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Resumen 

La superficie de los espermatozoides está recubierta de glicoproteínas cuya 

redistribución durante la capacitación in vitro juega un papel clave en el proceso de 

fertilización. Las balsas lipídicas o rafts son microdominios de membrana involucrados 

en la transducción de señales a través de receptores e incluyen o reclutan tipos 

específicos de proteínas y glicoproteínas. Pocos estudios se han centrado en 

identificar glucoproteínas residentes en las balsas lipídicas de los espermatozoides. 

Las proteínas asociadas con las balsas lipídicas modifican su localización durante la 

capacitación. El objetivo de este estudio fue identificar las glicoproteínas asociadas 

con las balsas lipídicas de los espermatozoides de cerdo capacitados, mediante 

técnicas de electroforesis, Western blot, lectinas y espectrometría de masas. A partir 

de los perfiles proteómicos generados por las extracciones de proteínas de balsas 

lipídicas, observamos que después de la capacitación, la intensidad de algunas 

bandas aumentó mientras que la de otras disminuyó. Para determinar si las proteínas 

obtenidas de las balsas lipídicas están glicosiladas, se realizaron ensayos de Western 

blot con lectinas. Se analizaron por espectrometría de masas bandas de proteínas con 

buena resolución y que mostraban modificaciones significativas de glicosilación 

después de la capacitación. Las bandas de interés tuvieron un peso molecular 

aparente de 64, 45, 36, 34, 24, 18 y 15 kDa. Se secuenciaron las 7 bandas y se 

identificaron 20 glicoproteínas conocidas o potenciales. Diez de estas proteínas se 

describen en este estudio por primera vez como proteínas asociadas con balsas 

lipídicas de espermatozoides (ADAM5, SPMI, SPACA1, proteína plasmática seminal 

pB1, PSP-I, MFGE8, tACE, PGK2, SUCLA2, MDH1). Además, LYDP4, SPAM-1, 
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HSP60, ZPBP1, AK1 se reportaron previamente en balsas lipídicas de 

espermatozoides de ratón y humanos, pero no en espermatozoides de cerdo. También 

encontramos y confirmamos la presencia de ACR, ACRBP, AWN, AQN3 y PRDX5 en 

balsas lipídicas de espermatozoides de cerdo. Se describió el patrón de glicosilación 

en balsas lipídicas de espermatozoides de cerdo antes y después de la capacitación. 

Se necesitan más análisis glicómicos para determinar el tipo y la variación de las 

cadenas de glicanos de las glicoproteínas de las balsas lipídicas en la superficie de los 

espermatozoides durante la capacitación y la reacción acrosomal. Se encontraron 5 

patrones de distribución del colesterol de balsas lipídicas, en espermatozoides no 

capacitados predominó el patrón A con fluorescencia en la región del flagelo y cabeza, 

en los capacitados fue el patrón C con fluorescencia en la cabeza, en los 

criopreservados se observaron dos patrones más siendo los mayoritarios los patrones 

A y C. Respecto a la concentración de colesterol, se encontró que en los 

espermatozoide criopreservados hubo pérdida considerable del colesterol el cual se 

detectó en el medio de congelación por lo que se postula que el proceso de 

congelación afectó considerablemente la membrana de los espermatozoides. 

Palabras clave: espermatozoides de cerdo, capacitación, glicoproteína, balsas 

lipídicas, lectinas. 
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Abstract 

The surface of the spermatozoa is coated with glycoproteins, the redistribution of which 

during in vitro capacitation plays a vital role in the subsequent fertilization process. Lipid 

rafts are membrane microdomains involved in signal transduction through receptors 

and include or recruit specific types of proteins and glycoproteins. Few studies have 

focused on identifying glycoproteins resident in the lipid rafts of spermatozoa. Proteins 

associated with lipid rafts modify their localization during capacitation. The study's 

objective was to identify the glycoproteins associated with lipid rafts of capacitated boar 

spermatozoa through a lectin-binding assay coupled to a mass spectrometry approach. 

From the proteomic profiles generated by the raft proteins extractions, we observed 

that some bands' intensity increased after capacitation while others' decreased. To 

determine whether the proteins obtained from lipid rafts are glycosylated, lectin blot 

assays were performed, the protein bands with good resolution and significant 

glycosylation modifications after capacitation were analyzed by mass spectrometry. 

The bands of interest had an apparent molecular weight of 64, 45, 36, 34, 24, 18, and 

15 kDa. We sequenced the seven bands, and 20 known or potential glycoproteins were 

identified. In our knowledge, this is the first time that the following proteins and their 

association with sperm lipid rafts are described: ADAM5, SPMI, SPACA1, Seminal 

plasma protein pB1, PSP-I, MFGE8, tACE, PGK2, SUCLA2, and MDH1. Moreover, 

LYDP4, SPAM-1, HSP60, ZPBP1, and AK1 were previously reported in mouse and 

human spermatozoa lipid rafts but not in boar spermatozoa. We also found and 

confirmed the presence of ACR, ACRBP, AWN, AQN3, and PRDX5 in lipid rafts of boar 

spermatozoa. This paper provides an overview of the glycosylation pattern in lipid rafts 
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of boar spermatozoa before and after capacitation. The further glycomic analysis is 

needed to determine the type and the variation of glycan chains of the lipid rafts 

glycoproteins on the surface of spermatozoa during capacitation and acrosome 

reaction. Five patterns of cholesterol distribution of the rafts were found in non-

capacitated sperm: Pattern A with fluorescence in the flagellum and head region 

predominated; after capacitation, it was pattern C with fluorescence in the head, in 

cryopreserved two patterns were observed more being the majority patterns A and C. 

Regarding the concentration of cholesterol, it was found that in cryopreserved sperm 

there was considerable loss of cholesterol which was detected in the freezing medium, 

so it is postulated that the freezing process affected the sperm membrane considerably. 

 

Keywords: Boar spermatozoa, capacitation, glycoprotein, lipid rafts, lectins. 
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Introducción 

El proceso de fertilización involucra una serie de eventos entre el ovocito y el 

espermatozoide que conducen a la formación del cigoto y finaliza con la formación de 

un nuevo individuo (Naz y Rajesh 2004). El espermatozoide debe someterse a una 

serie de cambios bioquímicos y fisiológicos, llamado Capacitación, que permite que el 

espermatozoide pueda migrar hacia el ovocito, se una a la zona pelúcida (ZP) y realice 

la reacción acrosomal (RA) (Cross 2004, Gadella et al. 2008). Resultado de la pérdida 

de colesterol, durante la capacitación se reordenan los lípidos y las proteínas de la 

membrana, cambia la regulación de la permeabilidad de iones y se incrementa la 

fosforilación de proteínas en residuos de tirosina, así como también se reorganizan las 

balsas lipídicas (Boerke et al. 2008, Visconti et al. 2011).  

La integridad de la membrana plasmática es de vital importancia. Se ha constatado 

que la criopreservación de espermatozoides puede dañar la membrana plasmática y 

la acrosomal. El 50% de los espermatozoides criopreservados que sobreviven al 

proceso de congelación-descongelación, presentan el fenómeno de criocapacitación, 

teniendo una vida más corta y poca eficiencia reproductiva (Hernandez et al. 2007, 

Bailey et al. 2008), especialmente los espermatozoides de cerdo cuya criopreservación 

todavía constituye un reto, posiblemente por alguna característica particular de su 

membrana plasmática. 

Los espermatozoides se producen en el testículo, específicamente en los túbulos 

seminíferos, de ahí pasan a la cabeza del epidídimo y, durante su paso hacia la cola 

del epidídimo, maduran (Hafez y B. Hafez 2017).  



2 
 

Estructura del espermatozoide de mamífero 

Los espermatozoides maduros de mamífero son células alargadas que tienen una 

cabeza que contiene al núcleo y una cola en donde se encuentra el aparato necesario 

para su desplazamiento. El espermatozoide entero está cubierto por la membrana 

plasmática y, por debajo de ella, en la porción anterior de la cabeza, se encuentra una 

gran vesícula llamada acrosoma; además, se distingue el cuello que une la cabeza del 

espermatozoide con su cola (flagelo), que, a su vez, se subdivide en los segmentos 

medio, principal y caudal o terminal (Fig. 1) (Hafez y B. Hafez 2017). 

La célula espermática tiene una morfología característica y su superficie está muy 

diferenciada en varios dominios (Fig. 2), cuyos lípidos y proteínas experimentan 

cambios cuando el espermatozoide se capacita. Cada una de las regiones de la 

superficie de la cabeza del espermatozoide tiene un papel específico en la fertilización 

del ovocito: una región está dedicada a la unión con la ZP, una gran área de la 

superficie de la cabeza del espermatozoide está involucrada en la RA, y otras regiones 

están implicadas en la unión y fusión con la membrana plasmática del óvulo. Estos 

eventos ocurren en el área de la cabeza del espermatozoide (Gadella et al. 2008). 
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Figura 1. Estructura del espermatozoide de mamífero. Se observa la cabeza, con su 

acrosoma y la cola, con sus divisiones anatómicas (segmento medio, principal y caudal 

o terminal) (Hafez y B. Hafez 2017). 
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Figura  1 Representación esquemática del espermatozoide de cerdo. A) Una vista 

seccional del espermatozoide. 1. Membrana plasmática, 2. Membrana acrosomal 

externa, 3. Matriz de enzimas acrosomales, 4. Membrana acrosomal interna, 

5. Envoltura nuclear, 6. Núcleo, 7. Anillo posterior y cuello, 8. Mitocondrias, 9. Porción 

proximal del flagelo, 10. Anillo, 11. Vaina fibrosa, 12. Axonema y fibras densas 

externas. B) Vista superficial de la cabeza del espermatozoide y pieza intermedia con 

subdominios. 13. Cresta apical, 14. Región pre-ecuatorial, 15. Región ecuatorial, 16. 

Región post-ecuatorial. C) Reacción acrosomal. 17. Formación de vesículas mixtas a 

través de múltiples fusiones entre la membrana plasmática y la membrana acrosomal 

externa (Gadella et al. 2008). 

Capacitación espermática 

Los espermatozoides de mamífero, después de ser eyaculados, son móviles, sin 

embargo, todavía no pueden fertilizar al óvulo. Esta habilidad la adquieren durante su 

paso por el tracto reproductivo de la hembra durante el cual sucede un proceso llamado 
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capacitación espermática (Yanagimachi 1994, Visconti y Kopf 1998). Es necesario que 

los espermatozoides residan en el aparato reproductor de la hembra antes de estar en 

condiciones de unirse al óvulo, la capacitación ocurre en el útero, en el istmo del 

oviducto (Hafez y B. Hafez 2017). Los cambios en la membrana plasmática del 

espermatozoide son la pérdida del colesterol, seguido del reacomodo y movimiento de 

las balsas lipídicas. Después de la pérdida de colesterol, entra bicarbonato, que 

desencadena eventos bioquímicos, como la activación de la adenilciclasa dependiente 

de bicarbonato (HCO3-) y de la proteína cinasa A (PKA), que activan la fosforilación de 

tirosinas de un grupo de proteínas, tanto flagelares como de otros sitios del 

espermatozoide, lo que correlaciona con cambios en la movilidad y con la capacidad 

para realizar la RA (Visconti et al. 1995a, Visconti et al. 1995b). El incremento de la 

fosforilación de tirosinas dependiente de AMP cíclico está asociado con cambios tanto 

en la cabeza como en el flagelo que preparan al espermatozoide para llevar a cabo la 

RA y para adquirir movilidad hiperactiva (Suarez 1996). Además de la pérdida de 

colesterol (Arnoult et al. 1999, Visconti et al. 1999a, Visconti et al. 1999b), se pierde la 

asimetría de los lípidos (Flesch et al. 2001), la membrana se hiperpolariza (Zeng et al. 

1995), se abren los canales de Ca2+ dependientes de voltaje (Florman et al. 1998), y 

hay pérdida y redistribución de glicoproteínas de la membrana plasmática (Tulsiani et 

al. 1997, Jiménez et al. 2006). Para inducir in vitro la pérdida de colesterol, es esencial 

agregar albúmina sérica bovina (BSA) al medio de capacitación, pues funciona como 

aceptor de colesterol, secuestrándolo del medio y favoreciendo el flujo hacia el exterior 

del espermatozoide (Davis et al. 1979, Davis et al. 1980, Davis 1981, Go y Wolf 1985, 

Suzuki y Yanagimachi 1989, Cross 1996). Se ha demostrado que el flujo de colesterol 

y otros esteroles fuera de la membrana plasmática precede la cascada de fosforilación 
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de tirosinas regulada por AMP cíclico (Visconti et al. 1995a, Visconti et al. 1995b, 

Visconti et al. 1999c). Tanto los espermatozoides de la cola del epidídimo como los 

eyaculados pueden capacitarse in vitro, incubándolos en medios definidos que simulan 

la composición de electrolitos del fluido del tracto reproductor de la hembra 

(Yanagimachi 1994). De esta manera, podemos definir a la capacitación espermática 

como una cascada de cambios biofísicos, bioquímicos y estructurales, que ocurren 

durante el paso del espermatozoide por el tracto reproductor de la hembra, en el istmo 

del oviducto, donde adquieren la habilidad para fertilizar al óvulo (Yanagimachi 1994, 

Topfer-Petersen et al. 2008). 

Reacción acrosomal 

La RA consiste en la fusión de la membrana plasmática del espermatozoide con la 

membrana acrosomal externa, seguida por una vesiculación sobre el segmento 

anterior del acrosoma, lo que da lugar a la liberación de enzimas hidrolíticas, como 

hialuronidasa y acrosina, que permiten al espermatozoide atravesar la ZP del óvulo 

(Hafez y B. Hafez 2017). Entre los componentes que hacen posible que la RA se lleve 

a cabo se encuentran el aumento de pH intracelular, la despolarización de la 

membrana plasmática, el aumento de iones de Ca2+ que activan a la fosfolipasa C y a 

la fosfolipasa A2, que activan a la proteína cinasa C mediante la formación de 

diacilglicerol, ácidos grasos libres y lisofosfatidilcolina (Flesch y Gadella 2000). Así 

como también la polimerización de la actina en actina F. 

