Sitio Argentino de Produccién Animal

REDVET Rev. electrén. vet. http://www.veterinaria.org/revistas/redvet -http://revista.veterinaria.org
Vol. 11, N° 12 Diciembre/2010- http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n121210.html

Caracterizacion cuali-cuantitativa de patologias
espermaticas estudio comparativo de la incidencia de
anormalidades espermaticas en semen porcino fresco y
refrigerado

Maria Elena TORRETTA', Maria Belén RABAGLINO “y
Susana FERRERO *®
Universidad Nacional de Rio Cuarto (UNRC). Facultad de
Agronomia y Veterinaria. Ruta Nacional 36, Km 601. Estafeta
postal N° 9 - (5800). Rio Cuarto, Provincia de Coérdoba.
Republica Argentina.
Contacto. mtorretta@ayv.unrc.edu.ar

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue caracterizar cualitativa y cuantitativamente a
las anormalidades morfoldégicas observadas en muestras de semen
porcino fresco y refrigerado y compararlas entre si, a fin de diferenciar su
origen. El trabajo se realiz6 en la Universidad Nacional de Rio Cuarto y en
un criadero porcino de la Provincia de Bs. As, Argentina. ElI semen se
colect6, cada 7 dias durante 12 meses, por método manual, de 10 verracos
hibridos, adultos. Inmediatamente post colecta, se realizaron las
evaluaciones seminales de rutina. Para estudiar las patologias
espermaticas, se fijé 1 ul de semen en 100 ul de una soluciéon de formol
salino tamponado (FST). Posteriormente, se colocé una gota de esta
muestra hiumeda entre porta y cubreobjetos y se observé en microscopio
de contraste de fases a 1200 X, contando en guarda griega un total de 100
espermatozoides. Las patologias espermaticas se clasificaron y
cuantificaron segun su posicion en la célula (Barth, 1989) y posteriormente
se caracterizaron de acuerdo a su origen (Blom, 1950). Los eyaculados que
cumplian con las exigencias minimas de calidad, se diluyeron y refrigeraron
a 15 — 17° C, en dosis de 3 x 10° espermatozoides en 80 ml de diluyente
comercial de larga duracion. Para estudiar la morfologia espermatica,
inmediatamente post refrigeracion, se fijé 1 ul de semen diluido
proveniente de cada muestra en 50 ul de FST, evaluandolo y clasificandolo
igual que al semen fresco, excepto los acrosomas para los cuales se usoé la
clasificacion de Pursel y col (1972). Para el analisis estadistico se realizaron
un analisis descriptivo de los datos y un inferencial mediante un Analisis de
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la Varianza y test a posteriori de Tukey. Se consideraron diferencias
estadisticamente significativas para p < 0.05.

Los porcentajes totales e individuales de patologias espermaticas encontrados
en el semen fresco y en el refrigerado se muestran en la siguiente tabla

Tabla N° 1. Porcentajes promedio y error estandar de patologias esperméaticas totales
(PET), patologias de cabezas (PCa), de acrosoma (PA), de cuello y pieza media (PPM),
de pieza principal (PPP) y de pieza final de la cola (PPF), gota citoplasmatica proximal
(GCP) y gota citoplasmética distal (GCD), hallados en las muestras de semen fresco y
refrigerado de verracos usados para inseminacion artificial. n= 10

semen | PET PCa PA PPM |PPP |PPF |GCP |GCD
(%) (%) (%) (%) (%) (%) [(%) [(%)
Fresco |914 0.48 0.00 1,41 |2,23 |063 |p99 |3.39
£ £ + + + * + +
1.05a  |p.26¢c 0.00e |0.65g |0.79 |0.35 |0.45 |0.57
Refrigeradd 15-30  |1.75 1.03 342 [353 |[1.29 (116 [3.12
* + + + + * + +
1.420 |0.56d |0.25f |0.46h |0.70 |050 |0.37 |0.54

Letras diferentes indican diferencias significativas: a - b (p = 0. 00022); ¢ - d (p = 0,008); e - f (p =
0,003); g - h (p = 0,02). Sin letra no se detectaron diferencias significativas.

De los resultados del presente trabajo, se concluye que la refrigeracion
provoca leves alteraciones espermaticas, las cuales se pueden -calificar,
cuantificar y diferenciar de las propias del semen fresco mediante técnicas
de evaluacién microscopicas de escasa complejidad.

