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ARTICULO CIENTIiFICO

Effect of seminal plasma proteins at freezing on
ram sperm motility and viability

ABSTRACT

The aim of the study was to evaluate the cryoprotective
effect of seminal plasma proteins on ram sperm motility,
membrane integrity and the changes in the profile of ram
sperm membrane proteins induced by cryopreservation.
Fresh ejaculates from 8 mature Rasa aragonesa rams
were used. Sperm motility and cell viability was
assessed. The freezing procedure was based on the
method described by Fiser ef al. (1987). Proteins extracted
from fresh and frozen-thawed semen were subjected to
the Two-dimensional polyacrilamide gel electrophoresis.
A significant improvement in the quality of frozen-
thawed sperm was obtained after addition of seminal
plasma proteins (p < 0.05). Comparative two-dimensional
polyacrilamide gel electrophoresis analysis between fresh
and frozen semen, either with or without seminal plasma
proteins in the cryopreservation medium, revealed that
eight protein spots were lost in frozen-thawed sperm.
The concentration of one sperm membrane protein

spot of low Mr (spot 2) was higher (p < 0.05) in protein-
added frozen sperm. Correlations found between certain
protein spots sperm motility and viability suggests

that these proteins could play important roles in the
maintenance of sperm integrity and functionality. In
conclusion, the addition of seminal plasma proteins to
freezing extender improved frozen-thawed ram sperm
integrity quality and cryopreservation of ram semen
produced variations in the sperm membrane protein
composition.
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freezing, sperm membrane proteins.
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Adicion de proteinas del plasma
seminal ovino durante la congelacién
del espermatozoide y efectos sobre
su motilidad y viabilidad

Jaime Antonio Cardozo', Patricia Grasa’, Maria Teresa Muifio B,
José Alvaro Cebrian P.*

RESUMEN

Este estudio se adelant6 para evaluar el efecto de la adi-
ciéon de proteinas del plasma seminal de cordero en la
criopreservacion sobre la motilidad e integridad de la
membrana espermatica, y los cambios en el perfil elec-
troforético de las proteinas de la membrana espermatica
inducidos por la criopreservacion. Se usaron eyaculados
de ocho corderos adultos de la raza rasa aragonesa, se
les determind su viabilidad y motilidad espermaticas
y posteriormente se sometieron a un procedimiento de
congelacién. Las proteinas se separaron por el método de
electroforesis en geles de acrilamida en dos dimensiones.
Se obtuvo un mejoramiento significativo (p < 0,05) en la
calidad del semen congelado, cuando se adicionaron pro-
teinas del plasma seminal. El analisis bidimensional com-
parativo entre el semen fresco y el congelado evidencié
la pérdida de 8 puntos de proteina en el espermatozoide
descongelado. La concentracién de un punto de proteina
de membrana espermatica, de bajo peso molecular (punto
2), fue mas alta (p < 0,05) en el espermatozoide desconge-
lado al que se adicionaron proteinas del plasma seminal.
Se encontraron correlaciones entre algunos puntos de
proteina y la motilidad y viabilidad espermaticas, lo cual
sugiere que pueden jugar papeles importantes en el man-
tenimiento de la integridad y funcionalidad del esperma-
tozoide. Se puede concluir que la adicion de proteinas del
plasma seminal en la congelacion mejora la integridad del
espermatozoide descongelado, y que la criopreservacion
del semen de cordero produce variaciones en la composi-
cién de las proteinas de membrana.

Palabras clave: 2D PAGE, espermatozoide ovino, criopre-
servacion, proteinas de la membrana espermatica.

INTRODUCCION

LA FERTILIDAD DEL SEMEN OVINO congelado es baja, cuan-
do se usa en inseminacion artificial (Salamon y Maxwell
2000; Yoshida, 2000). Se sabe ampliamente que el esperma-
tozoide ovino es mas sensible al estrés térmico por frio que
el de otras especies como el bovino, el conejo o el hombre
(Fiser y Fairfull, 1989; Watson, 2000). El proceso de crio-
preservacion y descongelacion induce severos cambios al
espermatozoide mamifero (Medeiros et al., 2002) debidos
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a estrés térmico, mecanico, quimico y osmoético (Holt et al.,
1992; Holt y North, 1994; Watson, 1995), entre los que se
encuentan cambios morfolégicos en la organizacién, flui-
dez, permeabilidad y composicién lipidica de la membrana
del espermatozoide (Hammerstedt et al., 1990; Thomas et
al., 1998; Bailey et al., 2000; Januskauskas et al., 2003; Gui-
llaume et al., 2004) y la correspondiente reduccién en la
fertilidad del eyaculado (Ricker et al., 2006).

