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La incorporacion de técnicas de repro-
duccién asistida como la fertilizacién in vitro
y la inyeccién intracitoplasmatica de un
espermatozoide (ICSI: Intracytoplasmic
Sperm Injection) ha generado un mayor
interés en la evaluacién del ADN espermati-
co. Esto se debe, principalmente, a que en la
ICSI el espermatozoide no requiere estar
vivo y/o moverse, pero necesita que su cro-
matina se encuentre intacta. Los espermato-
zoides con ADN dafado son capaces de fer-
tilizar y transmitir material genético defec-
tuoso que podria tener consecuencias
adversas en el desarrollo embrionario @. Los
espermatozoides son incapaces de reparar
el ADN danado porque no contienen enzi-
mas funcionales de reparaciéon “ y aunque
después de la fertilizacion, el ovocito pueda
reparar un cierto nivel del ADN dafiado “®,
esto puede resultar en un pobre o defec-
tuoso desarrollo embrionario y en pérdidas
embrionarias tempranas . Por esto, seria
beneficioso incorporar técnicas de evalua-
ciéon del ADN espermatico al espermograma
de rutina, colaborando en una mejor esti-
macién de la capacidad fecundante de un
macho reproductor.

Se han utilizado varias técnicas para estu-
diar los defectos del ADN espermatico, sin
embargo, la mayoria de ellas son laboriosas

y costosas debido a que requieren equipa-
miento complejo y/o la utilizacion de kits, a
veces no disponibles comercialmente en
nuestro pais. La tincién con Azul de
Toluidina (AT) es bastante simple y permite
evaluar el grado de condensacion o com-
pactacién de la cromatina espermatica. Es
un colorante nuclear catiénico que al unirse
al ADN de espermatozoides con cromatina
descondensada, da lugar al color metacro-
matico azul-violeta. Esto se debe a la forma-
cion de agregados de AT interactuando
i6bnicamente con los fosfatos negativos de
los nucledtidos. La coloracion celeste (orto-
cromatica) que se observa en espermatozoi-
des con cromatina condensada, se debe a la
participacion de un numero mucho mas
reducido de moléculas de AT que se unen
como monémeros al ADN, mediante inter-
calacién o por unién iénica 2. La completa
neutralizacién de los grupos fosfato por las
argininas de las protaminas *” y la ocurren-
cia de entrecruzamientos entre protaminas
® son los principales factores responsables
de la reducida afinidad de la cromatina com-
pacta del espermatozoide maduro por los
colorantes cationicos. La tincién de AT es
sencilla, s6lo requiere un microscopio 6ptico
y ha sido utilizada en varias especies. Una
ventaja de esta técnica radica en que se pue-
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den utilizar agentes reductores de los gru-
pos disulfuro de las protaminas como el
ditiotreitol (DTT) o el mercaptoetanol (ME),
como controles positivos de la tincién con
AT. Esto se debe a que estos compuestos per-
miten que las proteinas se relajen y que los
grupos fosfato del ADN queden disponibles
y accesibles a la unién del colorante © ™12,

En la técnica original se emplea una hidré-
lisis acida previa a la tinciéon, con la finalidad
de aumentar la sensibilidad de la misma 7-*
7.2 Estos autores observaron que los esper-
matozoides que tienen una cromatina alta-
mente compacta son apenas afectados por la
hidrélisis acida y en consecuencia manifies-
tan con intensidad la ortocromasia (colora-
cién celeste). Por el contrario, en los esper-
matozoides con una cromatina descondensa-
da, las protaminas pueden ser parcialmente
extraidas por la hidrélisis acida permitiendo
que las moléculas de AT se unan a los grupos
fosfato y se manifieste la metacromasia
(coloracién oscura).

Nuestra experiencia
En nuestro laboratorio se pudo apreciar la
diferente coloracion de los nucleos esperma-

ticos sin recurrir a una hidrolisis acida previa,
en las especies en las que se adaptd la técni-
ca: equino “*?, camélidos sudamericanos '
2 canino @, felino ® y porcino . Evitar el
paso de la hidrolisis acida disminuye los tiem-
pos de procesado y minimiza los costos.

