Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XXII, N° 3, 211 - 216, 2012

INTEGRIDAD DE LA CROMATINA Y FORMA DE LA CABEZA
DEL ESPERMATOZOIDE DE TORO: EVALUACION SIMULTANEA
CON LA TINCION DE AZUL DE TOLUIDINA

Chromatin Integrity and Shape Head of Bull Sperm: Simultaneous Assessment
with Toluidine Blue Stain

Héctor Nava-Trujillo'*, Adirmo Hernandez-Fernandez? y Armando Quintero-Moreno'*

1Laboratorio de Andrologia, Unidad de Investigacion en Produccion Animal (UNIPA), Facultad de Ciencias Veterinarias,
Universidad del Zulia, Apdo. 15252. Maracaibo 4005-A, Edo. Zulia, Venezuela.
2Produccion Agropecuaria, Universidad Nacional Experimental Sur del Lago (UNESUR), Santa Barbara, Edo. Zulia, Venezuela.
3Investigacion y Desarrollo, Fundo La Rosita, El Guayabo, Edo. Zulia, Venezuela. *armando.quintero@fcv.luz.edu.ve.

RESUMEN

La relacion entre la integridad de la cromatina y las morfoano-
malias de la cabeza espermatica fue estudiada utilizando la
tincion de azul de toluidina para la evaluacién simultanea de
ambos parametros. Para ello se utilizé semen descongelado
de cinco toros Brahman. Los espermatozoides fueron tefiidos
y se agruparon segun el estado de la cromatina, en normal (te-
fiidos de azul o verde claro) y en cromatina dafiada (tefiidos de
azul oscuro o violeta), para luego determinar el efecto de la in-
tegridad de la cromatina sobre el porcentaje de morfoanoma-
lias. Los espermatozoides con cromatina normal presentaron
un porcentaje significativamente menor (P<0,0001) de morfoa-
nomalias de la cabeza (2,13 + 3,11%) que aquellos espermios
que presentaron cromatina dafiada (30,42 + 2,84%). Algunas
morfoanomalias de la cabeza fueron casi exclusivas de los es-
permatozoides con cromatina dafiada, como son cabeza suel-
ta (13,09 + 2,44%), cabeza piriforme (6,96 + 0,93%), cabezas
vacuoladas (5,04 + 0,85%) y macrocabezas (4,32 + 0,64%) y
en todos los casos difirieron significativamente de los esper-
matozoides con cromatina normal, en los que la morfoanoma-
lia mas abundante fue la cabeza piriforme (1,81 £ 1,02%). En
conclusion, la integridad de la cromatina y la morfologia esper-
matica estan estrechamente relacionadas y los espermatozoi-
des con cromatina dafiada presentan mas anomalias de la ca-
beza que los espermatozoides con cromatina normal.

Palabras clave: Azul de toluidina, cromatina espermatica,
morfologia, cabeza espermatica, toro.
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ABSTRACT

The relationship between chromatin integrity and sperm head
morphoanomalies was studied using the toluidine blue stain for
the simultaneous assessment of both parameters. Thawed se-
men from five Brahman bulls was used. Sperm were stained
and grouped into normal chromatin (stained light blue) and
damaged chromatin (stained dark blue or violet) and effect of
chromatin integrity on the percentage of head morphoanoma-
lies was determined. Sperm with normal chromatin showed a
significantly (P<0.0001) lower percentage of head morpho-
anomalies (2.13 £ 3.11%) that sperm with damaged chromatin
(30.42 + 2.84%). Some head morphoanomalies were almost
exclusive of sperm with damaged chromatin, such as loose
head (13.09 * 2.44%), pyriform heads (6.96 + 0.93%), vacuo-
lated heads (5.04 + 0.85%) and macrocephalic (4.32 + 0.64%),
in all cases, significantly differences were observed with sperm
with normal chromatin, which the most abundant morphoanom-
aly was the pyriform head (1.81 £ 1.02%). In conclusion, chro-
matin integrity and sperm morphology are closely related and
sperm with damaged chromatin have more head morpho-
anomalies than sperm with normal chromatin.

Key words: Toluidine blue, sperm chromatin, morphology,
sperm head, bull.

INTRODUCCION
La evaluacion del potencial reproductivo de un toro (Bos

taurus-Bos indicus) (BSE) es un procedimiento relativamente
rapido y econémicamente prudente, e implica una valoracién
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completa de todos los factores que estan involucrados para
que el animal logre alcanzar “hipotéticamente” su capacidad
para lograr una prefiez efectiva. Las normas para BSE fueron
aprobadas por la Sociedad de Teriogenologia [24] y consiste en
3 pasos: un examen fisico generalizado que incluya las partes
externas e internas del sistema reproductivo, una mediciéon de
la circunferencia escrotal y la evaluacién de la calidad seminal.

