Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XII, N° 4, 249-253, 2002

EVALUACION DE DOS DILUYENTES SEMINALES PARA
LA PRESERVACION REFRIGERADA DE ESPERMATOZOIDES
DE GATO (Felis catus). NOTA TECNICA

Evaluation of two seminal extenders for the refrigerated preservation of cat spermatozoa
(Felis catus). Technical Note

Alfonso Sanchez' y Toshihiko Tsutsui 2

! Becario Conicyt, Escuela de Graduados, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Austral de Chile, Casilla 567,
Valdivia, Chile. 2 Deparment of Reproduction, Nippon Veterinary and Animal Science University, 1-7, Kyonan-Cho 1-Chome,
Musashino-Shi, Tokyo 180, Japan.

RESUMEN

Con el objetivo de evaluar el efecto de dos diluyentes seminales
en la preservacion a 4°C de espermatozoides de gato, 10 eyacu-
lados fueron obtenidos mediante vagina artificial. Aleatoriamente
se asignaron 5 eyaculados por cada diluyente en estudio. El se-
men se evalud inmediatamente y se diluy6 en relacién 1:5 con di-
luyente EYT (a base de yema huevo y buffer Tris: 510 mOsm/L y
pH 7,5) o diluyente TEST (a base de yema de huevo y buffer Tris
y Tes: 555 mOsm/L y pH 7,7). A continuacion se evalud la motili-
dad progresiva (MP) y vitalidad espermatica (VE). Cada eyacula-
do una vez diluido, fue mantenido por 30 minutos a 25°C y luego
enfriado a una tasa de 0,33°C/minuto hasta alcanzar 5°C y en-
tonces almacenado en refrigerador a 4°C. Las evaluaciones de
MP y VE se realizaron a las 24, 48, 72, 96, 120 y 144 horas de
refrigeracion. La MP fue superior (P<0,05) en el diluyente EYT a
partir de las 24 horas de evaluacion, alcanzando valores sobre
50 % a las 72 horas de refrigeracion. La VE no present6 diferen-
cias significativas al comparar los diluyentes en los diferentes
tiempos, sin embargo se observé un descenso lineal a través del
tiempo. Considerando que ambos diluyentes contenian yema de
huevo y que la principal diferencia en composicion entre ambos
radicé en el tipo de buffer; las diferencias observadas en la motili-
dad progresiva, podrian ser atribuidas principalmente a las pro-
piedades fisicas de los diluyentes en estudio. En conclusion, es
posible preservar espermatozoides de gato, refrigerados a 4°C,
por periodos de hasta 72 horas, con un diluyente a base de
yema de huevo y Tris.
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ABSTRACT

In order to evaluate the effect of two seminal extenders in the
preservation of cat spermatozoa at 4°C, ten ejaculates were
obtained through an artificial vagina. Five ejaculates were ran-
domly assigned to each extender under study. The seminal
volume was evaluated immediately and the semen was diluted
in a 1:5 relation with EYT extender (based on egg yolk and
buffer Tris: 510 mOsm/L and 7,5 pH) or Test extender (based
on egg yolk and buffer Tris and Tes: 555 mOsm/L and 7,7 pH).
The progressive motility (PM) and live sperms (LS) were evalu-
ated. Each ejaculate, once diluted, was maintained for 30 min-
utes at 25°C and then cooled at a rate of 0,33°C per minute
until it reached 5°C. Then each was stored in a refrigerator at
4°C. The evaluation of PM and LS was done at 24, 48, 72, 96,
120 and 144 hours after refrigeration. The PM was higher
(P<0.05) in the EYT extender at 24 hours, reaching values
over 50 % at 72 hours from its refrigeration. The LS did not
show significant differences when comparing the extenders at
different times, however, a linear descent was observed
through time was observed. Considering that both extenders
contain egg yolk and the main differences in composition be-
tween them was in the kind of buffer, the observed differences
in the PM, could be attributed mainly to the physical properties
of the extenders under study. In conclusion, it is possible to
preserve cat spermatozoa, refrigerated at 4°C for periods of up
to 72 hours with an extender based on egg yolk and Tris.
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INTRODUCCION

El creciente interés en el gato doméstico (Felis catus),
tanto como especie de compaiiia, asi como modelo para el es-
tudio de los felinos silvestres, ha determinado un importante
aumento en la investigacion sobre la biologia reproductiva de
esta especie [8, 9]. Uno de los focos de interés ha sido la pre-
servacion de gametos para uso en inseminacion artificial o fe-
cundacioén in vitro [5, 13].