La pérdida de viabilidad y motilidad espermaticas
no explican totalmente la reduccién de la fertilidad del
semen congelado y se ha sugerido que puede deberse par-
cialmente a la pérdida de proteinas de la membrana del
espermatozoide necesarias para la fertilizacion (Lessard
et al., 2000). La membrana plasmatica del espermatozoide
sirve de barrera estructural y de interfase de comunica-
cion con el medio ambiente extracelular (Harvey et al.,
2001), y transmite sefiales bioquimicas originadas de inte-
racciones entre el ligando y el receptor, del medio exterior
al interior de la célula (Olden et al., 1985). Por lo tanto, la
membrana plasmatica del espermatozoide es un elemento
fundamental para el éxito de la fecundacién.

La electroforesis bidimensional en geles de poliacrila-
mida (2D-PAGE, por sus iniciales en inglés) se ha usado
para la separacion y andlisis de proteinas del plasma
seminal (PPS) de toro (Desnoyers et al., 1994; Mortarino et
al., 1998; Jobim et al., 2004), caballo (Brandon et al., 1999),
carnero (Souza ef al., 2004; Jobim et al., 2005; Cardozo et
al., 2006), cerdo (Sanz et al., 1993) y hombre (Bohring et
al., 2001; Pixton et al., 2004); y también para la separacion
y andlisis de las proteinas de la membrana del esperma-
tozoide humano (Naaby-Hansen et al., 1997) y del cerdo
(Haden et al., 2000). Sin embargo, el perfil de proteinas por
2D-PAGE de la membrana del espermatozoide del carne-
ro sometida a congelacién/descongelacién no ha sido atn
estudiado. Este estudio se realizé para evaluar el efecto
crioprotector de las proteinas del plasma seminal en la
motilidad e integridad de la membrana del espermatozoi-
de del carnero, y en los cambios en el perfil 2D-PAGE, de
las proteinas de la membrana del espermatozoide induci-
dos por la congelacion.

MATERIALES Y METODOS
Coleccion del semen y preparacion del espermatozoide

Los experimentos se realizaron con semen fresco prove-
niente de 8 carneros (raza rasa aragonesa) de 2 a 4 afios
de edad, obtenido con vagina artificial. Los animales uti-
lizados pertenecen a un genotipo espanol, cuyas hembras
presentan un corto anestro estacional entre los meses de
mayo y agosto. Los animales pertenecian a la Asocia-
cion Nacional de Criadores de la Raza Rasa Aragonesa

(ANGRA) y estuvieron alojados en el servicio de expe-
rimentaciéon animal de la Universidad de Zaragoza en
condiciones nutricionales uniformes.

Teniendo en cuenta los resultados positivos sobre la
viabilidad de los espermatozoides del carnero en relacion
con el periodo de abstinencia y las sucesivas eyaculacio-
nes, encontradas por Ollero y colaboradores (1996), los
machos se sometieron a un periodo de abstinencia de dos
dias entre ensayos y solamente se utilizaron los segundos
eyaculados en cada ensayo. Para evitar las diferencias
individuales, se utilizé la mezcla de los segundos eyacu-
lados de los animales (Ollero et al., 1996), mientras que
para determinar las diferencias en la congelacion de las
muestras de semen de los carneros, se utilizaron los eya-
culados por separado.

