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UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 
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Golgi, a su membrana. Conforme la vesícula crece, esta se extiende y cubre la mitad anterior 

del núcleo de la espermátida. El alargamiento de la vesícula acrosomal y de la capa 

subacrosomal, ocurre simultáneamente. Esto sugiere que las proteinas de la TP son 

instrumentales en el proceso de capping. El ensamble de la region subacrosomal de la TP  

muy probablemente envuelve una intricada relacion entre las proteinas de la TP y los 

componentes especificos de unión de la membrana acrosomal y membrana nuclear  

(Tovich et. al. 2004) 

 

Durante la fase acrosomal de la espermatogénesis (paso 8 – 14) del acrosoma deja de 

crecer  y solo adquire la forma del núcleo de la espermátida. Es durante ésta fase que la región 

posicrosomal de la TP es formada inmediatamente después del descenso del manchette 

(Tovich et. al. 2004)  

 

Utilizando microscopía electrónica e inmunomarcaje con oro coloidal se ha confirmado 

la localización de historias somáticas en el manchette el cual es una red de microtubulos que 

rodea la mitad caudal del núcleo durante el período de los cambios morfológicos más grandes 

que suceden en la cabeza espermática. Hallazgos sugieren que las historias somáticas son 

sintetizadas de novo durante la espermatogénesis tardía para ser ensambladas en la TP 

(Sutovsky et. al. 2003, Tovich et. al. 2004). La variante subacrosomal H2B (subH2Bv), nunca 

ha sido observada dentro del núcleo de espermáticidas en desarrollo, pero si ha sido observada 

en el citoplasma en asociación con el sistema acrosomal en formación y se cree que es el 

primer candidato en la dirección de la unión de proteínas de TP con las vesículas  

acrosomales. La variante de subH2Bv se expresa principalmente en el testículo. Ésta variante 

se encuentra en espermatozoides de murinos y de bovino. Existe gran similitud entre H2B y la 

variante subH2Bv y por tal motivo es muy probable que compartan interacciones proteína – 

proteína, lo que implica que subH2Bv podría dimetizar con otras proteínas de la TP o con 

proteínas de la membrana acrosomal y así proveer de estabilidad a la membrana acrosomal.  

Los enlaces bisulfuro que posee la subH2Bv, pueden explicar la naturaleza insoluble de la 

variante subH2Bv en la TP (Aul y Oko 2001). 

Por lo menos tres clases de proteínas han podido ser distinguidas, en la TP entre estas 

se incluyen proteínas estructurales, proteínas histónicas y proteínas de señalización. Se ha  



#o0)

-tctl

Oq)

ñ7(JO
J

t)-tü'd'tr9ihOfi¡(Jt4(f(Jq)
Et4ñil¡

b
o

=
X

Hfit

d
fJ

q
)

.
:

i

.
o

x
¿

r 
tJ

)
d

o
J

N
=

H
8

.

;
d

d
=

t
h

g
.

ü
:# 

q)
t

r
E

o
o

)
U

E

,
;

n
p

=

&
ñ

.=
 

'E
c

(
d

$
(

J
t

r
q

¿

O
t

ho

i
l

3

O
O

o
t

s
'd

i 
a

€
G

t

:
9

h
(

)
d

F
.

9
f

i
.

o
G

l 
{)

F
l

É

tl)

E

F
IE

E
É

iÉ
1

iE
É

íiíí'liÉ
É

É
E

g
E

¡É
E

E
H

€
IIÉ

E
s

g
 

É
frlE

t$
íu

É
E

T
É

 
E

H
E

E
ü

;Ig
+

;.q
 

E
J

itE
É

É
c

F
E

fiF
 

E
;H

E
E

iggiigÉ
iiÉ

É
g;É

tgígÉ
;É

gÉ
gÉ

ggÉ
F

H
gigtgÉ

$E
ggggtÉ

g
'&

-



z
2

:
-

8
I

h
E

*
[

'
.o

¿
D

 
E

' 
6

l
o

(
h

+
H

o
-

=
F

¡r. 
O

 
ñ

'
F

+
F

B
)

A
'

5
¡

C
'

!sJ 
14

E=
J

j
d

F
 F

o
-

¡
t

E
r

D
¡

5
i

D
li

d
f

;
F

o
-

É
-

-
H(,

r
D

=
=

'
r

x
s

o
U

ñ
+

r
q

C
.

t
-

J
U

 
F

.)
r

=
.

=
'

t
T

=
J

*
f

f
i

 
o

x
4

1
f

;
:

8
H

É
F

'
¿

^
ñ

H
 

ñ
-

q
F

'ó
-

s
vt 

.a
t

E
E

t
E

!
r

t
r

.
o

B
 

N
 

IJ
B

 t
t

s
t

r
r

á
t

J
t

E
A

S
!

i
A

A
U'

 
t

i
E

g
i

i

ó.
-

o
G

5
F

S
5

!
J

E
q

a
 

iD
'

f
;

F

-ogo+
1 

*
XH

=
'

.

N
F

)

l
D

o
l

f
t

R

F
r

o
'

d
'

c
x

f
0

:1
 

u
)

"É{!Xl)i')r+C
,

o{aE
]

iqi
I

'

f
,

-
q

-
a

r
-

d
U

r
'

F
^

É
g

'
i

l
q

g
'

E
g

'
H

o
o

a
i

¡
9

F
o

o

É
 V

,.6
; 

E
 n

.fr 3
'

f
 A

 É
6

 +
F

 +
H

F
o

�
-

(
u

q
:

,
¿

+
t

S
=

ñ
A

ñ
¡

;
F

D
.H

 
D

r., E
. 

i5
 

o
 

o
:

(
u

r
,

,
.

l
Y

-
'

¿
í

f
ó

É
-

ñ
r

t
q

E
E

E
 

H
 ó

-
g

 
5

 
=

'
r

r
v

n
l

H
"

r
l

F
G

U

H
 

t
 i

 s
+

R
.

=
s

)
¡

?
E

*
E

:
ñ

l
l

x_ 
;1 

i- 
-t

'
S

'
o

E
 R

 H
'

+
l

-
É

'
6

6
c

1
{

.
-

o
*

3
s

,
g

 E
j

ñ
 t

r
E

u
o

ñ
l

T
'

-
o

+
;

+

4
r

'li.:.; E
 E

 *
:

E
H

,
=

3
i

;
:

3
;

 
F

 
q

 
?

'
i

i
 ñ

'
s

[
3

 e
 l

 
P

g
 

H
 E

=
F

l
'

ñ
.

F
,

r
E

5
l

¡
!

c
?

l
ñ

'
(

.
D

q
 

É
i 

ltR
 

iÁ
 

=
'

'E
) 

E
 

F
Á

 
lD

 
H

t
r

-
o

F
i

.
t

n
o

D
 P

F
.

H
H

 
8

+
É

E
-

t
r

g
.

E
r

o
 x

 
ó

-
É

-
F

 
5

t
r

s
 f

l:
 

f
i 

*
r

?
 

+
i, 

ó
 

E
f

;
'E

E
É

;
.

 I
N

l
¿

L
\

b
j

l
t

É
-

H
E

.
o

;
H

=
'

H
'

A
o

'
#

 
5

 
c

5
 F

'+
 

H
X

-
t

o
-

-
H

t
r

)
.

'
r

O
-

C
l

$
F

E
A

O
S

H
-

H
-

ú
o

f
$

H
'

o
E

'
+

H
=

'
+

 +
$

#
3

.
8

'
ü

9
,

ñ
?

;
-

b
t

g
o

=
 

H
 

b
"

S
: 

g
s

.
ü

 
F

 I
 

s

c-oU
)

oIfts'ñoU
)

I

-R0a(I!qFOhJovt-r!fit:J

fs
 

r
tlÉ

tr
e

)
P

N
J

.
5

t
s

ü

I*
g

 E
s

:-
É

H
n

$
 

H
^

E
;

H
' '$

E
H

.
€

6
:

 
+

g
E

g
 

g
E

E
F

f
f

i
 

É
H

 H
;

 
t

:
€

;
H

 
t

r
E

F
f

l
 

ñ
g

I
E

'
ü

 +
[

€
;

 
H

+
;

1
É

 
[

$
F

g
 F

¡
H

ü
i 

F
H

E
H

 
+

;
f

 F
'

E
 i

É
"-g

 
H

, ".8
 H

'É
S

, 
t 

F
H

g
 

S
;

 
;

7
 s

 F
É

 
+

H
H

f
i

 
F

i
6

-
€

;
É

 
g

ir
F

B
 

$
t

f
l€

É
' E

F
. É T

 
fi'triF

F
-,--.F

E
H

E
 

F
"

f
i'F

l*
 

E
F

F
E

,-
-

"
 

tE
 E

:; .8
I

;
E

.
 E

B
F

$
J

 
H

'E
+

É
 €

q
H

+
f

r
 

[
H

 E
 g

 
H

E
 T

#
 5

 
H

u
i

t
r

r
(

D
H

,
O

'
l

D
t

/
r

,
t

?
=

'
!

ü
x

,
=

3
r

o
.

u
l

+
ü

E
 E

E
f

 
r

j
:

F
ü

E
N

€
5

a
:

c
-

E
t

i
*

H
E

t
r

F
a

t
r

]

U
) 

F
F

r
rD

 
F

¡'
t

r
o

c
r

^

&
.

ñ
t

r
o

f*+
 

rt)

'ar 
th

E
q

ñ
o

r
f

i
Fo

oI

E
YA

1

(
D

u
t

EH
H

ÉoF
ü 

F
{

oHcfn

ffi4tl"t

EthF
o

'

l)t}ooHl
D

.

.,*' 
=

¡r '!'. 
" 

"E
¡

f!q'ncñ

Ú
)

lD

&
.

F
0

trIDEF
ü

c,oÉOF
T

É
.

ooH!#
 

+
.

( rt-

¡-oN

IDlDHF
)

F
o 

F
,)

Nv
=

É
: 

,-Y
,

A
- 

tD
"ou

v
l

o
ñ

^
<

r
H

A

O
r

h
c

f
r

D
i

l
ñ

fir 
U

)

a
:

d
r

ü
F

l
t

r
K

o
-

r
d

E

H
E

I
]

f
l

F
n

'
ootholDl)óo
'



-
3

*
8

-
E

.
e

,
ñ

*
;

 
ü

É

il H
É

 F;
=

d
)

(
É

;
q

E
=

q
E

;
 

á
G

 
!

