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RESUMEN 

 

El citoesqueleto espermático de actina desempeña diferentes funciones, 

no obstante, la forma en que se desarrolla durante su tránsito  por el 

epidídimo no se ha identificado en los espermatozoides del bovino. La 

criopreservación espermática provoca alteraciones celulares 

importantes. Por lo que los objetivos planteados fueron: estudiar 

mediante microscopía electrónica el desarrollo del citoesqueleto de la 

cabeza espermática, observándo la subestructura de la teca perinuclear 

(STP) durante su tránsito por el epidídimo, relacionar los cambios con la 

presencia de actina filamentosa (F) (empleando faloidina rodaminada) y 

estudiar los cambios provocados por la criopreservación en el 

citoesqueleto de actina y en algunas las proteínas asociadas a actina 

mediante inmunofluorescencia indirecta y western blot. Se extrajeron 

espermatozoides epididimales de bovinos del rastro. En el 88% de los 

espermatozoides de la cabeza la STP se observó ausente, en diferentes 

etapas de desarrollo en el 66% de los del cuerpo y completamente 

formada en el 33% de los de la segunda porción de la cola (P=0.01). La 

actina F se observó en la región ecuatorial y postacrosomal de la 

cabeza, en la pieza media y principal del flagelo, la fluorescencia fue 

más intensa en los del cuerpo. En el western blot, en los 

espermatozoides descongelados la actina se observó más intensa en los 

extractos de membrana y citoesqueleto, en contraste la distrobrevina 

(proteína que se asocia a actina) apenas fue visible en el extracto  

citoesquelético. Ambas proteínas se localizaron en la región ecuatorial 

de la cabeza y en el flagelo de los espermatozoides frescos, pero se 

encontraron alteradas en los descongelados. No fue posible detectar  

WASP, ARP 2 y ARP 3, proteínas asociadas a actina.  Los resultados 

sugieren que actina interviene dinámicamente en el desarrollo del 

citoesqueleto durante la maduración epididimal y que la 

criopreservación altera al citoesqueleto espermático, reflejándose en 
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una redistribución de actina y distrobrevina en el espermatozoide del 

bovino. 

 

Palabras clave: maduración epididimal, criopreservación, citoesqueleto 

espermático, subestructura de la teca perinuclear, actina, 

distrobrevina. 
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ABSTRACT 

 

The actin sperm cytoskeleton plays many crucial functions, 

nonetheless, the way the actin cytoskeleton develops through the 

epididymis has not yet, been identified in the bovine sperm.  Semen 

cryopreservatrion causes important cellular alterations. The objectives 

set were the following:  to study the cytoskeleton development on the 

sperm head observing, by electron microscopy, the perinuclear theca 

substructure (PTS) during epididymal transit, relate those changes with 

the presence of filamentous actin (F) (stained with phalloidine-TRITC) 

and to study the changes caused by cryopreservation on the actin 

cytoskeleton and some of the actin binding proteins, by indirect-

immuno-fluorescence and western blotting.  Epididymal sperm were 

obtained from bulls at slather houses. PTS was absent in 88% of caput 

sperm, in different developing stages on 66% of the corpus, and fully 

developed in 33% of the second portion of the cauda (P=0.01). F-actin 

was observed on the equatorial and postacrosomal region of the head, 

in the mid and principal piece of flagellum, sperm from the corpus 

showed the most intense fluorescence. By western blotting, actin was 

intensively observed on the membrane and cytoskeleton extracts of 

frozen-thawed sperm, in contrast, distrobrevin (protein associated to 

actin) was hardly visible on the cytoskeleton extracts. Both proteins 

were localized on the head equatorial region and on the flagellum of 

fresh sperm, but were altered on the thawed ones.  It was not possible 

to detect WASP, ARP 2 and ARP 3, actin binding proteins.  The results 

suggest that actin dynamically participates in the cytoskeleton 

development during epididymal maturation and that cryopreservation 

alters the sperm cytoskeleton, which was reflected by a re-distribution 

of actin and distrobrevin on the bovine sperm. 

 

Key words: epididymal maturation, cryopreservation, sperm 

cytoskeleton, perinuclear theca substructure, actin, distrobrevin. 
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I.  INTRODUCCION 

 

Existe la necesidad de buscar la implementación de nuevas tecnologías y 

prácticas de manejo que permitan mejorar en cierta medida la ya 

deteriorada fertilidad en el ganado lechero, que en la actualidad se 

encuentra alrededor del 33%. Desde hace décadas, el ganado bovino, se 

emplean técnicas de reproducción asistida como el uso de semen 

congelado-descongelado para su aplicación en la inseminación artificial 

(IA), y actualmente es una práctica habitual que ha sido adoptada de 

manera rutinaria en la mayoría de explotaciones lecheras a nivel mundial 

(Cruz et al., 2006; Muino et al., 2008).   

 

Los daños ocasionados a las células espermáticas que principalmente se 

han estudiado son a nivel de las membranas (Watson, 1995; Noiles et al., 

1997; Neild et al., 2003; Flores, 2005), pero poco se ha estudiado el daño 

espermático ocasionado por el proceso de criopreservación a nivel de otras 

estructuras celulares como el citoesqueleto. Además hasta la fecha no 

existen reportes de la formación del citoesqueleto durante la maduración 

epididimal en el bovino. 

 

Son varios los cambios que ocurren durante el tránsito epididimal para 

lograr que los espermatozoides maduren y adquieran la capacidad 

fertilizante (Hafez, 1987).  Sin embargo, en los espermatozoides de bovino 

no se ha  estudiado el desarrollo del citoesqueleto durante su tránsito por 

el epidídimo. 

 

 

El citoesqueleto es una estructura tridimensional que forma una parte 

importante en todas las células eucariotas,  entre otras cosas proporciona 

un avanzado nivel de organización celular.  Está compuesto de una  basta 
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red de filamentos proteicos que determinan la forma y la organización de 

organelos dentro del citoplasma, (Alberts et al., 2002). 

 

Se ha observado que después de someter a las células al proceso de 

congelación y descongelación, el citoesqueleto sufre alteraciones 

estructurales (Petrunkina, 2004).  Algunos autores mencionan que debido 

a que sus proteínas son termosensibles, sufren un proceso de 

despolimerización y  tales cambios en su arquitectura traen como 

consecuencia la alteración en su funcionalidad (Noiles, 1997; Storey et al., 

1998).  En  los espermatozoides de bovino se han descrito daños similares, 

después de ser descongelados. Entre los daños observados se señalan 

alteraciones a nivel de la región post acrosomal  de la teca perinuclear (TP), 

específicamente en la subestructura de la teca perinuclear (STP) (Martínez, 

2003; 2006).   

 

El citoesqueleto espermático se compone de dos partes, la primera que 

rodea la cabeza y la segunda que forma el flagelo. La teca perinuclear es la 

principal estructura citoesquelética de la cabeza espermática, esta cápsula 

fibrosa se encuentra  rodeando casi la totalidad del núcleo,  excepto en el 

sitio de inserción de la cabeza con el flagelo (Courtens et al., 1976), a 

manera de un casco. Entre algunas de las funciones atribuibles a la teca 

se encuentran: el brindar forma y protección a la célula, servir como 

cemento para mantener unidas a las membranas plasmática y acrosomal 

interna con la envoltura nuclear, conservar los dominios de membrana y  

proteger  al núcleo  de agentes descondensantes (Sutovsky et al., 1997, 

2000, 2003; Juárez-Mosqueda, 2000; Mújica et al., 2003). Además, 

participa en los procesos de fusión con el óvulo y la descondensación 

espermática una vez que ocurre  la fertilización (Mújica et al., 2003).   

 

Por otra parte el flagelo tiene una estructura central, el axonema, 

compuesto por 9 dobletes de microtúbulos, los cuales se encuentran 
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alineados en un círculo rodeando a un par central.  Se encuentran unidos 

por nexina y proteínas radiales, y se deslizan por medio de dineínas 

usando ATP (Wayne et al., 2007). 

 

En la teca perinuclear  de varios mamíferos, como el toro, cerdo, cobayo y 

humano, la actina es una de las proteínas más abundantes, se ha 

localizado  tanto a nivel del segmento ecuatorial como  en la región post 

acrosomal en los espermatozoides del cobayo, bovino, cerdo y humano 

(Castellani y Ceresa, 1992, 1993; Sánchez-Gutiérrez et al., 2002; Mújica, 

2003).  

