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Resumen

Las balsas lipidicas son microdominios de la membrana plasmatica ricos en colesterol
y esfingolipidos, ademas de proteinas que tienen tanto funciones estructurales como funciones
en el reconocimiento celular y transduccion de sefiales. En la membrana de espermatozoides
de diferentes especies se han encontrado balsas lipidicas. Por otro lado se ha tratado de
criopreservar espermatozoides de cerdo, resultando en baja eficiencia. El objetivo de este
trabajo fue estudiar la composicion de las proteinas de balsas lipidicas en espermatozoides de
cerdo criopreservados, por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida, tanto
unidimensional como bidimensional; se encontré una disminucion en la concentracion total de
proteinas en los espermatozoides de cerdo criopreservados, ademas de un cambio en los

patrones electroforéticos en ambos casos.
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Abstract

Lipid rafts are plasma membrane microdomains rich in cholesterol and sphingolipids,

as well as proteins that have structural functions as functions in cell recognition and signal
transduction. In the membrane of sperm from different species have been found lipid rafts. On
the other hand has tried to cryopreserve boar sperm, resulting in low efficiency. So, the
objective of this work was to study the protein composition of lipid rafts in boar spermatozoa
cryopreserved, using polyacrylamide gel electrophoresis both dimensional and two
dimensional, finding a decrease in total protein concentration of cryopreserve boar sperm, and

a change in the electrophoretic patterns in both cases.
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Introduccion

Las membranas celulares son cruciales para la vida. La membrana plasmatica envuelve
la célula, define sus limites y mantiene las diferencias esenciales entre su contenido y el
entorno. A pesar de que tienen diferentes funciones, todas las membranas bioldgicas
comparten una estructura basica comun: una doble capa de moléculas lipidicas ademas de
proteinas integrales y periféricas, que se mantienen unidas, fundamentalmente, por
interacciones no covalentes (Figura 1). La membrana celular es una estructura dindmica, fluida
y la mayoria de sus moléculas son capaces de desplazarse en el plano de la membrana (Singer
y Nicolson, 1972). En la actualidad el modelo de membrana biologica de mosaico fluido es el
mas aceptado. Esta bicapa lipidica constituye la estructura basica de la membrana y actia de
barrera, relativamente impermeable, al paso de la mayoria de moléculas hidrosolubles. Las
moléculas proteicas que se localizan dentro de la bicapa lipidica son responsables de la

mayoria de las funciones de la membrana (Alberts y col., 2002).

Todas las moléculas lipidicas de las membranas celulares son anfipaticas, es decir,
tienen un extremo hidrofilico o polar y un extremo hidrofébico o no polar. En la membrana
plasmatica de muchas células de mamiferos predominan cuatro grupos de fosfolipidos:

fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y esfingomielina. (Figura 1)
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Figura 1. Principales fosfolipidos constituyentes de las membranas plasmaticas.

Tomada de Alberts, 2002.

En conjunto, estos cuatro fosfolipidos constituyen mdas de la mitad de la masa de
lipidos de la mayoria de las membranas. Otros fosfolipidos, como los fosfolipidosde inositol,
son funcionalmente importantes pero se hallan en cantidades relativamente pequefias. Sin
embargo, la bicapa lipidica de muchas membranas celulares no estd compuesta
exclusivamente por fosfolipidos, sino que contiene ademds colesterol y glicolipidos. Las
moléculas de colesterol refuerzan el caracter de barrera permeable de la bicapa lipidica. Se
orientan en la bicapa con sus grupos hidroxilos préximos a las cabezas polares de las
moléculas de fosfolipidos. En esta posicion, sus anillos esteroideos, planos y rigidos,

interactian con (y en parte inmovilizan) las regiones de las cadenas hidrocarbonadas que estan
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proximas a los grupos polares de la cabeza. El colesterol tiende a hacer menos fluidas las
bicapas lipidicas, pero a las concentraciones en que se presenta en la mayoria de las
membranas plasmaticas de las células eucariotas también impide que las cadenas
hidrocarbonadas se junten y cristalicen. Asi pues, el colesterol inhibe posibles transiciones de

fase (Alberts y col. , 2002).

Balsas lipidicas

Recientemente se ha propuesto un nuevo modelo para las membranas bioldgicas en
donde hay regiones, dominios o balsas lipidicas. El principio basico del modelo es que en una
region especifica, se forman estructuras moleculares no fluidas, con la capacidad de
seleccionar determinadas proteinas y excluyendo otras (de Laurentiis y col., 2007). La
definicion original de balsas lipidicas comprende una fraccidon de membrana enriquecida en
colesterol y glicoesfingolipidos que permanece insoluble en presencia de detergente (Simons y
van Meer, 1988). Las fracciones de membrana resistentes a detergente pueden distinguirse de
la membrana de la que proceden por su menor densidad de flotacion. La definicion se basa en
que la fraccion de membrana resistente a detergentes es una entidad funcional en la membrana
plasmatica. Ademas de balsas lipidicas se les llama membranas resistentes a detergentes
(DRM) (Brown y London, 1998b; Schuck y col., 2003; Nixon y Aitken, 2009), membranas
enriquecidas en colesterol (CEM: cholesterol-enriched membranes), membranas enriquecidas
en glicoesfingolipidos (GEM: glycosphingolipid enriched membranes) (Rodgers y Rose,
1996); membranas enriquecidas en glicoesfingolipidos insolubles en detergente (DIG:
detergent-insoluble, glycosphingolipid-enriched membranes) (Schroeder y col., 1998), y

plataformas enriquecidas en ganglidsidos (GM,) (Selvaraj y col., 2006).



La difusion lateral de las balsas lipidicas en la membrana plasmatica es un movimiento
complejo y dindmicamente relacionado con los lipidos que las rodean. La fuerza que dirige la
creacion de grandes balsas es la interaccion preferencial entre colesterol y esfingolipidos. Se
sabe que tales interacciones forman una fase en la bicapa, con un arreglo de las cadenas
hidrocarbonadas intermedio entre un liquido desordenado o fase fluida y un gel. Debido a que
la mayoria de los fosfolipidos bioldgicos tienen bajas temperaturas de fusion, se pensaba que
las membranas celulares existian como un liquido, en una fase de liquido cristalino (Lc). Sin
embargo, la membrana plasmatica y algunos organelos de secrecion y endocitosis en las
células, son ricos en esfingolipidos (que tienen elevada temperatura de fusion) y esteroles que
tienen efectos profundos en la fase de membrana (Silvius y col., 1996). Esta mezcla de lipidos
aumenta la posibilidad de comportamiento de fase compleja en las membranas en que se
encuentran (Brown y London, 1998a) (figura 2). De hecho, las membranas plasmaticas de
células eucariotas no son una fase de Lc convencional (Brown y London, 1998b). En su lugar,
pueden ser, al menos parcialmente, una fase de liquido ordenado rico en colesterol (Lo). La
fase Lo se caracteriza por un alto grado de orden las cadenas de acilo que favorecen una
elevada temperatura de fusidon por sus cadenas de acilo saturadas -como los esfingolipidos-

mezclados con colesterol (Brown y London, 1998a).
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Figura 2. Arreglo de los dominios en fase Lo y Lc o liquido desordenado Ld. Los
recuadros en gris representan proteinas ubicadas preferencialmente en
balsas lipidicas, mientras que los recuadros en negro representan a las

proteinas que prefieren Lc. Tomada de London, 2005.