1
 ü

E
 E

 I:
ü

* f E
'fr [

;
T

.
E

 #
#

H
H

E
#

d
H

 E
-

E
 ú

 E
R

l
J

c
É

á
\

E
s

-
g

g
-

l
ü

U

E
E

#
É

É
F

 E
 á

€
 :

i
F

E
E

s
$

ü
 H

i
;

E
F

.
 É

 É
E

5
t

s
,

=
ñ

(
J

$
'É

#
E

T
H

 
r

E
H

e
3

8
#

3
¡iE

: E
 fi

*
I

T
€

E
F

:
9

 E
 

f
t

U
E

 g
 

f''g

ü
c

t
,

i
ñ

F
V

É
l

E
.1

1
 

t

F
O

Ñ
H

d
*

r
l

E
c

d
)

r
5

!
t

r
.

h
.

E
,

q
 F

;
=

=
E

t
r

d
O

t
h

N
É

¡
0

.
r

=
.

d
d

E
 H

's
 H

E
v

7

=
1

 {
j g

t
q

-
H

E
,

e
É

,
8

 H
t

F

U
A

v
t

h
E

-
f

r
9

.
f

f
it

r
5

E
H

'
O

-
o

o
q

(
J

''Á
 

E
 

o
 

S
E

-
e

 A
 'E

c
l

ü
d

(.)
f

l
L

i

ü
'

ñ
 

á
L

E
X

r
d

U
-

H

H
 E

:E
 H

.
=

t
r

9
.

.ñ
0.J

H

-E
 ffi H

ü
-iE

 
É

 
tr

P
P

E
+

E
ó

i
F

.
#

S
#

-
'

d
L

/
A

H
.

P
V

E
 S

 
E

 F
.

H
+

r
a

'
l

Y
H

H
o

r
E

o
ü

)
E

ñ
l

H
X

;
]

*
E

:
f

r
ü

H
'

8
'

8
.

ñ
t

r
H

É
M

H
.

C
.

o
f

C
¡

5
4

i
i

5
'

t
r

F
E

H
E

'
f

;
.

5
H

¡
t

H

¡g
g

É
g

g
íI;E

É
É

g
g

g
;t

íE
IÉ

E
á

E
E

á
É

IH
;:s

E
E

r;á
 

É
g

E
É

:E
tÉ

É
í

E
cE

ifis;lggÉ
E

gE
flE

flÉ
$lE

fl ;; gtÉ
H

É
E

E
3

É
É

á
É

É
E

E
i;fiá

É
É

É
$

É
É

t¡É
gigÉ

H
IjgÉ

É
gÉ

É
gI

¡-f.



q
É

 ;
;

 
;

i¡
;

 
:

't
;

l;
;

 g
E

É
;

;
 5

;

E
¡3

i,E
É

É
E

E
e

F
liS

E
E

á
iÉ

¡É
a

É
iju

¡
É

É
É

lÉ
E

;É
;iá

tÉ
g

q
i

É
ñ

 E
;: ;F

;É
,¡ig

IH
é

 
F

H
g

:F
 

¡€

a
i iF

: iiiia
s

iÉ
á

E
i 

c
É

il$
 

iá
;; ;;í 

iá
iE

€
l;-iÉ

:a
;;iiÉ

 
É

f e

iÉ
* 
É

;É
 

. ¡:ig
E

;flÉ
F

É
ig

 
É

¡!;á
r 

:-
E

iá
 

á
;: 
! ¡€

{iÉ
;E

É
i;ii 

á
É

;:E
É

 
g

E
E

É
i 

=
É

E
 

i =
É

g
{€

,É
g

g
E

É
É

 
'É

E
É

E
' 

'E
L



f
E

H
f

r
T

 
ü

[
€

E
E

E
E

E
E

:
É

É
É

 
E

=
J

'H
€

g
S

E
É

E
?

É
 

+
[;É

É
E

E
fE

3
É

i 
I*

É
F

II

*'=
i'É

'E
***6*figgÉ

c;tetl
5 

[ 
E

-=
 

É
 l 

F

E
i+

É
rE

r¡,i¡E
*

H
É

É
rfiE

E
É

É
iE

É
ñ

É
É

g
;

E
 

É
 :

iÉ
E

E
É

=
E

;
H

E
e

 
i

f E
E

É
É

 
E

 ;g
E

E
F

;E
É

É
E

E
f, 

F
 IE

É
g

E
5

H
€

g
E

E
 

;:#
É

E
f 

E
f Ffi,;E

É
 

F
 E

E
;E

?
8

-
E

'3
f

s
.

t

E
E

ÍilE
ifiÉ

IÉ
gIE

E
g¡E

E
iE

IE
fif,E

É
IifÉ

E
fiíi€

E
-E

u
É

r*
É

É
É

u
x

'*
fi

fiE
H

#
E

 
E

 +
j*

s
É

g
E

#
f;E

É
É

f, 
g

 É
E

;E
H

#
+

H
¡

$
t

$
 

s
 

E
E

H
s

E
g

[
É

É
F

E
f

 
É

 
É

E
F

€
É

-.dr



c-.1

I+
gÉ

i:;gggÉ
g¡itg

iÉ
t9

E
tE

iE
 

E
i#

g
E

á
H

É
É

gÉ
fle=

+
É

??gfiÉ
F

É
$

gÉ
inlgt¡gsiÉ

figÉ
r

-
6

t
r

L
)

(J 
'cd

v
)

t
r

-
a

h

rE
 

ü)
X

E
H

 
'd

)

J
?

6
IA!

H
(

E
U

-
E

O
r

J
.

4f
A

Ht
v

d
 

E
 

a
'J

Á
_

U

d

-
2 

V
' 

i:J

'
E

n
¿

J
ft\

]; 
¡J

 
-:'

v
-

E
-

ó
4

v
t

h
d

cd 
.J 

rl'r;r

E
! 

'¿
 

rn
rr

'
l

ú
'

4

V
,

c
)

-
E

q
J

;
rt) 

o
ú

^
.

)
(

A
. 

I)

\-lc
¿

d
/

j
(uq

-
!

l
q

.
n

u
=

Ie
i

i
g

v
H

V

i:

i
-

tr 
.r)
'-

.
H

€
H

E
É

'
g

ü
i

.
9

8
(

n
'

6
f

r
(

)
o

l
J

=
H

E
E

E
:

E
-

;
f

o
.

n
i

l
É

#
-

É
E

H
u

l
 

O
¡

J
ñ

.
¿

-
-

=
.

j
E

j
I

'
6

F
 

f
f

.
8

,; E
s

.E
 

t 
.s

-
 

F
H

:
€

;
f

 É
.

;
E

.
E

 H
3

€
 

t
r

 +
9

'
H

E
ü

:
H

H
S

H
i

t
i

E
o

E
 E

 A
 s

 H
;

 $
-

.
h

G
!

T
,

5
 

f
t

 E
 

E
1

4
=

i
F

q
¿

L

E
H

-
:

-
E

A
E

F
.

E
H

 
F

¿
:

É
 H

z
É

_
!

,
;

:
2

E
3

s
'

-
e

,
i

2
-

g
E

E
r

E
S

;
¿

r
-

'
r

 
H

 
,

h
 

*
l

 
F

 
c

t

E
É

É
i

;
s

t
=

É
.

i
=

i
'

r
t

J
-

ñ

# i -,, ¿ É
 ! fr'

E
i

I
E

:
s

;
6

 
t:;1

 
=

 
-i, 

=
 

c
*

r

z
'

Á
E

+
g

5
n

S
E

;
E

F
s

:
H

;
s

:
A

É
E

€
É

:
E

 
É

 F
 

¡
r

 E
;

 s
 E

 I
7

 #
 E

i
-

ü
2

K
I

E
,

s
:

E
 E

É
,

E
€

.
E

 
E

H
 ¡

E
'

i
 =

 F
 E

f
 

É
 !

!
7

,
 

É
'

É
-

"
=

Í



ce)

>
'

F

o-
(

J
Í

{
(

.
)

0., 
1-C

J
c

É
r

,
9

¡
-

8
.

8
th 

I:
u¿

h
'

.
=

ü
g

H
v

(
J

F
t 

?,
==

E
)

'
E

t
/

)
N

l
'

)
c

)

.0¿
 

tr
ñ

l
r

=
q

)

(g 
tJ7

!
0

t

á
0

1

F

H
=

r
n

=
¡-. 

lI

(
ñ

E
r

Í
l

i
¡

(
)

i
l

E
a.t

=
 

q.)

F
R

t
r

o
(

)
=

E
i

i
E

'
p

.
l

ñ

?J t +t ¿t E E gÉ
É

 
gi* g+

t 
É

gE
IE

f,
a É H n,F

 
* E

 É * t gü EE
É

i 
É

l fÉ
+

 iEE
;

 s
 E

 3
g

ageg; 
rgi ¡ t E

 I É
 g Ét E É ¡ tgE

tE
É

ü
¡É

+
;F

É
E

i
fi ÉE

 
i É

c 
iE

 É$E
 

E
 €B

É
 

lE
t{:fláF

i 
É

;r áÉ
E

E
 

E
 { É

É
E

 
É

 E É [E
 

E
: 
:E

 
$

t; 
E

 t
;i 1É

 
í¡E

 E ?E
E

 
1É

E
E

 
I [# EE

 
E

E
 

É
+

iF
E

 E ÉÉ
! 

: +
 E E 'H 

f E
 tÉ

E
E

 
*É

 flÉ
#Í 
E

t I E
É

E
 

it É
*É

 
E

 fi gE
 +ü F ; E

 E áH
E

 
n :;

J g+
É

 
E

E
 

É
 IE

 üÉ
 +¡*fi I +tE

É
E

 
E

 É E g

0.)

qC
g

Hu'Én[¡lr
,or-()
Ev)0)(J9tVqJul(sUFcJU

)

r
1

t
r

á
-

(J 
o

\
1

l 
o

\
o.{)-fr
L

J
i

É
o

á
n

u
Y

i

O
V



rT

#g;É
E

�¡'É
gIE

É
gggllgIggE

tgfit
tgtÉ

t¡gqg¡ltE
glr*gE

;iitgi
tlÉ

gg¡gglt¡g+
g+

E
E

E
r

$IE
iE

iE
E

É
T

E
E

E
É

€E
$E

É
$É

É
E

É
É

E
E

iIttgilIIíIggiÉ
+

gIg¡É
gIíIF

gÉ
*íÉ

É
ggÉ

¡+
iÉ

lÉ
gggrÉ

+
tÉ

*H
E

É
É

E



d
f

.
l

l
r

u
)

ü
)

F
c

s
d

-
(

d
v

1
l

t
h

=
=

¡
E

d
-U

 A
 f;

E
 E

E
;

(
s

o
.

f
J

J

S
 S

 
E

'
F

:
f

r
ñ

 
H

:
-

F.¡
v

Y
9

á
r 

ÍI 
fF

t 
(J

ü
F

q
.

,
G

r
.

t
 E

E
#

.H
 rr 

1
H

 ;.4
É

h
'

á
,

9
É

E
.

E
 

E
 E

F
i

f
i

;
,

E
=

F
;

H
:

E
L

r
n

\
d

3
f

q
h

E
.

