Stornelli, et. al. Acta Microscopica Vol. 23, No.3, 2014, pp. 161 - 167

ANORMALIDADES ESPERMATICAS EN EL GATO DOMESTICO (FELIS SILVESTRIS
CATUS)

M.C. Bonaura®, S. Jurado®, R. Nufiez Favre*®, M. Garcia®™®, P. Sarmiento?, M.A. Stornelli**

*Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLP. Calle 60 y 118 s/n. La Plata. Argentina. BI900AVW.
® CONICET.
“CIC.
4Servicio de Microscopia Electrénica de Barrido. Fac. Cs. Naturales y Museo. UNLP.

*Autor de correspondencia, email: astornel@fcv.unlp.edu.ar. Direccion: calle 60 y 118 s/n (1900) La Plata, Argentina, Tel
(54) (0221) 4236663/64. Int 455.

Recibido: Septiembre 2013.  Aprobado: Julio 2014
Publicado: Noviembre 2014.

RESUMEN

El gato doméstico ha sido clasificado como teratospérmico en relacion al alto porcentaje de anormalidades espermaticas
presentes en el semen de gatos sanos y fértiles. El objetivo fue estudiar el tipo de anormalidades espermaticas en el gato
doméstico. Se utilizaron 50 gatos (n=50) mestizos. Los espermatozoides epididimales obtenidos fueron procesados para
estudio de microscopia oOptica y electronica. El estudio de microscopia dptica permitié observar alteraciones acrosomales
(quistes, hinchamientos), de la cabeza (macro y microcefalia, cabezas globosas, piriformes, alargadas y dobles), de la pieza
intermedia (doble, deshilachada, doblada, gotas distales e insercion excéntrica), de la cola (cola doble, enrollada, Dag y falta
de la porcion terminal). El estudio de microscopia electronica permitid observar alteraciones acrosomales, defecto de
“Dag”, colas dobles, cabezas dobles, axonemas incompletos. Nuestros resultados muestran gran variedad de anormalidades
espermaticas tanto en el estudio de microscopia optica como en el de microscopia electronica. En el presente trabajo se
describen por primera vez en felinos las anormalidades espermaticas observadas al microscopio electronico y se las
relaciona con las observadas al microscopio doptico.

Palabras claves: espermatozoides, gato, morfoanomalias.
SPERM ABNORMALITIES IN DOMESTIC CAT (FELIS SILVESTRIS CATUS).
ABSTRACT

The domestic cat is classified as teratospermic in relation to the high percentage of abnormal sperm in semen of healthy and
fertile cats. The aim was to study the kind of sperm abnormalities in the domestic cat. Fifty short-hair mixed breed male cats
were used (n = 50). The epididymal sperm were processed using light and electronic microscopy. Microscopically study
allowed to observe acrosomal abnormalities (cysts, swelling), head disorders (macro and microcephaly, heads globose,
pyriform, elongated and double), sperm midpiece abnormalities (double, frayed, bent, and insertion distal eccentric drops)
and tail disorders (tail double coiled Dag and lack terminal portion). Ultramicroscopical study allowed to observe acrosomal
disorders, Dag, double tails, double heads and incomplete axonemes. Our results show a variety of sperm abnormalities.
Our results showed severals sperm abnormalities in cat epididymal sperm. In this paper we describe for first time
ultramicroscopic sperm abnormalities and relate them to sperm microscopic abnormalities.

Keywords: sperm, cat, abnormal morphology.

INTRODUCCION

El estudio morfoldgico de la célula espermatica es uno definido. En los felinos el conocimiento en ésta area es
de los indicadores de funcionalidad celular [1]. En escaso. Es probable que asi como ocurre en otras
algunas especies como en los bovinos el impacto de las especies, las alteraciones de la morfologia espermatica

morfoanomalias sobre la fertilidad se encuentra bien afecte la capacidad fecundante de la célula.
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Las anormalidades espermaticas disminuyen durante el
transito en el epididimo, mientras que algunas
anormalidades de la cola se originan en el epididimo [2].
La influencia de la estacion del afio sobre la produccion
espermatica ha sido bien definida en los ultimos afios [3,
4]. Es asi que el porcentaje y tipo de morfoanomalia
variara segin el gato se encuentre o no en la estacion
reproductiva [5]. Asi como la estacion del afo, la edad
del animal es otro factor relacionado con la ocurrencia de
anomalias espermaticas [3]. Howard y col. han
demostrado que gatos con menos del 40% de
espermatozoides morfologicamente normales tienen bajas
tasas de penetracion en la zona pelucida comparado con
gatos con 60% o mas de espermatozoides normales [6].
El gato doméstico ha sido clasificado como
teratospérmico en relacion al alto porcentaje de
anormalidades espermaticas presentes en el semen de
gatos sanos y fértiles [3, 7].

