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RESUMEN

Algunas causas de subfertilidad en el macho canino son concomitantes con la ocurrencia de morfoanomalias espermaticas.
Ciertas anormalidades morfoldgicas de la cola del espermatozoide se relacionan con alteracion de la motilidad y pueden
asociarse con defectos cromosémicos. El defecto Dag es una anomalia primaria de la cola y afecta la funcionalidad
espermatica. El objetivo de este trabajo es comunicar un caso de subfertilidad asociado al defecto Dag en un canino. La
fraccidn espermaética del eyaculado de un reproductor Ovejero Aleméan de 4 afios de edad con baja eficiencia reproductiva
fue utilizada para la realizacién de un espermograma completo. La evaluacion seminal de rutina mostré un bajo porcentaje
de espermatozoides con motilidad progresiva y una baja concentracion espermatica. El estudio de la morfologia espermatica
mediante microscopia optica permitié observar un gran nimero de espermatozoides con colas enrolladas mostrando una
imagen compatible con la presencia de defecto Dag. A nivel ultraestructural, se observaron colas enrolladas alrededor del
nlcleo rodeadas por la membrana plasmatica. También se hallaron varios cortes transversales de la pieza principal e
intermedia envueltos por una membrana celular comin. Los hallazgos obtenidos a partir de la evaluacion rutinaria del
semen permitieron arribar al diagndstico presuntivo de subfertilidad asociada al defecto Dag. Estos hallazgos impulsaron el
estudio ultraestructural de los espermatozoides del paciente. El andlisis ultraestructural del semen de perro permitié
confirmar la ocurrencia del defecto Dag hallado el 80% de los espermatozoides lo cual estaria asociado a la disfuncion
reproductiva del animal estudiado.
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A SUBFERTILITY CASE ASSOCIATED TO A DAG DEFECT IN DOGS

SUMMARY

Male subfertility in dogs is usually coexistent with abnormal sperm morphology. Abnormal morphology of the sperm tail is
related to motility changes that may be associated with chromosomal defects. The Dag defect is a primary abnormality of
the tail that affects sperm function. The aim of this work is to report a case of male subfertility in a dog associated with the
Dag defect. The sperm-rich fraction of an ejaculate from a 4-years-old German Shepard dog with known low reproductive
efficiency was used to perform a complete spermiogram. A light microscopy study of sperm morphology revealed a large
number of spermatozoa with coiled tails images-Dag defect. The ultrastructural study showed coiled tails around the
nucleus surrounded by the plasma membrane. Several transversal sections of principal- and middle-piece covered by a
common cellular membrane were found. The routine spermiogram allowed us to make a presumptive diagnostic of
subfertility associated with the Dag defect. Furthermore, the ultrastructural study of the sperm cells, allowed us to confirm
the occurrence of the Dag defect. This sperm abnormality was found in 80% of the spermatozoa of the ejaculate and could
be associated with the subfertility of this male dog.
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INTRODUCCION

Las alteraciones seminales que se relacionan con
disminucion de la capacidad fecundante son de suma
importancia en animales utilizados como reproductores.
El defecto Dag es una morfoanomalia espermatica
detectada en la pieza media y es una causa de esterilidad
(1). Este defecto podria estar presente (<4%) en el semen

normal (2). Niveles superiores al 50 % pueden traer
aparejados serios trastornos en la fertilidad (3). En los
individuos que padecen esta tipo de alteracion
morfolégica la capacidad de cépula y livido es normal,
aunque el recuento de espermatozoides es menor y la
motilidad esta disminuida.
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Es bien conocida la importancia de la motilidad
espermatica como un indicador de la calidad del
eyaculado canino (4). La astenozoospermia asi como la
morfoanomalias espermaticas pueden afectar la fertilidad
de manera significativa (5). Las morfoanomalias
espermaticas detectadas en el eyaculado pueden reflejar
alteraciones ocurridas en el testiculo o en el epididimo y
varian desde defectos morfoldgicos evidentes durante el
espermograma de rutina, hasta defectos mas sutiles solo
observables mediante ultramicroscopia.

En los animales domésticos las anomalias espermaticas
han sido asociadas con subfertilidad e infertilidad. El
defecto Dag es una anomalia primaria que se produce
durante la espermatogénesis, afecta la funcionalidad
espermatica y compromete la capacidad fecundante del
semen de un reproductor (2). Este defecto estd
caracterizado por el plegamiento, enrollamiento y
fractura de los elementos constitutivos de la parte distal
de la pieza media del espermatozoide.