H
s

i
l

T
 ü

 o
;

E
i

]
.

g
H

E
á

0-' 
F

l 
0J

A
E

 
E

 
"

tr F
)

r
H

.
E

 E
'

H
'

¿
J

H
E

f
i

;
g

O
E

F
.

O
:

É
 F

 E
T

H
,T

t S
 H

 E
.

H
H

{
s

 }
'.E

;T
s

:3
E

;
:

 F
E

t
n

.
5

d
)

¡
5

i
d

t
.

Y
H

^
-

l
+

.
=

0
)

F
'

3
H

'
f

l
3

E
 á

K

0)

c"tIF
'

-
t

8
>

. 
cr¡
-j

É
É

É

Á
 

0.;¡

!
h

q
.

J
cr)
>

o
o

A
c

t
v

o
r

q

ú1 
rl

c
g

v

ñ
c

q
E

t
t

r
r) 

lf)

f
,

)
o

u7 
'l

ñ 
tt)

o
-

o
a

b
0

E
g

ñ
Á

+
E

d
) 

rJ)
r+

 
(É

0
'

E
E

H
=

¡ 
o)

;
¡

E
o

o
)

(
J

E

n
t

rqOad)

tt€
É

s
e

¡g
E

+
iE

É
E

E
iS

E
E

g
$

iÉ
E

IH
flE

E
?

:#
E

t#
É

E
g

É
É

u
j*

#
B

E
E

E
É

 
iF

H
{

r
r

E
¡ H

 f; É:E
 

t g
É

t F. = n
 ilÉ

 
É

E
'flfl

f
 I

F
E

J
E

E
t

E
iÉ

t
 

E
I

I
E

lji¡
'

H
€

E
g

F
:

E
É

i
l

ñ
:

*
:

 
!

E
H

É
H

5
E

[E
 fr ¡ilf E

Ig
 

;€
 rr E

 - ill E.i
É

 i -F
 E E É t E

 € i

É
É

*eÉ
gE

¡tgígfiÍrÉ
gtÍE

É
;iÉ

'q
 

iÉ
lilt{E

 
;#

E
*

+
if 

É
rgE

E
E

fl5E
I+

É
F

 
H

#gE
E

E
üfi

É
á

¡g
E

'i 
H

E
f 

tE
H

 ;H
s

 
ú

 r -T
 

n
 E

'fÉ
+

g
;E

É
E

É
É

E
+

 
F

F
E

E
É

É
ü



En el espermatozoide Ce cone.io la cspectrlnr ha sidc localizaCa a lo largo de la cara

nuclcar de la membrana acrosomal inlerna y en la cara más externa de la región

Irostilcrosomal. incluycndo la lárnina postacrosomal (Mirjica er. al, 2003). Kann et. al., (lt)gl)

clc:tcctó espectrina en la capa subacrosornal crr espermátidas de rata, mono, humano, hánlstel.,

rltón y conc.io durante la mayor parte de la es¡rcrmiogéncsis. Se cree que la espectrina podrfa

t'cFresctttat' un conponente citoesquelético en los cspennatozoides. Espectrina" son proteínets

qtle no sotr parte de Ia subestructura de la 'l'P, 
aunque estas sean proteínas que pertenecen a Ia

1P (Mil j ica ct. al.  2003),

Otra protclna encontrada en la TP cs la calmodulina (CaM) la cual se encuentra

ciisi.ri'uuicia ulr sus cios regiones. Esta ha sido reportada en los espermatozoides de muchas

especies animales, incluyendo carnero, conejos, hámster, rata, ratón, humano, cobayo y monos

(Mújica et. al. 2003). Se ha est¿blecido firmemente que la calmodulina es un componenrd

intcgral cle la 
'l'P 

del espermatozoide. La protelna ha sido r;portada por algunos autores en ia

región post-acrosomal mienüas que otros la reportan ya süa en la región subacrosomal o sobie

i"oria la TF. Otra protelna la p30, de unión g calmodulina ha sido localizada en la TP (Lecleic y

Goulpi, 2000), CaM pertenece a la familia de protelnas cinasas depencfientes de calcio, estas

cin¿sas fcsforilaii residuos de serina o de treonina de deierminadas proteínas (Alberts et al

20r"!2). I

t
?
g

t

Por otra pafte, se ha sugerido que algunos constituyentes de la TP son factots

esenciales para la activación del ovulo, los cuales son introducidos a éste duante |u
fertiliz¿ción. Uno de los factores propuestos es STAT4 ya que ha sido detectado en la TP de

espetuatozoides de ratón. STAT4 pertenece a la familia de citocinas STAT, cuyos miembros

prolnueven diversos eventos fundamentales de la comunicación celular y podrla no tener una

función en esperrnatozoides de epidfdimo o espermatozoides maduros, los cuales rón

transcripcionalmettte inaci.ivos. Una vez que el espermatozaicle ferrilizante es1 
' I

ta ell contacfo

con el citoplasma del óvulo, la TP es desmantelada y sus componcntes son iucorporados 
fl

citoplasma, en doncle STAT4, junto con otras protelnas de la 'l'P 
colno el SOAF (factr

activador de origen eripcruriiti*:o, por sus siglas en inglés); podr'ían par.ticipar en la activación

del ór'ttlo, activación de la triir:scripción y/o división templaua clel embrión. La presencia de

l 6



S'I'A'I r '., S'l'A'[4 han siJc, rLi-,ortíiJiis en espcrmatozoides dc humcnc y ambas están

locelizadas en Ia región apical cic la cabeza cspermática, Ilstas protelnas son activadas dura.ttte

la capacitación, y en el espcruratozoide de hurnano, después de la reacción acrosornal STAT4

permanece (Mújica et. al. 2003).

Actualmente, la necesiclird ¡rr,rr: métodos más rá.pidos y especfficos para la cletccción y

cuantificación de varias bioniolécul¿rs, no llahía sido tan grande (Ueda, 2002), para éste

propósito, los anticucrpos soir herramientas poderosas cuando son utilizados para la

identificación y caracterizar-:iún de plotelnas cspecíticas. l'ragmentos celulares e inch.rsive

células completas pueden ser utilizados colllo antigenos y los anticuerpos resultantes ¿s[srán

ser usados de lnanera apropiacia parri ia creación de sistemas de pruebas para tener un

acercamiento prospectivo y poder explorar la función y destino de las protelnas (Sutovsky et.

al. 1999, I. N. Batov4 et. al, 1997). Cuando se utilizan antlgenos purificados, se incrementan

las probabilidades de obtener una respuesta altamente especlt*tca por parte de las células B

(Hendriksen y Leeuw, 1998).

La producción de anticrrerpos puede ser hecha en varios animales, como lo son. conejo,

ratón, rata, hámster, coballc, pollos, etc. Para la selección de la especie enir^ral quu puede scr

rrtilizacia para la pruciucción y o-Lrienciórr de ios artiicucrpos, es neoesario cci,oce. alBurtos

aspectos, los cuales se describcn en la tabla 1.

i

)
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Tabia I

Conejo.

flatón. 2 m l

Hámster. 20 ml

Frecuentemente es la mejor opción para

la producción de mAb.

Frecuentemente es buena opción para la

producción de pAb.

Buenos para ser usados con Ag

altamente conservados en mamlferos.

(Lane, 1988)

* pAb; Aiit ir.üEr¡,o3 pciiclonales Poi lus siglas en ing!és (acliclonal antihodies).

+ mAb: Anticuerpos monoclonales por sus siglas en inglés (monoclonal antibodies).

* Ag: Antfgeno,

Las inmunoglobulinas son glucoproteínas y están compuestas en un 82 - 96 % de

polipéptidos y en un 4 - 18 % de carbohidratos. El componente polipeptfdico de una

innrunogiobulin4 posee casi todas las propiedades biológicas asociadas a los anticuerpos, es

decir, la propiedad de combinarse específicarnente con la sustancia que provocó su formación

(antigcno) (Toshimori et. al. 1991).

Es pcsible utilizar anticuerpos i"antígenos en inmuncensayos, debido n su capacidad

dc fijación ya su ecoplamiento a fluorocromos o a otros marcadores; reduciendo asl cl corito y

cl ticnipo qr.re de otra ruancra sería necesario para la conjugacitin qttfmica de dos dominios

lUeda. et. aI.2002).

l 8
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La protelna G tiene la habillclad de unirse a la IgG dc nruchas especies de maralferos,

es por eso que se prcfieie su uso para la marcacirin de anticuerpos (Roberts et. al. 1995).

Gracias a ello, cl uso de los inrnunocusayos se incremento considerablementc por su rapidez y

velsatilidad. Por otra parte, con la utilización de la llamada tccnologia de hibriilomas, ha sido

posible la producción virlualmcntc clc canlidadc.s ilimitadas de anticuerpos monoclonalcs

(nrAbs) (Ac. Por ascitis). l',stos nrAbs ahola son usaclos err [n investigación, el diagnóstico y en

las terapias (l{endriksen ct. al, 1988, Juárez ct. al. 2000).

Con el adveuimicrtto cle las técnicas de mauipulación de genes, incontablcs fusiones cle

anticuerpos con proteín¿rs han siclo construidas y principalmente han sido utilizados para

anaiizar ia iunción qu.l ticrre c¿rda nioieína (Ucda. 200?'). I-os métodos tnrnunológicos han

probado ser excelentes herramieutas en varios campos de la biología. Las técnicas son lo

suficientemente sensibles para dctectar Lrna muy pequeña cantidad de las moléculas de interés,

visualizar las células o tejidos blanco, usando reacriones antlgeno-anticueqpo (Susca et. al.

2001. Sites et. al.  1995).

Se ha visto que durante el proceso de congelación - descongelación de los

espermatozoides, estos sufren rrna pérdida o ieclistribución de las protefnas del citoesqueleto,

gelerándcsc asÍ cambios o daflos cn i,rr Í;lrciolcs fisiológicas en el esperinatozoide; rlelridu a

la rcdistribución de dominios y protefiras involucrados en el reconocimiento y fusión de

membranas durante el proceso de fertilización

Introducción a los anticuerpos,

El principio básico de cualquier técnica inmunoqufmica,

especffico, el cual se combinará con un antfgeno especlfico, el cual

antlgeno - anticuerpo exclusivo,

se basa en un anticuerpo

generará asf, un cornplejo

La definición clásica de antlgeno es "cualquier sustancia extrafla que genera una

respuesta inmune, cuando son introclncidas a los tejidos de urr animal susceptible y es capaz de

combinarlas con los anticuerpos recién formados. Los antfgenos, generalmente son protelnas,

r9



de alto peso lrtolecular o taunbién ¡ucden ser polisacár!dos. Lus polipéptidos, lfpidos, ácidcs

nucleicos y nruchas otras sustancias pueilen funcin,rar como antlgenos. La respuesta inmunc

tanlbién puede scr generada contra otLas sustancias más pequeñas, conocidas como haptenos.