Células espermaticas que son consideradas normales al
microscopio optico (MO) pueden presentar alteraciones
en su morfologia que solo son detectables al microscopio
electroénico (ME).

Aunque la morfologia espermatica puede evaluarse con
un microscopio de contraste de fase en las especies de
produccion, el principal método para diferenciar entre
células normales y anormales en caninos y felinos es el
uso de extendidos de semen tefiido con coloraciones
especiales [8, 9]. El estudio morfologico permite detectar
anormalidades de la cabeza, pieza intermedia y cola,
defectos acrosomales especificos o variaciones del
tamano de las cabezas. No obstante, este método esta
basado en criterios subjetivos, los cuales producen una
gran variabilidad dentro y entre los laboratorios [10]. El
uso del sistema CASA provee mediciones mas objetivas
y confiables de la motilidad y morfologia espermatica
[11]. Sin embargo, el sistema CASA es costoso y

necesita una calibracion exacta [12].
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La evaluacion morfolégica usando microscopia
electronica de transmision o de barrido es muy valiosa
porque provee informacion detallada a cerca de la
morfologia e integridad de la célula espermatica que no
es posible obtener por medio de otras metodologias. Esta
informacion posibilita estimar la fertilidad del semen
analizado con mayor exactitud que otras pruebas de
analisis de semen in vitro [13]. Los detalles
ultraestructurales de cualquier alteracion morfologica del
semen o el grado de dafio de membrana son mejor
evaluados usando este tipo de microscopios de alta
resolucion [14, 15]. El microscopio electronico de
barrido permite examinar el espermatozoide completo a
un nivel de magnificacion elevado y con mayor poder de
resolucion que el microscopio optico. Ademas, el secado
por punto critico empleado en este tipo de microscopia
evita las deformaciones de las células espermaticas
apreciandose mejor las estructuras superficiales [16, 17].
Por otro lado, el microscopio electronico de transmision
es una herramienta que permite realizar la evaluacion de
las estructuras intracelulares e identificar numerosos
defectos estructurales, tanto de la cabeza como de la cola,
que interfieren en el proceso de la fecundacion.

Si bien la morfologia espermatica y la motilidad son
pruebas de contrastacion usadas en la evaluacion seminal,
no son eficientes para detectar alteraciones cuando los
defectos morfologicos poseen magnitud a escala
ultramicroscopica [18]. Por otra parte el dafio subcelular
puede afectar la fertilidad sin tener necesariamente un
impacto en la motilidad [19]. El estudio ultraestructural
de la célula espermatica ofrece informacion detallada
sobre la integridad estructural del espermatozoide
pudiendo ser una herramienta sumamente util en la
deteccion de alteraciones estructurales que interfieren en
el proceso de fecundacion [13].

Existen escasos estudios sobre la ultraestructura de los
espermatozoides felinos [7]. El estudio de los

espermatozoides frescos permitird observar anomalias
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morfoldgicas  microscopicas y  ultramicroscépicas
presentes en espermatozoides felinos y estimar su
capacidad fecundante.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el tipo de
anormalidades espermaticas observadas al MO y al ME,

en el gato doméstico.