La integracion de proteinas ancladas a GPI en las balsas lipidicas esta dada por puentes
de hidroégeno intermoleculares y vacios generados por impedimentos estéricos de las cabezas
polares voluminosas ocupadas por colesterol (figura 3). La inclusién de proteinas intrinsecas
de las balsas lipidicas todavia no queda muy claro en este modelo, aunque se cree que esta se

da por acilaciones en las proteinas (London, 2005).

qL‘ Fosfolipidos GPI Colesterol

---- Puentes de Hidrégeno

Figura 3. Representacion de los puentes de hidréogeno de proteinas ancladas a

GPI y los vacios formados por el impedimento estérico del colesterol.



El método estandar de purificacion de balsas lipidicas es tratar a la célula con Triton
X-100 a 4 °C y recuperar las membranas resistentes a detergentes de una fraccion ligera en una
centrifugacion en un gradiente de densidad. Se ha postulado que este procedimiento podria
remodelarla membrana original, de tal modo que el colesterol y los glicoesfingolipidos se
relocalicen en nuevas estructuras que no existian en la membrana original. Esta hipotesis se
desechd empleando procedimientos alternativos de preparacion de balsas lipidicas, sin utilizar

detergentes, con resultados similares a la purificacion con éstos ultimos (Pilch y col., 2007).

Descubrimiento

Las células epiteliales definen y separan compartimentos funcionales en los tejidos y
organos. Estas son morfoldgica y funcionalmente polarizadas. La superficie apical de una
célula epitelial tipica es, quimica y funcionalmente, distinta de la superficie basolateral. La
demarcacion entre las dos superficies es una banda de uniones estrechas que unen las células
adyacentes en la lamina basal. Esta banda de uniones estrechas permite fraccionamiento
selectivo de las membranas plasmaticas apicales y basolaterales. Los lipidos de la fraccion de
membrana apical tienen un enriquecimiento relativo a la fraccion basolateral de
glicoesfingolipidos. Este enriquecimiento se confirmo con el uso de virus con envoltura para
probar la unién a membranas apicales o basolaterales en las células (Rodriguez Boulan y
Sabatini, 1978; van Meer y Simons, 1982b). Por su parte Simons y van Meer (1982a)
establecieron el modelo de microdominios de lipidos en base a estas observaciones bioldgicas
y otros estudios fisico-quimicos que mostraban una alta propension a enlaces de hidrogeno
entre glicoesfingolipidos, asi como en las observaciones que glicoesfinlipidos neutros, pero no
glicoesfingolipidos cargados, se encontraron en pequefios grupos, alrededor de 15 moléculas

maximo, en modelos de bicapa y membranas nativas. Asi, en el modelo de balsas lipidicas, los
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microdominios son vistos como grupos de glicoesfingolipidos con puentes de hidrogeno con
las proteinas asociadas, ya sea atrapadas en la fase de puentes de hidrogeno de los
esfingolipidos o asociadas especificamente con los esfingolipidos. Se asume que las proteinas

tienen sefales cortas para el trafico de microdominios enteros a la superficie apical.

Muchas proteinas ancladas a glicosilfosfatidilinositol se encontraron concentradas en
las superficies apicales de las células epiteliales, tanto in vivo como in vitro (Lisanti y col.,
1988), su distribucion es, a menudo, mas polarizada que la de los glicoesfingolipidos y el
ancla de GPI parece ser la etiqueta de clasificacion.

El paralelo entre la polaridad de los glicoesfingolipidos y las proteinas ancladas a GPI
sugirio6 que las dos moléculas de membrana se movian en una misma unidad, los
microdominios de van Meer y Simons. Un anélisis de dispersion de Rayleigh indicé que los
esfingolipidos (Hagmann y Fishman, 1982) y las proteinas ancladas a GPI (Hoessli y
Rungger-Brandle, 1985) eran insolubles en el detergente neutro Triton X-100, especialmente
cuando el colesterol estaba presente. Estos datos fueron apoyados por un estudio sistematico
de Hooper y Turner (1988) demostrando que ectoenzimas ancladas a GPI de membranas
apicales de epitelios renales eran insolubles en Triton X-100 a 4 °C a una concentracion de 5.9
mM, pero soluble en bajas concentraciones de otros detergentes. Brown y Rose (1992),
utilizando este criterio de insolubilidad, siguieron la organizacién en la membrana de una
fosfatasa alcalina anclada a GPI, y descubrieron como la proteina viajé a través del reticulo
endoplasmatico y el complejo de Golgi en su camino hacia la superficie apical de las células
de epitelio de rindén canino Madin-Darby (MDCK). El noventa por ciento de la fosfatasa
alcalina naciente fue insoluble en Triton X-100 una vez que sus cadenas de N-oligosacaridos

habian madurado. Esto coloca el punto de conversion de formas solubles en detergente a



insoluble en detergente y la entrada en microdominios lipidicos en algiin lugar antes de la
cisterna medial del complejo de Golgi. Cuando los extractos de detergentes fueron
fraccionados por densidad, la fosfatasa alcalina madura se encontrd en la fraccion rica en
lipidos y de baja densidad, mientras que una proteina transmembranal usada como control se
encontrd en la fraccion pobre en lipidos y de alta densidad. En las fracciones de baja densidad
enriquecidas en fosfatasa alcalina aparecian vesiculas de membrana de varios tamaios, pero
tipicamente cientos de nandmetros de didmetro. En los lipidos de la célula entera, las vesiculas
no tenian fosfatidiletanolamina (PE) nifosfatidilcolina (PC) y estaban enriquecidas en
colesterol y esfingolipidos. La relacion molar de glicerofosfolipidos:esfingolipidos:colesterol
era 34:36:32 o ~1:1:1. Esta relacion se ha convertido en mezcla canodnica de las balsas

lipidicas.

Otras dos observaciones posteriores a Brown y Rose definieron una balsa lipidica.
Garcia y colaboradores (1993) utilizaron una extraccion breve (5 minutos en Triton X-100, en
lugar del 20 minutos utilizado por Brown y Rose) y reportaron que 50%-60% de las proteinas
ancladas a GPI marcadas fueron insolubles en Triton X -100. Estos investigadores no
encontraron ningin efecto de drogas que se unen al colesterol sobre la insolubilidad de
proteinas ancladas a GPI. Otro grupo, utilizando un tiempo de extraccion largo (30 minutos),
encontrd que la fosfatasa alcalina anclada a GPI fue casi toda soluble antes de la extraccion, si

las células eran tratadas con saponina (Cerneus y col., 1993).