LJna gran varicdad de moléculas pequeñas colno lármacos, azúcares simples, arninoápidos,

pcqueños péptidos, fosfolfpidos o triglicéridos, puedeu funcionar como haptenos, Con el

strficientc tiempo, éstos serán identificados por cl sistema inmune y evocarán la producción

cspecífica de auticuerpos, Sin embargo, esta respucsta inmune espccffica es altamente variable

y clepcnde tuucho del tamaño. estructura ! colrlposición del antfgeno. Los antígenos que

desarrollan lespuestas inmunes exaccrbadas, se dicc que son inmunógenos fuertes.

Ei pcqueho sitio, en el que un anticuerpo complementario podrfa unirse, es conocido

colno epítopo, Este usualmente es de uno a scis monosacáridos o de 5 a I residuos de

aminoácidos sobre la superficie de un antígcno. El rango de posibles sitios de unión, es

enorme, y cada sitio de ,rnión tiene sus propiedades estructurales, derivadas de uniones

covalentes, enlaces iónicos, así como interacciones hidrofilicas e hidrófobas,

Para que oculra una interacción eilcicute entre el antlgeno y el anticuerpo, el epltopo

debe estar siempre dispcnible para la union. Si la moiécula blanco es desnaturalizada, como

pr-rl cj';nplo pcr uil ptoccso rie frjación, redr:cciúrr, carnbio de pH, o duranre la preparación

para tur gcl de electroforesis, cl epltopo podrÍa ser alterado y esto podrla afectar su habilidad

pera interactuar ccn el anticuerpo, Por ejemplo, alguncs anticrrerpos son ineficicntes para

Western blott, pero muy buenos para inmunohistoqufmica, en el último procedimiento se debe

a que, un sitio antigénico podrfa ser mantenido en el tejido, mientras que en el otro tipo de

preparaciones, la r'.onforrnación de las protefnas se puede alterar lo suficiente como para

destruir el sitio antigénico y asl impedir la unión del anticuerpo.

En algunas instattcias, los péptidos antigénicos tienen ventejas sobre los antfgencs de

las protefnas completas, dcbido a que los anticuerpos generados podrfan ser dirigidos contra

una sola secuencia. Esto cs especialmente útil cuando se están investigando protefnas que

peftenccen a fanrilias o simplemente a secuencias con alta homologra,

20



Las características cle un bue'l antígcno* incluyen:

Á.cur cle c:;tabiliducl cstnrctul'nl y go¡tt.r¡e.iitlad quírnica dentro de la molécula.

pcso rnolcc¡ltr ¡rí¡i¡ro dc 8,000 10,000 Daltons^ aunqttc hapterros con pesos

nrolecularc-s tan bajos sorllo ?0() t)¿rltorrs, h¿rn sido utilizados en prcsencia de una

proteína acatteado rlt.

0 La habilidacl pala sLrr proccsada por cl sistema inrtlune,

0 Rcgiones inmurrogénicas que se¡rn accesÍbles al mecanismo generador de autituerpos

0 Elcmentos estructul'ales quc se¿ur lo suficicntemente diferente al los del huésped.

O Los péptidos antigénicos, cleben contener al menos un 30% de aminoácidos

inmunogónicos y una cantrdaii srgniticante 'ie aminoácidos hidrofbb,-rs o de resirluos

con carsa.

Fig. 2. Representación gráfica del reconocimiento antigeno - anticuerpo.

Un anticuerpo es definido como "una inmunoglobulina capaz de unirsc

especfficamente con el antígeno que causó su producción en un animal susceptible". Son

pruciucidas en respuesta a la invasión ciel organismo por moléculas extrafias. Los anticuerpos

están compuestos por cuatro cadenas polipeptfdicas, cada copia contiene dos copias idénticas

de la cadena pesaCa y dos copias idénticas de la carlcna ligeras. Los anticuerpos pueden ssr

clivididos en cinco clases: IgG, IgA, IgM, IgE, IgD. Esta nomenclatura se basa en el tipo de

cadena pesada. Las cadenas ligeras dc los anticuerpos pueden ser clasificadas como tipo

0

o
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Cuando se diseflan procedimientos expcrin'rentales. es imnonante diferenciar enfte

anticuerpos monocl.rnales y policlonales. y en esta diferencia. s: basan las ventajas y las

limitantes para su uso.

Muchos cle los anticucrpos utilizados en lns tÉcnicas i:lt'ttutroquítnicas son producidos

por irrocr.rlaciones repetidas elr uu aninlal cont,eltiente. liiurrrplo, conejo, rata, ratón, cabra,

burro u ovcja. El suero es obtcnido en el pico dc la producción de anticuerpos,

Especfficamentc, las concentracioncs de IgG son aproxitnadamet'ltc de I a l0 mg/ml. Las

moléculas con baja antigcniciclad puclrlan reqr.rcrir c1e la adición d,: uu adyuvante, el cual

perinite una lenta liberación del antígeno, pemritiendo clue éste sea mcjor atrapado por los

macrófagos.

Una caracteristica dc los antígenos es que éstos inducen la activación de muchas clonas

de células B en el animal inmunizado. Ésta mezcla policlonal dc los anticuerpos podría

resultar en cl reconocirniento de una varledad de epltopos en cl antigeno. Debido a que éstas

mezclas policlonales de anticuelpos reaccionan con múltiples epítooos scbre la superficie del

antlgeno, éstos serán más tolerantes a los cambios menores en el antlgeno, mientras que ios

anticuer,nos monoc lonales no.

Una población de anticuerpos homogéneos (ejcmplo, antiuucrpos moltoclonales) puude

ser alcenzada por fusión de liniocitos B con cultivos dc células inmortalizadas para producir

hibridqmas. Los hibrirlomas producirán muchas copias exactas del mismo anticuerpo. Debido

a que los anticuerpos monoclonales reaccionan con un solo epftopo en el antlgeno, éstos serán

más vulnerables a Ia pérdida del epltopo debido a tratamientos qufmicos del antlgeno, esto

puede ser evitado al producir dos o más anticuetpos monoclonales del mismo antígeno,

Los anticuerpos policlonales, l'reclrentemenie, se cncuentran disponibles en formas

relativamente no purificadas, descritas corno "sueros" o "antisueros",

Antisuero se refiere a la sangre de un huésped inmunizado, Como su nombre lo

sugiere, éste contiene anticuerpos de todas las clases, asl como otras protelnas séricas.

23



Adcmás. de que los antir:uerpos rÉconocen al antfgeno blauco, e! antisuero contienc también

an..icuerpos contra varios antígcnos. no blancos que a veces pueden reaccionar en forma no

cspccífica en ensayos inmurrológicos, Por é;sta razón. los antisueros en bruto, frecucnrcmentc

solt purificados pflra climinar las protcínas del suero y cttriclueccr la fracción dc

inn:unoglotrulinas quc reaccionan cspccificatnente con el antígeno blanco.

Las preparacione s de anticucrpos sin purificar varíatr significativamente en su

concentr-ación clc anticuerpos cspecífrcos. La concentración dc anticuerpos específicos en los

antisucros policlonales tÍpicamente oscila es de I a 3 mgirrrl. El sobrenadante de los

hibridomas por lo general contiene de 0.1 a 10.0 mg/rnl; el líquido de ascitis (sin purificar)

ripicamentc oscila entre 2 y 10 rng/rnl

La concentración de anticuerpos en preparaciones purificadas deberá determinarse a

través de ensayqs estandarizados como lo cs el BSA.

Frecuentemente, para Ia amplificación de la señal y para propósitos de detecciún, los

anticuerpos purificados son uonjugados con enzimas, fluoróforos o haptencs como es la

peroxidasa de r'ábanos (HRf), fosfarasa alcalin¿ (AP), rocianrina, FITC, o biotina. Los

aniicuerpos conjugaCcs tiene¡r estabilidad diferencia.l y requieren Ciferentes amsrtiS,radoros 1r

condiciones de almacenamiento especfficas para retener su máxirna actividad (Chemicon

International, 2004).
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Hipótesis.

de bionrol icrt lasl

perinuclear de

idcntifrcación Y

El objetivo

frcscos de verraco,

inoculadas ert ratas

las mismas

Jusllficación

dc ésta investigaciÓn

una vez obtenidas, las

prlr vla intraperitoneal

l)cbido al pote¡cial que tiene¡ los anticrtcrp's piliíI l¿r iclcntillcacióu V cu¿inti{' icacióll

es posl izar anticuerPos csPccííl lc,os contra l¿rs protcítrirs de la tcca
ible utili

\,enaco, Tales anticuerpos cspccificos poclran liLrr utilizacos pala la

caractcrización cle las proteíuas niei'¡l'illrrias qtte confornran a la teca

pcrinuclcar dcl espernratclzoide clc cerdo, asl cotrlo tamhiólr tratilr dtr col]ocel' la llnción de

éstas protcínas.

cs extraer Ia tcca peritruclear de espermatozoides

protelnas scrán procesadas y posteriormente, serán

para promover la producción de anticuerpos contra

La arnplia aplicación de ia inser,.iruciún ariiiruial i' ia to.tii¿ar:iÓn de "oilu su poiencial'

depende ampliamente del uso de semen congclado. sin embargo, la fertiliriad en la

iirseminación aitificial es más pobre que aquella que es hecha con semen fresco en la mayorla

de las especies. Inclusive usando las n,ejores técnicas de preservación, la sobrevivencia de las

poblaciones de espermatozoidcs después del descongelamiento es aproximadamente del 50%'

La mayorla de los espermatozoides que sobreviven tieuen características que los distinguen de

aquellos que no han estsdo congelados (Hemández et al 2006)' se ha visto que la TP de los

espermatozoides descongelados presentan alteraciones que posiblemente estén involucradas en

la ba;a viabilidad dc cste tipo cle célula. Además, el congelamiento y rlcscongelarniento causan

un consiclerable incremento en el porcentaje de espermatozoides qlle carecen de acrosomas' La

nroducción de anticuerpos podrá ayudar con la caracterizació'de las protel'as de la TP

afectada por el proceso de criopreservación'
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;ual se le aglegó 4C pl,'ml de ¡:l coiktail de inhibidores .le prr:teasas (Completc, Roche

Diagnostics, Germany), corro fue descrito por Rousseaux-Pié','ost (2003)'

El decapitatio se realizó empleando perlas de vidrio dc 5106 ¡-Lm (Sigma, México), y

una concentración de l0Xl06 espermatozoides/ml en una relación l:l (v/v). Para ello las

perlas fucron colocailas en ull tubo cle ensaye (3 cnrr), a las cuales se les agregó la suspensión

espermática, enseguida la mucstra fue agitada en un Vortex (lKA. Minishaker MSI) operado a

máxima vclocidad (2,500 rpm aproximadamentc) por 2 nrinutos. Se dejó que las perlas

sedimentaran y el sobrenadante fue recuperado, ya qlre este contenÍa l¿rs cabezas y los flagelos.