Tradicionalmente en Venezuela, los centros de criopre-
servacion de semen de toros monitorean la calidad seminal
mediante la evaluacién de parametros individuales, como la
motilidad espermatica, y los que hacen pruebas complementa-
rias realizan, con menor periodicidad, la evaluacion de la viabi-
lidad espermatica y de sus anormalidades morfologicas, lo
cual incluye la integridad acrosdmica [17]. Sin embargo, este
analisis uniparamétrico esta siendo sustituido por evaluaciones
simultaneas de varios parametros, lo que permite estimar con
mas precision el potencial reproductivo de los toros [15].

Entre los parametros tradicionales del analisis de calidad
espermatica, el estudio morfolégico tiene gran importancia
dada su relacion con el potencial reproductivo [2,6]. Particular-
mente, el estudio de la cabeza espermatica, que porta el mate-
rial genético en forma de cromatina (cromosomas condensa-
dos asociados a protaminas), ya sea mediante la evaluacion
de su forma a través de diferentes tinciones o de las medidas
morfométricas, a través de los sistemas computarizados de
analisis seminal, tiene gran interés dado que, tanto la altera-
ciones de la forma, de las medidas morfométricas, asi como
de la integridad de la cromatina, han sido relacionadas con el
potencial reproductivo de los toros [14, 18, 19]. Los esperma-
tozoides con alteraciones morfolégicas de la cabeza no partici-
pan del proceso de fecundacion [20], mientras que los esper-
matozoides con cromatina dafiada, si bien no pierden la capa-
cidad fecundante, no son capaces de promover un desarrollo
embrionario normal [11].

La integridad de la cromatina puede ser evaluada me-
diante técnicas reconocidas, tales como: Terminal dUTP Nick-
End Labeling (TUNEL), In Situ Nick Translation (INST), Sperm
Chromatin Structure Assay (SCSA), DNA Breakage Detec-
tion-Fluorescence In Situ Hybridization (DBD-FISH) Ensayo
Cometa y Sperm Chromatin Dispersion (SCD) [7], muchas de
ellas laboriosas y costosas, lo que limita la adopcion de forma
rutinaria de esta evaluacion en los laboratorios. En cambio, la
solucion de azul de toluidina (AT) es un colorante nuclear que
genera reacciones metacromaticas cuando se asocia a la cro-
matina, lo cual ocurre cuando el colorante se incorpora en la
cromatina rica en histonas, con abundancia de lisina, presenta
una coloracién violeta-azulada intensa, mientras que cuando lo
hace a cromatina rica en protaminas presenta una coloracién
azul-palida [3]. Se trata de una prueba de maduracién-conden-
sacion nuclear y los espermatozoides con cromatina inmadura
tendrian habitualmente mas roturas del ADN [7]. Se ha utiliza-
do para evaluar la integridad de la cromatina en semen de di-
ferentes especies, incluyendo el semen de toro [4, 17].
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Las alteraciones de la integridad de la cromatina estan
relacionadas con alteraciones en la forma de la cabeza [1, 10,
21]. Algunos estudios han reportado una correlacion negativa
entre los espermatozoides con cromatina dafiada y el porcen-
taje de espermatozoides con morfologia normal, pero midien-
do ambos parametros por separado [9, 16] y correlacionando
dicha informacion. Pocos trabajos han estudiado la relacién
entre la integridad de la cromatina y forma de la cabeza esper-
matica, midiendo ambos parametros en el mismo espermato-
zoide. Acevedo [1], evalud la estructura de la cromatina esper-
matica con SCSA, Enciso y col. [7] utilizaron la prueba de SCD
y Beletti y col. [4] al igual que este ensayo utilizaron la tincién
de AT. En todos estos trabajos se describi, que tanto los es-
permatozoides con cromatina normal como dafiada podian po-
seer alteraciones o no en la forma de la cabeza; no obstante,
solo Acevedo [1] realizé la investigacion sobre una poblaciéon
de espermios y no individualiz6 cada espermatozoide.

En esta investigacion, la novedad es que la evaluacion
de la integridad de la cromatina y la forma de la cabeza esper-
matica se realizdé simultdneamente a cada espermatozoide,
mediante la tincion de AT, lo cual podria representar una alter-
nativa mas rapida y de bajo costo, que refuerzan los resulta-
dos de la evaluaciéon espermatica, ademas de precisar la esti-
macion del potencial reproductivo de toros. Esta evaluacion
permite identificar aquellos espermatozoides con morfologia
normal y cromatina dafiada, lo cual no es posible mediante el
analisis morfoldgico rutinario. En base a esto, el objetivo del
presente trabajo fue evaluar de manera simultanea la integri-
dad de la cromatina y la forma de la cabeza del espermatozoi-
de de toro y asi determinar si existe una asociacion entre la in-
tegridad de la cromatina y la presencia de anormalidades mor-
folégicas.

