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Resumen 
La fertilizacion es un proceso de eventos moleculares que involucran el 

reconocimiento y fusion de garnetos. La union se inicia con el reconocimiento 

de proteinas glicosiladas presentes tanto en la zona pelucida (ZP), como en la 

superficie del espermatozoide. Hasta la fecha se han propuesto diversas 

proteinas/glicoproteinas de la superficie del espern~atozoide como molkculas 

que intervienen en el reconocimiento del ovocito. Estudios para identificar 

residuos de azucares en la rnembrana plasmatica y acrosomal, mostraron la 

presencia de N-acetilglucosamina, glucosa, manosa y galactosa. Por otro 

lado, se demostro que varios monosacaridos inhiben la union y la 

penetracion del espermatozoide a la ZP. Ademas, se encontro que algunos 

pacientes con problemas de fertilidad presentan disminucion en la expresion 

de glicoproteinas con residuos de manosa en el glicolema espermatico. Por 

esto, el objetivo de este trabajo consistio en determinar 10s cambios en la 

proporcion y distribucion de carbohidratos en la membrana de 

espermatozoides de cerdos fertilcs y subfertiles duranle la capacitacion y la 

reaccion acrosomal. Se analizaron 58 eyaculados de cerdo de diferentes razas 

y edades clasificados como buenos sementales por evaluation espermatica. 

I Se formaron dos grupos de acuerdo con sus registros de produccion, 39 

i fueron considerados "eyaculados fkrtiles" (EF) y 10s 19 restantes "eyaculados 

subfertiles" [ES). Su edad oscilo entre 8 y 42 meses. El analisis de la 
I 

movilidad, viabilidad y morfologia espermatica no mostro diferencia 

significativa entre ambos grupos. Se determino la distribucion de residuos de 

carbohidratos mediante microscopia de fluorescencia y se cuantifico la 

I intensidad de fluorescencia (IF] por medio de citometria de flujo (CF) 



utilizando las lectinas WGA, Con-A y UEA marcadas con isotiocianato de 

fluoresceina. WGA. Esta se unio a la cabeza y a1 flagelo de EF iresco; despues 

de la capacitacion, la fluorescencia se concentro en la cabeza y a1 termino de 

la RA la fluorescencia disminuyo. En 10s ES no se obsenraron cambios en el 

patron de fluorescencia. Los resultados de CF en EF mostraron que la IF 

disminuye progresivamente despues de la capacitacion y la RA, mientras que 

en 10s ES solo disminuye durante la capacitacion. Con-A. Esta se localizo en 

toda la cabeza y la pieza media de EF frescos, la fluorescencia se desplazo a 

la region acrosomal durante la capacitacion y despues de la RA el marcaje se 

concentro en el borde del acrosoma. Los resultados de CF muestran un 

increment0 en 10s residuos de manosa durante la capacitacion y una ligera 

disminucion despues de la RA. En 10s ES no se observaron variaciones en la 

union de esta lectina ni despues de la capacitacion ni de la RA. Tanto la 

movilizacion de 10s glicoconjugados de manosa hacia el acrosoma como el 

increment0 en el IF podria ser un indicador de la capacitacion espermatica y 

la modificacion de este parametro podria ser indicador de subfertilidad en 

cerdos. UEA. A1 microscopio, no fue posible observar ninguna fluorescencia 

debida la union de esta lectina. Sin embargo, 10s resultados de CF mostraron 

que existen ligandos para UEA en EF frescos; estos disminuyen con la 

capacitacion y se  mantienen al mismo nivel despues de la RA. En ES se 

observo el mismo nivel inicial de residuos de fucosa que en EF, sin embargo, 

estos no disminuyen despues de la capacitacion sino hasta que se lleva a 

cab0 la RA. La retencion de 10s residuos de fucosa en la membrana de ES 

capacilados podria estar relacionada con la baja fertilidad de estos cerdos. 
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El espermatozoide es una celula especializada, cuyo proposito 

fundamental es conducir la informacion genetica rnasculina hacia el gameto 

femenino para unirse y formar un  nuevo organismo. En 10s mamiferos, 10s 

espermatozoides se producen dentro de 10s tubulos seminiferos por medio del 

proceso llamado espermatogenesis. 

Esta etapa es una secuencia de eventos citologicos que requiere de la 

produccion continua de celulas precursoras llamadas celulas "tallo", asi 

como de la reduccion del numero cromosomico diploide. En la mayoria de 10s 

mamiferos este proceso se efectua durante toda la vida reproductiva del 

macho, en  especies estacionales, la espermatogenesis puede ser 

interrumpida o modificada por factores ambientales, 10s cuales son 

traducidos a seiiales hormonales que estimulan o inhiben el proceso (Knobil 

y Neill, 1994). 

La espermatogenesis puede ser dividida en tres etapas: 

a) Multiplicacion de las celulas tallo (espermatogonias) por el proceso 

de mitosis. 

b )  Reduccion del numero cromos~mico diploide a haploide por el 

proceso de meiosis 

C) Diferenciacion de las celulas precursoras a celulas especializadas 

llamadas espennatozoides. 
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La espermatogenesis requiere de un medio ambiente especializado 

dentro de 10s tubulos seminiferos, el cual es producido por las celulas de 

Sertoli. Este tip0 celular es de gran importancia ya que forma la barrera 

hemato-testicular y proporciona el soporte para la migracion progresiva de 

las celulas en proliferacion desde la base hacia el'lumen o luz del tubulo 

seminifero (Garner y Hafez, 1993: Knobil y Neill, 1994). 

Los principales cambios que ocurren durante la espermatogenesis son: 

+:* Formaci6n del acrosoma 

*:* Cambios nucleares 

*:* Desarrollo del flagelo 

*:* Reorganizacion del citoplasma, membrana y organelos. 

Estructura del Espermatozoide. 

Los espermatozoides de mamiferos son celulas alargadas que constan 

de una cabeza aplanada, que contiene a1 nucleo y una cola que contiene el 

aparato necesario para la movilidad celular, ainbas estructuras, estan unidas 

por el cuello. La celula espermatica esta completamente cubierta poi- el 

plasmalema o membrana plasmatica (Garner y Hafez, 1993). En la mayoria 

de las especies animales 10s espermatozoides tienen tamafio y forma 

uniforme, miden aproximadamente entre 60 j r  65 pm de longitud (Fig. 1). 

La cabeza del espermatozoide se caracteriza por presentar un nucleo 

de forma oval y plano que contiene cromatina altamente condensada. La 

cabeza se divide en regi6n acrosomal y post-acrosomal. El acrosoma es una 
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estructura situada entre la membrana plasmatica y la parte anterior del 

nucleo. Contiene enzimas hidroliticas que son de importancia durante la 

Certilizacion, entre las que se encuentran la proacrosina, hialuronidasa y 

esterasas. El acrosoma esta subdividido en segmentos: el apical, el principal 

y el ecuatorial. El flagelo esta compuesto por el cuello o pieza conectora, la 

pieza media, la principal, y la terminal. El cuello forma una placa basal en la 

superficie posterior del nucleo. La region del flagelo entre el cuello y el anulus 

es la pieza media, el centro de la pieza media junto con toda la longitud de la 

cola forma el axonema, que es el responsable del movimiento (Fig. 2) (Gamer 

y Hafez. 1993). 

Membrana Plasrnatica. 

La membrana plasmstica del espermatozoide esta constituida por 

agrupaciones de moleculas lipidicas y proteicas unidas por interacciones no 

covalentes, 10s lipidos estkn dispuestos en forma de una doble capa continua 

de 4 a 5 nm de grosor. La bicapa lipidica constituye la estructura brisica y 

actua como una barrera relativamente impermeable a1 flujo de la mayoria de 

moleculas hidrosolubles (Holt. 1995). Las moleculas proteicas estar, 

incluidas en la bicapa lipidica y realizan diversas funciones, entre las que se 

encuentran: 

*:* Transporte de moleculas especificas hacia el interior o exterior de la 

celula. 

+:* Actuan como enzimas o catalizadores de las diversas reacciones. 

*:* Funcionan como receptores en la traduccion de sefiales. 
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Las membranas tambien contienen carbohidratos, que en la mayoria 

de 10s casos son cadenas de azucares simples o polisacaridos. Una de las 

funciones de estas mol6culas consiste en servir como elementos de 

reconocimiento por parte de otras c6lulas u organismos. 