Evaluacion del semen

La concentracion espermatica se calcul6 en duplicado en
camara de Neubauer (Marienfeld, Lauda-konigshofen). La
motilidad espermatica se evalud subjetivamente por esti-
macién visual con un sistema de microscopia (aumento
100x), unido a un equipo de televisién (Evans y Maxwell,
1987). El porcentaje de espermatozoides con motilidad
progresiva se estimé a incrementos de 5%, y fue realizado
por la misma persona durante todo el estudio. La viabi-
lidad celular (integridad de la membrana) se evalto de
acuerdo con el método de Harrison y Vickers (1990), para
lo cual se utilizé una tinciéon fluorescente compuesta por
diacetato de carboxifluoresceina y yoduro de propidio
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO); el analisis se realizd
en un microscopio de fluorescencia marca Nikon. Se con-
taron hasta un total de 100 espermatozoides, teniendo en
cuenta que aquellos positivos a la fluoresceina se tifien de
color verde y tienen su membrana intacta; y aquellos posi-
tivos a yoduro de propidio se tifien de color rojo y tienen
su membrana dafada. Estos analisis se realizaron tanto
con semen fresco como con semen congelado.

Obtencidn de las proteinas del plasma seminal

El plasma seminal se obtuvo por centrifugacion de un ml
de semen a 7500 x G durante 5 minutos a 4°C. El sobre-
nadante se separd y se centrifugd nuevamente, en iguales
condiciones a la primera centrifugacion, y este nuevo
sobrenadante se filtré a través de una membrana de 0,22
um y se coloco a -20°C hasta su analisis.

Las proteinas del plasma seminal se obtuvieron por
filtracion del plasma a través de microconcentradores
“Microsep” con corte a un peso molecular de 3 kDa (Fil-
tron Tech. MA, Estados Unidos). La centrifugacion se rea-
liz6 por un tiempo minimo de 6 h, a 3000 x G, y a 4°C. La

Revista Corpoica - Ciencia y Tecnologia Agropecuaria (2009) 10(1), 51-59



Adicion de proteinas del plasma seminal ovino durante la congelacion del espermatozoide y efectos sobre su motilidad y viabilidad

53

muestra de proteinas concentrada obtenida se diluyé con
5 voliimenes de un medio que contenia 0,25 M sucrosa,
0,1 mM EGTA, 4 mM fosfato sédico pH 7,5, 10% (v/v) de
un tampon de Hepes (50 mM glucosa, 100 mM Hepes, 20
mM KOH) diluido 10 veces y se centrifugd nuevamente.
Las proteinas se recuperaron y se guardaron a -20°C. La
concentracion de proteinas se determind por el método de
Bradford (Bradford, 1976).

Procedimiento de congelacion

El procedimiento de congelacion se basé en el método des-
crito por Fiser y colaboradores (Fiser et al., 1987). El semen
se diluyd a una concentracion final de 4 x 10° cells/ml en
la fraccién I del diluyente, llamada FI, (Tris, D (+) fructosa,
acido citrico anhidro, penicilina G, dihidroestreptomicina,
agua destilada) pH 7,5, del medio de Fiser. Las proteinas
del plasma seminal se adicionaron directamente al FI, en
una concentracion de 25 mg/ml. A las muestras control no
se les agrego aditivo alguno.

Posterior a la dilucidn, las muestras se colocaron en un
bafio con control de temperatura programable (PolyScien-
ce-Minitub), permitiendo que la temperatura descendiera
de 36°C a 5°C, a una tasa promedio de enfriamiento de
0,4 °C/min. Tan pronto se alcanzé la temperatura de 5°C,
se agrego la fraccion II (citrato trisddico x 2H,O, TES,
glicina, lactosa mono hidrato, rafinosa 5x H,O, D (+)
fructosa, dextrano B, agua destilada) del medio de Fiser.
Las muestras se mantuvieron a esta temperatura por un
tiempo de 2 horas (fase de equilibrio) antes de proceder a
su congelacion. Posteriormente, las muestras se empaca-
ron en pajillas plasticas de 0,25-m], las cuales se colocaron
en un soporte hecho de teflon y se introdujeron en un
biocongelador programable controlado por computador
(Microdigitcool 250-IMV Technologies®, France) para su
congelacion. La técnica de congelacion utilizada empled
tres pasos como sigue: de 5°C a -12°C, a una tasa de
5°C min”; de -12°C to -40°C, a una tasa de 20°C min, y
finalmente, de -40°C to -120C, a una tasa de 30°C min™.
Una vez que se completd el protocolo de congelacion, las
pajillas se retiraron del congelador y se guardaron direc-
tamente en nitrégeno liquido a -196°C. En todos los casos
la concentracion final de las pajillas fue de 100 millones de
espermatozoides/pajilla.