Membrana Plasmática 

La membrana plasmática es una estructura que protege a la célula de su entorno y 

sirve de estructura o armazón para la organización de sus componentes internos. 
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Constituye una barrera con permeabilidad selectiva para el intercambio de sustancias, 

presenta sistemas de transporte físico de moléculas de un lado a otro de ella; contiene 

receptores que se unen a ligandos específicos en el espacio externo y transmite 

información de los compartimientos en el interior de la célula; interviene en 

interacciones con otras células, además de ser un sitio transductor de señales y 

energía (Karp 2006). El modelo de la estructura de la membrana plasmática más 

aceptado actualmente es el de Mosaico Fluido (Fig. 3) (Singer y Nicolson 1972, 

Somerharju et al. 2009), sin embargo, este modelo se ha modificado, postulando islas 

con rigidez distinta al resto de la membrana, a estas regiones se les conoce como 

microdominios de la membrana, también llamados balsas lipídicas, o dominios 

resistentes a detergentes, los cuales abordaremos en el apartado siguiente.  

 

 

Figura 3. Modelo de mosaico fluido propuesto por Singer y Nicolson (Singer y Nicolson 

1972). 
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Microdominios 

En las membranas celulares se han postulado microdominios llamados Rafts o Balsas 

Lipídicas, estructuras que miden de 10 a 200 nm y son muy dinámicos (Selvaraj et al. 

2006, Pinaud et al. 2009). Son plataformas pequeñas dentro de la membrana, 

compuestas de glicoesfingolípidos, gangliósidos y colesterol en la cara exoplásmica, 

asociados con fosfolípidos y colesterol en la cara citoplásmica de la bicapa lipídica 

(Fig.4) (Simons y Ehehalt 2002, Gylfason et al. 2010). Además, pueden contener 

proteínas específicas que se mantienen unidas al microdominio, lo que les confiere 

menos fluidez que las que están en el resto de la membrana celular. Los lípidos que 

las constituyen contribuyen les confieren dos propiedades bioquímicas características: 

insolubilidad a 4ºC en el detergente Tritón X-100 y una densidad de flotación baja 

después de centrifugarlos en un gradiente de sacarosa; estas propiedades pueden 

utilizarse para aislarlos y purificarlos (Sleight et al. 2005). 

Actualmente, existe el interés de investigar los cambios del flujo de colesterol en la 

membrana plasmática. Esto se debe a que en varios tipos celulares el colesterol está 

asociado con el movimiento de los dominios específicos de la membrana. Los cambios 

en el contenido de colesterol están relacionados con los cambios entre las 

interacciones proteína-proteína de las proteínas integrales de la membrana. El 

contenido de colesterol es el factor principal que influye en la formación de los 

microdominios membranales o balsas lipídicas (Hoessli et al. 2000). Se ha demostrado 

que la pérdida de colesterol estabiliza la estructura de las balsas lipídicas provocando 

cambios en su tamaño, distribución y contenido de glicoproteínas (Kabouridis et al. 

2000, Baron et al. 2010, Domingues et al. 2010). Otra propiedad de las balsas lipídicas 
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es su habilidad para reclutar proteínas específicas, tanto transmembranales como 

unidas a la membrana, ancladas a glicofosfolípidos o proteínas modificadas con 

cadenas acil-lipídicas (Anderson 1998) o combinaciones de las anteriores. Hay 

evidencias de que, en células somáticas, las balsas lipídicas sirven como centros de 

tráfico de colesterol y para las rutas de transducción de señales basadas en la 

membrana plasmática (Pike 2003, Gibson et al. 2009). Las proteínas de señalización 

de las balsas lipídicas son específicas del tipo de célula y del estado fisiológico celular 

e incluyen proteínas receptoras y no receptoras con actividad de tirosina cinasa, 

proteínas G, fosfolípidos de inositol, proteínas ancladas a glicosilfosfatidilinositol (GPI), 

óxido nítrico sintasa y otras (Brown y London 1998a, Kabouridis et al. 2000, Pinaud et 

al. 2009). 

Se han descrito dos tipos de balsas lipídicas: 

Balsas planas: Alineadas en el plano de la membrana y su caracterización ha sido 

muy difícil debido a su tamaño pequeño (10-200 nm) (Pike 2006). 

Caveolas: Se forma por polimerización de caveolinas (Fig.4c) o de proteínas 

integrales de membrana relacionadas con las caveolinas (ej.flotilina), que se unen 

fuertemente al colesterol (Murata et al. 1995, Vassilieva et al. 2009). La caveolina 

forma homo y hetero-oligómeros de alto peso molecular entre 22 y 600 kDa (Monier et 

al. 1995, Sargiacomo et al. 1995, Scheiffele et al. 1998). Aunque las funciones 

generales de las caveolas todavía no se definen completamente, se cree que están 

implicadas en el transporte de colesterol (Roy et al. 1999, Simons y Ikonen 2000, 

Jaureguiberry et al. 2010), el tráfico de moléculas en la membrana (Nelson y 

Rodriguez-Boulan 2004, Schroeder et al. 2010), y la transducción de señales (Ostrom 

et al. 2004). Las caveolinas son una familia de proteínas integrales de membrana de 
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20-24 kDa (Stan 2005). Funcionan como una molécula que ordena complejos proteicos 

de señalización en la membrana (Simons y Ikonen 1997, Sonnino et al. 2008) y son la 

principal proteína que conforma a las caveolas. Existen 3 isoformas, de las cuales 

caveolina-1 y 2 se expresan en la mayoría de los tipos celulares. La caveolina-1 es 

esencial para la formación de caveolas y se caracterizó como el primer marcador 

molecular de estos dominios (Stan 2005, Sonnino et al. 2008).  
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Figura 4. Modelo de organización de balsas lipídicas en la membrana plasmática. Las 

balsas lipídicas (rojo-verde) se segregan de otras regiones (azules) de la bicapa en las 

que la fosfatidilcolina insaturada predomina en la cara exoplásmica, y tiene una 

organización diferente de colesterol intercalado de la que hay en los rafts. a. Las balsas 

lipídicas contienen proteínas pegadas a la cara exoplásmica de la bicapa gracias a 

GPI, proteínas unidas a la cara citoplásmica por colas de acilo (se muestra la proteína 

Yes de la familia de cinasas Src), o proteínas asociadas a través de su dominio 

transmembranal como las proteínas virales neuraminidasa y hemaglutinina (asociadas 

con DIG, (Detergent-Insoluble Glycolipids) en las membranas virales). b. La bicapa 

lipídica en los rafts es asimétrica con esfingomielina (rojo) y glicoesfingolípidos (rojo) 

enriquecidos en la cara exoplásmica y glicerolípidos (fosfatidilserina y 

fosfatidiletanolamina) en la cara citoplásmica (verde). El colesterol (gris), se presenta 

en ambas caras y llena el espacio bajo los grupos de la cabeza de los esfingolípidos o 

entre la cadena de ácidos grasos en la zona cercana. c. Las caveolas están formadas 

por moléculas de caveolina ensambladas que hacen una invaginación en forma de 

Colesterol 

Caveolina 
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horquilla en la membrana. Las interacciones con las balsas lipídicas pueden estar 

mediadas por la unión de colesterol y la acilación de las cisteínas del extremo C-

terminal (Simons y Ikonen 1997). 

Antecedentes 

Las balsas lipídicas reciben varias denominaciones debido a sus características 

particulares. Se les llama DRM (Brown y London 1998b, Schuck et al. 2003, Nixon y 

Aitken 2009), membranas enriquecidas en colesterol (CEM: cholesterol-enriched 

membranes), membranas enriquecidas en glicoesfingolípidos (GEM: glycosphingolipid 

enriched membranes) (Rodgers y Rose 1996); membranas enriquecidas en 

glicoesfingolípidos insolubles en detergente (DIG: detergent-insoluble, 

glycosphingolipid-enriched membranes) (Schroeder et al. 1998), y plataformas 

enriquecidas en gangliósidos como el ganglíosido M1 (GM1) (Selvaraj et al. 2006). 

Se ha visto que la membrana del espermatozoide tiene microdominios formados por 

esteroles, esfingolípidos, glicolípidos y proteínas ancladas a GPI, es decir, se han 

identificado rafts o balsas lipídicas (Harder et al. 1998). 

Estudios de balsas lipídicas en espermatozoides 

Existen enfoques opuestos en relación con el comportamiento de las balsas lipídicas 

durante la capacitación en espermatozoides de mamífero. En concordancia con la 

afirmación de que el colesterol, un componente integral de los rafts, se libera 

tempranamente desde la membrana del espermatozoide durante la capacitación, hay 

estudios que apuntan a que las balsas lipídicas se disocian como siguiente paso 

después de la capacitación en espermatozoides de ratón (Sleight et al. 2005), mientras 

que otras investigaciones sugieren un incremento de balsas lipídicas después de este 
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evento; estos microdominios lipídicos al agruparse podrían proporcionar un 

mecanismo para que los complejos de señalización puedan dar inicio, tales como la 

fusión de membranas y exocitosis de vesículas acrosomales, además de que se 

encuentran enriquecidos en proteínas que participan en la unión primaria de la ZP y 

en la RA (Shadan et al. 2004, Boerke et al. 2008, Nixon y Aitken 2009).  

Experimentos con marcadores de fluidez de membrana como la merocianina y 

análogos fluorescentes de lípidos, demostraron que, durante la capacitación, la 

superficie del espermatozoide sufre un desordenamiento de las cadenas de ácidos 

grasos de los fosfolípidos con un aumento en la fluidez lateral y distorsión de la 

asimetría fosfolipídica (Gadella y Harrison 2000, Cross 2003). Se propuso entonces la 

hipótesis de una "translocación" parcial de los aminofosfolípidos en la zona apical de 

la membrana en la cabeza del espermatozoide (de Vries et al. 2003). Cuando se 

generó un ratón nulo para la translocasa de fosfolípidos específica de los 

espermatozoides, se observó que, aunque las células tenían una movilidad y 

morfología semejante a las del tipo silvestre, no se podían unir ni atravesar la ZP, es 

decir, no podían realizar la RA (Wang et al. 2004); esto demostró la importancia del 

reacomodo de los aminofosfolípidos durante la capacitación y puso en evidencia la 

existencia de un transportador específico expresado en el espermatozoide. 

Otro aspecto importante es que, aunque el colesterol interactúa con proteínas típicas 

de las balsas lipídicas, como la caveolina y la flotilina, la remoción del colesterol 

membranal durante la capacitación corresponde a una fracción no asociada a los 

microdominios de membrana (van Gestel et al. 2005). La remoción del colesterol 

contribuye a aumentar la fluidez de la membrana y permite la agregación de las balsas 
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lipídicas en la zona apical, que participa posteriormente en el reconocimiento de la ZP 

(van Gestel et al. 2005). 

Se ha demostrado que niveles sustanciales de colesterol (50%) permanecen en el 

espermatozoide después de la capacitación ya que es liberado durante la capacitación 

desde los dominios fluidos no asociados a balsas lipídicas (Boerke et al. 2008). Una 

hipótesis muy interesante es que esta pérdida de colesterol y recomposición de la 

estructura de las balsas lipídicas también lleva a un cambio en la composición o en la 

distribución de las proteínas asociadas a ellos y que éste es el inicio de la ruta de 

señalización que lleva a la capacitación (Sleight et al. 2005). 

Las sintaxinas son proteínas de balsas lipídicas que participan en la capacitación y su 

patrón de distribución lateral es similar al de las flotilinas. Antes de la capacitación y 

de la RA, las sintaxinas se encuentran dispersas en la región apical de la membrana 

(APM). Después de la capacitación in vitro, las sintaxinas se concentran en la cresta 

de la APM y se recuperan en la fracción DRM colocalizadas junto con las SNAREs y 

las caveolinas (Sousa et al. 2006). 

Además de las SNAREs y de proteínas de membrana asociadas a vesículas (VAMPS), 

es necesario un grupo de proteínas de andamiaje asociadas a las balsas lipídicas, 

conocidas como MUPP1, para que se pueda llevar a cabo la fusión de membranas en 

la RA (Ackermann et al. 2008). 

Un análisis realizado en espermatozoides de ratón permitió determinar que el flujo de 

colesterol durante la capacitación modifica la localización de proteínas residentes de 

balsas lipídicas y sugirieron que podrían desempeñar un papel en la regularización de 

la señalización (Sleight et al. 2005). Estudios realizados con técnicas de 

inmulocalización in situ, inmunohistoquímica y Western blot, permitieron determinar 
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que proteínas de balsas lipídicas, algunas asociadas con GM1 y con el gangliósido M3 

(GM3) tales como IZUMO, caveolina 2 y flotilina 2, inicialmente localizadas en la 

porción anterior de la cabeza del espermatozoide, cambian su posición después de la 

RA (Miranda et al. 2009). La caveolina 2 no pudo detectarse después de la RA, por lo 

que se piensa que se localiza en la membrana que cubre al acrosoma y en 

consecuencia se pierde durante la exocitosis, ya que múltiples puntos de fusión de la 

membrana acrosomal externa y de la plasmática se fenestran y los componentes 

localizados originalmente en la porción apical del espermatozoide se pierden (Miranda 

et al. 2009). 

Interacción espermatozoide-óvulo 

Una de las etapas decisivas en la fertilización es el reconocimiento y la interacción 

entre moléculas complementarias presentes en el espermatozoide y la ZP 

(Wassarman 1992). La unión inicial entre los gametos implica el reconocimiento de 

proteínas glicosiladas presentes tanto en la ZP como en la superficie del 

espermatozoide. La especificidad de especie podría estar relacionada con la 

modificación de los carbohidratos en la ZP del ovocito y de la unión primaria (con ZP3) 

y secundaria (con ZP2), además de que la porción de glicanos de esas glicoproteínas 

es el ligando para enzimas de unión a carbohidratos sobre la membrana espermática 

(Miller y Ax 1990, Tulsiani et al. 1997).  

En algunas especies de mamíferos diversas glicoproteínas de la superficie del 

espermatozoide actúan como moléculas receptoras. Estudios en ratón han permitido 

la identificación de diversos receptores en el gameto masculino (Loeser y Tulsiani 

1999). 
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Los residuos de N-acetilglucosamina en la glicoproteína ZP3 de porcino juegan un 

papel crítico en las interacciones ZP-espermatozoide; en bovino y porcino, los residuos 

de ácido siálico participan en la acidificación de glicoproteínas de la ZP durante la 

maduración de los ovocitos, lo cual facilita su unión con el espermatozoide (Lay et al. 

2011a, Lay et al. 2011b). 

Investigadores del laboratorio de Andrología de la UAM-I, han realizado estudios sobre 

la membrana del espermatozoide de mamíferos. Algunos de ellos se refieren al 

reconocimiento de residuos de carbohidratos de las glicoproteínas de la membrana del 

espermatozoide mediante el uso de lectinas. Se reportó la participación de los residuos 

de manosa en la unión del espermatozoide a la ZP en donde se detectó que, en 

espermatozoides de humano, aumentan los residuos de manosa al inducir la RA, lo 

que sugiere que su expresión se relaciona con la capacidad fertilizante del 

espermatozoide (Fierro et al. 1996, Fierro et al. 1998).  

