llegando a clasificarle como subfértil o, en casos graves, como de
infertilidad permanente y completa (esterilidad). Sin embargo, la fertilidad de un verraco
es dificil de medir en forma adecuada. En cerdos, como en la mayoria de las especies, en
condiciones de monta natural, el nimero de montas por celo es alto, aumentando por ende
la fertilidad por nimero de hembras. En especies politocas como el cerdo, se prefiere
utilizar el concepto de prolificidad utilizando datos de tasas de camada o paricion por celo
o servicio/[A. Cuando se utiliza monta controlada o IA para efectivizar el uso de los

machos, la medicién de la fertilidad depende primariamente del nimero de hembras.

Determinacion tradicional de la calidad espermatica post-preservacion

Luego de la preservacion, alicuotas del semen son examinadas, comtinmente, en forma
subjetiva, por medio de la observaciéon de frotis humedos en un microscopio de luz
equipado con Optica de contraste de fases. Por ende, los resultados obtenidos dependen
enteramente de la habilidad y experiencia del evaluador. El método es simple, sencillo y
rdpido y todavia constituye el pardmetro de eleccién para determinar el grado de dafo

celular que los procedimientos de preservacion, especialmente el almacenaje prolongado



en forma liquida o la congelaciéon bajo condiciones industriales, inflige a los
espermatozoides. A los efectos de aumentar la objetividad del andlisis de motilidad y el
andlisis de los diferentes patrones de motilidad espermatica, el uso de analizadores de
movilidad espermdtica computarizados (los llamados instrumentos CASA, Holt et al
1997), ha aumentado en forma importante. La morfologia también puede usarse como
indicador de la habilidad de los espermatozoides para sobrellevar los procesos de
almacenaje, enfriado, congelado y descongelado, evaluando por ej. el aspecto del
acrosoma o la presencia de colas dobladas simples para indicar dafios a nivel de membrana
o del flagelo, respectivamente, y de esa manera permite evitar el uso de cierto semen
procesado para la IA. La evaluacién de la integridad de la membrana plasmadtica se incluye
hoy como un pardmetro valioso por su cierta relacion con fertilidad. El método mds
simple es exponer a los espermatozoides a una solucién hipoosmética (HOS-tests), aunque
los resultados obtenidos no siempre estan relacionados con la fertilidad de las muestras o
individuos examinados (Perez-Llano et al 2001, Saravia et al 2004). En la dltima década,
el uso de marcadores fluorescentes para el ADN, enzimas citoplasmadticas, lectinas, iones o
el potencial de membrana han mostrado ser de alto valor para determinar la integridad de
los distintos compartimientos subcelulares y tienen relacion con fertilidad (Holt et al
1997). Los fluoréforos han sido usados en conexiéon con microscopia de fluorescencia
(donde se requiere un operador para el recuento). Aunque esta metodologia es mds barata,
s6lo permite la evaluacion de unos cientos de espermatozoides por muestra, dejando a la
misma con un grado de exactitud muy por debajo de la citometria de flujo (usando los
llamados analizadores de FACS; Garner & Johnson 1995), tecnologia que permite el
examen de miles de espermatozoides en minutos, con una buena correlacién con fertilidad
(Maxwell et al 1998), pero cuyo alto costo todavia representa un obsticulo para su
aplicacién de rutina. Recientemente, un ensayo de unién de Anexina-V usando andlisis
con FACS ha sido usado en nuestro laboratorio para monitorizar la externalizacién de la
fosfatidil serina en espermatozoides cryopreservados en verraco (Pefia et al 2003), que
permitiria, por su mds alta sensibilidad, la detecciéon de cambios tempranos en la
membrana plasmatica.

Considerando que la fecundacién depende de la presencia de varias caracteristicas

espermaticas interrelacionadas, uno se pregunta si los andlisis del semen que se utilizan



actualmente son lo suficientemente discriminatorios para poder medir la capacidad
fecundante de una muestra seminal, por ej. para IA, particularmente cuando la misma ha
sido extendida y enfriada (o congelada y descongelada; Almlid et al. 1989, Amann &
Hammerstedt 1993). A pesar de que algunos de los atributos necesarios para que un
espermatozoide sea fértil han sido identificados, otros atn se desconocen, asi como no se
sabe mucho de cudl es la combinacién efectiva que se requiere en las diferentes
circunstancias de IA (lugar de inseminacion, momento de la misma, concentracién de la
dosis, etc) ya sea in vivo o in vitro. Este nivel de complejidad y el nimero de factores
desconocidos hacen extremadamente dificil la evaluacién de la fertilidad potencial de los

espermatozoides, tanto a nivel del eyaculado como luego de la preservacion.
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