MATERIALES Y METODOS

Diserio experimental

Se utilizaron 50 gatos (n=50) mestizos, de entre 24 y 36
meses de edad, sanos, con un peso entre 3 y 5 Kg.,
incluidos en un plan urbano de control de la
reproduccion, los cuales fueron sometidos a orquiectomia
bilateral [20]. Cuarenta y cinco gatos castrados en
estacion reproductiva y no reproductiva fueron utilizados
para microscopia Optica y 5 gatos castrados en estacion
reproductiva para microscopia electronica. Luego de la
orquiectomia, los testiculos y epididimos (EPI) de cada
animal fueron colocados en solucion fisiologica (SF) con
el agregado de 100 IU/ml de penicilina, mantenidos a
temperatura ambiente y enviados rapidamente al
laboratorio. Los EPI se procesaron dentro de las 4 hs
posteriores a la orquiectomia, tiempo que se tarda desde
la orquiectomia hasta la llegada de los organos al
laboratorio. Se separd cada cola del epididimo y se
atempero en un bafio termostatizado a 37°C durante 10
minutos en 0,75 ml de Tris base (Tris 3,025g, acido
citrico 1,27 g, fructosa 1,25 g, agua destilada csp 100
ml). La recuperacion de los espermatozoides
epididimales (EE) se realizé por la técnica de “cutting”

de la cola del epididimo [21].

Estudio microscopico

Para microscopia oOptica, una gota de EE se extendio
sobre portaobjetos pre-calentado, se tifid utilizando
tincion 15® (Biopur S.R.L. Argentina). Posteriormente se

contaron 100 células por muestra con objetivo de
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inmersion. Las morfoanomalias se clasificaron en

anormalidades de cabeza, pieza intermedia y cola.

Estudio ultraestructural

Microscopia electronica de transmision

Las muestras se fijaron en glutaraldehido al 2 % en buffer
de fosfato (pH 7,2-7,4). Se centrifugaron a 1000 rpm
durante 10 minutos y el pellet obtenido permaneci6 en el
fijador durante 2 hs a 4 °C. La fijacion secundaria se
realizd con tetréxido de osmio al 1 % durante 1 hora a 4
°C 'y posteriormente, los espermatozoides se
deshidrataron en una serie creciente de alcoholes y se
incluyeron en resina Epoxi [13]. Los cortes ultrafinos (90
nm) se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de
plomo. Estas muestras se observaron en un microscopio
electrénico de transmision (MET) Jeol JEM 1200 EX 11
(JEOL Ltd., Tokio, Japoén). Se evaluaron 100 cabezas y
100 colas.

Microscopia electronica de barrido

Las muestras se fijaron con glutaraldehido al 1 % durante
2 hs. La dilucién se filtré a través de un filtro Millipore
(5pn de diametro) y los filtros se deshidrataron en
concentraciones crecientes de alcohol etilico (10 % a 100
%). Posteriormente, los espermatozoides depositados
sobre los filtros fueron transferidos a acetato de amilo y
sometidos al secado por punto critico (Balzer CP 30) y
finalmente se metalizaron con oro-paladio (Jeol Fine
Coat 1100). Las muestras se observaron en un
microscopio electrénico de barrido (MEB) Jeol JSM

6360 LV.

RESULTADOS

Estudio microscopico

El estudio mediante microscopia Optica permitioé observar
alteraciones acrosomales (quistes, hinchamientos), de la
cabeza [macro y microcefalia, cabezas globosas,

piriformes, alargadas y dobles (Fig. 1)], de la pieza
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intermedia [doble (Fig. 1), deshilachada, doblada, gotas
distales e insercion excéntrica], de la cola [cola doble,
enrollada (Fig. 2), Dag (Fig. 2) y falta de la porcion

terminal].

Fig. 1. Tincion 15 Biopur SRL. Objetivo 100X. Se
observa un espermatozoide felino con cabezas y piezas
intermedia dobles.

Al estudiar el total de las muestras obtenidas, el
porcentaje de espermatozoides normales fue de 53%, y
47% presentaron una morfologia anormal, de las cuales
el 37,1% de las anormalidades encontradas se observaron
en la cola, 8,33% en la cabeza y alrededor del 2% se
presentaron en ambas localizaciones.

Cuando se compard el porcentaje de espermatozoides
normales de la estacion reproductiva (primavera-verano)
versus la estacion no reproductiva (otofio-invierno) pudo
observarse una tendencia a ser superior el porcentaje de
espermatozoides normales en la estacion reproductiva
57,1342,11 vs 52,36+2,48.

