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Resumen

La evaluacion de semen felino ha sido motivo de diversas investigaciones en la dltima década no solo
por el interés de los investigadores en la reproduccién del gato doméstico sino también por su uso como modelo
experimental para el estudio de felinos silvestres. La coleccién de semen permite la obtencién de material para
su uso en clinica reproductiva, biotecnologias de la reproduccién e investigacién. La obtencion de semen se
realiza rutinariamente mediante vagina artificial o electroeyaculacién. Estas metodologias permiten colectar un
eyaculado de buena calidad, sin embargo la electroeyaculacién es considerada el método de eleccién. Otros
métodos de obtencién de material seminal como por ejemplo la recuperacidn espermadtica epididimal se utilizan
mas frecuentemente para conservacion de material genético pos morten o poscastracion asi como para
investigacién. El andlisis de semen es esencial para la evaluacién de la fertilidad del gato asi como para el
diagnéstico de enfermedades reproductivas y la estimacién de la capacidad fecundante del semen
criopreservado. Sin embargo, el escaso volumen del eyaculado felino hace que deban seleccionarse las pruebas
que sean mds informativas para cada caso. La motilidad espermdtica, concentracién, viabilidad y estudio
morfolégico son las pruebas habitualmente utilizadas en la clinica reproductiva. Los estudios ultraestructurales
mediante microscopio electrénico de transmision (MET) asi como la evaluacién de integridad de membranas
espermadticas mediante tinciones fluorescentes se reservan para investigacion o para diagndsticos especiales.
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Abstract

Sperm collection allows obtaining material for artificial insemination, diagnostic purposes, and
research. Collections via artificial vagina (AV) and electroejaculation (EE) are used in the cat to obtain
ejaculates with good quality, but the second method requires training of the cat and some of them may never
accept an AV. EE is the method most used. Other methods of semen collection, such as vaginal lavage after
mating, collection from the epididymis and collection spermatozoa from urinary bladder have been reported.
Semen analysis is essential for the evaluation of fresh and cryopreserved semen fertility. Sperm motility,
viability, morphology, and concentration, sperm membrane and acrosomal integrity (using transmission
electromicroscopy or fluorescence microscopy) are important for testing both fresh and frozen-thawed sperm.
This manuscript reviews the techniques for semen collection and analysis.
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Introduccion

El andlisis de semen es esencial en la evaluacion de un macho subfértil o infértil y debe formar parte del
examen de rutina pre-servicio (Davidson, 2000). El semen debe evaluarse antes de realizar una inseminacion
artificial con semen fresco o criopreservado, al igual que previo a la conservacién del mismo (refrigeraciéon o
congelacién). De esta manera podremos conocer la calidad de semen de un reproductor y/o como han soportado
los espermatozoides el proceso de criopreservacién. Esta informacién nos permitird estimar la probabilidad de
lograr una prefiez y una gestacion con alto nimero de fetos al utilizar el semen del reproductor mediante servicio
natural y/o inseminacién artificial. Si se piensa en congelar semen de un reproductor; su evaluacién nos permitira
conocer si posee una calidad seminal que permita realizar el procedimiento y, obtener post descongelacién, un
nimero de espermatozoides viables que permita lograr tasas aceptables de prefiez (Platz et al., 1978; Reyna et
al., 2006a, b; Schwartz et al., 1981). En el paciente con una enfermedad infecciosa bacteriana del aparato
genital, el andlisis bacterioldégico de semen nos permitird aislar el agente etiolégico e implementar la terapia
antibidtica especifica mediante la seleccién de la droga por antibiograma. (Stornelli y Stornelli, 2002a, b).
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La recolecciéon de semen en el gato, puede realizarse mediante vagina artificial o electroeyaculacion
(Sojka et al., 1970; Stornelli y Stornelli, 2002a). La coleccién de semen a partir de la vagina de la hembra luego
del servicio natural, permite obtener algunos datos sobre el semen de un reproductor. Si bien esta informacién
puede ser Util es escasa en comparacién con la proporcionada por la contrastaciéon de un eyaculado obtenido
mediante vagina artificial o electroeyaculacién. La recoleccion de espermatozoides de la cola del epididimo es
un método implementado para la criopreservacién de semen pos mortem.

