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RESUMEN

Los espermatozoides poseen un alto grado de polimorfismo.
Se considera normal que hasta un 20% de ellos esten altera-
dos en el eyaculado, mientras que un semen cuyo porcentaje
de atipias sea superior al 20%, se tiene como de baja calidad.
La mayoria de tales alteraciones pueden ocurrir durante el
transito y maduracién a lo largo del epididimo. Esas malforma-
ciones pueden ser debido a factores genéticos, parasitarios,
etarios, alimenticios, ecoldgicos, etc., que alteran el normal de-
sarrollo de las diferentes etapas de la marfogénesis del esper-
ma. El propédsito del presente trabajo fue describir a través de
microscopia electronica de barrido, las alteraciones presentes
en los espermatozoides de toros mestizos Siboney (5/8 Bos
taurus, 3/8 Bos indicus), que no son detectadas por las prue-
bas convencionales. Para ello, a un grupo de cuatro toros to-
mados al azar, se les extrajo semen por electroeyaculacién en
dos ocasiones, en un intervalo de quince dias, el cual se pro-
ces0 para microscopia electronica de barrido. Se observaron,
ademas de las atipias detectables por microscopia optica
como: flagelos enrollados sobre si mismos, gotas citoplasmati-
cas y cabezas sin flagelos, otras alteraciones no detectables a
ese nivel, tales como: desprendimiento de la membrana plas-
matica, pliegues de la misma membrana en la zona del acro-
soma, restos vesiculares en la membrana que recubre la cabe-
za, desprendimiento de la misma con exposicién del acroso-
ma. La observacién, por microscopia electrénica de barrido de
las alteraciones presentes en espermatozoides de toros, incre-
ment6é el nimero de atipias detectadas con respecto a lo re-
portado por los métodos convencionales. Al poder mostrar al-
teraciones que escapan del poder resolutivo del microscopio
éptico, permite un diagndstico de viabilidad mas confiable, de
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manera gue se puedan seleccionar los sementales adecuados
para la inseminacién natural y artificial, y asi incrementar signi-
ficativamente el porcentaje de fertilidad.

Palabras clave: Bovino, espermatozoide, alteraciones, mi-
croscopia electrénica de barrido.

ABSTRACT

The sperms posses a high polymorphism degree. It is consid-
ered normal that until 20% of them are altered in the ejaculated
semen, while a semen whose atypical percentage is superior
to 20%, has low quality. Most of such alterations could be hap-
pen during the traffic and maturation along the epididymis.
Those malformations can be due to genetic, parasitic, age, nu-
tritional and ecological factors, that alter the normal develop-
ment of the different stages in the morphogenesis of the
sperm. The purpose of the present work was to describe by
scanning electron microscopy, the present alterations in the
sperm of siboney crossbred bull (5/8 Bos taurus, 3/8 Bos indi-
cus) that are no detected by the conventional tests. From four
bulls taken at random, semen was extracted by electroejacula-
tion in two times in an interval of fifteen days, and were proc-
essed for scanning electron microscopy. In addition to sperm
cells alterations observed in light microscopy, such as: self
coiled flagellum, in scanning electron microscopy were ob-
served bovine spermatozoon with detachment of the plasmatic
membrane, folds of the same membrane in acrosome area, ve-
sicular structure and detachment of the head membrane with
exposure of acrosome. These observations, increased the
number of malformations detected and reported by light mi-
croscopy. Therefore, scanning electron microscopy allows a
more reliable diagnosis of viability of sperm cells, so that, the
appropriate bull can be selected for natural and artificial in-
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semination, and, in this way, to increase significantly the per-
centage of fertility.

Key words: Bovine, spermatozotm, alterations, scanning
electron microscopy.