La membrana plasmatica del espermatozoide se caracteriza por estar 

subdividida en regiones denominadas dominios que difieren en composicion 

y funcion. La diferenciacion ultraestructural de 10s dominios de la membrana 

plasmatica es conocida en varias especies incluyendo a1 humano. La 

naturaleza heterogenea de la superficie del espermatozoide se ha demostrado 

por medio de estudios con lectinas, anticuerpos especificos y por contenido 

de ester01 en la membrana, lo que ha permitido identificar cambios 

estructurales en ella. Existen evidencias de que la organizacion y 

composicion de la membrana plasmatica varia entre diferentes regiones de la 

supcrficie. En 10s mamiferos el principal dominio de la membrana plasmatica 

se localiza en la region acrosomal y en la region postacrosomal (Knobil y 

Neill, 19941. 

El glicolema del espermatozoide. 

El glicolema o glicocalix esta formado por residuos de carbohidratos 

unidos a lipidos y a proteinas. El 92 % de las cerca de 300 diferentes 

proteinas de la membrana extracelular estan glicosiladas, y forman el 

glicolema del espermatozoide junto con 10s glicolipidos. Se considera que la 

mayoria de las interacciones entre el espermatozoide y su  ambiente estan 

involucradas con el glicolema del espermatozoide (Schroter et al., 1999). 



Por medio de microscopia electronica el glicolema del espermatozoide 

mostr6 ser una capa delgada y heteromorfa que varia en espesor de 20 a 60 

nm (Bearer y Friend, 1990). Diversos estudios han mostrado que la superficie 

del espermatozoide no es homogknea, esta formada por diferentes dominios 

funcionales, por lo que refleja una distribucion espacial caracteristica y 

regulada de sus componentes. Esto sugiere que tanto su heterogeneidad, su 

microgeografia y/o compartamentalizacion es parte de la compleja 

funcionalidad que presenta el espermatozoides durante su  existencia 

pos-testicular (Bearer y Friend, 1990; Schroter et al.. 1999: Yanagimachi, 

1994). 

Adquisicibn de la capacidad fertilizante. 

En 10s mamiferos la fertilizacion involucra una secuencia de 

interacciones entre 10s gametos masculino y femenino, tales como la 

adhesion del espermatozoide a la zona pelucida (ZP), la union y penetracion 

del espermatozoide a travks de la zona y finalmente la fusion del 

espermatozoide con la membrana plasmatica del ovocito. Los 

espermatozoides a1 salir del testiculo no tienen la capacidad de fertilizar a1 

ovocito. por lo que requieren de ciertos eventos: la maduracion, la 

capacitacion y la reaccion acrosomal (RA). 



8 

Maduracibn del espematozoide. 

En 10s mamiferos, 10s espermatozoides formados en el testiculo son 

inmaduros, incapaces de moverse y no tienen la capacidad de fertilizar a1 

ovocito. Los espermatozoides adquieren estas propiedades a1 pasar por el 

epididimo, donde sufren cambios fisiol6gicos y morfologicos importantes que 

10s preparan para el proceso de la fertilizacion. A esta serie de eventos se les 

conoce como maduracion. Los cambios en la maduracion del espermatozoide 

dependen de las secreciones del epididimo y del tiempo de transito. Se han 

recuperado fluidos de cada region del epididimo (cabeza, cuerpo y cola) y se 

ha observado que presentan diferencias en estructura y composicion 

bioquimica. 

Durante la maduracion, la membrana plasmatica sufre modificaciones, 

en la composicion y organizacion de sus componentes, se favorece la 

actividad flagelar y la capacidad de union a la ZP, la redistribution de 10s 

sacaridos y glicoproteinas de la superficie de 10s espermatozoides y el 

aumento en la cantidad de acido sialico (Knobil y Neill, 1994; Suzuki, 1990). 

Capacitacibn. 

La capacitacion se  considera como la serie de modificaciones 

bioquimicas y biofisicas que sufre el espermatozoide durante su paso a 

travks del tracto reproductor femenino. Esta da como resultado la activacion 

del espermatozoide y la sensibilidad de la celula para responder 

adecuadamente a1 reconocimiento del ovocito para poder realizar la 

fertilizacion (Yanagimachi, 1994). 
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El proceso de capacitacion involucra cambios en la composicion y 

orientacion de las mol~culas de superficie incluyendo principalmente a las 

glicoproteinas y a 10s lipidos de membrana, 10s cuales son importantes en el 

metabolismo, ademas de que estos pueden actuar como segundos 

mensajeros. 

Durante la capacitacion ocurre una rernocion de glicoproteinas 

perifericas asi como una redistribucion de glicoproteinas integrales y de 

fosfolipidos, tambien ocurre una disminucion de colesterol. Estos cambios 

son necesarios para que el espermatozoide pueda realizar la RA (Lee y Wong, 

1986; Yanagimachi, 1994). Se requiere de calcio extracelular para terminar la 

capacitacion. La concentracion de calcio intracelular aumenta durante la 

capacitacion mediante la enzima ATPasa dependiente de calcio (Fraser y 

McDermott, 1992). Su accion directa sobre la membrana es la de permitir la 

fusion entre la membrana plasmatica con la membrana acrosomal extema y 

propiciar la RA. El calcio provoca una desestabilizacion de la membrana 

plasmatica y permite la formacion de intermediarios con capacidad de fusion 

(Cheetham et al., 1990). Una vez finalizado el proceso de capacitacion, la RA 

se puede inducir. 

Despues de pasar a traves de las celulas cumulo, el espermatozoide se 

une a la ZP mediante receptores que se encuentran en la membrana 

plasmatica. Unicamente en algunas especies como el raton y el h h s t e r  10s 

espermatozoides con acrosoma intacto y capacitado son capaces de unirse a 

la ZP. Sin embargo, en otras especies como el conejo y el cobayo, solo 10s 

espermatozoide que previamente han realizado la RA son capaces de 



mantener la capacidad de union a la ZP por varias horas (Cummins y 

Yanagimachi, 1986). 

Es importante recalcar que durante la capacitacion se producen 

modificaciones estructurales en el espermatozoide como son: 

*:* La eliminacion de componentes superficiales que s e  adhieren a1 

espermatozoide a1 estar en contact0 con el plasma seminal, factores 

descapacitantes (Legault et al., 1979). 

*:* Disminucion de la carga neta superficial del espermatozoide, 

probablemente debida a la supresion de acido sialico y a algunos 

compuestos sulfatados (Legault et al., 1980; Rosado et al., 1973). 

*:* Modificaciones en la distribution de carbohidratos superficiales (Tesarik. 

1986). 

*:* Cambios en la organization de particulas intramembranales (Mercado et 

al., 1974). 

La totalidad de estos cambios se  reflejan en el aumento de la 

permeabilidad de la membrana a 10s iones de calcio. Se considera que la 

capacitacion termina cuando las modificaciones estructurales de las 

membranas acrosomales permiten iniciar 10s mecanismos de fusion que 

constituyen a1 inicio de la RA (Langlais et al., 1981; Meizel, 1995). 

En diferentes especies de mamiferos se han identificado patrones 

caracteristicos en la movilidad espermatica asociados con la etapa final de la 

capacitacion y el inicio de la RA tanto in uivo como in vitro. Estos se conocen 

como hiperactivacion, ya que 10s espermatozoide adquieren un  movimiento 



muy vigoroso denominado como movilidad tip0 latigo, caracterizado por un 

aumento en la frecuencia y la amplitud del movimiento flagelar. Esto 

proporciona un empuje para la penetracion a traves de la ZP. La importancia 

funcional de la hiperactivacion podria incluir la regulacion del transporte 

espermatico en el oviduct0 y la generacion de la fuerza necesaria para la 

penetracion de la capa que rodea a1 ovocito, las celulas de la granulosa y la 

ZP (Kay y Robertson, 1998: Nagai et al., 1984; Yanagimachi, 1994). 

Reaccibn Acrosomal. 

La RA es un  proceso natural que presenta el espermatozoide despues 

de la capacitacion. La RA consiste en la ruptura y fusion de la membrana 

plasmatica del espermatozoide con la membrana acrosomal externa, seguida 

por una vesiculacion extensa en el segment0 anterior del acrosoma, lo cual 

permite la liberacion de las enzimas acrosomales hidroliticas como la 

hialuronidasa y la acrosina. La fusion de estas membranas provoca que 

quede expuesta la membrana acrosomal intema (Fig. 3). 

Figura 3. Diagrama esquem&tico de la Reaccion Acrosomal. 
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La RA ocurre cuando se establece el primer contacto direct0 entre el 

espermatozoide y el ovocito. Esto ocurre despuks de la penetration de la capa 

de cilulas cumulo y la corona radiada, que son fenomenos de reconocimiento 

especie-especifico. La fusion entre la membrana plasmatica y la membrana 

acrosomal externa comienza en un fuea limitada entre el borde y el segment0 

ecuatorial, continua extendiendose de lado por encima de la cabeza, lo que 

produce una desestabilizacion del capuchon acrosomal que provoca la 

liberacion de su contenido el cual pasa por aberturas que se encuentran por 

todo lo largo de esta &rea (Brucker y Lipford, 1995; Yanagimachi. 1994). 

