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INTRODUCCION

El plasma seminal ovino realiza un importante papel en el mantenimiento del
espermatozoide a través de procesos hormonales y enzimaticos, y de
modificaciones de su superficie celular. Resultados previos demuestran que la
adsorcién de proteinas del plasma seminal sobre la superficie espermatica, recupera
parciaimente las caracteristicas funcionales de espermatozoides dafiados por frio,
reproduciendo las de las células vivas (1), (2), (3).

En el presente trabajo se investiga la hipotesis de que las diferencias
estacionales en el plasma seminal pueden afectar a su capacidad para recuperar la
integridad de membrana de espermatozoides sometidos a choque térmico. Se
analizo el efecto de las proteinas del plasma seminal ovino obtenidas en la época
reproductiva (PPSER), y no reproductiva (PPSENR) sobre espermatozoides danados
por frio, mediante distribucion en contracorriente con centrifugacion (CCCD) en un
sistema bifasico, en ambas estaciones. Asimismo, se estudio la variacion del perfil
obtenido tras cromatografia en filtracion en gel de las proteinas del plasma seminal
de cada uno de los meses del afo, analizando la variacion en el contenido de
aquellas fracciones que demostraron capacidad reversora del dafio por choque
térmico. (4).

MATERIAL Y METODOS

La obtencion de las muestras de semen ovino, la eliminacion del plasma
seminal mediante Swim-up-Dx (5), el tratamiento de las células por choque termico,
la evaluacion de la integridad de membrana, la obtencién de las proteinas del
plasma seminal, asi como los analisis mediante CCCD vy los estudios comparativos
de composicion proteica por geles PAGE-SDS, se llevaron a cabo segun se indica
en el articulo de Pérez-Pé et al.(6).

La separacién de las fracciones proteicas mediante cromatografia de gel-
filtracion en Sephacryi-100, asi como el posterior procesamiento de las mismas y los
estudios de reversién del dafo térmico, se realizaron tal y como se ha publicado
recientemente (4).

RESULTADOS Y DISCUSION

El dano del choque térmico disminuyé en gran medida la viabilidad de los
espermatozoides seleccionados por swim-up, en ambos periodos reproductivos,
alcanzando valores de aproximadamente un 20%.

Se analizd mediante CCCD el efecto de las proteinas del plasma seminal
sobre espermatozoides danados por frio. Se adiciond PPSER, en época
reproductiva para la especie ovina (fotoperiodo decreciente, meses de Septiembre a
Enero) y PPSENR en la época no reproductiva (fotoperiodo creciente, meses de
Febrero a Agosto). La pérdida de heterogeneidad y viabilidad que se observé en los
experimentos de CCCD, revirtié al afadir cantidades crecientes de PPSER, ya que
indujeron una restauracion de las caracteristicas de la superficie espermatica,
aumentando la proporcion de espermatozoides con membrana integra. Sin embargo,
este efecto restaurador fue mucho menos apreciable al afiadir a los
espermatozoides sometidos a dafo térmico PPSENR, incluso utilizando una
concentracion 6 veces superior que en el caso anterior.

Los experimentos realizados en ambas épocas (reproductiva y no
reproductiva) con ambas clases de proteinas (PPSER y PPSENR), mostraron que el
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efecto recuperador esté relacionado con el periodo estacional de las proteinas
aisladas del plasma seminal, mas que con la estacion de la muestra espermética
sobre la que se estudia su efecto.

En la Tabla 1 se muestra como la adicién de PPSER a células dafadas por
choque térmico produjo cerca de un 50% de reversion del dafio sobre la membrana
en muestras de ambas estaciones reproductivas. Sin embargo, la recuperacion
obtenida al afadir PPSENR fue considerablemente menor, sobre espermatozoides
de ambas épocas.

Tabla 1. Efecto de la adicion de PPSER y PPSENR sobre la integridad de la membraba
espermatica de eyaculados de ambas estaciones.

% Reversion

Espermatazoides de época reproduciva Espermatazoides de época no reproductiva

PPS (ug) PPSER PPSENR PPSER PPSNER
700 4951 £8.57° (5) 18.28+6.85°(4) 3592+3.73°(4) 18.01+247%(4)
1400 46.67 £9.25% (6) 20.66 £3.73°(5) 5227 +15.9°(7) 8.49+261°(4)

Porcentaje de espermatozoides negativos al yoduro de propidio estimados como [(Vp60- Vc60) / (Vs-
Ve60)] x 100, donde Vp es la viabilidad de la muestra sometida a choque térmico y posterior adicién
de proteinas; Vc es la viabilidad de la muestra sometida a choque térmico; Vs es la viabilidad de la
muestra tras el swim-up; y 60 indica el tiempo de incubacion (min) tras la adicion de proteinas. Los
datos son valores medios + E.M. del numero de experimentos indicados entre paréntesis. Los
diferentes superindices en las columnas indican diferencias significativas: a,b: P<0.05; ¢,d: P<0.01

Esta diferencia en la capacidad reversora puede estar relacionada con
diferencias en su composicion proteica, segun de deduce del analisis densitomeétrico
de las bandas proteicas presentes en el plasma seminal de diferentes periodos del
afo. Se detectd una importante disminucion de varias bandas en los meses
correspondientes a la época no reproductiva, destacando como la mas acusada, la
disminucién de una banda en torno a 21 kD, que disminuyd hasta un 14% en los
meses de verano, en relacion con los meses de septiembre-enero (Tabla 2).

Al analizar los perfiles cromatograficos (Fig. 1)obtenidos tras filtracion en gel
en Sephacryl-100 de proteinas de cada uno de los meses del afio, se observé que
aquellas fracciones que demostraron capacidad para revertir el dano producido por
choque térmico, G3, G7, y especialmente G6, (Barrios et al, 2000), son méas
abundantes en los meses de Septiembre a Enero (Fig. 2), que corresponden
precisamente a la época reproductiva. Ademas, al analizar su composicion proteica
mediante electroforesis en PAGE-SDS, se observé la coincidencia de una banda de
unos 20-21 kD, en cantidad apreciable en tres fracciones (y mayoritaria en G6), que
aparece disminuye 0 no existe en las demas fracciones. Asi, esta banda deberia ser
la responsable del efecto reparador de la integridad de membrana. Este resultado
concuerda con la disminucion significativa de la banda de 21 kD en el plasma
seminal de periodo no reproductivo, lo que sugiere que se trata de la misma
proteina. La variacion estacional explicaria la menor capacidad reversora de las
PPSENR respecto a las PPSER, dado el mencr contenido de la banda de 21 kD
supuestamente responsable de la mayor parte del efecto reparador.
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Fig.1. Perfiles cromatograficos en matriz de Sepahcryl-100 de proteinas del plasma seminal
ovino de diferentes estaciones.
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proteicas de plasmas seminales de
diferentes estaciones.
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Fig. 2. Abundancia de las fracciones con
efecto reversor en el plasma seminal de
cada uno de los meses del aito.
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