En espermatozoides de cerdo se demostró la presencia de residuos de manosa, N-

acetilglucosamina (NAc-Glu) y/o ácido siálico (AcSial) en la membrana de los 

espermatozoides y que la distribución de estas moléculas cambia durante la 

capacitación y la RA; en espermatozoides recién eyaculados los residuos de NAc-Glu 

y/o AcSial se encontraron en todo el espermatozoide, en los capacitados sólo en la 

cabeza y en los reaccionados desaparecen. Los residuos de manosa se localizaron en 

la cabeza y pieza intermediaria de espermatozoides recién eyaculados, en los 

capacitados en todo el acrosoma y en los reaccionados solamente en el borde de la 

cabeza (Jiménez et al. 2003). Otro hallazgo importante fue que en cerdos subfértiles 

los residuos de GlcNac y/o AcSial así como los de manosa se pierden después de la 

capacitación y la RA (Jiménez et al. 2003).  
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Por medio de cromatografía de afinidad, utilizando como ligando las lectinas Con-A y 

WGA, se demostró que la membrana plasmática de espermatozoides de cerdo 

presenta un gran número de proteínas unidas a residuos de manosa, NAc-Glu y/o 

AcSial. Así mismo, se observó que después de la capacitación disminuye el número 

de glicoproteínas. Se encontró que la proteína arilsulfatasa está presente en los 

espermatozoides capacitados y que tiene residuos de manosa y de NAc-Glu y/o AcSial 

como parte de su glicosilación (Jiménez et al. 2006).  

Se hicieron estudios proteómicos para identificar los residuos de carbohidratos unidos 

a las proteínas presentes en los microdominios lipídicos en la membrana de 

espermatozoides de cerdo sin capacitar y después de la capacitación. Se encontró que 

algunas proteínas asociadas a microdominios lipídicos están glicosiladas con residuos 

de NAc-Glu y/o AcSial (López-Salguero et al. 2020), los cuales se han relacionado 

con la movilidad espermática y protección del reconocimiento inmune durante la 

capacitación (Lassalle y Testart 1994). 

Criopreservación de espermatozoides 

La criopreservación se realiza en diversos tipos celulares. En el caso de los 

espermatozoides, su éxito se centra en que ha contribuido a mejorar la obtención de 

crías de especies de importancia pecuaria, a la conservación de especies en peligro 

de extinción y en las técnicas de reproducción asistida en humanos. No obstante, con 

excepción de los espermatozoides de toro, es generalmente aceptado que la fertilidad 

disminuye como consecuencia de la criopreservación (Watson 2000). 

La criopreservación provoca estrés osmótico, químico y mecánico, daño directo por 

cristales de hielo y daño secundario causado por el incremento progresivo en la 
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concentración de solutos (Pesch y Bergmann 2006). Se sabe que el proceso de 

criopreservación y descongelación de espermatozoides induce una reducción de su 

viabilidad (Martin et al. 2007) y aumenta la fragmentación del ADN (Yildiz et al. 2007, 

Yildiz et al. 2008). Después de la criopreservación de espermatozoides, se produce un 

cambio de los fosfolípidos en la membrana plasmática que resulta en la externalización 

de fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina (Watson 2000), lo cual se relaciona con la 

pérdida de la  asimetría de la membrana, tal como ocurre durante la capacitación 

(Gadella et al. 2008). 

La respuesta al proceso de congelación y descongelación varía entre las especies 

debido a las diferencias en la estructura y fisiología espermática (Waterhouse et al. 

2006). Las variantes en cuanto a las características bioquímicas de la membrana del 

espermatozoide, específicamente del contenido relativo y la proporción de los 

fosfolípidos y del colesterol de membrana, se han considerado como los factores 

principales que explican las diferencias inter-específicas en la sensibilidad al daño por 

congelación (Darin-Bennett y White 1977, Waterhouse et al. 2006, Yamauchi et al. 

2009). 

Uno de los factores principales que ha dificultado el uso comercial de la inseminación 

artificial con semen congelado-descongelado en la industria porcina, es la existencia 

de grandes variaciones interindividuales, principalmente en la composición de lípidos 

de la membrana plasmática, por ejemplo la cantidad relativa de colesterol y ácidos 

grasos poliinsaturados, que se correlaciona con la susceptibilidad al daño por 

congelación (Holt et al. 2005). El almacenamiento de los espermatozoides de cerdo a 

bajas temperaturas está asociado a la reducción de la movilidad y la fertilidad, y puede 

deberse a una desorganización de los lípidos de la membrana (Guthrie y Welch 2005), 
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los cuales son particularmente vulnerables a las especies reactivas de oxígeno 

promotoras de estrés oxidante (Wathes et al. 2007) y a otros factores como el óxido 

nítrico, el cual es necesario para la movilidad (Lewis et al. 1996, Donnelly et al. 1997). 

Este daño podría estar reflejado también en la composición, estructura y/o 

funcionalidad de las balsas lipídicas en espermatozoides de cerdo ya que podrían 

presentar características diferentes con otros microdominios membranales de otras 

especies en las que dichas células no se afectan con la criopreservación. Las balsas 

lipídicas son importantes en la fisiología del espermatozoide, pues se ha visto que 

están relacionadas con los cambios que ocurren durante la capacitación (Shadan et 

al. 2004, Boerke et al. 2008, Nixon y Aitken 2009). El espermatozoide de cerdo se 

escogió porque se considera un modelo adecuado de estudio para enfermedades en 

humanos, además de su accesibilidad y fácil manejo (Petters 1994).  

La congelación de semen de cerdo debiera ser el método ideal de almacenamiento, 

porque permitiría mantener por un tiempo ilimitado un banco de esperma en 

comparación con los extensores, usados a una temperatura de 15-18°C, que sólo son 

capaces de mantenerlo en buen estado por algunos días (Conejo-Nava et al. 2003).  
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Justificación 

La capacitación es un proceso complejo, ocurre en el tracto reproductor de la hembra, 

se inicia con la pérdida de colesterol que vuelve a la membrana más fluida. La 

activación de la entrada de bicarbonato y calcio activan a la adenilato ciclasa soluble, 

que a su vez activa a la proteína cinasa A, que fosforila proteínas en residuos de 

tirosina, lo que permite que la membrana se hiperpolarice y se hiperactive. También 

ocurre remodelación de la membrana y del citoesqueleto que se refleja en el 

movimiento de las balsas lipídicas, glicoproteínas y glicolípidos que preparan al 

espermatozoide para la RA y el reconocimiento espermatozoide-ovocito. 

La mayoría de las proteínas del espermatozoide ya se conocen, pero no se sabe si 

están glicosiladas ni si están asociadas a balsas lipídicas, es por ello el interés en este 

tema. 

Los espermatozoides de algunas especies se han logrado criopreservar con buenos 

resultados, pero en el cerdo no se han logrado buenos resultados en este proceso, ya 

sea para utilizar las muestras en reproducción asistida o en investigación. Nos interesa 

conocer si se dañan las balsas lipídicas durante este proceso, por ello se integró a este 

estudio. 
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Preguntas de Investigación 

¿Cuáles son las glicoproteínas de balsas lipídicas de la membrana de 

espermatozoides de cerdo que experimentan cambios después de la capacitación y 

de la criopreservación? 

¿Cómo se modifica el colesterol en la membrana de espermatozoides capacitados y 

criopreservados? 

 

 

Hipótesis  

Si las balsas lipídicas son la unidad básica de la fisiología membranal celular, se 

encontrará un incremento de las glicoproteínas asociadas a balsas lipídicas de la 

membrana plasmática de espermatozoides capacitados y una disminución, en los 

criopreservados. 

El colesterol asociado a balsas lipídicas se encontrará mayoritariamente en los 

espermatozoides capacitados y disminuirá en los criopreservados. 
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 Objetivo General 

Determinar los cambios que presentan las glicoproteínas y el colesterol asociados a 

balsas lipídicas de la membrana de espermatozoides de cerdo capacitados y 

criopreservados. 

 

 

Objetivos Específicos 

1. Identificar las glicoproteínas asociadas a balsas lipídicas que se modifican 

durante la capacitación y criopreservación. 

2. Determinar la distribución de las balsas lipídicas y concentración de colesterol 

en espermatozoides no capacitados, capacitados y criopreservados. 
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Métodos 

Reactivos 

Todos los reactivos fueron obtenidos de Sigma Chemical Company (St Louis, Mo) a 

menos que se indique lo contrario. 

Obtención y análisis de la muestra 

Las muestras de semen de cerdo fueron obtenidas de la fracción rica de machos 

sanos, maduros, reproductores probados provenientes de una granja comercial, de las 

razas Landrace, Pietrain, Landrace-Pietrain y Duroc-Pietrain. Los eyaculados fueron 

resuspendidos en un diluyente comercial (Sancho et al. 2007) y transportados al 

laboratorio en un termo a la temperatura a la que se recibió para evitar choque térmico.  

En el laboratorio se analizó la calidad de las muestras, se determinó la concentración 

de espermatozoides, movilidad y número de formas anormales con el fin de utilizar 

solamente muestras normales de acuerdo con criterios ya establecidos (Garner y 

Hafez 1993). Por observación directa al microscopio óptico (ZEISS, Germany) a 400 

aumentos, se estimó el porcentaje de espermatozoides móviles. La concentración se 

determinó haciendo una dilución del semen, colocando una alícuota en una cámara de 

Neubauer. Por medio de la tinción de Eosina/Nigrosina se evaluó la viabilidad; se 

consideraron como espermatozoides vivos aquéllos que no presentaron tinción y 

muertos los que capturaron la eosina dando una coloración de rosa a rojo. Con los 

mismos frotis se determinó el porcentaje total de espermatozoides con anormalidades 

morfológicas. Se analizaron al menos 200 células al microscopio (Jiménez et al. 2002). 

Se procesaron solamente las muestras de semen clasificadas como normospérmicas. 
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Eliminación del líquido seminal 

A un mL de semen se le adicionó un mL de solución salina de fosfatos (PBS) pH 7.4, 

se centrifugó a 600 Xg durante 10 minutos. La muestra se lavó dos veces para eliminar 

el líquido seminal. Se procesó una muestra por experimento proveniente de un solo 

cerdo. 

Capacitación in vitro 

Una vez lavados los espermatozoides, se incubaron 5 x106 espermatozoides/mL y se 

colocaron en un frasco de cultivo (Nunc, Roskilde Denmark) conteniendo 500 mL de 

medio de capacitación TALP-HEPES (Tyrode-Albumina-Lactato-Piruvato) (100mM de 

NaCl, 3.1mM KCl, 2.1mM CaCl2•2H2O, 1.5 mM MgCl2•6H2O, 25mM NaHCO3, 0.4 mM 

NaH2PO4•H2O, 10 mM HEPES, 21.6 mM lactacto de sodio) suplementado con 6 

mg/mL BSA fracción V y 1 mM piruvato de sodio, pH 7.4 (Bavister et al. 1983). Se 

incubaron por 4 horas a 39° C, en una atmósfera con humedad y 5% (v/v) de CO2 

(Jiménez et al. 2002, Jiménez et al. 2006).  

Para determinar la eficiencia del proceso de capacitación, se tomó una alícuota y se 

evaluó por medio de la tinción de clorotetraciclina para lo cual se analizaron 200 células 

y se clasificaron de acuerdo con los patrones de tinción ya establecidos (Fraser y 

Herold 1990). 

Espermatozoides no capacitados: con fluorescencia uniforme en la cabeza y el 

acrosoma intacto. 

Espermatozoides capacitados: con fluorescencia concentrada en la región acrosomal, 

una banda sin fluorescencia en la región postacrosomal y presencia de acrosoma 

intacto. 
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Espermatozoides con RA: sin fluorescencia en la cabeza, excepto una banda 

fluorescente en la región ecuatorial.  

Las muestras se analizaron con un microscopio de epifluorescencia, de 495 nm 

(ZEISS, Alemania) a un aumento de 400X. Sólo las muestras cuyo valor de 

espermatozoides capacitados era igual o mayor a 80% se usaron para purificar las 

balsas lipídicas. 

Criopreservación de espermatozoides  

Los espermatozoides de la fracción rica diluida se enfriaron lentamente a 17°C durante 

240 minutos y después de una centrifugación a 2400 x g durante 5 minutos (Carvajal 

et al. 2004). Los espermatozoides se criopreservaron usando la técnica de pajillas 

previamente descrita (Westendorf et al. 1975) con algunas modificaciones. Los 

botones fueron resuspendidos en Vitasem LD (Magapor®, Zaragoza, España) 

compuesto de glucosa, bicarbonato de sodio, EDTA, estabilizadores de membrana y 

antibióticos; se utilizó DMSO al 7% como crioprotector, el cual ya se ha utilizado 

previamente en cerdo (Gilmore et al. 1998, Kim et al. 2008). La concentración fue de 

1 x 109 células/mL. Se enfriaron utilizando un baño de agua con hielo hasta llegar a 

5°C en 90 minutos (Breininger et al. 2010), se equilibraron a 5°C durante 10 minutos y 

se continuó el descenso de temperatura hasta 2°C equilibrando por 5 minutos. Los 

espermatozoides resuspendidos y enfriados se colocaron en pajillas de PVC de 0.5 mL 

(IMV® Francia). Se realizó el llenado y sellado de las pajillas y se congelaron por 10 

minutos en vapores de nitrógeno líquido, pasado ese tiempo las pajillas fueron 

sumergidas en nitrógeno líquido, y se almacenaron en un tanque de nitrógeno líquido. 
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Las pajillas permanecieron en el tanque de nitrógeno líquido al menos 2 semanas 

antes de descongelar.  

La descongelación se realizó en un baño maría a 37°C por 20 segundos (Hernandez 

et al. 2007). Los espermatozoides descongelados provenientes de las pajillas fueron 

resuspendidos en el mismo diluyente Vitasem LD (Magapor®, Zaragoza, España) 1:1 

(v/v) a 37°C y se analizó la movilidad y viabilidad. 

