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RESUMEN

EFECTO DEL FOTOPERIODO Y DE LA ADMINISTRACION DE MELATONINA SOBRE LA

PRODUCCION ESPERMATICA EN EL GATO DOMESTICO (FELIS SILVESTRIS CATUS)

En el felino doméstico, la estacionalidad ovulatoria y estral de la hembra ocurre
durante los dias que presentan mas de 12 h luz. Sin embargo, la estacionalidad
reproductiva del gato ha sido definida recientemente. El objetivo de esta tesis fue
estudiar el efecto del fotoperiodo natural, el manejo luminico artificial y Ia
administracion de melatonina sobre la produccion espermatica en el gato doméstico. En
el primer estudio se evalud el efecto del fotoperiodo natural sobre la morfologia
testicular y la calidad espermatica epididimal. Se observo que la produccion espermatica
se mantiene constante a través del afio, evidenciandose una mayor cantidad de tubulos
seminiferos con estadios avanzados de maduracion y una mayor cantidad de células de
Leydig y Sértoli en correspondencia con una mejor calidad espermatica epididimal,
durante AL, sin embargo estas variaciones fotoperiodicas no se encuentran reflejadas en
la concentracion de T sérica. En el segundo experimento se estudio el efecto del manejo
luminico artificial sobre la produccion espermatica, observandose que el gato doméstico
presenta un efecto de fotorefractariedad al fotoperiodo largo, el cual produce una
disminucion en todos los parametros seminales evaluados, efecto que puede revertirse
sometiendo a los gatos a fotoperiodo corto, para luego cambiarlos a fotoperiodo largo y
recuperar la calidad seminal observada antes de la refractariedad. En el tercer
experimento se evalud la eficacia farmacologica de implantes de melatonina en gatos
para suprimir la espermatogénesis. Un implante de melatonina de 18mg, logra disminuir
la calidad seminal durante 90-100d, llegando a valores semejantes a los hallados en d de
fotoperiodo corto, sin que se manifiesten efectos colaterales adversos. La calidad
seminal se recupera aproximadamente 250d después de colocado el implante. En
conclusion, nuestros resultados demostraron que el gato posee una produccion
espermatica estacional en relacion al fotoperiodo, la cual se ve afectada por la

concentracion de melatonina sérica y el fendmeno de fotorefractariedad.

PALABRAS CLAVE: Estacionalidad reproductiva, Fotorefractariedad, Anticoncepcion,

Implantes de Melatonina.



XV

SUMMARY

EFFECT OF NATURAL PHOTOPERIOD AND MELATONIN ADMINISTRATION ON SPERM

PRODUCTION IN THE DOMESTIC CAT (FELIS SILVESTRIS CATUS)

The queen is a seasonal breeder when exposed to natural photoperiod, with
ovarian activity during increasing photoperiod. However, seasonality in tom cats has
been recently defined. The aim of this study was to assess the effect of natural and
artificial photoperiod and melatonin administration on sperm production in the domestic
cat (Felis silvestris catus). In the first experiment we studied seminal epithelium
morphology, epididymal sperm characteristics and serum T concentration in cats under
natural photoperiod. Our results show a constant sperm production throughout the year,
with a higher percentage of seminiferous tubules with mature sperm and more Leydig
and Sertoli cells corresponding with a better epididymal sperm quality during increasing
light. However natural photoperiod induces no changes on serum T concentrations. In
the second experiment, the effect of artificial photoperiod was studied. We observed
that refractoriness and reduced sperm production and sperm quality induced by a
prolonged long photoperiod can be restored after placing tomcats to a short photoperiod.
In the third experiment we study the efficacy of a subcutaneous melatonin implant to
suppress sperm production in the tom cat. A subcutanecous MEL implant effectively,
reversibly, and safely reduced sperm production for 90 to 100d in cats. Seminal
characteristics during treatment were similar to that observed during short photoperiod.
Seminal quality was restored approximately 250d after implant insertion.

In conclusion, our results demonstrate that photoperiod induces seasonal changes
in spermatozoa quality. This seasonality is affected by serum melatonin concentrations

and photorefractoriness.

KEYWORDS: Seasonality, Photorefractoriness, Contraception, melatonin implants.



CAPITULO 1

ESTACIONALIDAD REPRODUCTIVA

INTRODUCCION

A través de afios de evolucion, los mamiferos se han adaptado a vivir en casi
cualquier habitat. Los diferentes habitats estan sometidos, en mayor o menor medida, a
fluctuaciones climaticas y variaciones en las h de luz diaria, las cuales son mas
pronunciadas a medida que aumenta la latitud. Los mamiferos que habitan regiones con
diferencias marcadas en la cantidad de h luz diarias a lo largo del afio, se adaptaron a
estas modificaciones luminicas exhibiendo cambios ciclicos en su fisiologia y
comportamiento reproductivo. De esta forma, el cambio adaptativo principal resulta en
restringir la actividad reproductiva al momento del afio en el cual es posible cubrir las
demandas energéticas mas altas (fines de la gestacion, parto, lactancia y destete). Es asi,
que la etapa reproductiva es coincidente con la mayor disponibilidad de alimento para
asegurar la sobrevida de la cria. En zonas templadas, las mencionadas condiciones
medioambientales ocurren en primavera y principios de verano. En tanto, en regiones
tropicales y aridas estas condiciones se asocian principalmente a la temporada de lluvias
(Bronson, 1989; Martin y col., 1994; Malpaux, 2006). Por otra parte, existe también un
factor social, dado por el estimulo tactil, sefiales visuales, auditivas y olfativas a través
de feromonas, que influyen sobre el estado reproductivo en ovinos, bovinos, roedores y
cerdos (Vandenbergh, 1976; Kirkwood y col., 1981; O'Callaghan y col., 1994; Rekwot
y col., 2001). En ovinos, estas sefiales sexuales estan dadas por la interaccion entre
machos y hembras. Las hembras al estimularse entre si logran inducir ciclos estrales y

adelantar el inicio de la temporada reproductiva. Los machos producen un estimulo



visual y olfativo sobre las hembras que, a través de feromonas, inducen ovulacion de
hembras en anestro tardio; asi como también, retrasan el final de la temporada
reproductiva. A su vez, las hembras inducen un aumento en el volumen testicular, la
secrecion de las glandulas anexas y los niveles de testosterona sobre los machos
(O'Callaghan y col., 1994).

La manera en que cada animal interactia con estos factores depende, de la
especie, de su genética individual y de su estado reproductivo en ese momento
especifico. La influencia de los factores ambientales sobre la regulacion de la actividad
sexual de mamiferos ha sido ampliamente estudiada. Actualmente se sabe que la
estacionalidad reproductiva en especies que habitan zonas templadas, esta regida
principalmente por el fotoperiodo, es decir, por la variacion en la cantidad de h luz
diarias a través del afio. La variacioén en la duracion de los dias, es uno de los factores
mas importantes en la regulacion de la estacionalidad reproductiva debido a que se
mantiene constante de un afio a otro, siendo asi altamente previsible, a diferencia de
otros factores climdticos como la temperatura y las lluvias, que presentan mayores
variaciones anuales (Thiery y col., 2002). Es asi, que los animales presentan periodos de
actividad sexual seguidos por periodos de reposo, de duracion e intensidad variable
regulados ambos por el fotoperiodo (Chemineau y col., 1996; Malpaux y col., 1996).

La manera en que los animales sincronizan la actividad reproductiva en un
momento especifico del ailo comienza a estudiarse a principios de siglo, a partir del
interrogante de los anatomistas acerca de la relacion entre glandula pituitaria y las
gonadas. Con el paso del tiempo, se cre6 una subdisciplina orientada a estudiar los
patrones regulatorios encefalicos. Las primeras descripciones de sustancias endocrinas
neurales que regulan la actividad reproductiva datan de la década del 40 y fueron

realizadas en ratas domésticas. A partir de ese momento, el estudio sobre este topico se



extendid a otras especies y esta subdisciplina se transformé en una especialidad, la
endocrinologia reproductiva que, en un principio, fue orientada hacia patrones
bioquimicos y luego moleculares (Bronson, 1989)

Actualmente, el conocimiento en esta area es inmenso. Es asi que se ha
comprobado que el mecanismo por el cual el fotoperiodo regula la actividad
reproductiva en animales de zonas templadas, se encuentra relacionado estrechamente
con la actividad de la glandula pineal y de su producto de secrecion. De esta forma la
cantidad de h luz diaria es captada a nivel ocular y transformada al ciclo diario de
secrecion de melatonina por la glandula pineal. La secrecion nocturna de esta hormona
refleja la duracion de la noche, regulando asi la secrecion pulsatil de GnRH desde el
hipotalamo. Asi mismo, las variaciones en la secrecion de GnRH inducen variaciones en
la secrecion de hormona LH responsable de la presencia o ausencia de ovulacion en la
hembra, y de variaciones en la produccion espermatica en el macho (Malpaux y col.,
1999). Debido a que la melatonina no se almacena en la glandula pineal, la
concentracion sérica refleja fielmente su sintesis y liberacion las cuales a su vez, estan
fuertemente ligadas al ciclo luz/oscuridad (Chemineau y col., 1996; Malpaux y col.,
1997). Un cambio en la duracion del tiempo de liberacion de melatonina durante la
noche, relacionado con la estacion del afio, estimula o frena el pulso de GnRH, la cual
activa o suprime la liberacion de LH y FSH hipofisarias, segiin la especie sea
fotoperiodica positiva o negativa (Leyva y col., 1989; Vieytez, 1995; Malpaux y col.,
1999; Claustrat y col., 2005). La estimulacion o inhibicion en la liberacion de
gonadotrofinas esta, a su vez, regulada por un mecanismo de retroalimentacion negativo

con sus productos finales de secrecion (inhibina y testosterona).



ESTACIONALIDAD EN PEQUENOS RUMIANTES

El efecto del fotoperiodo sobre la funcionalidad reproductiva se halla bien
documentada en pequefios rumiantes que habitan zonas templadas. En estos animales
las variaciones fotoperiodicas son el factor medioambiental principal para regular la
actividad reproductiva. El factor genético también es importante debido que determina
la sensibilidad a las variaciones fotoperiodicas, en tanto que, la temperatura y la
disponibilidad alimentaria desempefian un papel secundario y son considerados como
moduladores de la actividad reproductiva (Aisen, 2004). Sin embargo, en zonas
tropicales con variaciones fotoperidodicas minimas, las ovejas presentan un ritmo
endégeno que alterna periodos de actividad sexual y quiescencia no sincronizado entre
animales ni con el calendario anual. De esta manera, el rol principal del fotoperiodo en
condiciones naturales seria el de sincronizar el ritmo enddgeno de los ciclos estrales
(Robinson y Karsch, 1988; Karsch y col., 1989; Malpaux y col., 1997). En términos
generales, en regiones templadas las ovejas domésticas comienzan a ciclar a mediados
del verano, cuando los dias se estan acortando y los ciclos culminan durante el invierno
a medida que los dias se alargan. Sin embargo, existen grandes variaciones entre razas,
asi como entre individuos de la misma raza, iniciando su temporada reproductiva antes
o después, dependiendo de la duracion del periodo de anestro. Asi mismo, algunas razas
exhiben ovulaciones silentes, sin relacion con el ciclo anterior ni con el siguiente,
durante el incremento en la duracion de los dias (Ortavant y col., 1988).