El proceso de descongelacién de las pajillas se efectud
en un bafo de Maria a 60°C durante 4 segundos.

Extraccion y precipitacion de las proteinas de
membrana del espermatozoide

Las muestras de semen fresco y descongelado (5 x
10®% espermatozoides) se resuspendieron en 2,5 ml de
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solucion fosfatada buferada (PBS); posteriormente se
centrifugaron (7.500 x G, durante 5 min) a temperatura
de salén y se descarto el sobrenadante. El precipitado
obtenido en ambos casos se resuspendié nuevamente
en 2,5 ml de PBS y se centrifugé (7.500 x G, 5 min) a
temperatura de saléon. Este procedimiento se realizé
dos veces. Finalmente, el precipitado obtenido se disol-
vi6 en 100 pl de un medio de extraccion de proteinas
que contenia 2% dodecil sulfato sodico (SDS), 28%
sucrosa, 12,4 mM tetra metil etilen diamina (TEMED) y
185 mM Tris-HCI, pH 6,8 - 7 (Roldan y Harrison, 1988),
y se incub6 durante 5 min a 100°C. La suspension final
se centrifugd nuevamente a 7.500 x g, durante 5 min y
se recuper? el sobrenadante.

Las proteinas (de las muestras de membrana esper-
matica y del medio de congelacion) se precipitaron
por el método del acido tricloroacético/acetona (TCA)/
acetona (Gérg et al., 2004). La precipitacion se efectud
de la siguiente forma: el sobrenadante se resuspendid
en 9 volumenes de una solucién compuesta por 10%
TCA, 0,12% DTT en acetona, preenfriada a -20°C. La
precipitacion se realizé durante toda la noche a -20°C.
Posteriormente, la suspension se centrifugé a 12.000 x
G, durante 30 min a 4°C. El precipitado se lavé con una
solucion de acetona preenfriada (-20°C) que contenia
0,12% ditio treitol (DTT) y se centrifugé a 12.000 x g,
30 min; el sobrenadante se descart6 y el precipitado se
secé al vacio, resuspendiéndose posteriormente en un
tampon de muestra, al que se adicion6 10% de un coctel
inhibidor de proteasas y fosfatasas (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO). El contenido de proteina se determiné
por el método de Bradford (Bradford, 1976), y la muestra
se almacen¢ a -20°C hasta su analisis.

Electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida
(2D-PAGE)

La muestra de proteinas de membrana se preparé para la
electroforesis de la siguiente forma: 82 g de la muestra de
proteinas se diluyeron en 125 ul de un tampén de mues-
tra compuesto por: 5 M urea, 2 M tiourea, 2% [Propano
sulfonato de 3-(3-(colamidopropil) dimetil-amonio)-1]
(CHAPS), 2 mM Tributil fosfina (TBP), 2% sulfobetaina
(SB-310), 40 mM hidroximetil amonio (TRIS), anfolitos
Bio-Lyte™ 3/10, 0,2% (Bio-Rad, Hercules), azul de bromo-
fenol 0,0002%, y 5 ul de estandar 2D-PAGE (Pierce, Perbio
Science, Reino Unido).

Las muestras se sometieron a la 2D-PAGE tal como
fuera descrito por O’Farrell (1975). El isoelectroenfoque
(IEF), o primera dimensidn, de las proteinas se realiz6 uti-
lizdndose tiras de 7 cm, en gradiente de pH inmovilizado
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de 4-7 (IPG; pH 4-7; Bio Rad, Hercules). Las tiras se colo-
caron toda la noche en el canal de una bandeja de rehi-
dratacion que contenia la solucion descrita anteriormente.
El isoelectroenfoque se realizd en el Protean® IEF Cell
(Bio-Rad, Hercules) a 18,000 V y 20°C. Posteriormente, la
tiras se equilibraron durante 15 minutos en 2,5 ml de un
tampon de equilibrio (I) cuya composicion era 6 M urea,
375 mM Tris-HCl, pH 8,8, 2% SDS, 20% glicerol, y 2%
(p/v) DTT. A continuacion se descarto este primer tampon
de equilibrio y se reemplazd por 2,5 ml de un segundo
tampon (II), que contenia 6 M urea, 375 mM Tris-HCI, pH
8,8, 2% SDS, 20% glicerol, y 2,5% (p/v) lodoacetamida.
Finalmente, la segunda dimension se realizé sobre un gel
de poliacrilamida en gradiente de concentracion lineal
9%-20% (SDS-PAGE), empleandose un Miniprotean II
(Bio-Rad, Hercules).