Aislamiento de balsas lipídicas de espermatozoides de cerdo 

Se tomó una alícuota de los espermatozoides de cerdo capacitados (C), no 

capacitados (NC) o criopreservados (C), y se ajustó a 2 x109 células/mL en 1 mL de 

medio TALP, mezclado con un volumen igual de medio MBS (50 mM de MES, pH 

6.5,150 mMNaCl,1% (v/v) Tritón-X100, 2 mM Na3VO4), y 4 mM del inhibidor de serin 

proteasas AEBSF). Se incubaron por 20 minutos a 4ºC. Las muestras se centrifugaron 

durante 10 min a 900 x g a 4 ° C. El sobrenadante (1.5 mL) se mezcló con un volumen 

igual de sacarosa al 85% (p/v) en MBS modificado (25 mM MES, pH 6,5, 150 mM NaCl, 

1 mM Na3VO4 y 2 mM AEBSF). La mezcla se cubrió con 6 mL de sacarosa al 35% 

(p/v) seguido de 3 mL de sacarosa al 5% (p/v) en MBS modificado y se centrifugó a 

200 x 103 x g durante 18 h (4 °C) en un Rotor SW41Ti (Beckman, Palo Alto CA, EE. 

UU.); se colectaron12 fracciones de 1 mL de la parte superior del gradiente (Shadan 

et al. 2004).  

El contenido de proteína de cada fracción se evaluó mediante el método micro Lowry 

modificado por Peterson (Peterson 1977). 
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Marcadores de balsas lipídicas 

Se realizó el método de dot blot con el marcador de balsas lipídicas GM1. Se 

depositaron 2 μL de cada fracción en membranas de nitrocelulosa y se secaron al aire; 

las membranas se bloquearon con leche en polvo sin ácidos grasos al 5% (p/v) en 

solución salina amortiguadora Tris-Tween 20 (TBST) conteniendo 10 mM Tris/HCl, pH 

7.5, 100 mM NaCl y Tween 20 al 0.1% (p/v). Se bloquearon durante 1 hora y se 

incubaron con Subunidad B de enterotoxina del cólera (CTxB) conjugada con 

peroxidasa de rábano (HRP) durante 1 h (Nixon et al 2011). Para visualizar GM1, 

utilizamos un ensayo de quimioluminiscencia (Immobilon ™ Western, Millipore 

Corporation, Billerica, MA 01821, EE. UU.) y detectamos la señal con un sistema de 

imágenes (KODAK Gel Logic 1500 Imaging System, EE. UU.). 

Con el fin de detectar los marcadores de balsas lipídicas caveolina y flotilina, se 

realizaron Western blots tomando cantidades iguales de proteína (20 µg). Las 

muestras se analizaron mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras y las 

proteínas se sometieron a electrotransferencia en una membrana de nitrocelulosa 

(Amersham Protran Supported 0.45 μm NC, GE Healthcare) durante 2 h a 200 mA y 

se tiñeron con rojo Ponceau para visualizar las bandas, el cual se retiró con TBST. 

Para la incubación con los anticuerpos, las membranas se saturaron primero durante 

45 min con leche en polvo sin ácidos grasos al 5% (p/v) en solución salina 

amortiguadora TBST (15 mM Tris/HCl, pH 8, 140 mM NaCl y 0.05% (v/v) Tween 20). 

Se utilizaron los siguientes anticuerpos: policlonal de conejo anti-flotilina-1 (sc-25,506, 

Santa Cruz Biotechnology, 1:2000) y monoclonal de ratón anticaveolina-1 (sc-70,516, 

Santa Cruz Biotechnology, 1:2000). Las membranas se incubaron con los anticuerpos 
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durante toda la noche a 4 °C, se lavaron 3 veces con TBST durante 10 min y se 

incubaron con el anticuerpo secundario apropiado durante una hora (anticuerpo anti 

IgG de ratón acoplado a HRP, o anticuerpo anti IgG de conejo acoplado a HRP, GE 

Healthcare, 1: 10,000). Finalmente, se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno y la 

detección se realizó por quimioluminiscencia (ECL Prime, GE Healthcare). 

Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS y medio 

reductor (SDS-PAGE) 

Las proteínas fueron cuantificadas utilizando Micro-BCA Protein Assay kit (Thermo 

Scientific), en el cual la absorbancia se leyó a 595 nm en un lector de microplacas. 

Para el análisis electroforético de proteínas se utilizaron veinte microgramos de 

muestra para cada condición (Laemmli 1970): proteína total de espermatozoides no 

capacitados (PTNC), proteína total de espermatozoides capacitados (PTC), proteínas 

de balsa (PR) de NC (PRNC), PR de C (PRC) y PR de criopreservados (PRCr). 

Primeramente, se precipitó la proteína con ácido tricloroacético a una concentración 

final del 10% (a 4°C) y se lavó con acetona al 100% (a 4°C). Las proteínas se 

prepararon calentando las muestras por 4 min a 100C (2 veces) en el amortiguador 

de muestra de Laemmli, seguido de centrifugación a 3000 x g por 30 segundos. Las 

proteínas reducidas se separaron en una dimensión, en geles al 12.5% de 

poliacrilamida en presencia de SDS (PAGE-SDS). Se corrieron dos geles en paralelo, 

uno fue visualizado con tinción de nitrato de plata o 0.1% de Azul de Coomassie R-

250 (Morrissey 1981), y el otro fue transferido a membrana de nitrocelulosa por 

electrotransferencia (Immobilon, Millipore, Bedford, MA) para el Western blot. Se 
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procesaron las muestras necesarias para obtener resultados repetitivos, con al menos 

cinco geles de buena calidad, de cada condición de estudio. 

Identificación de los residuos de carbohidratos 

Para determinar los residuos de carbohidratos asociados a proteínas de balsas 

lipídicas, se realizó Western blot empleando un kit diferencial de lectinas conjugadas 

con digoxigenina (DIG) (Glycan Differetiation Kit, RocheTM, Mannheim, Germany) 

(Vercoutter-Edouart et al. 2008). 

Las lectinas utilizadas fueron:  

a) Aglutinina de cacahuate (PNA, 100 μg/mL, dilución 1:100), que reconoce el 

disacárido Gal (β1-3) N-acetilgalactosamina (GalNAc) del núcleo de O-glicanos. 

b) Aglutinina de Sambucus nigra (SNA, 0.25 μg/mL, dilución 1:4,000) que reconoce 

ácido siálico (NeuAc) unido a galactosa (Gal) vía α2–6, y NeuAc unido a GalNAc vía 

α2–6, que son principalmente O-glicanos. 

c) Aglutinina Galanthus nivalis (GNA, 0.25 μg/mL, dilución 1:4,000) reconoce manosa 

(Man) terminal unido a Man vía α1–3 o α1–6, de N-glicanos. 

d) Aglutinina Datura stramonium (DSA, 0.25 μg/mL, dilución 1:4,000) reconoce Gal β1-

4 N-acetilglucosamina (GlcNAc), en N-glicanos de tipo complejo e híbrido.  

Como controles positivos y negativos se usaron 5 μg de fetuina (Ft), asialofetuina (Aft), 

transferrina (Tf) y carboxypeptidasa Y (CPY), provenientes del mismo kit (Roche™, 

Mannheim, Germany). 

Se bloqueó con polivinilpirrolidona (PVP) K30 al 2% (p/v) en TBST (15 mM Tris/KCl pH 

8.0, 140 mM NaCl), 0.1% (v/v) Tween 20) y se incubó toda la noche a 4 ºC con las 

lectinas. Las membranas se lavaron tres veces con TBST y se incubó con anticuerpo 
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policlonal anti-digoxigenina conjugado a HRP (30 mU/mL) (Roche Life Sciences) 

durante dos horas a una dilución 1:5,000 en TBST. Posteriormente se lavaron 5 veces 

las membranas con TBST y se procedió a revelar mediante quimioluminiscencia 

(ImmobilonTM Western, Millipore Corporation, Billerica, MA 01821 U.S.A.) en films 

fotográficos (Kodak Biomax Film) en un cuarto oscuro. 

Las mediciones de densitometría se realizaron utilizando el software ImageJ (NCBI, 

EE.UU.) (Schneider et al, 2012). La densidad óptica (DO) se determinó y se normalizó 

frente a la DO de todo el carril de proteínas de PRC o PRNC teñidas con rojo de 

Ponceau (Romero-Calvo et al. 2010). Estos resultados son representativos de cinco 

réplicas independientes. 

Determinación de la secuencia de aminoácidos de las proteínas obtenidas 

mediante espectrometría de masas en tándem  

Las PRNC y PRC se separaron mediante SDS-PAGE en geles al 12.5%; se utilizaron 

150 µg de cada condición de muestra. Las bandas de proteína que dieron señal con 

las 4 lectinas se cortaron, destiñeron, redujeron y alquilaron antes de la digestión con 

tripsina. Los péptidos se analizaron en un espectrómetro de masas de trampa de iones 

(LCQ Deca XP +, Thermo electron, San José, CA) equipado con una fuente de iones 

de nano electropulverización acoplada a un aparato de cromatografía líquida de alta 

presión de nanoflujo (LC Packings Dionex, Amsterdam, Países Bajos) (Gurcel et al. 

2008).  

La búsqueda en las bases de datos y la identificaron las proteínas se realizó para los 

espectros de masas en tándem (MS/MS) utilizando el software Mascot 

(http://www.matrixscience.com) y los siguientes parámetros: “otro mamífero” como 
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taxonomía, tolerancia de 60 ppm para la masa de iones parentales y 60 uma para los 

iones de fragmentación, se permitió una escisión perdida y carbamidometilación de 

cisteína y oxidación de metionina como posibles modificaciones. Solo se tomaron en 

consideración las proteínas candidatas con una puntuación Mascot significativa 

(umbral de significación para la candidata <0.05 utilizando el método de puntuación 

MudPIT). Estos experimentos se realizaron en el en el laboratorio de Glicómica y 

Proteómica Funcionales de la Universidad de Lille, Francia. 

Distribución de balsas lipídicas de la membrana plasmática de los 

espermatozoides 

Se realizó un análisis con fluorescencia para determinar la distribución de balsas 

lipídicas de espermatozoides no capacitados, capacitados y criopreservados, 

mediante el uso de CTX-FITC, debido a que se une con una alta afinidad al gangliósido 

GM1, el cual es un marcador de balsas lipídicas. Las muestras se incubaron con CTX-

FITC (70 µg/ml) durante 30 minutos a temperatura ambiente en obscuridad. Después, 

los espermatozoides se fijaron con paraformaldehido al 4% a temperatura ambiente 

durante 10 minutos. Se realizaron 2 lavados con PBS. En un portaobjetos se mezclaron 

10 µL de la muestra y 5 µL de DABCO (1,4-diaza,2,2,2-biciclo-octano) para atenuar el 

desvanecimiento de la fluorescencia. 

Las muestras se analizaron en un microscopio de epifluorescencia Axiostar plus, 

ZEISS®, a una longitud de onda de 495 nm excitación y 525 nm emisión, a 400 

aumentos. Se contaron 200 espermatozoides de cada condición y se analizaron los 

diferentes patrones de fluorescencia (Colas 2013). 
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Cuantificación de colesterol de la membrana plasmática de los 

espermatozoides 

Se utilizó el reactivo Amplex® Red (10-acetil-3,7-dihidroxifenoxacina) para detectar la 

actividad de peroxidasa o de peróxido de hidrógeno (H2O2). Este reactivo, en 

combinación con la peroxidasa de rábano (HRP), se usa para detectar el H2O2 liberado 

de las células o generado en reactivos acoplados con enzimas. Se puede utilizar como 

ensayo ultrasensible de la actividad peroxidasa cuando hay un exceso de H2O2. En 

presencia de la peroxidasa, el reactivo Amplex® Red reacciona con H2O2 en una 

estequiometria 1:1 y se crea un producto de oxidación rojo fluorescente llamado 

resorufina, el cual tiene unos niveles de excitación y emisión de 571 nm y 585 nm, 

respectivamente. Dado que el coeficiente de extinción es alto (58.000 ± 5.000 cm–1M–

1), se puede realizar el ensayo mediante fluorimetría o espectrofotometría. Esta 

reacción se ha utilizado para detectar un mínimo de 10 picomoles de H2O2 en un 

volumen de 100 µl o en 1 x 10–5 U/ml de HRP. La preparación de soluciones y 

metodología se realizaron de acuerdo con las especificaciones del fabricante, para lo 

cual se realizó una curva estándar de colesterol con concentraciones crecientes (0, 2, 

4, 6, 8 µg/ml, n=3). 

Las muestras se diluyeron con el amortiguador (0.5 M fosfato de potasio pH 7.4, 0.25M 

NaCl, 25 mM ácido clorhídrico, 0.5% Tritón X-100) manteniendo la concentración a 5 

x 106 espermatozoides/mL. Se utilizó una dilución 1:100. 

Se colocaron 50 µL de las muestras de espermatozoides (sobrenadante), en una 

microplaca de 96 pozos, se utilizó H2O2 10 µM como control positivo y amortiguador 

como negativo. La curva estándar se realizó por triplicado. En cada pozo se colocaron 
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50 µL de Amplex Red (2 U/mL HRP, 2 U/mL colesterol oxidasa, y 0.2 U/mL colesterol 

esterasa, diluido en amortiguador) 300 μM. Las muestras se incubaron por 1h a 37°C 

en obscuridad. La fluorescencia se determinó mediante un espectrofluorímetro DTX 

880 multimodal, a una longitud de onda de 530-560 nm excitación y 590 nm de emisión. 

A partir de los valores de fluorescencia obtenida, se calculó la concentración de 

colesterol en µg/mL, a partir de la curva estándar. 

Análisis estadístico 

Medición de colesterol: se calcularon las medias y se obtuvo su desviación estándar. 

Para comparar las medias de los valores de cuantificación de colesterol, se realizó una 

prueba de Kruskal-Wallis. Para los patrones de fluorescencia se utilizó la prueba “U” 

de Mann-Withney, aplicada a dos muestras independientes. 

Los datos obtenidos con las lectinas se analizaron con la prueba t de Student utilizando 

el software NCSS 2007, y las diferencias se consideraron significativas cuando P 

<0.05. 
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Resultados 

Muestras de semen y capacitación  

En este trabajo se analizaron los espermatozoides de 10 cerdos clínicamente sanos. 

Se realizó la evaluación básica de las muestras y se trabajó con las que tuvieron una 

viabilidad mayor del 90%, movilidad mayor del 80%, concentración de al menos 

100 x106, y porcentaje de anormalidades morfológicas menor a 10 (Fig. 5). Se realizó 

la técnica de capacitación de espermatozoides y se obtuvo un porcentaje adecuado 

de capacitación, el cual fue del 84.5% ± 2.04. 