MATERIALES Y METODOS

Coleccion y procesamiento del semen

Para la realizacion del experimento se utilizé semen des-
congelado de tres eyaculados de cinco toros (n=15) de raza
Brahman, con edades comprendidas entre 5 y 8 afios. Las pa-
juelas con semen criopreservado se obtuvieron de un centro
especializado en la produccién de semen de toro, ubicado en
la poblacion de La Villa del Rosario, municipio Rosario de Peri-
ja, estado Zulia. Los eyaculados fueron colectados entre las
5:00 y 7:00 de la mafiana mediante vagina artificial. Después
de la evaluacién seminal de rutina, las muestras clasificadas
como idéneas para congelar fueron diluidas, identificadas y
envasadas en forma automatica en pajuelas de 0,54 mL, a una
concentracion espermatica minima de 30 millones de esper-
matozoides por dosis. El diluyente de congelacion estaba
constituido por leche descremada (83%), yema de huevo (8%),
glicerol (8%), fructosa (1%), lincospectina (4 mL), penicilina
(1.000.000 Ul) y estreptomicina (1 g). Luego las pajuelas fue-
ron congeladas en tanques que contenian nitrégeno liquido
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(MVE® Millenium 2000, XC20, Minnesota, EUA) a —196°C.
Una semana después de la congelacion, las muestras fueron
evaluadas nuevamente para verificar la calidad del semen
criopreservado. La evaluacién de la integridad de la cromatina
espermatica y la morfometria en forma conjunta se realiz6 en
el laboratorio de Andrologia de la Facultad de Ciencias Veteri-
narias de la Universidad Zulia, Venezuela.

Determinacion de la integridad de la cromatina

La integridad de la cromatina espermatica se determiné
mediante la coloracién con AT [3,4]. Las pajuelas de semen
se descongelaron en bafio Maria (Gemmy® modelo YCW-
038, Taipei, Taiwan) a 37°C por 30 seg, una vez descongela-
das se procedio a realizar dos frotis por pajuela, los cuales se
fijaron en una soluciéon de etanol-acido acético (3:1 v/v) por 1
min. y etanol al 70% por 3 min. Luego, cada frotis se hidrolizé
por 25 min en 4 N de 4cido clorhidrico, se lavo en agua desti-
lada y se secé al aire. Para realizar la tincion se agreg6 sobre
el frotis una gota de 30 pL del colorante (AT al 0,025% en
buffer Mcllvaine a pH 4) y se colocé un cubreobjetos. Los fro-
tis se observaron con un microscopio de campo claro (Glo-
be®, LEM 1600, Alemania) con un aumento de 1000X y se
clasificaron como espermatozoides con cromatina normal,
aquellos tefidos de color azul claro, mientras que los tefiidos
de color azul oscuro o violeta, se consideraron como células
con cromatina dafiada, ademas, las células con cromatina
dafada generalmente tienen una apariencia granular fina, lo
que facilita su identificacion.

Analisis morfolégico de la cabeza espermatica

Para evaluar los frotis tefiidos previamente con AT se
utilizé el ASMA, genéricamente denominado “Automated Se-
men Morphology Analysis” a través del modulo de morfologia
de un programa disponible comercialmente (Spem-class
Analyzer, Update SCA® v.3.4, version 2008, Microptic, Barce-
lona, Espafia). El sistema consta de un microscopio triocular
(Olympus® Bx41, Tokio, Japén) provisto de una camara de vi-
deo (Basler® A312f, Serial DA00067801CCD, Ahrensburg, Ale-
mania) conectada a un procesador Intel® Core Duo (Califor-
nia, EUA). La configuracion del sistema de la computadora in-
cluia un digitalizador de imagenes de video PIP-1024 B (Ma-
trox Electronic Sistem Ltd.®, Québec, Canada) un software de
analisis y un monitor de alta resolucion pantalla plana de 17”
(Compaq®, Texas, EUA), las imagenes fueron grabadas en
formato de video 512 x 512 x 8 bits, digitalizadas a 262,144 pi-
xeles (elementos de fotografia) y 256 niveles de grises. La re-
solucion de las imagenes fue 0,11 y 0,15 ym por pixel en el
plano horizontal y vertical, respectivamente y la intensidad de
la fuente de iluminacioén y el desplazamiento de la camara fue
igual para todas las muestras. Estas imagenes son trasmitidas
al computador en cuyo software se pueden realizar la medi-
cion lineal basica sobre el espermatozoide ademas de clasifi-
car su forma.