SUMMARY

The objective of this study was to characterize qualitatively and quantitatively
the morphological abnormalities observed on fresh and refrigerated porcine
semen and to compare them, in order to differentiate their origin. The
research was performed at the National University of Rio Cuarto and at a
porcine farm located in the province of Buenos Aires, Argentina. Semen was
collected manually from ten hybrid adults boars adults, every 7 days during
12 months. Routine evaluations of semen were conducted immediately after
collection. To study the sperm pathologies, 1 ul of semen was fixed in 100 ul
of a buffered saline formol (FST) solution. Then, a drop of this wet sample
was placed between the cover and slide and was observed in phase contrast
microscope at 1200 X, counting a total of 100 sperm. Sperm pathologies were
classified and quantified according their position in the cell (Barth 1989) and
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characterized according their origin (Blom,1950). Those ejaculates meeting
the minimum requirements of quality were diluted and refrigerated at 15 - 17
° C in doses of 3 x 10° sperm in 80 ml of long-term commercial extenders. To
study sperm morphology, 1 ul of diluted semen from each sample was fixed
in 50 ul of FST immediately after refrigeration. They were evaluated and
classified like fresh semen, except for the acrosomes that were classified
according Pursel et al. (1972). For the statistical analysis descriptive analysis
and the analysis of variance test were performed. For individual pathology, a
random measure repetitive design was used with pig as random factor and
fresh and refrigerated semen as repeated factor. Samples were nested in pig
and crossed with semen levels. In addition, a Sox dispute analysis for normal
populations for paired samples (paired t-test) was conducted in order to
compare each seminal pathology.. A p-value < 0.05 was considered
statistically significant. The total and individual sperm pathologies
percentages found in fresh and refrigerated semen are shown in the following
table:

Table N° 1. Average percentage and standard deviation of total sperm pathologies
(PET), pathologies of heads (PCa), acrosome (PA), neck and middle part (PPM), main
part (PPP) and final part of the tail (PPF), proximal cytoplasmic drop (GCP) and distal
cytoplasmic drop (GCD) found in refrigerated and fresh semen from boars used for
artificial insemination. n = 10

SEMEN PET PCa PA PPM |PPP |PPF |GCP |GCD
(%) (%) (%) (%) (%)  [(%) | (%) (%)

Fresh 9,14 0.48 0.00 1,41 [223 |063 099 [3.39
£ £ + + + £ + +
1.05a  |p.26¢c 0.00e |0.65g |0.79 |0.35 |0.45 |0.57

Refrigerate|15-30  |1.75 1.03 342 353 [1.29 [1.16 |[3.12
+ + + + + + + +
1.42b |056d |0.25f |0.46h |0.70 |050 |0.37 |0.54

Without leters no significant differences. Different letters indicate significant differences: a-b = (p =0.
00022); c-d(p=0.008);e-f(p=0.003);g-h(p=0.02).

From these results is concluded that refrigeration causes mild sperm

alterations that could be qualified, quantified, and differentiated from the
fresh semen through microscopic evaluation techniques of low complexity.
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INTRODUCCION

La utilizacion de la inseminacion artificial (1.A.) en porcinos se ha
incrementado de manera ostensible en las ultimas décadas. Mas del 35 % de
las cerdas existentes en el mundo son fertilizadas por |.A. (Decuadro-
Hansen, 2004), y en el 99 % de ellas se usa semen refrigerado a 15 — 20° C
(Johnson y col., 2000).

Para lograr el éxito reproductivo en programas de I|.A., es indispensable
evaluar la calidad seminal antes y después del procesamiento del eyaculado
(Hammerstedt, 1996). Si bien, la evaluacién del semen porcino esta dirigida a
su uso en la inseminaciéon artificial con semen refrigerado, técnica que se
utiliza de rutina para preservar el semen en los establecimientos de
producciéon intensiva (Garcia Ruvalcaba y col. 1997); en la actualidad la
tendencia apunta al uso de la inseminacidon post-cervical (IPC) e incluso
intrauterina (11U), que posibilitan reducir el nimero de espermatozoides por
dosis inseminante (Garcia y col., 2007). En la inseminacion intracervical (11C)
tradicional deben usarse alrededor de 3 x 10° espermatozoides en 100 ml de
diluyente, mientras que en IPC se necesitan 1 -1.5 x10° en 50 ml
espermatozoides y en la 1lU 0.6 x10° en 20 ml. El lugar de deposicién y el
menor volumen de diluyente evitan per se la pérdida espermatica por reflujo,
todo lo cual contribuye a reducir la cantidad de espermatozoides necesario
por dosis y a eficientizar el uso de los reproductores, ya que puede reducirse
su numerode 10 en lICa5en IPCy a 2 en IIU (Martinez y col. 2010).

Cuando se aplican estas técnicas de IA, el analisis de la calidad de los
espermatozoides que se utilicen para estos propésitos adquiere una mayor
importancia, imponiéndose la seleccion de los eyaculados que contengan una
poblacion de espermatozoides de 6Optima calidad (Barrera y Buxadé Carbo
(2007); Garcia y col, 2007).

En la practica de terreno, la calidad seminal se evalia mediante el
espermiograma clasico, que aplica pruebas rapidas, simples y econdmicas
(Gadea, 2005), que permiten, mediante la combinacion de los parametros
evaluados, estimar la calidad seminal (Woelders, 1991). La valoracion de la
morfologia espermatica ha sido tradicionalmente incluida en el analisis
seminal clasico, debido a que potencialmente puede determinar las
variaciones celulares que afectan la fertilidad (Gadea, 2005). No obstante y a
pesar de que se han logrado avances en la evaluacion de la calidad del
eyaculado, su valor predictivo de la fertilidad, ain no es una tarea resuelta
(Sellés Soriano, 2008).

