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Analisis intraindividuo de la frecuencia de nucleos
espermaticos con distintas morfologias en eyaculados
porcinos
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— Resumen

La determinacién de la morfologia del ndcleo espermatico ha cobrado relevancia dentro
de la evaluacion de la calidad seminal porque puede reflejar cambios cuantitativos y
cualitativos del material nuclear. El objetivo del presente trabajo fue analizar la variabilidad
de los porcentajes de nlcleos espermaticos morfolégicamente normales en eyaculados de
un mismo animal.

Se estudio la morfologia nuclear en extendidos de semen fresco coloreados con la tincion
de Feulgen. Se analizaron muestras provenientes de 23 eyaculados obtenidos de cinco
machos hibridos comerciales en edad reproductiva, sanos, y sometidos a una misma rutina
de extraccion, realizada entre los meses de marzo y diciembre. Las muestras cumplian
con los patrones estandarizados en el laboratorio en cuanto a concentracion, movilidad y
viabilidad.

Se observaron morfologias nucleares normales y anormales (globosos, vacuolados,
alargados, grandes, piriformes, pequenos y con condensacion defectuosa). La prueba de
Chi-cuadrado indicé que la relacion entre el nimero de nlcleos espermaticos normales y
anormales no presento diferencias significativas entre los eyaculados de un mismo animal
revelando que la frecuencia de nucleos con morfologia normal tiene un valor muy estable
en cada individuo. Se determiné asi mismo que el porcentaje de nlcleos morfolégicamente
anormales era bajo en los 23 eyaculados analizados (< 4%).
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Intraindividual analysis of different morphology frequency of sperm nuclei in porcine
ejaculates

Summary

The nuclear morphology is a very important parameter for semen evaluation. Quantitative and
qualitative changes of the nuclear material can generate abnormal nuclear morphologies,
some of which are associated with fertility problems. The aim of this study was to analyze
the variability of the percentages of morphologically normal sperm nuclei present in different
ejaculates of a same animal.

Smears of fresh porcine semen were stained with the Feulgen Stain and the nuclear
morphology was studied in 23 ejaculates coming from five boars. These animals, which
were from a commercial hybrid, healthy, and in reproductive age, were subjected to the
same extraction routine, between March and December. The concentration, motility and
viability of the samples used in this work were in agreement with the standard patterns of
our laboratory.

There were observed normal and abnormal nuclear morphologies (round, vacuolated,
tapered, large, pyriform, small and with abnormal condensation). The number of normal and
abnormal sperm nuclei did not differ significantly between the ejaculates of a same animal.
So, the percentage of nuclei with normal morphology determined in each ejaculate was a
very stable value in the different animals. In addition, the percentage of morphologically

abnormal nuclei was low in the 23 ejaculates tested (<4%).
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Introduccion

La evaluacién de semen porcino a través de
los pardmetros convencionales (concentracién,
movilidad, viabilidad), si bien cubre una
amplia gama de caracteristicas relacionadas
con la fertilidad, podria ser complementada
y enriquecida con la determinacién de la
morfologfa de los nticleos espermdticos maduros.

La aplicacién de técnicas de coloracién,
como la tincién de Feulgen, permite observar
la morfologfa nuclear en distintas especies y
detectar anormalidades que estarfan asociadas a
problemas de fertilidad®?'. Con esta técnica se
determinaron cambios en la distribucién de la
cromatina'’, en el contenido de ADN (diploidias

)12,26

y tetraploidias)'**® y también se pudo evidenciar

la presencia de vacuolas’.
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La morfologia de los nicleos espermdticos
es consecuencia de la expresién de numerosos
factores que participan en el proceso de
espermatogénesis. Dentro de ellos son
especialmente importantes los que actian a
nivel de la cromatina, complejo formado por
ADN vy proteinas bdsicas caracterizadas en su
mayorfa como protaminas’.

En distintas especies se observé que la
fertilidad de los espermatozoides estd relacionada
con la calidad de la estructura de la cromatina
y la integridad del ADN"7#2>3_ Por otra parte,
tanto los cambios cuantitativos como los
cualitativos del material nuclear pueden originar
61L1721 En cerdos se
encontré una relacién inversa entre el nimero

morfologias anormales

de anomalfas de la morfologia espermdtica y la

fertilidad'™*.
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La produccién de semen porcino y la calidad
espermdtica son sensibles a la influencia de
factores tales como estacionalidad, frecuencia
en la recoleccién del semen, manejo de los
eyaculados, alimentacién, edad y raza de los
animales*. Ciertos pardmetros espermdticos
como concentracidn, integridad de membranas
y movilidad son sensibles a factores internos y
externos y presentan variaciones entre eyaculados
de un mismo animal'. En cambio, el niicleo de
los mamiferos tiene una estabilidad alta como
consecuencia de la organizacién particular de
su cromatina">%.