 

La actina es una proteína citoesqueléticas altamente conservada, que se 

encuentra presente en altas concentraciones en casi todas las células 

eucariotas. Se asocia a otras proteínas llamadas actin binding proteins 

(ABP)  para polimerizar y forma microfilamentos para cumplir con varias 

de las funciones que se le  han atribuido (Alberts et al., 2002). Entre las 

ABP que forman complejos con actina se encuentran las proteínas 

relacionadas con procesos de polimerización de actina como las WASP, 

ARP2, ARP3 y  la proteína distrobrevina, la cual participa anclando las 

proteínas del citoesqueleto con la matriz extracelular, además de muchas 

otras (Higgs y Pollard, 1999; Becker et al., 2007; Ceccarini et al., 2007).   

  

La actina desempeña un papel muy importante en los espermatozoides, 

pues se le ha relacionado tanto en la motilidad espermática como en los 

diferentes procesos fisiológicos que debe experimentar el espermatozoide 

para lograr la fertilización. 

    

Los reportes de la existencia de actina a nivel del segmento ecuatorial 

(Camatini et al., 1986; Castellani y Ceresa, 1992, 1993; Sánchez-Gutiérre, 

et al., 2002), además de los daños observados en la TP en semen de bovino 

descongelado (Martínez, 2004), aunado a los resultados recientes Felipe-
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Pérez (2006), quien reporta la despolimerización o fragmentación de las 

proteínas de la TP ocasionadas por el proceso de descongelación, sugieren 

que la actina y las proteínas asociadas a actina se podrían dañar por el 

proceso de congelación y descongelación.   

 

Pese a los esfuerzos científicos realizados por mantener altos índices de 

viabilidad en el semen de bovino descongelado, hasta nuestros días 

solamente  menos del 50% de la población espermática es viable al 

momento de la descongelación, y de estos solamente aproximadamente el 

33% son aptos para la fecundación (Felipe-Pérez et al., 2009).  Lo anterior 

se ha comprobado mediante estudios de triple tinción en semen fresco y 

descongelado, cuyos patrones indican el número de espermatozoides vivos 

y muertos, ya sea con o sin acrosoma. Son los vivos con acrosoma los 

únicos espermatozoides aptos para la fertilización (Felipe-Pérez, 2006). 

 

El objetivo del presente trabajo fue determinar el papel que desempeñan 

en el citoesqueleto del espermatozoide bovino las proteínas actina y 

algunas  de las proteínas asociadas a actina, entre ellas distrobrevina, 

durante la maduración epididimal e investigar si existen cambios en la 

distribución de actina y distrobrevina en el citoesqueleto espermático 

provocadas por el  proceso de congelación-descongelación. 
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II.  REVISION DE LITERATURA 

 

Varias investigaciones a nivel internacional coinciden en que la baja 

fertilidad del ganado vacuno en Latinoamérica responde principalmente a 

los siguientes factores: edad tardía de la incorporación de las novillas a la 

reproducción, la cual a su vez es motivada por no cumplir con los 

requerimientos de manejo y alimentación de los animales durante el 

desarrollo y que trae por consecuencia que lleguen a una edad tardía al 

primer parto, ocasionando con ello la pérdida de un ciclo reproductivo, un 

periodo prolongado de días abiertos o parto-gestación (Cruz, et al., 2008).  

 

Otro factor importante es el relacionado con la alta producción de leche, 

cuya producción media es de 1,118 Kg. de leche/vaca en América Latina y 

el Caribe (Cruz et al., 2008). Aunque la elevada producción láctea por si 

sola no afecta la fertilidad, se encuentra en la mayoría de los casos, 

asociada a malas prácticas de manejo nutricional, puesto que después del 

parto, las vacas se encuentran en un balance energético negativo, es decir 

que la suma de energía necesaria para su mantenimiento y la producción 

láctea es mayor que la energía consumida, lo cual implica que deban 

utilizar sus reservas corporales para tratar de mantener la producción.  

Sin embargo, las dietas administradas a las vacas altas productoras, al ser 

de un elevado contenido proteico (entre el 17 y 19%), incrementan la 

concentración de urea y amoniaco tanto en la sangre como en los fluidos 

uterinos, afectando la viabilidad de los espermatozoides, los óvulos y al 

mismo embrión (Hernández, 2007).  

 

Existen otros factores medioambientales como el estrés calórico y la 

producción excesiva de radicales libres que afectan a los gametos y a los 

embriones, contribuyendo también a la baja fertilidad. Como una 

alternativa ante ésta problemática, además de realizar cambios en el 

manejo zootécnico del hato, se ha propuesto incrementar el número de 
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gestaciones mejorando la detección de estros para implementar 

eficientemente los programas de IA (Hernández, 2007).   

 

Es importante mencionar que entre las especies de mamíferos cuyo semen 

se emplea para la IA, el bovino es la que ha mostrado una mayor 

resistencia al proceso de criopreservación.  No obstante, para mantener 

índices de fertilidad similares a los obtenidos mediante la monta natural, 

se requiere incrementar las dosis inseminantes de espermatozoides  

descongelados para realizar la IA, debido a que el proceso de congelación-

descongelación ocasiona un drástico decremento en la viabilidad 

espermática, además de alterar los mecanismos necesarios para que los 

espermatozoides interactúen con el óvulo (Rodriguez-Martinez, 2000; 

Watson, 2000).  

 

Procesos fisiológicos del espermatozoide Los espermatozoides que salen 

de los testículos son incapaces de realizar la fertilización, para ello 

requieren ser habilitados a través de diferentes procesos, como son la 

maduración epididimal, que ocurre mientras los gametos se encuentran 

dentro del aparato genital masculino, además de la capacitación y la 

reacción acrosomal, los cuales ocurren naturalmente dentro del aparato 

genital de la hembra (Moreno-Fierros, et al, 1992; Galloway, 1994; Howes, 

et al., 2001).  Posteriormente se da el reconocimiento celular entre gametos 

de la misma especie para permitir la fusión de membranas y por último la 

formación de los pronúcleos, momento en el cual se confirma que ha 

ocurrido una fertilización exitosa (Senger, 1999; Alberts, et al., 2002). 

  

Maduración  epididimal 

Una vez que los espermatozoides salen del testículo se almacenan en el 

epidídimo dentro de sinuosos túbulos, los conductos eferentes, los cuales 

convergen en un solo conducto cuya función es agrupar a los 
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La reducción en la proporción de espermatozoides que mantienen la gota 

citoplasmática a lo largo del epidídimo ha sido empleada como un 

indicador útil del estado funcional de los testículos y el epidídimo, así 

como de los cambios morfológicos que ocurren ahí (Galloway, 1994; 

Oyeyemi y Eucine, 2006). 

Primeramente los espermatozoides son depositados en la cabeza del 

epidídimo, la cual contiene un sitio de unión entre los conductos eferentes 

y el segmento inicial del conducto epididimal. En el caso de los bovinos, los 

espermatozoides permanecen en ésta región  alrededor de dos días. 

Posteriormente avanzan a la región del cuerpo, que es más alargada y 

ocupa un volumen menor.  En el cuerpo del epidídimo los espermatozoides 

del toro permanecen durante dos días, luego son conducidos hacia la 

región de la cola, la cual se caracteriza por contener la parte del conducto 

de mayor diámetro. En éste sitio el espermatozoide se mantiene durante 

diez días, siendo en total catorce los días que el espermatozoide del toro 

debe permanecer en el epidídimo antes de ser eyaculado (Senger, 1999). 

Mientras el espermatozoide se encuentra en proceso de maduración 

epididimal, sufre cambios bioquímicos que le permiten adquirir el 

movimiento propio, perder la gota citoplasmática y la habilidad de 

interaccionar con el óvulo. Cuando el espermatozoide maduro es 

eyaculado, se mezcla con diversos componentes que forman el plasma 

seminal; entre ellos diferentes iones como sodio y potasio, hormonas como 

las prostaglandinas, ergotioneina y otras sustancias como la fructosa y el 

ácido cítrico (Senger, 1999).   

 

 

Sin embargo, un espermatozoide maduro recientemente expulsado del 

epidídimo es incapaz de unirse, de manera específica a la zona pelúcida e 

interaccionar con un óvulo, previamente necesita ser expuesto a una 
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secuencia de eventos conocidos como capacitación (Harrison y Gadella, 

2005).   