INTRODUCCION

El espermatozoide es una célula especializada y con-
densada, de 50 a 60 pm de longitud que no crece ni se divide.
Consiste de una cabeza, que contiene el material genético pa-
terno, y una cola que provee el mecanismo de locomocion.
Los espermatozoides poseen una serie de propiedades: movi-
miento, zona de reconocimiento, traduccién de sefal, exocito-
sis, fusidn celular y fertilizacién. Una vez que son formados en
los tibulos seminiferos, estos se transforman y almacenan en
el epididimo hasta el momento de |la eyaculacion [4,14].

La capacidad de produccién de espermatozoides por los
testiculos, estad controlada por la pituitaria anterior y otros fac-
tores que actdan de manera indirecta via la glandula o directa
en los testiculos, la espermatogenesis se prolonga durante
toda la vida hasta la senilidad, cuando en forma progresiva
ocurre la atrofia de los testiculos y solo unos pocos tlbulos
son capaces de producir esperma. Para expresar el potencial
de fertilidad y |a funcién reproductiva, el espermatozoide debe
ser viable, presentar un aparato locomotor eficiente y un nu-
cleo y acrosoma intactos [18].

La mayoria de las alteraciones de los espermatozoides
pueden ocurrir en el transito y maduracion a lo largo del epidi-
dimo. Estas malformaciones, se dividen en dos grupos de
acuerdo a su origen: malformaciones primarias, si éstas ocu-
rren en el testiculo durante la espermatogénesis y, malforma-
ciones secundarias, si ocurren en el epididimo durante el pro-
ceso de maduracion del esperma [8].

La evaluacidon morfolégica, es uno de los tres pardme-
tros més importantes a ser evaluados en un andlisis de se-
men, junto con la motilidad y la concentracion. Esta es esen-
cial para el mejoramiento de la fertilidad, basado en el andlisis
del eyaculado [13, 20]. La misma se realiza de manera rutina-
ria, por microscopia optica dividiendo al espermatozoide en
cabeza y cola, pasando desapercibidos los defectos mas finos
[24]. Estos defectos en el espermatozoides son frecuentes en
todos los eyaculados bovinos, y su significado funcional en re-
lacion a la fertilidad se asocia con la incidencia del defecto a
nivel de cada individuo [1].

El microscopio electrénico de barrido de emisién de
campo, dado su gran poder de resolucidn a bajos voltajes, per-
mite una descripcién detallada y confiable de las malformacio-
nes presentes en los espermatozoides [12]. Por tal motivo, el
proposito del presente trabajo fue describir por microscopia
electrénica de barrido, las alteraciones presentes en los esper-
matozoides de toros sementales mestizos Siboney (5/8 Bos
taurus, 3/8 Bos indicus).

236

MATERIALES Y METODOS

Las muestras de semen se tomarcn por electroeyacula-
cidon segun la técnica dereportada por Tagegne [22], en la es-
taciéon experimental del Fondo Nacional de Investigaciones
Agropecuarias FONAIAP-Maracay, Venezuela, durante el ve-
rano.

Se eligieron al azar a partir de un grupo de 16 toros,
cuatro de edad comprendida entre 24 y 30 meses, tipo Sibo-
ney (5/8 Bos taurus, 3/8 Bos indicus) en buenas condiciones
de salud, a los que se les habia efectuado un seguimiento de
la condicién fisica, clinica, parasitolégica y de la calidad esper-
matica, durante el afio previo al tratamiento.

A dos muestras de semen, una vez descartado el plas-
ma seminal por centrifugaciéon en buffer HEPES 0,1M, se les
agregd glutaraldehido al 2,5% en buffer cacodilato 0,1M
(pH = 7,2-7,3) por 3 h a 4°C. Luego se le hicieron dos lavados
en el mismo buffer por 10 min c/u. Se postfijaron en tetroxido
de osmio acuoso al 1% por 1 h, se volvieren a lavar, y enton-
ces deshidratadas en una serie creciente de concentraciones
de etanol, secadas por el método de punto critico (Hitachi,
HCP-2), cubiertas con platino en un covertor i6nico Baltec
MED-020, y finalmente observadas y fotografiadas a 5 keV en
un microscopio electrénico de barrido, emisién de campo Hita-
chi, S-4500.