Para la obtencion de semen de gato los métodos mas utili-
zados son la vagina artificial [18, 19] y la electroeyaculacion [4].
Los eyaculados obtenidos con vagina artificial generalmente pre-
sentan menor volumen y mayor concentracion espermatica que
aquellos obtenidos mediante electroeyaculacion [17].

Si bien para inseminacion artificial se ha descrito el uso de
semen fresco diluido con solucién salina (0,9% NaCl) [18], tam-
bién se han preservado eyaculados diluidos con medio para culti-
vo de embriones [12]. Un desafio importante en reproduccion feli-
na es preservar espermatozoides que conserven una adecuada
fertilidad potencial por periodos prolongados [9,12].

Se ha descrito la criopreservacion exitosa de espermato-
zoides de gato empleando un diluyente a base de lactosa,
yema de huevo y glicerol [10]. Ademas usando un diluyente a
base de Tes, Tris y yema de huevo, se estudio el efecto del
método de envasado del semen (pellet vs. pajuela) y el efecto
de la temperatura de almacenamiento (4°C vs — 196°C) por 24
horas, y se observé que la pajuela entregaba mejores resulta-
dos que el pellet y que el almacenamiento de semen de gato a
4°C constituia una buena alternativa de preservacion [12].

Debido a la escasa informacién existente en el area de
la preservacion de semen de gato, el objetivo del presente es-
tudio fue evaluar dos diluyentes seminales para alcanzar un
mayor tiempo de almacenamiento de espermatozoides a tem-
peratura de refrigeracion.

MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo del presente estudio se obtuvé 10
eyaculados provenientes de 3 gatos mestizos, adultos, con
una edad promedio de 53 * 1,5 afios, peso promedio
4,2 + 0,2 Kg, clinicamente sanos y de fertilidad probada; perte-
necientes a la colonia felina de la Nippon Veterinary and Ani-
mal Sciences University.

Para la coleccion de semen se emple0 vagina artificial y
gata en celo. Inmediatamente después de la coleccion se eva-
lu6 el volumen de los eyaculados y se procedié a su dilucion
en relacion 1:5 (semen: diluyente), empleando uno de los dilu-
yentes en estudio (TABLA I). La asignacion de los eyaculados
a cada uno de los diluyentes fue al azar.

A continuacién se realizé la evaluacién de la motilidad
progresiva con microscopio de contraste de fases (x1000) y
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TABLA |
COMPOSICION DE LOS DILUYENTES SEMINALES
TEST EYT
Tes* 499 Citrato de Sodio 1,349
Tris* 23¢9 dihidratado 249
Fructosa 10g Tris 10g
Yema de Huevo 20 mL Fructosa 20 mL
Penicilina - B 1.000 U.I/mL Yema de Huevo 1.000 U.I/mL
Estreptomicina 1 mg/mL Penicilina - B 1 mg/mL
Agua bidestilada 80 mL Estreptomicina 80 mL
Osmolaridad 555 /L Agua bidestilada 510 mOsm/L
pH 7,7mOsm Osmolaridad 7,5
pH

*Tris: hidroximetil aminometano; Tes: N — Tris (hidroximetil) metil 2 —
acido sulfénico aminometano

platina temperada y de la concentracion espermatica mediante
camara de Neubauer. Ademas se hicieron frotis para evaluar
morfologia, vitalidad espermatica y presencia de gota citoplas-
matica (espermatozoides inmaduros) mediante tincion con eo-
sina Y, usando microscopia de campo claro (x1000). Cabe se-
fialar que la evaluacion seminal se realiz6 después de la dilu-
cion de los eyaculados, ya que el bajo volumen seminal de
esta especie dificulta su manipulacioén [1].