Estructura
Las balsas presentan una estructura de bicapa asimétrica con esfingolipidos en la cara
exoplasmica y glicerofosfolipidos, como la fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina, en la cara

citoplasmica, con colesterol distribuido en ambas caras. Las balsas estan rodeadas por bicapas
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fluidas compuestas, principalmente, de fosfatidilcolina insaturada. Proteinas transmembranales
especificas se insertan en la bicapa de las balsas junto con receptores anclados a GPI del lado
exoplasmico y acidos grasos unidos a proteinas efectoras en el lado opuesto. Ambos lados de
la balsa estan acoplados por interdigitacion de las cadenas de N-acilo de los esfingolipidos,
mas largas que las de otros fosfolipidos, con colesterol intercalado con los glicerofosfolipidos
en la cara citoplasmica (Quinn, 2010).

En cuanto a la forma de las balsas lipidicas existen al menos dos tipos principales: los
dominios que son invaginaciones en la membrana en forma de omega invertida llamadas

caveolas y los dominios de forma plana (figuras 4 y 5).

Caveolas

Las caveolas poseen una capa estriada en su cara citoplasmatica, los componentes
principales son proteinas conocidas como caveolinas. Hay tres miembros conocidos de la
familia del gen de la caveolina: la caveolina-1 (dos isoformas a y ) (Kogo y col., 2004), la
caveolina-2 (tres isoformas o, By y) (Scherer y col., 1996) y la caveolina-3 (Tang y col.,
1996). Los grupos amino y carboxilo terminales de caveolinas son citoplasmica, lo que sugiere
que forman una estructura de "horquilla" en la membrana, y estos tienen residuos de acido
palmitico en varios residuos (Dietzen y col., 1995) (figura 4). Las caveolinas 1 y 2 tienen una
amplia distribucion, (traslapandose en la misma caveola) estando presentes en la mayoria de
tipos de células, siendo mas abundante en las células endoteliales, fibroblastos, adipocitos,
neumocitos y células epiteliales (Galbiati y col., 2001). En contraste, la caveolina-3 se expresa

casi exclusivamente en el musculo liso y esquelético (Rubin y col., 2007).
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Figura 4. Estructura de las caveolas. Las caveolinas son representadas como
horquillas y los grupos amino y carboxilo terminal estin del lado
citoplasmico. Mientras que las proteinas ancladas a GPI estian del lado

exoplasmico. Modificado de Laurentiis, 2007.

Se han identificado dos formas de caveolas, 'profundas' y 'superficiales', con
distribucion variada de las tres caveolinas y sus isoformas (Scherer y col. , 1996; Fujimoto y
col., 2000). Es posible que estos dominios tengan diferencias funcionales, pero esto no ha sido
estudiado suficientemente. Se piensa que las caveolinas tiene una funcidn estructural en las
caveolas y que, probablemente, estén relacionadas con la capacidad de unir colesterol (Murata
y col., 1995) y esfingolipidos (Fra y col., 1995). Mas precisamente, la expresion de caveolina-
1 o la caveolina-3 en células que carecen de caveolina y caveolas, induce la formacion de
caveolas y la reconstitucion de la capa de caveolar (Fra y col. , 1995). Sin embargo, la
expresion de la caveolina-2 por si sola no da lugar a la formacion de caveolas, sino que
requiere la co-transfeccion de la caveolina-1 (Mora y col., 1999; Parolini y col., 1999). Las
caveolinas son fosforiladas en sitios Serina/Treonina por la fosfocinasa-Ca y por Src en

Tirosina (Stan, 2005).
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El nimero de caveolas por célula y el nivel de expresion de caveolina estan
relacionados con la concentracion de colesterol. El aumento del nivel de colesterol libre en los
fibroblastos mediante el aumento de la concentracién externa de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) dio lugar a una sobre expresion de RNAm de caveolina y aumento6 el nimero
de caveolas (Fielding y col., 1997), mientras que, al eliminar el colesterol, usando agentes que
lo secuestren, provoco una disminucion de la los niveles de RNAm de caveolinas (Hailstones
y col., 1998). A su vez, la disminucion de la concentracion de caveolina reduce la tasa de flujo
de colesterol de las células, lo que sugiere que caveolas estan involucrados en la homeostasis
del colesterol (Fielding y col. , 1997).

Ademas de las caveolinas, se ha demostrado que otra familia de proteinas es un
componente integral de caveolas. Estas son las flotilinas, flotilina-1 y flotilina-2 (Bickel y col.,
1997). Las flotilinas pueden formar complejos hetero-oligoméricos con las caveolinas vy,
probablemente, son componentes estructurales que participan en la formaciéon de caveolas

(Volonte y col., 1999).

Dominios planos

El descubrimiento de dominios insolubles en detergente presentes en las células que
carecian de caveolas y caveolinas, sugirid6 que podrian existir microdominios de membrana
distintos a las caveolas (Fra y col. , 1995; Mirre y col., 1996). Estos dominios también pueden
coexistir con caveolas en la misma célula y estan presentes en la misma fraccion de membrana
que las caveolas (Schnitzer y col., 1995), utilizando métodos dependientes o independientes de
detergente. Se ha estimado que su diametro es de menos de 70 nm, pudiendo ser tan pequefios

como 26+/-13 nm (Pralle y col., 2000). Como las caveolas, los dominios planos estan
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enriquecidos en esfingolipidos y colesterol, pero no parecen formar una estructura en
particular como las caveolas. A diferencia de las caveolas, las balsas lipidicas, probablemente,
se encuentra por doquier, mientras que las caveolas estan excluidas de ciertas células, como

los linfocitos T (Xavier y col., 1998).
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Figura 5. Estructura de los dominios planos. Las proteinas ancladas a GPI se

encuentran en la cara exoplasmica. El colesterol y los esfingolipidos son
abundantes en la cara exoplismica mientras que la composicion de la cara

citoplasmica no esta bien definida. Modificado de Laurentiis, 2007.

Funcion

Las balsas lipidicas estan implicadas en diferentes funciones celulares como la
transduccion de sefiales, donde las proteinas de sefializacion de los DRM son especificas del
tipo de célula y del estado fisioldgico celular e incluyen proteinas receptoras y no receptoras
con actividad de tirosina cinasa, proteinas G, fosfolipidos de inositol, proteinas ancladas a
GPI, 6xido nitrico sintasa y otras (Brown y London, 1998a; Kabouridis y col., 2000; Pinaud y

col., 2009); el reconocimiento celular, como en el espermatozoide con la zona pelucida (Jones
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y col., 2010), y en la unién de varios virus a la membrana plasmatica; también se les han
implicado en el transporte y reutilizacion de receptores y en la proteolisis a nivel de membrana

inhibiendo o activando senales.