El proceso fue monitoreado por medio de le observación dc nrusstras alÍcuotas al microscopio

.le luz.

Para separar las cabezas, el sobrenadante fue filtlado pasando el sobrenadante

principalmente a través de mayas de Nylon, con un tamaño de poro de 1l pm (Millipore,

México), con este inétodo se logro una purificación mayor al 95% de cabezas.

Exposiciún de Ia TP

[,a concentración de las cabezas obtenidas por el proceso de decapitada fue ajustada a

la concentración de 35X106 células/m! en SSF.

La exposición de la TP se realizo incubando Ias cabezas con ei detergente neutro Brij

36-T l4 (0,65% concentración final) durante l0 segundos a temperatura ambiente.

Innrediatarnente, la suspensión de cabez¿s espermáticas fue centrifugada por 10 min a

1,50C rprir o 3 nrin a 2500 ¡pm, el sobrenadante fue dcscchaiio y la pastilla se rcsusllcndió en

SSF para ser lavada tres veces, por centiifugación resuspensión a 2500 rpm, en la misma

solución. Las mucstras se rcsuspeldieron nuevamente en SSF a la concentración iniciai, Este

tipo de muestra será referida como cabezas con teca expuesta.
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Exlracciótt de la TP:

La cxtracci,''n corttplcta dc la 
'l'P 

se rcalizo incubaudo las cabczas con tcca expucsta

(50X10('/n1l) con cl dctergcnte I3Lij  3(r- ' t  (0,65% concentr '¿rción f inal) y D1"l '(3.75 nrM

conccntlaciórr linal) dur¿rntc 40 segundos a r.emperatura arlrbicrrtc. I,a nruestra fue centrifugada

a 4000 r¡rru rluratrtc 5 rrrinutos el1 una centriluga clínica. l'.1 sohrcnadiur[c fue recuperado y las

¡rroLcínas prrrscntcs en el sohrenadantc fuelon plccipitaclo cn acctolla lría v/v a -20 oC por l2 -

l8 ho¡'as para postcrionnente ser separadas en gclcs dc ¡roliacrilaluida.

Microscopia el ect rón ica

Las muestras fueron procesadas para su observación al rnicloscopio electrónico de

transmisión (MET) por tinción negativa (Juárez y Múiica 1999), Se tomaron alleuotas 20 pl

durante tres de las etapas de! desarrollo de la invcstigación con el objetivo de valorar los

procesos de decapitado, exposición de la TP y extracción de las proteínas de la TP. En todos

los casos, Ias muestras espermÉticas fueron fijadas con Karnowski (viv) por 20 minutos a

temperatura ambiente (Karnowsky, 1995). Después de la frjación, Ias cabezas espermáticas

fueron centrifrlgados a 2,500 rpm por 3 minutos (!avado), ia pastilla fue lavtrde tres veces en

PBS, Ccs veJcs cn agila desionizaCa y sü rcsus¡rcrrdiú en su volunren inicial en ésta úliirrra.

Gotas de 20 ¡rl de las suspensiones fueron colocadas sobre rejillas de cobre de 200 mesh

(cubiertas con mernblanas de soportc colodión-carbón) y se dejó sedimcnt¿r por l0 minutos.

El exceso fue retirado con el filo de un papel filtro y las cabezas fueron teflidas con ácido

fosfotúngstico al 0.2% en solución acuosa por 2 minutos. Las rejillas fueron lay¿dss con agua

destilada y observadas al MET Carl Zeiss 8M900, (50 kv) operado a 50v.

Cuuntificación de prote{nus por el múod! det Áctdo bicinmni,tico (BCA).

Es uno de los métodos utilizados para la cuantificación de protefnas en muestras

con altas concentraciones de detergente (o a I % de detergente). Este método combina la

reducción cle Cut2 a Cu*l por parte de las proteínas en medio alcalino, el cual cs dctectado por

el BCA. La estructuril macromolecular de la proteína, el nirmero de enlaces peptldicos y la
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presencia dc los ami¡oácirios cisteinn, cistina, tiroci,ra ), i.riptofano, Se ha reportado que son los

responsables de la formación de color púrpu;:a para la i;rrarltificación (Smith 1985)- Misma que

dio corno rcsultado 0.055 pg/trl.

Esla detcrn'rinación sc realizó conro está flssg¡il+ crt rrl Manual de métodos No.2, Scc.

Vll l :  I ' rotein Chcrnestry, Pag. 138.

Proccdimiento:

t . E¡ placas de 96 pozos, colocar 1t)0 pl cle una solusión dc protefna estándar (BSA) cott

0,2,4, b, 8 y | Ü pg, Lr'eli püzos por cada cdnuciltr'aclúlr.

Muestra problema: se colocan 100 pl de muesfta-

A ambas muestras se les adicionan 100 pl de solución BSA, se homogeniza cou

micropipeta (sin hacer burbujas).

La lectura fue tomada con un filtro cle 540 nm entre las 2 y las 24 hr de ilcubación a

temperatura ambiente

Ver a[exo para ver las sOlUciones de trabajo y la curva estándar.

E I e c t r oÍo r es rs SD,S -Pá (iE

Las prote{nas de la TP precipitadas con acetona fueron disueltas en 20 ¡ll de PBS'

adicionadas con el mismo volumen de amortiguador de muestra (SDS 2%) y hervidas a 100"

C durante 2 minutos, enseguidase les adicionó 10 ¡rl de 2-mercaptoetanol al5Vo (Biorad) y

se hiryieron por 2 minutos más. Las muestras fueron cargadas y corridas en geles preparativos

de pciiacrilamida (SDS-PAGE al I2%). de acuerdo con el sistema discontinuo originalmentc

descrito por Laemmli (1970). Como referencie se utilizaron marcadores de bajo peso

molecular (Kaleidoscope Prestaines Standards, BiolaC). Algunos de los geles fueron tefiidos

con plata y otros con azul de Coomassie (Rousseaux-Prévost 2003).

2.
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I nmunoblott (Western B lotting),

Para probar a las proteínas dc ln

utiliz-ó la tócnic¿r clcl westorn hlotting.

' tconocir lus Fnt'  lrrs anticuerpos producidos. sc

Los geles con las proteínas de TP corridas pol r:lcr:irufbrcsis (por duplicado), fucrotr

snmcrgidos en amortiguador de üansferencia durantc I5 mintrtos pasa ser transf-eridos a través

clc un sistema semiseco a rnembranas de nitrocclulosa (StratagcLrc. La Joya, California. 45 pm

clc tam¿rño de poro), aplicando una corrientc clc 400 nliili.utlpcrcs durante 50 nrinutos,

utilizando para ello un aparato TermoEC, HC4000P, sclic 90 progranrable, siguiendo la

técnica dcscrita pclr Towbin et el (1979). I'ara la transl'clencra, todo el ntaterial (nrerrbrana dl

nitrocelulosa, papel filtro y esponjas) fueron hurnedecidas en el amortiguador de transferencia

durantc l5 minutos. El amortiguador de transfercncia iuc preparado de la siguiente manera:

Una vez transferidas las proteínas, estas fueron visr:alizadas por meclio de tinción de las

memhranas con Rojo Ponseau S al 0,5% en ácido acético al ZYo; posteriormente, las

membranas de nitrocelulosa fueron lavadas con agua destilada (Longo et. al. 1987) y

bloqr.ls¿¿¿s con leche descremada 5% (Sveltys de Nestlé) en PBS-T 0,05% duiante t hr o bren

¿r 4 oC durarite i.odo la troche.

Posterior al bloqueo, las membranas fueron lavadas un mlnimo de 5 veoes con PBS-T.

LIna vez que las membranas fueron lavadas, una de ellas fue incubada con los anticuerpos

obtenidos a partir de los sueros (anticuerpos primarios) durante I -3 hr a temperatura ambiente

ó bien toda la noche a 4 oC. La otra membrana fue mantenid¿r ern PBS-T. la cual fue utilizada

como control negativo.

Despuús de incubada con los anticuerpos primarios, la nrcmbraua tue lavada 5 veces

con PBS-T. Ambas membranas fueron incubadas con ios antic'rcrpos secundarios (marcados,

con peroxidasa de rábanc) por un periodo de I a 2 hr a teurperatura ambiente. Una vez

concluido el periodo dc incubación, las membranas fueron lavaclas una vcz más con PBS-T,
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'Innrbién se dirigie"on antiuuerpos anti - actina, anti - o. tuhrrlina, anti - p trbulina" anti

- vimentina como controles positivos y crimo control negativo se utilizó PBS-T.

Nota: J,as rucmbranas de nitrocclulosa con las prolultras transferidas pueden ser congelaclas

para su alnracenamiento y postcrior proceso. Antcs del congelamiento de la mcrnbrana.

ésta se deja secar sobre un papel flltro, postericrntcntc la membrana se coloca entre dos

hojas de papel filtro y se envuclve en papel aluurinio,

Raw I ado p o r quimio luminis cencia.

La visuahi¿ación cie la unrón dei ani"icueipo a las proteinas de la I P, se rcahzó

proporcionando a la peroxidasa su sustrato, el cual fue revelado por quimioluminisccncia

como sigue:

l. Después de incubsr ia membrana de nitrocelulosa con el anticuerpo secundario, esta

se lavó 5 vcces con PBS- I' 0.00502o, se escurrió y se colocó sobre un vidrio.

Sc preperó la solución de revelado, mezclando las soluciones uno y dos del Kit de

funersham por partes iguales (v/v). Solamente sc preparó ia cantidad suficiente para

c';br'ir les iliembranas.

Se colocó la solución revelndora sobre las membranas y se dejó incubar dwante un

minuto. (Se tuvo lo precaución de marcar la superficie de la membrana quc estuvo en

contracto con el gel ya que esta fue la superficie a revelar).

Pasado el tiempo de incubación, la solución reveladora fue retirada.

Enseguida se colocaron las membranas entre dos hojas de plástico trasparentes o

acetatos dentro de un chasis (Kodak X-Omatic Cassette). Los siguientes pasos fueron

realizados en Lln cuarto oscuro.

6. Una pellcula radiográfica (Kodak Electrón Microscope Film Estar Tic Base 4439)

fue colocada encima del acetato que protegfa la cara de la membrana a revelar, la

película fue expuesta desde un minuto hasta un minuto y medio.

2.

3 .
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7. La pclfcula radiográfica I'ue procesada intrr:duciéndola en la solución reveladora

(Kodak, GBX Developer & rcplenisher). Una vez quc se observcn las bandas, el

revelador se bloquea lavando la pclícu[a rjor] agu¿l con'icnte.

