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CAPITULO 13
Extraccion y evaluacion seminal en felinos

Maria Candela Bonaura

Introduccion

La evaluacion de semen felino ha sido motivo de diversas investigaciones en la ultima
década no solo por el interés de los investigadores en la reproduccion del gato doméstico sino
también por su uso como modelo experimental para el estudio de felinos silvestres. Es asi que
en los Ultimos afios se han comunicado algunas particularidades fisiologicas de los gatos
domeésticos como por ejemplo la estacionalidad reproductiva y la fotorrefractariedad que habian
sido descriptas varios afios atras en otras especies fotoperiddicas (Stornelli, 2007¢; Stornelli,
2007°; Nufiez Favre y col. 20122; Nufiez Favre y col., 2012°).

La extraccion y posterior evaluacion de semen brinda una valiosa informacién sobre la
calidad de un eyaculado, permitiendo estimar la capacidad fecundante del mismo. Por otro
lado, permite el diagnéstico de algunas enfermedades reproductivas.

Las técnicas que se utilizan para la obtencion de semen en los felinos domésticos son
extraccion con vagina artificial y electroeyaculacion (Zambelli y Cunto, 2006; Stornelli, 2007),
siendo esta ultima la de eleccién en esta especie. Otros métodos, como la cateterizacion uretral
o la recuperacion espermatica son usados con menos frecuencia. Los espermatozoides
obtenidos por recuperacion de la cola del epididimo permiten conservar material genético pos-
mortem y son ampliamente utilizados en investigaciéon. (Hay y Goodrowe, 1993; Zambelli y
Cunto, 2006; Bonaura y col., 2011; Bonaura y col., 2012; Bonaura y col., 20132, b ).
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Luego de la extraccion y obtencion del material seminal se realiza la evaluaciéon del mismo
mediante diferentes pruebas, las cuales por el escaso volumen que se obtiene en esta especie,
deben ser cuidadosamente seleccionadas para estimar la calidad de la muestra y poder
relacionarla con la capacidad reproductiva del macho. Dentro de las pruebas que se realizan se
incluyen motilidad espermatica, concentracion espermatica, porcentaje de espermatozoides
vivos (viabilidad) y morfologia espermatica (Stornelli, 2007).

Existen otras técnicas complejas y mas costosas como el uso de tinciones fluorescentes y
microscopia electrénica, las cuales suelen reservarse solo para casos especiales o

investigacion.

Extraccion seminal

Extraccion mediante vagina artificial

La obtencion de semen mediante vagina artificial (VA) si bien no requiere sujecion fisica o
quimica, lo que podria verse como una gran ventaja, requiere una hembra en celo o un sucubo
(por ejemplo un mufieco de peluche) y entrenamiento previo del macho (Foto 1). Los animales
bien sociabilizados y entrenados desde cachorros logran ser preparados mas facilmente para
eyacular con esta técnica. Asi mismo son pocos los animales que responden al entrenamiento
y logran eyacular con la VA (Axner y Linde-Forsberg, 1998; Zambelli y Cunto, 2006).

Para realizar la colecta de semen con VA el operador debe estar familiarizado con la
fisiologia del servicio felino. La VA puede fabricarse utilizando un tubo tipo ependorf (Foto 2),
previo a la obtencion de la muestra la VA debe ser atemperada a 37°C, luego se colocara
sobre el pene del macho cuando este realice la monta, para colectar el eyaculado (Zambelli y
Cunto, 2006). Como se ha mencionado anteriormente en el capitulo que trata sobre fisiologia
reproductiva, la eyaculacion en el gato ocurre muy rapidamente por lo cual el operador debe
estar muy atento y colocar la VA en el momento justo que el animal realiza la estocada. Si la
maniobra de posicionamiento de la VA no se realiza perfectamente sincronizada con la

estocada del macho se perdera el eyaculado.