Membrana plasmatica de espermatozoides

Un rasgo caracteristico de los espermatozoides es la subdivision de su membrana
plasmatica en zonas que difieren en composicion y funcién (Figura 6). La naturaleza
heterogénea de la membrana plasmatica del espermatozoide, incluyendo la deteccion de carga
superficial (Yanagimachi y col.,, 1972), marcaje con lectinas (Robinson y col., 2005),
congelacion y fractura para observacion en microscopia electronica (Flechon, 1985), el uso de
agentes intercalantes (Diaz-Fontdevila y col., 1992) y el marcaje con anticuerpos (Feng y col.,
2008). El conocimiento de que la organizacion y composicion de la membrana plasmatica
varia entre diferentes regiones del espermatozoide, llevo a la idea de que ésta es un mosaico de
dominios restringidos que reflejan las funciones especializadas de los componentes intra y
extracelulares del espermatozoide (Holt, 1984; Ladha, 1998). Estos dominios tienen
caracteristicas dindmicas que cambian la organizacién y composicion durante la vida celular

(Toshimori, 1998).

Las principales regiones de la membrana de la cabeza del espermatozoide en la
mayoria de los mamiferos son de la regiéon acrosomal (cabeza anterior) y la region
postacrosomal (cabeza posterior). La membrana plasmatica de la region acrosomal se puede
subdividir en: (a) dominio del segmento marginal (dominio del segmento apical, dominio de la
banda anterior, dominio borde periférico) a lo largo del margen anterior del acrosoma, (b) de

dominio segmento principal (dominio anterior acrosomal) en la mayor parte del acrosoma y
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(c) dominio del segmento ecuatorial (dominio acrosomal posterior) sobre la parte posterior del
acrosoma. El tamafio y forma de estos dominios puede variar entre especies (Ladha, 1998).
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Figura 6. Caracteristicas generales de espermatozoides de mamiferos. La cabeza
del espermatozoide estid pegada al flagelo por la pieza de conexion. Los
dominios del flagelo son la pieza media, la pieza principal y la pieza

terminal. En la pieza media se localizan las mitocondrias. Tomada de Eddy,

2006.

El dominio de la regioén postacrosomal incluye la membrana plasmatica entre el margen
posterior del acrosoma y la pieza de conexion. El margen entre las regiones acrosomal y
postacrosomal esta delimitada en algunas especies por la banda dentada (anillo subacrosomal),
que rodea el cabeza del espermatozoide en el margen posterior del segmento ecuatorial.

El anillo posterior (anillo nuclear o anillo estriado), se encuentra en la union entre la
cabeza y pieza de conexion, se cree que forma un sello hermético entre los compartimentos
citoplasmicos de las dos partes principales del espermatozoide. La membrana plasmatica del

flagelo se divide en dominio de la pieza media, dominio de la pieza principal y el dominio de
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la pieza distal. Los dominios de la pieza media y la pieza principal estan separados por el

annulus, un anillo fibroso que es un componente del citoesqueleto flagelar.

Aunque se han observado variaciones en la composicion lipidica de la membrana
plasmatica del espermatozoide entre especies, también la distinguen de otros tipos celulares
caracteristicas comunes. Mientras que el contenido de colesterol o glicolipidos en la
membrana plasmatica del espermatozoide es comun, contienen cantidades relativamente altas
de plasmaldgenos (Figura 7) (20-40%), otros fosfolipidos con enlace éter, y lipidos con

cadenas alifaticas poli-insaturadas largas (Agrawal y col., 1988)

O
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Figura 7. La desnaturalizacion de la 1-alquil-2-acilgiceroletanolamina (el
analogo alquilico de la fosfatidiletanolamina) produce el correspondiente

éter de vinilo o plasmalégeno. Tomada de Mathews, 2002.

Los fosfolipidos representan alrededor del 70% de los lipidos de la membrana
plasmatica del espermatozoide de cerdo (Nikolopoulou y col., 1985) y la fosfatidilcolina es
casi dos tercios de los fosfolipidos de la membrana plasmatica de la cabeza anterior de los
espermatozoides de carnero (Parks y Hammerstedt, 1985). Los esteroles son los siguientes
lipidos mas abundantes, en wuna proporcion molar de colesterol/fosfolipidos de
aproximadamente 0,12. Los 4cidos grasos libres comprenden una cantidad relativamente
pequenia de los lipidos en los espermatozoides de cerdo, mientras que diacilgliceroles estan

presentes en la misma cantidad que los glicolipidos. La relacion de fosfolipidos/proteina es de
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aproximadamente 0.68 (Nikolopoulou y col., 1985) con respecto al peso en las membranas
plasmaticas aisladas de espermatozoides de cerdo, lo que sugiere que la cantidad de lipidos
totales y proteinas son aproximadamente 70:30. Sin embargo, esto es para la membrana
plasmatica total. La cantidad, tipo de lipidos y la relacion de lipidos/proteina probablemente

varian entre diferentes dominios (Mack y col., 1987).

Criopreservacion

A pesar de casi 40 afios de investigacion en la criopreservacion de espermatozoides de
cerdo, los resultados de fertilidad no han sido satisfactorios para uso comercial como con otros
animales domésticos (Selles y col., 2003). Esto es debido a la alta susceptibilidad de los
espermatozoides de cerdo a los dafios por la criopreservacion. El semen fresco liquido asegura
una tiempo de almacenamiento de aproximadamente 3-5 dias, con un maximo de 7 dias
(Grossfeld y col., 2008), a una temperatura de 4-16 °C. Sin embargo, para el intercambio
internacional de semen o el establecimiento de reservas de germoplasma, la criopreservacion

de espermatozoide de cerdo sigue siendo un requisito previo.

La criopreservacion es el mantenimiento de tejidos bioldgicos en un estado viviente de
animacion suspendida a temperaturas de -70 a -196°C (Baker y Jeffries, 2006). A una
temperatura de -196°C, la temperatura de evaporacion del nitrégeno liquido, todas las
reacciones quimicas, procesos biologicos y actividades fisicas intra y extracelulares se
suspenden. Teoéricamente, un tejido criopreservado puede durar indefinidamente. El principio
de la criopreservacion puede ser diferenciado del de congelacion por el hecho de que, en el
primero se adicionan agentes crioprotectores distintos y se utiliza una temperatura menor a -

80°C (Bakhach, 2009).
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En 1949 Polge, Parks y Smith reportaron la funcion crioprotectora del glicerol durante
sus esfuerzos para preservar espermatozoides congelados de aves. En el afio siguiente, Smith
extendio esas observaciones al criopreservar con €xito eritrocitos humanos en glicerol, citado

en: (Baust y col., 2009).