Evaluacion simultanea de la integridad de la cromatina
y la morfologia espermatica

Los frotis tefiidos con AT se observaron con un aumento
de 400X y se evalud en forma simultanea la integridad de la
cromatina y la forma de la cabeza de cada espermatozoide.
En el disefio experimental se establecié contabilizar como mi-
nimo 500 espermatozoides con cromatina dafiada y normal y
establecer de igual manera la morfologia de cada uno, sin em-
bargo, como se observa en los resultados, el nimero de es-
permios contados es mayor, sobre todo los que tienen cromati-
na normal (n=1.599). Por cada pajuela descongelada (n=15)
se contabilizaron al menos 1000 espermatozoides digitaliza-
dos; esta cifra se establecié6 basandose en los resultados de
una investigacion previa [17], donde se determin6 que el por-
centaje de espermios con cromatina dafada para toros Brah-
man se encuentra alrededor del 4%; lo cual obliga a contabili-
zar muchos espermatozoides para obtener una muestra repre-
sentativa de éstos con dafio en su cromatina, lo cual permite
también obtener un valor numérico de cromatina normal muy
superior al de cromatina dafiada.

Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realizd utilizando
el paquete estadistico SAS [25]. El efecto de la integridad de
cromatina (normal vs dafiada) sobre los porcentajes de mor-
foanomalias de la cabeza se analizé con el modelo lineal ge-
neral de analisis de varianza (procedimiento GLM) mientras
que el procedimiento LSMEANS fue usado para determinar las
diferencias de medias, luego de la transformacion de la data a
través del método del arcoseno cuadrado. Todos los valores
se presentan como medias corregidas * error estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION

De los espermatozoides contabilizados se valoraron 674
con cromatina dafiada y 1599 con cromatina normal (TA-
BLA I). El analisis de los resultados demuestra que existe una
relacion entre la integridad de la cromatina y el porcentaje de
morfoanomalias de la cabeza espermatica y que, tanto los es-
permatozoides con cromatina normal como dafiada pueden te-
ner o no alteraciones en la forma de la cabeza, lo cual coincide
con hallazgos previos [1, 4,10]. Los porcentajes se calcularon
separadamente sobre el total de espermatozoides con croma-
tina normal que estén morfolégicamente normales o anorma-
les (a + b) y sobre el total de espermatozoides con cromatina
dafiada que estén morfolégicamente normales o anormales
(c + d), agrupando las cabezas estudiadas en dos poblaciones
que se subdividen a su vez en dos subpoblaciones. El porcen-
taje de morfoanomalias de cabeza fue significativamente ma-
yor (P<0,0001) en los espermatozoides con cromatina dafiada
(30,42 + 2,84%), que en los espermatozoides con cromatina
normal (2,13 + 3,11%). Tanto la forma de la cabeza como la
integridad de la cromatina tienen un efecto significativo sobre
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el potencial reproductivo de los toros y teniendo en cuenta que
la cabeza del espermatozoide esta conformada practicamente
por el material genético, una relacion entre estos dos parame-
tros espermaticos, podria esperarse. Del mismo modo, es im-
portante sefialar que el 23% (469/2034, TABLA 1) de los esper-
matozoides clasificados como morfolégicamente normal tenian
su cromatina dafada, valor este un tanto elevado, se conside-
ra que son células con buena motilidad y que podrian fecundar
un 6vulo de manera efectiva, derivando posteriormente en de-
sarrollo embrionario inadecuado [11].

En el presente estudio, la evaluacién morfolégica se res-
tringi6é a la cabeza del espermatozoide, sin embargo Enciso y
col. [10], quienes evaluaron la relacion entre la integridad de la
cromatina y las diferentes morfoanomalias espermaticas ob-
servaron que, los espermios con cromatina dafiada poseian un
mayor porcentaje de alteraciones morfolégicas que los esper-
matozoides con cromatina normal y que este porcentaje pre-
sentd mayor relacion con las morfoanomalias clasificadas
como mayores.

Cuando se valora el efecto de la criopreservacion sobre la
integridad del ADN, la mayoria de las investigaciones afirman
que la estructura de la cromatina espermatica no se afecta du-
rante el proceso de congelacion-descongelacion [23, 26], debi-
do a que el ADN espermatico resiste la criopreservacion [10].