Recoleccion de semen

A diferencia de lo que ocurre en otras especies domésticas donde la recoleccién de semen suele no
presentar mayores inconvenientes, en el gato esta practica se presenta como el primer desafio dentro del proceso
de obtencidn y evaluacion de la muestra seminal

La electroeyaculacion es el método mds utilizado para la recoleccion de semen en felinos, sin embargo
la vagina artificial puede utilizarse en algunos gatos entrenados. Otros métodos pueden ser ttiles cuando no es
posible aplicar los anteriormente mencionados.

Obtencion de semen mediante vagina artificial

Puede fabricarse una vagina artificial, seccionando y adaptando una pera de goma pequeia (como las
que acoplamos a las pipetas de 1 o 2 ml) a un ependorf o a un tubo de pequefio calibre (Johnston et al., 2001).

La vagina precalentada a 36°C, se coloca cuando el macho realiza la monta de la hembra y se colecta asi
el eyaculado. La colecta puede realizarse sin utilizar una hembra en celo, previo entrenamiento del macho a la
eyaculacién mediante manipulacién. Cualquiera sea el método elegido, el animal requiere un entrenamiento
previo y solo un pequeflo porcentaje de los animales logra eyacular mediante la utilizacién de vagina artificial
(Axnér y Linde-Fosberg, 1998). En la practica diaria la extraccién de semen con vagina artificial es considerada
dificultosa debido a que muchos gatos, a pesar de ser entrenados previamente, no aceptan la vagina. Sin embargo
si se realiza una adecuada sociabilizacién del gatito y se lo entrena desde la pubertad un mayor nimero de
animales logra eyacular manualmente. (Stornelli y Stornelli, 2002a).

Obtencion de semen mediante electroeyaculacion

La electroeyaculaciéon permite obtener semen de todos los animales que posean la via neuroldgica
implicada intacta. Sin embargo, una limitante es la necesidad de someter al animal a una anestesia general a fin
de evitar las molestias que este método produce sobre el mismo (Concannon y Lein, 1983). El clorhidrato de
ketamina puede utilizarse a una dosis de 25 mg/Kg (Cline et al., 1980).

Para la realizacién de esta técnica debe utilizarse un electroeyaculador, el cual consta de un vastago
(fuente de electrodos) y una fuente de voltaje. Previa evacuacién de las heces, el vastago lubricado es
introducido entre 7 y 9 centimetros en el recto con los electrodos ubicados hacia ventral (Axnér y Linde-Fosberg,
1998). El pene es exteriorizado y se lo coloca dentro de un tubo. Se necesitan aproximadamente 80 estimulos de
entre 2 y 7 voltios para lograr un eyaculado (Axnér y Linde-Fosberg, 1998 Axnér et al., 1998). Los estimulos se
dividen en tres series con un descanso de 2 a 3 minutos, entre cada serie. Con cada estimulo ocurre una extension
rigida de los miembros posteriores, la cual indica que el estimulo ha sido adecuado (Axnér y Linde-Fosberg,
1998; Howad et al., 1984). Se ha comprobado que la electroeyaculaciéon permite obtener un eyaculado de mayor
volumen pero menor concentracion espermdtica que la vagina artificial (Dooley y Pineda, 1986). Cuando se
utilizaron 4 a 7 voltios se obtuvo mejor concentraciéon que cuando se utilizé 1 o 2 voltios. Debemos considerar
que a mayor voltaje mayor emisién de secrecion proveniente de las glandulas accesorias. Por otra parte el uso de
8 voltios produce frecuentemente emision de orina durante la eyaculacién (Zambelli y Cunto, 2006). También se
ha demostrado que el voltaje de estimulacién no afecta la viabilidad, la motilidad ni la osmolalidad, pero si
afecta y pH del semen obtenido por este método (Dooley y Pineda, 1986). El semen obtenido por
electroeyaculacion posee un pH mayor que el obtenido por vagina artificial, esto probablemente se asocie a la
cantidad de secrecion proveniente de las glandulas accesorias que posea la muestra.