 
Capacitación  

 
Durante varios años un gran número de investigadores consideró que la 

capacitación  es una continuación de los cambios de maduración que se 

llevan acabo en el epidídimo, sin embargo, notaron que los 

espermatozoides almacenados por tiempos prolongados, ya sea dentro del 

epidídimo o bien en un medio simple, no se capacitan.  Una de las 

mayores dificultades a las que se enfrentaban cuando realizaban la 

fertilización in vitro  (FIV) fue el desarrollar un medio que les permitiera 

una interacción exitosa del espermatozoide con el óvulo. Sin embargo, la 

capacitación no se había llevado acabo.  Hace algunos años los 

componentes del medio para realizar una FIV contenían Ca 2+, albúmina 

sérica, bicarbonato y CO2 (Harrison y Gadella, 2005).  En la región del 

epidídimo, en donde los espermatozoides maduros son almacenados, los 

niveles de bicarbonato se mantienen considerablemente bajos, comparados 

con la concentración encontrada en la circulación, por lo que cuando los 

espermatozoides se encuentran dentro del aparato genital de la hembra, se 

enfrentan a un incremento repentino en la concentración de bicarbonato y 

CO2, tal situación indica que el bicarbonato juega un papel importante in 

vivo (Harrison, 1996).  Los cambios en la concentración de bicarbonato en 

los niveles fisiológicos, inducen  cambios rápidos en la arquitectura de la 

MP (Harrison y Gadella, 2005).  

  

La capacitación espermática consiste en el desarrollo funcional que sufre 

el espermatozoide, cuando ocurre una serie de cambios o modificaciones 

estructurales y funcionales como resultado de su interacción con las 

secreciones de la mucosa del  aparato reproductor de la hembra, tal  

proceso es necesario  para  proveer al espermatozoide  de las condiciones 
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adecuadas para que se efectúe la fertilización. Entre estas modificaciones 

se incluyen cambios bioquímicos y fisiológicos en donde se alteran y 

eliminan sustancias que fueron integradas en la membrana plasmática 

(MP) del espermatozoide durante su paso  por el epidídimo (Breitbart, 

2002; Tienthai, et al., 2003).   

 

Antes de que un espermatozoide maduro y móvil pueda penetrar la corona 

radiada y la zona pelúcida que rodea al óvulo, debe de experimentar el 

proceso de capacitación, el cual es un proceso de activación que dura 

alrededor de 7 h en el humano, 2 h en el cerdo, 4  h en el bovino,  y se 

lleva a cabo en el útero o en  los oviductos.  Bioquímicamente éste proceso 

se caracteriza por el aumento en la permeabilidad de la MP, disminución 

en el contenido de fosfolípidos y cambios en su carga neta. El modelo más 

aceptado de los procesos que acompañan a la capacitación implica la 

eliminación de los factores descapacitantes de la superficie espermática, 

con lo que se logra la desestabilización de la MP y un cambio que favorece 

la interacción con la membrana acrosomal externa, ver figura 3. 
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ovocito, incluyendo a la progesterona, el sulfato glicosaminoglicano 

(GAGS), la albúmina sérica, la serotonina, las prostaglandinas, los ácidos 

insaturados y una variedad de enzimas (Frase, 1998).  
 

Descondensación 

 
La condensación de la cromatina nuclear durante la espermatogénesis y la 

subsecuente descondensación en el óvulo, son esenciales para que se de la 

transmisión exitosa del genoma masculino (Dias et al., 2006) 

 

Durante la espermiación, primero ocurre una  descondensación densa y 

homogénea, posteriormente  ocurre la compactación nuclear en donde las 

histonas son reemplazadas por protaminas, las cuales son ricas en grupos 

thiol (S-H), lo que provoca que puedan formarse varios puentes disulfuro 

(S-S) que le brindan mayor estabilidad a la estructura del complejo 

nucleoproteico ya condensado (Huret, 1985, Jager et al., 1990).  De hecho,  

la unión de protaminas es considerada como el factor primario que induce 

la compactación de la cromatina nuclear en los espermatozoides 

mamíferos, siendo importantes también, la formación de puentes 

disulfuro, así como la influencia del zinc en la fisiología espermática (Dias 

et al., 2006) 

 

Se ha encontrado que los puentes S-S se forman durante el tránsito 

epididimal y que el  zinc le brinda estabilidad a las membranas 

espermáticas debido a que estabiliza proteínas, lo cual parece brindar una 

inhibición temporal al mecanismo de descondensación nuclear (Huret, 

1985).    Sin embargo,  en el aparato genital de la hembra parece existir 

una depleción de zinc, y al llegar al reservorio espermático se induce la 

desestabilización de membranas. Se sugiere que la albúmina, que  

también se encuentra presente en el líquido folicular,  juegue un papel 

importante para inducir la capacitación, debido a que la albúmina puede 
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quelar al zinc.  Experimentos in vitro han demostrado que al emplear 

albúmina al 4% se induce la descondensación  en espermatozoides de 

ratón (Huret, 1985).  

 

Otro factor importante presente en fluido uterino, en el ovoplasma y en el 

líquido folicular, es la heparina, la cual provoca la descondensación en 

espermatozoides humanos (Huret, 1985), ya que compite por las 

protaminas secuestrándolas y dejando libre a la cromatina.  Se ha 

sugerido que la heparina participe tanto en la fase final del proceso de 

capacitación como en la descondensación del núcleo espermático (Huret, 

1985). 

 

La descondensación in vitro se ha logrado empleando diferentes agentes 

químicos capaces de reducir los puentes disulfuro y remover las 

protaminas (Huret, 1985; Jager et al., 1990). Dichos estudios indican que 

antes de que ocurra la fertilización, los núcleos espermáticos  son 

altamente resistentes a varios agentes químicos, sin embargo al ser 

sometidos a tratamientos con agentes reductores de puentes disulfuro, 

como el dithiotretiol (DTT), los detergentes aniónicos como el dodecil 

sulfato de sodio (SDS), proteasas como la tripsina, y diferentes 

concentraciones de sales (NaCl), entre otros, ocasionan la descondensación 

del núcleo, ver figura 5. 
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Powell y colaboradores (1990) observaron in vitro que la descondensación 
espermática del bovino empleando de 0.02 a 0.5 mg/ml de tripsina, se 
lleva acabo desde la mitad posterior de la cabeza hacia la parte anterior.  
De igual manera, reportan que durante la fertilización la región 
postacrosomal se descondensa primero.  Por otra parte, existe fuerte 
evidencia de que la reacción acrosomal está mediada por el citoesqueleto 
espermático (Juárez y Mújica, 1999). 
 

La célula espermática tiene como finalidad transportar el material genético 

paterno hasta el óvulo, para que en conjunto ambas células den lugar a la 

formación de un nuevo ser, cuyas características genotípicas y fenotípicas 

sean una mezcla de ambos progenitores.  Para que el espermatozoide logre 

su cometido, además de exponerse a una serie de barreras físico-químicas 

dentro del aparato genital de la hembra, debe estar provisto de un 

caparazón lo bastante resistente que le permita sobrevivir durante todo el 

trayecto y alcanzar al sitio de fertilización con el material genético intacto. 

El componente espermático responsable de esta función es la teca 

perinuclear a la cual, entre otras funciones, se le atribuye directamente la 

protección del material genético al prevenir la descondensación nuclear 

prematura (Sutovsky et al., 1997, 2000, 2003; Juárez, 2000; Mújica et al., 

2003).  

Citoesqueleto espermático 

 

El citoesqueleto del espermatozoide se divide en dos partes importantes, la 

teca perinuclear y el flagelo; cada uno cumple funciones diferentes que en 

conjunto habilitan al gameto masculino para lograr la fertilización del 

óvulo. 
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Teca perinuclear 

 
La cabeza espermática, además de contener al material genético, cumple 

una función importante en la locomoción, ya que brinda la direccionalidad 

celular, para ello debe contener una estructura que le brinde la forma, el 

soporte y la rigidez necesaria para lograrlo, tal estructura se conoce con el 

nombre de teca perinuclear (TP). 

 

La TP es el principal elemento citoesquelético de la cabeza de la célula 

espermática, la cual rodea al núcleo, formando un casco protector, excepto 

en el sitio de inserción con el flagelo. Se divide en dos regiones, la 

subacrosomal que se encuentra subyacente al acrosoma y se extiende 

caudalmente hasta la zona ecuatorial, y la postacrosomal que se 

encuentra caudal a la primera, formando un cáliz que rodea al núcleo 

excepto en la inserción con el flagelo, ambas regiones difieren tanto en su 

densidad como en su composición proteica (Oko y Maravei, 1994; 

Sutovsky et al., 2003).   

 

Durante la maduración epididimal, la TP sufre cambios morfológicos que le 

proporcionan al espermatozoide  la capacidad de fertilizar.  Estos cambios 

fueron descritos inicialmente en el  cobayo y consisten en la formación de 

una subestructura (STP) la cual se localiza  en la zona ecuatorial y forma 

parte de la porción apical de  la región postacrosomal (Juárez-Mosqueda, 

2000).    