En la actualidad, la criopreservacion se realiza en muy diversos tipos celulares. En el
caso de los espermatozoides, su €xito se centra en que ha contribuido a mejorar la obtencion
de crias de especies de importancia pecuaria, a la conservacion de especies en peligro de
extincion y en las técnicas de reproduccion asistida en humanos. No obstante, con excepcion
de los espermatozoides de toro, es generalmente aceptado que la fertilidad disminuye como

consecuencia de la criopreservacion (Watson, 2000).

La criopreservacion provoca estrés osmotico, quimico y mecanico, dafio directo por
cristales de hielo y dafio secundario causado por el incremento progresivo en la concentracion
de solutos (Pesch y Bergmann, 2006). El dafio a la membrana plasmatica, generado por la
criopreservacion, se considera como la razén principal de la muerte celular. Como los lipidos
son los componentes principales de la membrana plasmatica, el dafio en ella puede
manifestarse por un cambio en su composicion lipidica (Chakrabarty y col., 2007). Estos
cambios en su estructura e integridad parecen ser un componente importante asociado con la
reduccién en la fertilidad de los espermatozoides criopreservados-descongelados. Después de
la criopreservacion de espermatozoides, se produce un cambio de los fosfolipidos en la
membrana plasmatica que resulta en la externalizacion neta de fosfatidilserina y

fosfatidiletanolamina (Watson, 2000).
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Las proteinas integrales de la membrana plasmatica, también se ven afectadas por la
criopreservacion, y esto puede alterar su funcion, en especial de proteinas que tienen una
modulacién estructural para realizar su funcion, como son las proteinas de canales idnicos. Se
sabe que la permeabilidad de la membrana plasmatica se incrementa después de la
criopreservacion. La regulacion del calcio tiene consecuencias graves en términos de la
funcién celular y, en casos severos, el cambio puede ser incompatible con la viabilidad celular.
El consumo de calcio durante la criopreservacion contribuye a cambios similares a la
capacitacion y a eventos de fusion entre la membrana plasmatica y la cara externa de la

membrana acrosomal (Watson, 2000).

El dafio de la membrana plasmatica del espermatozoide podria estar al nivel de los
microdominiosmembranales o balsas lipidicas, estructuras labiles involucradas en la

sefializacion.

Antecedentes

Travis y colaboradores (2001) demostraron, por inmunoblot, que la caveolina-1 esta
presente en espermatozoides de raton y cobayo. En espermatozoides maduros, la membrana
fue tratada con Triton X-100, posteriormente la fraccidon insoluble de la membrana se aislo
mediante gradientes de sacarosa. Con andlisis de inmunofluorescencia indirecta se reveld que
estd presente la caveolina-1 en las regiones del acrosoma y el flagelo en ambas especies

animales.

Van Gestel y colaboradores (2005) estudiaron la organizacion de las balsas lipidicas
durante la capacitacion in vitro de espermatozoides de cerdo. Reportaron la presencia de

proteinas especificas de balsas lipidicas (caveolina-1 y flotilina 1). La capacitacion indujo un
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cambio en la distribucion de estas proteinas en la membrana. El andlisis de los lipidos en
DRM de los espermatozoides indicd que la capacitacion produce una concentracion de las
balsas lipidicas en la cabeza del espermatozoide, en lugar de su desintegracion. Por medio de
un estudio protedmico identificaron varias proteinas de los DRM, incluyendo proteinas
implicadas en procesos de capacitacion y union a la zona pelucida. Lo cual indica que la
reorganizacion de las balsas lipidicas en el espermatozoide puede facilitar eventos especificos

de sefalizacion en la capacitacion y la union a la zona pelucida.

Chakrabarty y colaboradores (2007), usando un modelo de criopreservacion
desarrollado en su laboratorio, determinaron los cambios detallados en la composicion de
lipidos de membrana plasmatica de espermatozoides epididimales de borrego debidos a la
criopreservacion. Los lipidos totales y sus componentes (lipidos neutros, glicolipidos y
fosfolipidos) decrecieron significativamente después de la criopreservacion. Entre los esteroles
lipidicos neutros, los ésteres de esteroles y 1-O-alquil-2,3-diacilglicerol decrecieron
apreciablemente, mientras que entre los fosfolipidos se observd una pérdida mayor de
fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina. Los acidos grasos no saturados unidos a fosfolipidos
disminuyeron mientras que el porcentaje de acidos saturados aument6. Concluyeron que el
incremento en la hidrofobicidad de la membrana plasmatica es uno de los mecanismos
principales para que los espermatozoides adquieran potencial para resistir o combatir factores

de estrés provocados por el crio-dafo.

Li y colaboradores (2010) utilizaron electroforesis bidimensional en geles de
poliacrilamida y MALDI-TOF para analizar el perfil de proteinas de la carpa comun (Cyprinus
carpio), los espermatozoides después de la criopreservacion. Catorce spots proteinicos se

alteraron significativamente con la criopreservacion. Once de ellos fueron identificados: 3
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como proteinas especificas de membrana (proteina alfa unida a la proteina de fusion sensible a
N-etilmaleimida, cofilina 2 y anexina A4) que participan en el trafico de membrana, la
organizacion y el movimiento celular, 6 enzimas citoplasmaticas (S-adenosilhomocisteina
hidrolasa , S: proteina dkey-180p18.9, lactato deshidrogenasa B, fosfoglicerato quinasa 1,
transaldolasa 1, y la esterasa D/formilglutation hidrolasa) que participan en el metabolismo
celular, la actividad oxidorreductasa, y la transduccion de seales; y dos transferrinas, C y F.
Con base en estos hallazgos, los autores estiman que la transferrina en el semen
criopreservado puede proteger a los espermatozoides contra el dafio oxidativo durante el
proceso de congelacion-descongelacion. La criopreservacion provocd cambios en los perfiles
de proteinas de los espermatozoides que pueden conducir a una disminucion en la velocidad

de los espermatozoides, la motilidad, y el éxito de la fecundacion.

Nixon y colaboradores (2011) demostraron que los espermatozoides humanos expresan
marcadores reconocidos en balsas lipidicas. Ademas, la salida de colesterol de la membrana a
través de la capacitacion o por intervencion farmacoldgica (por ejemplo B-metilciclodextrina),
estas balsas parecen someterse a una redistribucion polarizada en la region peri-acrosomal de
la cabeza del espermatozoide. Este hallazgo alienta la especulacion de que las balsas lipidicas
representan plataformas para la organizacion de las proteinas implicadas en las interacciones
de ovocito-espermatozoide. Para demostrar esta idea, aislaron balsas lipidicas en forma de
DRM, y permitieron su unién con proteinas aisladas de la zona pelucida. Ademas, un analisis
protedomico de las DRM identific6 una serie de proteinas conocidas por su afinidad con la zona
peltcida, aparte de otros candidatos implicados en la mediacion en la unién y/o la fusion con

el oolemma.
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Justificacion

La criopreservacion de espermatozoides tiene importantes beneficios para la ganaderia
y como una forma de mantener un banco de semen para la proteccion de especies en peligro
de extincion. Sin embargo, al utilizar espermatozoides congelados-descongelados, la tasa de
efectividad de la inseminacion artificial o la fertilizacion in vitro disminuye. La disminucion
en la viabilidad de los espermatozoides de cerdo después de la criopreservacion es menor que
la que se presenta en otras especies animales por lo que es importante determinar si las balsas
lipidicas de su membrana plasmatica se modifican con la criopreservacion, pues esto nos
ayudaria a entender la razon de la disminucién de la capacidad fertilizante, o mas aun la

disminucioén en la viabilidad espermatica.