Después de finalizada la segunda dimension, los geles
se tiferon con Sypro-Ruby Protein Gel Stain (Molecular
Probes) y se escanearon en un documentador de geles
“gel doc System” equipado con un software para anali-
sis molecular (Bio Rad, Hercules). Las imagenes de los
geles en dos dimensiones se analizaron con el programa
PD-Quest™ 2-D (Bio-Rad, Hercules), para determinar el
contenido relativo de los puntos de proteina. Se asignd
un sistema de numeracion correlativo en funcion del
peso molecular de los puntos de proteina, a cada punto
de proteina. Los datos se usaron para estimar la cantidad
relativa de cada punto de proteina y para crear un mapa
de las proteinas presentes en cada muestra.

Diseiio experimental y analisis estadistico

Los experimentos se realizaron durante la estacion de
apareamiento. La investigacion se disefi¢ para establecer
los cambios en el perfil 2D-PAGE de las proteinas de la
membrana plasmatica del espermatozoide por efecto de
la adicién de proteinas del plasma seminal en el proto-
colo de congelacidn, e igualmente establecer el efecto
sobre los valores de motilidad y viabilidad espermatica
del semen posterior a la descongelacion. En cada uno
de los experimentos 2D-PAGE, se utilizaron aproxima-
damente 3 x 10° células tanto de semen fresco como de
semen congelado. En cada experimento se analizaron los
mapas electroforéticos de las proteinas de membrana del
espermatozoide proveniente de semen fresco (control),
de semen congelado al que no se le adiciond proteinas
de plasma seminal y de semen congelado al que se le
adiciond proteinas del plasma seminal. El experimento
se replicéd tres veces y se realizaron tres electroforesis
por cada experimento. Los datos de concentracion de las
proteinas y de motilidad y viabilidad espermaticas obte-
nidos se transformaron por logaritmo y se analizaron
bajo un modelo completamente al azar:

Yijk: H + ai + EEij

Donde:

Y, = concentracion relativa de cada proteina

= media total

a, = efecto de la adicion de las proteinas de plasma seminal
eE,= error experimental

Se realiz6 un analisis de varianza y una prueba Tukey
para comparacion de medias. Los valores de probabili-
dad menores de 0,05 se consideraron estadisticamente
significativos. Asi mismo, se analizo la correlacién entre
los pardmetros de calidad espermatica y la concentra-
cion de las proteinas de membrana por el método del
coeficiente de Pearson.

Los analisis estadisticos se realizaron por el procedi-
miento del modelo lineal general del sistema SAS® (SAS
system, 1999). Los resultados se muestran como el prome-
dio (+ SEM) de 3 muestras replicadas.

RESULTADOS

Efectos de la adicién de proteinas del plasma seminal
al momento de la congelacion en los valores de
motilidad y viabilidad del semen eyaculado

Los resultados obtenidos evidenciaron un incremento
significativo (p < 0,05) en los porcentajes de motilidad
espermatica por efecto de la adicion de las proteinas del
plasma seminal (22% # 1,22% para el control vs. 40% =+
2,74% para el tratamiento con proteinas del plasma semi-
nal). Asi mismo, se evidenci6 un significativo incremento
en los valores de viabilidad espermatica (p < 0,05) de los
eyaculados tratados con proteinas del plasma seminal al
momento de la congelacion (20,9% =+ 2,11% para el control
y 38,8% + 3,69% para el grupo tratamiento).