Segun Olson y col (6), el defecto Dag es un defecto
genético donde la morfologia del axonema espermatico
aparece normal en el testiculo y/o en la parte proximal
del epididimo, pero en la porcién distal de la cola del
epididimo el espermatozoide exhibe un patrén similar a
la desintegracion axonomica. Los defectos espermaticos
de origen genéticos son defectos especificos que han
demostrado ser transmisibles a la descendencia y han
sido asociados con variadas morfoanomalias (acrosoma
“nudoso”, “arrugado” e incompleto; cabezas redondas,
condensacion anormal de la cromatina; anomalias de la
pieza intermedia como defecto Dag, pseudogota o
defecto de “tirabuzon”; defectos en la cola como
disquinesia ciliar primaria) en distintas especies
(Chenoweth, 2005).

Blom (1) fue uno de los primeros en describir el defecto
Dag en el semen de dos toros hermanos subfértiles de la
raza Jersey inmediatamente después de la madurez
sexual, y observé colas enrolladas, dobladas y rotas que

involucraron al 40-50% de las células. A nivel
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ultraestructural, las fibras axiales del flagelo eran
anormales, estaban desplazadas o ausentes. Ademas, la
cola enrollada estaba encerrada en una membrana celular
comun. El defecto involucr6 a la pieza principal de la
cola més frecuentemente y a la pieza media solo
ocasionalmente. Mas tarde, Koefoed y Pederson (7)
confirmaron estos hallazgos.

Las anormalidades morfolégicas de la cola y del
axonema del espermatozoide son una causa de
astenozoospermia. Si bien muchas veces se asocia a
defectos genéticos del flagelo, también puede ocurrir por
procesos patoldgicos de otro origen. La deficiencia
motriz del espermatozoide puede tener origen en el
testiculo, durante el paso de la célula espermatica por el
epididimo o por efecto de otros elementos del plasma
seminal (8). Si bien el defecto Dag puede detectarse
mediante la microscopia 6ptica convencional, el estudio
ultramicroscopico permite confirmar el diagndstico.
Mediante el microscopio electrénico se puede obtener
informacion detallada a cerca de las alteraciones
morfoldgicas que se producen en la estructura fina de los
componentes espermaticos involucrados en la fertilidad
(9). En el presente estudio se analizaron las
caracteristicas estructurales y ultraestructurales de los
espermatozoides del eyaculado de un paciente canino con
subfertilidad.

MATERIALES Y METODOS

Animal

Se utilizéd un reproductor Ovejero Aleméan de 4 afios de
edad. EI mismo fue derivado al Servicio de Reproduccion
Animal por presentar baja eficiencia reproductiva. En el
examen fisico general asi como en el examen particular
del aparato genital no se encontraron alteraciones. Para
obtener informacion sobre la calidad de semen del
reproductor se indico la realizacion de un espermograma.
La fraccion espermatica del eyaculado del paciente se
obtuvo mediante masturbacion (10; 11) y fue utilizada

para la evaluacién seminal.
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Evaluacion de semen

Con la muestra de semen obtenida se realizo:

1. Examen macroscépico: Volumen, color, aspecto.
2. Examen microscdpico:

— Concentracion espermatica total: se estimd con
camara de Neubauer haciendo una dilucién 1:200
con solucidn fisiolégica formolada. (12).

— Motilidad individual: el semen fresco diluido con una
gota de diluyente isoténico se colocd en un
portaobjetos limpio a 37 °C, sobre el que se deposito
un cubreobjetos y se observd por microscopia a 400
X, en varios campos se estim6 el porcentaje de
espermatozoides con motilidad progresiva y el tipo
de movimiento individual (12).

— Tincién supravital: se utilizé la tincién de eosina-
nigrosina (12).

— Morfologia espermatica: se utilizd6 microscopia de
contraste de fase (13).

3. Pruebas bioguimicas: Fosfatasa Alcalina: se utilizo el
método colorimétrico usando fenilfosfato de sodio como
sustrato (12, 14)

4. Microscopia electrénica de barrido: La fraccion
espermatica se diluy6 en buffer de fosfato (pH 7,2-7,4) y
se fijé con glutaraldehido al 1 % durante 2 horas. La
dilucién se filtro a través de un filtro Millipore (5u de
didmetro) '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 (Jeol Fine Coat 1100). Las
muestras se observaron en un microscopio electrénico de
barrido Jeol JSM 6360 LV.