Durante la temporada reproductiva, los ciclos estrales ovinos se repetiran cada 17
d y, de no mediar gestacion, estos ciclos se repetiran de forma continua hasta mediados
del invierno, cuando la duracion de la cantidad de h luz diaria comienza a aumentar. En
este momento, los ciclos ovulatorios cesan y los animales se mantienen en anestro

durante los d que presentan mayor cantidad de h luz (d largos). Esta estacionalidad es



regida por la accion de melatonina, estimulando la pulsatilidad de la hormona GnRH
durante las noches largas de la temporada reproductiva (Gomez-Brunet y col., 2008). Si
bien el pico de concentracion sérica de melatonina no varia a lo largo del afio, si lo hace
la duracion de las noches y debido a que la melatonina se sintetiza solo en los periodos
de oscuridad, se encontrara en concentraciones elevadas durante mas tiempo durante
estaciones del afio con noches mas largas. Por esta razon, otros autores han evidenciado
una mayor duraciéon de los niveles altos de melatonina cuando los animales se
encuentran en estro y una menor en los periodos de anestro (Rollag y col., 1978).

En esta especie, el periodo de acortamiento asi como el de alargamiento de la
cantidad de h luz diaria son importantes para situar, en el momento del afio adecuado, la
temporada reproductiva del afio siguiente. Es asi que el incremento de la cantidad de h
luz diaria es fundamental para el mantenimiento de la gestacion y la produccion lactea.
Asi como también se ha observado que influye sobre el tamafio de corderos mellizos
(Ortavant y col., 1988; Barrell y col., 2000). De esta forma, el alargamiento de la
cantidad de h luz diaria que se produce entre los solsticios de invierno y verano, juegan
un papel fundamental para la ocurrencia de la temporada reproductiva del otofio
siguiente (Malpaux y col., 1989). En tanto que los d largos cercanos al solsticio de
verano son necesarios para suprimir la actividad reproductiva, el acortamiento de la
cantidad de h luz desde el solsticio de verano hasta el equinoccio de otofio, es
responsable de la duracion y de la intensidad de la temporada reproductiva proéxima. Por
ultimo, los dias que presentan menor cantidad de h Iuz (d cortos) presentes desde el
equinoccio de otoflo hasta el solsticio de invierno, sincronizan la temporada
reproductiva del afio siguiente (Wayne y col., 1990; Gomez-Brunet y col., 2008). De
esta forma los cambios fotoperiddicos estacionales actuales, sincronizan el ritmo

endogeno reproductivo de la temporada siguiente.



Si bien los machos acompaiian la estacionalidad reproductiva observada en la
hembra, la sensibilidad que estos presentan al fotoperiodo es diferente, manifestando
cambios reproductivos 1,5 a 2 meses antes que la hembra (Ortavant y col., 1988). Estos
cambios, tanto fisioldogicos como conductuales, se deben a la accion de gonadotrofinas
circulantes. Durante el alargamiento de la cantidad de h luz diaria los niveles de
gonadotrofinas permanecen bajos induciendo una regresion en el tamaiio testicular de
hasta un 20% con la correspondiente reduccion de la concentracion de testosterona. El
cambio a d cortos produce un aumento en la secrecion de gonadotrofinas relacionado
con el aumento en la duracion de las noches, es asi que el patron de secrecion diario se
modifica, aumentando de uno a diez picos por dia la secrecion de gonadotrofinas. Como
cada pico secretorio de LH induce posteriormente un pico secretorio de testosterona,
esta ultima aumentara su concentracién en conjunto con la mayor pulsatilidad de LH
(Ortavant y col., 1988). Como consecuencia de estas modificaciones endocrinologicas,
ocurre un aumento en el tamafio testicular, asi como en la cantidad de espermatozoides
presentes en el eyaculado, aproximadamente 2 a 3 semanas posteriores al cambio
luminico (Lincoln y col., 1977). Esta variacion en el tamafo testicular se debe a un
mayor numero de espermatocitos primarios y espermatides durante los d largos previos
al comienzo de la temporada reproductiva. Este hecho es seguido de un aumento del
tamafio epididimal (Thibault y col., 1966). Asi mismo, Thimonier comunicé un mayor
tamafio de la vesiculas seminales y una mayor concentracion de fructosa en las mismas
durante la época reproductiva (Thimonier, 1981). En concordancia con lo anteriormente
expuesto, también se ha observado que tanto el nimero de montas como el volumen
testicular, exhiben una clara estacionalidad, encontrando los maximos volumenes
testiculares durante los meses de invierno y los volimenes minimos durante los meses

de verano (Lincoln y col., 1977; Avdi y col., 2004). Asi mismo, se ha demostrado que la



calidad seminal y la capacidad fecundante de muestras seminales criopreservadas de
otoflo fueron mejores que las muestras de primavera al inseminar ovejas en diferentes
estaciones (Ortavant y col., 1988).

Estos cambios endocrinologicos estacionales modifican la concentracion de otras
hormonas como la prolactina, evidenciandose una disminucion de esta hormona
concomitante con el paso de d largos a d cortos, al tiempo que los niveles de FSH, LH y
posteriormente, testosterona se incrementan. La situacion inversa se evidencia con el
paso a d largos, en donde esta hormona es fundamental para el desarrollo mamario y la
produccion lactea (Langford y col., 1987; Pelletier y Almeida, 1987; Ortavant y col.,
1988).

En los caprinos, las hembras presentan actividad sexual fuertemente estacional,
ovulando cuando descienden las h luz (Chemineau y col., 2008). En concordancia con la
estacionalidad de las hembras, los machos cabrios muestran una marcada estacionalidad
reproductiva, ocurriendo actividad sexual durante el otofo. Si bien los machos de esta
especie presentan espermatogénesis continua, ocurren modificaciones cuantitativas y
cualitativas durante el afio. La disminucion de la espermatogénesis durante la estacion
de reposo sexual provoca cambios en el tamafio testicular, asi como también
disminucion en la actividad de las glandulas accesorias (Delgadillo y col., 1991). Asi
mismo, la concentracion de testosterona sérica varia durante el afio alcanzando niveles
maximos desde comienzos del otofio hasta finales de primavera (Delgadillo y col.,
2004).

En ovinos y caprinos ademas de observarse estacionalidad en la actividad
reproductiva también se ha evidenciado un fenémeno de insensibilidad al estimulo
luminico constante, denominado fotorefractariedad. El mismo, se manifiesta luego de

mantener a los animales durante periodos prolongados a una cantidad fija de h luz



diaria. Es decir, que a pesar de que los d cortos estimulan la actividad reproductiva, un
periodo prolongado de d cortos induce insensibilidad al estimulo luminico con el
consiguiente cese de la actividad reproductiva. Este fendmeno fotorefractario se observa
en condiciones fisiologicas en las transiciones entre estro y anestro. De esta forma, al
finalizar la temporada reproductiva, la oveja es insensible a la estimulacion producida
por los d cortos, de forma tal que la exposicion de estos animales a periodos de d cortos
no retrasara el inicio del anestro. De la misma forma, al inicio de la temporada
reproductiva se evidencia refractariedad al estimulo producido por los d largos
(Chemineau y col., 1992).

Por otro lado, si los animales son mantenidos durante un largo periodo de d largos
la actividad sexual comienza de manera espontanea como una adaptacion al estimulo
luminico constante (Howles y col., 1982). Este fenomeno fotorefractario puede ser
evitado exponiendo a los animales a periodos alternados de d largos y cortos. Este
manejo es esencial para el control fotoperiodico de la actividad sexual en animales
mantenidos en ambientes controlados (Almeida y Lincoln, 1984; Chemineau y col.,
1992). Al realizar cambios luminicos cada 30 o 60 dias, los animales responden siempre
a la estimulacion luminica ambiental, manteniéndose la actividad reproductiva (Legan y
Karsch, 1980; Delgadillo y col., 1993). Esta alternancia mensual entre d cortos y largos
es usada en carneros y machos cabrios en centros de inseminacion artificial, para inhibir
el efecto fotorefractario, obteniendo semen durante todo el afio sin variaciones en la
calidad espermatica ni en la fertilidad. Mediante este manejo luminico se ha logrado
mantener la calidad seminal por 3 afios consecutivos (Delgadillo y col., 1993). A su vez,
la generacion de pulsos luminicos durante las horas de oscuridad puede ser utilizada
para mimetizar d largos y el tratamiento con melatonina para mimetizar d cortos

(Chemineau y col., 1992). De esta forma, para el control reproductivo a contra-estacion,



puede utilizarse efectivamente la sucesion de d largos seguido de descenso luminico 6 d
largos y administracion de melatonina. De esta forma se logra adelantar la pubertad en
carneros jovenes y mejorar la calidad seminal. Asi mismo, en carneros adultos, induce
un aumento en el volumen testicular y una mejora de la calidad seminal durante los d
largos de primavera (Chemineau y col., 1992). Similares resultados se observaron en
machos cabrios, en los cuales el efecto del fotoperiodo largo fue bloqueado por la
accion de melatonina exdgena. Sin embargo, la utilizacion prolongada de esta hormona
induce cambios ciclicos en la actividad testicular, semejantes a los cambios observados
durante la exposicion prolongada a d cortos (Lincoln y Ebling, 1985). En cabras, el
tratamiento con melatonina luego de d largos, induce y mantiene los celos durante la
primavera con altas tasas de fecundacion (Chemineau y col., 1992). En ovejas, la
administracion de melatonina oral o en formulaciéon de implantes adelanta de 2 a 8
semanas los ciclos estrales en animales mantenidos bajo régimen de d largos (Arendt y
col., 1983).

Dentro del grupo de los pequefios rumiantes también los cérvidos presentan
estacionalidad reproductiva influenciada por el fotoperiodo. Si bien existen muchas
variaciones dentro de la familia cervidae, tomaremos como modelo al corzo (Capreolus
capreolus). Esta especie, presenta una temporada reproductiva corta de tan solo un mes
acompaiada de importantes cambios en su aparato reproductivo relacionados con su
marcada estacionalidad. La actividad reproductiva estacional se evidencia entre julio y
agosto en Europa e induce cambios en el tamaifio testicular y en las glandulas accesorias.
El volumen del eyaculado, nimero total de espermatozoides, porcentaje de motilidad y
de espermatozoides normales es marcadamente superior durante la temporada
reproductiva en comparacion con la temporada no reproductiva. La produccion de

espermatozoides normales y motiles se correlacion6 tanto con el contenido proteico del
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plasma seminal asi como con la concentracion de testosterona en el plasma seminal y
suero, evidenciandose los méaximos valores durante la temporada reproductiva (Goeritz
y col., 2003). Schon y col encontraron que durante los meses de diciembre-enero
(temporada no reproductiva), los tubulos seminiferos estaban conformados casi en su
totalidad por células de Sertoli y espermatogonias, mientras que durante la temporada
reproductiva las espermatides alcanzaron su nimero mas alto y los tubulos seminiferos
aumentaron su didmetro (Schon y col., 2004). Blottner y col. han descrito que el nimero
de células intersticiales de Leydig se mantiene constante durante el afio, variando solo
su actividad, encontrandose el pico maximo de concentracion de testosterona durante la

temporada reproductiva (Roelants y col., 2002; Blottner y Schoen, 2005).