El objetivo del presente trabajo fue analizar
la variabilidad de los porcentajes de nucleos
espermdticos morfolégicamente normales en
eyaculados de un mismo animal.

Materiales y métodos

Se trabajé con cinco machos hibridos
comerciales en edad reproductiva, sanos
y estabulados en la FCV-UBA, seguin las
condiciones establecidas por el Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL). Los animales fueron
sometidos a una misma rutina de extraccién
de semen, realizada entre los meses de marzo y
diciembre, a fin de evitar temperaturas elevadas y
altos porcentajes de humedad que interfieren con
lalibido y la calidad seminal del macho porcino.
Las muestras se obtuvieron mediante la técnica
de mano enguantada' empledndose aquellas
que cumplian con los patrones estandarizados
en el Laboratorio de Calidad Seminal y
Criopreservacién de Gametas (FCV — UBA)
para esta especie, en cuanto a concentracidn,
movilidad y viabilidad'.

Se analizaron 23 eyaculados, siendo entre
8 y 2 el ndmero de muestras obtenidas de cada
animal.

La evaluacién de la morfologfa nuclear se
realizé empleando la tincién de Feulgen, que
es una técnica que permite colorear el ADN en
forma especifica y estequiométrica. La técnica
se aplicé de acuerdo con la descripcién hecha

110

por Ferrari y col™. Los extendidos de semen

fresco secados al aire se fijaron en etanol-acético
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(3:1, v/v) durante 30 min y luego se lavaron 3
veces durante 10 minutos cada vez con agua
destilada. Luego se hidrolizaron durante 40
min en HCI 5N a 22°C, se lavaron 3 veces
durante 10 minutos cada vez con agua destilada
y se colorearon con el reactivo de Schiff a pH
2.2 durante 60 min, en oscuridad y a 5°C. El
material coloreado se lavé 3 veces con agua
sulfurosa (180 ml de agua destilada, 10 ml de
bisulfito de sodio al 10% p/v: y 10 ml HCI 1N)
durante 10 minutos cada vez, en oscuridad y
a 5°C. Los exdmenes fueron realizados en un
microscopio de campo claro, por un mismo
observador experimentado sobre 300 nucleos
en cada extendido y bajo un aumento de 1000x.
La clasificacién de las morfologias nucleares se
hizo de acuerdo a los pardmetros descriptos por
Boquet y col*.

Los resultados obtenidos fueron procesados
mediante estadistica descriptiva. La comparacién
del nimero de morfologfas nucleares normales
y anormales en los distintos eyaculados de cada
individuo se hizo mediante la prueba de Chi-
cuadrado.

Resultados

En los extendidos de los eyaculados porcinos
coloreados con la tincién de Feulgen se observaron
morfologias nucleares normales y anormales
(globosa, vacuolada, alargada, grande, piriforme,
pequefia y con condensacién defectuosa).
Se consideraron ndcleos espermdticos con
morfologfa normal a aquellos que integraban la
poblacién mds numerosa y tenfan caracteristicas
similares en los individuos estudiados.

En el Gréfico 1 se representan los porcentajes
de nucleos espermdticos morfolégicamente
normales en cada uno de los eyaculados de los
cinco animales (A, B, C, D, E), y en la Tabla
1 los porcentajes medios + desvio estdndar
y los porcentajes minimos y mdximos de
espermatozoides con morfologia nuclear normal
y anormal.

La Tabla 2 muestra, para cada individuo,
el porcentaje medio + desvio estdndar y el
porcentaje mdximo de cada anormalidad. Los
rangos de variacién del porcentaje de las distintas
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Grifico 1. Porcentaje de niicleos espermdticos con morfologia normal en cada eyaculado de los cinco porcinos estudiados

(A,B,C,D, E).

Tabla 1. Porcentajes medios, minimos y mdximos de espermatozoides con morfologia nuclear normal y anormal en los

cinco individuos estudiados (A, B, C, D y E).

MORFOLOGIA NUCLEAR ESPERMATICA
INDIVIDUO | n NORMALES ANORMALES
% MEDIO | % MINIMO | % MAXIMO | % MEDIO | % MINIMO | % MAXIMO
+ DS + DS
A 8 [975+13 96,0 99,4 25+1,3 0,6 4,0
B 4 1978+12 96,7 99,7 22+172 0,4 3,0
C 6 |979=1,2 96,3 99,3 21+1.2 0,7 3,7
D 2 197,3+05 97,0 97,7 2,7 +0,5 2,3 3,0
E 3 196,3+0.3 96,0 96,7 3,7+0.3 3,3 4,0

n = ndmero de eyaculados estudiados en cada individuo. DS: Desvio Estdndar.

morfologfas en el conjunto de los 23 eyaculados
fueron los siguientes: normales (96,0-99,7) y
anormales (0,4-4,0). Los rangos de variacién
observados para las distintas anormalidades
fueron: pequenos (0,0-1,6), vacuolados (0,0-
2,0), alargados (0,0-1,0), grandes (0,0-0,7),
globosos (0,0-1,7), piriformes (0,0-2,7) y los
que presentaron mala condensacién (0,0-0,7).