Extraccion mediante electroeyaculaciéon
La obtencion de semen mediante electroeyaculacion requiere el uso de un anestésico

general, por lo tanto debe realizarse en animales sanos. Las drogas de uso mas frecuente son

la ketamina (25 mg/kg i.m) combinada con xilazina (1 mg/kg i.m), o medetomidina (140 ug i.m).
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Se debe contar con un electroeyaculador, el cual estd compuesto por una fuente de voltaje y
un vastago en el cual se encuentran los electrodos que conduciran los estimulos eléctricos
(Foto 3, 4). El vastago lubricado se introduce en el recto con los electrodos hacia la pared
ventral del mismo, aproximadamente unos 5-7 cm para posicionarlo a nivel de la prostata,
luego se realiza la exteriorizacién del pene colocando sobre el mismo un tubo tipo ependorf.
Una vez posicionado el vastago y el ependorf se comienza con la descarga de estimulos
eléctricos.

Existen distintos protocolos de electroeyaculacion en felinos los cuales varian tanto en el
numero de impulsos como en los voltios utilizados en cada serie. Uno de los protocolos
ampliamente utilizado es del descripto por Howard en 1990, el mismo consta de 80 estimulos
divididos en 3 series con un descanso de 2-3 minutos entre ellas. El voltaje utilizado va 2 a 5
voltios, si el estimulo es correcto y el vastago se encuentra bien posicionado, se observa la
extension de los miembros posteriores (Howard y col., 1990).

Mediante electroeyaculacion se obtiene una muestra de mayor volumen pero con menor
concentracion espermatica que cuando la muestra es colectada mediante VA (Dooley y Pineda,
1986). El numero de espermatozoides eyaculados dependera del voltaje y numero de
estimulos, pero el volumen no se vera afectado por el protocolo utilizado (Pineda, 1984). La
muestra obtenida mediante electroeyaculacion puede tener un pH mas alto que la obtenida
mediante VA, probablemente por la mayor cantidad de secrecion proveniente de las glandulas
accesorias (Zambelli y Cunto, 2006).

Se ha observado que la eyaculacion retrégrada de una parte del eyaculado ocurre
durante la eyaculacion felina en forma fisiolégica. Dooley, 1991 comunicdé que un alto
numero de espermatozoides se pierden debido al flujo retrogrado hacia la vejiga no solo
durante la electroeyaculacion sino también con VA en el gato doméstico (Dooley y col.,
1991). La eyaculacion retrégrada de parte del eyaculado ocurrida en la coleccion de semen
mediante electroeyaculacion puede reducirse utilizando medetomidina en lugar de

ketamina (Zambelli y col., 2007).

Cateterizacion uretral

La extraccion de semen mediante cateterizacion uretral (CU), requiere la administracion de
drogas anestésicas (medetomidina, ketamina) y una sonda urinaria (1.0 mm x 13.0 cm). En el
procedimiento de CU una sonda urinaria tipo Tom cat® es introducida en la uretra realizandose
una serie de 5 a 7 deslizamientos luego de lo cual podra observarse el eyaculado dentro de la
sonda. La CU se caracteriza por alta concentracién, bajo volumen y bajo pH, la gran ventaja

reside en su poca complejidad (Zambelli y col., 2010).
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Recuperado epididimal

La recuperacion de espermatozoides a partir de la cola del epididimo, es una técnica
sencilla que permite obtener a partir de la cola del epididimo espermatozoides maduros y
potencialmente fértiles. Es una herramienta valiosa a la hora de conservar material genético de
un individuo y puede ser la Unica alternativa para la obtencion de espermatozoides en algunas
situaciones, tales como muerte subita o enfermedades que requieran la orquiectomia del
animal, esta técnica cumple un rol fundamental en animales en vias de extincién, el gato
domestico ha sido tomado como modelo para los felinos silvestres, creando la necesidad de

avanzar en los estudios en esta especie.