ESTACIONALIDAD EN ROEDORES

Los roedores también presentan estacionalidad reproductiva. Entre las especies
fotoperiodicas positivas, el hamster dorado (Mesocrisetus auratus) presenta actividad
reproductiva durante los d largos de primavera-verano. El resto del afio, mientras las
hembras se mantienen en anestro, los machos permanecen en estado de quiescencia
reproductiva con manifiesta regresion testicular, siendo incapaces de producir gametas.
Este periodo de inactividad gonadal tiene una duracion aproximada de 5 meses después
de los cuales comienza a reactivarse la espermatogénesis, produciéndose aumento del
tamarfio testicular, mientras que en las hembras se reanudan los ciclos estrales (Stetson y
col., 1983). Durante el periodo de d cortos la ausencia de ciclos estrales y la regresion
testicular es inducida por un descenso de las hormonas LH, FSH y prolactina. Estos
cambios endocrinolégicos reproductivos fotoperidodicos se encuentran mediados por la
accion de la melatonina (Stetson y Tate-Ostroff, 1981). El efecto de esta ultima

hormona sobre la actividad reproductiva ha sido utilizada para inducir la regresion
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gonadal en hamsters intactos y pinealectomizados, mantenidos bajo fotoperiodo
estimulatorio (Stetson y Tate-Ostroff, 1981). Por otra parte, en esta especie también se
ha observado una accién negativa del estimulo luminico constante sobre la actividad
reproductiva. Algunos animales evidencian reactivacion gonadal espontdnea con
activacion espermatogénica y de los ciclos estrales 10 a 12 semanas después de
comenzado el periodo inhibitorio de d cortos. Esta reactivacion gonadal se produce
incluso en ausencia total de luz. Estos animales no solo no responden al estimulo
luminico inhibidor, sino que también son refractarios a la accion de melatonina
exdgena, ya sea en formulacion de implantes o mediante inyecciones subcutineas.
Posiblemente esto se deba a insensibilidad por parte de los tejidos blanco para esta
hormona. Esta refractariedad puede ser revertida exponiendo a los animales a un
periodo de 11 semanas de d largos, luego de los cuales tanto los machos como las
hembras, vuelven a ser sensibles nuevamente al fotoperiodo corto (Stetson y col., 1977;

Stetson y Tate-Ostroff, 1981; Stetson y col., 1983)

ESTACIONALIDAD EN FELINOS

Los felinos domésticos (Felis silvestris catus) que habitan zonas templadas
también presentan estacionalidad reproductiva. Desde hace mas de 3 décadas la gata ha
sido clasificada como fotoperiodica positiva. Los celos ocurren durante los d que
presentan mas de 12 h luz y se relacionan con bajas concentraciones séricas de
melatonina. Durante la temporada reproductiva los celos se manifiestan de forma
ininterrumpida cada 14 a 19 d de no mediar gestacion, pseudoprefiez o enfermedad
(Johnston y col., 2001). Por el contrario, durante el invierno, cuando los d poseen menos
de 8 h luz, la concentracion sérica de melatonina aumenta, no se producen pulsos de

GnRH vy el eje hipofisario-gonadal est4 quiescente por lo que la actividad ovarica cesa y
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la hembra comienza una etapa de anestro (Leyva y col., 1984; Leyva y col., 1989). Es
asi que puede inducirse el ciclo estral mediante el aumento artificial del fotoperiodo
(Hurni, 1981). Las concentraciones plasmaticas de melatonina estan sincronizadas con
las concentraciones plasmaticas de prolactina. Por lo que ambas hormonas se
encuentran elevadas durante el fotoperiodo corto y bajas durante el fotoperiodo largo,
que corresponde a la estacion reproductiva (Leyva y col., 1984; Verstegen, 1998).

Si bien la estacionalidad reproductiva se encuentra claramente definida en Ia
hembra felina, en los machos existen pocos estudios sobre este topico. Algunos trabajos
han comunicado la ausencia de estacionalidad reproductiva en el gato (Spindler y Wildt,
1999; Franca y Godinho, 2003). Sin embargo, estudios mas recientes sugieren una
produccion espermadtica estacional en machos felinos (Axner y Linde Forsberg, 2007;
Blottner y Jewgenow, 2007; Stornelli, 2007).

De la misma forma que ocurre en otras especies fotoperiodicas, los felinos
domésticos presentan espermatogénesis continua mostrando solo variaciones en los
parametros seminales a lo largo del afio, siendo éste el principal efecto del fotoperiodo.
Ya en la década del 80, Johnstone (1984) observo un aumento en el volumen seminal en
eyaculados realizados durante la temporada reproductiva. Veinte afios mas tarde,
estudios realizados en gatos domésticos, sugirieron estacionalidad reproductiva. En
dichos trabajos se menciona que la cantidad y calidad de espermatozoides epididimales
fue significativamente mayor en muestras provenientes de epididimos de gatos
castrados en d de mas de 11 h luz (Stornelli y col., 2004; Tittarelli y col., 2004). En
concordancia con estos resultados, Blottner observd que si bien en todas las estaciones
se mantiene la capacidad de producir semen, existieron variaciones en el peso testicular
y en la cantidad de espermatozoides por testiculo en muestras de animales castrados

durante la primavera, comparado con los estudiados en otofio-invierno. En este estudio
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también se encontraron diferencias en la motilidad y el porcentaje de espermatozoides

normales en las mismas estaciones estudiadas (Blottner y Jewgenow, 2007).

Un estudio retrospectivo sobre la morfologia espermatica realizado en Suecia,
puso en evidencia que el porcentaje de espermatozoides normales en muestras
seminales tomadas de gatos durante el ascenso luminico fue mayor (Axner y Linde
Forsberg, 2007). Similares resultados fueron descriptos por Stornelli y col. (2009) quién
demostrd variaciones estacionales en el desarrollo de la hilera seminal en gatos adultos

castrados durante diferentes épocas del afio.

En la actualidad existe pocos datos sobre la produccion espermatica del gato
doméstico y cudl seria la calidad seminal durante la época reproductiva de la hembra
felina. Es asi que aun no se han definido los pardmetros seminales del espermograma
normal. Algunos autores han encontrado alrededor de 40% de espermatozoides
morfologicamente normales en gatos mestizos, mientras que otros sugieren que el
porcentaje seria mayor al 60% (Wildt y col., 1983; Howard y col., 1990; Axner y Linde
Forsberg, 2007). Sin embargo, existe gran variabilidad entre diferentes gatos, asi como
entre muestras del mismo animal cuando se utiliza electroeyaculacion (Pineda y col.,
1984; Zambelli y Cunto, 2006). Este hecho adquiere gran importancia al estimar los
parametros seminales normales para cada animal en particular. Se han sugerido al

menos 5 evaluaciones para evaluar la fertilidad de un gato (Johnstone, 1984).

Las variaciones observadas en la calidad de los espermatozoides recuperados a lo
largo del afio, concuerdan con cambios histologicos testiculares. Se ha observado una
mayor proporcion de tiibulos con espermatides con cola y espermatozoides en animales
castrados en d con ascenso en la cantidad de h luz diaria en comparaciéon con animales

castrados en d con descenso en la cantidad de luz diaria. Asi mismo en épocas con
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descenso en la cantidad de h luz diaria se encontr6 una mayor proporcion de
espermatides inmaduras (Stornelli y col., 2009).

Se ha demostrado que el epididimo posee funciones relacionadas con Ia
maduracion y el almacenamiento espermatico (Axner, 2006). Este 6rgano presenta un
epitelio seudoestratificado en el cual pueden observarse tres tipos celulares (células
principales, apicales y basales). En el gato doméstico, las células principales se dividen
en células claras y oscuras. Esta caracteristica tintorial observada al microscopio optico
podria relacionarse con diferencias en la fisiologia de cada tipo celular. En invierno, se
ha evidenciado una menor proporcion cé€lulas oscuras y mayor de células claras,
mientras que la situacion inversa se observo durante los d de verano-otofio. Este hecho
podria sugerir una mayor actividad celular epididimal, relacionada con la produccion de
factores implicados en la maduracion espermatica, en la etapa de mayor produccion de
espermatozoides (Reyna y col., 2008). Asi mismo, se ha observado que los testiculos de
gatos que fueron castrados en los meses de primavera-verano, presentaron un mayor
porcentaje de células PAS positivas. Este hallazgo se correlacionaria con una mayor
actividad secretora del epididimo en concordancia con la época de mayor produccion
espermdtica en el gato doméstico, mostrando una mayor produccion de

mucopolisacaridos en la estacion del afio con d largos (Savignone y col., 2007).

Como se menciond anteriormente las variaciones fotoperiodicas se hallan en
estrecha relacion con la concentracion sérica de MEL y determinan la estacion
reproductiva. La concentracion de esta hormona es mas baja durante los periodos de
actividad ovarica (estro) que durante los periodos de inactividad (anestro, interestro
Verstegen, 1998). Es asi que la administracion oral de MEL (20-30 mg/dia) se ha
utilizado para suprimir el desarrollo folicular en gatas expuestas a fotoperiodo largo

(Leyva y col., 1989; Graham y col., 2004). Sin embargo, la administracion de MEL no
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bloquea la percepcion de la luz, por lo que el aumento de la sintesis estrogénica
relacionada con el desarrollo folicular ocurre inmediatamente después de finalizada la
administracion hormonal, a diferencia de los 45 dias necesarios para estimular la
actividad ovarica en las gatas controles bajo el mismo régimen luminico (Leyva y col.,
1989). Asi mismo, la aplicacion de un implante de MEL de 18 mg durante el interestro
ha evitado la ocurrencia de celos durante 4 meses sin que se manifiesten efectos
colaterales, permitiendo un control reversible y economico del ciclo estral en la gata
doméstica (Gimenez y col., 2009). El uso de concentraciones mayores de MEL
(implantes de 36 mg) no logré aumentar la duracion del interestro post-implante
(Stornelli y col., 2008).

Diversos estudios realizados durante mas de 3 décadas demuestran la
importancia del fotoperiodo y la accién de la melatonina sobre la actividad reproductiva
de diferentes animales domésticos y silvestres. Asi mismo, existe suficiente evidencia
sobre el efecto del fotoperiodo sobre la estacionalidad reproductiva en felinos
domésticos. Estas variaciones luminicas son importantes no s6lo en la gata sino también
sobre los machos felinos. Estudios sobre la estructura testicular y la calidad de
espermatozoides epididimales en relacion al fotoperiodo natural permitiran definir
mejor el rol de del fotoperiodo sobre la produccion espermatica en el gato doméstico.
No se han realizado aun trabajos que estudien el efecto de la MEL sobre la produccion
espermatica en el gato doméstico. Sin embargo, los estudios realizados sobre el efecto
de MEL en la gata asi como la relacion existente entre las h luz y la produccion
espermatica en el macho sugieren que la administracion de MEL podria influir sobre el
ciclo espermatico en felinos. Es asi que la aplicacion de un implante de MEL que

suprima la produccion espermatica en el gato doméstico sin efectos colaterales
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permitiria un control reversible y econdémico de la reproduccion en el gato que
complementaria el control de la reproduccion implementado en la hembra felina.

En virtud de lo anteriormente expuesto, los tres objetivos de esta tesis fueron: 1)
estudiar las variaciones estacionales testiculares y de la calidad espermatica epididimal
en relacion con las variaciones naturales del fotoperiodo (Capitulo II); 2) evaluar si la
refractariedad a un fotoperiodo largo puede ser revertida sometiendo a los gatos a un
fotoperiodo corto para luego cambiarlos a un fotoperiodo largo y de esta forma,
recuperar la calidad seminal encontrada antes del periodo refractario (Capitulo III); y 3)
Evaluar la eficacia farmacolégica de implantes de melatonina en gatos para suprimir la
espermatogénesis(Capitulo IV). Para cumplir con estos tres objetivos se realizaron tres

experimentos que se describen en los capitulos siguientes.
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CAPITULO 11

ESTUDIO DE LAS VARIACIONES ESTACIONALES TESTICULARES Y DE
LA CALIDAD ESPERMATICA EPIDIDIMAL EN RELACION CON LAS

VARIACIONES NATURALES DEL FOTOPERIODO

INTRODUCCION

Las variaciones estacionales y la localizacion geografica en la que se encuentran
los animales modulan su actividad gonadal. Las hembras felinas de zonas templadas
manifiestan actividad ovarica durante los meses de primavera y verano cuando los dias
presentan mas de 12 h luz (temporada reproductiva). Si la gata estd sana y no presenta
prefiez o pseudoprefiez, los celos ocurren cada 14 a 19 d durante toda la temporada
reproductiva. En contraposicion durante la temporada no reproductiva, en relacion a la
disminucion de las horas luz diarias, la actividad ovarica cesa y la hembra permanece en

anestro (Johnston y col., 2001).