Se ha demostrado que tanto la progesterona como la ZP son sustancias 

esenciales, para desencadenar una serie de sexiales intracelulares que 

culminan con la RA. Ademas de estas moliculas, existen otros agentes 

quimicos como el ionoforo de calcio A-23187 que se utilizan como inductores 

de la RA. El Ca2+ es indispensable en la induccion de la RA, se sabe que hay 

increment0 en la concentration de calcio intracelular poco antes de la RA 

(Brucker y Lipford, 1995). 

En espermatozoides de erizo de mar la matriz extracelular que cubre a1 

ovocito induce la RA por un flujo de calcio que pasa por canales operados por 

voltaje (Schackrnan y Shapiro, 1981). Hay evidencias que muestran aumento 

transitorio en el influjo de calcio en espermatozoides que no han iniciado la 

RA y en espermatozoides que entran en contacto con las proteinas de la ZP 

(Storey et al., 1992). Se ha demostrado que la activation de canales de calcio 

dependientes de voltaje es un requisito para la realizacion de la exocitosis 

acrosomal inducida por ZP (Florman et al., 1984). Por otro lado tambien se 
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ha  observado que la progesterona induce el flujo de calcio en 

espermatozoides capacitados (Meizel, 1995). 

La fertilizacion en mamiferos es el resultado de una serie compleja de 

eventos moleculares 10s cuales permiten que el espematozoide capacitado 

reconozca y se una a la ZP del ovocito. Existen evidencias de que la 

interaccion entre el espermatozoide y el ovocito es un evento de union 

receptor-ligando mediado por carbohidratos. 

Una de las etapas decisivas en la fertilizacion es el reconocimiento y la 

interaccion entre moleculas complementarias presentes en el espermatozoide 

y la ZP. La union inicial entre 10s gametos implica el reconocimiento de 

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

espermatozoide. La especificidad de especie podria estar relacionada con la 

modificacion de 10s carbohidratos en la superficie del ovocito y de la union 

coordinada de las proteinas del espermatozoide capacitado (Miller y Ax, 1990: 

Tulsiani et al., 1997). En algunas especies de mamiferos se ha propuesto que 

diversas glicoproteinas de la superficie del espermatozoide actuan como 

mol6culas receptoras. Estudios en raton han permitido la identificacion de 

diversos receptores en el gameto masculino (Loeser y Tulsiani. 1999: Tulsiani 

et al., 1997). 

Tanto la RA como la fusi6n de gametos e s t h  restringidas por dominios 

de superficie, lo que sugiere que 10s constituyentes de la membrana en estas 

regiones son de importancia crucial en la fertilizacibn. Los cambios 
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producidos en las glicoproteinas de la membrana son de gran interes debido 

a que estabilizan y mantienen 10s dominios de membrana del espermatozoide 

(Boue et al., 1992). Las modificaciones de estas glicoproteinas ocurren 

durante la maduracion, capacitacion y la RA en algunas especies. Ademas se 

han identificado uniones a oligosacaridos en la region acrosomal, 

principalmente se  ha  observado la presencia de fucosa en varias 

glicoproteinas por lo que se considera que este carbohidrato esta involucrado 

en el proceso de reconocimiento en la fertilizacibn de mamiferos [Bellvk y 

O'Brien. 1983). 

Estudios con Lectinas. 

Las celulas pueden ser identificadas por las estructuras presentes en 

su superficie, en particular por 10s carbohidratos membranales, localizados 

generalmente en la periferia de estructuras proteicas asi como de lipidos. 

Una manera de demostrar la presencia de azucares en la superficie celular es 

utilizando proteinas que se unen a carbohidratos llamadas lectinas, que son 

ampliamente utilizadas para identificar y aislar moliculas de la membrana 

plasmatica que contienen carbohidratos (Damjanov, 1987; Flesch et al.. 

1998; Vazquez et al., 1996). Las porciones glucidicas se encuentran unidas 

de manera covalente per0 su distribucion es compleja. En esta interviene la 

estructura de la proteina o del lipido y tambien la sintesis y el metabolismo 
I 

de las glicoproteinas que estan bajo el control de enzimas como las 

I glicosiltransferasas y las hidrolasas. Las uniones establecidas pueden ser del 

tip0 N-glicosidico sobre u n  residuo de asparagina, o bien del tip0 
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0-glicosidico sobre el grupo hidroxilo de una serina o de una treonina. Los 

glucidos fijados pueden ser hexosas (manosa, galactosa, fucosa), 

hexosaminas (D-glucosamina, D-galactosamina) o acidos sialicos derivados 

del acido neuraminico (Alberts et al., 1994; Gahmberg et al., 1992). 

Se han realizado estudios con lectinas marcadas en algunas especies 

de mamiferos como el hamster, cobayo, rata, conejo, bovino, cerdo y caballo 

(Ahluwalia et  al., 1990; Koehler, 1981). En la mayoria de las especies 

examinadas se  observa una fijacion de las lectinas en membranas 

especificas. WGA (Triticurn vulgaris), se encontro prirlcipalmente en la 

membrana plasmatica y para visualizar el acrosoma las lectinas mas 

utilizadas son RCA (Ricinus cornrnunis), Con-A (Concanavalia ensfomis). PNA 

(Arachis hypogea), PSA (Pisurn sativurn) y MPA (Maclura pornifera), lo cual 

evoca la presencia de residuos de glucosa, manosa, galactosa y 

D-galactosamina, asi como de N-acetilglucosamina y/o acido sialico 

(Ahluwalia et al., 1990: Flesch et al.. 1998; Lee y Ahuja, 1987). 

En cerdo se han realizado algunos estudios con las lectinas Con-A, 

WGA y PNA para evaluar la integridad del acrosoma (Vazquez et al., 1996). 

Existe pocos estudios en donde se evaluan cuantitativamente las poblaciones 

de espermatozoides en 10s procesos de capacitacion y RA in vitro. En 

humano, t amb ib  se han realizado estudios con lectinas marcadas per0 en la 

mayoria de 10s casos estos analisis se han realizado mediante microscopia de 

fluorescencia; 10s estudios en citometria de flujo y ultra estructurales son 

escasos. 

Estudios con citometria de flujo y microscopia electronica en 

espermatozoides humanos demostraron que la fijacion de las lectinas sobre 
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las membranas plasmatica y acrosomal depende del grado de avance en el 

tiempo de la capacitacion y la RA. Se encontro que 10s residuos de 

N-acetilglucosamina y/o acido sialico se  localizan principalmente sobre toda 

la membrana plasmatica del espermatozoide, la galactosa se encontro a nivel 

de la membrana externa del acrosoma; 10s residuos de manosa y de fucosa se 

localizaron principalmente sobre la membrana interna del acrosoma (Fierro 

et al., 1996). 

A pesar de que se  han realizado numerosos estudios sobre la 

capacitacion y la RA, estos fenomenos son tan complejos que todavia quedan 

muchas interrogantes por contestar. En humanos algunos investigadores 

han empezado a correlacionar 10s resultados de la evaluacion espermatica 

con la aparicion o desaparici6n del marcaje con las lectinas. Por ejemplo, 10s 

espermatozoides que no @an PNA por lo general presentan alto porcentaje de 

formas anormales a1 ser estudiados en microscopia electronica (Ravid et al.. 

1990), ademas se encontro una disminucion en la expresion de Con-A en 

pacientes que presentan problemas de fertilidad (Tesarik et at., 1991; Youssef 

et al., 1996). 

El estudio individual de 10s componentes estructurales de 10s 

espermatozoides, no predice efectivamente su  capacidad fertilizante. La 

combinacion de diferentes tecnicas pueden predecir satisfactoriamente la 

calidad del semen, diferenciar celulas vivas de las muertas y valorar la 

integridad acrosomal. Para desarrollar estas tecnicas se requiere de tiempo 

para su  preparacion y valoracion, ademas, en la mayoria de 10s casos, el 

numero de celulas que se analizan para su evaluacion no es mayor de 200. 
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Una tecnica que nos permite analizar con precision miles de celulas en unos 

segundos es la citometria de flujo. 

Citometria de Flujo. 