 

La STP se ha identificado en espermatozoides  de varias especies, 

incluyendo al bovino (Koehler, 1970; Watson, 1995; Juárez-Mosqueda y 

Mújica, 1999; Mújica, 2003) y presenta diferente forma la cual es especie 

específica.   Se ha reportado que la STP se mantiene en espermatozoides 
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capacitados del cobayo; sin embargo está ausente en aquellos que han 

sufrido reacción acrosomal (RA) (Juárez-Mosqueda y Mújica, 1999). 

 

La STP, al ser parte de la región postacrosomal de la TP  ha sido empleada 

como marcador morfológico de la TP (Juárez-Mosqueda y Mújica, 1999) se 

ubica en la zona ecuatorial, justo entre la unión con la región 

subacrosomal.  Se ha reportado que en el espermatozoide bovino la STP 

sufre alteraciones causadas por el proceso de congelación-descongelación,  

los cuales van desde alteraciones en su arquitectura, hasta  la pérdida 

total de la misma (Martínez, 2003; 2006). 

 

Vista con el microscopio electrónico,  la STP intacta del espermatozoide 

bovino se observa  como un anillo calado de grecas rectangulares 

continuas, rodeando al núcleo a manera de un cinturón en la zona 

ecuatorial.  Sin embargo, cuando el semen es sometido al proceso de 

congelación-descongelación las alteraciones observadas en la STP incluyen 

la pérdida; en diferente magnitud, de la continuidad de las grecas, que 

incluso llegan a desaparecer por completo (Martínez, 2003; Felipe-Pérez, 

2006). 

 

Flagelo espermático 
 
El flagelo es la maquinaria motriz del espermatozoide, sin embargo, los 

espermatozoides adquieren la capacidad de moverse únicamente después 

de haber transitado por el epidídimo.  La motilidad espermática es un 

factor crítico para que pueda realizarse la fertilización, puesto que le 

permite al gameto masculino aproximarse al gameto femenino y le facilita 

atravesar la zona pelúcida del ovocito para lograr su objetivo. 

 

La cola o flagelo espermático se compone del capitolio o capitulum, la pieza 

media, la pieza principal y la pieza terminal.  El capitolio queda insertado 
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dentro de la cabeza espermática; la cual es una depresión que se ubica en 

la región distal del núcleo, formando lo que se conoce como pieza de 

conexión.  La porción anterior del flagelo está constituida por columnas 

laminadas o costillas, dispuestas lateralmente y unidas en la porción 

dorsal y ventral por dos columnas centrales, las cuales le brindan 

flexibilidad a la región del cuello una vez que el espermatozoide adquiere la 

motilidad, de tal manera que el flagelo puede tener movimientos laterales 

durante el abatimiento flagelar. Las mitocondrias espermáticas están 

dispuestas a manera de hélice alrededor de las fibras densas del flagelo, y 

forman parte de la pieza media, la cual termina en el anulus, el cual marca 

la unión con la pieza principal.  La pieza principal abarca la mayor parte 

del flagelo y continúa casi hasta el final, hasta conectarse con la pieza 

terminal.  La pieza terminal es la porción más delgada del flagelo, debido a 

que sólo contiene al axonema cubierto por la MP (Senger, 1999), ver figura 

6. 

 

 
 
Figura 6. Estructura del flagelo espermático. A) Microtúbulos del axonema rodeados por 

las fibras externas y por las costillas unidas a las columnas longitudinales de la capa 

fibrosa. B) Microtúbulos rodeados por las fibras densas externas y por las mitocondrias. 
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espermática, la PERF 15, cuya principal atribución es la de dar forma a la 

cabeza espermática, la tubulina, como el principal componente flagelar, la 

dineina; que forma parte importante del axonema, la nexina, que brinda 

soporte a la maquinaria motriz flagelar, y muchas otras proteínas 

asociadas a actina (Flaherty et al., 1986, Longo et al., 1987, Mújica et al., 

2003, Becker et al., 2007).   

 

Sin embargo, de todas ellas, la proteína actina desempeña un papel 

bastante dinámico en diferentes funciones espermáticas, y ha sido 

localizada en la región postacrosomal de la TP del conejo, del cobayo y del 

bovino (Flaherty et al., 1986), así como en el flagelo espermático de 

distintas especies de mamíferos, entre ellos el bovino (Howes, 2001; Correa 

et al., 2007).  De forma concomitante, se ha descrito la presencia de 

proteínas asociadas a actina en espermatozoides de varios mamíferos, 

entre ellas las proteínas asociadas a actina ARP2, ARP3 (por sus siglas en 

inglés, actin related proteins), WASP (por sus siglas en inglés, Wiskott-

Aldrich syndrom protein), Calicina, CP alfa y beta (por sus siglas en inglés, 

capping proteins) , entre otras (Longo et al., 1987; Von Bülow et al., 1997; 

Weaver et al., 2003; Delgado-Buenrostro et al., 2005). 

  
Actina  

 
Es una proteína de las más abundantes en el citoesqueleto de las células 

eucariotas, a la cual se le atribuyen múltiples funciones como regular la 

función mecanosensitiva de los canales de iones. Participa en la 

plasticidad del músculo liso, incluyendo la generación y transmisión de 

vectores de fuerza, determina la forma de la célula y  el ensamblaje de la 

maquinaria involucrada en la  transducción de señales (Pollard et al., 

2001; Alberts et al., 2002; Starauschenko et al., 2005).   
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Existe evidencia de que los filamentos de actina son dinámicos y que 

diversas proteínas asociadas a la  actina forman el elemento contráctil y 

los sitios de anclaje que son necesarios para la contracción del músculo 

liso (Gerthoffer, 2005); además el desensamble de los filamentos de actina 

están involucrados en numerosos procesos que requieren un rearreglo 

dinámico del citoesqueleto de actina, por ejemplo la formación de 

lamelipodios en la activación plaquetaria, en la formación del anillo 

contráctil en el proceso de división celular, durante los procesos de 

fagocitosis y en la formación de vesículas,  (Alberts et al., 2002; Mohri et 

al., 2006).   

 

La polimerización de actina es un proceso dinámico que está regulado por 

la hidrólisis de ATP.  En células somáticas, la mitad de la actina se 

mantiene en la forma monomérica a través de pequeñas proteínas de 

unión.  En la corteza de las células animales las moléculas de actina se 

polimerizan y despolimerizan continuamente.  La polimerización puede ser 

regulada por señales extracelulares unidas a los receptores de la superficie 

de la MP que actúan a través de proteínas G heterotriméricas y las 

pequeñas GTPasas Rac y Rho, ver figura 6 (Alberts et al., 2001; Pollard et 

al., 2001) ver figura 8. 
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Los microfilamentos de actina desempeñan un papel importante durante 

la adhesión, la internalización, la endocitosis, el transporte de partículas, 

el ensamble y la exocitosis (Radtke et al., 2006). Además, la dinámica del 

ensamblaje de los filamentos de actina genera la fuerza que mantiene la 

motilidad celular (Disanza et al., 2006).   

 

Aún cuando los diferentes rearreglos  de actina han sido descritos durante 

el progreso  del ciclo celular, existen muchos procesos celulares en los 

cuales la dinámica en la organización de la actina citoesquelética requiere 

de mayores investigaciones (Yu et al., 2005). 

 

La actina  también es la proteína más abundante en casi todas las células 

espermáticas de las especies de  mamíferos, hasta ahora estudiados 

(Howes, 2001). Se ha logrado determinar que la  forma monomérica o 

actina G polimeriza para formar filamentos de fibras delgadas y flexibles 

(7nm de diámetro), cuya longitud alcanza varios micrómetros, por lo que 

recibe el nombre de actina filamentosa o actina F (Alberts et al., 2002).   

 

Castellani-Ceresa et al., (1993) demostraron que en los espermatozoides no 

capacitados de cerdo, la actina se encuentra en la forma monomérica y 

que se polimeriza a la forma filamentosa después del proceso de 

capacitación.  Además, en varias especies de mamíferos, se ha observado 

que la polimerización de actina en los espermatozoides juega un papel 

importante durante el proceso de capacitación y reacción acrosomal 

(Brenner et al., 2003; Cabello-Agüeros et al., 2003).   

 

Se ha reportado que con la inhibición de la polimerización de actina, ya 

sea mediante drogas o anticuerpos anti-actina, se inhibe la reacción 

acrosomal inducida por la zona pelúcida y se altera la motilidad 

espermática (Liu et al., 1999, 2002; Azamar et al., 2007).  Por lo que 
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dichas evidencias sugieren que actina desempeña un papel importante 

durante los procesos fisiológicos del espermatozoide de diferentes 

mamíferos. 