Evaluacion seminal

La evaluacion seminal es una valiosa herramienta para estimar la capacidad reproductiva de
un macho, pero no debe ser considerada como un Unico método aislado sino como parte de un
conjunto de valoraciones realizadas al macho en la evaluacion reproductiva (Stornelli, 2007).
Ademas se debe tener presente que una sola evaluacion no nos permite arribar a un
diagnéstico definitivo de la produccién espermatica de un reproductor.

Por cuestiones practicas al examen seminal podemos dividirlo en examen fisico-quimico,

macroscopico, microscopico y bacterioldgico.

Analisis fisico-quimico

PH: varia entre 6,6 y 7,8 (Johnston y col., 2001; Stornelli, 2007).
Osmolalidad: 320 mOsm (Johnston y col., 2001).

Examen macroscoépico

La evaluacion macroscoépica incluye el volumen, color y aspecto. El volumen suele ser
pequefo variando entre 0,12 y 0,25 ml mediante VA y puede alcanzar entre 0,5 y 0,8 ml
utilizando electroeyaculador. El color generalmente es blanquecino, pudiendo variar a rojizo si
se contamina con sangre y amarillento si se contamina con orina. El aspecto es ligeramente

opalescente (Foto 5).
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Examen microscépico

Todas las pruebas deben realizarse con material limpio (sin contaminantes) y atemperado
sobre platina térmica para evitar toxicidad y/o el shock térmico lo cual afecta negativamente los
parametros seminales, dando lugar a resultados que no reflejan la calidad seminal fecundante
del macho.

Motilidad individual (Ml): una gota de 10pl de semen es colocada sobre un portaobjetos
atemperado a 37°C, sobre la misma se coloca un cubreobjetos también atemperado y se
observa en microscopio a 400X. A partir de la observacién de varios campos se estima el
porcentaje de células con motilidad progresiva es decir que atraviesan el campo microscopico
(0-100%). En gatos normales el porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva ha
sido estimado entre 60-90% (Axner y Linde-Fosberg, 1998; Johnston y col., 2001).

Vigor (VI): es la velocidad con que las células atraviesan el campo. Se clasifica mediante
una escala de 0-5. Donde 0 representa inmovilidad, 1-2 movimientos circulares u oscilatorios
en el lugar, 3 movimiento progresivo lento, 4 movimiento progresivo rapido y 5 movimiento
progresivo muy rapido. Una gota de 10 pl de semen es colocada sobre un portaobjetos
atemperado a 37°C, sobre la misma se coloca un cubreobjetos también atemperado y se
observa en un microscopio a 400X. El vigor normal de gatos normales ha sido estimado entre
3-5. El uso de sistemas computarizados para evaluacion de la motilidad y vigor espermatico (ej:
CASA) permite una estimacion mas objetiva de estos parametros que la evaluacién
microscopica estimada por operador. Concentracion espermatica (CE)/espermatozoides totales
(ET): como se ha demostrado la produccion espermatica en el gato domestico puede variar con
la estacion del afo (Nufez y col, 2012), en relacion a este hecho el ndmero de
espermatozoides totales puede variar entre 13 x 10° a 153 x 10° (Axner, 2000). La
concentracion espermatica puede calcularse utilizando una diluciéon 1:200 o 1:20 de semen en
solucion fisiolégica formolada al 2%, segun trabajemos con semen normo o hipospérmico.
Luego con la dilucion seminal se carga la camara de Neubauer (Foto 6), aplicandose la técnica
y la formula utilizada para conteo de glébulos rojos o blancos segun la dilucién utilizada. Se
obtiene asi la concentracion por unidad de volumen. La cantidad total de espermatozoides se
calcula obteniendo el producto de la concentracion espermatica por el volumen del eyaculado.