En la TABLA Il se detallan los porcentajes para cada
una de las morfoanomalias observadas. En los espermatozoi-
des con cromatina dafada, la morfoanomalia mas comun fue
la cabeza suelta y la menos abundante fue la microcabeza.
Mientras que en los espermatozoides con cromatina normal, la
morfoanomalia mas abundante fue la cabeza piriforme.

Los resultados del presente trabajo evidencian que la in-
tegridad de la cromatina y la morfologia estan relacionadas de
manera estrecha, hecho que coincide con la investigacion de
Acevedo [1]. En humanos, algunos estudios afirman que la
morfologia anormal esta asociada con dafio en la cromatina [5,
13] y esto ha sido sugerido previamente para el semen de toro
[12, 22]. Los espermatozoides con alteraciones en la forma de
la cabeza poseen diferencias significativas en el area y en la
condensacion y/o distribucion de la cromatina en comparacion
con los espermatozoides con cabeza normal [12].

Los espermatozoides con morfoanomalias son facilmen-
te detectables durante la evaluaciéon microscopica. Sin embar-
go, los espermatozoides con cromatina dafiada y morfologia
normal no son reconocibles con el analisis microscépico ruti-
nario y por tanto, la eliminacion de eyaculados en base a este
criterio no es tan facil y la no identificacién de este grupo de
espermatozoides podria estar sobreestimando el potencial re-
productivo de los toros [10]. Ademas, teniendo en cuenta que
los espermatozoides con alteraciones en la forma de la cabeza
no participan en el proceso de fecundacion [20] es probable
que los espermatozoides que causan perdida embrionaria pre-
coz son espermatozoides que no tienen alteraciones en la for-
ma de la cabeza, y por ende, el origen de la falla estaria en al-
teraciones de la cromatina [1] y de alli la necesidad de evaluar
de forma simultanea la integridad de la cromatina y la forma de
la cabeza espermatica.

Existen muchas hipétesis que explican porque existe
una poblacion de espermios morfolégicamente anormales y
con dafo en su ADN, sin embargo, las posibles explicaciones
apuntan a una posible apoptosis abortiva, o podria potencial-

TABLA |
VALORACION DE LA MORFOLOGIA DE LA CABEZA DEL ESPERMATOZOIDE DE ACUERDO A LA INTEGRIDAD
DE SU CROMATINA (NORMAL/DANADA) EN SEMEN DE TORO CRIOPRESERVADO

Cromatina Morfologia*, %
Normal Anormal Total
Normal 97,87 + 3,49 (1565) 2,13 £ 3,11 (34) 100 (1599)
Dafada 69,58 + 3,14 (469) 30,42 + 2,84 (205) 100 (674)

*P<0,05. (): Valor entre paréntesis corresponde al nimero de espermatozoides evaluados.

TABLA Il
EFECTO DE LA INTEGRIDAD DE LA CROMATINA SOBRE EL PORCENTAJE DE ANORMALIDADES MORFOLOGICAS
DE LA CABEZA DEL ESPERMATOZOIDE DE TORO EN SEMEN CRIOPRESERVADO

Forma de la cabeza

Cromatina normal

Cromatina dafiada

Microcabeza 0,13 +£0,48° 1,01 + 0,447
Macrocabeza 0,10 + 0,70° 4,32 + 0,64b
Piriforme 1,18 £ 1,02 6,96 + 0,93°
Cabeza suelta 0,626 + 2,67° 13,09 £ 2,44b
Vacuolada 0,094 + 0,93° 5,04 +0,85°

a,b: Valores con letras diferentes en la misma fila, difieren significativamente, P<0,05.
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mente tener un origen genético [10]. No obstante, se podria
afirmar que espermatozoides con fragmentacion del ADN ex-
presan alguna alteracion morfolégica. Algunos estudios confir-
man que ciertos aspectos inherentes a la fertilidad del toro, in-
cluyendo las anormalidades morfol6gicas dependen del control
genético [8], lo cual confirma que derivan mayoritariamente del
proceso de espermatogénesis.

CONCLUSIONES

La integridad de la cromatina y la morfologia espermati-
ca estan estrechamente relacionadas y los espermatozoides
con cromatina dafiada presentan un mayor porcentaje de ano-
malias en la forma de la cabeza que los espermatozoides con
cromatina normal, no obstante, un porcentaje (23%) apreciable
de espermatozoides morfolégicamente normal, tienen su cro-
matina dafiada.

La incorporacion de este tipo de evaluaciones en el exa-
men rutinario de la calidad espermatica aporta informacion re-
levante al seminograma y podria mejorar la estimacién del po-
tencial reproductivo de los toros.
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