Durante el procesamiento y conservacion seminal pueden ocurrir cambios
espermaticos morfofuncionales de importancia, que alteran su calidad y su
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potencial fertilidad; en diferente proporcion de acuerdo al tipo de alteracion
celular, motivo por el cual, se recomienda poner especial énfasis en el estudio
rutinario de la morfologia esperméatica, en especial la del acrosoma (Pérez
Marcos y col., 1991). Asimismo, el estudio de la morfologia espermatica
ofrece informacion acerca de la eficiencia de la espermatogénesis y puede
facilitar la seleccion de verracos en los programas de inseminacion artificial
(Waberski y col., 1990). Varios autores han descrito una correlacion inversa
entre el numero de formas anormales y la fertilidad (Martinez y col., 1986;
Galli y Bosisio, 1988; Waberski y col., 1990; Woelders, 1991; Zeuner 1992;
Waberski y col., 1994a; Evenson y col., 1994; Gadea y col., 1998; 2004;
Johnson y col., 2000).

En los centros de cria intensiva y de producciéon de dosis seminales, se
evaltuan las formas anormales de cabeza, acrosoma, pieza media y cola; con
mas énfasis en la presencia y ubicaciéon de la gota citoplasmatica, colas
dobladas, colas enrolladas y cabezas desprendidas (Larsson, 1986; Althouse,
1997; Serrano y col., 1989, 1996; Rueda y col., 2006).

El acrosoma es una de las estructuras mas susceptibles en el espermatozoide
a sufrir dafo, después de diluido el semen factores como el estrés térmico, el
periodo de conservacion y el efecto del diluyente, en dependencia de los
reactivos que formen parte de él, pueden representar factores altamente
negativos para el acrosoma (Kommisrud y col., 2002). Acosta y col. (2007),
consideraron que los estudios de acrosomia ofrecen alta precision. Se realizan
en preparados humedos o en frotis tefidos, usando microscopio de contraste
de fases. Los acrosomas se pueden agrupar en cuatro tipos, NAR (normal
apical ridge), DAR (damaged apical ridge), LAC (loose apical ridge) y MAR
(missing apical ridge), de acuerdo a la clasificacion propuesta por Pursel y col.
(1972).

Los valores promedio de anormalidades espermaticas en el semen fresco de
verracos normales, tienen variaciones debidas a numerosas causas que
caracterizan cada tipo de produccién en esta especie (Rozeboom, 2004). El
porcentaje de anormalidades varia, aproximadamente entre el 7 y 30 %
(Serrano y col., 1996; Crabo, 1997; Flowers, 1998; Rueda y col., 2006), con
un limite de 30% (Rozeboom, 2004) y un promedio de 17 % (Martin Rillo,
1982; Gibson, 1983). Bonet y col. (1998) sefialan como aceptable un 5 % de
patologias de cabeza, si bien, por norma general se suele encontrar alrededor
de un 10 % (.) Kubus (1999), indicé que las patologias de cuello no son
frecuentes en el esperma de verraco. Si bien, se ha observado que inserciéon
abaxial tiene alta incidencia, alrededor del 18 %, en verracos de todas las
razas (Hancock y Howel, 1959; Knoll y kastyak, 1982, Serrano y col, 1989),
valores que se incrementan con la refrigeracion (Pérez marcos y col., 1991).
Johnson y col. (1988) plantean que la fertilidad del semen porcino conservado
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estd muy influenciada por la calidad del semen fresco, el numero de
espermatozoides por dosis y la composicion del diluyente utilizado. Asimismo
la capacidad fertilizante del semen diluido, independientemente del diluyente
usado, se reduce severamente cuando el tiempo de almacenamiento excede
las 72 horas Weitze (1990). Kommisrud vy col, (2002) también hallaron
reduccion de la integridad acrosomal, en funcién de la duracién del periodo de
conservacion, en estudios utilizando el diluyente BTS. El porcentaje de
acrosomas normales inmediatamente postrefrigeracion debe ser alto, ya que
el almacenamiento favorece el dafio acrosémico (Kommisrud y col., 2002). La
morfologia acrosomal se deteriora en mayor o menor grado segun el choque
térmico a que sea sometida la célula; progresando en semen congelado desde
NAR a DAR, a MAR y a LAC, segun el grado y tiempo de enfriamiento. Los
espermatozoides se dafian tanto por el enfriamiento entre 37 y -10° C
durante la congelacibn como por el calentamiento (Hancock, 1952).

Las gotas citoplasmaticas proximales (GCP) son patologias espermaticas, que
tienen incidencia sobre la fertilidad, por lo que en altos porcentajes pueden
estar asociadas a una degeneracion o hipoplasia testicular. Las gotas
citoplasmaticas distales (GCD) son indicativas del grado de maduracion
espermatica y no afectan a la fertilidad. Pueden ser provocadas por el uso
excesivo de los machos, que puede ocasionar un pasaje muy rapido de los
espermatozoides por el epididimo, impidiendo la maduracion espermatica y la
eliminacion de la gota citoplasmatica distal (Gibson,1983).