Objetivo general

Determinar el efecto de la criopreservacion en la composicion de las balsas lipidicas de

espermatozoides de cerdo.

Objetivos particulares

* Determinar la movilidad, viabilidad, concentraciéon y formas anormales de los

espermatozoides.
* Criopreservar espermatozoides de cerdo durante dos semanas.

* Obtener balsas lipidicas de espermatozoides descongelados y  frescos por

ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa.
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* Analizar las proteinas en las balsas lipidicas de los espermatozoides mediante PAGE-

SDS 1D vy electroforesis 2D.

Hipotesis
Debido a que la criopreservacion genera un estrés en la membrana plasmatica de los

espermatozoides de cerdo, este se verd reflejado en la composicion de las balsas lipidicas

después de la criopreservacion.

Metodologia

Obtencion y analisis de la muestra

Los eyaculados se obtuvieron mediante el método de “la mano enguantada”, de
sementales clinicamente sanos, de una granja comercial. En el laboratorio se analiz6 la calidad
de las muestras, que consistid en determinar la concentracion y movilidad espermaticas, el
porcentaje de espermatozoides vivos, y nimero de formas anormales; con el fin de utilizar
unicamente eyaculados de buena calidad, empleando los pardmetros de Hafez (Hafez, 1993).
La movilidad se determin6 estimando el porcentaje de espermatozoides con movilidad
progresiva, por observacion directa al microscopio Optico a 400X. La concentracién se
determind utilizando una cdmara de Neubauer para determinar el nimero de espermatozoides
en el eyaculado. El porcentaje de espermatozoides vivos se realizé mediante una tincion vital
con eosina-nigrosina, evaluando al menos 200 células en diferentes campos microscopicos de
la preparacion, y como espermatozoides vivos aquéllos que no presentaron tincién y muertos
los tefiidos en color rojo. En esta misma preparacion, se determind el porcentaje de

espermatozoides vivos, con anormalidades morfologicas.
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Criopreservacion de espermatozoides.

Los espermatozoides se centrifugaron en diluyente MR-A®, KUBUS, S.A., para semen
de cerdo, esto a 4000 x g. Después de la centrifugacion la concentracion final se estandarizé a
1X10° espermatozoides/ml en MR-A® con dimetilsulfoxido (DMSO) al 7% como
crioprotector y fueron congelados de 25°C a 2°C a una tasa de -2 C min " Los
espermatozoides a 2 °C, fueron almacenados en pajillas de PVC de 0.5 ml (IMV
Technologies), dejandolas congelar en vapor de nitrégeno liquido por 10 minutos para
finalmente sumergirlas en nitrogeno liquido. Las pajillas permanecieron en el tanque de
nitrogeno liquido al menos dos semanas antes de descongelar. La descongelacion se realizo en
un bafio de circulaciéon a 37°C por 30 segundos. De los espermatozoides se procedid a

purificar las balsas lipidicas (modificado de (Hernandez y col., 2007)).

Aislamiento de las balsas lipidicas de espermatozoides de cerdo
La muestra fue lavada con solucion Tyrode-Lactato-Hepes (KCI 3.1 mM, NaCl 100
l’l’lM, NaH2P04'H20 0.29 l’l’lM, HEPES 10 l’l’lM, C3H603Na 21.6 mM, CaC122HgO 2.1 l’l’lM,

MgCl,-6H,0 1.5 mM y rojo de fenol) y centrifugada 3 veces a 4000 x g.

Los espermatozoides de cerdo se normalizaron a ~10° espermatozoides/ml en Tyrode-
Lactato-HEPES, mezclado con un volumen igual de buffer salino de MES con Triton (MBS)
(MES 50 mM(pH 6.5), NaCl 150 mM, Triton X-100 al 1% (p/v), Na;VO4 2 mM, AEBSF4
mM) incubandolos por 20 min a 4°C. El sobrenadante (2 ml) de una centrifugacion a baja
velocidad (900 x g por 10 minutos a 4°C), que contiene el material insoluble al Triton X-100
se mezcld con un volumen igual de sacarosa al 85% (p/v) en buffer salino de MES (mMBS)
(MES [25 mM] (pH 6.5), NaCl 150 mM, Na3VO4 1 mM y AEBSF 2 mM). Tres ml de esta

mezcla se colocaron en un tubo de ultracentrifuga, seguida de seis ml de sacarosa al 35% en
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mMBS y tres ml de sacarosa al 5% en mMBS. Se centrifugd a 200,000 x g durantel8 horas a
4°C en un rotor Beckman SW41.TI. Al terminar la centrifugacion se colectaron fracciones de

1 ml desde la parte superior de gradiente.

Inmuno ensayo DotBlot

Los inmuno ensayos de DotBlot se realizaron para examinar la presencia de
gangliosido GM1, un marcador de balsas lipidicas, en las diferentes fracciones colectadas en
el gradiente de sacarosa. Para esto, una alicuota de 3 pl de cada fraccion aislada se absorbi6
directamente en una membrana de nitrocelulosa y fue secada al aire. Las membranas se
bloquearon en buffer salino de Tris con Tween 20 (TBST) [Tris-HCl 10 mM, pH 7.5, NaCl
100 mM y Tween 20 0.1%] con leche en polvo al 5% por una hora a temperatura ambiente,
seguido por una incubacion con la subunidad B de la toxina del célera acoplada a peroxidasa
de rabano en TBST, a una concentracion de 1pg/ml, suplementada con leche en polvo al 0.5%
por una hora. Las membranas se lavaron 5 veces con TBST (5 minutos cada lavado) y para el
desarrollo de quimioluminiscencia se ocupd Immobilon Western, Millipore y se observo en un

fotodocumentador Kodak LE Logic 1500

Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS y medio reductor

Las proteinas se prepararon calentando las muestras por 4 min a 100°C en el
amortiguador de muestra de Laemmli (Tris 65 mM, glicerol al 10% (v/v) dodecilsulfato de
sodio (SDS) al 2% (p/v) B-mercaptoetanol al 5% (v/v)). Las proteinas reducidas se separaron
en un gel de una dimension al 12.5% de poliacrilamida en presencia de SDS (PAGE-SDS) y

se visualizaron por coloracion de plata.
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Electroforesis bidimensional (2-D) en gel de poliacrilamida