RESULTADOS

Se apreciaron, ademés de las alteraciones detectables
por microscopia éptica como: a) espermatozoide inmaduro con
restos de la gota citoplasmatica, recubriendo el flagelo desde
la zona media hasta una gran porcidn de la parte principal,
FIG. 1; b) espermatozoide con el flagelo enrollado sobre si
mismo al nivel de la pieza media, asociado a una gota cito-
plasmatica, FIG. 2; ¢) espermatozoide inmaduro con restos de
la gota citoplasmatica al nivel de la zona media del flagelo,
FIG. 3; d) espermatozoide inmaduro con el flagelo enrrollado
sobre si mismo en la zona media, FIG. 4; otras alteraciones,
s6lo observables por microscopia electrénica de barrido, como
fueron a) pérdida de la membrana plasmatica a nivel del acro-
soma, pliegues de la membrana plasmatica que recubre el
acrosoma, FIGS. 3, 4 y 5; b) depresiones en la zona corres-
pondiente al acrosoma, FIG. 6; c) cabeza de un espermatozoi-
de con depresién notable del la membrana plasmatica y posi-
blemente del acrosoma. Nétese el &ngulo de insercion entre la
unién del flagelo a la cabeza, FIG. 6; d) espermatozoide con la
cabeza disminuida en tamafo (microcefalia), FIG. 7; e) esper-
matozoides con cabezas de formas diferentes y en donde se
aprecia claramente el desprendimiento de la membrana que
recubre la cabeza de uno de ellos a nivel del acrosoma con
exposicion del mismo, obsérvese en la cabeza del otro esper-
matozoide el mismo proceso en su fase inicial, FIG. 8; f) varios
espermatozoides entre los que se observan unos en buen es-
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FIGURA 1. ESPERMATOZOIDE INMADURO CON RESTOS
DE GOTA CITOPLASMATICA, RECUBRIENDO EL FLAGE-
LO DESDE LA ZONA MEDIA HASTA UNA GRAN PORCION
DE LA PARTE PRINCIPAL. NO SE OBSERVA NINGUN
TIPO DE ALTERACION SUPERFICIAL EN LA CABEZA DEL
MISMO. X 6.000.

FIGURA 3. ESPERMATOZOIDE INMADURO CON RESTOS
DE GOTA CITOPLASMATICA A NIVEL DE LA ZONA MEDIA
QUE IMPIDIO EL DESARROLLO COMPLETO DEL FLAGE-
LO. OBSERVESE EL DESPRENDIMIENTO DE LA MEM-
BRANA PLASMATICA EN LA ZONA DEL ACROSOMA. (A).
X 8.000.

FIGURA 2. ESPERMATOZOIDE CON EL FLAGELO ENRO-
LLADO SOBRE SI MISMO, A NIVEL DE LA PIEZA MEDIA,
ASOCIADO A UNA GOTA CITOPLASMATICA, CON PERDI-
DA DE LA MEMBRANA PLASMATICA A NIVEL DEL ACRO-
SOMA (A). X 9.000.

FIGURA 4. ESPERMATOZOIDE INMADURO CON EL FLA-
GELO ENROLLADO SOBRE Sl MISMO EN LA ZONA ME-
DIA Y RELIEVES EN LA MEMBRANA PLASMATICA QUE
RECUBRE AL ACROSOMA (A). 7.000.
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FIGURA 5. DEPRESIONES EN FORMA DE PLIEGUES EN
LA CABEZA (ZONA DEL ACROSOMA), ADEMAS EL FLA-
GELO APARECE ADHERIDO SOBRE SI MISMO POR LA
PRESENCIA DE LA GOTA CITPOPLASMATICA. X 9.500.
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FIGURA 7. PARTE DE LA CABEZA DE UN ESPERMATO-
ZOIDE INMADURO LA CUAL APARECE DISMINIUDA EN
TAMANO (MICROCEFALIA). X 7.000.
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FIGURA 6. CABEZA DE ESPERMATOZOIDE CON DEPRE-
SION NOTABLE DE LA MEMBRANA PLASMATICA Y POSI-
BLEMENTE DEL ACROSOMA,. NOTESE CIERTO ANGULO
EN LA INSERCION DEL FLAGELO A LA CABEZA DEL ES-