 

 

 

Figura 5. Espermatozoides de cerdo teñidos con eosina-nigrosina. Los 

espermatozoides vivos no presentan tinción, por el contrario, los que están muertos se 

encuentran teñidos de color rojo. 1000 aumentos, microscopio óptico Carl Zeiss. 

Criopreservación de espermatozoides  

Después de realizar el proceso de criopreservación, se procedió a descongelar las 

muestras de semen de cerdo, siguiendo el protocolo descrito en el presente trabajo. 

Se obtuvo después de la descongelación una viabilidad del 40% y movilidad del 20%. 
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Con respecto a los cambios que observamos en las glicoproteínas presentes en balsas 

lipídicas, tenemos lo siguiente. 

En los ensayos de proteínas, cuando se evaluaron las tres condiciones, se pudo 

observar que el patrón electroforético de las bandas de proteínas totales se mantuvo 

sin cambios importantes. Sin embargo, en cuanto a las proteínas de balsas lipídicas, 

el cambio fue más evidente con PRC, ya que se aprecia un aumento de intensidad 

para las bandas de 64, 45, 36, 34 y 26 kDa, comparadas con las de PRNC y PRCr, en 

esta última condición se observó pérdida de algunas bandas, como es el caso de las 

de 64 y 45 kDa (Fig. 6). 

 

Figura 6. SDS-PAGE de proteínas de espermatozoides de cerdo teñidas con plata. El 

cambio es más evidente con PRC, ya que se aprecia un aumento de intensidad para 

las bandas 64, 45, 36, 34 y 26 kDa, señaladas por flechas y una pérdida de las bandas 

de 64 y 45 kDa en PRCr. PTNC = proteína total de espermatozoides no capacitados, 

PTC= proteína total de espermatozoides capacitados, PTCr = proteína total de 

espermatozoides criopreservados, PRNC = proteínas de balsas de espermatozoides 

no capacitados, PRC = proteínas de balsas de espermatozoides capacitados, PRCr = 



36 
 

proteínas de balsas de espermatozoides criopreservados.  Los pesos moleculares se 

indican en kDa. Cada SDS-PAGE se replicó al menos tres veces con distintas 

muestras de eyaculado. 

Al realizar el western blot con lectinas o lectin blot, observamos que hay pérdida de 

glicoproteínas después de la criopreservación. En el ensayo con la lectina PNA 

(Aglutinina de cacahuate, que reconoce al disacárido Gal (β1-3) N-acetilgalactosamina 

(GalNAc) del núcleo de O-glicanos) se observó una disminución en la señal con esta 

lectina en la banda de 145 kDa tanto en PRNC y RPCr. Con SNA (Aglutinina de 

Sambucus nigra, que reconoce ácido siálico (NeuAc) unido a galactosa (Gal) vía α2–

6, y NeuAc unido a GalNAc vía α2–6, principalmente en O-glicanos) se observaron 3 

bandas, 79, 59 y 24 kDa, que mostraron mayor intensidad en la señal con esta lectina 

en PRC y una notable disminución en RPCr en la banda de 79 kDa; para las bandas 

de 59 y 24 kDa la señal fue menor tanto en PRNC como para RPCr.  

En el caso de GNA (Aglutinina Galanthus nivalis, que reconoce manosa (Man) terminal 

unido a Man vía α1–3 o α1–6, en N-glicanos) hay una banda de 45 kDa en PRC que 

muestra mayor señal comparada con PRNC y PRCr. Finalmente, al utilizar la lectina 

DSA (Aglutinina Datura stramonium, que reconoce Gal β1-4 N-acetilglucosamina 

(GlcNAc), en N-glicanos de tipo complejo e híbrido) hubo varias bandas en PRCr que 

disminuyeron la señal con esta lectina, comparadas con PRNC y PRC, se observaron 

dos de elevada masa molecular, 145 y 120 kDa, así como otras de menor masa, de 

45, 36 y 34 kDa, que dieron muy poca señal (Fig. 7). 

 



37 
 

 

Figura 7. Ensayos con lectinas en glicoproteínas de espermatozoides de cerdo. 

A) PNA, se observó una disminución en la señal en la banda de 145 kDa en RPNC y 

RPCr. B) SNA, se observaron 3 bandas, 79, 59 y 24 kDa, con mayor intensidad, en 

RPC y una disminución en RPCr en la banda de 79 kDa, para las bandas de 59 y 24 

kDa la señal fue menor en RPNC y RPCr. C) GNA, la banda de 45 kDa en PRC, mostró 

mayor señal comparada con PRNC y PRCr. D) DSA, en PRCr disminuyó la señal en 

las bandas de 145, 120 kD, 45, 36 y 34 kDa. PTNC = proteína total de espermatozoides 

no capacitados, PTC= proteína total de espermatozoides capacitados, PTCr = proteína 

total de espermatozoides criopreservados, PRNC = proteínas de balsas de 

espermatozoides no capacitados, PRC = proteínas de balsas de espermatozoides 

capacitados, PRCr = proteínas de balsas de espermatozoides criopreservados. Se 

utilizaron como controles positivos o negativos: asialofetuína (Aft), fetuina (Ft), 

transferrina (Tf) y carboxipeptidasa Y (CPY) de acuerdo con la lectina y a las 

indicaciones del fabricante (5 µg). 

Se determinaron las densidades ópticas (DO) y encontramos diferencias significativas 

(p<0.05) en las bandas de 145, 120, 45, 36 y 34 kDa, evaluadas con DSA, al comparar 

PRNC y PRCr. En éstas mismas dos condiciones y con la lectina SNA, hubo diferencia 
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significativa para la banda de 79 kDa. Por otra parte, cuando se analizó la DO para 

comparar PRC y PRCr, hubo diferencias significativas en casi todas las bandas 

mencionadas: con DSA se aprecian en las bandas de 145, 120, 36 y 34 kDa; con PNA, 

en la banda de 145 kDa; con GNA en la banda de 45 kDa y con SNA en las bandas de 

79, 59 y 24 kDa (Tabla 2). 

 

Tabla 1. Cambios en glicoproteínas de balsas lipídicas de espermatozoides de cerdo 

mediante lectin blot 

  DO  DO  DO 

Mr (kDa) PRNC p PRCr p PRC 

  145kDa 0,021081368 0,008 ** 0,010431689 0,001 *** 0,023863729 

  120kDa 0,020745375 0,016 ** 0,006439983 0,005 *** 0,025569446 

DSA 45kDa * 0,007880369 0,005 ** 0,002325746 0,089 0,01313076 

          No diferencia  entre RPCr y RPC 

  36 kDa 0,043535445 0,049 ** 0,016730289 0,029 *** 0,052112922 

  34kDa 0,022350185 0,049 ** 0,00875866 0,011 *** 0,027752857 

PNA 145kDa 0,017516597 0,07 0,01489792 0,004 *** 0,021605969 

GNA 45kDa * 0,006013357 0,198 0,005398056 0,005 *** 0,025192492 

  79kDa * 0,024754182 0,043 ** 0,011749193 0,008 *** 0,035344274 

SNA 59kDa 0,004912651 0,096 0,004145614 0,001 *** 0,015056102 

  24kDa * 0,013316966 0,29 0,014154733 0,009 *** 0,039540804 

La masa relativa (Mr) se determinó usando el software Quantity One 4.6.8, con 

marcadores de masa molecular y los valores de densidad óptica (DO) usando ImageJ 

(se muestran los valores promedio). Las diferencias significativas, entre parejas, se 

obtuvieron mediante una prueba de t (p< 0.05), * RPNC y RPC, ** RPNC y RPCr, *** 

RPCr y RPC. Mr = Masa molecular relativa. PRPNC = Proteínas de rafts de 

espermatozoides no capacitados. PRPC = Proteínas de rafts de espermatozoides 

capacitados. Estos resultados son representativos de cinco réplicas independientes de 

cada condición de muestra. 
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Balsas lipídicas de espermatozoides de cerdo 

Se realizó la extracción de proteína de espermatozoides y se procedió a la obtención 

de balsas lipídicas de espermatozoides no capacitados, capacitados y criopreservados 

(Cr). Se observó en cada tubo de ultracentrífuga, una región blanquecina, opalescente 

en la región que se encuentra entre la densidad del 5 y 35 % del gradiente (fracciones 

3-4) (Fig.8). 

 

 

Figura 8. Gradiente de sacarosa. Entre la interfase del gradiente del 5 y 35 % se 

distingue una región blanquecina, la cual se colectó en las fracciones 4 y 5, que 

corresponden a balsas lipídicas. 

La cantidad de proteína total obtenida tras la extracción fue de 1.72 ± 0.23 µg/106 de 

espermatozoides no capacitados (PTNC) y de 1.13 ± 0.11 µg/106 de espermatozoides 

capacitados (PTC). Después de la ultracentrifugación se obtuvieron satisfactoriamente 

12 fracciones del gradiente de sacarosa (1 mL de cada una).  
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Con el fin de verificar la obtención de balsas lipídicas, se realizó un dot blot para 

determinar la presencia de GM1 (un marcador específico establecido para balsas 

lipídicas), se observó una señal en las fracciones 3 y 4 (Fig. 9A) en ambas condiciones, 

PTC y PTNC, correspondiente a la fracción DRM que apareció como una banda 

opalescente en la fracción de baja densidad del gradiente. Se observó asimismo una 

señal en PTNC y PTC en el homogeneizado de células de cerebro de rata (control 

positivo), pero ninguna señal para albumina de suero bovino (control negativo). Los 

resultados son representativos de tres réplicas independientes de cada condición de 

muestra de diferentes eyaculados. 

Obtuvimos 0.27 ± 0.1 μg/106 espermatozoides de proteína de PRNC y 0.32 ± 0.02 

μg/106 de PRC. Estas fracciones fueron analizadas para la inmunodetección de otros 

marcadores de DRM ya bien establecidos: caveolina-1 y flotilina-1. Estas dos proteínas 

se detectaron en las muestras de proteína enriquecida por balsas lipídicas (PRNC y 

PRC) y proteínas totales (PTNC y PTC) de los espermatozoides tanto no capacitados 

y capacitados (Fig. 9B). Las proteínas de las fracciones 5-12 no estuvieron asociadas 

con GM1, y no se detectó proteína alguna en las fracciones 1 y 2. 
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Figura 9. A. Dot-blot para GM1. Se detectó GM1 en el extracto total de 

espermatozoides capacitados (PTC), extracto total de no capacitados (PTNC), y en las 

fracciones 3 y/o 4. (-) Albúmina de suero bovino (control negativo); (+) homogeneizado 

de células de cerebro de rata (control positivo). Se muestra una imagen representativa 

de tres experimentos independientes; cada uno se realizó en espermatozoides 

capacitados (C) y no capacitados (NC). B. Detección por transferencia de Western de 

Caveolina-1 (Cav 1) y flotilina-1 (Flot-1), que se encuentran en las proteínas de balsas 

lipídicas de los espermatozoides NC (PRNC) y C (PRC), colectadas en las fracciones 

3 y/o 4, la proteína total de NC (PTNC) y C espermatozoides (PTC). Los marcadores 

de masa molecular se indican en kDa. 

Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

De todas las fracciones de balsas lipídicas tanto de espermatozoides capacitados 

(PRC), no capacitados (PRNC) y criopreservados (PRCr), se realizaron electroforesis 

unidimensionales (SDS-PAGE) y el patrón de bandas fue constante. En los primeros 

ensayos se puede apreciar cierta diferencia en las bandas, pero es debida a la cantidad 
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de proteína que se cargó en cada fracción ya que no siempre las proteínas de balsas 

lipídicas se colectaron de la misma fracción (a veces fue en la fracción 3, 4, y/o 5). 

Después de varias repeticiones se logró que el patrón de bandeo fuera reproducible. 

Durante la estancia en el Laboratorio de Glicobiología Estructural y Funcional de la 

Universidad de Lille 1, Francia, se realizaron SDS-PAGE con geles grandes de 

gradiente de 7.5 a 12.5 % y 15 % con la finalidad de lograr una mejor separación de 

las bandas de proteínas, para después recortarlas, decolorarlas, realizar la digestión 

tríptica, obtener los péptidos y mandarlos a analizar al espectro de masas. 

Las proteínas de los espermatozoides fueron analizadas por SDS-PAGE y tinción de 

plata, encontrando las bandas con Mr en el rango de 250-15 kDa en todas las 

condiciones. Se realizó cada análisis SDS-PAGE al menos tres veces con distintas 

muestras de eyaculados. En las extracciones de PT observamos cambios mínimos 

después de la capacitación, indicando que este proceso no afecta el perfil global de 

las proteínas (Fig. 10, izquierda.). En contraste, en las extracciones de PR, notamos 

que después de la capacitación, se incrementó la intensidad de varias bandas (~80, 

70, 65, 48, 40, 36-34 y 28 kDa, marcadas con flechas con líneas punteadas), mientras 

que la intensidad de otras bandas decreció (en las bandas de ~74, 23 y 15 kDa, 

marcadas con flechas con líneas continuas) (Fig. 10, derecha). 

 



43 
 

 

Figura 10. SDS-PAGE y análisis densitométrico de proteínas de espermatozoides de 

cerdo teñidas con plata correspondiente a proteínas totales (PT) de espermatozoides 

no capacitados (NC) y capacitados (C) (panel izquierdo) y proteínas de rafts (PR) de 

espermatozoides C y NC (panel derecho). Cada SDS-PAGE se replicó al menos tres 

veces con distintas muestras de eyaculado. En las extracciones de PR, la capacitación 

indujo un aumento de intensidad para las bandas ~ 80, 70, 65, 48, 40, 36-34 kDa 

(flechas con líneas de punteadas) y una disminución de la intensidad para las bandas 

~ 74, 23 y 15 kDa (flechas con línea continua, gruesa y corta). 

Identificación de los residuos de carbohidratos 

Con el fin de determinar si las proteínas obtenidas de las balsas lipídicas están 

glicosiladas, se realizaron ensayos de western blot con lectina. Se realizó la tinción 

con rojo Ponceau de membranas de nitrocelulosa antes de realizar los ensayos de 

western blot con lectina y se confirmó que la carga de proteína fue igual en todos los 

carriles (Fig. 11). Utilizamos las lectinas PNA y SNA para identificar a los carbohidratos 

O-glicanos, y GNA y DSA para los N-glicanos (Fig. 12). Cada ensayo fue replicado al 

menos cinco veces con distintos eyaculados. Se muestran los datos representativos. 