Microscopia electrénica de transmision

La fraccion espermatica se fijé en glutaraldehido al 2 %
en buffer de fosfato (pH 7,2-7,4). Se centrifugé a 1000
rpm durante 10 minutos y el pellet obtenido permanecio

en el fijador durante 2 horas a 4 °C. La fijacidn
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secundaria se realizo con tetroxido de osmio al 1 %
durante 1 hora a 4 °C y posteriormente, se deshidraté en
una serie creciente de alcoholes y se incluyd en resina
epoxi. Los cortes ultrafinos (90 nm) se contrastaron con
acetato de wuranilo y citrato de plomo y fueron
examinados y fotografiados en un microscopio
electrénico de transmisién JEM 1200 EX |1 (Jeol).

RESULTADOS

El volumen de la fraccién espermatica del eyaculado fue
de 1,5 ml, el aspecto opalescente y el color blanquecino.
Los datos obtenidos en el espermograma mostraron un
bajo porcentaje de espermatozoides con motilidad
progresiva (20 %) y una baja concentracién espermatica
total (50 x 10%espermatozoides/ml). El valor de fosfatasa
alcalina obtenido fue de 10.000 U/L, lo cual permiti6
establecer que el paciente no presentaba un cuadro de
obstruccion ductal unilateral.

El estudio de la morfologia espermatica mediante
microscopia Optica permiti6 observar un 80% de
espermatozoides con colas enrolladas alrededor de si
mismas o alrededor de la cabeza espermatica mostrando

una imagen compatible con la presencia de defecto Dag
(Fig. 1).

i

i

Fig. 1. Defecto Dag (x100).

A nivel ultraestructural, las células espermaticas
mostraron defecto Dag como anomalia predominante. Se
observaron espermatozoides con colas enrolladas
envueltas por una misma membrana (Fig. 2) y colas
enrolladas alrededor del nicleo rodeadas por la

membrana plasmética (Fig. 3). También se hallaron
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varios cortes transversales de la pieza principal e

intermedia envueltos por una membrana celular comun
(Fig. 4).

Figura 2- Se observa un espermatozoide con la cola
enrollada envuelta por una misma membrana.
N: nicleo, F: flagelo (x 4500).

CONCLUSIONES

Las observaciones de la célula espermética a nivel
estructural y ultraestructural revelaron que el 80% los
espermatozoides del reproductor canino evaluado
presentaron defecto Dag. Las alteraciones observadas
permitieron establecer una estrecha relacion entre los
defectos morfologicos espermaticos y la subfertilidad del
reproductor evaluado.

La presencia de un defecto monomérfico especifico en el
semen de pacientes con trastornos de fertilidad se
correlaciona con morfoanomalias de origen genético. En
animales consanguineos aumenta la probabilidad de
aparicion de este tipo de anomalias (2, 15). Es necesario
diferenciar el defecto Dag del enrollamiento de la cola
detrds de la cabeza por otras causas. Mientras que el
defecto Dag podria tener bases hereditarias (2), el
enrollamiento del flagelo estaria causado por ciertas
condiciones del medio ambiente (el pH y la compaosicién
quimica de los fluidos del tracto seminal) asociadas a

dietas ricas en zinc (16, 17). En concordancia con lo

Acta Microscopica, Vol. 13, Nos. 1y 2, 2004, pp. 30-36

postulado por Blom y Wolstrup (16), Otros
investigadores (6) han establecido que dietas pobres en
nutrientes esenciales como el selenio podrian inducir la
reduccion o pérdida de la motilidad y exhibir defectos
flagelares localizados primariamente en la pieza media.

En estudios realizados por Blom y Wolstrup (16) se
indicd que la destruccion del aparato motor en la cola
espermatica (defecto Dag) en toros de la raza Jersey
estaria relacionada a una condicion bioguimica anormal
asociada con niveles elevados de zinc en el
espermatozoide y en un menor grado al plasma seminal.
Ademaés, sefialaron que el dafio seria infligido cuando la

gota citoplasmatica proximal cambia a la posicidn distal.