Asimismo, Mazzarri y Fuentes (1978) y Fuentes y col. (1989) observaron un
amplio rango entre las caracteristicas espermaticas, debido a las grandes
variaciones individuales por efectos de factores intrinsecos (raza y edad) y
extrinsecos (clima y manejo) y determinaron que el porcentaje promedio de
anormalidades espermaticas era de 13,66 %

Las patologias espermaticas también pueden ser categorizadas segun su
origen en primarias, cuando se producen durante la espermatogeénesis;
secundarias producidas después que los espermatozoides abandonan el
testiculo y terciarias provocadas por el método de obtenciéon, de evaluacion o
de conservacion del semen.

Conociendo el tipo y numero de anormalidades espermaéaticas en semen fresco
y refrigerado se podria inferir la proporcion y tipo aceptable de cada una de
ellas en el semen fresco a fin de mantener luego de la refrigeracion una
calidad seminal aceptable para inseminar.

El propésito de este trabajo fue evaluar comparativamente las patologias

espermaticas en muestras de semen fresco e inmediatamente
postrefrigerado.
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OBJETIVOS

Caracterizar cualitativa y cuantitativamente a las anormalidades morfoldgicas
observadas en muestras de semen porcino fresco y refrigerado y compararlas
entre si, a fin de diferenciar su origen.

MATERIAL Y METODOS

El trabajo se realizé en los laboratorios de Reproduccion Animal de la Facultad
de Agronomia y Veterinaria de la Universidad Nacional de Rio Cuarto y en una
empresa de explotacion porcina de la Provincia de Buenos Aires, Argentina;
en la que se seleccionaron diez reproductores porcinos hibridos, con edades
entre 24 y 36 meses, que al examen fisico no presentaban alteraciones
sanitarias ni reproductivas y que mostraban un excelente desarrollo testicular.
Los verracos continuaron alojados y manejados junto al resto de los
reproductores de la granja y sometidos a un ritmo semanal de colecta de
semen. El semen era obtenido mediante el método manual (Martin Rillo,
1982)

A los fines de esta investigacion se realiz6 la siguiente rutina de trabajo:
1. Obtencion del semen

La fraccion rica en espermatozoides del eyaculado se colecté cada 7 dias,
durante 12 meses. Para ello se utilizé un recipiente plastico, colocado dentro
de un termo de boca ancha temperado a 37° C y cubierto con triple capa de
gasa para filtrar el semen e impedir el paso de las particulas de gel, y
debidamente esterilizado.

2. Evaluacion del semen fresco

Inmediatamente post colecta, el eyaculado se llevo al laboratorio de la granja,
donde, a fin de determinar su calidad, se evaluaron los siguientes
parametros:

Macroscopicos

Para observar el volumen, aspecto y color, el semen se coloc6é en una probeta
graduada de 500 ml, entibiada a 37° C.

El pH se controlé colocdé una gota de semen sobre un trozo de cinta de pH
(Neutralit ® Merck, pH 5,5 - 9)
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Microscopicos

El porcentaje de motilidad espermatica progresiva se determind colocé una
gota de semen entre portaobjeto y cubreobjeto tibios y observandola a 400 X
en un microscopio de contraste de fases, sobre platina termostatizada a 37°
C.

Para el recuento espermatico se realiz6 una dilucién seminal de 1:200 con
solucién de formol salino tamponado (FST) a 37° C, se cargd en una camara
de Neubauer modificada, la cual se coloc6 en el microscopico para realizar el
contaje.

Para estudiar las patologias espermaticas, especialmente del acrosoma, 1 ul
de semen se fijé en 100 ul de una soluciéon de formol salino tamponado.
Posteriormente, una gota de esta muestra humeda se colocé entre porta y
cubreobjetos y se observé en microscopio de contraste de fases a 1200 X
(Carl Zeiss Standard WL) con objetivo 100 X, ocular de 12 X), contando en
guarda griega sobre un total de 100 espermatozoides.

Las anormalidades fueron clasificadas en cinco tipos de acuerdo a su
localizacion en la célula (Barth, 1989): patologias de cabeza (PCa); de
acrosoma (PA); de cola divididas en pieza intermedia y cuello (PPM), pieza
principal (PPP), pieza final (PPT). Gota citoplasmatica proximal (GCP) y distal
(GCD). A la sumatorias de todas ellas se la denominé patologias espermaticas
totales (PET). Posteriormente fueron caracterizadas en primarias, secundarias
y terciarias, de acuerdo a la clasificacion por origen (Blom, 1950). A los
acrosomas se los clasific6 segun Pursel y col (1972) en acrosoma integro
(NAR); acrosoma dafado (DAR); acrosoma sin capsula acrosomal (LAC) y
acrosoma perdido (MAR).

3. Refrigeracion

Los eyaculados normales a la observacidon microscopica y que mostraban,
como minimo, 70 % de motilidad espermatica progresiva y no mas de 25 %
de patologias espermaticas totales, se consideraron aptos y fueron sometidos
a refrigeracion a 15 — 17° C.