La citometria de flujo es una ticnica que permite obtener datos 

multiparametricos sobre las caracteristicas fisicas y quimicas de las celulas 

en suspension. Este es capaz de medir las propiedades opticas de las celulas 

mediante la tincion con fluorocromos que se unen especificamente a un 

constituyente celular. Las celulas son inyectadas en un flujo liquid0 laminar 

y pasan una a una por un punto de medida iluminado con luz de alta 

intensidad (laser) a 488nm. Cada celula en el punto de interaccion produce 

una serial fluorescente que es de intensidad proporcional a su contenido en 

fluorocromo, uno o varios detectores recogen la fluorescencia ernitida y 

transforman la senal a pulsos electricos, tambien se recoge la luz dispersada 

por la celula, que esta en funcion del tamaxio, forma y estructura de la 

misma. 

A diferencia de otras tecnicas, el citometro mide caracteristicas 

celulares individuales de un gran numero de celulas (500 a 10 000 celulas 

por segundo) y ademas permite medir caracteristicas de poblaciones en 

muestras heterogeneas (Watson y Erba, 1994). El citometro de flujo puede 

medir simultaneamente cinco pararnetros para cada celula: la dispersion de 

la luz hacia el frente (FSC), dispersion lateral de la luz (SSC) y tres regiones 

espectrales de emision de fluorescencia (FL 1-3). Para cada evento que pasa a 

traves del laser, el citometro de flujo emite un valor relativo a FSC, SSC y FL 
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lomando en cuenta la cantidad y la direccion de la dispersion de la luz 

incidente asi como la emision de fluorescencia (Haynes, 1988). 

Los fluorocromos ofrecen un metodo sensible para obtener information 

a cerca de la estructura, funcion y viabilidad de la celula. Algunos de 10s 

fluorocromos utilizados se unen covalentemente, y se usan para marcar 

proteinas, lipidos o bien otras moleculas biologicas, 10s cuales deben ser 

suficientemente selectivos y reactivos como el isotiocianato de fluoresceina 

(FITC), rodamina y ficoeritrina. 

La citometria de flujo se puede emplear para estudiar caracteristicas 

estructurales y funcionales de celulas o particulas en suspension. Las 

aplicaciones fundamentales de esta tecnica se dan en biologia y medicina, 

para la identificacion de antigenos celulares, el estudio del contenido de 

ADN, el analisis morfologico y la viabilidad celular, entre otras (Graham et 

al., 1990). 



La fecundacion no puede efectuarse en caso de alguna anomalia en 10s 

procesos que preceden a la penetracion del ovocito como la capacitacion y la 

RA. Estos procesos son tan complejos que todavia existen muchas 

interrogantes por contestar. 

Estas etapas se acompaiian entre otros fenbmenos, de cambios de la 

topografia de 10s glucidos del glicolema (Crozet, 1994), que esta constituido 

por las partes glicosidicas de las glicoproteinas y de 10s glicolipidos 

membranales. 

En granjas especializadas en inseminacion artificial y en 10s centros 

productores de semen se encuentran cerdos con problemas reproductivos 

(subfertiles), que no han podido ser detectados con 10s mktodos tradicionales 

de evaluacion espennatica, este mismo problema existe en el humano. Por 

ello, resulta necesario identificar factores altemativos que permitan predecir 

la capacidad fertilizante de 10s espermatozoides. 

En 10s ultimos afios se han utilizado algunas lectinas para identificar 

la presencia de carbohidratos en las membranas de espermatozoides de 

algunos mamiferos, sin embargo. son muy pocos 10s estudios realizados en 

cerdo y a1 parecer, no se ha reportado un seguimiento de las membranas de 

estos espermatozoides que permitan relacionar la presencia de ciertos 

carbohidratos con su capacidad fecundante. 



OBJETWOS. 

OBJETNO GENERAL 

Determinar 10s cambios en la expresion de carbohidratos en la 

membrana de espermatozoides de cerdos durante la capacitacion y la 

reaccibn acrosomal. 

OBJETWOS PARTICULARES. 

Observar la distribucion de residuos glicosidicos en 

espermatozoides de cerdos Fertiles y Subfertiles durante la capacitacion y la 

reaccion acrosomal mediante microscopia de fluorescencia. 

Cuantificar y comparar 10s residuos glicosidicos en espermatozoides de 

cerdos Fkrtiles y Subfertiles durante la capacitacion y la reaccion acrosomal 

mediante citometria de flujo. 



Se sabe que durante 10s procesos de capacitacion y reaccion acrosomal 

suceden varios cambios a nivel de membrana por lo que se espera encontrar 

una redistribution de 10s carbohidratos, N-acetilglucosamina y/o acido 

sialico, manosa y fucosa en el transcurso de dichos procesos. 

Asi mismo, se sabe que 10s carbohidratos juegan un  papel muy 

importante en el reconocimiento de 10s gametos, por lo que se,espera 

encontrar diferencias en cuanto a la distribucion de carbohidratos de 

espermatozoides de cerdos fkrtiles y subfkrtiles. 



Muestras de semen. 

Se obtuvieron.58 muestras de semen de cerdos de 12 granjas locales. 

Los eyaculados se  obtuvieron por el metodo de la mano enguantada. 

posteriormente se filtraron por medio de una gasa para obtener unicamente 

la fraccion rica. Para su  transporte a1 laboratorio 10s espermatozoides se 

colocaron en diluyente de Iarga duracion (MR-A) a una concentracion final de 

6 X lo9/ 100ml. La conservation de las muestras no fue mayor de 24 horas. 

Las muestras de semen se obtuvieron de cerdos de las razas Landrace. 

Yorkshire, Pietraen, Duroc, Sigherz y un grupo de Hibridos. La edad de 10s 

animales oscilo entre 8 y 42 meses (Tabla 1 y 2). 

Selecci6n y clasificaci6n de las muestras. 

La seleccion de 10s cerdos se realizo considerando animales integrados 

a un programa de inserninacion artificial, con registro de produccion y sin 

signos clinicos de alguna patologia. La clasificacion se hizo analizando 10s 
I 
I 
I indicadores reproductivos, como la tasa de partos y el nljmero de lechones 

I 
I 

nacidos por camada (Flowers, 1998). Se define como cerdos de baja 

1 prolificidad aquellos animales cuyas cerdas inseminadas con su semen 

presentan menos de 10 y 9 lechones nacidos por parto en cerdas multiparas 

y nuliparas respectivamente; 10s cerdos con baja fertilidad son aquellos 

cuyas cerdas inseminadas presentan una tasa mayor a1 15% de retorno a1 
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estro (Campos. 1995; Garcia. 1994). Con base en lo anterior se clasificaron 

como cerdos subfertiles aquellos con baja fertilidad y/o prolificidad y cerdos 

fertiles 10s que no presentaran estos antecedentes. Se evaluaron datos de por 

lo menos cuatro meses anteriores a la fecha en la que se obtuvo la muestra, 

en el caso de cerdos de menos de 8 meses de edad, unicamente se consider0 

el indicador de fertilidad es decir el numero de cerdas en gestacion. 

Del total de las muestras de semen analizadas. 39 muestras fueron de 

cerdos fertiles y -  19 muestras de cerdos subfertiles (Tabla 1 y 2). En el 

laboratorio se analizo la calidad de las muestras por medio de la evaluacion 

espermatica basica. 

Evaluation espermatica. 

En cada una de las muestras se determinaron 10s siguientes 

indicadores: 

Movilidad: se determino por observacion directa a1 microscopio optico 

a 200X y sekstimo el porcentaje de espermatozoides moviles. 

Viabilidad y Anormalidades.MorfoI6gicas: se determinaron por 

medio de la tecnica de Eosina/Nigrosina de acuerdo a 10s criterios descritos 

(Flowers. 1998; Jouannet et al., 1988; Rillo et al., 1996). La muestra se 

diluyo con el colorante a una proporcion de 3:1, se preparo un frotis y se 

I 
dejo secar a 37 OC. Se observo a1 microscopio optico. Se contaron 100 celulas 

I y se determino el porcentaje de espermatozoides vivos. Se consideraron como 
I 

I 
espermatozoides vivos aquellos que no presentaron tincion y como 
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espermatozoides muertos 10s tenidos en color rojo. Con 10s mismos frotis se 

determino el porcentaje total de espermatozoides con anormalidades 

morfologicas. Se analizaron 100 cklulas a1 microscopio. 