Enseguida, la pelfcula fue sunrcrgicla cn la soh¡ción hjadora (Kodak, GBX liixcr &

Rcplenisher) hasta que se obscrvara transparentc y lavada en agua corrientc.

La película se dejó secar y fuc rotulnda.

Producción de anticuerpos policlonales.

Para Ie producción de anticucrpos cc)ntla las proteínas mayoritarias cle la l'P, se

utilizarorr 6 ratas hernbras adultas de la ccpa Spraguc IJawley con una edad de ochu senlanas

(con aproximadamente 180 - 200 gr. de peso colporal). Antes de la inoculación dc los

extractos de TP, se obtuvo el suero dc las seis ratas con Ia finalidad de conocer si presentaban

inmunorreactividad contra las protelnas de la TP del espermatozoide de cerdo. Para ello,

piotefnas de la TP transferidas a pepei dc nitrocelulc.sa fueron procesadas por Westernblotting.

De los seis sueros, tres reconocieron a las proteÍnas de la I'P (figura 3).

Figura 3. Blott dc las protefnas de ta TP expuestas a los seis sueros, a una dilución de l:500, Las

flechas seflalan los sitios en los que se hace evidente la inmunoreactividad de cada uno

dc los sueros de las ratas, esto es, el reconocimiento positivo ante las protefnas cle la TP.

l-irs baudas que presentarorr inmunodetección, tienen un pcso aproxirrrado de 50, 45 y l7

l,rDa e-proximadamente,

8 .

9 .

4 ¡ r
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Salo las ratas positivas fuerorr inoculadas v{a intraperitoneal (IP) con el extracto

ploteico de la TP (6 ¡rg/¡rl) rnezcladc con hidróxido de aluminio (v/v), inoculándose I ml. por

rata,

El esquenra de inmuniz¡ci<in consi¡;tió de una aplicación prirrtaria sin el adyuvante

(hidróxido de aluminio). seguido de tres inoculaciones con el adyuvante, con un lapso de una

semana entre cada aplicación. Para la obtención del suero de las ratas, ver anexo.

I nmunoensayo (ELISA Indirecto)

La especificidad de los anticuerpos fue evaluada mediante el método de inmunoensayo

en fase sólida, en placas para ELISA dc 96 pozns, como fue descrito por Bellvé et. al. 1990.

I ) Se toman 25 ug de

carbonato de sodio

Bicar)

2) A cada pozo dc la piar;a se le agregaron 100 ¡.rl de proteínas de la 
'fP 

en

anurtiguador dc c¿r',-rorral.cr cl; s.ltiio y se dejo itrcubar por 2 hr a temperatura

ambiente o toda ia noche a 4 oC.

3) Cada pozo fue bloqueado con lOC pl de BSA l-vo o con gelatina 0.5% err PBS-

T y se dejó incubar a temperatura ambiente por 60 minutos.

Se retiró el bloqueador y se lavarou los pozos con PBS-T (5 veces)'

Se agregaron 100 pl de los sueros obtenidos y se dejó incubar 60 mintltos

37 "Co durantc 2 - 3 hr. a ternperatura ambiente o bien toda Ia noche a 4 oC.

Se retiró el exceso y se lavó con PBS-T (5 veces),

Se agregaron ICC ¡rl dc anlicuerpo sectrnCario marcado con peroxidasa (anr"i

rata de Zymed) diluido 1:500 en PBS-T, Se dejó incubar 60 minutos a 3J "C

durante 2 - 3 hr, a temperatura ambiente o bien toda la noche a 4 oC. En este

caso se utilizó.

8) Se retiró el exceso y se lavÓ con PBS-T (5 veces)'

proteina (antlgeno) y se llevan a I ml con solución de

¡¡r¿¡[snato de sodio 100 mM pH 9.6 (amortiguador

4)

s)

6)

7)
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9) Se colocan 100 ¡r l de solueión sustrato (Buffer Citratos/Fosfatos) por pozo

l0)Se dejan incubar por 15 minutos y se analiza el resultado con un lector.lc

ELISA.

Puriftcación de antlcuerpos por cronrutograffu de ntinidad.

Para Ia purif,rcación de los anticuerpos, tiras de membranas de nitrocelulosa con l¿rs

protcfnas de la TP transferidas fucron incubadas por scparado, coll cada uno de los autictrcrpos

diluidos 1:100 en PBS-T, durante una hora en agitación constante y a tempcratura arnbientc.

El suero diluido fue recuperado y las tiras fueron lavaclas en PBS-T.

La elusión del anticuerpo fue realizada con Glicina pH 3, utilizando un vohrmen

máximo de l5 ¡rl, en agitaoión constante durante tres ninutos y enseguida para neutralizar cl

pl{ se agregó Trisma Base pH 7. El sobrenadante con los anticuerpos obtenidos fue

recuperado y mantenido a 4 oC.

La precipitación de los anticuerpos fue realizada con SO+(NH¿)z (sulfato de amonio)

saturado en agua desioniz¿da, ajustada a pH 7 con NH+OH (hidróxido de amonio)

(Krohnone et. al. 1982) y pasada a través de fiitros dc 'itruceluiosa de 45 Fun. La suspensrón

con ios anticuerpos fue precipitada a 4oC durante toda la noche y posteriormente centrifugada

drrrante l0 minutos a 16, 000 rpm.

I n m un ofl uo res cencias in s it u

Para realizar la inmunofluorescencia se utilizaron muestras de espermatozoides frescos

con TP expuesta y f,rjados ccn paraformaldehldo al4Yo�

La exposición de la TP para estas muestras, recibió un tratamiento diferente, debido a

que no fueron expuestas a fricción con las perlas y fue procesada como se describe a

continuación:
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Los espermatozoides rteron lavedos en solu"rón saline pa.ra extra+r el plasnra suminal,

la muestra resultante fue ajustada a 3-qXl06 células/ml. a ia ctral se les afladió detergente Brij

36-1' (0,650/o concentración final) 1, se incubo durante l0 minutos a temDeratura arnbiente

(Mújica, 1979; Juárez, l9g5).

1. Para retirar cl hiaclor los espcrnratozoiclcs se centritirgflr'on B 2,500 rpm por 3 mi¡utos
(lavado), la pastilla luc hvada tres veccs en PBS y dos veces en agua dcsionizada, y

resuspendid¿r cn sLr voluurcn inicial

?' Se colocaron 10 l5 pl de utli1 suspclrsiCrn clc espermatozoidcs, (previamente tratados)

en portaobjetos y sc de.iaron secar.

3. i.as cÚlulis q'rc ilcrindiicuicr'rir;iri;rer'ir.l¿s a los p,rrtaotrjetos fucron lavados gentilmente

con PBS y permcabilizadas con una solución de PBS-Triton X100 al 0.5 % durante l5

minutos (aunque las células no presentaban membranas, cuando fueron

permeabilizadas, estas presentaban una mejor fluorescencia y menos fondo cgando

fueron ohservadas al microscopio confocal)

Posteriorrnente, las ntuesilas fueron bloqueaclas con albúmina al I o4 durante una hora a

temperatura ambiente.

Se realizaron l0 lavados con PBS.

Se trtilizaron los sigt,ientes a.ntilrleipos pi.imarics: los 3 suercs innunes cle las rai.as

inmunizadas, anti-actira y a uns dilución de l:50t) en PBS y un controi negativo dc

PBS. Los anticuerpos fueron incubados durante t hr a temperatura anrbiente en cárnara

húmeda.

Se realizaron 10 lavados con PBS.

Los anticue{pos secundarios utilizados fueron: anti-rata (para las IgGs de los sueros

obtenidos) y anti-ratón (para las IgGs contra anti-actina). Los anticuerpos fuero¡

uti l izados a una di lución 1:200 en ptsS.

9. Las muestras fueron nrontadas cr-rn {icli,atol (¡ara mantener la flrrorescencia). (Ban[:,;r

1  9 9 1 )

4.
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Resultados.

Con el método modificado dc Si y Okuno (1999), para la dccapitación rle lgs

espel'Ilratozoides de cerdos, fue posilrie obtcner una pureza mayor al g5 % dc las cabez¿rs

cspermáticas (figura 4). La microscopia clectrónica cle las cabezas obtenidas mostró qr-rc la

rnen'rbrana plasmática se dañó, cllo posihlcmente por cl roce cle las perlas (f,igura 5). t)cs¡rués

del tratamiento con el detergente tlrij 36-T, para la solubilización de las membranas y

acrosoma, Ia TP permaneció intacta, Io cual fue corroborado utilizando colno m¿rrcador

tutorlblógico la integridad de la subcstrtrctura (figura 5-A)

Figur-a' 4. Recuperación de cabezas mdyor al95V, posterior al decnpitado y a la separación por modio del
filtrado mediante el uso de mayas de Nylon. Posterior al decapitaclo las cabezas espermáticas
fueron somotidas a tratamiento con detergente Brij 36-T
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Figlra. 5. MEl' dc cabcza dc cs¡relnratozoide después del decapitado en Conde se aprecia el daflo a

rttcrrtbr-ana, gcnerado por la fricción de las perlas sobre ia superiicic de la cabeza cspermática.

La microscopía electrónica de las cabezas espermáticas tratadas con DTT / Brij 36-T

mostró la exh'acción tutal dc la TP, dejando el núcleo espermático intacto (figura 5-B).

I

Figura 5-A. MET dc cabeza de espemratozoide dc cerdo después del decapitado y solubilización de

mcnlbruna corr detsrgcnte BrU 36-T, La llccha señala la presencia dc la subcstrilctura en
'i;'¡en 

estado. En la figura 5-8, Se observa un espernlatozoide con exiracción completa de

la TP después dc los procesos antes mencionados. También se puede obselvar que cl

núcleo Dennauece condensado.
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Por otra pafie la electroforesis de les plote{nes extrafCes dc

aproximadamente 17 bandas proteicas, siendo las bandas que poseen

aproximados de 17, 45 y 50 kDa las rnayoritarias (Figura 6).

la TP mostró

de los pesos

Figura ó, SDS - PAGE al l?Vo de las protefnas de la TP del espermatozoide dc ccrdo, teflido con azul dc

Coom¡.ssie, en cl que se obscrvan del lado izquieldo los marcadores de peso molccular y en el

la,io derecho, las bandas de las protelnas.

