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INTRODUCCION

Los rafts lipidicos son microdominios de membrana, enriquecidos en
colesterol y esfingolipidos con un alto grado de compactacién, haciendo que
tengan un alto punto de fusion, y un fuerte caracter de insolubilidad a detergentes
no iénicos a bajas temperaturas. Es por ello que se les conoce como DRMs
(membranas resistentes a detergentes). Cada vez hay mas evidencias de que el
microambiente lipidico de los rafts participa en procesos de sefalizaciéon celular,
cambiando de composicion y tamafno en respuesta a estimulos intra y
extracelulares [1,2]. Estudios realizados en muy diversos tipos celulares han
mostrado que los rafts estan enriquecidos en proteinas de diferentes clases, tales
como proteinas ancladas a membrana por GPI, proteinas citoplasmaticas
aciladas, tales como kinasas de la familia Src, proteinas G heterotriméricas, y
proteinas transmembrana [3]. Los rafts de membrana se han identificado en
espermatozoides de varias especies [4, 5, 6, 7], y se han visto implicados en
fenédmenos relacionados con la capacitacion [7].

El presente trabajo consistié en el aislamiento de rafts lipidicos en base a su
insolubilidad en Triton X-100 a 4 °C, asi como en la identificacion de marcadores
de rafts descritos en otras especies y tipos celulares.

MATERIAL Y METODOS

El semen utilizado fue una mezcla de los segundos eyaculados de moruecos de
raza Rasa aragonesa, pertenecientes a ANGRA, mantenidos con un periodo de
abstinencia de dos dias. La metodologia utilizada para la preparacion de las
muestras de semen (por un método de swim-up/dextrano) y su posterior evaluacion,
fue la descrita previamente por Pérez-Pé y cols [8].

El aislamiento de rafts lipidicos se basé en la insolubilidad de los componentes de
los rafts lipidicos al Triton X-100 a 4 °C (comunicacion personal del Dr. Ollero).
Brevemente, espermatozoides de swim-up se sometieron a electroporacion seguida
de sonicacion, con objeto de fragmentar las membranas. El lisado (2 ml) se mezclé
con 2 ml de de sacarosa al 80%. Esta mezcla se deposito en el fondo de un tubo de
ultracentrifuga. Encima se deposité sacarosa 30% (6 ml), y para completar el
gradiente, sacarosa 5% (2 ml). La ultracentrifugacion se realizé a 100.000 xg, 20
horas, a 4 °C y se recogieron 12 fracciones de 1 ml. Tras la precipitacion de
proteinas mediante el método combinado de acido tricloroacético-acetona, la
concentracion proteica se determind mediante BCA. El analisis de marcadores
proteicos se realizd mediante la técnica de Western Blotting y Dot Blot [8]. La
deteccion de proteinas sobre el esperma mediante inmunocitoquimica segun la
técnica descrita en el articulo de Barrios y cols [9].

Para la identificacion del gangliésido GM1 sobre espermatozoides adheridos a
portas polilisinados, se utiliz la sububidad B de la toxina del célera conjugada con
fluorocromo Alexa 488 (Molecular Probes).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Debido a su baja densidad, los componentes de rafts lipidicos se pueden separar
de la fraccién no raft mediante ultracentrifugacion de lisados celulares en gradientes
de densidad de sacarosa. El aislamiento, mediante esta técnica, de rafts de
membrana de espermatozoides ovinos, mostré que las proteinas se distribuyeron de
manera diferencial en las doce fracciones recogidas tras la centrifugacion (Figura 1).

Pm F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 Pm F8 F9 F10 FI1 F12

Figura 1: Separacion de proteinas totales de esperma ovino mediante ultracentrifugacion
en gradiente de densidad de sacarosa. Se aislaron 12 fracciones que de la parte superior al
fondo del tubo se designaron Fr1 a Fr12.

Se analizé la presencia de 3 proteinas presentes en los rafts descritas en la
literatura: flotilina-1, flotilina-2 [10], y caveolina-1 [11]. Estas proteinas se han usado
como marcadores en diversos tipos celulares, y también se han descrito en
espermatozoides de otras especies: caveolina-1, en ratén y cobaya [4]; flotilina-2 en
humano [5]; flotilina-1, en ovino [6]. Se determiné su presencia o ausencia en
esperma ovino mediante Dot Blot y Western Blotting. La técnica del Dot Blot se
descarté dado que los controles sin anticuerpo primario también mostraban sefial.
Por su parte, el Western Blotting permitié identificar la presencia de rafts de las
fracciones arriba mencionadas. Con el anticuerpo anti-caveolina-1 se identificaron
bandas en varias fracciones, principalmente en las fracciones 5, 7, 8, y muy
débilmente en las ultimas. Se encontraron tres bandas en torno a los 40-45 kDa. De
acuerdo al peso molecular descrito para esta proteina, 22 kDa, las bandas
observadas podrian corresponder a homodimeros. También se pudo observar otra
banda de alto peso molecular en torno a los 100 kDa. El Ac anti-flotilina-2 detectd
bandas en las fracciones 10, 11, y 12, situadas entre 36 y 45 kDa. El peso molecular
de esta proteina es de 36 kDa. Dichas bandas podrian corresponder a diferentes
isoformas de dicha proteina. El ultimo anticuerpo ensayado, anti-flotilina-1, no dio
resultado, por lo cual se descarté para este estudio. Hasta el momento sélo se ha
descrito un marcador proteico de rafts lipidicos en esperma ovino, tratandose de
flotilina-1 [6], resultado opuesto al del presente trabajo. Por ello, se intentd ratificar
estos resultados mediante inmunocitoquimica, y se pudo confirmar la ausencia de
flotilina-1, ya que no se obtuvo marcaje alguno. Sin embargo, la caveolina-1 ofrecié
un marcaje en acrosoma y flagelo.

Otro marcador utilizado en este estudio fue la subunidad B de la toxina del célera,
que se une gangliésido GM1, lipido muy abundante en rafts. Dado que la toxina
estaba conjugada con un fluorocromo, la identificacion del gangliésido pudo
realizarse mediante microscopia de fluorescencia. Se observd marcaje
postacrosomal.
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Figura 2.- Presencia de gangliosido GM1 en espermatozoides ovinos.

Los resultados del presente trabajo asientan las bases de un estudio mas
profundo que abarcara el andlisis bioquimico de los cambios que los rafts lipidicos
experimentan durante la capacitacion y la reaccidon acrosémica. Asimismo, se
analizara el efecto que el proceso de congelacién puede tener sobre estos
microdominios. Como interés particular, analizaremos si las proteinas del plasma
seminal con efecto protector y reparador frente al frio descritas por nuestro grupo [9]
interaccionan con los rafts lipidicos, y en el caso de que asi sea, como es dicha
interaccion y su influencia en la funcionalidad del espermatozoide.
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