En los gatos machos la estacionalidad reproductiva no es tan manifiesta. El efecto
del fotoperiodo sobre la espermatogénesis podria observarse a través de las variaciones
en la calidad seminal. Este hecho fue sugerido a partir de estudios en los cuales la
cantidad y calidad de espermatozoides epididimales obtenidos en muestras provenientes
de epididimos de gatos castrados en dias de mas de 11 h luz, fue significativamente
mayor que la obtenida en muestras de animales castrados en dias de menos de 11 h luz.
(Stornelli y col., 2004; Tittarelli y col., 2004). En concordancia, Blottner observé que si
bien en todas las estaciones el gato mantiene la capacidad de producir semen, existen

variaciones en el peso testicular y en la cantidad de espermatozoides testiculares siendo
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ambos parametros mayores en animales castrados durante la primavera en comparacion
con los castrados en otofio-invierno. E1 mismo estudio revel6 diferencias en la motilidad
y el porcentaje de espermatozoides normales (Blottner y Jewgenow, 2007). Asi mismo
un estudio retrospectivo sobre morfologia espermatica realizado en Suecia, evidencid
que el porcentaje de espermatozoides normales fue mayor en muestras seminales de
gatos estudiados en la época del afio en que ocurria ascenso luminico (Axner y Linde
Forsberg, 2007). En un estudio realizado a lo largo de un afio, Stornelli y col. (2009),
evidenciaron un mayor porcentaje de espermatides con cola, asi como de espermatides
maduras y una mayor cantidad de células de Leydig en animales castrados durante dias

largos en comparacion con los castrados durante dias cortos.

Los trabajos mencionados sugieren la ocurrencia de estacionalidad reproductiva
en el gato doméstico asi como ocurre en los machos de otras especies. Es asi que para
evidenciar el efecto que las variaciones luminicas estacionales producen sobre la hilera
seminal se disefio un experimento con el fin de estudiar el efecto del fotoperiodo natural

sobre la produccion espermatica.

OBIJETIVO

Estudiar las variaciones estacionales testiculares y de la calidad espermatica

epididimal en relacion con las variaciones naturales del fotoperiodo.

HIPOTESIS

El gato doméstico presenta variaciones anuales en la morfologia testicular y en la

calidad espermatica epididimal regidas por las variaciones del fotoperiodo.
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MATERIALES Y METODO
Diserio experimental

Se utilizaron gatos (n=43) mestizos de pelo corto, clinicamente sanos, cuyas
edades oscilaban entre 1 y 4 afios de edad y tenian un peso entre 2 y 5 kg en un disefio
completamente aleatorizado. Los gatos utilizados formaban parte de un plan de control
urbano de la reproduccion organizado por la Municipalidad de La Plata y Almirante
Brown. Los animales incluidos en el experimento fueron castrados durante las ultimas
semanas de cada estacion para evidenciar el efecto del fotoperiodo sobre la calidad

espermatica. Es asi que se conformaron 4 grupos:

I: gatos castrados durante las dos primeras semanas de septiembre (invierno,

fotoperiodo corto; menos de 12 h luz) (n= 12);

II: gatos castrados durante las dos primeras semanas de diciembre (primavera,

fotoperiodo largo; mas de 12 h luz diarias) (n= 14);

II: gatos castrados durante las dos primeras semanas de marzo (verano,

fotoperiodo largo; mas de 12 h luz diarias) (n= 9);

IV: gatos castrados durante las dos primeras semanas de junio (otofio, fotoperiodo

corto; menos de 12 h luz diarias) (n= 8).

Procesamiento y toma de muestras

Los gatos fueron anestesiados con ketamina (25 mg/kg i.m.), xylazina (1mg/kg
i.m.) y atropina (0,04 mg/kg i.m.) (Slatter, 1993); y sometidos a orquiectomia bilateral.
El dia de la cirugia y previo a la realizacion de la misma, se tomo6 una muestra de sangre

para determinacion de concentracion de T sérica.
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Inmediatamente después de finalizada la cirugia, cada par de testiculos se colocod
en un frasco con solucion fisioldgica atemperada a 37°C y fue transportado al

laboratorio refrigerado a 15°C.

Luego de la identificacion del testiculo derecho e izquierdo los correspondientes
epididimos fueron separados y los testiculos procesados por separado. Se selecciond
para el estudio el tercio anterior de cada testiculo y se fijaron en solucion de Bouin
durante 2 horas. Las muestras testiculares fueron procesadas mediante la técnica de
inclusion en parafina. Se obtuvieron cortes de 3 Pm de espesor con micrétomo de
deslizamiento y se colorearon con Hematoxilina y Eosina. Las secciones testiculares asi
obtenidas se observaron bajo objetivo de inmersion (1000X), seleccionando para su
estudio un total de 20 tubulos seminiferos cortados transversalmente por muestra. Los
mismos se clasificaron de acuerdo al grado de maduracion de las espermatides en cuatro

grados (Figura 2.1, Figura 2.2):
I: tibulos con espermatides redondeadas,
II: tibulos con espermatides elongadas,
IIT: tbulos con espermatides con cola,
IV: tibulos con espermatozoides.

Se contaron ademas las células de Sertoli presentes en los mismos tubulos y las
células intersticiales de Leydig observadas en los mismos campos microscopicos

(Figura 2.2; Stornelli y col., 2009).



Figura 2.1.
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Fotomicrografia de diferentes cortes de testiculos de gatos. A) Varios
tibulos seminiferos en diferentes estadios del ciclo espermatogénico y
tejido intersticial (10X), B) Tubulos seminiferos y tejido intersticial (20X).
Noétese que el tibulo central contiene espermatozoides maduros listos para
ser liberados, C) Tubulo seminifero grado I (40X), D) Tubulo seminifero
grado II (40X). En el espacio intersticial pueden observarse las células de
Leydig (Le) y sobre la membrana basal las células de Sertoli (Se).
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Figura 2.2. Fotomicrografia de diferentes cortes de testiculos de gatos. A) Tubulo
seminifero grado III (40X), B) Tubulo seminifero grado IV (40X). En el
espacio intersticial pueden observarse las células de Leydig (Le) y sobre la
membrana basal las células de Sertoli (Se). C) y D) Muestran con mayor
detalle las células de Sertoli y Leydig (100X).

Con los epididimos obtenidos se realizé la recuperacion espermatica de la cola del
organo mediante la técnica de cutting (Tittarelli y col., 2006). Para ello, cada cola se
coloco en un tubo de vidrio que contenia 0,75 ml de solucion TRIS base (3,025 g TRIS,
1,70 g acido citrico, 1,25 g fructosa, agua destilada csp. 100 ml) durante 10 minutos a

37°C. Pasado este tiempo, se colocd la cola del epididimo y los 0,75 ml de TRIS en

placa de petri para realizar el cutting y liberar los espermatozoides. Estos
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espermatozoides asi recuperados fueron sometidos a las siguientes prucbas de
contrastacion en el examen microscopico:

1) Concentracion espermatica (CE; 10%ml), 10 pl de suspension conteniendo
espermatozoides epididimales recuperados se colocaron en un tubo conteniendo 2 ml de
solucion fisiologica formolada al 2%. Posteriormente se llen6 la camara de Neubauer
por capilaridad y se realizé el conteo en el reticulo central de la cdmara (Johnston y col.,

2001),

2) Motilidad individual (MI), 10 pl de suspension conteniendo espermatozoides
epididimales recuperados, se colocaron en un portaobjetos sobre platina térmica a 37°C.
Luego se cubrieron con cubreobjetos y se observaron en microscopio Optico con una
magnificacion de 400X. Se estimd el porcentaje de espermatozoides con motilidad

progresiva en 5 a 7 campos (Axner y Linde-Fosberg, 1998; Johnston y col., 2001),

3) Vigor (VI), se evalud conjuntamente con la motilidad individual. Para establecer
este parametro se utilizO una escala de 1 a 5, en donde 1 y 2 corresponde a los
espermatozoides con movimiento en el lugar, 3 corresponde a los espermatozoides con
movimiento progresivo lento, 4 corresponde a los espermatozoides con movimiento
progresivo rapido y 5 corresponde a los espermatozoides con movimiento progresivo muy

rapido,

4) Porcentaje de vivos (PV), 10 pl de suspension conteniendo espermatozoides
epididimales recuperados se colocaron con 10 ul de colorante eosina-nigrosina sobre un
portaobjetos a 37°C. Se mezclaron las gotas durante 30 segundos sobre platina térmica a
37°C. Se realizé un extendido y se contaron 100 c¢€lulas, las cuales se clasificaron en
espermatozoides vivos y muertos con microscopio 6ptico con una magnificacion de 1000X

(Tittarelli y col., 2006),
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5) Morfologia espermatica (ME; % espermatozoides normales,), se utilizd para su
estudio tincion 15 Biopur™, se observaron 100 células totales con microscopio 6ptico con
una magnificacion de 1000X. Se clasificaron las anormalidades encontradas segin su

localizacion (cabeza, pieza intermedia y/o cola; Johnston y col., 2001),

6) Acrosomas intactos (Al, % de acrosomas intactos), se realizo mediante la técnica
de Pisum sativum aglutinin-isotiocianato de fluoresceina. Se contaron 100 células y se
clasificaron en dos grupos segin posean acrosoma intacto o acrosoma dafiado. Esta
prueba se realizdé en microscopio de fluorescencia con una magnificacion de 1000X

(Mendoza y col., 1992),

7) Integridad de membrana (IM, % membranas intactas) 20 pl de suspension
conteniendo espermatozoides epididimales recuperados se procesaron para su estudio
por microscopia de fluorescencia con el conjugado de diacetato de carboxifluoresceina
(DIC) y yoduro de propideo (YP). Se contaron 100 células y se clasificaron en dos
grupos segun posean la membrana plasmatica intacta o alterada. Esta prueba se realizd
en microscopio de fluorescencia con una magnificacion de 1000X (Harrison y Vickers,

1990).

Las muestras de sangre obtenidas fueron centrifugadas y el suero se almacen¢ a -
20°C hasta que las concentraciones de T fueron determinadas por RIA (Coat-A-Count®,
Testosterona; Diagnostic Product Corporation, Los Angeles, CA; Coeficiente de

Variacion 4,9%).

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante ANOVA. Las variables categoricas se

analizaron con PROC GENMOD vy las continuas con PROC MIX de SAS®. La calidad
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espermatica y las concentraciones de testosterona sérica obtenida de gatos castrados en
d con ascenso luminico (AL, invierno-primavera; de 9h 51’ a 14h 27°) fue comparada
con los pardmetros espermaticos y hormonales obtenidos de gatos castrados en d con

descenso luminico (DL, verano-otofio; de 14h 27°a 9h 51°).