La relacién entre el nimero de nucleos
espermdticos normales y anormales, de acuerdo
con la prueba de Chi-cuadrado, no difiere
significativamente entre los eyaculados de un
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mismo animal a un nivel de significacién del
5% en los individuos B, C, D, E y a un nivel
del 4 % en A.

Discusién

Tanto el estrés fisiolégico como ciertos
agentes ambientales pueden modificar la
cromatina y/o el ADN espermdticos durante
la gametogénesis”'®'®. No obstante, el nuicleo
espermdtico maduro cuenta con una estructura

muy compacta, casi cristalina y prdcticamente
inerte desde el punto de vista bioquimico que le
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Tabla 2. Porcentajes mdximos de espermatozoides con morfologia nuclear anormal en los cinco individuos estudiados

(A,B,C,DyE).
MORFOLOGIA NUCLEAR ESPERMATICA ANORMAL
INDIVIDUO PEQUENOS VACUOLADOS ALARGADOS GRANDES
% MEDIO % % MEDIO % % MEDIO % % MEDIO %
+ DS MAX + DS MAX + DS MAX + DS MAX
A 0,5+ 0,61 1,6 0,13 =0,24 0,6 0,22 = 0,41 1,0 0,31 £ 0,24 0,6
B 023=0,17| 04 0,46 = 0,52 1,0 0,26 = 0,51 1,0 0,05 + 0,10 0,2
C 0,08 +0,13| 0,1 0,13 £ 0,16 0,3 0,14 = 0,23 0,5 0,25 = 0,30 0,7
D 0,00 =0,00 | 0,0 0,07 = 0,09 0,1 0,00 = 0,00 0,0 0,00 = 0,00 0,0
E 0,22 +0,19| 0,3 1,00 = 1,00 2,0 0,11 = 0,19 0,3 0,22 =0,19 0,3
continuacion
MORFOLOGIA NUCLEAR ESPERMATICA ANORMAL
INDIVIDUO GLOBOSOS PIRIFORMES MALA CONDENSACION
% MEDIO , % MEDIO ] % MEDIO .
. DS % MAX . DS % MAX . DS % MAX

A 0,64 = 0,53 1,6 0,43 = 0,42 1,1 0,09 = 0,25 0,7

B 0,38 = 0,39 0,9 0,73 = 0,62 1,5 0,00 = 0,00 0,0

C 0,21 = 0,27 0,7 1,13 = 0,82 2,3 0,00 = 0,00 0,0

D 0,17 = 0,23 0,3 1,33 +1,88 2,7 0,00 = 0,00 0,0

E 1,22 = 0,38 1,7 0,89 = 0,51 1,3 0,00 = 0,00 0,0

DS: Desvio Estdndar

confiere proteccién'”*. Los resultados obtenidos
en el presente trabajo muestran que el porcentaje
de nucleos con morfologia normal es muy
estable tanto en eyaculados de un mismo animal,
como en los eyaculados provenientes de distintos
animales. La estabilidad en los porcentajes de
morfologfa nuclear normal se diferencia de otros
pardmetros espermdticos que presentan mayor
variabilidad entre eyaculados'**.

El porcentaje de nicleos morfolégicamente
anormales fue menor al 4% en los 23 eyaculados.
Este valor es bajo en comparacién con los
que se determinaron en otras especies'”*® Las
morfologfas nucleares anormales que se observaron
en este trabajo coincidieron con las descriptas para
porcinos®, pero no todas estaban presentes en
cada eyaculado. Algunas morfologfas anormales
como piriforme, pequefia y vacuolada se han
correlacionado con disminucién en la fertilidad.
No obstante en pequefios ndmeros, estdn presentes

en eyaculados fértiles de distintas especies®*.
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La prueba de Chi-cuadrado indicé
que la relacién entre el nimero de ntcleos
morfolégicamente normales y anormales no
difiere significativamente entre los distintos
eyaculados de cada animal. Este resultado
sugiere que el estudio de la morfologia del nicleo
espermdtico, aunque se realice en un nimero
muy reducido de muestras, podria brindar
informacién valiosa acerca de caracteristicas
nucleares del animal.

La tincién de Feulgen, resulté muy adecuada
para evaluar la morfologfa del niicleo espermdtico
porcino. Esta técnica fue utilizada por diversos
autores para colorear el nicleo espermdtico en
distintas especies debido a su especificidad por el
ADN y su capacidad para revelar anormalidades
en la distribucién y forma de condensacién de
la cromatina®®!22,

En el futuro serd importante hacer el
seguimiento de muestras de semen porcino
provenientes de individuos que hayan sufrido
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distintas patologias y/o estén sometidos a
cambios ambientales, a fin de establecer
relaciones entre la morfologia del nicleo
espermdtico y dichos factores.
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