Estudio ultramicroscdpico

El estudio mediante el MET permiti6 observar
alteraciones acrosomales (Fig. 3), defecto de “Dag” (Fig.
4, 7), colas dobles (Fig. 5), cabezas dobles (Fig. 5, 6),
axonemas incompletos (Fig. 5). EL 80,75% de las
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cabezas y el 91,75% de las colas de los EE mostraron una

morfologia normal al MET.

Fig. 2. Tincion 15 Biopur SRL. Objetivo 100X. Se
observa un espermatozoide felino con defecto de Dag” a
la izquierda y un espermatozoide con cola enrollada a la

derecha.

Fig. 3. MET: Corte longitudinal a nivel de la cabeza de 2
espermatozoides. Se observan acrosomas defectusos.
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Fig. 4. MET: “Dag”: caracterizado por el enrollamiento
de la cola alrededor de la cabeza envuelta por una
membrana plasmatica intacta.

&~ :
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Fig. 5. MET: Se observan cabezas dobles (flecha gris),
gota citoplasmatica (flecha blanca), colas dobladas
(flechas negras).

En el MEB se pudieron observar anormalidades como:
quiste  acrosomal, acrosomas dafiados, cabezas
anormales, insercion excéntrica de pieza intermedia,

colas dobladas y gotas citoplasmaticas.
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Fig. 7. MEB: Colas enrolladas. Dag (flecha).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En el presente trabajo se describen por primera vez las
anormalidades espermaticas observadas al ME y se las
relaciona con las observadas al MO. Nuestros resultados
muestran gran variedad de anormalidades espermaticas
tanto en el estudio de microscopia Optica como en el de
microscopia electronica de EE del gato doméstico. Los
hallazgos al MO se correlacionan con lo observado

previamente por Axner y col. [3] y Nuiiez Favre y col.

[9].
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Los dafios detectados en los acrosomas podrian
comprometer el proceso de capacitacion al causar
disfuncion acrosomal, lo que podria ser responsable del
bajo éxito en la fertilizacion en gatos domésticos
teratospérmicos [7]. La capacitacién espermatica es un
pre-requisito para la reaccion acrosomal. Si bien la
disfuncion acrosomal en gatos teratospérmicos podria no
estar exclusivamente relacionada a la morfologia, la
capacidad reproductiva se veria comprometida al
aumentar la teratospermia [7]. En concordancia con lo
expresado por Long y col., en nuestro trabajo el estudio
ultraestructural mostro diferentes alteraciones
acrosomales.

Por otro lado, Axner y col. han demostrado que gatos con
bajos porcentajes de espermatozoides normales son
capaces de producir crias [3].

Es asi que los resultados obtenidos en este estudio
permitirian hipotetizar que los animales utilizados en
nuestros experimentos serian capaces de fecundar. Sin
embargo se requieren futuras investigaciones para
confirmarlo.

En el presente trabajo las muestras estudiadas mediante
microscopia Optica provenian de animales en estacion
reproductiva 'y no reproductiva mientras que las
estudiadas mediante microscopia electronica provenian
solo de animales en estacion reproductiva. Se ha
comunicado un efecto estacional en la morfologia
espermatica, con una tendencia a producir mayor
porcentaje de células normales durante la estacion
reproductiva [3]. En concordancia con los mencionados
hallazgos, Nufiez Favre y col. observaron un alto
porcentaje de formas normales en EE normales en gatos
castrados en el periodo anual de ascenso luminico. Si
bien muchos gatos poseen un alto porcentaje de formas
anormales en el eyaculado, la disponibilidad de mas de
12 hs luz permitiria un mayor nimero de individuos con
mas de 60% de espermatozoides normales y mayor

motilidad, vigor y concentraciéon espermatica [9]. En
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concordancia con lo observado por otros autores [3, 9] las
diferencias  encontradas en el porcentaje de
anormalidades observadas mediante microscopia optica y
electronica podria deberse a la estacion en la que se
encontraban los animales utilizados en el presente
estudio.

Podemos concluir que la microscopia electrénica nos
brinda una herramienta util para evaluar la morfologia
celular. Asi mismo el estudio de la estructura espermatica
es un importante parametro para evaluar la calidad
seminal de un individuo y aproximar el diagnostico de

trastornos de la fertilidad.
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