Para ello, se estimd el numero de dosis inseminantes a obtener de acuerdo a
la concentracion total, y teniendo en cuenta que por dosis inseminante, se
necesitan 3 x 10° espermatozoides totales. Cada eyaculado se homogeiniz6
con un agitador magnético, se diluyé en diluyente de refrigeracion comercial
de larga duracion (MRA®, Kubus, Madrid) y se refrigeré hasta alcanzar los 15
— 17° C, temperatura a la que se lo almacen6 durante 6 dias como maximo.
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4. Evaluacion de la morfologia espermatica postrefrigeracion

Para estudiar la morfologia espermatica, inmediatamente post refrigeracion
se fij6 1 ul de semen diluido proveniente de cada muestra en 50 ul de FST.
Posteriormente, una gota de esta muestra humeda se colocé entre porta y
cubreobjeto y se la observdé en microscopio de contraste de fases a 1200 X,
contando en guarda griega sobre un total de 100 espermatozoides. Las
morfoanomalias presentes en cada muestra se clasificaron y cuantificaron de
igual manera que en el semen fresco.

5. Analisis estadisticos

Se realiz6 andlisis descriptivo de los datos e inferencial mediante un
Andlisis de la Varianza. Como la variable en estudio fue medida en
porcentaje, para que se cumplieran los supuestos del ANOVA, se aplico la
transformacion arco seno.

Para cada patologia, individualmente, se utiliz6 un Disefio de Medidas
Repetidas con dos factores, aleatorio: cerdo con 10 niveles y repetido:
semen fresco y refrigerado. A las muestras se las consider6 como anidadas
dentro de cada cerdo y cruzadas con los niveles de semen (Winner et al,
1991).

Ademas se realiz6 un Andlisis de Diferencias de Medias para muestras
apareadas (Test t-apareado) a fin de comparar semen en cada patologia,
considerando 10 observaciones (variable es el porcentaje promedio por
cerdo) (Montgomery, 1991).

Para estudiar el comportamiento de todas las patologias en relaciéon con
semen fresco y refrigerado, se utilizé un Disefio de medidas repetidas con
dos factores repetidos: patologia y semen. (Winner et al, 1991).

Para comparar a las patologias entre si se aplic6 el test a Posteriori de
Tukey. (Kuehl, .2001).

Se consideraron diferencias estadisticamente significativas para p < 0.05.
RESULTADOS Y DISCUSION

Todas las muestras resultaron aptas para refrigerar y los valores de los
parametros evaluados en el semen fresco coincidieron con los sefialados por
diversos autores (Crabo, 1997; Flowers, 1998; Johnson y col., 2000 y
Rozeboom, 2004). No obstante, a los fines inherentes a este trabajo, se hara
referencia Unicamente los datos correspondientes a patologias espermaticas.
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Semen fresco

El 9.14 % de los espermatozoides examinados presentaron anormalidades
(Tabla N° 1). Este resultado fue algo menor a los sefialados en otros trabajos
(Serrano y col., 1989; Serrano y col., 1996; Crabo, 1997; Flowers, 1998;
Rozeboom, 2004, Rueda y col. 2006; Gonzalez y col., 2008). Asi, Rueda y col.
(2006) en granjas cubanas de similares caracteristicas encontraron 10.30 %o,
mientras que Serrano y col., (1996), en clima tropical, observaron un
porcentaje aun mayor (15,83%). No obstante, todas se encuentran dentro de
los valores normales, ya estudios previos se establecié que el porcentaje de
anormalidades admitidas en el eyaculado normal del verraco, varia del 7 al 30
%, con un valor promedio de 17% (Martin Rillo, 1982; Gibson, 1983; Flowers,
1998; Crabo, 1997; Rozeboom, 2004). Las variaciones en los valores
promedio de anormalidades espermaticas en el semen fresco de verracos
normales, pueden obedecer a nhumerosas causas individuales y de manejo en
esta especie (Rozeboom, 2004).

Estudiando a cada patologia en particular no se encontraron alteraciones en
los acrosomas (0,00%), mientras que otros autores que hallaron entre 1 — 5
% de acrosomas anormales (Serrano y col., 1996; Rueda y col., 2006).

Se observaron muy pocos defectos de cabeza espermatica (0,48 %), cantidad
considerablemente inferior a las sefialadas por Serrano y col. (1996) y Rueda
y col. (2006) y que se encontraban dentro de los valores considerados como
aceptables por Bonet y col. (1998).

Se observo que la mayor proporcion de patologias se ubica a nivel de la cola
del espermatozoide (4.27 %), aunque la proporcion hallada esta dentro de los
valores normales, donde las anormalidades de cola no superan el 10 %
(Lewis, 1995). En cada zona de la cola espermatica se observo diferente
incidencia de patologias (1.41 % en cuello y pieza media, 2.23 % en pieza
principal y 0.64 % en pieza final); en discordancia con otros autores que
hallaron aproximadamente 4 % de anormalidades en cuello y pieza media
(Serrano y col., 1996; Rueda y col., 2006). Sumando los resultados
individuales de pieza principal y terminal, para poder compararlos con los
informados como patologias de cola por los demas autores (Serrano y col.,
1996; Rueda y col., 2006), los valores siguen siendo inferiores a los
reportados por ellos.