Se usaron controles positivo y negativo con cada lectina para confirmar la especificidad 
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de la señal. Para cada ensayo medimos la densidad óptica de las bandas para 

determinar el cambio en la señal entre las dos condiciones (PRNC y PRC); se 

realizaron al menos cinco experimentos independientes (P<0.05).  

En la tabla 2 se muestra la cuantificación de los cambios de glicosilación detectados 

en las glicoproteínas de las balsas lipídicas de los espermatozoides porcinos después 

de la capacitación. 

Observamos cambios mayores de glicosilación en una proteína de bajo peso molecular 

(15 kDa) que mostró una señal muy fuerte con todas las lectinas en la muestra de 

RPNC, pero que desapareció o disminuyó marcadamente (de 0 a -31 veces) después 

de la capacitación (PRC) (Fig. 12, Tabla 2). La detección del núcleo de O-glicano con 

PNA no mostró cambios significativos, salvo por una banda de 18 kDa que aumentó 

significativamente en casi 3.8 veces después de la capacitación. Esta banda sólo fue 

detectada con PNA, lo que sugiere que la(s) cadena(s) de O-glicanos de estas 

glicoproteínas quizá no estén sialiladas mediante unión vía 2,6 ya que no hubo 

reconocimiento con SNA (Fig. 12A-B, Tabla 2). En contraste, sí hubo una fuerte señal 

con SNA, específicamente en las bandas con pesos moleculares aparentes de 100, 

79, 64 y 26-24 kDa en PRC, comparado con PRNC (un aumento de 2.6 a 20 veces), 

mientras que la banda en 36 kDa decreció significativamente (-2.3 veces) (Fig. 12B, 

Tabla 2).  

La señal de otras glicoproteínas de balsas lipídicas que contienen residuos de 

oligomanosa, detectada con GNA, disminuyó significativamente después de la 

capacitación en las bandas de 45, 36 y 34 kDa (de -1.3 a -6.7 veces), aunque aumentó 

también significativamente (1.3 veces) en la banda de 64 kDa (Fig. 12C, Tabla 2). 
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Finalmente, con la lectina DSA que reconoce Gal1-4GlcNAc en N-glicanos de tipo 

complejo e híbrido, observamos que la mayoría de las bandas decrecieron después 

de la capacitación, mostrando una diferencia significativa en la banda de 30 kDa (-4.6 

veces) (Fig. 12D, Tabla 2). Estos resultados indican que los patrones de la N-

glicosilación y/o O-glicosilación son modificados fuertemente durante el proceso de 

capacitación. 
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Figura 11. Se realizó la tinción con rojo Ponceau de membranas de nitrocelulosa antes 

de realizar los ensayos de transferencia de lectina y se confirmó que la carga de 

proteína fue igual en todos los carriles. Utilizamos las lectinas PNA y SNA para 

identificar a los carbohidratos O-glicanos, y GNA y DSA para los N-glicanos. 

  

RPNC RPC Aft Ft

PNAA

RPNC RPC Tf CPY

250
130
100

70

55

35

25

15

SNA

RPNC RPC CPY Tf

GNA

RPNC RPC Ft CPY

DSA

B

C D

250

130

100
70

55

35

250
130

100
70

55

35

25

250
130
100

70

55

35

25

15

25

15



47 
 

 

Figura 12. Detección de glicoproteínas de balsas lipídicas de espermatozoides de 

cerdo mediante western blot con lectina. PNA (A), SNA (B), GNA (C) o DSA (D). Todos 

los cambios significativos (p <0.05) observados después de la capacitación se indican 

con flechas. Se utilizaron asialofetuína (Aft), fetuina (Ft), transferrina (Tf) y 

carboxipeptidasa Y (CPY) como controles positivos o negativos según la lectina y 
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según las indicaciones del fabricante (5 µg). RPNC = proteínas en balsa de 

espermatozoides no capacitados, RPC = proteínas en balsa de espermatozoides 

capacitados. Los pesos moleculares se indican en kDa. Se muestran fotografías 

representativas de cinco experimentos independientes. La densidad óptica (DO) se 

determinó y se normalizó frente a la DO de la migración de las proteínas totales de 

RPC o RCNP teñidas con la tinción de rojo Ponceau (Romero-Calvo et al. 2010). 
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Tabla 2. Cambios en la glicosilación de proteínas en balsas lipídicas de 

espermatozoides de cerdo, basados en análisis de blot con lectinas.   

 
OD 

Mr 

(kDa) 

PNA (Gal) SNA (NeuAc) GNA (Man) DSA (GlcNAc) 

 
RPNC  

RP

C 
FC RPNC  RPC  FC RPNC  RPC FC RPNC RPC 

FC 

145       0.04

9 

0.047 
-1 

   

120 0.036 0.0

57 
+1.6 

   0.06

1 

0.050 
-1.2 

0.07

5 

0.052 
-1.4 

110   
 

     
 

0.06

2 

0.048 
-1.3 

79 0.034 0.0

61 
+1.8 

0.02

1 

0.054

* 
+2.6 

0.07

8 

0.067 
-1.2 

  
 

64   
 

0.01

2 

0.089

* 
+7.4 

0.02

5 

0.032

* 
+1.3 

0.06

1 

0.050 
-1.2 

59 0.023 0.0

42 
+1.8 
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0.20

5 

0.094

* 
-2.2 

0.07

6 

0.054

* 
-1.4 

36    0.04

3 

0.019

* 
-2.3 

0.05

8 

0.043

* 
-1.3 

0.12

0 

0.108 
-1.1 

34      
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* 
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4 
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* 
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Se determinó la masa molecular (Mr) usando el software Quantity One 4.6.8 con 

marcadores de masa molecular y valores de densidad óptica (DO) determinados 

usando ImageJ (se muestran los valores promedio). Se obtuvieron diferencias 

significativas (*) entre PRNC y PRC utilizando una prueba t (P <0.05). El cambio de 

veces (FC) se calculó en relación con los valores de PRNC. Mr = Masa molecular 

relativa. PRNC = Proteínas de rafts de espermatozoides no capacitados. PRC = 

Proteínas de rafts de espermatozoides capacitados. Estos resultados son 

representativos de cinco réplicas independientes de cada condición de muestra. 

 

Determinación de la secuencia de aminoácidos de las proteínas obtenidas 

mediante espectrometría de masas en tándem 

Las bandas de proteínas de espermatozoides de cerdo NC o C, que presentaron buena 

resolución y que mostraron modificaciones significativas en su contenido de 

glicosilación después de la capacitación y criopreservación, fueron analizadas por 

espectrometría de masas. Las bandas de interés tuvieron una masa molecular 
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aparente de 64, 45, 36, 34, 24, 18 y 15 kDa. Estos resultados son representativos de 

cinco diferentes experimentos de cada condición de la muestra. 

Se encontraron 7 bandas en las balsas lipídicas de espermatozoides no capacitados, 

capacitados y criopreservados; éstas se secuenciaron y se identificaron 20 conocidas 

o potenciales glicoproteínas (Tabla 3). Entre ellas, 9 son potencialmente nuevas O- y/o 

N-glicoproteínas en espermatozoides de cerdo: Molécula de adhesión espermática-1 

(SPAM-1), enzima convertidora de angiotensina testicular (tACE), proteína-5 

conteniendo dominio desintegrina y metaloproteasa (ADAM5), proteína de unión a 

acrosina (ACRBP), precursor del inhibidor de la movilidad espermática del plasma 

seminal (SPMI), proteína-1 asociada a la membrana del acrosoma espermático 

(SPACA 1), proteína del plasma seminal pB1, espermadhesina AWN (AWN) y 

proteína-4 conteniendo dominio Ly6/PLAUR (LYPD4). Identificamos 5 proteínas cuyos 

sitios de glicosilación ya han sido reportados en cerdo: Lactadherina (MFGE8), 

acrosina (ACR), proteína-1 de unión a la zona pelúcida (ZPBP1), proteína de unión a 

carbohidratos AQN-3 (AQN-3) y glicoproteína principal del plasma seminal PSP-I 

(PSP-I). Todas ellas participan en el proceso de fertilización excepto LYPD4 quien 

tiene una función desconocida. 

En el presente trabajo, también se encontraron seis proteínas que no pertenecen a la 

membrana plasmática: Proteína-60 de choque térmico (HSP60), peroxiredoxina-5 

(PRDX5), fosfoglicerato cinasa-2 específica de testículo (PGK2), subunidad beta de 

succinil-CoA ligasa (SUCLA2), malato deshidrogenasa-1 (MDH1) y adenilato cinasa 

isoenzima-1 (AK1). 
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Entre las conocidas o potenciales glicoproteínas, para diez de ellas, ésta es la primera 

vez que se describe su asociación con balsas lipídicas de espermatozoides (ADAM5, 

SPMI, SPACA 1, proteína del plasma seminal pB1, PSP-I, MFGE8, tACE, PGK2, 

SUCLA2 y MDH1). Además, LYDP4, SPAM-1, HSP60, ZPBP1 y AK1 han sido 

reportadas en balsas lipídicas de espermatozoides de ratón y humano, pero no en 

espermatozoides de cerdo. Hemos encontrado y confirmado la presencia de ACR, 

AWN, ACRBP, AQN3 y PRDX5 en balsas lipídicas de espermatozoides de cerdo. 
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Tabla 3. Identificación de proteínas de balsas lipídicas de espermatozoides de cerdo no capacitados, capacitados y 

criopreservados.  

Banda Gen Proteína 
MW 

(Da) 

Número de acceso 

Banco de genes/Uniprot 

Puntuación 

(péptidos 

secuenciados) 

Función 

N-glicosilación 

En 

espermatozoides 

de cerdo 

p64  SPAM-1 Molécula de 

adhesión de 

espermatozoides 

1 

56004 NP_999176.1 /Q8MI02 421 (29) Hialuronidasa (Primakoff 

et al. 1985, Day et al. 

2002). 

 

Desconocido 

* MFGE8 Lactadherina  47819 NP_001116456.1 

/P79385 

259 (21) Remodelación de 

membrana y/o como 

proteína de unión a ZP 

(Ensslin et al. 1998). 

 

Asn 41, Asn 372 

  HSP60 Proteína de 

choque térmico 

de 60 kDa, 

mitocondrial  

 

61002 NP_001241645.1 

/G9F6X6 

269 (17) Chaperona (Zhu et al. 

2009) 

Desconocido 

* tACE Enzima 

convertidora de 

angiotensina 

testicular 

  

84746 NP_001028187 /Q4ACT8 190 (15) Proteasa. Transporte 

dentro de los oviductos y 

en unión a ZP (Hagaman 

et al. 1998) 

Desconocido 



54 
 

p45  MFGE8 Lactadherina  47819 NP_001116456 /P79385 776 (79)   

 ACR Acrosina  45358 AAA31131 /P08001 343 (27) Proteasa principal de 

espermatozoides. 

Propiedades de afinidad a 

carbohidratos y ZP 

(Topfer-Petersen y 

Henschen 1987) 

Asn 19, Asn 208  

* PGK2 Fosfoglicerato 

cinasa específica 

de testículo 

 

44817 AAR89550.1 /Q6RI85 318 (31) Vía metabólica de la 

glucólisis (Chen et al. 

2004). 

Desconocido 

*SUCLA2 Succinil-CoA 

ligasa subunidad 

beta, 

mitocondrial 

 

50272 XP_003131022.1 

/O97580 

216 (14) Vía metabólica del ciclo del 

ácido tricarboxílico 

(Johnson et al. 1998). 

Desconocido 

* ADAM5 Proteína 5 que 

contiene 

dominios de 

desintegrina y 

metaloproteasa  

45167 BAJ76671.1 /E7FM66 199 (15) Participa en la actividad de 

unión a carbohidratos de 

los espermatozoides (Mori 

et al. 2011). 

Desconocido 

p36  MFGE8 Lactadherina  45695 NP_001116456.1/P79385 671 (41)   

* MDH1 Malato 

deshidrogenasa 

citoplasmática 

35573 1MLD_A /P11708 318 (12) Participa en el 

componente citosólico de 

la lanzadera malato-

Desconocido 
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 aspartato (Chapman et al. 

1999) 

 ZPBP1 Proteína 1 de 

unión a ZP 

39598 Q29108.1 /Q29108  

 

311 (15) Vinculado a la familia de 

90 kDa de ZP (Mori et al. 

1995) 

Asn 113, Asn 186, 

Asn 339  

 ACR Acrosina  45332 AAA31131 /P08001 

 

289 (16)   

p34  MFGE8 Lactadherina  47819 NP_001116456.1 

/P79385 

275 (30)   

 LYPD4 Proteína 4 que 

contiene el 

dominio 

Ly6/PLAUR  

26613 NP_001182280.1 

/D3K5J4 

222 (18) Componente de anclaje de 

la membrana. Función 

desconocida. 

 

Desconocido 

 ACRBP Proteína de 

unión a acrosina 

60501 Q29016.1 /Q29016 205 (13) Se une a proacrosina. 

Puede estar implicado en 

el empaquetamiento y 

condensación del 

zimógeno de acrosina en 

la matriz acrosomal (Baba 

et al. 1994) 

 

Desconocido 

* SPMI Inhibidor de la 

movilidad 

espermática del 

plasma seminal 

 

15025 NP_001026946.1 

/Q28920 

154 (15) Pertenece a la familia de 

las espermadhesinas 

(Haase et al. 2005) 

Sitio potencial de 

N-unión 36 
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*SPACA1 Proteína 1 

asociada a la 

membrana del 

acrosoma 

espermático  

 

32219 NP_001177176.1 

/D5K8A9 

138 (9) Puede estar involucrado 

en la fusión 

espermatozoide-ovocito 

(Fujihara et al. 2012). 

Desconocido  

p24  MFGE8 Lactadherina  45695 NP_001116456.1 

/P79385 

 

470 (25)   

 ZPBP1 Proteína 1 de 

unión a ZP  

39598 Q29108.1 /Q29108  

 

424 (17)   

 AK1 Adenilato cinasa 

isoenzima 1  

21625 P00571.1 /P00571 365 (18) Participa en la 

homeostasis de la energía 

celular y metabolismo de 

los nucleótidos de adenina 

(Fry et al. 1986) 

 

Desconocido 

p18  AQN3 Proteína de 

unión a 

carbohidratos 

AQN-3  

12876 P24020.1 /P24020 283 (18) Media la unión de los 

espermatozoides a los 

componentes de la ZP del 

óvulo mediante un 

mecanismo de unión a 

carbohidratos (Sanz et al. 