 
La actina en la TP 

 

Durante la década de los ochentas, se especulaba acerca de la presencia 

de actina en la región postacrosomal de la teca perinuclear del 

espermatozoide. Para entonces algunos investigadores pensaban que de 

encontrarse filamentos de actina rodeando al núcleo, estos tendrían  la 

capacidad de promover cambios de conformación nuclear durante la 

espermiogénesis, además determinaría el vector direccional en la motilidad 

espermática y facilitaría la penetración del espermatozoide durante la 

fertilización (Bellvé y O’Brien, 1883).  Años más tarde Flatherty et al. 

(1986), reportaron la presencia de actina en la región postacrosomal de la 

TP en el espermatozoide del bovino, cuyo peso molecular es de 43  kDa. 

 

La actina F se ha  encontrado presente en espermátides, asociada a la 

región subacrosomal de la TP, pero con el desarrollo del espermatozoide, la 

poza o pool de actina se despolimeriza (Howes, 2001), por lo que algunos 

autores mencionan que en espermatozoides maduros sólo se encuentra la 

forma monomérica o actina G (Flaherty, 1986).  Sin embargo, otros 

investigadores  han encontrado actina polimérica o F en espermatozoides 

maduros (Saxewna, 1986; Peterson, 1990). 

 

En el espermatozoide del cobayo, Sánchez-Gutiérrez et al. (2002), 

reportaron que la actina F se polimeriza en la región ecuatorial  durante la 

reacción acrosomal y participa en el proceso de fertilización, 

específicamente durante la penetración espermática.  Por otra parte 

Castellani y Ceresa (1992;1993) mediante estudios de microscopía 

electrónica emplearon anticuerpos anti actina marcados con oro coloidal,  
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demostrando la presencia de actina F en el segmento ecuatorial y región 

postacrosomal en espermatozoides del cerdo, a los cuales les fue inducida 

la reacción acrosomal. Lo anterior sugiere que la actina se polimeriza 

durante la capacitación y/o durante la reacción acrosomal.  

 

Mediante observaciones de fluorescencia con faloidina rodaminada, en el 

espermatozoide del verraco se ha reportado la presencia de actina en la 

región postacrosomal, mientras que con anticuerpos monoclonales anti 

actina con oro coloidal, se ha encontrado a la proteína  en el segmento 

ecuatorial; sin embargo,  los autores sugieren que la actina se encuentra 

formando un agregado, en un estado intermedio entre la forma G y la F, o 

bien en una forma no filamentosa; pero más grande que la forma 

monomérica, es decir formando oligomeros (Camattini et al., 1986). 

 

La actina en la cabeza espermática  participa en la morfogénesis, junto con 

otras proteínas ayuda a que ocurra la RA y sirve como almacén de 

partículas de señalización; además participa en la formación del nuevo 

dominio de membrana en la región ecuatorial previo a la fertilización 

(Moreno-Fierros et al., 1992).  

 

Durante el proceso de maduración epididimal, la proteína actina parece 

desempeñar  un papel importante durante el proceso de formación y 

estabilización de la STP en el espermatozoide del cuye, cobayo y conejo, lo 

cual fue valorado empleando estabilizadores y despolimerizadores de 

actina como la faloidina y la citocalasina D, respectivamente  (Juárez-

Mosqueda y Mújica, 1999). No obstante, hasta la fecha no existen reportes 

que relacionen el proceso de maduración epididimal con el desarrollo de la 

STP y tampoco se sabe el papel que desempeña actina pueda desempeñar 

durante éste proceso en espermatozoides bovinos.  
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Sin embargo, se ha reportado que existe un decremento gradual en la 

concentración relativa de actina F, conforme los espermatozoides del cuye 

experimentan los procesos de maduración, capacitación y reacción 

acrosomal (Azamar et al., 2007). 

 

Actina en el flagelo 
 

Durante la maduración epididimal, los espermatozoides de los mamíferos 

adquieren gradualmente la capacidad del movimiento, lo cual se logra a 

través del deslizamiento de los microtúbulos externos  de los microtúbulos 

del axonema.  Ahora bien, dentro de la compleja estructura del  flagelo de 

los espermatozoides, se ha identificado la presencia de actina F.  

 

La investigación realizada por Azamar et al. (2007) sugiere que es 

importante la presencia de regiones específicas  de filamentos de actina en 

el flagelo para lograr la motilidad espermática. 

 

Hasta el momento se desconoce la función que desempeña la actina en el 

flagelo de los espermatozoides epididimales, sin embargo al ser una 

proteína relacionada con la formación de vesículas, es probable que 

participe en el desprendimiento de la gota citoplasmática distal, además de 

su inminente participación para lograr que ocurra la motilidad 

espermática, sin embargo, en los espermatozoides de algunos mamíferos 

como el macaco y el cerdo, se ha determinado que el citoesqueleto de 

actina está relacionado con la regulación del volumen celular, 

especialmente en los flagelos, al ser sometidos a diferentes 

concentraciones tanto hipo como hiper osmóticas (Petrunkina et al., 2004; 

Correa et al., 2007). Sin embargo, cuando el citoesqueleto de actina es 

alterado, se ha evidenciado que no solamente se previene la RA, sino que 

además se disminuye considerablemente el movimiento flagelar (Azamar et 

al., 2006). 
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WASP 

 

La familia de las proteínas WASP; por sus siglas en inglés (Wiskott-Aldrich 

Syndrom Protein), son ABP y constan de cuatro miembros: WASP (células 

hematopoyéticas), N-WASP (ubicua), SCARE/WAVE y las 17p/Bee1p 

(Derry et al., 1994; Miki et al., 1996; Bi y Zigmond, 1999; Trasher et al., 

2000).   

 

La deficiencia de WASP, está relacionada con el síndrome de Wiskott-

Aldrich, en el cual se ven afectadas diversas células hematopoyéticas, 

especialmente las plaquetas, debido a que en ellas se ve afectada la 

dinámica de actina, por lo que los pacientes que padecen de ésta 

enfermedad mueren a causa de graves problemas en la coagulación 

(Trasher et al., 2000). 

 

Las WASP tienen un peso molecular de 66kDa, son moléculas adaptadoras 

que se encargan de ejecutar acciones sobre el citoesqueleto de actina 

debidas a señales múltiples, además son capaces de lograr el 

reclutamiento de los complejos ARP 2/3, para lograr la nucleación de 

actina (Higgs y Pollard, 1999); Weaver et al., 2003). 

 

Estas proteínas interactúan con una gran gama de moléculas que 

participan en las cascadas de señalización celular, entre ellas se 

encuentran: GTPasas de la familia Rho, PIP2, WIP, CaM, Src-cinasas, Tec-

cinasas, Grb2, Nck, profilina y actina (Welch et al., 1997; Higgs y Pollard, 

2000).  La interacción de todas éstas, permiten regular la actividad y la 

translocación de WASP a la MP, o bien en aquellos sitios donde es 

requerida la polimerización de actina, para influir en la dinámica del 

citoesqueleto a través del reclutamiento de los complejos ARP2/3 (Higgs y 

Pollard, 2000; Delgado-Buenrostro, 2004). Se ha sugerido que la 

interacción de las WASP con el complejo ARP2/3 puede ser un mecanismo 
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de control central para modular la distribución de actina polimerizada en 

diferentes tipos celulares (Ochs et al., 1980). 

 
ARP2, ARP3 

 

Las proteínas relacionadas con actina ARP, por sus siglas en inglés (Actin 

Related Proteins), forman complejos asociándose entre sí para permitir la 

ramificación de actina F mediante la nucleación de varias ramas en los 

lados de los filamentos ya existentes.  Los complejos ARP 2/3 están 

formados por siete subunidades, dos de ellas se relacionan con actina y 

profilina, las ARP2 y ARP 3; las otras cinco son: p40-Arc, p21-Arc, p18-Arc 

y p14-Arc (McCollum et al., 1996; Mullins y Pollard 1999). 

 

Los complejos ARP2/3 han sido localizados en aquellos sitios dinámicos 

que presentan la polimerización/despolimerización de actina en diferentes 

células y en conjunto tienen un peso molecular de 224 kDa (Wear et al, 

2000; Weaver et al., 2003). 

 
Una vez formado el complejo promueve la nucleación de actina al unirse 

en uno de los extremos, permitiendo que se ordenen los filamentos de 

actina en direcciones distintas, cuyas ramificaciones se encuentran 

formando ángulos de 70º.  En cada punto de unión de los filamentos de 

actina, o bien, en cada ramificación se localizan los complejos ARP 2/3 

(Becker et al. 2007). 

 

Distrobrevina 

 

La proteína distrobrevina, que pertenece a la familia de las distrofinas, es 

un componente que se encuentra formando grandes complejos proteicos, 

cuya función en las células somáticas es la de unir al citoesqueleto con la 

matriz extracelular, además se cree que dichos complejos sirven  como un 
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reservorio dinámico de proteínas de señalización, por lo que  la proteína 

distrobrevina podría también jugar un papel importante dentro de éste 

contexto (Ceccarini et al., 2007). 