Porcentaje de espermatozoides vivos: se realiza mezclando una gota de semen con
una gota de tincion vital, las mas utilizadas son la eosina-nigrosina o eosina-azul de anilina. Se
observa al microscopio con objetivo de inmersién a 1000X. Las células vivas no se colorean
mientras que las células muertas permiten el paso del colorante debido a la alteracién de la
permeabilidad de membrana observandose coloreadas (Zambelli y col., 1993). (Foto 7).

Morfologia espermatica (ME): 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. Cuando los valores son > a 60 % se habla de normospermia y con valores < a
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30 % de teratospermia (Pukazhenthi y col., 2001; Zambelli y Cunto, 2006). El espermatozoide
felino de un semen normospérmicos mide alrededor de 26 pym de largo.

El estudio de microscopia o6ptica permite observar mediante distintas tinciones (T15,
giemsa) alteraciones espermaticas del acrosoma como quistes, hinchamientos, de la cabeza
macro y microcefalia, cabezas globosas, piriformes, alargadas y dobles, de la pieza intermedia
doble, deshilachada, doblada, gotas distales e insercién excéntrica, de la cola como cola doble,
enrollada, Dag y falta de la porcion terminal (Platz y col., 1978; Howard y col., 1993; Nufiez y
col., 2011; Bonaura y col., 2013). (Foto 8).

Integridad de membrana

Las tinciones fluorescentes nos permiten evaluar la integridad de las membranas celulares
con mayor sensibilidad que otras técnicas, pero son costosas y se requiere de infraestructura
mayor a la de un laboratorio clinico para su utilizacion, por este motivo suele restringirse su uso
a la investigacion.

La tincion de Diacetato de Carboxifluoresceina (DIC) combinada con Yoduro de Propideo
(YP) es una de las tinciones fluorescentes utilizadas para evaluar integridad de membrana.

DIC: Diacetato de Carboxifluoresceina; es un éster no polar que atraviesa la membrana
plasmatica y en el interior de la célula es hidrolizado por estearasas no especificas volviéndose
impermeable a la membrana plasmatica. Al ser incidido por una luz ultravioleta se ve color
verde (Harrison y Vikers, 1990).

YP: Yoduro de Propideo; es una sonda con gran afinidad por los acidos nucleicos y solo
atraviesa la membrana espermatica cuando esta se encuentra dafada debido a que integra no
es capaz de penetrarla. Al ser incidido por una luz ultravioleta fluoresce color rojo (Harrison y
Vikers, 1990).

Cuando se utiliza la tincion combinada de DIC y YP los espermatozoides que poseen
membrana plasmatica integra se observan verde manzana y los que poseen la permeabilidad

de la membrana plasmatica alterada se observan rojos (Foto 9).

Integridad acrosémica

Es importante evaluar la integridad del acrosoma, debido al significativo rol que cumple esta
organela en el proceso de fertilizacion, motivo por el cual debe mantenerse intacto hasta el
momento en que esta ocurra. La morfologia e integridad acrosdmica pueden evaluarse

mediante microscopio de contraste de fase, microscopio electrénico de transmision, lectinas
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marcadas con sustancias fluorescentes y anticuerpos monoclonales (kawakami y col., 1993;
Strom y col., 1998).

Pisum Sativum agglutinin: es el compuesto mas frecuentemente utilizado para evaluar el
acrosoma, debido a que posee afinidad por proteinas especificas de la membrana acrosomal,
al conjugarse con un compuesto fluorescente (carboxifluoresceina) y ser expuesto a una luz
ultravioleta nos permite evaluar la presencia/ausencia del acrosoma asi como su integridad
(Mendoza y col., 1992). (Foto 10).

Microscopia electréonica

La evaluacion morfoldégica usando microscopia electrénica de transmision o de barrido es
muy valiosa porque provee informacion detallada acerca de la morfologia e integridad de la
célula espermatica que no es posible obtener por medio de otras metodologias. El estudio de
microscopia electrénica permite observar alteraciones acrosomales, defecto de “Dag”, colas
dobles, cabezas dobles, axonemas incompletos. Existe una gran variedad de anormalidades
espermaticas tanto en el estudio de microscopia 6ptica como en el de microscopia electrénica
(Bonaura y col.,, 2013). Bonaura y col. describieron por primera vez en felinos las
anormalidades espermaticas observadas al microscopio electrénico y las relacionaron con las

observadas al microscopio 6ptico (Bonaura y col., 2013) (Foto 11, 12, 13).