1991) 

Asn 50 

 AK1 Adenilato cinasa 

isoenzima 1  

21625  P00571.1 /P00571 264 (18)   
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* -- 
Proteína del 

plasma seminal 

pB1 

15362 P80964.2 /P80964 243 (10) Puede formar un complejo 

con la espermadhesina 

AQN-1 (Plucienniczak et 

al. 1999). 

Desconocido 

  ZPBP1 Proteína 1 de 

unión a ZP 

39598 Q29108.1 /Q29108  236 (12)   

* PSP-I Principal 

glicoproteína del 

plasma seminal 

PSP-I  

14491 NP_999002.1 /P35495 192 (5) Pertenece a la familia de 

las espermadhesinas. 

Desencadena el 

reclutamiento de células 

inmunes después del 

apareamiento (Rodriguez-

Martinez et al.) 

 

Asn 71  

p15 PRDX5 Peroxiredoxina-5 

mitocondrial  

17313 NP_999309.1 /Q9GLW8 386 (15) Actividad peroxidasa y 

antioxidante (Knoops et al. 

1999) 

 

Desconocido 

SPMI Inhibidor de la 

movilidad 

espermática del 

plasma seminal 

15025 NP_001026946.1 

/I7HJH6 

256 (24) Bloquea la motilidad de los 

espermatozoides 

reactivados- 

desmembranados e 

intactos (Iwamoto et al. 

1995) 

Desconocido 
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PSP-I Principal 

glicoproteína del 

plasma seminal 

PSP-I 

14491 NP_999002.1 /P35495 211 (8)   

AWN Espermadhesina 

AWN  

16891 CAI05910.1 /P26776 100 (8) Pertenece a la familia de 

las espermadhesinas. 

Media la unión de los 

espermatozoides de cerdo 

a ZP por un mecanismo de 

unión a carbohidratos 

(Sanz et al. 1992) 

Desconocido 

Los péptidos fueron analizados por espectrometría de masas en tándem y la identificación se realizó usando el software 

MASCOT. La función biológica, estatus de glicosilación y posición de los residuos N-glicosilados conocidos (Asn, 

Asparagina) de las proteínas identificadas, están reportadas de acuerdo con la base de datos de UniProt (www.uniprot.org). 

Da: Dalton. ZP: Zona pelúcida. * Proteínas de balsas lipídicas reportadas por primera vez en espermatozoides de cerdo. 

Estas bandas se encontraron en las balsas lipídicas de espermatozoides no capacitados, capacitados y criopreservados. 

 

http://www.uniprot.org/
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Determinación de la distribución de balsas lipídicas de la membrana 

plasmática de los espermatozoides 

Con el fin de poder determinar la distribución del GM1 acoplados a las balsas lipídicas 

de la membrana plasmática de espermatozoides no capacitados, capacitados y 

criopreservados, se marcaron con CTX-FITC durante 1 h. 

Al analizar las muestras de espermatozoides, se determinaron 5 diferentes patrones 

de distribución de la fluorescencia, los cuales se clasificaron de acuerdo con la región 

donde predominó la fluorescencia y son como sigue: 

Patrón A: espermatozoides con fluorescencia en la región del flagelo y cabeza. Patrón 

B: espermatozoides con fluorescencia intensa en la región de la cabeza y débil en el 

flagelo. Patrón B1: espermatozoides con fluorescencia en la región apical y post-

acrosomal, con un anillo semicircular que marca el límite anterior del segmento 

ecuatorial y una débil fluorescencia en el flagelo. Patrón C: espermatozoides que 

presentaron fluorescencia solo en la cabeza. Patrón D: fluorescencia en la región post-

acrosomal y pieza media (Fig. 13 y 14). 

Al realizar el análisis cuantitativo de cada patrón en cada grupo experimental se 

presentaron los siguientes porcentajes: Espermatozoides no capacitados que 

mostraron patrón A, 88.7 %; patrón B, 6.3 % y patrón C, 5 %. Para los espermatozoides 

capacitados: patrón A, 5.5 %; patrón B, 22.7 % y el patrón C, 71.8 %. Para los 

espermatozoides criopreservados, además de los patrones antes mencionados se 

observaron 2 patrones más (B1 y D) los porcentajes de los patrones fueron: patrón A, 
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57.8%; patrón B, 13.9 %; patrón B1, 1.7 %; patrón C, 17.1 % y patrón D, 9.5 % (Tabla 

4 y Fig. 14).  

 

Figura 13. Patrones de fluorescencia de CTX-FITC para GM1 en la membrana de 

espermatozoides de cerdo. A, fluorescencia en flagelo y cabeza. B, fluorescencia 

intensa en la cabeza y débil en el flagelo. B1, fluorescencia en la región apical y post 

acrosomal y débil en el flagelo (en criopreservados). C, fluorescencia sólo en la 

cabeza. D, fluorescencia en la región post acrosomal y pieza media (en 

criopreservados). Lado izquierdo de cada fotografía, observación en fluorescencia. 

Lado derecho, observación en campo claro. Se muestran los porcentajes de cada 

patrón. Las preparaciones se observaron a 100 x.   
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Tabla 4. Porcentaje de espermatozoides de cerdo de acuerdo con los patrones de 

fluorescencia con CTX-FITC. 

PATRÓN  NC C Cr 

A 88.7± 5.9 5.5 ± 0.2 57.8 ± 13.1 

B 6.3 ±5.7 22.7 ± 5.1 13.9 ± 13.9 

B1 0 0 1.7 ± 2.7 

C 5 ± 6.4 71.8 ± 5 17.1 ± 14.5 

D 0 0 9.5 ± 9.5 

Datos obtenidos en dos muestras independientes, se aplicó la prueba U de Mann-

Whitney. Se encontraron diferencias significativas al comparar el patrón de 

fluorescencia A de espermatozoides no capacitados con el de criopreservados 

(p<0.05). NC (no capacitados), C (capacitados) y Cr (criopreservados). 

 

 

Figura 14. Patrones de distribución de fluorescencia en espermatozoides no 

capacitados, capacitados y criopreservados. A: Flagelo y cabeza, B: Intensa en la 

cabeza, pero débil en el flagelo, B1: Región apical y post acrosomal, débil en el flagelo, 

C: sólo en la cabeza y D: en la región post-acrosomal y pieza intermedia. * diferencias 

significativas p<0.05.  
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Cuantificación de colesterol 

Después de realizar el análisis cuantitativo del colesterol de las muestras de 

espermatozoides y su sobrenadante, se obtuvieron los siguientes promedios: en los 

espermatozoides no capacitados 183.6 ± 15.2 µg/ml y en el plasma seminal 140.6 ± 

53.9 µg/ml. En el grupo de espermatozoides capacitados se encontró una mayor 

concentración de colesterol en el medio de capacitación (349.5 ± 25.3 µg/ml) respecto 

a la concentración encontrada en los espermatozoides (147.6 ± 9.6 µg/ml). En el grupo 

de espermatozoides criopreservados, los niveles de colesterol no fueron detectados 

en los espermatozoides. En contraste, se encontró una concentración de colesterol 

bastante elevada en el medio de congelación (487.9 ± 12.5 µg/ml) (Tabla 5 y Fig. 15). 

 

Tabla 5. Porcentaje de Concentración de colesterol en espermatozoides de cerdo y 

sobrenadante. 

No capacitados Capacitados Criopreservados 

Spz P.S Spz M.CAP Spz M.CON 

183.6 ± 15.2 140.6 ± 53.9 147.6 ± 9.6 349.5 ± 25.3 0 487.9 ± 12.5 

Los datos se obtuvieron de más de 3 muestras independientes y se aplicó una prueba 

de Kruskal-Wallis, se encontraron diferencias significativas (p<0.05) para cada 

condición. 
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Figura 15. Concentración de colesterol (µg/ml) en espermatozoides de cerdo. Se 

observa una pérdida importante en los espermatozoides capacitados, ya que la 

concentración de colesterol en el medio de capacitación fue mayor que en los 

espermatozoides (349.5 y 147.6 µg/ml respectivamente); por otra parte, la pérdida de 

colesterol en los criopreservados fue dramática, pues prácticamente todo el colesterol 

se determinó únicamente en el medio de criopreservación (487.9 µg/ml). Spz 

(espermatozoides), P.S (plasma seminal), M.CAP (medio de capacitación) y M.CON 

(medio de criopreservación). * diferencias significativas (p<0.05). 
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Discusión 

La capacitación es un proceso que implica cambios bioquímicos y fisiológicos a través 

de los cuales el espermatozoide adquiere la habilidad de fertilizar el ovocito. Durante 

este proceso, las balsas lipídicas migran a la cresta apical de la cabeza del 

espermatozoide (Boerke et al. 2014) y a la región peri-acrosomal (Nixon et al. 2011). 

Las proteínas glicosiladas son redistribuidas en los espermatozoides, sugiriendo que 

los cambios en la exhibición de estos receptores podrían usarse como indicadores del 

proceso de capacitación y RA. Logramos aislar las balsas lipídicas de 

espermatozoides porcinos tanto no capacitados como capacitados e identificar el 

material DRM –que a menudo está vinculado con esas balsas– en la fracción de baja 

densidad, como se ha reportado anteriormente (Shadan et al. 2004, van Gestel et al. 

2005). 

Aunque el método estándar de purificación de balsas lipídicas es tratar a la célula con 

Tritón X 100 a 4 ºC y recuperar las membranas resistentes a detergentes de una 

fracción ligera en una centrifugación en un gradiente de densidad, se ha postulado que 

este procedimiento podría remodelar la membrana original, de tal modo que el 

colesterol y los glicoesfingolípidos se relocalicen en nuevas estructuras que no existían 

en la membrana original. Esto se evitó empleando procedimientos alternativos de 

preparación de balsas lipídicas, sin utilizar detergentes, con resultados similares a la 

purificación con éstos últimos (Pilch et al. 2007). Una propiedad de las balsas lipídicas 

es su habilidad para reclutar proteínas específicas, tanto transmembranales como 

unidas a la membrana, ancladas a glicofosfolípidos o proteínas modificadas con 

cadenas acil-lipídicas o combinaciones de las anteriores (Anderson 1998). Además, 
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pueden contener proteínas específicas que se mantienen unidas al microdominio y 

tienen menos fluidez que las que están en el resto de la membrana celular. IZUMO, en 

espermatozoides intactos, se localiza en la porción dorsal de la cabeza del 

espermatozoide y después de la RA migra a lo largo de toda la cabeza del 

espermatozoide reaccionado, alcanzando áreas post y para acrosomales, mientras 

que la flotilina 2 migra sólo a la región ecuatorial (Miranda et al. 2009). El 

glicogangliósido GM3, inicialmente localizado en la región ecuatorial de 

espermatozoides no reaccionados, también desaparece después de la RA y se 

especula que su desaparición debe suceder para que el espermatozoide adquiera la 

capacidad de fusionarse con el óvulo (Miranda et al. 2009). Es claro que reacomodos 

en las membranas y en las balsas lipídicas ocurren en el espermatozoide, durante la 

capacitación y la RA, los cuales juegan un papel esencial para que suceda la fusión 

con el óvulo. En espermatozoides de ratón y de cobayo, está presente la caveolina 1 

(CAV1) en la membrana plasmática rodeando la región acrosomal y el flagelo (Travis 

et al. 2001, Trevino et al. 2001). 

En el presente estudio, encontramos proteínas asociadas con balsas lipídicas en 

espermatozoides tanto no capacitados como capacitados, un resultado acorde con 

hallazgos anteriores en espermatozoides porcinos (van Gestel et al. 2005) y humanos 

(Nixon et al. 2011). Sin embargo, este resultado es controvertido a la luz de lo que 

sucede en ratones donde, después de la capacitación ocurre una pérdida total de las 

proteínas asociadas con las balsas lipídicas (Sleight et al. 2005). Por lo tanto, se piensa 

que estas balsas se desasocian durante la capacitación de los espermatozoides en el 
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modelo murino (Sleight et al. 2005) y otras especies (Selvaraj et al. 2006, Selvaraj et 

al. 2007, Asano et al. 2009, Nixon y Aitken 2009).  

Algunas de las proteínas identificadas no son de la membrana plasmática, tales como 

SUCLA2 y HSP60, aunque se ha reportado que las balsas lipídicas no se restringen a 

la membrana plasmática. De hecho, los microdominios lipídicos se forman en 

orgánulos subcelulares, incluidos el retículo endoplásmico, el aparato de Golgi, y la 

mitocondria (llamados microdominios tipo balsa) (Watanabe y Kondoh 2011, Garofalo 

et al. 2015). La proteína PRDX5 mitocondrial identificada en p15 ha sido reportado 

anteriormente en las balsas lipídicas de espermatozoides porcinos (van Gestel et al. 

2005). Identificamos estas tres proteínas mitocondriales asociadas a DRM. No 

consideramos sorprendente este hallazgo al recordar que los espermatozoides 

porcinos requieren de las mitocondrias para realizar funciones tan importantes como 

la movilidad (Nesci et al. 2020).  

Además, HSP60 ha sido encontrado en la superficie de los espermatozoides murinos, 

y está involucrada en el reconocimiento de la zona pelúcida (ZP) (Asquith et al. 2004). 

Se identificaron PGK2 y AK1 en vesículas de la membrana plasmática anterior de la 

cabeza (AHPM) de los espermatozoides porcinos capacitados y no capacitados 

(Kongmanas et al. 2015). La proteína MDH1 es una enzima citoplasmática que, hasta 

la fecha, no ha sido asociado con las balsas lipídicas. La extracción de las balsas 

lipídicas es un procedimiento complejo, y parece que esta proteína podría purificarse 

con las balsas al unirse a proteínas N-glicosiladas, o bien al asociarse con 

microdominios enriquecidos con colesterol-esfingolípidos (Marchand et al. 2002). La 

interacción de proteínas con las balsas lipídicas involucra no sólo a las proteínas 
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transmembranas o intrínsecas, sino también a las extrínsecas que son citoplasmáticas 

y dependen de señales que les permiten interactuar con las balsas lipídicas. Esto 

podría ocurrir porque los compartimentos subcelulares como mitocondrias, 

autofagosomas, caveolas y lisosomas,  son muy dinámicos, con arquitecturas diversas 

e intricadas que no siempre se preservan durante los procedimientos de aislamiento 

de membrana (Minogue y Waugh 2012). 

Encontramos además que algunas glicoproteínas permanecen en la fracción de las 

balsas lipídicas después de la capacitación. La O-glicosilación de algunas proteínas 

aumentó considerablemente, y la N-glicosilación de otras proteínas disminuyó 

drásticamente. Estos resultados nos permiten asumir que las proteínas que 

permanecen en la DRM o en la fracción de las balsas lipídicas deben estar 

involucradas en eventos subsiguientes del proceso de fertilización. 