Con los datos obtenidos a partir del estudio histologico testicular se realiz6 un
andlisis de varianza con el procedimiento PROC GENMOD y PROC MIX de SAS®. Se
incluyo el efecto principal de estacion como una variable independiente en el modelo

(SAS Institute Inc., 1996).

Marco bioético del uso de animales

Este experimento se realizo respetando y de acuerdo con las recomendaciones
internacionales especificadas en la guia para el cuidado y uso de los animales de
laboratorio y con las recomendaciones de la National Academy Science, Washinton DC,
USA. Estas recomendaciones seran tenidas en cuenta en lo referente a la atencion
médico veterinaria, medio ambiente, alimentacion, sanidad, identificacion, sujecion,
administracion de drogas, toma de muestras sangre y procedimientos quirirgicos

(CIOMS, 1985).

RESULTADOS

Asi como ocurre en otras especies fotoperiodicas, la produccion espermatica se
mantiene constante a través del aflo mostrando variaciones estacionales en los

parametros seminales.

Los animales castrados en AL presentaron un porcentaje de espermatozoides

morfoldégicamente normales y membrana plasmatica integra significativamente superior
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a los gatos castrados en DL (45,95 £ 2,5 vs. 35,95 + 3,4; P<0,02; 69,07 + 2,7 vs. 60,66
+ 2,1, P<0,01 respectivamente; Figura 2.3-A y B). Respecto a la motilidad y a la
cantidad de espermatozoides totales, los animales castrados en AL presentaron una
tendencia a tener mayor porcentaje de espermatozoides moviles y mayor cantidad de
espermatozoides totales que aquellos castrados en DL (56,30 + 2,8 vs. 47,33 £+ 3,7,
P<0,06; 13,89 + 1,4 vs. 10,04 £ 1,8; P<0,09; Figura 2.3-C y D). Sin embargo el vigor, el
porcentaje de espermatozoides con acrosomas intactos y la concentracion de
testosterona sérica fue similar en ambos grupos (3,5 + 0,1 vs. 3,4 £ 0,1; 45,83 = 3,3 vs.
44,00 = 4,0; 0,76 + 0,15 vs. 0,59 £ 0,19; P>0,50; respectivamente). El analisis de las
morfoanomalias reveld diferencias significativas en las alteraciones localizadas en la
cabeza cuando se compardé AL vs DL (10,73 £ 1,04 vs 17,27 + 1,94; P<0,05). No se
observaron diferencias en las alteraciones presentes en la pieza intermedia ni en la cola

(16,12 +£ 1,28 vs 15,13 +£2,46; 11,13 £2,81 vs 16,50 + 2,14; P>0,05).

El estudio histologico permitié observar una mayor cantidad de tubulos grado III
y IV en animales castrados en d largos en comparacion con los animales castrados en d
cortos (P<0,001; Figura 2.4). En concordancia, en gatos castrados en épocas con d
cortos se encontré una mayor cantidad de tabulos grados I y II en comparacion con las
muestras provenientes de gatos castrados en d largos (P<0,001; Figura 2.4). Los
animales castrados durante AL presentaron una mayor cantidad de células de Sértoli por
tubulo y células de Leydig por campo, en comparacion con los animales castrados en
DL (14,04 £ 0,21 vs. 12,12 £0,22; 42,63 = 1,63 vs. 36,83 + 1,68; P<0,01, Figura 2.5-A
y B). La testosterona sérica, mantuvo valores similares en gatos castrados en AL

comparado con gatos castrados en DL (0,76+ 0,15 vs. 0,59+ 0,19; P>0.51).
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Figura 2.3. Variaciones estacionales de la morfologia espermatica (A), integridad de

membrana (B), motilidad (C) y espermatozoides totales (D) epididimales
de gatos castrados en ascenso luminico (AL) y en descenso luminico (DL).
Valores indicados en LSM*SE. Diferentes letras sobre las barras indican

diferencias significativas (P<0,05).
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Figura 2.4. Variaciones en la cantidad de espermatides maduras en gatos castrados en

diferentes estaciones. Valores indicados en LSM=SE. Diferentes letras sobre
las barras indican diferencias significativas (P<0,05).
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Figura 2.5. Variaciones estacionales en las células de Sértoli (A) y Leydig (B) en gatos
castrados en ascenso luminico (AL) y en descenso luminico (DL). Valores
indicados en LSM=*SE. Diferentes letras sobre las barras indican diferencias
significativas (P<0,05).

DISCUSION Y CONCLUSION

Si bien algunos estudios han concluido que los gatos domésticos no poseen
estacionalidad reproductiva produciendo la misma calidad seminal a lo largo del afio
(Spindler y Wildt, 1999; Franca y Godinho, 2003), nuestros resultados evidencian que
los gatos bajo fotoperiodo natural si bien mantienen la capacidad de producir semen
durante todo el afio presentan variaciones en la calidad espermatica, no mostrando
variaciones en la concentracion de testosterona sérica. Este hecho se evidencia también

a nivel testicular con cambios en el desarrollo de la hilera seminal.

Blottner y Jewgenow han encontrado en felinos fluctuaciones estacionales del
peso testicular, la cantidad de espermatozoides testiculares, el porcentaje de
espermatozoides moviles y el porcentaje de espermatozoides normales. Los
mencionados parametros fueron mayores en primavera que en otofio (Blottner y
Jewgenow, 2007). Estas observaciones concuerdan con nuestros resultados sobre los
parametros espermaticos epididimales, los cuales fueron superiores o mostraron

tendencia a serlo en AL vs DL.
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En un estudio retrospectivo realizado en Suecia, Axner y Linde Forsberg (2007)
han comunicado que la morfologia espermatica esta fuertemente influenciada por la
estacion del afio, encontrando un mayor porcentaje de espermatozoides normales en
eyaculados de gatos durante febrero a julio (en correspondencia con la estacion
reproductiva de la hembra) en comparacion con los valores encontrados entre agosto y
enero. Estas observaciones concuerdan con nuestros resultados en los cuales gatos
castrados en AL han presentado un mayor porcentaje de espermatozoides
morfologicamente normales, asi como un mayor porcentaje de espermatozoides con
integridad de membrana plasmatica comparados con gatos castrados en DL. Asi mismo,
la evaluacion de las diferentes morfoanomalias presentes en espermatozoides
epididimales recuperados de la cola del epididimo, proporcionan resultados
comparables con los hallazgos obtenidos por Axner y col. (1999) quienes encontraron
entre el 8 y el 13% de anormalidades en la cabeza y entre el 1 y el 20% de
anormalidades en la cola. El mismo estudio evidencia una motilidad progresiva del

60%, valores semejantes a los presentados en el presente trabajo.

La secrecion nocturna de melatonina refleja los cambios fotoperiddicos en las
especies domesticas determinando la estacionalidad reproductiva. Esta estacionalidad es
observada en ambos sexos estimulando o inhibiendo la actividad ovérica y la
produccion espermatica. (Chemineau y col., 2008). La actividad ovarica de la hembra
felina bajo fotoperiodo natural se mantiene constante en dias con mas de 12 horas luz,
determinando la estacionalidad reproductiva, la cual finaliza al disminuir la cantidad de
horas luz diarias (Michel, 1993). En el macho felino, estudios recientes han mostrado
cambios estacionales en la morfologia testicular. Stornelli y col. (2009) han encontrado
que muestras testiculares provenientes de gatos castrados durante los meses que

presentan fotoperiodo largo poseian un mayor porcentaje de tibulos con espermatides
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con colas y maduras comparado con testiculos de machos orquiectomizados durante
dias de corta duracion luminica. Asi mismo, testiculos de gatos castrados en dias de
fotoperiodo largo tuvieron un menor porcentaje de tibulos con espermatides redondas y
elongadas comparado con testiculos de machos orquiectomizados en dias de fotoperiodo
corto. Las observaciones realizadas en este estudio concuerdan con los estudios previos
mencionados, mostrando una mayor cantidad de tabulos con espermatides en estadios
avanzados de maduracion en dias de largos. Mientras que en dias cortos, se observo
mayor cantidad de estadios inmaduros. En concordancia con nuestros resultados,
Stornelli y col. (2009) observaron mayor cantidad de células de Leydig durante

fotoperiodo largo en correspondencia con la mayor produccion espermatica presentada.

Asi mismo en concordancia con las variaciones morfologicas testiculares y las
variaciones en la calidad de los espermatozoides epididimales recuperados observadas
en nuestro trabajo, estudios realizados en Australia muestran variaciones en el volumen
seminal entre estacion reproductiva y no reproductiva. En el mencionado trabajo el
aumento de volumen seminal observado durante la estacion reproductiva fue asociado a

un aumento en la actividad de las glandulas accesorias (Johnstone, 1984).

Los valores de testosterona sérica obtenidos en este trabajo durante el AL, son
similares a los valores hallados por Tsutsui y col. (1990) durante la estacion
reproductiva (0,72-1,60 con un promedio de 1,03 ng/ml). Sin embargo, los valores de
testosterona sérica hallados en este experimento, han presentado grandes variaciones
entre los animales evaluados. Estos hallazgos concuerdan con las comunicaciones
realizadas por Tsutsui, quien encontr6 grandes variaciones entre individuos, asi como
variaciones entre las muestras obtenidas en un mismo animal, dependiendo del
momento de la extraccion. En ese trabajo se muestra un patréon de secrecion episodico,

sin ritmo diario de secrecidon. Este autor halld valores de testosterona sérica levemente
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superiores durante la estacion reproductiva (Tsutsui y col., 1990; Tsutsui y col., 2009).
Asi como se ha observado en nuestro trabajo, Blottner y col. (2007) encontraron gran

variabilidad en los valores de testosterona testicular durante el estudio.

Si bien Johnstone y col. (1984), han comunicado una gran influencia de la
estacion del afo sobre los niveles de testosterona sérica, detectdndose mayores
concentraciones de esta hormona durante la estacion reproductiva, nuestros resultados
muestran que las concentraciones séricas de testosterona no varian en relacion al
fotoperiodo. En concordancia con nuestros hallazgos Kirkpatrick (1985), ha
comunicado solo leves diferencias en la concentracion de testosterona sérica al

comparar la estacion reproductiva y la no reproductiva.

En conclusion, estos resultados demuestran que la calidad espermatica epididimal,
asi como la morfologia testicular presentan variaciones estacionales en relacion al
fotoperiodo y que estas variaciones no se encuentran reflejadas en las concentraciones

de testosterona sérica.
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CAPITULO 111

REFRACTARIEDAD AL ESTIMULO LUMINICO

INTRODUCCION

La estacionalidad reproductiva se ha documentado en diversas especies de
animales domésticos y silvestres como ovinos, caprinos, cérvidos, roedores y canidos
silvestres, los cuales presentan un periodo de reposo sexual estacional de duracion e
intensidad variable. La mencionada estacionalidad esta directamente relacionada con las
h luz diarias (fotoperiodo) a las que se hallan sometidos los animales y se evidencia en
las zonas geograficas en las que existen marcadas variaciones en la duracion del dia
durante el afio. En estas especies, ademas de la estacionalidad sobre la actividad
reproductiva también se ha evidenciado un fenémeno de insensibilidad al estimulo
luminico constante denominado fotorefractariedad (Stetson y col, 1977; Almeida y

Lincoln, 1984; Forsberg y col., 1989).