La primera dimension se realizd en una camara Protean IEF (isoelectroenfoque) de
Bio-Rad, segtn las instrucciones del fabricante. Se utilizaron bandeletas con gradiente de 3 a
10 de pH inmovilizado. Antes del isoelectroenfoque, las bandeletas se rehidrataron con la
muestra y el amortiguador de rehidratacion (Urea 9 M, CHAPS al 0.5 % (p/v), DTT10 mM,
anfolitas al 0.2% (v/v) de y azul de bromofenol al 0.001 % (p/v)). Se usaron de 100 pg de
proteina por bandeleta para la tincion con plata. La bandaletas, después del isoelectroenfoque,
se equilibraron con amortiguador de equilibrio I (Urea 6 M, SDS al 2% (p/v), glicerol al 20%
(v/v), DTT 130 mM y Tris-HCI1 0.375 M a pH 8.8) por 10 minutos, seguido de amortiguador
de equilibrio II (Urea 6 M, SDS al 2% (p/v), glicerol al 20% (v/v), iodoacetamida 135 mM y
Tris-HCI1 0.375 M a pH 8.8), durante 10 minutos. Para la segunda dimension se realizé una
electroforesis PAGE-SDS (Laemmli, 1970). La bandeleta se coloc6 sobre un gel de acrilamida
al 12,5%, se inmovilizd6 mediante agarosa al 1% en Tris-HCI pH 6.8 y se corri6 en una camara
Mini-ProteanCell (Bio-Rad), a 120 V durante 2 horas. Posteriormente los geles fueron

teniidos.Los experimentos se realizaron al menos en tres ensayos separados.

Resultados

Evaluacion espermatica basica

Las muestras presentaron una concentracion de 134 +/- 44 x10° espermatozoides/ml,
movilidad del 83 +/- 4 %, la viabilidad mayor del 91 +/- 6% y 5% de formas anormales para 7
muestras. La evaluacion después de la descongelacion dio como resultado una viabilidad de
30% y una movilidad de 20%. La concentracion como se menciond anteriormente se

estandarizé a 1x10° espermatozoides/ml y los resultados de formas anormales no variaron.
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Aislamiento de las balsas lipidicas
Después de la ultracentrifugacion en el gradiente de sacarosa se observo una banda
opalescente (figura 8), en la interface de las concentraciones de 5 y 35%, la cual fue

consistente en todos los aislamientos de las balsas lipidicas.

Banda
opalescente

Figura 8. Gradiente de sacarosa después de la centrifugacion donde se observa la

banda opalescente correspondiente a las balsas lipidicas

Concentracion proteinica

Se determind la concentracion de proteinas de las 12 fracciones colectadas, tanto de
espermatozoides no criopreservados como de criopreservados (figuras 9 y 10). En las 2
primeras fracciones en ambos tratamientos la concentracion es menor que en el resto de las
fracciones. A partir de la fraccidn numero 3 se incrementa la concentracion, siendo mayor en
las fracciones de los espermatozoides no criopreservados con 100 pg/ml mientras que en
espermatozoides criopreservados es de 34 pg/ml. En el intervalo de las fracciones 4-11 en
espermatozoides no criopreservados la concentracion de proteinas no se incrementd de manera
relevante, estando entre 300 a 380 pg/ml, con un aumento significativo en la tltima fraccion
con valor de 800 pg/ml (Figura 9). La tendencia de la grafica se mantiene en las fracciones de

espermatozoides criopreservados, aunque la concentracion de proteina disminuye en este
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tratamiento, en el intervalo de 4-11 la concentracion es de entre 200 pg/ml a 280 pg/ml y en la

fraccion 12 se encontr6 un valor de 510 pg/ml (Figura 10).

Concentracion de proteinas fracciones

1§§éml espermatozoides no criopreservados
800
600
400
200
0 -

1 2 3 4 s 6 7 8 9 10 11 12
Fracciones

Figura 9. Concentraciéon de proteinas de las 12 fracciones colectadas del

gradiente de sacarosas de espermatozoides no criopreservados.

Concentracion de proteinas fracciones

pug/mi espermatozoides criopreservados
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Figura 10.Concentraciéon de proteinas de las fracciones colectadas del gradiente

de sacarosa de los espermatozoides criopreservados.
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Ensayos de inmunodeteccion sin electroforesis (Dotblot)

Para determinar en qué fraccién (o fracciones) se aislaron las balsas lipidicas se
realizaron ensayos de dotblot, como marcador de las balsas lipidicas se utiliz6 GMI. En las
fracciones 3 y 4 tanto de espermatozoides no criopreservados como de criopreservados se
obtuvo respuesta positiva, denominando las fracciones de DRM, aunque de las fracciones 11
y 12 dieron respuesta positiva, no se consideraron DRM por no tener baja densidad de
flotacion. Como un control positivo se incluyd a las proteinas extraidas antes de la

ultracentrifugacion en gradientes de sacarosa, la cual se le denomind proteina total (figura 11).

3ya 11y 12

(_A_\

Espermatozoides criopreservados

Espermatozoides no criopreservados

Figura 11.Dotblot de proteinas de espermatozoides de cerdo después de
ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa. La respuesta positiva se

observa en las fracciones 3, 4, 11 y 12, ademas de la proteina total (PT).

PAGE-SDS

Una vez que se determind cuales eran las fracciones que contenian los DRM, se
realizaron PAGE-SDS. En el gel se encontraron 8 bandas de proteinas principales (figural2).
En las bandas con peso de 134 y 14 kDa no se encontraron diferencias. Cuatro bandas de
proteinas, que corresponden a los pesos de 62, 26, 17 y 15 kDa, se ve una disminucion en la
cantidad de proteina en las fracciones de espermatozoides criopreservados. Mientras que, en
las bandas de proteina correspondientes a 47 y 35 kDa, aumenta la cantidad de proteina en las

fracciones de espermatozoides criopreservados.
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Figura 12.PAGE-SDS, en el primer carril se muestra en marcador de pesos
moleculares, seguido de la fraccion de DRM de espermatozoides no
criopreservados (RNC) y fraccion de DRM de espermatozoides
criopreservados (RC). Ademas de la proteina total de ambos tratamientos
como control (PTF y PTC). Los recuadros negros muestran las bandas de
proteina donde no hay diferencia. Los recuadros rojos muestran donde la
cantidad de proteina disminuye en la fraccion de espermatozoides
criopreservados. Los recuadros blancos exponen las bandas de proteina
donde aumenta la cantidad de proteina en los espermatozoides

criopreservados.

