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Resumen

Los objetivos fueron evaluar la relacion de los parametros seminales y: 1) la concentracion
de colesterol, triglicéridos y proteinas totales del plasma seminal, 2) el peso molecular de las
proteinas del plasma seminal. Se utilizaron 13 gatos adultos, clinicamente sanos. Se
obtuvieron 55 eyaculados mediante electroeyaculaciéon. A cada muestra se le evalud:
cantidad de espermatozoides totales (ET), concentracion espermatica (CE), motilidad
individual (MI), vigor (V) y morfologia espermatica (ME). Con el plasma seminal se
determin concentracién de proteinas totales, colesterol y triglicéridos mediante colorimetria
y los pesos moleculares de las proteinas mediante electroforesis. Los eyaculados se
dividieron en eyaculados de buena calidad (G1; mas de 5x108 ET, 50x108/mL CE, 70% M, 4
V y 55% ME) y eyaculados de mala calidad (G2; menos de 3x10°% ET, 30x10%/mL CE, 45%
MlI, 3V, 40% ME). Se observé que ET, CE, MI, V y ME fueron significativamente mayores en
G1 comparado con G2 (12,32+1,31 vs. 1,15+1,66 x10% 117,70£15,05 vs. 11,50£19,04
x108/mL; 84,68+1,94 vs. 25+2,38%; 4,54+0,11 vs. 2,83+0,09; 68,13+1,59 vs. 37,19+2,41%;
respectivamente; p <0,0001). Asimismo el colesterol y los triglicéridos fueron
significativamente mayores en G1 comparado con G2 (18,47+1,11 vs. 7,25+0,98 mg/dL;
96,25+5,55 vs. 19,67+4,88 mg/dL, respectivamente; p <0,0001). No se observaron
diferencias en la concentracion de proteinas totales (37,08+6,62 mg/dL). Lo gatos G1
presentaron bandas proteicas de menor peso molecular (14.4 KDa) comparado con G2
(20.1 KDa). Las proteinas de bajo peso molecular junto con la concentracion de colesterol y

triglicéridos podrian ser indicadores de la calidad seminal en el gato doméstico.
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Introduccién

El potencial de fertilizacion del semen
felino depende no solo de la composicién
lipidica en la membrana de la célula
espermatica, sino también de Ia
composicion del plasma seminal. De esta
forma, se ha propuesto la determinacion
de parametros bioquimicos para evaluar la
calidad del semen en animales y hombres
(Meseguer et al., 2004 y Beer-Ljubic et al.,
2009). En el bovino, la concentracion de
colesterol y otros lipidos se
correlacionaron con la calidad de semen
(Beer-Ljubi¢ et al., 2009). Sin embargo en
el felino doméstico la determinaciéon de
pruebas bioquimicas aun no ha sido
estudiada en detalle. Por otra parte, en los
ultimos afos, las caracteristicas del
plasma seminal han sido ampliamente
estudiadas en varias especies con el fin
de encontrar marcadores que puedan
predecir la fertilidad. En bovinos, cuatro
proteinas asociadas a la fertilidad han sido
identificadas con electroforesis en geles
de poliacrilamida (SDS-PAGE), y pueden
utilizarse como predictivas de fertilidad en
toros. Dos de ellas (55 kDa y 26 kDa)
fueron predominantes en el plasma
seminal de toros de alta fertilidad,
mientras que dos proteinas de 16 kDa
fueron predominantes en plasma seminal
de toros de baja fertiidad (Killian,
Chapman y Rogowski, 1993). En equinos,
una proteina de 72 kDa fue correlacionada
positivamente a padrillos con buena
calidad seminal, mientras que tres
proteinas de 75 kDa, 18 kDa y 16 kDa
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fueron correlacionadas negativamente con
la fertilidad (Brandon et al., 1993). En
caninos, recientemente se han identificado
con SDS-PAGE 37 bandas proteicas en el
plasma seminal, de las cuales dos
proteinas de 67 kDa y 58,6 kDa, han sido
positivamente correlacionadas con la
fertilidad (De Souza, Barreto y Lopes,
2007). Sin embargo, en el gato doméstico,
la caracterizacion proteica del plasma
seminal aun no ha sido estudiada en
detalle.

Existe en la actualidad solo un trabajo en
el cual se determin6 el perfil proteico del
plasma seminal, la concentracién de
proteinas y zinc comparando dos métodos
de recoleccion de semen
(electroeyaculacion o catéter uretral). El
mismo describe que la concentracién de
Zinc y proteinas totales no varian con la
técnica de recoleccion de semen y que la
concentracion de proteinas totales no se
correlaciona con la calidad seminal. Se
han podido identificar mas de 30 bandas
proteicas con SDS-PAGE, de las cuales 8
bandas de entre 5,5 y 200 kDa fueron
encontradas en todas las muestras
seminales. Una de ellas, de 66 kDa se
cree podria actuar como ligando del
colesterol durante la capacitacion
espermatica (Zambelli, Raccagni, Cunto,
Andreani y Isani, 2010)

Es asi que el conocimiento de las
concentraciones de colesterol, triglicéridos
y proteinas totales del plasma seminal, asi
como su perfil proteico podrian aportar
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informacién de relevancia en la capacidad

fecundante del semen felino.

