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INTRODUCCION

El aumento de la sensibilidad espermatica al chogue térmico por frio o cold-shock
de los espermatozoides ovinos eyaculados con respecto a los de epididimo, se ha
atribuido a la adsorciéon de proteinas plasmaticas (1, 2). Algunas proteinas
plasmaticas tienen por funcion estabilizar la membrana hasta el momento adecuado,
para que la CA tenga lugar en las inmediaciones del ovocito. Diversos trabajos
relacionan los dafos provocados por el frio y la baja tasa fertilizante con una
prematura capacitacion (CA) (3, 4). Resultados previos de nuestro equipo de
investigacion han demostrado que la adsorcion de proteinas del plasma seminal
(PPS) a la superficie de espermatozoides ovinos sometidos a cold-shock, repara los
dafios producidos por el frio (5). También hemos comprobado que la capacidad
protectora de las PPS esta relacionada con la inhibicion de la fosforilacion de
proteinas de la membrana que ocurre durante la capacitacion.

En el presente trabajo, se ha investigado si las PPS son también capaces de
proteger frente a dicho dafo, al ser anadidas previamente al cold-shock. Asimismo,
se comprobé que dicha capacidad se debe a dos proteinas del plasma seminal de
14 y 20 kDa. Dado que el papel descapacitante se manifiesta en muchos casos en
una liberacion de las proteinas tras la CA (1), mientras que otras proteinas se
liberaran posteriormente durante la reaccion acrosémica (RA), se realizé un analisis
de los cambios cuantitativos de las proteinas de 14 y 20 kDa debidos ala CAy RA .

MATERIAL Y METODOS

Se utilizd6 una mezcla de los segundos eyaculados de cuatro moruecos,
pertenecientes a ANGRA, mantenidos con un periodo de abstinencia de dos dias.

La metodologia utilizada tanto para la preparacion de las muestras de semen (por
un método de swim-up/dextrano y sometidas, en su caso, a un proceso de cold-
shock), su posterior evaluacion, la induccion y valoracion de la CA y la RA, la
obtencién de proteinas del plasma seminal y su aislamiento, asi como la
inmunodeteccion mediante Western-blot, fue la descrita previamente (5, 6, 7). La
inmunodeteccién de proteinas sobre la superficie espermatica se hizo mediante
inmunofluorescencia indirecta. Las células se fijaron con formaldehido sobre cubres
pretratados con palilisina, y tras bloquear con BSA las posibles regiones de unién
inespecifica, se incubaron con el anticuerpo primario policlonal, y, después de lavar,
se incubaron con el anticuerpo secundario marcado con fiuorescencia.

RESULTADOS Y DISCUSION

La adicién de PPS antes de someter a los espermatozoides al cold-shock, tuvo un
efecto beneficioso inmediato sobre la supervivencia espermatica, dependiente de ia
concentracion de proteinas afadidas al medio. En presencia de 1.4 mg de PPS se
obtuvo un 43.314,2 % de células viables frente a un 24.612,1 % en una muestra
control que contenia 2,1 mg de BSA.

De todas las fracciones proteicas separadas del plasma seminal mediante
cromatografia en gel filtracién, la que presentd mayor efecto protector fue la G6, que
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también habiamos descrito como capaz de reparar los darfios del frio (5). A partir de
esta fraccion, se purificaron por electroforesis y posterior electroelucién dos bandas
de proteinas de 14 y 20 kDa, y se comprob6é que ambas son capaces de proteger
frente al dafo producido por el cold-shock sobre la integridad de membrana,
mostrando la de 14 kDa una capacidad algo superior (Fig. 1).

g 80
5
g 70 1
60
&
s 50 |
45
g% 40
..g. 30
C 20
: j
¢ 10 ]
8,
F

swim-up c¢-8con BSA c-s con 20 c¢-s con 14

Fig. 1: Porcentaje de espermatozoides viables 30 min. después de someterios a
cold-shock con 1,4 mg de BSA (control), 1,4 mg de la banda de 20 kDa, y 1,4 mg de la
banda de 14 kDa.

Mediante anticuerpos generados frente a ambas proteinas se analizd por Western-
blot su contenido en la membrana espermatica, y sus modificaciones debidas a los
procesos de capacitacion y reacciéon acrosémica. La cuantificacién densitométrica de
las areas (Fig. 2) permitié6 deducir que tras 5 horas de incubacion en condiciones
capacitantes, la proteina de 14 kDa se libera parcialmente, permaneciendo todavia en
la membrana cerca de un 60%. Sin embargo, las proteinas de 20 kDa se liberan ya
durante las primeras horas de capacitacion, permaneciendo s6lo un 42% después de
5 horas. Este hecho podria sugerir un papel descapacitante para la proteina de 20
kDa, contribuyendo su pérdida parcial al inicio de la capacitacion.
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Figura 2: Cuantificacion densitométrica de las areas de las proteinas de 14 y 20 kDa
en extractos de la membrana espermatica de una muestra control sin capacitar y tras,
90, 180, y 300 minutos de incubacién en condiciones capacitantes.
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Después de la induccion de la RA sobre espermatozoides previamente
capacitados, sélo un 35% de la proteina de 14 kDa permanece en la membrana
(Fig.3). La banda de 20 kDa, se ve menos afectada por este proceso. El hecho de
existir todavia una proporcion apreciable de ambas proteinas en la membrana tras
CA y RA, podria sugerir un papel en la uniéon entre gametos.
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Figura 3: Cuantificacion densitométrica de las areas de las proteinas de 14 y 20 kDa
en la membrana espermatica de una muestra control, capacitada y reaccionada.

La inmunodeteccion de ambas proteinas sobre la superficie espermética reveld
que tras la induccion de la CA y RA ambas proteinas permanecen en cierta medida
en la membrana, aunque las alteraciones que ésta experimenta provocan su
migracién y redistribucién. Por todo ello, parecen poseer, especialmente la proteina
de 20 kDA, un papel descapacitante, coincidiendo su pérdida y migraciéon con el
inicio del proceso de capacitacion, aunque también la migracién hacia la region
ecuatorial se ha relacionado con un papel en la union entre gametos.

Con objeto de caracterizar estas proteinas, se procedié a su secuenciacion
aminoterminal. Se secuenciaron un total de 34 aminoacidos para la proteina de 14
kDa y 29 para la de 20,5 kDa. La comparacion de su secuencia no deja entrever
ninguna relaciéon entre ambas. La busqueda en las bases de datos no mostro
ninguna homologia reseflable para la proteina de 20,5 kDa, por lo que parece
tratarse de una proteina nueva (RSVP-20: Ram seminal vesicle protein, 20 kDa).
Para la RSVP-14 si se encontraron homologias importantes, especialmente con la
proteina PDC-109, también llamada BSP-A1/A2, una de las proteinas mayoritarias
del plasma seminal bovino.
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