Serrano y col. (1989), encontraron que el 30 % de las anormalidades,
correspondian a cuello y pieza intermedia y entre éstas, el 95 % eran
inserciones abaxiales.

10

10 de 20



Sitio Argentino de Produccién Animal

En cuanto a las gotas citoplasmaticas, el porcentaje de GCP fue menor (0.99
%) que el de GCD (3.39 %). En tanto que Serrano y col. (1996), encontraron
3, 62 %, sin diferencias entre ellas, en concordancia con Martin Rillo (1982).
Y difieren con los de Rueda y col. (2006), quienes refirieron 4.13 % de
patologias de cola y 3.62 % de gotas en general, de las cuales, el 40.38 %
eran gotas proximales y el 59.6 % distales.

Tabla N° 1. Porcentajes promedio y error estdndar de patologias esperméticas totales
(PET), patologias de cabeza (PCa), de acrosoma (PA), de cuello y pieza media (PPM),
de pieza principal (PPP) y de pieza final (PPF), gota citoplasmatica proximal (GCP) y
gota citoplasmatica distal (GCD), hallados en las muestras de semen fresco de
verracos usados para inseminacion artificial. n= 10

11 de 20

Verracol % PET  |%PCa | % PA %PPM [%PPP |%PPF |%GCP |[%GCD
(X+SE) |(X+SE) |(X+SE) |(X+SE) |(X+SE) |(X+SE) |(X+SE) |(X*SE)
N1 | 000 0.87 0.00 3.85 0.00 0.35 3.15 2.00
+ ’ * + + + + + +
343 0.33 0.00 1.79 0.00 0.17 1.75 0.90
N2 g o 0.00 0.00 5.20 0.00 0.00 0.00 4.05
+' + + + + + + +
- 0.00 0.00 1.91 0.00 0.00 0.00 1.79
3.52
N3 | 1047 2.05 0.00 3.87 0.00 1.55 0.00 2.70
+ ) * + + + + + +
. 0.82 0.00 1.79 0.00 0.78 0.00 0.99
N 0.00 0.00 0.00 1.05 0.00 0.00 1.40
+' + + + + + + +
= 0.00 0.00 0.00 10.39 0.00 0.00 0.44
0.43
N5 | g e 0.00 0.00 0.00 4.19 0.00 1.00 437
+' + + + + + + +
199 0.00 0.00 0.00 1.20 0.00 0.50 1.00
N6 |, 20 0.00 0.00 0.00 2.80 0.00 0.00 1.90
+' + + + + + + +
Lo3 0.00 0.00 0.00 1.74 0.00 0.00 0.92
Ne 7 0.00 0.00 1.15 1.47 3.35 0.00
11.39 s " " " i " 5.41
510 0.00 0.00 0.42 1.72 1.45 0.00 145
6.28
Ne 8 1.90 0.00 0.00 0.00 0.00 6.05
}_4'23 * + + i 24 + + +
" 0.83 0.00 0.00 ' 0.00 0.00 1.90
2.95
N9 |05 0.00 0.00 0.00 6.15 1.05 2.31 1.00
+ ) + + + + + + +
5 63 0.00 0.00 0.00 1.92 0.46 0.98 0.47
11
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N°e 10 8.87 0.00 0.00 0.00 0.37 0.00 3.47 5.02
+' + + + + + + +
5 15 0.00 0.00 0.00 0.17 0.00 1.66 1.79
0.48 0.63
Total 9.14 + 0.00 1,41 2,23 + 0.99 3.39
+ + + + + +
1 05 0.20 0.00 0.65 0.71 0.31 0.49 1.16

Al tipificar las patologias espermaticas cuantificadas en el semen fresco y
clasificarlas segun su origen (Blom, 1950), se pudo observar que la mayoria
eran de tipo primario, es decir producidas durante la espermatogénesis, a
excepcion de la gota citoplasmatica distal, que es una falla madurativa que se
produce a nivel epididimario (Lewis, 1995), y por lo tanto, se ubica en el
grupo de las patologias secundarias.

Entre las anormalidades de cabeza, las mas frecuentes fueron desprendidas
normales; estrechas y elongadas. Las dos ultimas son consideradas primarias,
mientras que las cabezas sueltas pueden ser primarias, secundarias o
terciarias.

En cuello y pieza intermedia, el mayor porcentaje correspondi6é a la insercion
abaxial. En pieza principal se encontraron segmentos doblados, asociados o
no a gota citoplasmatica distal, anormalidad de tipo secundario. En pieza final
la mayor proporcion de anormalidades fueron de dos tipos, extremo final
enrollado y extremo final doblado, que pueden ser de origen primario o
secundario. Todos estas observaciones coincidieron con las realizadas por
otros investigadores (Hancock y Howel, 1959; Knoll y kastyak, 1982; Serrano
y col., 1996.)

Semen refrigerado

Los resultados de la evaluacion de las patologias espermaticas en el semen
refrigerado, pueden observarse en la Tabla N° 2.

De un total de 48.000 espermatozoides examinados microscopicamente, el
15.30 % presentaron anormalidades. De éstos, el 1.75 % fueron patologias
de cabeza, donde la mayor proporcion de cabezas desprendidas normales,
estrechas, elongadas y sueltas.