La estacionalidad reproductiva en la gata doméstica es bien conocida. Durante
los d largos de primavera y verano, en presencia de 12 h luz diarias y bajas
concentraciones séricas de melatonina, la hembra presenta ciclos estrales repetidos.
Durante el invierno, la concentracion sérica de melatonina aumenta, la actividad ovarica
cesa y la hembra entra en anestro. Estudios recientes demostraron que si bien el macho
es capaz de producir semen durante todo el afio, en primavera-verano coincidente con la
estacion reproductiva de la hembra, se produce semen de mejor calidad que durante
otofio-invierno (época de anestro estacional de las gatas) (Axner y Linde Forsberg,

2007; Blottner y Jewgenow, 2007; Stornelli y col., 2009).
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Da Silva y col. (2006) han comunicado que gatas mantenidas bajo un régimen
luminico de fotoperiodo de dias largos (DL, 12 h luz: 12 h oscuridad) ciclaron en forma
continua durante 6 meses. Asi mismo, nuestro grupo de trabajo ha observado que gatas
mantenidas con fotoperiodo continuo de d largos pueden ciclar en forma continua sin
presentar evidencia de refractariedad luminica (Gimenez y col, datos no publicados. En
gatos machos sometidos a implantes de melatonina con el propdsito de suprimir la
espermatogénesis, también fue posible evidenciar en forma simultdnea que presentaban
un posible efecto refractario al estimulo luminico. Este hecho se opone a los resultados
observados en felinos hembra. Sin embargo, este fendmeno fotorefractario ha sido
evidenciado en otras especies como roedores y pequefios rumiantes (Howles y col.,
1982; Almeida y Lincoln, 1984; Chemineau y col., 1992; Stetson y col., 1977; Stetson y
Tate-Ostroff, 1981; Stetson y col., 1983). Mientras se realizaba el estudio de implantes
de melatonina, se evidencié un descenso en todos los parametros seminales evaluados
en animales tratados y controles, llegando a mantenerse una produccion espermatica
basal en todos los animales en estudio, luego de permanecer varios meses bajo un
régimen luminico de fotoperiodo largo. Es asi que, con el propdsito de comprobar este

hallazgo, nunca antes documentado en esta especie, se disefio el siguiente experimento.

OBIJETIVO

Evaluar si la refractariedad a un fotoperiodo largo puede ser revertida
sometiendo a los gatos a un fotoperiodo corto, para luego cambiarlos a un fotoperiodo
largo y de esta forma, recuperar la calidad seminal encontrada antes del periodo

refractario.
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HIPOTESIS

El gato doméstico presenta refractariedad a un estimulo luminico cuando se lo
mantiene durante largos periodos de tiempo bajo un régimen luminico de fotoperiodo
largo, pudiendo revertirse el fendmeno sometiendo a los gatos a fotoperiodo corto, para
luego volver a someterlos a un régimen luminico de fotoperiodo largo, recuperando la

calidad seminal observada antes de ocurrido el fendmeno de refractariedad.

MATERIALES Y METODOS

Diserio Experimental
Animales

Se utilizaron gatos mestizos de pelo corto (n=8), clinicamente sanos, cuyo peso
oscilo entre 3 y 5 kg en un disefio completamente aleatorizado. Los gatos fueron
alojados en una habitacion acondicionada, en jaulas individuales, alimentados con

alimento balanceado (Fit 32%, Royal Cannin, Argentina) y agua ad-libitum.

Régimen luminico

Desde el inicio del experimento los animales fueron alojados en una habitacion
acondicionada con régimen luminico de d largos (DL; 12 h luz-12 h oscuridad) con
lamparas incandescentes de 100 W a 50 cm de altura de los gatos (Michel, 1993;
Gimenez y col., 2009). Luego de 45 d de aclimatacion luminica, los animales fueron
mantenidos durante 18 meses bajo el régimen luminico de d largos, antes de ser
sometidos a fotoperiodo de d cortos (DC; 8 h luz-16 h oscuridad). El descenso luminico
de fotoperiodo largo (12h luz) a fotoperiodo corto (8 h luz) se realizé paulatinamente

durante un mes a una tasa de 15 minutos dia por medio. Los animales se mantuvieron
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con fotoperiodo corto durante un mes antes de comenzar el ascenso luminico, el cual
fue realizado utilizando la misma tasa que en el descenso. El experimento concluy6
luego que los animales permanecieron por un periodo de 2 meses bajo un régimen

luminico de fotoperiodo largo (Figura 3.1).

Primer aio

12 HL
Aclimatacion
1% m
Dic  Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic
1m 1m 1m
\ ) Descenso LI Ascenso |
12 HL 8 HL 12HL

Figura 3.1. Manejo luminico aplicado para evaluar la refractariedad sobre la calidad
seminal

Toma de muestras y evaluacion de semen

Las muestras seminales fueron obtenidas mediante electroeyaculacion. Los gatos
fueron anestesiados con xilacina (0,5mg/kg im; Kensol®, Kéning SA, Argentina) y
ketamina (20 mg/kg im; Ketamina 50, Holliday-Scott SA, Argentina). La
electroeyaculacion fue realizada mediante la técnica descripta por Howard y col. (1990).
Los animales recibieron un total de 80 estimulos divididos en 3 series (de 30, 30 y 20
impulsos respectivamente) con 2-3 minutos de descanso entre las series. La primera
serie consistio en 10 estimulos de 2V, 10 estimulos de 3V y 10 estimulos de 4V. La
segunda serie consistio en 10 estimulos de 3V, 10 estimulos de 4V y 10 estimulos de

5V. Por ultimo se aplicaron 10 estimulos de 4V y 10 estimulos de 5V. La muestra
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seminal fue colectada en un tubo de 1,5 ml precalentado a 37°C y sometida a las mismas

pruebas de contrastacion microscopica descriptas en el experimento 1.

Desde el inicio del experimento y, una vez concluida la aclimatacion, se realizo
extraccion de semen a todos los animales una vez cada 14 d durante 4 meses (L12-1).
Ocho meses después de finalizado L12-1 se recomenzé con los muestreos cada 14 d
durante 4 meses (L12-2). Cuando los animales comenzaron con DC los muestreos se
realizaron cada 28 d durante 2 meses (L8). Al regresar a DL las evaluaciones seminales
se tomaron cada 14 d hasta finalizar el experimento (L13-3; Figura 3.2). Cada vez que
se obtuvo un eyaculado, se tomaron muestras de sangre para determinacion de
concentracion de T sérica. Todas las muestras de sangre fueron centrifugadas y el suero
almacenado a -20°C hasta que las determinarciones de las concentraciones de T sérica
fueran determinadas por el método de RIA (Coat-A-Count”, Testosterona; Diagnostic

Product Corporation, Los Angeles, CA, Coeficiente de Variacion 2,33%).

Primer ano

12 HL

L12-1

4 m

Dic  Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic

Aclimatacion

Descenso Ascenso
2

4 m m 2m
(w) [
( J |
12 HL S HL 12 HL

Figura 3.2. Disefio experimental aplicado para evaluar el efecto de refractariedad
luminica sobre la calidad seminal. Las lineas oscuras representan el
periodo de toma de muestras. Los periodos en los que se dividieron los
diferentes muestreos seminales se encuentran en los recuadros. La cantidad
de h luz a la que fueron sometidos los animales se encuentran indicadas
con corchetes.
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Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante ANOVA. Las variables categoricas fueron

analizadas con PROC GENMOD y las continuas con PROC MIX de SAS®.

Marco bioético del uso de animales

Este experimento se realizé siguiendo las mismas pautas para el cuidado y uso

de animales de laboratorio detalladas en el capitulo II.

RESULTADOS

La motilidad, vigor, volumen, concentracion espermatica, cantidad de
espermatozoides, porcentaje de espermatozoides vivos, porcentaje de espermatozoides
con acrosoma intacto, porcentaje de espermatozoides con membrana plasmatica integra
y porcentaje de espermatozoides morfologicamente normales fue mayor en DL
comparados con el periodo refractario DL (L12-1y L12-3 vs. L12-2; 86,96 + 2,1 vs.
72,23 £2,7;4,79 £ 0,07 vs. 3,84 £ 0,09; 0,18 = 0,01 vs. 0,12 £ 0,01; 172,08 £ 18,6 vs.
47,40 +£23,9; 2523 £ 2,4 vs. 5,63 + 3,1; 75,91 + 1,9 vs. 58,32 + 2,5; 77,70 + 2,0 vs.
53,81 + 2,7; 83,95 = 1,6 vs. 58,95 + 2,5; 63,72 + 1,4 vs. 48,37 £ 1,8; P<0,01;
respectivamente; Figura 3.3-A, B, C, D, E, F; Figura 3.4-A, B, y C). La concentracion
de testosterona sérica no tuvo variaciones cuando se comparé DL con el periodo
refractario DL (L12-1y L12-3 vs. L12-2: 1,55 £+ 0,14; Figura 3.4-D). El vigor, el
porcentaje de espermatozoides vivos, el porcentaje de acrosomas integros, el porcentaje
de espermatozoides con membrana plasmatica integra, la morfologia espermatica y la

concentracion de testosterona fue superior en DL comparada con DC (L12-1 y L12-3
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vs. L8; 4,79 + 0,07 vs. 4,36 £0,12; 7591 +£ 1,9 vs. 61,25 + 3,6; 77,70 + 2,1 vs. 64,38 +
4,6; 83,95 £1,6 vs. 71,69 + 3,6; 63,72 + 1,4 vs. 57,12 £2,6; 1,55 £ 0,17 vs. 1,87 £ 0,29
P<0,05; respectivamente; Figura 3.3-B, C, y F; Figura 3.4-A, B, C y D). La motilidad,
el volumen, la concentracion y la cantidad de espermatozoides totales fueron similares
para ambos grupos (L12-1 y L12-3 vs. L8; 85,00 +2,3; 0,18 + 0,01; 160,70 + 21,7; 27,7
+ 4,2; P>0,20; Figura 3.3-A, D, E y F). La motilidad, el vigor, el porcentaje de
espermatozoides vivos, el porcentaje de espermatozoides con acrosomas integros y la
integridad de la membrana plasmatica fueron similares en el periodo refractario DL
comparado con DC (L12-2 vs. L8; 77,62 + 4,5; 4,1 + 0,1; 59,78 £+ 3,7; 59,09 + 4,2;
65,32 + 5,1; P>0,05; respectivamente; Figura 3.3-A, B y C; 3.4-A y B). El volumen, la
concentracion, la cantidad de espermatozoides totales, la morfologia espermadtica y la
concentracion de testosterona fueron menores en el periodo refractario DL comparado
con DC (L12-2 vs. L8; 0,12 0,01 vs. 0,18 =0,01; 47,40 + 15,6 vs. 149,33 =24, 8; 5,63
+ 3,0 vs. 30,12 + 4,6; 48,37 £ 1,8 vs. 57,12 £2,76; 1,39 = 0,1 vs. 1,87 £ 0,2; P<0.05;

respectivamente; Figura 3.3-D, E y F; 3.4-C y D).

DISCUSION Y CONCLUSION

La fotorefractariedad es un fendémeno que ocurre en varias especies. En
Mesocricetus auratus, el periodo fotorefractario puede ser revertido al cambiar el
fotoperiodo largo a fotoperiodo corto durante 11 semanas (Stetson y col., 1977; Stetson
y Tate-Ostroff, 1981). Nuestros resultados concuerdan con estos estudios realizados en
roedores. El mismo fendmeno también se ha observado en yeguas mantenidas bajo
fotoperiodo artificial constante de d largos o cortos. En las mismas se evidencid una
reactivacion de los ciclos independiente de la condicion luminica de d cortos o d largos

en la que se encontraban los animales (Nagy y col., 2000).
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Figura 3.3. Cambios evidenciados en la motilidad (A), el vigor (B), el porcentaje de

espermatozoides vivos (C), el volumen seminal (D), la concentracion
espermatica (E) y la cantidad de espermatozoides totales (F) en gatos
mantenidos con diferentes variaciones luminicas. L12-1: primer muestreo,
fotoperiodo largo (4 meses). L12-2: periodo refractario al fotoperiodo largo
(4 meses). L8: fotoperiodo corto (2 meses). L12-3: tercer muestreo,
fotoperiodo largo (2 meses). Valores indicados en LSM=SE. Letras

diferentes indican diferencias significativas (P<0,05).