Para el enfriamiento, los eyaculados procesados fueron
conservados en tubos plasticos de 1,5 mL. Cada muestra rotu-
lada, fue mantenida por 30 minutos a temperatura ambiente
(aproximadamente 25°C) y luego se procedid a una refrigera-
cion programada, llevando el semen diluido desde 25°C a 5°C,
con una tasa de enfriamiento de 0,33°C por minuto. Luego las
muestras fueron almacenada en un refrigerador a 4°C. La eva-
luacién del efecto de los diluyentes seminales se realizd6 mi-
diendo motilidad progresiva y vitalidad espermatica en diferen-
tes tiempos de refrigeracion: 24, 48, 72, 96 y 144 horas.

Para el analisis estadistico las variables porcentuales
fueron transformadas segun la férmula angular del arcoseno a
fin de hacer analisis de la varianza. Las diferencias se estima-
ron a través de la prueba de Kruskal-Wallis, estableciendo
como nivel de significancia un valor de P<0,05.

RESULTADOS

En la TABLA Il se muestra el volumen inicial y final de
los 10 eyaculados usados en el estudio, asi como las concen-
traciones espermaticas a las cuales se realiz6 la refrigeracién
de los espermatozoides. También se indica el diluyente em-
pleado para cada eyaculado. El volumen final de los eyacula-
dos diluidos con TEST fue de 383 + 32,9 pL y para aquellos di
luidos con EYT fue 444 + 156,5 pL.

Las concentraciones espermaticas totales de los eyacu-
lados diluidos fueron 83,1 + 38,6 x 10° y 41,4+ 158 x 106 para
los diluyentes TEST y EYT respectivamente. Las concentracio-
nes espermaticas finales a las cuales se preservaron los eya-
culados una vez diluidos y refrigerados fluctuaron entre 3,7 y
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TABLA Il
DESCRIPCION DE VOLUMEN SEMINAL Y CONCENTRACION ESPERMATICA EN LOS EYACULADO DE GATO
Eyaculado N° Volumen Volumen diluyente  Volumen final (uL) Espermatozoides Diluyente
Semen (uL) (uL) totales
(x 10%)
1 60 300 360 135,0 TEST
2 60 300 360 82,8 TEST
3 70 350 420 105,3 TEST
4 100 500 600 22,0 EYT
5 40 200 240 55,2 EYT
6 100 500 600 43,2 EYT
7 60 300 360 41,8 TEST
8 70 350 420 57,9 EYT
9 70 350 420 50,4 TEST
10 60 300 360 28,8 EYT
Las caracteristicas seminales de los eyaculados usados en el presente estudio se muestran en la TABLA IIl.
37,5 x 10° espermatozoides por mL, con un promedio de
TABLA Il

16,5 + 10,4 x 10° espermatozoides por mL.

Los resultados de motilidad progresiva a través de los di-
ferentes tiempos de refrigeracién se presentan en la TABLA
IV. Cabe destacar que el diluyente EYT arrojo resultados signi-
ficativamente superiores al diluyente TEST a partir de las 24
horas de evaluacion (P<0,05).

Respecto a la vitalidad espermética, los resultados se
muestran en la TABLA V, destacandose la ausencia de dife-
rencias entre ambos diluyentes en cualquiera de los tiempos
de evaluacion. Las vitalidad espermatica experiment6é un des-
censo lineal a través del tiempo independiente del tipo de dilu-
yente empleado.

DISCUSION

En general la respuesta de los gatos a la recoleccion del
semen con vagina artificial fue satisfactoria. Al respecto cabe
sefialar que los animales empleados en el presente estudio
estaban habituados a este tipo de manejo reproductivo. Se ha
estimado que so6lo alrededor del 20% de los gatos pueden ser
entrenados para eyacular en vagina artificial [17].

Los valores seminales promedio obtenidos en este estu-
dio son similares a los descritos por otros autores que usaron
VA para la coleccién de semen de gato [6, 7, 18, 19, 20].

Diversos trabajos describen la factibilidad de preservar
espermatozoides de mamiferos en condiciones de refrigeracion,
a temperaturas entre 4 y 6°C [14, 15, 16], sin embargo para es-
permatozoides felinos la informacién disponible es escasa.