Las muestras de semen fueron estudiadas bajo tres condiciones: 

espermatozoides frescos, espermatozoides capacitados y espermatozoides 

reaccionados. 

a) Frescos: El semen fue lavado dos veces con solucion salina de fosfatos de 

Dulbecco (DPBS). Se centrifugo a 6006 durante 5 minutos. Se retiro el 

sobrenadante y el paquete celular se resuspendio en un mililitro de DPBS. Se 

tomaron 5 X106 espermatozoides y se resuspendieron en PBS para su 

posterior marcaje con la lectina. 

b) Capacitados: De 10s espermatozoides lavados se tomaron 5 X106 celulas 

y se depositaron en una caja de plastic0 de cuatro pozos (Nunc Denmark) 

con medio TALP-HEPES suplementado con BSA (6mg/ml) y Piruvato de 

Sodio 1 mM (Sigma Chemicals, St. Louis. MO, EUA) a un pH de 7.4 y fueron 

incubados durante cuatro horas a 39 "C, en una atmosfera humeda y con 5 

% de CO, [Bonilla et al., 1994). 

c) Reaccionados: Despues del tiempo de capacitacion se indujo la RA 

mcdiante la adicion de progesterona (Sigma Chemical, St Louis MO.. USA) a 

una concentracion final de 10 pg/ml y se dejo incubar durante 20 minutos 

en las mismas condiciones (Berger, 19901. 



Se utilizaron lectinas conjugadas a isotiocianato de fluoresceina (FITC): 

aglutinina de  Triticum vulgaris (WGA), que se une a residuos de 

N-acetilglucosamina y/o acido sialico, Concanavalia ensiforrnis aglutinina 

(Con-A), especifica para residuos de manosa, y Ulex europaeus aglutinina 

(UEA), que se une a residuos de fucosa. Se preparo un control negativo para 

cada muestra, incubando las lectinas por 30 minutos con sus respectivos 

azucares a una concentracion de 0.3 M antes de ser puestas en contact0 con 

10s espermatozoides (Fierro et al.. 1996). 

Citometria deflujo. 

Se tomaron alicuotas de 5x10" espermatozoides, se incubaron con 5 p1 

de la lectina a una dilucion 1:50 y se incubaron durante 30 minutos a 39°C. 

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se lavaron dos veces con PBS, 

centrifugando a 600 g por 5 minutos. El paquete celular marcado fue fijado 

en paraformaldehido a1 1%. Posteriormente 10s espermatozoides fueron 

analizados en un  citometro de flujo modelo FACScan (Becton Dickinson. 

Immunocytometry System, San Jose. CA, EUA). 

Se evaluaron 5.000 celulas por muestra en cada una de las 

condiciones estudiadas. Se analizaron 10s histogramas de intensidad de 

fluorescencia (IF) contra el numero de celulas marcadas (Fierro et al.. 1996). 
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Microscopia defluorescencia. 

Se tom0 una alicuota de la muestra de espermatozoides 

marcados con lectina y lavados con PBS (antes de ser fijados), se observo a1 

microscdpio de fluorescencia. Se determino el patron de distribucion de la 

lectina, observando la region marcada (De Maistre et al., 1996). 

Los datos fueron analizados utilizando la prueba "f' de Student con un 

nivel de confianza p<0.05. 



Clasificacion de la muestra. 

Se obtuvieron 58 muestras de semen de cerdos de diversas razas y 

edades provenientes de 12 diferentes granjas del pais, las muestras 

cumplieron con las caracteristicas descritas anteriormente. Se clasificaron en 

dos grupos de acuerdo a su  registro de produccion. Del numero total de 

muestras. 39 eyaculados fueron considerados como cerdos fertiles, ya que 

provenian de animales con fertilidad probada, se incluyeron en grupos de 

acuerdo a su  raza, se incluyo un grupo denominado Hibridos que son cerdos 

con rnezcla de razas Pietraen, Duroc y Hampshire. La edad de 10s cerdos 

oscilo entre 8 y 42 meses (Tabla 1). Los 19 eyaculados restantes fueron 

clasificados como cerdo subfertiles por presentar baja fertilidad, su edad 

oscilo entre 10s 11 y 42 meses (Tabla 2). 

TA5L.A 1. Caracteristicas del semen de 10s cerdos Fertiles 

Raza Granjs Edad Viabilidad Movilidad Anormalidades 

N=39 (meses) (%I (%) (%I 
Landrace GC, R, J 8-36 90 85 3 

(13) 
VC,CH. 

Duroc R, J, M, GC. 12-24 90 80 1 

(9) 
TP, CH 

Yorkshire R, J, GC 1 1-42 95 90 1 

(10) 

Hibridos VC, CH,GC 9-30 90 80 3 

(7) 
Granjas: Cuatitlan IGC). Jalisco (J). Matamoros (MI. ~ d ~ a t l a x c o  (TP). Zumpango (2). 

Calpulalpan (C). Chapingo (CH). Villa del Carbon (VC), Los Reyes (R). 



Hibridos: Mezclas de las razas Pietrain. Duroc, Hampshire. 

TABLA 2. Caracteristicas del semen de 10s cerdos Subfertiles 

Raza Granja m a d  Viabilidad Movilidad Anormalidades 

N=P9 (meses) (%) (%) (%) 

Yorkshire GC. J 24-36 92 85 5 

(5) 

Landrace M, GC. T. Z 1 1-28 90 80 7 

(4) 

Pieiraen TP. C 17-42 94 85 6 

(2)  

Sigherz P, T 22-36 95 85 3 

(31 

Hibridos P 18-36 95 80 8 

(5) 
Granjas: Cuatitla (GC). Jalisco (J). La piedad (P), Matamoros (M). Teoloyuca 

(TI, Tepatlaxco (TP). Zumpango (2). Calpulalpan (C) 

Hibridos: Mezclas de las rams Pietrain. Duroc. Hampshire. 

Evaluacibn espermhtica. 

Se determino la calidad de la muestra por medio de la evaluacion de la 

movilidad, viabilidad y morfologia. El analisis estadistico no mostro 

diferencias significativas entre las muestras de cerdos fertiles y subfertiles. 

Los valores que presentan estan dentro de 10s intervalos que indican buena 

calidad de la muestra (Hafez, 1993). En promedio se observo del 80 a1 95% 

de movilidad, entre 80 y 95% de viabilidad, y menos de 10% de 

anormalidades morfologicas. No se obsemaron diferencias entre las 

diferentes razas (Tablas 1 y 2). 



Citometria de Flujo. 

Los resultados mues t ran  diferencias muy evidentes entre 10s 

espermatozoides marcados con Iectinas y 10s marcados con lectinas 

neutralizadas con s u s  respectivos azucares (control negativo), esto indica que 

la union de las lectinas a 10s espermatozoides fue especifica (Figura 4). Asi 

mismo, s e  aprecian diferencias entre l as  muestras de espermatozoides 

frescos, capacitados y con RA. 

Control Negativo 1 

FIGURA 4. Se rnuestran histogramas de Intensidad de Fluorescencia contra 

el nurnero de celulas marcadas. Se puede apreciar la diferencia entre el control 

I negativo (A ) y el grupo de espermatozoides marcados con la lectina conjugada a 

I FlTC (B). Se observa que la fluorescencia inespecifica es despreciable. 



Cerdos Fkrtiles. 

Las muestras de semen se  agruparon por razas, en este caso se 

obtuvieron 5 grupos y se cuantifico la IF debida a la union de la lectina. 

WGA: Se observo que el patron de union de la lectina varia entre las - 
diferentes razas y condiciones. La IF fue mayor en espermatozoides frescos, 

esta disminuye durante la capacitacion y se mantiene sin carnbio despues de 

la RA. La diferencia entre espermatozoides frescos y capacitados es 

estadisticamente significativa (p<0.05) a excepcion del grupo de Hibridos en 

el que la diferencia no es estadisticamente significativa (Tabla 3). 

TABLA 3. Intensidad de fluorescencia (IF) de WGA. Analisis por raza. 

RAZA IF ?r ES 

N= 39 Frescos Capacitados Reaccionados 

Landrace 6946 f 174b 5641 + 302b 5597 f 294 

Duroc 6560 -1- 481" 5474 + 484" 5020 f 455 

Yorkshire 6654 k 770' 5486 + 760' 4610 + 489 

Hibridos 6842 f 794 6126 + 508 5295 f 594 I 
I 

Se representa la media de IF f error estandar (ES). Se realizo la prueba de 

distribuci6n t de Student obsenrando diferencia significativa entre 

espermatozoides frescos y capacitados con una p<0.05 (a), p<0.001 (bl y 

p<0.005 (c). Numero de muestra (N). 