Electroforesis Bidimensional (2D) en geles de poliacrilamida

En general, la concentracion de proteina disminuye en el caso de la fracciéon de
espermatozoides criopreservados. En la electroforesis bidimensional también se encontraron
diferencias en las fracciones de DRM. En el recuadro 1 que corresponde a 75 kDa de la
figura 8 en espermatozoides no criopreservados hay 3 spots mientras que en espermatozoides

criopreservados hay 2. En el recuadro 2 con 50 kDa, el spot de proteina es mayor en los
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espermatozoides criopreservados. En el recuadro 3 con 37 kDa de espermatozoides
criopreservados existen 3 spots entre tanto no hay spot en espermatozoides no
criopreservados. En los DRM de espermatozoides criopreservados del recuadro 4 con 25 kDa
se presentan 3 spots en tanto que en espermatozoides no criopreservados hay 5 spots. Por
ultimo, en el recuadro 5 con 15 kDa de espermatozoides criopreservados se observaron 4

spots, en contraste, hay 10 spots en espermatozoides no criopreservados.

pH T—lo pH EA!-IO
[ \ [ \
250 KD A 250 KD B
L 75 1 e

s [==] « so =3

50 3 37 3

37

20 20

15 5 15 5

Figura 13.Electroforesis bidimensional. En A se muestra la fraccion de
espermatozoides no criopreservados, mientras que en B se observa la
fraccion de DRM de espermatozoides criopreservados. Los recuadros rojos
resaltan los puntos donde la cantidad de proteina disminuye y los recuadros
blancos donde la cantidad de proteina aumenta en la fraccion de DRM de

espermatozoides criopreservados.

Discusion

Aunque la criopreservacion causa un dafio en los espermatozoides, en especial en los
espermatozoides de cerdo, los mecanismos a nivel de membrana y en particular en las balsas
lipidicas no estan bien estudiados. Es sabido que la criopreservacion causa dafios mecanicos

en las membranas plasmaticas por la formacion de cristales de hielo, ademas de un estrés
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osmotico. Otro dafio que se observo en este estudio fue la disminucion en la concentracion de
proteina aislada, tanto proteina total como de proteina en las balsas lipidicas. Una disminucion
en la cantidad de proteina se reportd en espermatozoides criopreservados en la carpa comun
(Li y col. , 2010). Los espermatozoides son incapaces de fertilizar al ovulo inmediatamente
después de que son eyaculados y el paso por el tracto reproductor femenino desencadena una
serie de eventos para llevar a cabo la fertilizacion, a este proceso se le conoce como
capacitacion (Gadella y Van Gestel, 2004). Durante la capacitacion, colesterol y otros
esteroles son removidos de la membrana de los espermatozoides y glicoproteinas, unidas de
forma no covalente, que se adquieren durante su paso por el epididimo son liberadas (Ikawa y
col., 2010). Una posible explicacion para la disminucion en la proteina total, es que las
glicoproteinas, al tener uniones labiles con la membrana, pueden ser liberadas por el

procedimiento de criopreservacion y descongelacion.

El aislamiento de las balsas lipidicas realizado en otros trabajos reporta la formacioén
de una banda opalescente en la interface de 5 y 30% en el gradiente de sacarosa (Asano y col.,
2009; Nixon y col. , 2011), que se observo al realizar el aislamiento en este trabajo. También
se reporta que un marcador de balsas lipidicas, GM1, se encuentra en la fraccion donde es
colectada la banda opalescente (Nixon y col. , 2011), lo que es similar a los resultados

obtenidos en los ensayos de DotBlot.

Existen estudios proteémicos de balsas lipidicas en espermatozoides de varias especies
(van Gestel y col., 2007; Asano y col. , 2009; Jakop y col., 2009; Miranda y col., 2009; Nixon
y col. , 2011). Como se observdo en las electroforesis, tanto unidimensional como
bidimensional, hay un cambio en las proteinas. Este cambio se podria deber a la caracteristica

dindmica de las balsas lipidicas, es decir, la interaccién proteina-proteina o proteina-lipido
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cambia dependiendo del momento fisioldgico de la célula incluyendo o excluyendo proteinas

(van Gestel y col. , 2005).

De acuerdo con su masa molecular, se podria especular sobre la identidad de las
proteinas que cambiaron en las electroforesis. Las proteinas que disminuyen en las fracciones
de DRM de espermatozoides, tienen pesos de 62, 26, 17 y 14 kDa. Pre SP32 tiene un peso
molecular cercano a 60 kDa, lo que es un valor aproximado a una banda que disminuye
criopreservados con un valor de 62 kDa. Esta proteina estd implicada en la maduracion de la
acrosina (Dube y col., 2005). La proteina precursora de caseina alfa-sl, tiene una masa
aproximada (24 kDa), a otra banda de masa molecular de 26 kDa. Con un peso molecular de
17 kDa podemos encontrar a la superéxido dismutasa, que cataliza la dismutacion de
superoxido en oxigeno y peroxido de hidrogeno. Debido a esto es una importante defensa
antioxidante en la mayoria de las células expuestas al oxigeno. Y por ultimo, la
espermadhesina AQN-3, una proteina que puede inhibir la capacitacion in vitro (Vadnais y
Roberts, 2010), con un peso de 13 kDa se aproxima al valor de 14 kDa encontrado en una
banda en las electroforesis. Las bandas que aumentan la cantidad de proteina en las fracciones
de DRM en los espermatozoides criopreservados tienen un peso de 47 y 35 kDa. En este caso,
para la banda de 47 kDa existen 2 candidatos la preproacrosina, una enzima clave en el
proceso de fertilizacion en mamiferos con actividad de proteasa de serina (Klemm y col.,
1991), con un peso de 46 kDa y la proteina P47 con un peso de 45 kDa. Para la banda de 35
kDa se puede hablar de aldehido reductasa, ya que tiene un peso aproximado de 35 kDa (van
Gestel y col. , 2005; van Gestel y col. , 2007). Para poder comprobar lo anterior se pueden
utilizar anticuerpos especificos para las proteinas propuestas o determinar su secuencia de

aminodcidos por espectrometria de masas.
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Conclusiones.

La criopreservacion cambia la composicion en las balsas lipidicas de espermatozoides
de cerdo.

La concentracion de proteinas disminuye en las balsas lipidicas después de la
criopreservacion. En PAGE-SDS, hay disminucion de las proteinas de 62, 26, 17 y 15
kDa en las balsas lipidicas de espermatozoides criopreservados y un incremento en las
proteinas de 47 y 35 kDa.

En la electroforesis 2-D el patron de los blots es diferente, disminuyendo los spots en
pesos de 75, 25 y 15 kDa y aumentando a 50 y 37 kDa en los espermatozoides

criopreservados.

Perspectivas

* Secuenciacion las proteinas de las balsas lipidicas de espermatozoides
criopreservados mediante espectrometria de masas.

*  Confirmar por medio de Western Blot la presencia de las proteinas secuenciadas.

* Estudiar la distribucion de los lipidos en las balsas lipidicas de espermatozoides

criopreservados.
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