Los residuos de carbohidratos juegan un papel importante en la regulación del 

reconocimiento célula-célula y la activación de los receptores de superficie de la 

membrana plasmática que desencadenan varias vías de transducción de señales, 

acorde al tipo de célula. En los gametos masculinos de varias especies, las cadenas 

glicosídicas de las proteínas de membrana, en particular, están involucradas en la 

adhesión de los espermatozoides al oviducto, en el reconocimiento, en la fusión del 

espermatozoide con el ovocito, y en la implantación del embrión (Wassarman y 

Litscher 2001). Las lectinas que utilizamos se unen a los carbohidratos que participan 

significativamente en los procesos que permiten a los espermatozoides adquirir su 

capacidad de fertilizar, y en el reconocimiento entre gametos. Luego, nos enfocamos 

en las bandas proteínicas que presentaron cambios en su glicosilación durante la 
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capacitación. En algunos casos, encontramos la misma proteína en bandas de pesos 

moleculares aparentemente diferentes, como lactadherina (en p45, p36, p34 y p24) y 

ZPBP1 (en p36, p24 y p18). Esto podría resultar de diferencias en la ocupación del 

sitio de glicosilación y/o variaciones en las estructuras de la cadena de glicano que 

incide en la tasa de migración en el gel, como se ha descrito anteriormente para otras 

células (Ducolomb et al. 2013). Además, dado que varias proteínas fueron 

identificadas en cada banda, no es posible determinar la contribución de cada 

glicoproteína a las diferencias en la detección de lectina que observamos entre los 

espermatozoides capacitados y no capacitados.  

Demostramos que varias proteínas glicosiladas con residuos Gal y Man permanecen 

después de la capacitación y que otras aumentan; por ejemplo, SPAM-1 y MFGE8 que 

encontramos en p64 y AQN3 en la banda p18. Esta banda contiene proteínas que 

participan en la adhesión y unión con la ZP del ovocito. Estas glicoproteínas están 

relacionadas con la unión del esperma al ovocito, y se encontraron en las vesículas 

AHPM de los espermatozoides porcinos (Day et al. 2002, Kongmanas et al. 2015). Es 

interesante notar que varios estudios subrayan la importancia en estos procesos de 

carbohidratos y enzimas modificadoras de glicanos. De hecho, los residuos Gal 

participan en la interacción espermatozoide-oviducto en el puerco (Green et al. 2001), 

mientras que los residuos Man son esenciales para la unión óvulo-esperma en bovinos 

(Amari et al. 2001). En los ratones, la galactosiltransferasa está vinculada con la RA y 

se reubica en la membrana plasmática de la cabeza del espermatozoide mediante 

exocitosis acrosomal (Nixon et al. 2001). Además, en humanos, se llegó a utilizar a 

finales del siglo pasado (1990) el marcaje con PNA para determinar el estatus 
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acrosomal del espermatozoide (Mortimer et al. 1990), así como en un estudio en 2007 

por Esteves y colaboradores (Esteves et al. 2007). La expresión de tACE en la 

superficie celular depende de las características funcionales y morfológicas de los 

espermatozoides (Aleksinskaya et al. 2006) y es importante para el transporte a través 

del oviducto y en la unión con la ZP (Hagaman et al. 1998). Identificamos tACE en la 

banda p64 que dio señales para residuos Man, GlcNAc, y NeuAc, de acuerdo con su 

N-glicosilación, descrita anteriormente en humanos (Yu et al. 1997), y con su 

caracterización en las vesículas AHPM de los espermatozoides porcinos (Kongmanas 

et al. 2015). 

En humanos, los residuos GlcNAc/NeuAc reconocidos por WGA cubren la superficie 

de la membrana plasmática de los espermatozoides y decrecen después de la RA 

(Fierro et al. 1996). En puercos, estos residuos disminuyeron considerablemente 

después de la capacitación y la RA (Jiménez et al. 2003). En el presente estudio, 

observamos que algunas de las proteínas glicosiladas con GlcNAc en los 

microdominios lipídicos se conservan después de la capacitación; lo que sugiere que 

quizá sean requeridas para la RA y durante el proceso de fertilización. Otros autores 

han encontrado que la distribución y concentración de los receptores a WGA están 

asociados directamente con la fertilidad masculina y que disminuyen en muestras de 

semen que tienen anormalidades morfológicas (Lassalle y Testart 1994).  

También encontramos que algunas de las glicoproteínas sialiladas en las balsas 

lipídicas de los espermatozoides porcinos aumentaron después de la capacitación, 

pero otras disminuyeron. Además, identificamos glicoproteínas cuya sialilación es 

potencialmente regulada durante la capacitación de esos espermatozoides. Las 
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glicoproteínas sialiladas fueron detectadas anteriormente en la superficie de 

espermatozoides humanos móviles (Lassalle y Testart 1994). La sialilación de los 

glicoconjugados contribuye a la carga negativa que los espermatozoides adquieren 

durante la maduración epididimaria y juega un papel dual en la maduración y 

fertilización del esperma. De hecho, los sialoglicoconjugados de superficie de los 

espermatozoides pueden ayudar en la unión de las crestas oviductales al proteger, o 

enmascarar, otras proteínas de membrana que quizá tengan un papel en el 

reconocimiento espermatozoide-ovocito durante la capacitación. Por ejemplo, los 

residuos NeuAc de los espermatozoides del gallo se correlacionan con la habilidad de 

atravesar la vagina y ser secuestrados después, en el tracto reproductivo de la gallina 

(Froman y Engel 1989). Además, NeuAc puede proteger la superficie de los 

espermatozoides del reconocimiento inmune durante la capacitación (Lassalle y 

Testart 1994). 

Del mismo modo, identificamos a las proteínas SPMI, pB1, PSP-I, AQN3 y AWN, todas 

ellas pertenecientes a la familia espermadhesina, así como ACR, ACRBP, ZPBP1 y 

MFGE8 que participan en las interacciones esperma-ovocito. La mayoría de estas 

proteínas fueron caracterizadas anteriormente en las vesículas AHPM del esperma 

porcino capacitado y no capacitado (Kongmanas et al. 2015). Su presencia en la DRM 

asociada con la capacitación en las balsas lipídicas del esperma porcino soporta la 

noción de que están, efectivamente, asociadas con las balsas para participar en el 

reconocimiento inicial esperma-ZP. Las espermadhesinas están presentes en la 

superficie de los espermatozoides y constituyen el componente más grande del plasma 

seminal. La mayoría desaparece durante la capacitación, pero las que persisten en la 
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superficie de los espermatozoides capacitados participan en la unión a la ZP (Topfer-

Petersen et al. 1998), mientras que la espermadhesina AQN1 tiene un papel en la 

formación de la reserva de espermatozoides oviductales (Ekhlasi-Hundrieser et al. 

2005). La proteína precursora AQN3 del inhibidor de la motilidad de los 

espermatozoides del plasma seminal se ha reportado en las balsas lipídicas de los 

espermatozoides porcinos (van Gestel et al. 2005), pero ningún reporte anterior 

menciona su glicosilación. Nuestros resultados sugieren que la AQN3 podría ser N- y 

O-glicosilada. La espermadhesina PSP-I desencadena el reclutamiento de las células 

inmunes después del apareamiento, para iniciar una cascada de eventos 

inmunológicos (Rodriguez-Martinez et al. 2010). Además, mostramos por primera vez 

que PSP-I y la proteína plasmática seminal pB1 probablemente están asociadas con 

las balsas lipídicas de los espermatozoides porcinos.  

Kongmanas et al. (2015) reportaron que una fracción de las proteínas de unión a la ZP 

acrosómicas abundaban en el espermatozoide capacitado y mostraron que la 

zonadhesina, proacrosina/acrosina y ACRBP fueron transportadas a la superficie de 

la membrana plasmática del esperma vivo con acrosoma intacto durante la 

capacitación. Al interactuar, pueden transitar en forma de un complejo desde el 

acrosoma hasta la superficie del esperma. La adquisición de la habilidad de adherir a 

la ZP es un proceso complejo que ocurre en eventos de maduración post-testicular. 

Una hipótesis sostiene que ciertos receptores del espermatozoide podrían requerir un 

ensamble activo y/o presentación en la forma de un complejo dinámico de 

reconocimiento de la zona pelúcida (Nixon et al. 2005, Reid et al. 2011). 
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Con respecto a las glicoproteínas que mostraron cambios durante la criopreservación, 

tenemos que en la banda de 145 kDa, al realizar los ensayos con la lectina PNA, no 

hubo diferencias significativas (p< 0.05) entre PRNC y PRCr, pero al utilizar DSA sí se 

presentaron diferencias significativas (p< 0.05). Eso quiere decir que los residuos de 

galactosa no se están modificando después de la criopreservación, pero sí los de 

GlcNAc, lo que nos da idea de su importancia ya que la calidad espermática disminuye 

de manera importante después de ese proceso. En p45, donde se identificó a PGK2, 

SUCLA2 y ADAM5, no se encontraron diferencias significativas (p< 0.05) entre PRCr 

y PRC, al realizar los ensayos con la lectina DSA, es decir, con respecto a los residuos 

de GlcNAc, las glicoproteínas con estos residuos de carbohidratos se están 

modificando de manera similar en estas dos condiciones, lo cual podría estar indicando 

que el proceso de criopreservación induce parcialmente la capacitación o se comporta 

como si estuviera induciendo la capacitación. Es interesante resaltar que todos los 

valores de densidad óptica de las glicoproteínas de balsas lipídicas de 

espermatozoides criopreservados son menores a los de los no capacitados, lo cual 

podría estar reflejando una alteración de manera general de los residuos de 

carbohidratos reconocidos por estas lectinas, a saber: galactosa con DSA, ácido siálico 

con SNA, manosa con GNA y GlcNAc con DSA o simplemente reflejar que su 

proporción es menor en la mezcla de proteínas de los espermatozoides no 

capacitados. 

Así, el estudio de los carbohidratos y glicoproteínas expresados en espermatozoides, 

que participan en los procesos del reconocimiento de gametos es un tópico que precisa 

de estudiarse con profundidad. 
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Por otra parte, se encontraron 5 patrones de fluorescencia de CTX-FITC para GM1 en 

la membrana de espermatozoides de cerdo, tres de ellos, A, B y C, se presentaron en 

los espermatozoides no capacitados, capacitados y criopreservados. El patrón A, que 

presentó fluorescencia en el flagelo y cabeza, se observó principalmente en los 

espermatozoides no capacitados (88.7%), seguido de los criopreservados (57.8%), lo 

que podría dar la idea de que la criopreservación afecta la distribución de las balsas 

lipídicas, pues al compararlos se encontraron diferencias significativas (p<0.05), ya 

que GM1 es un marcador de estos dominios lipídicos. Sin embargo, al observar el 

patrón B, que presentó fluorescencia intensa en la cabeza y débil en el flagelo, vemos 

que se presentó mayormente en los espermatozoides capacitados (22.7%) seguido 

por los criopreservados (13.9%), en contraste con los no capacitados, en donde 

apenas se observó este patrón (6.3%), lo cual sugiere, que los espermatozoides 

después de criopreservarse adoptan algunas cualidades parecidas a la capacitación, 

como es la distribución de balsas lipídicas. Algo parecido ocurrió en el patrón C, 

fluorescencia sólo en la cabeza, que se observó principalmente en los capacitados 

(71.8%), seguido por los criopreservados (17.1%) y mínimamente en los no 

capacitados (5%). Con los otros dos patrones, B1, fluorescencia en la región apical, 

post acrosomal y débil en el flagelo, así como el patrón D, fluorescencia en la región 

post acrosomal y pieza media, vemos que hay una desorganización de las balsas 

lipídicas en un porcentaje pequeño de espermatozoides criopreservados (1.7 y 9.5 

respectivamente). Nuestros resultados permiten visualizar que GM1, en 

espermatozoides no capacitados, se encuentra localizado en el flagelo, cuando ocurre 

la capacitación migran a la cabeza del espermatozoide, lo cual concuerda con 

resultados realizados en otros estudios en espermatozoides de cerdo (Shadan et al. 
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2004, Bou Khalil et al. 2006). Por otro lado, las muestras que presentaron mayor 

cantidad de colesterol en los espermatozoides fueron las de espermatozoides no 

capacitados, con 183.6 ± 15.2 µg/ml. Se observó una pérdida importante en los 

espermatozoides capacitados, ya que la concentración de colesterol en el medio de 

capacitación fue mayor (349.5 µg/ml) que en los espermatozoides (147.6 µg/ml), estos 

datos están de acuerdo con lo reportado por otros investigadores (Shadan et al. 2004, 

Colas 2013). Por otra parte, la pérdida de colesterol en los criopreservados fue 

dramática, pues prácticamente todo el colesterol se detectó únicamente en el medio 

de criopreservación (487.9 µg/ml). La pérdida excesiva de colesterol se ha relacionado 

con una desestabilización de las balsas lipídicas, pues se pierden proteínas (Shadan 

et al. 2004), además se ha demostrado que el colesterol en los microdominios lipídicos 

juega un papel importante en la regulación de procesos fisiológicos, por ejemplo, en 

canales iónicos (Lam et al. 2004). Así pues, nuestros resultados permiten tener una 

idea del por qué, con la criopreservación, disminuyen notablemente algunos 

parámetros de la calidad espermática, tales como la viabilidad y movilidad,  que 

además ya se ha postulado puede deberse a una desorganización de los lípidos de la 

membrana (Guthrie y Welch 2005), los cuales son vulnerables a especies reactivas de 

oxígeno promotoras de estrés oxidante (Wathes et al. 2007) y factores como el óxido 

nítrico, el cual es necesario para la movilidad (Lewis et al. 1996, Donnelly et al. 1997). 
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Conclusiones  

1. De acuerdo con el marcaje con GM1, las balsas lipídicas se redistribuyeron 

durante la capacitación espermática. Se desplazaron del flagelo hacia la cabeza 

del espermatozoide.  

2. Las glicoproteínas asociadas con balsas lipídicas aumentaron en PRC, las 

glicosiladas con NueAc, Gal, Man y GlcNAc, y disminuyeron en los PRCr, de 

acuerdo con lo observado en los ensayos con lectinas. 

3. Se identificaron 20 proteínas, glicadas o potencialmente glicadas en balsas 

lipídicas. 

4. Quince de ellas no habían sido reportadas en espermatozoides de cerdo. 

5. Los espermatozoides criopreservados perdieron completamente el colesterol. 
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