Fig. 3. Defecto Dag: caracterizado por el enrollamiento
de la cola alrededor de la cabeza envuelta por una
membrana plasmatica intacta (flechas). Se observa el
acrosoma (A) desprendido y material membranoso (1)
en el citoplasma. Se distinguen cortes transversales de la
pieza intermedia (pi), pieza principal (pp) y pieza
terminal (pt) con diferente grado de distorsién de la
arquitectura normal del axonema. N: nicleo
(Barra= 500 nm).
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Fig. 4. Diferentes segmentos de la cola envueltos por
una membrana plasmatica comuin (flechas). PI: pieza
intermedia, PP: pieza principal, PT: pieza terminal
(Barra= 500 nm).

También se sugirié que la migracion defectuosa de la
gota citoplasmatica durante la maduracién epididimaria
podria estar asociada con la patogénesis del defecto Dag
en cerdos (18).

En el defecto Dag los espermatozoides muestran la cola
enrollada alrededor de si misma o alrededor de la cabeza.
Suzuki-Toyota y col (19) sugirieron que el enrollamiento
del flagelo alrededor de la cabeza del espermatozoide se
relacionarfa con la migracion de la gota citoplasmatica
cuando la formacion del anillo posterior es defectuosa o
esta ausente. Ese anillo es una estructura anular que se
encuentra en la cabeza del espermatozoide, posterior a la
vaina postacrosomal, el cual une la membrana plasmatica
espermatica a la envoltura nuclear (20). Por lo tanto, al
faltar el anillo posterior, el ndcleo se mueve junto con la
gota citoplasmatica cuando ésta se desplaza distalmente.

Como consecuencia, el nicleo aparece dentro de la gota
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citoplasmatica y la forma resultante es la cola enrollada
alrededor del nucleo (19).

Si bien se puede inferir que el defecto Dag detectado en
los espermatozoides eyaculados del reproductor canino
analizado podria tener un origen genético, también se lo
podria asociar a trastornos en la funcionalidad
epididimaria. Se ha sugerido que en el epididimo habria
un control de la calidad espermaética, ya que la ubiquitina
secretada por el epitelio epididimario se une a la
superficie de los espermatozoides defectuosos (21) y
muchos de esos espermatozoides ubiquitinados son
fagocitados por las células epiteliales del epididimo (22).
Sutovsky y col (23) proponen que las colas enrolladas
son el blanco primario de la ubiquitina epididimaria. La
elevada cantidad de espermatozoides con defecto Dag
detectada en el eyaculado estudiado podria evidenciar la
falta de control ejercido por el epididimo.

Las alteraciones submicroscopicas de la estructura
citoesquelética del flagelo espermatico estan asociadas
con una motilidad reducida o completamente ausente en
animales subfértiles o infértiles (15). Estos elementos
flagelares juegan un rol clave al permitir que los
espermatozoides se muevan efectivamente en direccion
anterdgrada (9). Al estar partidos los componentes del
axonema o el flagelo enrollado y envuelto por una
membrana plasmatica comln, como se observé en el
semen del reproductor evaluado, es imposible que estos
espermatozoides se muevan en forma progresiva y logren
fecundar un évulo. El bajo recuento espermaético, el bajo
porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva
y el alto porcentaje de espermatozoides con defecto Dag
presentes en el semen del macho estudiado indicarian que
el animal no podria ser utilizado como reproductor. Si
bien este animal podria llegar a tener descendencia se
debe tener en cuenta la posible heredabilidad de este
defecto lo cual seria motivo para desalentar la utilizacion
de este semen para lograr descendencia (24).

La implementacion del examen ultraestructural de la

célula espermatica depende de los datos obtenidos
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mediante microscopia Optica y del diagnéstico presuntivo
al cual se arriba. Asi mismo la cuantificacion de las
alteraciones ultraestructurales es necesaria para estimar la
influencia de la anormalidad en la capacidad reproductiva
del macho (25).

Los hallazgos obtenidos a partir de la evaluacién rutinaria
del semen permitieron arribar al diagnéstico presuntivo
de subfertilidad asociada al defecto Dag en el paciente. El
analisis ultraestructural del semen permitié confirmar que
el defecto Dag hallado en la mayoria de los
espermatozoides seria el responsable de la disfuncion

reproductiva del animal estudiado.
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