Este método se reserva solo para animales sanos, para los cuales el procedimiento implica un riesgo
anestésico minimo.

Obtencion de semen mediante lavaje vaginal pos servicio

Si bien este no es el método ideal para realizar una evaluacién seminal, puede utilizarse cuando no es
posible realizar una extraccién de semen mediante vagina artificial y es riesgoso someter al animal a un
protocolo anestésico o el propietario no accede al mismo.

El macho debe realizar un servicio e inmediatamente después la hembra debe ser sedada para
implementar un lavaje vaginal, el cual se realizard con solucién salina fisioldgica a 37°C (Colby, 1980; Howad et

Rev Bras Reprod Anim, Belo Horizonte, v.31, n.1, p.135-140, jan./mar. 2007. Disponivel em www.cbra.org.br 136



0)

Stornelli. Evaluacién de semen en el gato doméstico: andlisis de rutina y metodologias especiales felino.

al., 1990). Los espermatozoides recolectados por este método pueden sufrir alteraciones relacionadas con la
técnica de toma de muestra utilizada (Axnér y Linde-Fosberg, 1998). El lavaje vaginal con 1 ml de solucién
fisiolégica permite obtener entre 40 x10* y 10 x10° espermatozoides (Howad et al., 1984).

Recuperacion de espermatozoides de la vejiga

Se ha comunicado que el gato eyacula entre 15 y 90 % de semen en forma retrégrada en la vejiga
urinaria (Dooley y Pineda, 1986). Es asi que la recuperacion de espermatozoides de la vejiga puede ser usada
para determinar si el gato produce espermatozoides. (Howad et al., 1984)

Coleccion de semen a partir del epididimo

Pueden obtenerse espermatozoides de la cola del epididimo luego de la castracién o pos mortem. Los
espermatozoides epididimales pueden obtenerse por corte de la cola del epididimo en un medio de recoleccidn,
para ser evaluados y posteriormente criopreservados. (Axnér y Linde-Fosberg, 1998; Axner et al., 1999; Axner
2000).

Este es un método titil y eficaz en la preservacion de semen de animales domésticos de gran valor que
sufren muerte subita o en especies silvestres que mueren en zooldgicos o reservas (Axnér et al., 1998, 1999,
Tittarelli et al., 2006).

Evaluacion de semen

Una vez realizada la obtencién, el semen serd evaluado con fines diagndsticos, para su utilizacién en
reproduccion asistida o para obtener datos para investigacion.

Si bien la evaluacién de semen es un método complementario de inestimable ayuda en la valoracién de
la capacidad reproductiva de un macho, es solo uno de los varios componentes que la conforman. Diferentes
etiologias pueden dar como resultado idénticas alteraciones seminales, por este motivo el espermograma debe ser
analizado dentro del conjunto de pardmetros normales y anormales relacionados con el reproductor.

La evaluacién de solo un eyaculado no permite emitir un juicio sobre el semen de un macho, solo varias
evaluaciones permitirdn evitar interpretaciones erréneas asociadas a mala obtencién o acondicionamiento de la
muestra, errores de procesado de la misma, produccién de un eyaculado incompleto, interrupcién del reflejo de
ereccion y/o eyaculacion, etc.

Las caracteristicas seminales que poseen mayor correlacion con la fertilidad son (Parks y Graham. 1992):

e Numero total de espermatozoides en el eyaculado.
e Porcentaje de motilidad progresiva.
e Porcentaje de alteraciones morfolégicas observadas.