 

Muchas distrofias musculares son causadas por mutaciones de distintos 

elementos del complejo glicoproteico de las distrofinas, el cual ayuda a 

anclar el citoesqueleto muscular con la membrana celular a través de la 

vía de las distrofinas y sus proteínas asociadas (Glass, 2007). Uno de los 

ejemplos clásicos de distrofias musculares es la enfermedad de Duchenne, 

la cual es ocasionada debido a una mutación en el gen de la distrofina 

(Hoffman, 1987).   

 

El complejo glicoproteico de las distrofinas se encarga de anclar la MP del 

músculo y  funciona como unión  mecánica entre las lamininas de la 

matriz extracelular y la actina del citoesqueleto intracelular (Meter, 2007).  

La familia de las distrofinas incluye muchas proteínas pequeñas, entre 

ellas la proteína distrobrevina, las cuales interactúan con proteínas del 

citoesqueleto intracelular como actina,  para formar complejos funcionales, 

ver figura 9. 
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entendimiento de la biofísica de los efectos de las bajas temperaturas 

sobre los sistemas celulares y su utilización para el desarrollo de 

protocolos mejorados son los principales objetivos de la criobiología 

fundamental (Gao y Critser, 2000). Siendo el espermatozoide el primer tipo 

celular congelado y descongelado exitosamente (Polge et al., 1949).  

 

Conforme las células son enfriadas a aproximadamente -5°C, tanto las 

células como el medio que les rodea permanecen superenfriadas pero sin 

congelar. No obstante, cuando las células se encuentran entre -5 y -15°C 

aproximadamente, se forman cristales de hielo en el medio extracelular, 

sin embargo, el contenido intracelular aún permanece sin congelar y se 

encuentra superenfriado, presumiblemente debido a que la membrana 

celular bloquea el crecimiento de cristales de hielo en el citoplasma.  

 

El agua superenfriada en las células tiene un potencial químico más 

elevado que el agua en la solución extracelular parcialmente congelada, así 

que el agua fluye fuera de la célula osmóticamente y se congela en el 

exterior. Los eventos físicos subsecuentes dependen de la tasa de 

enfriamiento, es decir, si las células son enfriadas muy rápidamente, el 

agua intracelular no se pierde lo suficientemente rápido para mantener el 

equilibrio, hay un incremento en el superenfriamiento y eventualmente 

alcanza el equilibrio por congelación intracelular. Si el enfriamiento es lo 

suficientemente lento, las células perderán agua lo suficientemente rápido 

para concentrar los solutos intracelulares para eliminar el 

superenfriamiento, disminuyendo el punto de congelación. Como 

resultado, las células se deshidratan y no se congelan intracelularmente. 

Sin embargo, si las células son enfriadas demasiado lento, experimentarán 

una severa disminución de volumen y una exposición prolongada a altas 

concentraciones de solutos. El daño celular directo es inducido por la 

congelación, lo cual ha sido explicado con la “hipótesis de los 2 factores”, 

la cual sugiere dos diferentes factores dependientes de la tasa de 
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enfriamiento. El primero es debido a la formación de hielo intracelular a 

tasas rápidas, mientras que  el segundo se atribuye directamente al 

“efectos de solución” a tasa lentas. Ambos factores son posibles eventos 

que pueden causar daños celulares como resultado de la concentración de 

los solutos (Whittingham et  al., 1972; Han y Bischof, 2004), ver figura 10. 

 
 

 
 
Figura 10. Esquema de los daños espermáticos por efecto de las diferentes tasas de 

enfriamiento durante la criopreservación. Durante el enfriado lento la célula se deshidrata 

al perder una mayor cantidad de agua intracelular, los cristales de hielo se forman 

extracelularmente, pero las membranas plasmática y acrosomal son gravemente dañadas.  

Un enfriado óptimo debe permitir cierta liberación de agua intracelular, sin provocar una 

deshidratación celular grave. Un enfriado muy rápido no permite la liberación del agua 

intracelular, lo cual provoca la formación de cristales de hielo intracelulares, provocando 

que la célula se hinche y se dañen las membranas plasmáticas y acrosomales. Esquema 

adaptado para la congelación espermática del esquema de Han y Bischof (2004). 

 
Se sabe que durante el proceso de criopreservación los espermatozoides 

son expuestos a diferentes concentraciones osmóticas.  Durante el proceso 

de congelación ocurre la formación de cristales de hielo, los cuales 

excluyen a los solutos del medio, quedando así los espermatozoides en 

contacto con un medio hiperosmótico.  Mientras que durante la 

descongelación, ocurre lo contrario, puesto que al descongelarse las 

moléculas de agua crean un ambiente hipoosmótico (Mazur, 1972; 
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Petrunkina et al., 2004; Correa et al., 2007).  Tales cambios  implican que 

los espermatozoides deben estar luchando constantemente por mantener 

su volumen celular aún expuestos a los mencionados cambios osmóticos. 

 
Daños  al citoesqueleto ocasionados por la criopreservación 
 
Estudios realizados en células somáticas indican que el proceso de 
congelación-descongelación ocasiona daños en la estructura de las 
proteínas que conforman al citoesqueleto celular (Petrunkina et al., 2004). 
 Diversas investigaciones han demostrado que durante el proceso de 

congelación, el citoesqueleto es el encargado de mantener el volumen 

celular (Petrunkina et al., 2004; 2005).  

 
Martínez (2003; 2006), mediante  estudios de microscopia electrónica  en 
semen de bovino descongelado, encontró que existe una correlación directa 
entre el número de espermatozoides no viables y el número de  
espermatozoides con daño en la teca perinuclear, ver figura 11. 
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Figura 11. Daños en la TP por la criopreservación. Micrografías electrónicas de cabezas 
de espermatozoides de bovino con la TP expuesta. 1) Espermatozoide fresco con la STP 
intacta. 2) Espermatozoide descongelado con alteraciones en la STP. Las puntas de flecha 
señalan la STP en la región ecuatorial. SA: región subacrosomal de la TP, PA: región 
postacrosomal de la TP. (Martínez et al., 2006) Barra = 500 nm. 

 
Felipe-Pérez (2006) en un estudio comparativo de semen fresco y 
descongelado, encontró que varias de las proteínas que conforman la teca 
perinuclear del espermatozoide bovino son más susceptibles a la 
extracción después de haber sufrido el proceso de congelación-
descongelación, entre ellas actina y distrobrevina,  lo que indica una clara 
alteración y el posible fraccionamiento proteico ocasionado por tal proceso. 
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Correa et al. (2007) reportan que existe una conexión directa entre la 
regulación del volumen celular, la morfología flagelar, la motilidad y el 
citoesqueleto de actina con el daño sub-letal que ocurre durante el estrés 
osmótico y potencialmente durante la criopreservación. 
 
El hecho de que actina se encontrara localizada en el segmento ecuatorial 
de la TP, aunado a los reportes de  que el proceso de  congelación-
descongelación provoca alteraciones al mismo nivel, dañando a la TP del 
espermatozoide bovino, sugieren que posiblemente actina sea una de las 
proteínas que estén siendo fracturadas o despolimerizadas  durante dicho 
proceso.  Por lo anterior, el presente trabajo de investigación pretende 
determinar si la proteína actina y algunas de las proteínas asociadas a 
actina están siendo modificadas por el proceso de congelación y 
descongelación en el espermatozoide del bovino.  
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IV.  HIPOTESIS 

 
 
 

 Durante el tránsito del espermatozoide por el epidídimo ocurren 

cambios de maduración en los que se llevan acabo reacomodos de 

actina y proteínas asociadas a actina en el citoesqueleto del 

espermatozoide bovino. 

 

 

 

 Cuando el semen de bovino es expuesto al proceso de 

criopreservación, se provocan daños estructurales en la red del 

citoesqueleto espermático, que podrían verse reflejados en 

alteraciones en la distribución de actina F y de algunas proteínas 

asociadas a actina, entre ellas la distrobrevina. 

 

 

III. JUSTIFICACION 

 
 
Debido a que actina es una proteína muy dinámica que está involucrada 

en varios procesos previos a la fertilización, es importante conocer las 

etapas de desarrollo del citoesqueleto durante la maduración epididimal y 

la participación de actina dentro de éste proceso, así como las alteraciones 

que la actina y algunas proteínas asociadas a actina podrían sufrir a causa 

de la criopreservación al que se someten los espermatozoides del bovino. 
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V. OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

 Determinar los cambios que ocurren en el citoesqueleto de actina F, 

distrobrevina y algunas proteínas asociadas a actina (como las 

WASP, ARP2, ARP3 y distrobrevina) en el espermatozoide bovino 

tanto durante la maduración epididimal como después del proceso 

de criopreservación. 