El 1.03 % de fueron anormalidades de acrosoma, y el 100 % de ellos
correspondieron al tipo DAR (Pursel y col., 1972). Estos resultados se
contraponen a los de Gonzalez Pefia y col. (2008), que encontraron 19,26 %
de acrosomas anormales sin diferencias significativas con el semen fresco. El
porcentaje de acrosomas normales, inmediatamente post refrigeracion debe
ser alto, porque el acrosoma es una de las estructuras espermaticas mas
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susceptible a sufrir dafio después de diluido el semen. (Kommisrud y col.,
2002). A las 72 horas de almacenamiento a 16° C, se observo entre 7 %
(Gonzalez Pefa y col. 2008) y 9 % de acrosomas dafiados (Kommisrud y col.,
2002).

Tabla N° 2. Porcentajes promedio de patologias espermaticas totales (PET), patologias
de cabezas (PCa), de acrosoma (PA), de cuello y pieza media (PPM), de pieza principal
(PPP) y de pieza final de la cola (PPF), gota citoplasmatica proximal (GCP) y gota
citoplasmética distal (GPD), hallados en las muestras de semen porcino refrigerado. N=
10

Verracd 0 PET [%PCa |%PA |%6PPM [06PPP |%PPF [%GCP (9% GCD
(X +SE) | (X + SE) | (X SE) | (X SE) | (X SE) |(X+SE) |(X+SE) |(X%SE)

No1 |12 1342 0.25 358 0.00 0.40 261 2.25
Lol + + + + + + +

: 112|017 |113 000 018  |0.68 0.84

ne2 |18 logs 1997 443 |05 |os2  |0.00 477
0.94 x 0.04 * * * * x

: 0.46 : 132 |046 |050 0.00 0.99

neg (1728 101 191|289 [522  [155  |0.00 2.70
1 83 + + + + + + +

: 079 |0s5 |o67 |133  |0.78 0.00 0.99

Nea |1166 020 loa7  |255  [634  |000  [0.00 2.20
E 29 + + + + + + +

: 010 (018  |o0s83  |1.09 000 | o000 0.84

nos (102 o0 097|308 [370  [153  |0.00 235
E49 + + + + + + +

: ooo |053 |078 085  |056 0.00 0.83

Noe | 1298 1030 1.80 4.80 411 0.00 0.05 1.89
5 37 + + + + + + +

: 018  |0.84  |129  |1.40 000|033 0.68

no7 |29 o0 180 |506 [363 |426 |015 461
5 25 + + + + + + +

: 096 |084 |116 |105  [112  |0.10 1.18

nog (2339 lsas (190 1436|585 [000  |1.00 4.80
560 + 645 + + + + +

: 1.20 : 101|152 000 061 1.59

Nog | 1785 Hos0 0.00 3.43 4.67 3.05 3.03 2.25
560 + + + + + + +

: 0.35 000 |103 [133 |118  |0.79 0.85

Ne10 | 1206 1 3g 127 looo |o92 |o035 |475 3.39
E 29 + + + + + + +

: 069  |058 000 |048  [017  |o0.98 0.97

ot 1530 |175 103 (342  [353  |129  |1.16 312
ota + + + + + + + +

142 |oss |042 |092 |09s |045  |0.35 0.98
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El 8.24 % de las anormalidades se localizaron en la cola espermaética. Y el
segmento que presentd menor proporcion de patologias fue la pieza final
(1.29%), mientras que las piezas principal y media mostraron casi la misma
cantidad de patologias (3.42 y 3.53 %, respectivamente. Entre las
anormalidades de cola se hallaron patologias primarias semejantes a las
observadas en semen fresco y también algunas que pueden obedecer a
causas secundarias o terciarias, como colas dobladas simples y en latigo, lo
que permite suponer que fueron provocadas por la técnica de conservacion

El 4.28 % de las patologias fueron gotas citoplasmaticas. De éste porcentaje,
el 1.16 % correspondian a GCP y el 3.12 % a GCD.

Comparacion entre semen fresco y refrigerado

Como puede observarse en el Gréfico 1 y la Tabla N° 3, los porcentajes
promedios de patologias espermaticas totales en el semen refrigerado (15.30
%) fueron un 6.16 % mas altos que los del semen fresco (9.14 %) (p=
0.00022). Esto era esperable ya que la técnica de refrigeracion, aunque sea
realizada en las mejores condiciones, siempre implica un dafo espermatico
(Pérez Marcos y col., 1991).