En el presente trabajo la comparacion de diluyentes evi-
dencié una clara superioridad del diluyente EYT sobre el dilu-
yente TEST. Al respecto cabe destacar que los resultados de
motilidad progresiva y vitalidad espermatica alcanzados a las
72 horas de refrigeracion con el diluyente EYT en el presente
estudio, son superiores a los descritos en otros trabajos donde

CARACTERISTICAS SEMINALES DE EYACULADOS
DE GATO (N = 10)

Caracteristica Promedio +
Desviacion Estandar

Volumen seminal (L) 69 + 18,5
Concentracion espermatica total (x106) 62,2+ 35,4
Motilidad progresiva (%) 82,0+7,2
Vitalidad espermética (%) 93,7+2,9
Anormalidades espermaticas (%) 8,9+6,1
Espermatozoides inmaduros (%) 35+21

también se usaron diluyentes a base de yema de huevo con
Trisy Tes [1, 6, 7].

Considerando que la osmolaridad de los diluyentes usa-
dos en este estudio fue superior a la osmolaridad del semen
de gato, la cual fluctia entre 320 y 345 mOsm/kg [6] llama la
atencion los resultados obtenidos con ambos diluyentes a las
24 horas de refrigeracion y en particular los resultados a las 72
horas con el diluyente EYT. Esta caracteristica de resistencia
a condiciones hipertdnicas fue observada en espermatozoides
de gato, reportdndose mejores valores de motilidad progresiva
en diluyentes con osmolaridades superiores a 390 mOsm/kg
comparado con diluyentes hipoosmoticos [6], caracteristica
gue también ha sido observada en espermatozoides ovinos y
humanos [3].

La mantencién de buenos niveles de motilidad progresi-
va en el semen diluido y refrigerado (> 50%) se puede atribuir
a las caracteristicas protectoras de los fosfolipidos de la frac-
cion lipoproteica de baja densidad de la yema del huevo, bio-
moléculas capaces de estabilizar y regular la integridad de la
membrana espermatica frente al shock térmico, dado este
efecto por sus propiedades emulgentes y coligativas [2]. Si
bien existe concordancia en los efectos positivos de la yema
de huevo para la preservacion de espermatozoides a bajas
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TABLA IV
VALORES DE MOTILIDAD PROGRESIVA (%) EN ESPERMATOZOIDES FELINOS REFRIGERADOS A 4°C

Tiempo de Refrigeracion (horas)

Diluyente 0 24 48 72 96 120 144
TEST 82+ 7,52 59 + 12,42 48 + 10,42 40+12,22 26 + 11,42 7 +8,42 5+ 8,72
(n=5)

EYT (n=5) 89 + 5,52 78 +8,4° 74 +8,2° 58 + 19,2b 42 + 27,70 32+ 25.38P 20 + 21,1P

Letras diferentes dentro de columnas indican P < 0,05

TABLA V
VALORES DE VITALIDAD ESPERMATICA (%) EN ESPERMATOZOIDES FELINOS REFRIGERADOS A 4°C

Tiempo de Refrigeracién (horas)

Diluyente 0 24 48 72 96 120 144
TEST 92,8+ 3,5 86,4+ 8,9 84,0+ 3,1 78,1+ 3,2 71,0+ 8,7 67,2+ 11 62,6 + 10
(n=5)

EYT 945+ 2,3 89,6 + 5,2 86,6 + 6,7 83,3+ 94 73,3+ 7,6 71,8+ 4,7 67,2+ 11
(n=5)

temperaturas, existen antecedentes que sefialan que los es-
permatozoides de gato son menos susceptibles el shock térmi-
co y que por lo tanto los diluyentes seminales requeririan una
menor proporcién de lipoproteinas de la yema del huevo [7].

CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede concluir
que es posible preservar espermatozoides de gato a tempera-
tura de refrigeracion y que el empleo de un diluyente a base
de yema de huevo y Tris permite mantener parametros satis-
factorios de fertilidad potencial hasta las 72 horas de refrigera-
cién. Las concentraciones espermaticas finales, asi como la
motilidad progresiva observada a las 72 horas de refrigeracion
sugieren la factibilidad de usar semen de gato para insemina-
cion artificial, siguiendo el protocolo de manejo del semen des-
crito en este trabajo.
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