 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

1. Identificar el desarrollo de la STP en las diferentes regiones del 

epidídimo de bovino.  

2. Identificar la distribución de actina F, WASP, ARP2 y ARP3 en 

espermatozoides de las diferentes regiones del epidídimo. 

3. Correlacionar los cambios en la distribución de actina y  las 

proteínas WASP, ARP2 y ARP3, con el desarrollo de la STP en 

espermatozoides epididimales del bovino 

4. Identificar la presencia de actina, distrobrevina, WASP, ARP2 y ARP3 

en extractos proteicos de espermatozoides frescos y descongelados 

de bovino 

5. Identificar  y comparar los patrones de  localización de actina F,  

distrobrevina, WASP, ARP2 y ARP3 en espermatozoides  frescos y 

descongelados de bovino. 
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Muestras biológicas 

 

Se obtuvieron veinte muestras epididimales de diferentes toros  en los 

rastros de Tenango del Valle y Mexicaltzingo, Estado de México para 

extraer los espermatozoides.    

 

Reactivos y anticuerpos 

 

Todos los reactivos empleados fueron de grado analítico, obtenidos de las 

marcas SIGMA Chemical Co (At. Louis, Mo., USA) MERCK y AMERSHAM. 

El kit comercial para la extracción de proteínas empleado fue de la marca 

Chemicón (Cytoskeleton protein extraction kit). Se emplearon anticuerpos 

monoclonales anti actina, los cuales fueron producidos y donados por el 

Dr. Manuel Hernández del Departamento de Biología Celular del 

CINVESTAV-IPN.  También se emplearon anticuerpos policlonales anti 

actina, los cuales fueron adquiridos de Santa Cruz Immuno Research (San 

Diego, CA, USA), los anticuerpos anti distrobrevina, anti ARP 2, anti ARP 3 

y anti WASP de Jackson Immuno Research.  Mientras que los anticuerpos 

secundarios IgG anti conejo y el IgG anti ratón se adquirieron de Santa 

Cruz, Immunoresearch. La mezcla de inhibidores de proteasas CompleteTM, 

fue adquirida de Boehringer Manheim (GMBH, Alemania).  Para la 

quemiluminiscencia se obtuvo el kit ECL de Amersham, Pharmacia 

Biotech Biosciences.   
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Obtención de espermatozoides epididimales 

 

Se tomaron aproximadamente 20 epidídimos de diferentes toros, 

inmediatamente después del sacrificio en los rastros pertenecientes a los 

municipios de Tenango del Valle y Mexicaltzingo, Estado de México.  

Se separaron las 3 regiones epididimales, anudando hilo entre cada una de 

ellas, los epidídimos se transportaron hasta el laboratorio en solución 

salina fisiológica (SSF: NaCl 154 mM) a 4°C.  Una vez en el laboratorio,  los 

espermatozoides fueron extraídos del epidídimo mediante lavado 

retrógrado con SSF.  En cada procedimiento, se realizaron mezclas o pools 

de espermatozoides extraídos de epidídimos de por lo menos 3 toros  

diferentes para eliminar la posible fuente de variación individual.    

 

Las regiones del epidídimo fueron clasificadas como: cabeza, cuerpo, cola1, 

cola 2 y conducto deferente. La región de la cola a su vez fue subdividida 

en 2 regiones, debido a que se observó una diferencia importante en 

cuanto al diámetro observado en el túbulo, siendo mucho mayor en la 

porción más distal, es decir la parte que se une con el conducto deferente 

(Figura 13). 
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Figura 13.  Epidídimo del bovino. A) Regiones en las que se divide anatómicamente al 
epidídimo. B) Cola del epidídimo, exhibiendo las dos porciones que anatómicamente se 
diferencian en el diámetro del túbulo, el 1 señala la primera porción de la cola, 2 señala la 
segunda porción de la cola con mayor diámetro del túbulo, se ubica próxima al conducto 
deferente. 
 

Además, al evaluar de manera subjetiva a los espermatozoides extraídos de 

la cola, se observó  mediante el microscopio óptico, una muy marcada 
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diferencia en la motilidad, la cual fue de aproximadamente un 10 a un 

20% en los espermatozoides extraídos de la primera porción de la cola, en 

contraste los espermatozoides extraídos de la segunda porción, mostraron 

motilidades cercanas al 70%.   

 

Microscopía electrónica 

 

Para lograr el primer objetivo planteado, referente a la identificar el 

desarrollo de la STP en las diferentes regiones del epidídimo del bovino, se 

realizaron observaciones de espermatozoides con la teca perinuclear 

expuesta mediante estudios de microscopía electrónica como se describe a 

continuación. 

 

Se tomaron muestras de cada porción epididimal para valorar la presencia 

de la STP mediante microscopía electrónica de la siguiente manera: las 

muestras  después de ser lavadas con solución salina fisiológica, se 

incubaron con el detergente neutro Brij 36T al 10% en PBS para retirar las 

membranas plasmáticas y acrosomales de los espermatozoides (Juárez-

Mosqueda y Mújica, 1999), durante 10 min a temperatura ambiente, 

manteniéndolos en agitación constante.  Posteriormente fueron lavadas 

con  agua desionizada, y la pastilla se fijó con la solución de Karnovsky 

(formaldehído y  glutaraldehído en PBS)  durante al menos 30 min, para 

luego ser lavadas con agua desionizada filtrada.   

 

Encima de una caja de Petri invertida se colocó una película de parafilm, 

sobre la cual se colocaron rejillas de cobre con una malla de 200(mesh) 

tratada con una cubierta de colodión carbonada. Sobre cada rejilla se 

colocaron 20 µl de cada muestra de espermatozoides epididimales; los 

cuales se encontraban suspendidos en 1 ml de PBS, a una concentración 

de 35 x 106.  Se permitió que la muestra, conteniendo los espermatozoides, 

sedimentara durante 10 min a temperatura ambiente, para luego quitar el 
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exceso de muestra con papel filtro y teñir la rejilla con muestra adherida, 

durante 15 seg con ácido fosfotúngstico (0.002%), lo cual es conocido 

como tinción negativa. Pasado ese tiempo se pasaron las rejillas a una gota 

de 20 µl de agua desionizada filtrada para enjuagar los residuos del ácido 

fosfotúngstico. Finalmente se retiró el exceso de agua de las rejillas, con 

tiras de papel filtro, se permitió que secaran sobre una tira de papel filtro y 

se guardaron dentro un porta rejillas, para luego ser observados bajo el 

microscopio electrónico de transmisión. 

 

Detección de actina F 

 

Para lograr el segundo objetivo, la detección de actina F en 

espermatozoides de las diferentes regiones del epidídimo se realizó la 

metodología que a continuación se explica. 

 

Las muestras epididimales extraídas con SSF fueron sometidas a 3 lavados 

con SSF a 37°C a 1200 rpm. Posteriormente fueron sometidas a la tinción 

con faloidina-TRITC, empleando una concentración de 30 millones de 

espermatozoides/ml, suspendidas en un amortiguador de fosfatos PBS 

(NaCl 137mM, KCl 2.7 mM, KH2PO4 1.5 mM, NaH2PO4 9.6 mM, pH 7.4). 

Para realizar la observación de los filamentos de actina directamente sobre 

el citoesqueleto, se retiraron las membranas plasmáticas y acrosomales 

empleando el detergente neutro Brij 36-T al 1.2%, durante 10 min a 

temperatura ambiente.  Se realizaron nuevamente 3 lavados con PBS para 

retirar los restos de membrana de las muestras y se fijaron durante 1 hora 

en 1.5% de formaldehído en PBS a temperatura ambiente. Posteriormente 

se realizaron frotis celulares sobre portaobjetos, se dejaron secar toda la 

noche.  Al día siguiente, las laminillas con las células adheridas fueron 

rehidratadas con PBS. Enseguida se les aplicó la faloidina unida al izo 

tiocianato  fluorescente (faloidina-TRITC), empleando 0.05mg/ml en PBS 

con 1% de dimetil sulfóxido y fueron incubadas durante 40 min a 
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temperatura ambiente en una atmósfera húmeda, en completa obscuridad.  

Finalmente todas las laminillas fueron lavadas con PBS y agua bidestilada 

para retirar el exceso de faloidina, se colocó el medio de montaje y se 

sellaron para su posterior observación. 

 

Los espermatozoides se observaron en un microscopio de epifluorescencia, 

según la técnica descrita por Wulf, et al. (1979) y se realizaron 

observaciones  de 30 células por laminilla, preparando todas las laminillas 

por duplicado. 