1 Por otro lado se  realizo un  analisis considerando la edad 

independientemente de la raza. Se formaron tres grupos: Grupo I (de 7 a 



18meses). Grupo I1 (de 19-30 meses) y Grupo 111 (de 31-46 meses). La 

distribucion de 10s sitios de union de WGA tiende a comportarse de forma 

similar. Se  observo u n a  drastica disminucion en  la IF despuks de la 

capacitacion, a1 termino de la RA disminuye ligeramente, per0 esta diferencia 

no es  significativa. Solo se  mostro diferencia significativa entre 10s grupos I1 y 

111 en espermatozoides frescos asi como en espermatozoides reaccionados 

(Tabla 4) 

TABLA 4. lntensidad de fluorescencia (IF) de WGA. Analisis por edad. 

EDAD W k E S  

(mesee) 

N=39 Frescos Capacitados Reaccionados 

Grupo I 6455 + 365 5133 f 346 4970 f 275 

(7- 18) 

Grupo I1 6630 f 297" 5756 f 297 5185 f 24gb 

(19-30) 

Grupo I11 7826 + 330a 6326 f 515 6048 f 171b 

Se representa la media de IF + error es thdar  (ES). Se realizo la prueba de 

distribucion t de Student observando diferencia significativa entre 10s grupos 

I1 y I11 de espermatozoides frescos y reaccionados p<0.05 (a) y p<0.005 (b). 

Numero de muestra (N). 

Con-A: A1 analizar cada u n a  de las razas, se  observo u n  increment0 en 

la fluorescencia de  10s espermatozoides capacitados con relacion a la  

observada en  10s espermatozoides frescos en las razas Landrace. Duroc y en 



10s Hibridos (p<0.05), sin embargo en la raza Yorkshire no se observaron 

cambios. Despues de la RA se observo una ligera disminuci6n en la 

fluorescencia en todas las razas, esta diferencia es significativa solamente 

en las razas Landrace y Duroc (Tabla 5). 

Con respecto a la edad se observ6 un increment0 de la fluorescencia en 

espermatozoides capacitados y a1 termino de la RA se present0 una ligera 

disminucion en la IF. A1 realizar la comparacion entre edades, solo se observo 

diferencia significativa (p<0.05) entre el grupo I1 y I11 en espermatozoides 

frescos (Tabla 6). 

TABU 5. Intensidad de fluorescencia (IF) de Con-A. Analisis por raza. 

RAW). PFf ES 

N=39 Frescos Capacitados Reaccionados 

Landrace 5389 f 154" 6353 f 203 5794 k 209 

Duroc 5242 k 23 1" 6049 f 195'.b 5554 f 295 

Yorkshire 5525 f 395 5200 f 366 49 15 f355 

Hibridos 4985 f 357' 5979 k 215 " 5723 rl: 195 

Se re~resenta la media de IF f error estandar (ES). Se realizt, la prueba t de 

Student observando diferencia significativa con una p<0.005, entre 

espermatozoides frescos y capacitados (a), y entre espermatozoides 

capacitados y reaccionados (b). Numero de muestra (N). 



TABLA 6. Intensidad de fluorescencia (IF) de Con-A. Analisis por edad 

EDAD IF + ES 

(meses) 

N=39 Frescos Capacitados Reaccionados 

Grupo I 5332 + 204 5980 + 265 5579 + 215 
(7- 18) 

Grupo I1 5184f 142" 5854 f 120 5684 + 161 
(19-30) 

Grupo 111 5820 f 174 " 6231 + 291 5439 + 376 

Se representa la media de IF f error estandar (ES). Se realizo la prueba de 

distribucion t de Student observando diferencia significativa (p<0.05) entre 10s 

espermatozoides frescos del grupo I1 y I11 (a). Nlimero de muestra (N). 

UEA: En este caso se observo que la fluorescencia emitida por esta - 
lectina es sustancialmente menor que la que presentan las dos lectinas 

anteriores. Los valores de la IF son relativamente bajos, sin embargo a1 

compararlos con la del grupo control se mostraron claras diferencias entre 

ellos. El analisis por raza mostro que la IF tiende a disminuir en 10s 

espermatozoides capacitados; a1 compararlos con 10s valores de 10s 

espermatozoides frescos so10 hay diferencia significativa en las razas 

Landrace y Yorkshire (p<0.05). En 10s espermatozoides reaccionados no hub0 

diferencia con respecto a 10s capacitados (Tabla 7). El analisis por edad no 

mostro diferencia significativa entre 10s grupos (Tabla 8). 
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TABLA 7. Intensidad de fluorescencia (IF) de UEA. Analisis por raza. 

N=39 Frescos Capacitados Reaccionados 

Landrace 181 + 18" 134 + 22 " 142 + 19 

Duroc 192 f 23 135 + 16 131 + 25 

Yorkshire 198 k 27" 126 + 16 " 130 +18 

Hibridos 161 f 38 155 f 22 167 + 25 

Se representa la media de IF + error estkndar (ES). Se realizo la prueba de 

distribuci6n de t Student observando diferencia significativa (p< 0.05) entre 

espermatozoides frescos y capacitados (a). Numero de muestra (N). 

TABLA 8. Intensidad de fluorescencia (IF) de UEA. Analisis por edad. 

EDAD PF f ES 

(meses) 

N=39 Frescos Capacitados Reaccionados 

Gmpo I 198 + 20 145 + 14 153 + 20 

(7- 18) 

Gmpo I1 179 f 17 145 f 18 128 + 10 

(19-30) 

Gmpo I11 184f 29 123 f 21 161 + 26 

(3 1-46) 

Se representa la media de 1F + error estandar (ES). Se realizo la prueba de 

distribucion t de Student y no hub0 diferencia significativa entre ningun 

grupo. Numero de muestra (N). 



34 

A1 agrupar las muestras sin distinci6n de raza ni de edad, se 

encontraron 10s siguientes resultados: Con WGA la IF disminuye en 

espermatozoides capacitados y disminuye aun mas en esperrnatozoides 

reaccionados: estas diferencias son estadisticamente significativas (p<0.005). 

Con respecto a Con-A observamos que despues de la capacitacion la 

fluorescencia se increment6 considerablemente y a1 termino de la RA, esta 

disminuye. La fluorescencia emitida por UEA disminuye considerablemente 

en 10s espermatozoides capacitados (diferencia significativa pc0.005) y se 

mantiene sin cambios en espernlatozoides reaccionados (Tabla 9 y Figura 5). 

TABLA 9. Intensidad de Fluorescencia de Lectinas unidas a 

Espermatozoides de Cerdos Fertiles. 

IF f ES 

LECTINAS Frescos Capacitados Reaccionados 

N=39 

WGA 6751 f 210b 5621f 210" 5141 _+ 177 

Con- A 5335 + 107b 5957 + 118" 5458 + 120 

UEA 197f  l l b  142f  11 135 f 10 

Se representa la media de IF + error estandar (ES). Se realizo la prueba de 

distribucion t de Student observando diferencia significativa p< 0.05 (a) entre 

espermatozoides capacitados y reaccionados y p<0.01 (b) entre 

espermatozoides frescos y capacitados. Numero de muestra (N). 



0 0 
WGA CON-A U EA 

Lectinas 
Frescos Capacitados Reaccionados 

FIGURA 5. Se grafico el promedio de IF + error estandar. Se 

compararon las poblaciones de espermatozoides frescos vs capacitados (a) y 

capacitados vs reaccionados @) mediante la prueba t de Student observando 

diferencia significativa con una p< 0.05. 

W 3  Los resultados mostraron que la union de WGA a la membrana 

espermatica de cerdos subfertiles disminuye despues de la capacitacion 

(diferencia significativa p<O.05), y se  mantiene sin cambios en 

espermatozoides reaccionados (Tabla 10 y Figura 6). A1 comparar 10s datos 

con 10s de 10s cerdos fertiles se encontro que en 10s primeros hay menor IF y 

estas diferencias fueron significativas en las tres condiciones (p<0.05) (Figura 

7).  
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TABLA 10. Intensidad de Fluorescencia de  Lectinas unidas a 

espermatozoides de Cerdos Subfertiles 

LECTPNAS 
mf ES 

N=19 Frescos Caprncitados Reaccionados 

WGA 5443 f 41 la 4687 f 314 4452 + 36 1 

Con- A 5044 + 198 4943 f 231 4881 f 288 

UEA 207 f 20 202 + 21b 154+ 16 

Se representa la media de la IF f error esthdar (ES). Se realizo la pmeba de 

distribucion t de Student observando diferencia significativa p< 0.05 (a) entre 

espermatozoides frescos y capacitados y p<0.01 (b) entre espermatozoides 

capacitados y reaccionados. Numero de muestra (N). 