PERMATOZOIDE. X 16.000.
»
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FIGURA 8. CABEZAS DE ESPERMATOZOIDES CON FOR-
MAS DIFERENTES Y EN DONDE SE APRECIA CLARA-
MENTE EL DESPRENDIMIENTO DE LA MEMBRANA QUE
RECUBRE UNA DE ELLAS, A NIVEL DEL ACROSOMA Y
CON EXPOSICION DEL MISMO. OBSERVANDOSE EN LA
CABEZA DEL OTRO ESPERMATOZOIDE EL MISMO PRO-
CESO EN SU FASE INICIAL. X 9.000.
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FIGURA 9. GRUPO DE ESPERMATOZOIDES ENTRE LOS
QUE SE OBSERVAN UNOS EN BUEN ESTADO Y OTROS
CON ALTERACIONES EN LA MEMBRANA PLASMATICA
QUE RECUBRE LA CABEZA. X 9.000.

tado y otros con desprendimientos de la membrana plasmati-
ca, FIG. 9; g) dos cabezas de dos espermatozoides, una en
buen estado adherida al flagelo y la otra desprendida de su fla-
gelo con grandes dafos a nivel de la membrana plasmatica
FIG. 10; h) cabeza de un espermatozoide con la membrana
que recubre al acrosoma totalmente desprendida en forma ve-
siculada FIG. 11; i) cabeza de un espermatozoide en la cual se
ha desprendido totalmente la membrana que la recubre, inclu-
so a nivel del flagelo. Al fondo y a la izquierda se aprecia parte
de otro espermatozoide con morfolégia normal, FIG. 12; j) seg-
mento de un espermatozoide, que incluye el punto de union
del flagelo a la cabeza. En este segmento se observan las mi-
tocondrias de la vaina mitocondrial en su disposicién caracte-
ristica y algunos filamentos, probablemente del citoesqueleto
FIG. 13; k) conjunto de espermatozoides junto a cuerpos esfe-
roides, también se observan cabezas y flagelos desprendidos
y espermatozoides inmaduros con cabezas reducidas FIG. 14.

DISCUSION

En un lapso de 10 a 14 dias se dan cambios importantes
en la diferenciacién espermatica y cualguier defecto que ocu-

FIGURA 10. DOS CABEZAS DE ESPERMATOZOIDES, UNA
EN BUEN ESTADO ADHERIDA A SU FLAGELO Y OTRA
DESPRENDIDA DEL MISMO, CON NOTABLES ALTERA-
CIONES EN LA MEMBRANA PLASMATICA QUE LA RECU-
BRE. X 9.000.

rra durante este periodo, pudiera ser la causa del desarrollo
anormal del espermatozoide; de alli, que cuando se observa
en detalle, se presenta una muy amplia gama de variacion en
la forma y estructura, dentro de las diferentes categorias en
las anormalidades de la célula espermatica. El enrollamiento
de la cola del espermatozoide, FIGS. 1, 2, 3 y 4, a menudo va
acompanado de la fusién de partes adyacentes de la cola con
dislocacion de las fibras axiales; estos dos tipos de malforma-
ciones no necesariamente tendrian un origen comun; en estu-
dios realizados en toros sugieren que el enrollamiento de la
cola del espermatozoide estd estrechamente relacionado a
una debilidad en las fibras densas externas, causado por un
exceso de zinc en el fluido epididimal [7]. Mientras que Koe-
foed-Johnsen y Pedersen [15], sugieren que el enrollamiento
de la cola, es una malformacién de origen epididimal como
consecuencia de debilidad en las fibras densas provocada por
enzimas digestivas lisosomales. Estas mismas enzimas de al-
gunos espermatozoides inmadures, podrian salir al medio y
producir agujeros, desprendimiento de membranas, y afectar
mitocondrias en otros espermatozoides que entren en contacto
con ellas. Esta interpretacién, se basa en la estrecha relacion
entre la curvatura de la cola y la mitad distal de la pieza media
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FIGURA 11. CABEZA DE UN ESPERMATOZOIDE CON LA
MEMBRANA PLAMATICA QUE RECUBRE AL ACROSOMA
TOTALMENTE DESPRENDIDA. X 9.500.