40

100 100
-1 A [ JEPE]
A 0 (122 B A == L122
A = 8 T mmus
801 A 123 801 B L1233
B T
C
g 60 C 60
§ g
S =
< 40 20
201 201
0 0
100 2,5
. 121 . L 12-1
‘ 3 L12-2 D B A L 122
80 N L8 204 [
1 123 ' L1233
A
A B T A A
;\5\ 60 1 CE\ 1,5
o c E)
% S
N
S 40 = 10
20 1 051
0 0,0

Figura 3.4. Cambios evidenciados en el porcentaje de acrosomas intactos (A), el
porcentaje de espermatozoides con membrana plasmatica integra (B), el
porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales (C) y la
concentracion de T sérica (D) en gatos mantenidos con diferentes
variaciones luminicas. L12-1: primer muestreo, fotoperiodo largo (4
meses). L12-2: periodo refractario al fotoperiodo largo (4 meses). L8:
fotoperiodo corto (2 meses). L12-3: tercer muestreo, fotoperiodo largo (2
meses). Valores indicados en LSM#SE. Letras diferentes indican
diferencias significativas (P<0,05).

El efecto de fotorefractariedad ha sido comunicado también en especies
fotoperiodicas negativas, como el zorro azul (Alopex lagopus) y plateado (Vulpes
vulpes), en las cuales los dias cortos son necesarios para estimular el eje gonadal (Smith
y col., 1984; Smith y col., 1986; Forsberg y col., 1989). Sin embargo, estos animales
muestran regresion testicular luego de un periodo de aproximadamente 1 afio de
fotoperiodo corto artificial, siendo la calidad seminal muy pobre y con mala capacidad

fecundante pos-descongelado (Forsberg y col., 1989). Asi mismo, zorros sometidos a

fotoperiodo natural de ascenso luminico durante 4 meses, mostraron un rapido
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desarrollo testicular cuando fueron transferidos a fotoperiodo artificial de dias cortos,
demostrando de esta forma el efecto estimulatorio de los dias cortos sobre la
espermatogénesis (Forsberg y col, 1989). Las observaciones realizadas en estos
estudios son similares a nuestros hallazgos, en los cuales los gatos mantenidos bajo
fotoperiodo largo presentan buena calidad espermadtica al inicio del periodo, pero una
pobre produccion espermatica hacia el final de los 18 meses de exposicion a fotoperiodo
largo. Almeida y Lincoln (1984) demostraron que carneros expuestos a dias de corta
duracion luminica durante 94 semanas tenian estimulada su actividad testicular durante
las primeras 16 semanas, a partir de la cual, se observaron periodos de desarrollo e
involucion testicular. Estos cambios ciclicos en la actividad gonadal independientes del
fotoperiodo al cual estdn expuestos los animales, evidencian fotorefractariedad y se
presentan como una adaptacion al estimulo luminico constante. Sin embargo, la
fotorefractariedad observada luego de 94 semanas de fotoperiodo de dias de corta
duracion luminica constante, pudo ser revertida exponiendo a los animales a fotoperiodo
de d de larga duracion luminica durante 16 semanas. Esto evidencia una rapida
respuesta hormonal y testicular 3 semanas después de realizado el cambio luminico. Es
asi, que para mantener una buena calidad seminal en carneros se han propuesto manejos
luminicos con el fin de inhibir el fenomeno fotorefractario. Se ha determinado, que
ciclos luminicos de 2 meses (1 mes fotoperiodo largo: 1 mes fotoperiodo corto) o de 4
meses (2 meses fotoperiodo largo: 2 meses fotoperiodo corto) son capaces de mantener
el tamafio testicular y una buena calidad seminal durante 3 afios (Delgadillo y col.,
1993). Nuestros hallazgos concuerdan con las observaciones realizadas en carneros,
mostrando que en los felinos la disminucion en la calidad seminal debida a
fotorefractariedad puede revertirse por el cambio de dias largos a dias cortos durante un

mes.
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Esta es la primera comunicacion que describe un descenso de la cantidad y
calidad espermatica debida a refractariedad al fotoperiodo largo en el gato doméstico.
Los parametros seminales evaluados retornaron a valores semejantes a los del inicio del
experimento, luego del cambio luminico. Los cambios inducidos por el fotoperiodo
largo mantenido durante 18 meses, pueden ser revertidos cuando se cambia a un
fotoperiodo corto. Estos resultados confirman la hipdtesis propuesta en este

experimento.
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CAPITULO IV

EFICACIA FARMACOLOGICA DE IMPLANTES DE MELATONINA

INTRODUCCION

Algunas especies de animales tanto domésticos como silvestres presentan
periodos de actividad sexual seguidos por periodos de reposo de duracion e intensidad
variable (Farstad, 2000; Chemineau y col., 2004; Martinez-Pastor y col., 2005;
Chemineau y col., 2008; Schon y Blottner, 2008). La mencionada estacionalidad
reproductiva esta relacionada con diversos factores, dentro de los cuales, el de mayor
relevancia en regiones templadas, es el fotoperiodo. Este determina el momento del afio
en que se produce la temporada reproductiva, regulando asi su inicio y duracion
(Chemineau y col., 1996; Malpaux y col., 1996). Algunos animales inician la temporada
reproductiva durante los meses de dias cortos, son fotoperiddicos negativos, por
ejemplo algunas razas de ovejas, cabras, ciervos y zorros (Forsberg y col., 1989; Wayne
y col., 1990; Martinez-Pastor y col., 2005). Otros en cambio, poseen su temporada
reproductiva durante los dias largos de primavera y verano, son fotoperiddicos
positivos, como algunas especies de roedores, caballos y gatos (Stetson y Tate-Ostroff,

1981; Nagy y col., 2000; Johnston y col., 2001).

Como se ha descripto hace ya varias décadas la gata doméstica es poliéstrica
estacional. Los ciclos estrales comienzan cuando esta expuesta a d largos (Feldman y
Nelson, 1996; Robledo y col., 2003). Por el contrario, cuando el fotoperiodo es corto (8
h luz) la gata permanece en anestro (Leyva y col., 1989; Johnston y col., 2001). En el

macho, la sensibilidad al fotoperiodo también ha sido observada. Si bien el gato
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presenta una produccion espermatica continua a través del afio la calidad espermatica y
la cantidad de espermatozoides es significativamente superior durante la temporada
reproductiva (primavera- verano; Blottner y Jewgenow, 2007). Las variaciones
seminales que ocurren durante el afio han hecho que fuera complejo establecer los
parametros que debe tener un semen normal de buena calidad en el gato doméstico. Es
asi, que no han sido definidos aun los valores del espermograma normal en esta especie.
Algunos autores han encontrado alrededor de 40% de espermatozoides
morfologicamente normales en gatos mestizos, mientras que otros sugieren que el
porcentaje seria mayor al 60% (Wildt y col., 1983; Howard y col., 1990; Axner y Linde
Forsberg, 2007). Sin embargo, existen grandes variaciones entre diferentes animales y
aun entre muestras del mismo animal cuando se utiliza electroeyaculacion (Pineda y
col., 1984; Zambelli y Cunto, 2006). Este hecho adquiere gran importancia cuando se
quieren estimar los parametros seminales normales de un animal en particular, siendo
necesarias no menos de cinco evaluaciones repetidas en el tiempo para determinar la
calidad seminal de un macho felino (Johnstone, 1984). El fotoperiodo y las
fluctuaciones en la secrecion y concentracion sérica de MEL son factores relevantes que
actuan sobre la estacionalidad reproductiva. La concentracion sérica de MEL es baja
durante los periodos de actividad ovarica (estro) y alta durante los periodos de
inactividad (anestro, interestro; Leyva y col., 1984). Es asi, que la administracion de
MEL se ha utilizado para suprimir el desarrollo folicular en gatas expuestas a
fotoperiodo largo (Leyva y col., 1989; Graham y col., 2004). Sin embargo, la
administracion de MEL no bloquea la percepcion de la luz, por lo que el aumento de la
sintesis estrogénica relacionada con el desarrollo folicular ocurre inmediatamente
después de finalizada la administracion de la hormona. Por el contrario, las hembras

felinas a las cuales no se les administr6 MEL tardaron aproximadamente 45 dias en
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manifestar desarrollo folicular y la consecuente produccion de estrogenos bajo el mismo

régimen luminico (Leyva y col., 1989).

De manera semejante la aplicacion de un implante de MEL de 18 mg durante el
interestro ha evitado la ocurrencia de celos durante 4 meses sin que se presenten efectos
colaterales. Esto permite un control reversible y economico del ciclo estral en la gata
(Gimenez y col., 2009). Sin embargo, el uso de concentraciones mayores de MEL
(implantes de 36 mg) no logré aumentar la duracion del interestro post-implante

(Stornelli y col., 2008).

No se han realizado aun trabajos que estudien el efecto de la MEL sobre la
produccion espermatica en el gato doméstico. No obstante, los estudios realizados sobre
el efecto de MEL en la gata asi como la relacion existente entre las horas luz y la
produccion espermatica en el gato macho sugieren que la administracion de MEL podria
influir sobre el ciclo espermatico en felinos (Leyva y col., 1989; Graham y col., 2004;

Blottner y Jewgenow, 2007).

Es asi que, la aplicacion de un implante de MEL que suprima la produccion
espermatica en el gato doméstico sin ocurrencia de efectos colaterales adversos

permitiria un control reversible y econdémico de la produccion espermatica en felinos.

OBJETIVO

Evaluar la eficacia farmacoloégica de implantes de melatonina en gatos para

suprimir la espermatogénesis.
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HIPOTESIS

Los implantes de melatonina suprimen la espermatogénesis sin que ocurran
efectos colaterales que afecten la calidad de vida del animal o pongan en riesgo su

supervivencia.

MATERIALES Y METODOS
Diserio experimental

Debido a limitantes de espacio y disponibilidad de animales se dividi6 el nimero
total de animales (n=16) en dos repeticiones de 8 animales cada una (n=8, CON=4 y
TRT=4; TOTAL n=16, CON=8 y TRT=8). En la primera etapa del experimento, donde
se realizo el estudio de los primeros 8 animales, se observo el efecto de refractariedad
que dio origen a la realizacion del estudio de Refractariedad al estimulo luminico en

esta tesis.