La tranda proteica de 50 kDa fue reconocida por los aniicuerpos del suero 1. Este suero

ol.,tenido fue ric las ratas preirununes, por Iu que soiamente se procedio a estirnuiar la

producción de lcs anticuerpos lIgG) por medio de la inoculación de la banda proteica

reconocida y el anticue¡po será nombradc como PPT50. De igual fcrma la banda de 45 kDa

fue reconocida por el suero 2.y será nombrada como PPT45 y la banda proteica de 17 kDa fue

reconocida por el suero 3 el cual será nombrado como PPTIT (figura 7).
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Innru¡ l r rb lo t l i t le ,  c lc  las  p rc l tc i r ras  d t '

' l  i '  l ) 1 t ( ' s l  I :  ' - ' l l  c { ¡ r r l i l c l ( l  r l ( \ n  l L a f

la TP, en el quc se observa cl reconocitnicnto de

rnticttet'pos nresclttc cn las ratAs preitrtttttnes'

las mlslnas

l l2,2,1O

4O.3gl¡

3 r . 3 3 | f

50 kDa
45 kDa

l 7  kDa
r6 .S73

7 , 1 ? t

Tabla 2. De izqrrierda a delecha, se muesiran en la piitnera columna los tnarcadot'es de peso

rnolecular, y en ia sigulentc columna e! patrón do coti ida dc las prtlteinas dc la'fp err geles

de poliacri lamioa al l2 %, tefl idas con azul de Coomassic, asf cotno también las bandas que

fue¡olr rcconocidas por las inrnunoglobulinas presentes en los srreros de las ratas, El peso

aproximado de las protelnas reconocidas por cada uno de los tres sueros es 50, 45 y l7 kDa

resoectivamente.
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Como coutroles uositivos para cl western hlotting, se utiliz¡ron anti+uerpos

modoclonales contra actina, a-tubilina; F-tubilina y vimentina. Solo para el caso de actina,

hubo reconocimiento (datos no mostraclos) y como control negativo se utilizó PBS. Los

anticucrpos secundarios utilizaclos fueron monoclonales anti-rata fluoresceinados (para la

detección dc las inmr.rnoglobulinas presentes en los sucros de las ratas) y anti-ratór'r (para el

reconocinricnto dc los anticuerpos uronoclonales) tamlrién lluorcscinados en una dilución

l:50. 
'Iodos 

los anticuerpos secundarios quc fucron utilizados fucron marca Zymed.

Para las inrnunolocalizacioncs indirectas, Ios espermatozoides fueion expuestos

directalnente a los anticuerpos obtenidos de las ratas inmurrizadas y observaclos al microscopio

,;uniouai (ivliurusuupio Láser Confocal 
'i 

C3 - íjF2 i-uic¿ iicidei'ucrg üerrnzu'y).

Figura 8. Microscopia confocal de cabezas de espermatozoides de cerdo, con suero pre-inmuno, como

control negativo. En la figura 9-A se observa en fase de contrastes la presencia. de los

espermatozoides de cr:rdo err la muestra. En la figura 9-B se obset'va ia ausencia dc

inmunodctección de protefrras dc la' l l ' ,

Con el anticucrpo SIRI (Suero Inntune Rata 1) que identifica a la pr'-rtelna de 50 kDa, se

observo fluorescsncia sobre toda la TI', principalmente en Ia región clcl scgmt:uto ecuatorial en

donde Ia fluoresccncia sc distingue en lbrma de scmiluna (figura 9). También se encontró
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inmunoreactividad en Ia región subacrosonral, pero ésta no fire uniformc, ya que existieron

áreas que no fuieron reconocidas, por lo que la iluot'escencia se encontró en forma de

ntanchones (figura 9). Adicionalmente se encuentró nrarca |luoressente sobre todo el flagelo,

prcscntilndose una ma)'ot intcnsidad de la tluoresccncilr cn Ia base dcl flagelo y en la pieza

nlcd i l  ( l igura 9) .

Fiquia ti '  Nlicrosccpia dc l luolescenciq nosirando l¿ i iereccion ue la,s proieinas de le Tp trol-t el :uero I (SIR!). La
marca de fluorescencia sc observa tenuemelrte sobre toda la cabeza, excepto en la región ecuatorial
en donde se observa una e5pesis de semilurra. Tanlhién se encuentra inmunocletección en cl cueilc, v
cn la pieza media del fla*qelo.

Cuaitdo la muestra fue expuesta a los anticuerpos obtenidos del suero Z (SIR2), la
fluorescencia se ubicó principalmente en la porción anicai de la región subacrosomal y
ecuatorial de la cabeza espermática, generando asf, una regiones sin tinción entre la zona
ecuatorial y la subacrosomal, mientras que la hoja postacrosomal presentó una ligera tinción.
También se encontrÓ reconocimiento en las tres porciones del flagelo, principalmente en la
pieza principal y en la termirral.
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I; igur-a Microscopfa c<lnfocal de f ' luorcscencia con los anticnci¡ros obtenidos a panir del suero 2
(SIR2). Sc olrscrva fluot'esccncia en la rcgión sutracrosorral, asf corno también se encontró
inrnuntldeteccióu cotr fortna de scn:i luna en la lcgiórr ccuttorial, dicho mar.caje fue la de

mayol itrtensidad en la cabcza. En flagelo cxiste reconucilniento en la pieza media y pieza

terminal en regiones intensas de fluorescencia.

Cuando los espermatozoides fueron expuestos al tcrcer anticuerpo (SIR3); estos

mostraron fluorescencia en un patrón muy semejantc el obtenido con el suero SIR2, sin
embargo eJ rcconucimiento por parre del anticuc4ro SIR3, presenta menor fluorescencia en la
región ecuatorial. También se encuentra flirorescencia err i"odo el flagelo, principalmente en el
cuellc 1' en la pieza tciminal del nrismrr.

F-igura l l. Microscopfa confocal de tluorescencia uti i izando los anticrrer¡ros del suelo 3 (SIR3), Se observa
fluot'escencia tenue sobre toda la TP, excepto por arriba de la región ecuatorial, ya que ésta no
presentó floroscencia. También hubo una marca intensa de fluorescencia en crrello, al inicio de
la pieza medin y de la pieza principal del f lagelo, prcscrrtándose cn sl resto del f lagelo una
ligera fluorescencia.
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Discusión,

La teca perinrrclear (-l'P) es cl principal elern':trto citocsquelético de la cabeza de los

cspertnatozoicles de mamlfero (t,ongo ct. al, 1987..luiu'ez 1999). [,as proteínas consideradas

como constituyentes de la TP son aquellas curacterizadirs por sLr resistencia a la extracción y

c()n una localización ultraestructurai Jror inrrlruomei"c;ljc o cletección inmunoespecffica en

csl)cnlr irtozoiclcs con tcca cxpucsta (Longo ct ir l .  1987, l iutovsky et. al.  1999, Lécuyer et. al.

t(xx)).

l ':l ¡rrriprisito cle este estudio. fuc idcntitjcar las proLeínirs mayoritarias que componcn el

crI()csqLtclcl() perinuclcal dei esperrnatozoidc cerclo, p{lr medio cie Ia produccron y

t'cctt¡rcracióu iie anticucrpos policlonales contra proteínas de la'l'P en ratas adultns de la sepa

S¡rraqu.- Dar.vley, logrando obtener trcs sueros policlonales. Los espermatozoides fueron

sotnctidos a clil'erentes tratamieutos, con la finalidad de estandarizar té.cnicas que permitieran

tltla uonlpletl solubilización de membranas (ceiuiar y acrosomal), una extracción lo má.s

rrnifbrme posible de las protefnas de Ia TI', ya que pcr su resistencia a la extracción con

detergentes no desnaturalizantes y amortiguadores altos en salcs es casi imposible obtener esta

cstructira de tbrrna completa (Oko 1998), as{ como tanrbién estandarizer ur.ra técruca que

pcrn'riti:ra urr decapitadc Cel tctal de la mussira scnr*tiile a iiatamlenio y ei consiguie,iic

filtraCo para seFarar lcs flagelos de las cabezas espermáticas. Para la solubilizac,ión cie las

membranas, se luvo que modificar la técnica descrita por Juárez - Mosqueda (2000) debiCo a

que el tlempo que debfan ser incubadas las cabezas espermáticas en Brij 36-T, debió ser

significativamente menor; esto probablemente fue debido a la fricción que se genera con las

perlas de vidrio durante el decapitado de los espermatozoides, mostrándose un deterioro sobre

la superficie de las membranas, lo cual propicia que se facilite la exposición de la Tp como se

muestra en la figura 5.

Se realizó una exhacción diferencial de las protefnas de Ia TP de espermatozoides

fresccs de cerdo, utilizando un detergente neutro (Brij 36T / DTT). La extracción de las

proteínas de la TP, respondieron a un tratamiento más suave, a pesar de que conforme la

maduración espermática procede, oculTen cambios concomitantes en la estructura.
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mctabolismo y fisiología v durantc la maduración epididimal y éstn se \¡uelve tnás rcsisiente a
la sonicación. detergentes y a la tripsina. E! incremento en la resistencia estructural, ha sido
atribuido a trna mayor fornración de puentes de disrrlturo. (Mújica et. al. 2003). El método

dcscrito por Bcllvé (1990) para Ia extracción dc la 1P de espermatozoides de ratón incluye una

irrcubación en dithiothreitol (DTT) 50 mM durrrnte 20 minutos, bromuro de cetil

trirnctilamonio (C'l'Ats) l% y Tris - HCI pl{ 8 3 20 nrlr{.

Al separar cl crtriquecido proteico olrtenido dc las cabczas espermáticas por medi<l de

SI)S - PAGE 12oA, se reconoció un grrqro clc trcs protcinas mayoritarias pertenecientes a la
'[ 'P' 

clue se encuentran cntre los 17,000 kl)a,45,000 kDa y 50.000 kDa, las cuales a su vez

fr-isiorl tecun'¡ciJas pttr los atriicuerpus poiiclonales Siit3, SIri2 y SiRl respectivamente. l-a
reactividad de las proteínas aisladas de las cabezas espennáticas fue probada con anticuerpos

cn tvestcrn blotting (Batova et al 1997).

Aparentemente la transición bioqulmica y nrorfológica cle los determinantes

antigénicos en las células haplordes se da confonne estas Desan del testfsulo al epidfdimo por

uno o más necanisinos, La explicación más simple incluye un procesamiento endoproteolftico

Ce las ter.inas de 80,000 - 75,000 M,, para producir dos productos de 50,000 y de 48,000 M..

Fste modelo es apoi'ado por su coinciCente Cesapari.ión y aparicior, clurar,te la madiuació,r

espennática (Bcllvé et al 1990). También la ausencia de reconocimiento pueCe ser resultado

de la exclusión del correspondiente antígeno, cuando la proteina es corrida en gel bajo

condiciones desnaturalizantes (Batova et al lg97),

Por medio de microscopfa confocal se observó en espermatozoides con Tp expuesta el
reconocimiento de los tres antfgenos de bajo peso molecular por pnrte de los sueros,
encontrándose que los antlgenos sc encuentran predominantemente en le región ssbacrosoma.l
(principalmente en la zona apical); la regrón ecuatorial cle la cabeza espelmática también
presentó reconocimiento, formando una banda de fluorescencia valiable alrededor de la cabeza
espennática, asl como también la porción mcdia del cáliz. El flagelo mostró reconocimienro

en toda su extensión, hahiéndose presentado la fluorescencia en fbrma discontinua üanto en la
pieza media, como en la principal y en la terminal (ver figura 10, ll y l2). lin general, el
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patrón de recotrocimiento de los anticuerpos SIP-I, SIR2 y SIR3, es siniilar a los patrones

reportados en espermatozoides de diversos ma¡;ríferos (llavperuma 2002). [.cs

espermatozoides fueron utilizados con membranas solubilizadas, debido a que cstas restringen

Ia penetración de los anticuetpos hacia la matriz ¡reriuuclcar (lvlanandhar ancl 'l 'oshimori.