0 
WGA 

0 

UEA 

Frescos 
Lectinao 

Capacitados Reaccionados 

FPGURA 6. S e  grafico el promedio de  IF 2 error estandar.  Se 

compararon las poblaciones de espermatozoides frescos vs capacitados (a) y 

capacitados vs reaccionados (b) mediante la prueba t de Student observando 

diferencia significativa con u n a  p< 0.05. 



i Intensidad de fluorescencia (IF) de WGA unida a 
espermatozoides de cerdo 
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CONDICION 

FIGURA 7. Se grafico el promedio de IF _+ error estandar. Se realizo la 

prueba de distribucion t de Student entre cerdos fertiles y subfertiles. 

observando diferencia significativa a una p<0.05('). 

Con-A: Los resultados observados en 10s espermatozoides de cerdos 

subfertiles muestran que la union de esta lectina no cambia en 

espermatozoides capacitados y reaccionados con respecto a 10s frescos 

(Figura 6). A1 comparar estos resultados con 10s de cerdos fertiles se observo 

que no hay diferencias entre espermatozoides frescos de ambos grupos; con 
I 
I 

respecio a 10s espermatozoides capacitados y reaccionados si hay diferencias 
I 

I 
I estadisticamente significativas (p<0.05) entre las muestras de cerdos fertiles 

1 I 
y subfertiles (Figura 8). 
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FPGURA 8. Se graficb el promedio de IF f error es thdar .  Se realiz6 la 

prueba de distribucion t de Student entre cerdos fertiles y subfertiles. 

observando diferencia significativa a una p<0.05(*). 

UEA: Los resultados mostraron que la IF en espermatozoides frescos y - 
capacitados es similar. Sin embargo, en 10s espermatozoides reaccionados se 

obsemo una  drastica disminucion encontrandose que la diferencia es 

significativa (p<0.01) como puede apreciarse en la Figura 6. A1 comparar 

estos resultados con muestras de cerdos fertiles se observo que en ambos 

grupos 10s espermatozoides frescos y reaccionados presentan IF similares. 

Por el contrario, despues de la capacitacion, la IF de espermatozoides de 

cerdos fertiles es menor que la de espermatozoides de cerdos subfertiles 

(diferencia significativa p<0.05) (Figura 9). 
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FIGURA 9. Se grafico el promedio de IF + error estandar. Se realizo la 

prueba de distribucion t de Student entre cerdos fertiles y subfertiles. 

observando diferencia significativa a una p<0.05(*). 



Microscopia defluorescencia. 

Los resultados muestran diferencias entre 10s espermatozoides 

marcados con lectinas y 10s marcados con lectinas neutralizadas con sus 

respectivos azucares (control negativo]. Asi mismo, se aprecian diferencias 

entre las muestras de espermatozoides frescos, capacitados y con RA. 

W* Se presenta en la cabeza y en el flagelo de espermatozoides frescos. 

Con la capacitacion disminuye la fluorescencia en el flagelo, concentrandose 

en la cabeza. En espermatozoides reaccionados, la fluorescencia desaparece 

en el flagelo y la intensidad disminuye en la cabeza (Figura 10 a,  b, c). 

C o n - A :  Se localiza en toda la cabeza y en la pieza media de 10s 

espermatozoides frescos. Despues de la capacitacion el marcaje se situa 
I 
I principalmente en la region acrosomal. En 10s espermatozoides reaccionados 
I 

1 la fluorescencia se concentra principalmente en el borde de la region 

I acrosomal (Figura 10 d,  e. f). 

La fluorescencia no pudo evaluarse en el caso de UEA ya que 10s 

espermatozoides presentaron muy baja IF, comparable con la que present0 el 

control negativo. 



I FIG- 10. Microscopia de Fluorescencia, 400X 



Figura PO. Microscopia de FPuorescencia, X400. 

a) Con la lectina WGA se marca la membrana plasmatica de 

espermatozoides frescos. 

b) El marcaje se concentra en la cabeza, y el flagelo muestra baja 

fluorescencia en espermatozoides capacitados. 

C) En espermatozoides reaccionados solo se encuentra fluorescencia en 

la cabeza. 

d) Con la lectina Con-A se marca dkbilmente la cabeza y la pieza media 

de espermatozoides frescos. 

e) Despuks de la capacitacion se concentra la fluorescencia en la region 

acrosomal. 

f) La fluorescencia se encontro prirlcipalmente en el borde de la region 

acrosomal en espermatozoides reaccionados. 



La capacidad fertilizante de 10s espermatozoides esta relacionada con 

la movilidad, la morfologia y la funcion del acrosoma, entre otras. El 

deterioro de alguna de estas funciones se ha ligado a fallas reproductivas (De 

Jonger et al., 1993). ademas se ha observado que altos porcentajes de 

espermatozoides anormales estan asociados con infertilidad y con la calidad 

del embrion (Parinaud et all, 1993). Se ha mostrado una relaci6n entre 

anormalidades morfologicas y la baja capacidad de realizar la RA (Carrel1 et 

al.. 1994; Heywinkel et al.. 1993). 

En centros de production de semen y granjas con centro de 

insemination artificial, se determina la capacidad fertilizante de cada 

eyaculado evaluando la movilidad, la viabilidad y la morfologia espermatica. 

Actualmente estos parametros son utilizados como analisis de rutina para 

diagnosticar la fertilidad del macho (Flowers. 1998; Rillo et al.. 1996). Sin 

embargo, estos indicadores no son siempre suficientes para identificar 

eyaculados de cerdos con problemas reproductivos. 

En el presente trabajo no se encontraron diferencias a1 comparar la 

evaluacion espermatica basica entre cerdos fertiles y cerdos subfertiles. Los 

resultados de viabilidad, movilidad y anormalidades morfologicas estan 

dentro de 10s valores establecidos para considerarse como cerdos fertiles, a 

pesar de ello, 19 de 10s cerdos fueron clasificadas como subfertiles por sus 

antecedentes de baja fertilidad y/o prolificidad. 

Es evidente que no se  puede utilizar la movilidad, viabilidad y 

anormalidades morfologicas como unicos parametros para determinar el 
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poder fecundante de 10s espermatozoides, ya que no siempre 10s eyaculados 

presentan alleraciones en estos parametros. Por lo tanto debe considerarse 

que existen otros factores que intervienen en la disminucion de la fertilidad, 

como la falta o la disminucion de receptores en el espermatozoide. 

Se han realizado diversos estudios para determinar la distribucion de 

residuos de azucares en espermatozoides de diferentes especies de mamiferos 

(Koehler. 1981). En la mayoria de las especies examinadas se muestra la 

presencia de residuos de glucosa, manosa, galactosa y N-acetilglucosamina, 

ubicados principalmente en la membrana plasmatica, el acrosoma y la region 

ecuatorial. Tambikn se han observado residuos de fucosa en la region post- 

acrosomal (Bawa et al., 1993; Lee y Ahuja, 1987). 

En general, 10s resultados obtenidos en este trabajo no muestran 

diferencia significativa entre 10s datos obtenidos por raza ni por edad de 10s 

cerdos. Esto podria deberse a1 numero de muestra, ya que a1 agruparse tanto 

por raza o edad, el numero de muestra disminuye considerablemente. 

Al ser analizadas las muestras de cerdos normales, en su  totalidad, 

encontramos la presencia de residuos de acido sialico y/o 

N-acetilglucosamina, manosa y fucosa en  la membrana de 10s 

espermatozoides. Estos se localizan en toda la membrana plasmatica del 

espermatozoide incluyendo el flagelo y en la membrana acrosomal. A1 mismo 

tiempo se observo que en la superficie del espermatozoide se produce una 

remocion continua de mol~culas glicosiladas, ya que, la distribucion de estas 

moleculas cambia durante la capacitacion y la RA. 

Los residuos de N-acetilglucosamina y/o acido sialico disminuyen 

considerablemente durante la capacitacion y la RA. En estudios previos 
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utilizando tkcnicas de marcaje ultraestructural y microscopia de 

fluorescencia se encontro que WGA se une a la superficie de espermatozoides 

lavados de cerdo, bovino y humano (De Maistre et al., 1996; Fierro et al.. 

1996; Flesch et al., 1998). Los resultados obtenidos por citometria de flujo 

concuerdan con 10s trabajos antellores ya que WGA se une a la membrana 

plasmatica de espermatozoides frescos. 

En espermatozoides capacitados y con RA, 10s sitios de uni6n a WGA 

disminuyen y se concentran en la region del acrosoma y en algunos casos en 

la region post-acrosomal. De acuerdo con 10s resultados obtenidos se puede 

sugerir que la presencia de un gran numero de residuos de N- 

acetilglucosamina y/o acido sialico en la membrana plasmatica del 

espermatozoide es  u n  buen indicador de que no se ha iniciado la 

capacitacion. 