Se utilizaron gatos mestizos de pelo corto, clinicamente sanos, cuyo peso
oscilaba entre 3 y 5 kg en un disefio completamente aleatorizado. Los gatos fueron
alojados en una habitacion acondicionada, en jaulas individuales, alimentados con
alimento balanceado (Fit 32%, Royal Cannin, Argentina) y agua ad-libitum. Se utilizé un
régimen de luz artificial de fotoperiodo largo (12 h de luz diarias) con lamparas
incandescentes de 100 W a 50 cm de altura de los gatos (Michel, 1993; Gimenez y col.,
2009). Luego de permanecer 138 dias (45 dias de adaptacion + 2 ciclos de la
espermatogénesis (1 ciclo= 46,8 dias) se comenzo6 con la toma de muestras seminales
previo a la inclusion de los gatos como animal experimental. Debido a la variabilidad
ocurrida entre los eyaculados de un mismo animal, se decidid colectar siete eyaculados

antes de incluir a los animales en el estudio.
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Una vez finalizado el periodo de aclimatacion, se colectdé mediante
electroeyaculacion un total de siete eyaculados (n=7) por animal realizando una
extraccion de semen cada 14 d. Como criterio de aceptacion de un macho como animal
experimental se tomaron los siguientes parametros seminales: CE, >12 X 10° MI,
>70%; VI, >4; PV, >80%; Al, >80%; ME, >50% (Axner yLinde Forsberg, 2007). Por lo
tanto, so6lo aquellos machos que produjeron semen de calidad igual o superior a la
requerida en 7 extracciones preliminares consecutivas fueron incluidos en el
experimento. Los gatos asignados al primer tratamiento recibieron un implante de
melatonina (Syntex”™, Argentina, 18 mg; TRT, n=4). Los gatos asignados al segundo

tratamiento recibieron un implante sin melatonina (placebo, 0 mg; CON, n=4).

A todos los animales se les realizo el protocolo de electroeyaculacion cada 14 d
hasta que los valores seminales de al menos 3 eyaculados fueron semejante a los
obtenidos previa colocacion del implante. Las muestras obtenidas fueron sometidas a las

mismas pruebas de contrastacion detalladas en el capitulo II.

Desde el ingreso de los animales al régimen luminico hasta el final del
experimento, cada vez que se obtuvo un eyaculado, se tomaron muestras de sangre para
determinacion de concentracion de T sérica. Todas las muestras de sangre fueron
centrifugadas y el suero almacenado a -20°C hasta que las determinarciones de las
concentraciones de T sérica fueran determinadas por el método de RIA (Coat-A-
Count®, Testosterona; Diagnostic Product Corporation, Los Angeles, CA, Coeficiente

de Variacion 2,33%).
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Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante ANOVA. Las variables categoricas fueron

analizadas con PROC GENMOD y las continuas con PROC MIX de SAS®.

Marco bioético del uso de animales

Este experimento se realizo siguiendo las mismas pautas para el cuidado y uso

de animales de laboratorio detalladas en el capitulo II.

RESULTADOS

Los resultados mostraron el efecto de los implantes de melatonina en el grupo
TRT. La motilidad, vigor, cantidad de espermatozoides totales, el porcentaje de
espermatozoides con acrosoma intacto, el porcentaje de espermatozoides con la
membrana plasmatica integra y porcentaje de espermatozoides morfologicamente
normales fue significativamente menor en animales tratados comparados con controles
(TRT vs. CON 76,21 + 1,60 vs. 86,37 £+ 1,80; 3,97 £ 0,05 vs. 4,74 + 0,05; 4,12 + 1,55
vs. 25,85 £1,93; 52,37 + 2,58 vs. 61,00 +2,69; 61,37 + 2,85 vs. 76,43 + 3,00; 54,31 +
3,01 vs. 70,17 + 3,23; P< 0,05; Figura 4.1-A, B y C; Figura 4.2-A, B, y C). Si bien el
porcentaje de espermatozoides vivos muestra una tendencia a ser menor en los animales
tratados respecto de los controles, la diferencia no fue significativa (62,44 + 2,67
vs.70,90 + 2,83; P 0,06; Figura 3.1-D). El volumen y la concentracion de testosterona
sérica no mostraron diferencias significativas entre los grupos (0,15 +0,02; 1,13 = 0,16

CV 18,97%; P> 0,05)

Estos resultados indican que los parametros seminales de los animales TRT

disminuyeron 91 = 7 d luego de la colocacion del implante para mantenerse bajos
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durante un periodo de 90 a 100 d y retornar a los valores pre-implante entre 248+ 6 d

pos-implante.
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Figura 4.1. Variaciones en la motilidad (A), vigor (B), cantidad de espermatozoides
totales (C) y porcentaje de espermatozoides vivos (D) en gatos controles
(CON) y con implante de melatonina (MEL). Valores expresados en

LSM=SE. Letras diferentes

significativas (P< 0,05).
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Figura 4.2. Variaciones en el porcentaje de acrosomas intactos (A), porcentaje de
espermatozoides con membrana plasmdtica integra (B), cantidad de
espermatozoides morfologicamente normales (C) y concentracion de
testosterona sérica (D) en gatos controles (CON) y con implante de
melatonina (MEL). Valores expresados en LSM+SE. Letras diferentes sobre
las barras indican diferencias significativas (P< 0,05).

DISCUSION Y CONCLUSION

En la gata el tratamiento con melatonina via subcutanea (5 mg d por medio)
durante 60 d logré suprimir la actividad folicular en gatas mantenidas con fotoperiodo
largo de 24 h luz (Leyva y col., 1989). Del mismo modo, la actividad folicular fue
suprimida mediante administracion oral de 30 mg diarios de melatonina durante 30 d
(Graham y col., 2004). Un estudio reciente muestra que la colocacion de implantes de

18 mg de MEL en gatas durante el interestro logra evitar los ciclos estrales durante 4
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meses sin ocurrencia de efectos colaterales adversos (Gimenez y col., 2009). Asi como
ocurre en otras especies fotoperiodicas, en el presente estudio podemos observar que la
sensibilidad al fotoperiodo en el gato doméstico es diferente para ambos sexos. La
utilizacion de un implante de 18 mg de melatonina si bien no causo supresion de la
espermatogénesis produjo a una significativa reduccion en los parametros seminales por
un periodo de 90 a 100 d. La disminucion de la calidad seminal encontrada en los
animales que recibieron el implante de MEL coincide con las observaciones realizadas
por Tsutsui y col. (2009) quienes encontraron parametros seminales significativamente
mas bajos en muestras de eyaculados felinos estudiados durante la temporada no
reproductiva de la hembra, en comparacion con los encontrados durante la época
reproductiva. Asi mismo, los pardmetros seminales inducidos por los implantes de
melatonina fueron inferiores a los encontrados en gatos mantenidos con fotoperiodo
corto (8 h luz), llegando a ser semejante a los valores encontrados durante el periodo
refractario a d largos del capitulo III. Estos hallazgos concuerdan con las observaciones
de Lincoln y Ebling (1985) en carneros, las cuales muestran que cambios en la actividad
testicular semejantes a los producidos por un largo periodo de d cortos ocurren en
animales tratados con implantes de melatonina durante 10 meses. En el presente estudio,
los valores de los parametros seminales de los gatos controles se mantuvieron
semejantes a los valores correspondientes a los animales del capitulo III en el periodo

L12-1yL12-3.

El porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales fue
significativamente mayor en los animales controles que en los tratados. Esta
observacion se corresponde con los hallazgos de Axner y Linde Forsberg (2007),
quienes observaron un promedio de 56% de espermatozoides normales durante la

temporada reproductiva y de un 36% durante la temporada no reproductiva. Asi mismo,



52

el porcentaje de espermatozoides normales encontrados por Axner y Linde Forsberg
(2007) en la época no reproductiva es semejante al encontrado en este trabajo en los

animales tratados con MEL.

Blottner y col. (2007) comunicaron que en el gato se presentan variaciones en la
motilidad y porcentaje de espermatozoides morfologicamente normales al comparar los
datos obtenidos en primavera con los del otofio, encontrando mejores valores durante la
primavera, lo cual coincide con la temporada reproductiva de la hembra. Nuestros
resultados concuerdan con esta observacion, ya que los valores de motilidad progresiva
y de espermatozoides normales fueron significativamente menores en los gatos tratados
con MEL, lo cual podria compararse con lo que ocurre fisiolégicamente durante la
temporada no reproductiva (fotoperiodo corto). En concordancia, en el capitulo II se
evidencié una mejora de la motilidad y de la cantidad de espermatozoides normales en
muestras provenientes de gatos orquiectomizados durante el ascenso luminico en

comparacion con los gatos castrados en descenso luminico.

Algunos investigadores han comunicado una gran influencia de la estacion del
afio sobre los niveles de testosterona sérica y testicular, siendo mayores las
concentraciones hormonales durante el periodo reproductivo de la hembra (Johnstone y
col., 1984; Blottner y Jewgenow, 2007). Los resultados de este trabajo muestran que la
concentracion de testosterona no presenta variaciones con la utilizacion de implantes de
melatonina. Asi mismo en el experimento I tampoco se evidenciaron variaciones
hormonales relacionadas con el fotoperiodo. En concordancia con estos hallazgos
Kirkpatrick, ha comunicado solo leves diferencias en la concentracion de testosterona
sérica al comparar la estacion reproductiva y la no reproductiva, ambas en concordancia

con los resultados de nuestro estudio (Kirkpatrick, 1985).



53

El control de las poblaciones de gatos callejeros ha sido y continta siendo un
desafio en medicina veterinaria con el fin de evitar zoonosis y sufrimiento de gatos
abandonados (Jessup, 2004; Robertson, 2008). Si bien los implantes de melatonina han
sido usados para el control de la reproduccion en la gata, no se habian realizado estudios
sobre la accion de esta hormona en el desarrollo de la hilera seminal y calidad de semen
en machos felinos. Los resultados de este estudio permiten demostrar que el periodo de
disminucion de la calidad seminal es de 90 a 100 d comparable con los 4 meses de

interestro logrado en las hembras con el uso de implantes de 18 mg de melatonina.

Se han realizado algunos estudios sobre el uso de agonistas GnRH y bisdiamina,
un quimico que afecta la espermatogénesis, con el fin de implementar protocolos
anticonceptivos en felinos machos (Munson y col., 2004; Novotny y col., 2012). Si bien
estos protocolos han mostrado ser efectivos para afectar la espermatogénesis, existen
pocos datos que demuestren el retorno de una espermatogénesis normal luego de su uso
y los efectos colaterales a largo plazo. Es asi que los implantes de melatonina ofrecen
una opcion para el control reversible de la reproduccion en el macho, ya que logran
disminuir la calidad seminal a valores semejantes a los hallados en la época no

reproductiva de la hembra, sin producir efectos colaterales adversos durante su accion.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES GENERALES

Por los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis se puede inferir que la
calidad espermatica epididimal, asi como la morfologia testicular presentan variaciones
estacionales en relacion al fotoperiodo. Seglin nuestras observaciones el gato doméstico
presenta estacionalidad reproductiva al igual que la gata. Asi como ocurre en otras
especies estacionales, en el gato doméstico puede observarse el fenomeno de
fotorefractariedad al fotoperiodo largo, el cual puede revertirse sometiendo a los
animales a fotoperiodo corto, recuperando la sensibilidad al estimulo luminico al volver
a fotoperiodo largo. El uso de implantes de melatonina produce disminucion de la

calidad seminal por un periodo de 90 a 100 d, siendo este efecto reversible.

Es asi que puede clasificarse al gato como animal que presenta estacionalidad
reproductiva produciendo semen de mejor calidad en la época de fotoperiodo largo en
concordancia con la estacion reproductiva de la gata. Al igual que otras especies
fotoperiodicas, el gato presenta el fenomeno de fotorefractariedad el cual puede ser
revertido sometiendo a los animales a un manejo luminico adecuado. En relacion a las
caracteristica reproductivas felinas los implantes de melatonina ofrecen una opcion para
el control reversible de la espermatogénesis en el macho, ya que logran disminuir la
calidad seminal a valores semejantes a los hallados en la estacion de dias cortos en
concordancia con el anestro estacional de la gata sin producir efectos colaterales

adversos.
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