El andlisis de semen realizado de rutina proveerd informacion a partir de la implementacién de técnicas
sencillas que puedan realizarse en un laboratorio clinico. Sin embargo técnicas mds sensibles para evaluar
integridad celular asi como viabilidad serdn implementadas para obtencién de informacién en investigacion.

Andlisis macroscopico

e Volumen: el volumen del eyaculado es pequefio y varia segin el método utilizado para su obtencion.
Cuando la recoleccidn se realiza con vagina artificial el volumen alcanza entre 0,12 ml, y 0,25 ml mientras
que con electroeyaculacién pueden obtenerse hasta 0,74 ml. El volumen del eyaculado puede medirse
utilizando micropipetas (Dooley y Pineda, 1986). El escaso volumen seminal recuperado hace que muchas
veces no puedan realizarse un gran nimero de pruebas por lo cual se seleccionardn las principales segtin las
necesidades del caso.

e (Color: el color es blanquecino, pudiendo ser amarillo si se contamina con orina y rosado o rojizo si se
contamina con sangre (Feldman y Nelson, 1996).

Andlisis microscopico

e Concentracién espermdtica: puede oscilar entre 13 x10° a 153 x10° espermatozoides totales. La
concentracion espermdtica es mayor cuando se colecta la muestra con vagina artificial en comparacién con
las muestras obtenidas por electroeyaculacién (Axner, 2000; Schwartz et al., 1981). Otro factor que influye
en la concentracion espermdtica del eyaculado felino es la produccién espermética estacional documentada
en paises con marcadas diferencias luminicas entre las estaciones del afio (Reyna et al., 2005b, c; 2006a, b,
c; Stornelli et al., 2004b, c). Los métodos de conteo son los usados rutinariamente en la contrastacion de
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semen (cdmara de Neubauer, cimara de Burker y contadores celulares) (Johnston et al., 2001).

Motilidad individual: el porcentaje de motilidad se estima en platina térmica, a través de la observacién de
una gota de semen puro a 400 X. Se ha comunicado como normal una motilidad progresiva de entre 60 y 90
% (Axner et al., 1998, Johnston et al., 2001). La velocidad (vigor) del movimiento se registra utilizando una
escala de 0 a 5. El semen fresco normal debe poseer un vigor de 4 (rdpido) o 5 (muy rdpido) para los
espermatozoides que poseen motilidad progresiva.

Morfologia espermdtica: La morfologia espermdtica es un dato esencial en la evaluacién de la calidad
seminal. El espermatozoide felino mide aproximadamente 26 um de largo a diferencia del canino que mide
36 um (Johnston et al. 2001). El pequefio tamafio de los espermatozoides felinos hace trabajosa su
evaluacién morfolégica mediante micoscopio dptico.

La identificacion de formas anormales se realiza, en el andlisis rutinario, mediante microscopia de contraste
de fase o mediante diferentes tinciones (Diff-Quik, Giemsa, Spermac). Es importante considerar que los
diluyentes del semen criopreservado interfieren con las tinciones utilizadas. El lavado reduce los artefactos
producidos por algunos de los componentes (yema de huevo, leche) presentes en los diluyentes. El conteo se
realiza a 1000 X observando 100 o 200 células (Axner y Linde-Forsberg, 1998; Axner et al., 1998). La
ultramicroscopia mediante el uso de microscopio electrénico de transmision se reserva para los trabajos de
investigaciéon en los que se evaldan alteraciones morfoldgicas del espermatozoide o para alteraciones
especificas que requieren de esta tecnologia para su diagndstico (disquecia ciliar primaria, sindrome de
Kartagener). Se ha comunicado que el semen normal posee alrededor del 70 % formas normales. Las
anormalidades morfoldgicas que han sido identificadas son: macrocefalia, microcefalia, cabeza doble, gota
citoplasmdtica proximal y distal, cabezas sueltas, colas enrolladas (Johnston et al., 2001). Muchos factores
influencian la morfologia de los espermatozoides en el eyaculado. Se ha establecido como normospérmico
al semen felino que posee mas del 60% de espermatozoides normales (Axner, 2000; Johnston et al., 2001).
No se conoce la relacion exacta entre defectos morfolégicos especificos y fertilidad in vivo en gatos (Howad
et al., 1984, 1990).