Plasma seminal

El plasma seminal esta compuesto por el producto de las glandulas sexuales accesorias, es
secretado durante la eyaculacién y brinda un soporte a los espermatozoides en el eyaculado
(Zambelli y col., 2010). Esta compuesto por varias proteinas incluyendo varias enzimas
(fosfatasa alcalina, alanino-amino transferasa, aspartato-amino transferasa), lipidos,
macroelementos (Na, K, Ca, Mg, P, Cl) y microelementos (Cu, Fe, ZN) (Johnston y col., 2001).
Garcia y col. han descripto la relacion entre la calidad del semen felino y la concentracion de
colesterol y triglicéridos observando una relacién entre la concentracion de estos compuestos y
la calidad seminal (Garcia y col., 2013).

Examen bacteriolégico

Los mismos microorganismos aislados en la uretra distal y prepucio del macho son los

aislados en el cultivo de semen. En diferentes estudios E coli, Pseudomona Aeruginosa,
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Proteus mirabilis, Klebsiella SP, Streptococo y Stafilococo han sido identificados (Herron,
1977; Concannon y Lein 1983; Johnston y col., 2001). Sin embargo no se encuentra definida
aun la relevancia de los mencionados microorganismos en la produccion de afecciones
reproductivas en felinos.

Conclusion

En los ultimos afios ha crecido el interés en el conocimiento de la fisiologia reproductiva del
gato doméstico ya que permite una mejor comprensién de las variaciones que puedan
presentarse en los parametros estudiados. Conocer con mayor profundidad la reproduccién en
la especie permitira adoptar la biotecnologia reproductiva mas adecuada para optimizar los
resultados. El gato doméstico tiene un especial interés debido a que es usado como modelo
para felinos silvestres.

La extraccion y evaluacion seminal nos permite estimar la capacidad reproductiva de un
macho en un momento determinado. La obtenciéon de la mayor cantidad de datos de un
individuo disminuye el error y la subjetividad de los resultados arribando de esta manera a un

resultado mas confiable.
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Foto 1: gato macho montando a hembra en celo.

Foto 2: tubos tipo ependorf calibrados (ml). Distintas medidas

Foto 3: En la imagen se observa un tubo colector de pequefio calibre (A) y el vastago con electrodos lineales (B).
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Foto 4: Fuente de voltaje.

Foto 5: Colectas seminales obtenidas mediante electroeyaculador.

At Umm

Foto 6: Camara de Neubauer

Foto 7 MO: tincion vital (eosina-nigrosina): espermatozoide felino vivo (blanco), espermatozoide felino muerto (rosado).
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Foto 8: Anormalidades espermaticas (tefiidas T15) observadas al microscopio éptico 100 X. Cabeza doble (A), cabeza
triple (B).

Foto 9 MF: Tincion fluorescente (DIC y YP): espermatozoides que poseen permeabilidad de membrana plasmatica
alterada (rojos).

Foto 10: Tincién fluorescente (DIC y YP): espermatozoides que poseen permeabilidad de membrana plasmatica intacta
(verdes).

189



Foto 11 MET: Corte longitudinal a nivel de la cabeza de 2 espermatozoides. Se observan acrosomas defectusos.

Foto 12 MET: Se observan cabezas dobles (flecha gris), gota citoplasmatica (flecha blanca), colas dobladas (flechas
negras).

Foto 13 MET: “Dag”: caracterizado por el enrollamiento de la cola alrededor de la cabeza envuelta por una membrana
plasmatica intacta.
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