15

CIFresco
M Refrigerado

1

Porcentajes promedios

PET
Patologias

Grafico N° 1. Comparacion de los porcentajes promedio de patologias
espermaticas totales (PET) hallados en las muestras de semen fresco y
refrigerado de verracos usados para inseminacion artificial. n= 10

Comparando cada tipo de patologia de manera individual se observd el
comportamiento de cada una de ellas en el semen fresco y refrigerado (Tabla
N° 3y Gréfico 2).
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Tabla N° 3. Porcentajes promedio y error estandar de patologias esperméticas totales
(PET), patologias de cabezas (PCa), de acrosoma (PA), de cuello y pieza media (PPM),
de pieza principal (PPP) y de pieza final de la cola (PPF), gota citoplasmatica proximal
(GCP) y gota citoplasmatica distal (GCD), hallados en las muestras de semen fresco y
refrigerado de verracos usados para inseminacion artificial. n= 10

SEMEN PET PCa PA PPM PPP PPF GCP GCD
(%) (%) (%) (%) [(%) (%) [(%) (%)
Fresco |914 0.48 0.00 1,41 |223 |063 o990 |3.39
£ + + + + + + +
1.05a  |p.26¢ 0.00e |0.65g |0.79 |0.35 |0.45 |0.57
Refrigerad 15.30 1.75 1.03 3.42 3.53 1.29 1.16 3.12
+ + + + + + + +
1.42b 0.56d 0.25f 0.46h |0.70 0.50 0.37 0.54
Sin letras no se detectaron diferencias significativas. Letras diferentes indican diferencias

significativas: a — b= (p=0.00022); c — d (p= 0.008); e — f (p= 0.003); g — h (p= 0.02).

OFresce
T o H Refrigerado

*

*
| |:I|:I
GCD  pa PCA PPF PPM  PPP

Gréafico N° 2. Comparacion de los porcentajes promedio de patologias de cabeza (PCa),
de acrosoma (PA), de pieza media (PPM), de pieza principal (PPP) y de pieza final de la
cola (PPF), gota citoplasmatica proximal (GCP) y gota citoplasmética distal (GCD),
hallados en las muestras de semen fresco y refrigerado de verracos usados para
inseminacion artificial. n= 10

Porcentajes promedio

M

GCP

Algunas de las patologias espermaéaticas se presentaron en mayor porcentaje
en el semen refrigerado.

Las anomalias de cabeza fueron mayores en el semen refrigerado (p= 0.008).
Por tipificacion se pudo advertir que estas diferencias eran provocadas por
anormalidades del tipo cabezas sueltas normales (Larsson, 1986; Althouse,
1997), las cuales pueden ser de origen primario, secundario o terciario (Blom,
1950). En este caso, inferimos que corresponden al tercer grupo, porque se
evidenciaron recién después de la refrigeracion.
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De igual manera, en el semen refrigerado se nota la aparicion de acrosomas
anormales, aunque en bajo porcentaje (1,04 %), mostrando diferencias
estadisticamente significativas con el semen fresco (p= 0.003). El tipo de
lesion acrosomal observado correspondié a DAR (borde apical dafiado) que se
asocia a efectos térmicos débiles (Pursel y col., 1972).

Con respecto a las patologias de cola, en el semen refrigerado se observo, en
las tres porciones, un incremento de los defectos con relacion al semen
fresco, aunque con valores escasamente significativos en pieza media (p=
0.02) y no significativos a nivel de pieza principal y final.

Los porcentajes GCP (1.16 %) y de GCD (3.12 %) del semen refrigerado no
mostraron diferencias significativas con respecto a los del semen fresco (0.99
% y 3.39 %, respectivamente), lo cual era esperable ya que nunca son
anormalidades de origen terciario.

Cuando se analiz6 la interaccion entre verracos y tratamientos del semen, en
las patologias de cabeza, acrosoma, pieza final y gota citoplasmética distal se
observd interaccion no significativa entre verracos y tratamiento del semen,
lo que muestra que el comportamiento de la patologia en todos los verracos
es igual segun sea el tipo de procesamiento. Mientras que en las patologias
de cuello y pieza principal, pieza media y gota citoplasméatica proximal se
observo interaccion significativa entre verraco y tratamiento del semen, lo
cual indica que el comportamiento de la patologia varia entre verracos.

Ademas en las patologias de cabeza, acrosoma, pieza final y gota
citoplasmatica distal se encontré variabilidad estadisticamente significativa
entre verracos (factor aleatorio). En concordancia con Mazzarri y Fuentes
(1978) y Fuentes y col. (1989), quienes observaron un amplio rango entre las
caracteristicas espermaticas, debido a las grandes variaciones individuales
por efectos de factores intrinsecos (raza y edad) y extrinsecos (clima y
manejo).

Tal como se esperaba el porcentaje de patologias primarias y secundarias no
varié significativamente entre semen fresco y refrigerado. Solo se observo
incremento de algunas anormalidades de tipo terciario, posiblemente
influenciadas por el procesamiento. Ello debido a que todas las células
espermaticas son sensibles a los cambios térmicos, y las del porcino ain mas,
por lo que sufren dafios durante el proceso de refrigeracion, aunque mas
leves que en la criopreservacion (Pérez Marcos, 1991).
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CONCLUSIONES

porcentaje de anormalidades espermaticas es mayor en semen

refrigerado que en fresco.

La refrigeracion provoca leves alteraciones en la morfologia espermaética,
las cuales se pueden calificar, cuantificar y diferenciar de las propias del
semen fresco mediante técnicas de evaluacidon microscopicas de escasa
complejidad.

Existen variaciones individuales entre verracos en cuanto al tipo y niamero
de patologias espermaticas observadas en su semen fresco y refrigerado.
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