y, el remanente de la gota citoplasmatica con una prematura li-
beracién de las enzimas lisosomales por esta gota que produ-
ce la digestién y desorganizacién de los componentes estruc-
turales de la cola y resto del espermatozoide.

Un normal desarrollo de la vaina de mitocondrias supone
un soporte estructural al anillo de Jensen, a la pieza principal,
y a las fibras de la pieza media, de donde depende la capaci-
dad de deformacién del citoesqueleto que da forma a dicha
pieza [1]. La alineacién defectuosa de las mitocondrias, justo
antes de la espermatogénesis puede influir en la desorganiza-
cién de las fibrillas axiales y el enrollamiento de la cola, regis-
trado mas tarde en el epididimo y en el esperma eyaculado.
Otra causa puede ser que el cambio de osmolaridad del fluido
epididimal en la regidén caudal [18]. Una tercera causa del en-
rrollamiento flagelar es la asociada a las anormalidades de la
pieza media, particularmente la presencia de restos citoplas-
maticos provocados por defectos durante la espermatogéne-
sis. En la FIG. 2 se observa la presencia de gota citoplasmati-
ca, éstas Gltimas se presentaron con una alta frecuencia en las
muestras observadas, examinadas mediante microscopia 6pti-
ca. Estos restos han sido identificados como de particular im-
portancia para definir la capacidad de fertilizacion del esper-
matozoide in vitro [19].
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FIGURA 12. CABEZA DE UN ESPERMATOZOIDE EN LA
CUAL SE HA DESPRENDIDO TOTALMENTE LA MEMBRA-
NA QUE LA RECUBRE, INCLUSO A NIVEL DEL FLAGELO.
AL FONDO SE APRECIA PARTE DE LA CABEZA DE OTRO
ESPERMATOZOIDE, CUYA MEMBRANA LUCE NORMAL.
X 20.000.

El doblez del flagelo, relacionado con la gota citoplasma-
tica, dentro de la patologia seminal, esta asociado al desarrollo
defectuoso de las fibras densas, dafio a las mitocondrias y
presencia de estructuras membranosas lamelares. Esta ano-
malia fue definida como “Defecto Dag” por Blom [6] y fue halla-
da por dicho autor como un defecto hereditario en el semen de
toros. Por otra parte otros investigadores como Barth y Oko
Bernard, [2], Bernard, [3] las han detectado en animales alta-
mente saludables de otras especies. Koefoed-Johnsen y Pe-
dersen [15] propusieron que esfo sucede cuando la gota cito-
plasmatica permanece en el espermatozoide y las enzimas hi-
droliticas que contienen, digieren parcialmente las fibras den-
sas y provocan el daoblez del flagelo.