Efectos de la adicion de PPS durante la congelacion
en los perfiles electroforéticos de las proteinas de la
membrana plasmatica del espermatozoide del carnero

En la figura 1 se muestran los mapas referenciales 2D
PAGE de las proteinas obtenidas de la membrana plasma-
tica del espermatozoide fresco, congelado sin PPS y con-
gelado con PPS (figuras 1A, 1B y 1C). Asi mismo, se mues-
tra el mapa referencial de las proteinas procedentes del
medio de congelacion (yema de huevo). Mapas 2D-PAGE
similares se obtuvieron para cada tipo de muestra, con
una gran reproducibilidad (90%) y baja variabilidad (5%)
en la presencia de puntos de proteina.

El andlisis de las imagenes permitio detectar 196
puntos de proteina en la membrana de espermatozoi-
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Figura 1. Mapas electroforéticos bidimensionales de las proteinas de membrana plasmatica del espermatozoide provenientes de: (A) semen fresco; (B)
semen descongelado sin PPS; (C) semen descongelado con PPS; (D) proteinas provenientes del medio de congelacion. Los valores aproximados de los
marcadores de peso molecular se relacionan a la izquierda y los de punto isoeléctrico, en la parte superior de las imagenes

* Puntos de proteina perdidos durante la congelacion.
** Puntos de proteina provenientes del plasma seminal.

des provenientes de semen fresco (figura 1A), 209 en
espermatozoides procedentes de semen congelado sin
PPS (figura 1B) y 207 en espermatozoides de semen
congelado con PPS (figura 1C). Las proteinas encontra-
das presentaron puntos isoeléctricos (pl) entre 4,4y 6,3,
y pesos moleculares (M,) entre 14,1 y 70,6 kilodalton
(kDa).
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El analisis de las imagenes permitié asi mismo identi-
ficar 82 puntos de proteina, encontrados exclusivamente
en muestras de semen congelado; 32 de los cuales se
encontraron solamente en las muestras congeladas a las
que no se les agregd PPS, mientras que otros 18 puntos
solo se encontraron en muestras congeladas a las que se
les agrego6 PPS (datos no presentados).
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Como se enunci6 anteriormente, se realizé una prueba
de correlacion entre los parametros de motilidad y viabi-
lidad espermatica, y los valores de concentracion de los
puntos de proteina de membrana del espermatozoide
procedente de semen fresco. Dicha prueba evidencio la
existencia de correlacién entre cinco de estos puntos y
la motilidad espermatica (p < 0,01), y entre el punto 16 y
la viabilidad (p < 0,01). Se observo igualmente que ocho
puntos de proteina de la membrana se pierden durante el
proceso de congelacion (tabla 1).

Tabla 1. Coeficientes de correlacion (r; p < 0,01) entre los puntos de
proteina de la membrana del espermatozoide de semen fresco de carnero
y los pardmetros de calidad espermatica.

Nimero estandar Punto Motilidad viabilidad
asignado al’punto M, (kDa) isoeléctrico espermatica espermatica
de proteina () (r)
1 14,8 6,1
2 14,9 58
3 151 51
4 15,6 46
5 15,7 48
6 15,7 50
& 21,1 58
8* 252 59
9* 29,2 6,2
10* 339 49
11~ 34,0 59
12 39,1 6,2 0,95
13 42,3 6,1
14 46,94 6,17 0,95
15 47,05 6,14 0,91
16 50,80 6,11 0,88 0,95
17 51,1 57
18~ 56,8 6,1
19 57,32 4,86 0,96

* Puntos de proteina perdidos durante el proceso de congelacion.

Finalmente, el analisis de las imagenes de los mapas
electroforéticos evidencié que el contenido del punto de
proteina identificado con el niimero dos (tabla 1, figura
1C) fue mayor en el esperma proveniente de semen con-
gelado al cual se le adicioné PPS (p < 0,05). Tanto el peso
molecular como el punto isoeléctrico de este punto coinci-
den con el de un punto de proteina procedente del plasma
seminal (dato no mostrado).

DISCUSION

El presente estudio evidencid un significativo mejora-
miento de la calidad espermatica del semen congelado

cuando se adicionan proteinas del plasma seminal ovino.
Los resultados benéficos de la adicion de las proteinas del
plasma seminal en el mejoramiento de la motilidad y via-
bilidad espermatica posdescongelacion ya se han reporta-
do anteriormente (Ollero et al., 1997a, 1997b, 1998Db).