Objetivos

Los objetivos del presente trabajo fueron
evaluar la relacion entre los parametros
seminales y: 1) la concentracion de
colesterol, triglicéridos y proteinas totales
del plasma seminal, 2) el peso molecular
de las proteinas del plasma seminal.

Materiales y Métodos

Disefio experimental:

Se utilizaron trece gatos adultos,
mestizos, sanos, de pelo corto, con
edades comprendidas entre 2 y 5 afios, y
con un peso entre 35 y 5 kg. Los
animales fueron sometidos a un régimen
de luz artificial y alojados en jaulas
individuales con agua y alimento ad-
libitum (control de pH, Vitalcan, Buenos
Aires, Argentina). Luego anestesiados los
gatos con ketamina (25 mg/kg im) y
xylazina (1mg/kg im) se realizé la
recoleccién  del semen mediante
electroeyaculacién segun lo descripto por
Nufiez Favre et al. (2012). Los animales
recibieron un total de 80 estimulos
divididos en 3 sets (30, 30 y 20) con 2-3
minutos de descanso entre los sets. El
primer set consistié en 10 estimulos a 2V,
10 a 3V y 10 a 4V. El segundo set en 10
estimulos a 3V, 10 a 4V y 10 a 5V. El
ultimo set consistié en 10 estimulos a 4V y
10a5V.

Se obtuvieron 55 eyaculados los cuales
fueron recolectados en un tubo de 1,5 ml
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precalentado a 37°C y sometidos a las
siguientes pruebas de contrastacion
seminal: Examen macroscépico: volumen,
aspecto, color.

Examen microscopico: 1) Cantidad de
espermatozoides  totales (ET); 2)
Concentracion espermatica (CE) se
obtuvo realizando el conteo en cdmara de
Neubauer (Nufiez Favre et al., 2012); 3)
Motilidad individual (MI), 10 pl de semen
se colocaron en un portaobjetos a 37°C,
se colocé un cubreobjetos y se observd
por microscopia a 400X, se estimo el
porcentaje de espermatozoides con
motilidad progresiva (Nufiez Favre et al.,
2012); 4) Vigor (V), escala de 1-5, se
evalué conjuntamente con la motilidad
individual; 5) Morfologia espermatica
(ME), % de

morfolégicamente

espermatozoides
normales, se
observaron los espermatozoides por
microscopia a 1000X utilizando tincion 15
Biopur® (Nufiez Favre et al., 2012).

Determinaciones Bioquimicas:

Luego de la realizacion de las
evaluaciones macroscoépica y
microscopica del semen, el mismo fue
centrifugado durante 10 minutos a 1500 x
g a 20°C. Las muestras de plasma
seminal fueron divididas en dos alicuotas
y almacenadas a -20°C hasta su
procesado. Se utilizé una alicuota del
plasma seminal para la determinaciéon de

colesterol, triglicéridos y proteinas totales

mediante colorimetria (cholesterol
Wiener®; triglycerides BioSystem
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Reagents & Instruments®, Proti 2
Wiener®). de
reacciones colorimétricas se utiliz6 un
(Metrolab 1600). La

otra alicuota se utilizé para la realizacion

Para la lectura las

espectrofotdmetro

de las corridas electroforéticas.

Electroforesis en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE):

El plasma seminal fue descongelado y 5 pl
de

poliacrilamida al 15% bajo condiciones

fueron sembrados en geles

reductoras siguiendo el protocolo de
Laemmli (Laemmli, 1970). Cada gel fue
corrido con un estandar proteico de pesos
moleculares conocidos. Las proteinas del
plasma seminal separadas por
electroforesis fueron transferidas a una
membrana de PVDF vy tefidas con tinta

china para revelar el perfil proteico.

Andlisis estadistico:

Los datos fueron evaluados mediante
ANOVA, las variables categoricas con
PROC CATMOD, las continuas con PROC
GLM vy las correlaciones con CORR del
paquete estadistico SAS®

Resultados y Discusion

Los datos obtenidos en la evaluacion
microscopica del semen permitieron dividir
a los eyaculados en dos grupos, uno de
buena calidad seminal (G1) y el otro de
mala calidad (G2). Grupo 1 eyaculados
con mas de 5x10® ET, 50x10%mL CE,
70% MI, 4 V y 55% ME y grupo 2
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eyaculados con menos de 3x10° ET,
30x108/mL CE, 45% MlI, 3 V, 40% ME.
El estudio permiti6 observar que los
parametros seminales de ET, CE, MI, V y
ME fueron significativamente mayores en

G1 comparado con G2 (12,324+1,31 vs.