Los resultados de cerdos subfertiles mostraron diferencia en la 

distribution de 10s receptores, pues se observo un numero menor de residuos 

de N-acetilglucosamina y/o acido sialico en la superficie del espermatozoide. 

A1 igual que en cerdos fkrtiles, 10s receptores disminuyen durante la 

capacitacion pero a1 terminar la RA, estos se mantienen sin cambios. Esto 

podria indicar que disminuye la poblacion de espermatozoides que realizo la 
I 

RA y concuerda con 10s datos obtenidos con las mismas muestras en las que 

se evalu6 la RA mediante otra metodologia (Herrera et al., 2000). 

A1 comparar estos resultados con 10s de cerdos fertiles se encontraron 

diferencias significativas, por lo que se propone que la disminucion de 

residuos de N-acetilglucosamina y/o acido sialico en la membrana 
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plasmatica podrian tener relacion con la subfertildad de 10s cerdos. Se 

reporto en espermatozoides humanos que la localizacion y la concentracion 

de receptores a WGA estan directamente asociados con la fertilidad 

masculina ya que la union de WGA s e  encontro disminuida en muestras de 

semen con alteraciones morfologicas (Gabriel et al., 1994). Asi mismo, se 

encontro que 10s mismos receptores podrian estar relacionados con la 

activacion del ovocito, ya que bajas concentraciones de WGA impiden que 10s 

espermatozoides activen a1 ovocito y reducen la fertilizacion. Estas 

observaciones sugieren que 10s sitios de union a WGA en la membrana 

plasmatica podrian ser parte de u n  complejo receptor-activacion del 

espermatozoide (Flannery y Epel, 1998). 

La lectina Con-A se utiliza para determinar la integridad del acrosoma. 

En espermatozoides de diversos mamiferos, se han realizado estudios 

ultraestructurales en donde se observa que manosa se une preferencialmente 

a la membrana interna del acrosoma (Holden et al., 1990; Runnebaum et al., 

1995; Tao et al., 1993). En humano se ha observado que Con-A se une a la 

region anterior de la cabeza del espermatozoide capacitado: a1 inducir la RA. 

se observo que la lectina se une a la region ecuatorial y a la membrana 

acrosomal interna (Fierro et al., 1998; Topfer-Petersen et at., 1984: Vkquez 

et al., 1996). E n  el presente trabajo se observo que en espermatozoides 

frescos la lectina se encuentra en la cabeza y en la pieza media aunque en 

baja cantidad: en 10s espermatozoides capacitados, 10s residuos de manosa 

se incrementan significativamente en la region acrosomal y en 10s 

espermatozoides reaccionados la marca se situa de manera muy intensa en 

el borde de la region del acrosoma. Con lo anterior ,se puede considerar que 
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la migracion de 10s receptores a Con-A es un indicador de la capacitacion y 

de la RA de 10s espermatozoides de cerdo. 

Varios autores han demostrado la participacion de 10s sitios de union 

de Con-A con la union dei espermatozoide a la ZP en humanos. La expresion 

de estos receptores en la superficie del espermatozoide se incrementa 

durante la capacitacion por lo que concluyen que la expresion de 10s residuos 

de manosa se relaciona con el estado acrosomal del espermatozoide y su 

polencial fertilizante (Chen et al., 1995; Mori et al., 1989). En 10s 

espermatozoides de cerdos subfertiles se observo que la union de Con-A no 

presenta cambios durante la capacitacion y la RA. Consideramos que la 

rxprrsion difm-encial de estos receptores podria ser uno de 10s indicadores de 

espermatozoides de cerdos subfertiles. 

Por otra parte, se observo que 10s espermatozoides de humanos recien 

eyaculados no presentan union de la lectina UEA (Lee y Damjanov, 1985). 

Otros autores observaron que despues del lavado, se aprecian residuos de 

fucosa en la membrana plasmatica de la region post-acrosomal, en el cuello y 

en la pieza media (Bains et al., 1992). Posteriormente se detect6 la aparicion 

de residuos de fucosa en la membrana interna del acrosoma y en las 

i vesiculas acrosomales solamente dos horas despues de haber inducido la RA 

(Fierro et al.. 1996). I Los resultados del presente trabajo muestran que la IF debida a UEA 

fue menor a la que se presenta con WGA o Con-A, por lo que en microscopia 

de fluorescencia no se logro detectar. Consideramos que esto se debe a1 bajo 

numero de residuos de fucosa presentes en el espermatozoide de cerdo. El 
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citometro de flujo, por ser un  aparato mas sensible, permite detectar 

intensidades bajas de fluorescencia y por lo tanto se logro demostrar la 

presencia de residuos de fucosa en 10s espermatozoides de cerdo y detectar 

sus modificaciones durante la capacitacion y la RA. Los resultados de cerdos 

fertiles muestran una expresion de estos receptores en la membrana 

plasmatica de espermatozoides frescos y capacitados, la cual disminuye 

significativamente en espermatozoides reaccionados. A1 parecer, 10s residuos 

de fucosa son importantes para el reconocimiento entre 10s gametos (Huang 

et al., 1982). Hasta la fecha no se conoce con exactitud la participacion de 

este carbohidrato durante la fertilizacion, per0 se requiere de su  presencia 

para que el espermatozoide se una a1 ovocito (Shalgi et al., 1991). 

Los datos obtenidos en cerdos subfertiles muestran una expresion 

similar de residuos de fucosa en la membrana plasmatica de 

espermatozoides frescos y capacitados, la cual disminuye significativamente 

en espermatozoides reaccionados. Es probable que la sobre-expresion de 

estos residuos en espermatozoides capacitados repercuta en la capacidad de 

i 
10s espermatozoides para llevar a cab0 la RA. A1 igual que con las dos 

lectinas analizadas anteriormente, se observa que la alteracion en la 

expresion de residuos de fucosa en la superficie del espermatozoide podria 

repercutir en el proceso de union del espermatozoide a1 ovocito. 

En algunas especies de mamiferos se han estudiado 10s cambios en la 

union de diversas lectinas durante la capacitacion y la RA. sin embargo 

algunos de 10s resultados son contradictorios. Lee y Ahuja, (1987) no 

encontraron alteraciones significativas en la distribucion de 10s sitios de 

union de las lectinas, por otro lado Aguas y da Silva, (1989), observaron 



cambios en las glicoproteinas de la membrana plasmatica durante la 

capacitacion de espermatozoides de raton. En espermatozoides de cerdo se 

observo una disminucion significativa en el porcentaje de union a las lectinas 

PNA. WGA y Con-A despues de la RA (Vazquez et at., 1996). Estos resultados 

estan en controversia con 10s de nuestro estudio debido probablemente a que 

ellos utilizaron microscopia de fluorescencia y/o microscopia electronica, en 

cambio en este trabajo se empleo ademas de la microscopia de fluorescencia, 

la citometria de flujo que permite analizar miles de cklulas en poco tiempo y 

c-on alla scnsibilidad. 

Los datos obtenidos indican que, ademas de utilizar la movilidad. 

viabilidad y anormalidades morfologicas como parametros para determinar la 

capacidad fecundante de 10s espermatozoides, es necesario desarrollar 

nuevas tecnicas mas sensibles y confiables. Una de ellas podria ser la 

cuantificacion de 10s receptores de membrana de 10s espermatozoides por 

citometria de flujo. Esto mejoraria el diagnostic0 y disminuiria las perdidas 

por la seleccion incorrecta de sementales. Esta tecnica podria ser adecuada 

para centros de inserninacion artificial y productores de semen. 



Se propone que el analisis de la movilidad, viabilidad y anormalidades 

morfologicas debe ser  complementado con otras tecnicas, como la 

cuantificaci6n de receptores de membrana. 

Se demostro que durante la capacitacion y la RA se modifica la 

composicion del glicolema de espermatozoides de cerdo reflejada por la 

redistribucion de 10s carbohidratos N-acetilglucosamina y/o acido sialico, 

manosa y fucosa. 

La microscopia de fluorescencia nos permitio localizar el lugar precis0 

de union de la lectina en las diferentes regiones del espermatozoide, y se 

logro cuantificar la intensidad de fluorescencia por medio de la citometria de 

flujo. 

Se encontraron diferencias en la expresion'de carbohidratos entre 

cerdos fertiles y subfertiles, por lo que consideramos que estas mol~culas 

podrian estar relacionadas con la capacidad fertilizante del espermatozoide. 

Seria recornendable, en futuras investigaciones, tratar de identificar las 

glicoproteinas involucradas en las modificaciones del glicocalix de 

I espermatozoides de cerdos fertiles y subfertiles durante la capacitacion y la 

I RA. 
I 
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