2003). En algunas células dentro clc un¿t ttrisrna nlucslra, los anticrrcrpos no renccionaron, lo

cual coincide con Icl descrito por Bathla.y l i idhLr (199S) c¡uicncs sugicren que probablemente

la presencia de los autígenos está ligada con cl c:stado lisiológico o (ion la madurez de Ia

cclula; así rnismo Shaha et al (1998) obtuvo htrllazgo.s sinlilares y no puclo detectar con

nnticuetpos policlonalcs en espennatozoides inrnacluros, antÍgencls cspennáticos presenttrs en

cspermatozoidcs maduros. También la ¿lrscncia dc tin,:iLln cD espenrlatozoides que uo han

Cis:rr;tlhdt la reección acrosomal, nl; .,; -;l;br l l; j.,1i.,. cl* uniri¡i del ¿rrtiuuerpo cori cl

antfgeno, más bien es por la falta del antÍgeno (Allen y Green, lgg5).

Iixiste una pérdida y una aparición de protefnas de alto y de bajo peso molecular

respectivarnente confonne el espermatozoidc madura durante su paso clcsde el testículo hasta

ia cola dcl epidldirno, la cuai puede enrp.ilnrarsc o strr riisc:onr.inua (Reilve et nl (i990).

I:rrrrunoblctts cbtenidos de protcfnas extraidas de mucstras espermáticas de roedures y

hun.anr). tnostraron bandas claras 4on Desos mnleculares rsl¡fir;,3s correspOndientes a actina

(42 kDa) c¿ - T'ubulina (55 kDa), y existcn similitudes en la localización de actina en la cabeza

esperrnática. Se ha encontrado tinciún por inmunofluocrescencia brillante en tode la región

apical del acrosotna, cubriendo el citoesqueleto cortical entre la membrana plasmática y la

membrana acrosomal externa, y el citoesqueleto subacrosomal, entre la membrana acrosomal

intema y la rnembrana nuclear. Generalmente en espermatozoide de humano, la distibución

dei citoesqueleto de actina en la región postacrosomal, es más débil en espermatozoides

coltrol que en los espermatozoides después de la reacción acrosomal. Previo a la reacción

acrosotnal, ei citoesqtreleto apical dcl acrosorna ! el segmcnto ecrratorial de espermatozoicies

de humano y de todas las especies de roedores muestra poca fluorescencia. En

espcrmatozoidcs de humano, se forma un anillo a la mitad dc la zona apical del acrosoma en

forma prominente. La fluorescencia también se observa en la región postacrosomal,

especialrnentc en los espcrmatozoides clc hámster en donde la localización es fuerte y bien
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dcfinida en el área dorsal v venlral. Después de la reacción acrosornRl, el segmentó ecuatorial

se t'uelve rnás definido, pero en la capl srrbacrosomal la fluorescencia tcnug fue vista

solamente cn cspcnnatozoides de ardilla gns. l,a prescncia de actina dentro de la cebeza clc los

cs¡rcrmatctzoidcs ha sido confirntada prcl'i¿unente cn muchas investigaciones, aunque se ha

nrosl.'¿cltt quc la distribución exacta suclc r,ariar, positrlcmeilte dcbido a los métodos de

lijaciirn. cspccificidad dc los anticuerpol;, scnsilrilidad dc l¿r técrrica y la permeabilización de la

rncllrll-anir. Las razones para escoger anticucrpos policlonalcs es: su conveniente reactividad

cruzi'ula y adcnrás su consistencia en las pnrcbas inrnunohistoquímicas y también debido a que

sc han olrteniclo resultados consistentcs cn tlabajos plcvirrs Irechos con espermatozoides clc

ccrdo. Se ha utiliz¿do faloidina coniugada con FIJ'C ¡rara teñil cxclu$ivamente actina-Fl los

,(j.jLiliadu:, oLi.cnidos por faliodlua-FiT(l cu sspcnn¿rto7.()idcs control ilan sicio muy diterenLes

dc aquellos obtenidos con anticuerpos policlonalcs anti-actina, En los espermatozoides

control, los anticuetpos anti-actina deteqtaron toda la zona apical del acrosoma, incluso entrc

la metnblana plasmática y la.membrana acrosomal externa; sin embargo, en contraste, la

actirte-lf d"iectada por faloidina, estuvo claramente confinada a la región acrosomal. Esta

difet'ensi¿ puede ser explicada por el pool de Actinc.-G, iocalizada entre la membruna

plasrnática y la membrana acrosomal, la cual podrla ser solo detectada por el an'ricucrpo anti-

actirra (Dvorácová 2005).

Conc!usianes

En espermatozoides maduros de bor¡ino, Ia actina y las protefnas de unión a actina son

localizadas justo en el margen anterior del acrosoma y en la región postacrosomal y fue

rclocalizada en la región postacrosomal dcspués de la reacción acrosoinal (Dvorácová 2005),

Iiowes et al (2001) describió la relocalización de actina-F a la región postacrosomel cn

Ios cspelmatozoides eyaculados de cerdo dcspués de Ia reacción acrosomal, sin embargo, el

marcaje cn ésta región también ha sido visto en espermatozoides control,

l,a rnayorla de las células eucariontes puede expresar múltiplcs isotipos dc a- y B -

tulrulina y ésta diversidad es posteriormente expandida por numerosas modificaciones
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postraducción. Aunqr¡e el signif:cado funciolal de ia diversiJad clc tubulina es diflcil de

asociar con consistencia a las funciones biológicas. existe evidcncia de qrrc los .liferentes

isotipos de a- y p - tubulina y las moclificaciones postra.,lucción puedcn impactar Ia estructura

y función de los microtubulos (Kierszenbaum 2002). La tinción de tr- tubulina sugiere que

ésta proteína puede estar relacionada con la morl'ología dc hls c$pcrnr*tozoidcs. En

cspermatozoides de ardillas y cle haurstur, la cr- tnbulina fue claramente localizada dentro dcl

citoesqueleto conical dc la rcgión apical dcl acrosonra, En los espennatozoidcs dc hlrmano la

cr- tubulina se obset'vti ci)mo una bauda clentro cle la zona apical dcl aclosoma, sugiricndo una

distribución rcstringida de ésta ploteína cn la z.ona apical cle Ia 1'[) cntrc la mernbrana

acrosomal interna y ln membrana nuclear (Dvorácová 2005)

Virtanen ct al (i984) reportó que no encontró tinción con anticuer¡ros anti-tubulina en

la cabeza de espermatozoides de hum¿no, solarnentc cn la región del cuello y cu todo el

flaselo.

Diversos antlgenos han sido reportados, asf como también los anticuerpos mcno o

policlonales pera cada r:no de esos antígenos, los cuales se ha visto que pr.reden presentar

reacciÓn cruzada con proteínas dcl citoesqueletc' de células somáticas o bien con proteínas

citocsqueléiicas del espermatozoide, tai es ei caso cie le citoqueratina cn lu regrón acrosoural,

la cual se ha reportado que tiene algunos epítopos que presentan reacción cruzada en fiagelo

cn esperrnbtozoides eyaculados al utilizar arrticuerpos policlonales (Longo et, al. 1987), o bien

por presentar regiones idénticas en la secuencia de aminoácidos, como la que existe entre

cilicina I y las MBP's (Hess 1993). La existencia de epítopos coll reactiviclad cruzada puede

serpredecible, debido a las características bioquímicas de las protefnas (Kohtz 1987). El o los

epítopos que son presentados de novo en el segmento ecuatorial posterior a la reacción

acrosomal, potencialmente tiene dos orfgenes. Éstos pueden provenir del procesamiento de

antígenos ya presentes en Ia membrarra plasmática del segmento ecuatorial dc lcs

espermatozoides sin reacción acrosomal; o bien el epítopo puede provenir de la difusión de un

antlgeno secuestrado previamente por la membrana plasmática del scgmento ecuatorial,

posterior a la reacción acrosolnal (Allen y Green. 1995), Los métodos convencionales para la

inmunización de animales de laboratorio contra las protcfnas de Ia TP, han probado no ser lo
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suf;cientemente eficientes para idc'ttifica.r ies antígenas espermáticcs espeeffissg

filogenéticamente cons'rrr/ados; así misnr(). l.rabajos sotrrc anticuerpos monoclonales contra

cspcrtnatozoides, han mostrado clue la mayorÍa dc los ¿n¡isuerpos convencionahnente

producidos prcscntan rcacción cruzada con te.jidos sornáticos y muchos de éstos, no se unctr a

células germinalcs testicularcs (liichorova et al 1996). Se han utiliz¿do u,riir,r*rpo* poro

clctnostt'at' la distribución de atrtígcnos rlu.r cr;tiin rcstritrgir.l+s ii los espermatozoides, como lire

hecho cotr el auticuerpo monoclon¿rl N4Nl3, cl cual identifica r.ur epltopo que solamente se

utric¿r eutrcr la hoja postacrosomal ) la nlcrnbr¿ura celul,rr suprayacente y no parecc

correspotrcler a ningún componente caractcrizado previarncnte ('foshrnrori et. al. 1991),

T'ambién sc ha comprobado la cxistcncia dc antígcnos espermáticos altamente conservados,

ir-'s ,-;uaics ilalr rcrricio impacrc ciínico o en crspccros l'cproductrvos en animales y iruuranos

(Chiu 2003). La vimentina ftte utilizada corno control positivo, debido a que ha sido

encontrada principalmente en el segmento ecuatorial de la cabeza de espermatozoides de

humano, para la cual se ha sugerido qr.rc puerle ser importantc para el proceso de fertilización,

sin embargo, esta ha presentado una distribución asimétrica. Esta asimetría tiende e scr más

pronunciada en las cabezas Ce espermatozoidc:; inmaduros, como por ejemplo en lcs que

presentan gota citoplásmica. Frecuentemente en algunas células espermáticas con

anorntali,.lades, se ha podido caractcrizar una reaccion positiva a vimentina en el cuello y en el

scgillento inicial Cc lapieza nredie (}"{arl'-ova et al 200i). Virtalcn ei al (1934) sugiriú quc la

espectrina y vimenttua pueclen estar cn correiación con distintas especializaciones de la

srrperficie de las células espennáticas.
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