En cuanto a los estudios electroforéticos 2D-PAGE, se
evidencié en los analisis comparativos la existencia de
diferencias cuantitativas en el nimero de puntos de pro-
teina de membrana detectados en cada tipo de muestra
(semen fresco, congelado sin proteinas del plasma seminal
y congelado con proteinas del plasma seminal). La pérdida
de ocho puntos de proteina en el espermatozoide conge-
lado detectada en el analisis indica que estos polipéptidos
deben haberse perdido como resultado del dafio inducido
por el proceso de congelacién-descongelacion. Resultados
similares fueron reportados en semen congelado de toro,
analizado por SDS-PAGE (Ollero et al., 1998a).

La alta cantidad de proteinas extraidas de las mues-
tras congeladas podria deberse a que la incubacién con
el detergente de extraccion empleado hubiera removido
otras proteinas. Este incremento en el nimero de protei-
nas extraidas puede ser interpretado como el resultado
del dafio ocasionado a la membrana por la congelacion, lo
cual provocaria una mayor sensibilidad de la membrana
del espermatozoide a la accion del detergente, como fue
reportado anteriormente (Ollero et al., 1998a). En este
sentido, se ha reportado la desestabilizacion (Steponkus
y Lynch, 1989) y la permeabilizacion de la membrana
plasmatica, con pérdida de proteinas integrales de mem-
brana y componentes intracelulares vitales para el fun-
cionamiento del espermatozoide (Watson ef al., 1992), en
respuesta al proceso de congelacion-descongelacion.

Los resultados evidencian un alto contenido del punto
de proteina identificado con el nimero dos, en esper-
matozoides provenientes de semen congelado al cual se
le adicionaron proteinas del plasma seminal. Tanto su
peso molecular como su punto isoeléctrico evidencian su
correspondencia con un punto de proteina procedente del
plasma seminal con idénticos valores; de lo cual se puede
inferir que la alta concentracion de este punto de proteina
se debe a la adsorcion de esta proteina a la superficie del
espermatozoide. Observaciones de otros investigadores
han evidenciado que las proteinas del plasma seminal se
adsorben a la superficie de la célula espermatica, modifi-
cando las caracteristicas funcionales del espermatozoide
deteriorado y reproduciendo aquéllas de la célula viva
(Garcia-Lépez, 1996; Ollero et al., 1997; Barrios et al., 2000).

Es posible que aquellos puntos de proteina que sélo
se encontraron en las muestras de semen congelado y en
cuyo medio de congelacién no se adicionaron PPS corres-
pondan a proteinas provenientes de la yema de huevo
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usada en el medio de congelacion. De otra parte, no todos
los puntos de proteina encontrados en las muestras con-
geladas coincidian con puntos del medio de congelacion,
razon por la cual se podria sugerir que algunos de estos
puntos de proteina pueden ser proteinas integrales de
membrana que fueron extraidas como consecuencia del
dafo ocasionado a la membrana por la congelacion.

Las correlaciones encontradas entre ciertos puntos de
proteina y la motilidad y viabilidad espermatica sugieren
que estas proteinas pueden desempefar importantes pape-
les en el mantenimiento de la funcionalidad del espermato-
zoide. El punto de proteina identificado con el nimero 16
parece ejercer un efecto protector sobre la integridad de la
membrana espermatica, la cual es esencial para el manteni-
miento de la funcionalidad del espermatozoide y es reque-
rida para la capacitacion, reaccion del acrosoma y la union
del espermatozoide al oocito (Yanagimachi, 1994).

CONCLUSIONES

La adicién de PPS mejord la integridad del espermatozoi-
de de carnero sometido a congelacion.
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La congelaciéon del semen de carnero produce varia-
ciones en el perfil de proteinas de la membrana del
espermatozoide.

La identificacién de proteinas de la membrana del
espermatozoide envueltas en el proceso de fertilizacion
puede ayudar en la formulacion de mejores protocolos de
congelacion del semen.

La importancia fisiolégica de estos descubrimientos
justifica la realizaciéon de mas estudios para identificar,
caracterizar y elucidar el papel particular de cada proteina
en la fisiologia del espermatozoide.
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