En el presente estudio, realizado a nivel de microscopia
electrénica de barrido, en las estructuras que componen al es-
permatozoide, se definen con claridad los componentes es-
tructurales mal formados. Con frecuencia, estos se correspon-
den con rupturas a nivel de la membrana plasmatica y del
acrosoma, FIGS. 5, 6, y 8 y, por lo general estédn asociadas a
malformaciones en la cabeza y en un alto porcentaje a defec-
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FIGURA 13. MICROGRAFIA ELECTRONICA DE UN SEG-
MENTO DE ESPERMATOZOIDE, A NIVEL DEL PUNTO DE
INSERCION DEL FLAGELO A LA CABEZA. SE PUEDE OB-
SERVAR LAS MITOCONDRIAS (M) DE LA VAINA MITO-
CONDRIAL EN SU DISPOSICION CARACTERISTICA, FILA-
MENTOS (F) DEL CITOESQUELETO. X 42.000.
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FIGURA 14. CONJUNTO DE ESPERMATOZOIDES JUNTO
A CUERPOS ESFEROIDES (CABEZA DE FLECHA). TAM-
BIEN SE OBSERVAN CABEZAS DESPRENDIDAS (FLE-
CHA). X 1.200.

tos en la condensacion de la cromatina, la cual aparece granu-
lar al microscopio electrénico de transmisién [18, 23].

Estudios ultraestructurales realizados por microscopia
electronica de transmision muestran que solo las cabezas
anormales presentan cromatina no condensada [11]. Mientras
que en otros se ha reportado la pérdida del acrosoma vy la pre-
sencia de la matriz acrosomal electrontransparente, como la
principal alteracion en los espermatozoides de hamster [9, 10].
Koehler y col. reportaron la presencia de un gran nimero de
anormalidades morfoldgicas en Canis rufus que incluyen es-
permatozoides con dos cabezas y dos colas, doblez en la cola
y el cuello doble y la presencia de células blancas en un tercio

de las muestras tomadas [16]. En experimentos controlados
de fertilizacién “in vitro” realizados por Sukcharoen y col. [21],
con espermatozoides humanos, demostraron que la pérdida
de membrana acrosomal y el incremento significativo de célu-
las anormales esta asociado a una fertilizacién menor al 50%.
Esto se demuestra porque una reaccién acrosomal fisioldgica-
mente normal, se identifica por la persistencia de una banda
de plasma y por la membrana acrosomal externa, ambas en el
segmento ecuatorial de la cabeza del espermatozoide.

La presencia de hipoplasia de la cabeza del espermato-
zoide, FIG. 7, es considerada como de un impacto devastador
en la fertilidad, dicha anomalia se le menciona dentro de la pa-
tologia seminal como “microcefalia” y es comin en humanos
con problemas de infertilidad, donde el espermatozoide es in-
capaz de penetrar la zona pellcida del oocito, a pesar de que
el andlisis de semen muestre niveles de concentracién, motili-
dad y morfologia aceptables [24].

Otros cambios morfolégicos como crateres en la cabeza,
cabeza sin flagelo, fragmentacion y vesiculacién de la célula,
pérdidas de las membranas de la cabeza y del flagelo, asocia-
dos a una ruptura y desaparicion del contenido acrosomal,
FIGS. 9, 10, 11 y 12, se clasifican como espermatozoides
muertos [11]. Estas notables alteraciones, podrian estar aso-
ciadas a la lisis enzimética y/o ser producto de la senesencia
de los espermatozoides, o a injurias por las altas temperaturas
(33-36°C), interfiriendo éstas con el proceso de espermatogé-
nesis y en menor grado con la maduracion del esperma en el
epididimo [23]. También ellas han sido observadas en experi-
mentos realizados in vitro, indicadas por la presencia de cam-
bios degenerativos difusos y ultraestructurales que incremen-
tan el porcentaje de alteraciones en el eyaculado [5, 17].

CONCLUSIONES

La observaciéon por microscopia electrénica de barrido
de las alteraciones presentes en espermatozoides de toros
mestizos, incrementé el nimero de atipias detectadas, con
respecto a lo reportado por los métodos convencionales. Al
poder mostrar alteraciones que escapan del poder resolutivo
del microscopio dptico, nos permite emitir un diagndstico de
viabilidad mas confiable, de manera que se puedan seleccio-
nar los sementales adecuados para la inseminacién natural y
artificial, y asi incrementar significativamente el porcentaje de
fertilidad.
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