Integridad de membrana: Se evalda rutinariamente mediante tinciones como eosina-nigrosina o eosina azul
de anilina, tinciones que permiten diferenciar entre espermatozoides vivos y muertos. Tinciones
fluorescentes (rodamina-isotiosianato de fluoresceina) asi como ultramicroscopia permiten evaluar la
integridad de membrana detectando alteraciones minimas de la misma. La prueba de HOS puede utilizarse
tal como se utiliza en el perro. (Goodrowe et al., 1989; Tittarelli et al., 2004, 2006).

Ultramicroscopia y morfologia espermdtica

El microscopio electrénico de transmision permite realizar la evaluacion de las estructuras intracelulares

e identificar numerosos defectos estructurales, tanto de la cabeza como de la cola. El diagnostico definitivo de
algunas de estas alteraciones es solo posible mediante MET, por ejemplo el sindrome de Kartagener. En este
sindrome la presencia de una atenozoospermia total estd asociada a una alteracion de los cilios que conforman el
flagelo espermdtico, por ausencia de los brazos de dinefna (Lungarella et al., 1982), alteracién reconocible
unicamente mediante microscopia electrénica. Asi mismo tiempo el estudio de la morfologia espermatica
mediante MET permite también identificar el tipo y localizacién del dafio ocurrido en los espermatozoides luego
del proceso de criopreservaciéon. Esta informacién es sumamente importante cuando se evalia la capacidad
crioprotectora de loa diluyentes de semen. (Hammerstedt ef al., 1990; Strom Host ef al., 1998; Pefia Martinez,
2004; Stornelli et al., 2004a, b; 2005; Reyna, 2005a, b).

Andlisis fisicoquimico

Osmolalidad: es aproximadamente de 320 mOsm (Johnston et al., 1988, 2001).

PH: oscila entre 6,6 y 8,8 (Melrose y Laing, 1970; Liege, 1992; Johnston et al., 2001; Stornelli y Stornelli,
2002b).

Fosfatasa alcalina: el semen felino es rico en fosfatasa alcalina y esta enzima puede servir como indicador
de obstruccién ductal. (Melrose y Laing, 1970; Liege, 1992, Stornelli y Stornelli, 2002a).

Analisis bacteriolégico

Microbiologia seminal: las bacterias aerdbicas aisladas a partir de eyaculados provenientes de gatos sanos
incluyen: E coli, Pseudomona Aeruginosa, Proteus Mirabilis, Klebsiella SP, Streptococo y Stafilococo.
Estas bacterias constituyen la flora saprofita de la uretra distal y prepucio del macho (Herron, 1977;
Concannon y Lein, 1983; Johnston et al., 2001).
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Conclusiones

La reproduccion felina ha captado la atencidon de numerosos cientificos en la dltima década. El creciente
interés sobre este drea del conocimiento se relaciona no solo con las implicancias que tiene sobre la medicina y
reproduccién del gato doméstico, sino también con la posibilidad de utilizacién del Felis catus como modelo
para el estudio de felinos silvestres. El desarrollo de la fecundacién in vitro y la transferencia embrionaria ha
impulsado la actualizacién de conocimientos de la fisiologia reproductiva felina, realizindose importantes
descubrimientos lo cual ha estimulado el desarrollo de la IA y la criopreservacidon de semen. La difusién del
conocimiento en esta drea, permitird al especialista en medicina felina, incluir en su prictica diaria
procedimientos nuevos relacionados con la reproduccién y biotecnologia.
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