1,15¢1,66  x10%  117,70£15,05 vs.
11,50£19,04 x10%mL; 84,68+1,94 vs.
25+2,38%; 4,5410,11 vs. 2,83+0,09;
68,13+1,59 vs. 37,19£2,41%;

respectivamente; p <0,0001; Figura 1).
Asimismo el colesterol y los triglicéridos
fueron significativamente mayores en G1
comparado con G2 (18,47+1,11
7,25¢0,98 mg/dL;  96,25+5,55
19,67+4,88 mg/dL, respectivamente; p
<0,0001;). No se observaron diferencias

VS.

VS.

en la concentracion de proteinas totales
(37,08+6,62 mg/dL; Figura 2). Se observé
una correlacion significativa y positiva
entre el colesterol y la cantidad de
espermatozoides totales, el colesterol y la
concentracion espermatica, triglicéridos y
la cantidad de espermatozoides totales y
triglicéridos y la concentracion
espermatica (r = 0.59, r = 0.53,r = 0.68, r
= 0.55, respectivamente, P <0.001).

En el estudio del perfil proteico del plasma
seminal se pudieron evidenciar 5 bandas
proteicas claramente definidas en todas
las muestras del plasma seminal (20.1,
30.0, 45.0, 66.0 y 97.0 KDa). Ademas una
banda de 14.4 KDa pudo evidenciarse
solamente en las muestras provenientes
de eyaculados de buena calidad seminal
(G1). Estos resultados indican que ciertas

proteinas de bajo peso molecular estarian
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Motilidad Individual (%)

160

140

120 1

100 A

80

60 -

40 4

20

100

relacionadas con buena calidad seminal

en el gato doméstico.
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Figura 1 Parametros seminales
evaluados en el examen microscopico de
los eyaculados. Los valores se expresan
como diferencia de minimos cuadrados +
estandar de

error espermatozoides

totales, concentracion espermatica,
motilidad individual, vigor y morfologia
espermatica en los eyaculados de buena
calidad (G1) y mala calidad (G2). Letras
diferentes indican diferencias significativas

entre los grupos (p<0,05).
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Colesterol (mg/dL)

25

20 4

Figura 2: Determinaciones bioquimicas
de los eyaculados evaluados. Los valores
se expresan como diferencia de minimos
cuadrados = error estandar de la
concentracion de colesterol, triglicéridos y
proteinas totales en los grupos de
eyaculados de buena calidad (G1) y mala
calidad (G2). Letras diferentes indican
diferencias significativas entre los grupos
(p<0,05).
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Nuestros resultados muestran diferencias
significativas en la calidad seminal cuando
se compar6 el grupo G1 con el grupo G2.
Asimismo, las concentraciones de
colesterol, triglicéridos del plasma seminal
fueron significativamente mas altas en las
muestras del G1en comparacion con el
G2 (p <0.0001). Estos hallazgos se
correlacionan con lo observado
previamente por Beer-Ljubic et al. (2009)
en bovinos, quienes describieron que la
concentracion de colesterol y triglicéridos
del plasma seminal se encuentran
asociadas con la calidad de semen. Sin
embargo la concentracién de proteinas
totales no mostro diferencias entre los
eyaculados de buena calidad y los de
mala calidad seminal, esta misma
observacion fue descripta previamente por
Zambelli et al. (2010).

En bovinos, equinos y caninos se han
podido relacionar ciertas proteinas
presentes en el plasma seminal con la
calidad de semen vy fertilidad de ese
reproductor (Killian et al., 1993; Brandon
et al.,, 1999 y De Souza et al, 2007). En el
gato doméstico Zambelli et al. (2010) han
descripto la presencia de 8 bandas
proteicas en geles de bisacrilamida-tris al
12% pero no se han podido relacionar con
la calidad de semen. Sin embargo
nuestros resultados evidenciaron Ia
presencia de 6 bandas proteicas de las
cuales una (14.4 KDa) pudo
correlacionarse con la concentracion y la
cantidad de espermatozoides totales del

eyaculado.

\nﬂ Asociacién de Universidades
% g’ GRUPO MONTEVIDEO

,&" NACIONAL DE CUYO

Conclusiones

Podemos concluir que proteinas de bajo
peso molecular junto con la concentracién
de colesterol y triglicéridos podrian ser
utilizadas como indicadores de la calidad
seminal en el gato doméstico. A su vez
futuros estudios de identificacion de estas
proteinas podrian ser utilizados como

marcadores de fertilidad en el gato.
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