La técnica presenta variaciones segun la
especie en la que se aplica. En humanos,
bovinos y conejos diferentes autores han
utilizado etanol:acetona “*?, etanol-acido
acético »*' o metanol ©?* para fijar las
muestras previo a la tincién con AT. Sin
embargo, la preparacion de estos fijadores
es compleja e incluso algunos son téxicos
por inhalacién “9. En nuestro laboratorio
resulté efectiva la fijaciéon con etanol 96°
durante 2 minutos, siendo un paso rapido,
inocuo y de bajo costo &4 10112132022,

Otro punto a adaptar segun la especie es
la concentracién del colorante. En humanos
se utiliza al 0,05 %; en el toro y conejo al
0,025 %; en equino y camélidos al 0,02 %
mientras que, en porcinos, caninos y felinos
se utiliza al 0,25 %. También, los tiempos de
tincién varian segun la especie, en general 5
a 15 minutos son efectivos, a excepcion del
porcino que requiere al menos 30 minutos .
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Los patrones de coloracion en camélidos
sudamericanos, equinos, caninos y felinos,
son: celeste (AT negativos, condensacién
normal de la cromatina), violeta claro (AT
intermedios, algun grado de descondensa-
cién) y violeta - azul oscuro (AT positivos,
alto grado de descondensacion) (Figura 1).
Tanto los espermatozoides AT positivos
como los AT intermedios se consideran célu-
las con la condensacién de la cromatina
alterada @ " 1212 En el cerdo, toro y
conejo “”® se observaron dos patrones de
coloracién: celeste y violeta - azul oscuro.

En todas las especies evaluadas en nues-
tro laboratorio, el DTT al 1% fue efectivo
para inducir la descondensaciéon de la cro-
matina. Con este agente, se observan dife-
rentes patrones. En llama y guanaco se des-
criben dos categorias principales: reacciona-
dos y no reaccionados con el DTT (AT positi-
vos y AT negativos, respectivamente).
Dentro de los reaccionados se observan 3
subcategorias: 1) cabezas muy descondensa-
das (muy agrandadas, con presencia de un
gran namero de vacuolas), Il) cabezas defor-
madas (agrandadas, con un nimero mode-
rado de vacuolas) y Ill) cabezas con manteni-
miento de la forma. Las mismas categorias,
aunque en diferente proporcién, fueron
observadas en el equino y felino ®*2. En cani-
nos, para lograr un alto grado de descon-
densacién de la cromatina se requiere la adi-

Figura 1. Espermatozoides de llama (a y b) y de
equino (c y d) tefidos con azul de toluidina (AT).
N: AT negativos (condensacién normal de la cromati-
na), I: AT intermedios (algin grado de descondensa-
cion) y P: AT positivos (alto grado de descondensa-
cién). Imagenes obtenidas con un analizador de
imagenes con una magnificacion de 3016, 25x.

cion de un detergente como el dodecilsulfa-
to sédico (SDS) que permite la entrada del
DTT al nucleo espermatico ®. Mas aun, en el
porcino el agregado del SDS permite obser-
var espermatozoides AT positivos, pero no se
observa un alto grado de descondensacién
de la cromatina (patrones | y Il) ®. Estas dife-
rencias entre especies podrian deberse a las
diferentes tipos y proporciones de protami-
nas, e indican que la susceptibilidad a los
agentes reductores varia entre especies y
por lo tanto refuerza la necesidad de reali-
zar la adaptacién de la técnica a cada una.

En conclusién, la tincién con AT permite
evaluar el grado de condensacion de la cro-
matina en espermatozoides de bovinos,
conejos, camélidos, equinos, porcinos, feli-
nos y caninos. La técnica desarrollada en
nuestro laboratorio tiene las ventajas de
evitar la hidrdlisis dcida, utilizar un método
sencillo y répido de fijacion y un tiempo de
tincion relativamente corto. Ademads, es
posible utilizar un control de descondensa-
cién de la cromatina que permite validar la
técnica. Todas estas caracteristicas hacen del
AT una tincién sencilla y dgil que puede
aplicarse en un espermograma de rutina en
el trabajo a campo.
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