 

Faloidina 

Las faloidinas son una familia de heptapéptidos venenosos o toxinas 

provenientes del hongo Amanita phalloides.  La más representativa es la 

faloidina Ia, la cual forma complejos con actina F y en consecuencia los 

filamentos son altamente estabilizados contra varios agentes químicos y  

físicos, como el calor, enzimas proteolíticas y cambios de pH, entre otros, y  

por lo tanto evita su despolimerización.  La faloidina unida al izo tiocianato 

fluorescente (faloidina-TRITC) permite observar filamentos de actina en las 

células (Wulf et al., 1979). 

 

 

 

Inmunolocalización de proteínas asociadas a actina en el 

citoesqueleto espermático 

  

Con el fin de identificar la distribución de algunas de las proteínas 

asociadas a actina, como se ha planteado en el segundo objetivo, se 

realizaron los procedimientos que enseguida se describen. 

 

Las muestras epididimales extraídas con SSF fueron sometidas a 3 lavados 

con  PBS a 37°C, empleando una velocidad de 1200 rpm durante 5 min. 
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Para realizar la observación de las proteínas directamente sobre el 

citoesqueleto, se retiraron las membranas plasmáticas y acrosomales 

empleando el detergente neutro Brij 36-T al 1.2%, durante 10 min a 

temperatura ambiente.  Se realizaron nuevamente 3 lavados con PBS para 

retirar los restos de membrana de las muestras y se fijaron durante 1 h en 

1.5% de formaldehído en PBS a temperatura ambiente. Posteriormente se 

lavaron con PBS y se realizaron frotis celulares sobre portaobjetos de 

vidrio, los cuales se dejaron secar al aire hasta el día siguiente.  Después 

de rehidratar las laminillas en PBS, las muestras fueron bloqueadas con 

PBS-Tween 20 al 0.1%. Después de lavar las laminillas con los 

espermatozoides adheridos, se les agregaron los anticuerpos primarios 

correspondientes, los cuales fueron anti distrobrevina, anti actina, anti 

WASP, anti ARP 2, anti ARP 3,  diluidos en PBS- Tween 20 al 0.1%, para 

todos los anticuerpos se prepararon diluciones de anticuerpos 1:50, 

excepto para actina que se empleo desde 1:50 hasta 1:1.  Las laminillas 

fueron cubiertas con un cubreobjetos largo y colocadas dentro de una 

cámara con atmósfera húmeda, dejando actuar los anticuerpos durante 

toda la noche a temperatura ambiente.  Al día siguiente, la laminillas 

fueron lavadas con PBS-Tween 20 al 0.1% y se procedió a incubar las 

laminillas con el anticuerpo secundario correspondiente durante 1 h.  

Luego se realizaron lavados intensos con PBS-Tween 20 al 0.1%, 

finalizando con un enjuague rápido en agua destilada.  Finalmente se 

colocó el medio de montaje (Gelvatol) y se sellaron las laminillas, las cuales 

fueron guardadas en cámaras obscuras y en refrigeración hasta su 

observación en el microscopio de fluorescencia o el confocal.  

 

Método de congelación y descongelación 

 

A fin de lograr la identificación de actina y algunas proteínas asociadas a 

actina en extractos proteicos de espermatozoides frescos y descongelados 
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de bovino, tal como está señalado en el cuarto y quinto objetivo, se 

realizaron los procedimientos descritos a continuación. 

 

Para realizar este experimento, se obtuvieron espermatozoides de la 

segunda porción de la cola del epidídimo y del conducto deferente, basados 

en los resultados de experimentos anteriores que indican que los 

espermatozoides de la cola de epidídimo son tan fértiles como los que se 

obtienen de un eyaculado (Senger, 1999).  La congelación se realizó 

empleando el diluyente Triladyl-yema de huevo, el cual contiene un 

crioprotector penetrante, glicerol, antibióticos y ácido cítrico.  El 

empajillando de las muestras se realizó en pajillas de 0.5 ml, dejando un 

periodo de equilibrio de 4 horas a 4°C, posteriormente se realizó la 

congelación exponiendo las pajillas a vapores de nitrógeno durante 20 

minutos y finalmente sumergiéndolas en nitrógeno líquido, de igual 

manera se almacenaron en nitrógeno líquido a -196°C (Felipe-Pérez, 2009). 

 

La descongelación se realizó empleando un baño María a 35°C, dentro del 

cual se sumergieron las pajillas recién sacadas del nitrógeno líquido y se 

dejaron por 20 seg (Martínez et al., 2006).  

 

 

Extracción de proteínas citoesqueléticas 

 

La extracción se las proteínas del citoesqueleto espermático se realizó de 

dos maneras, una fue empleando un kit comercial para la extracción de 

proteínas citoesqueléticas (Cytoskeleton Protein Extraction Kit, Chemicon). 

Mientras que para la  segunda forma de extracción se emplearon 

soluciones a base de Tris-NaCl-Tritón, Tris-EDTA, 25 mM DTT, 20% SDS, 

adicionados con inhibidores de proteasas (CompleteTM); cuyas 

concentraciones no están especificadas. 
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Extracción de proteínas con soluciones del kit comercial (Chemicón) 

 

Después de haber extraído y lavado los espermatozoides de la segunda 

porción de la cola del epidídimo, junto con los espermatozoides extraídos 

del conducto deferente se procedió a extraer las membranas plasmáticas y 

acrosomales  de los espermatozoides, empleando el detergente neutro Brij 

36-T, como ya se menciono previamente en la sección de microscopía 

electrónica. Una vez que se obtuvieron espermatozoides con el 

citoesqueleto expuesto, fueron incubados con 1 ml de la solución del kit 

comercial de extracción de proteínas, identificado como Buffer C, 

adicionando a cada muestra 10µl del inhibidor de proteasas, incluido 

dentro del mismo kit.  Se dejó actuar sobre la muestra durante 20 min, en 

agitación constante a 4ºC.  Inmediatamente después la muestra fue 

centrifugada durante 1 h a 11,000 rpm.   

 

Las proteínas obtenidas en el sobrenadante fueron colocadas en un tubo 

de ensayo con acetona pura y fría en relación 3:1, se mantuvo la muestra 

a -20ºC.  La pastilla resultante fue resuspendida en 2 ml de la solución del 

kit de extracción identificada como Buffer W, manteniéndola en agitación 

constante a 4ºC durante 6 min.  De inmediato se realizó el proceso de 

centrifugación a 11,000 rpm durante 45 min.  Posteriormente el 

sobrenadante obtenido se mezcló con el anterior sobre el tubo con acetona 

fría. El tubo con acetona y el extracto proteico se mantuvo a -20ºC durante 

18 h para precipitar las proteínas.  Posteriormente el tubo se centrifugó 

durante 1h a 2500 rpm en una centrifuga clínica, para separar la acetona 

de la muestra, enseguida la acetona se decantó y las proteínas se 

resuspendieron en 100µl de agua destilada filtrada, guardando 30 µl de la 

muestra para su posterior cuantificación mediante el método de Lowry. 
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Extracción de proteínas con soluciones hipertónicas e isotónicas 

 

Una vez que se obtuvieron los espermatozoides tanto frescos como 

descongelados, se realizaron 3 lavados con PBS a 35ºC a 1200 rpm, 

posteriormente se concentraron a razón de 500 x 106   espermatozoides 

dentro de tubos Ependorf de 2 ml.  Se retiraron las membranas 

plasmáticas con el detergente Brij 36-T (1.5% concentración final), 

incubando las muestras espermáticas durante 15 min a temperatura 

ambiente.  Luego se centrifugaron durante 5 min a 1200 rpm, se guardo el 

sobrenadante en tubos Ependorf de 0.5 ml que contenía las proteínas de 

las membranas plasmáticas y acrosomales, una alícuota se guardó para la 

cuantificación proteica, mientras que el resto de las proteínas se almacenó 

a -20 ºC.  La pastilla de espermatozoides restante fue lavada 3 veces con 

PBS a temperatura ambiente a 1200 rpm durante 5 min y resuspendida en 

una solución hipertónica con 100 µl del inhibidor de proteasas Complete, 

HEPES 10 mM, MgCl2 0.5 mM, KCl 2.8 mM, EDTA 1 mM y NaCl 500 mM.  

La muestra se mantuvo en agitación constante sobre hielo durante 20 

min.   Posteriormente se centrifugó a 11,000 rpm durante 45 min, y se 

guardó el sobrenadante. La pastilla se resuspendió con la solución 

isotónica compuesta de  HEPES 10 mM, MgCl2 0.5 mM, KCl 2.8 mM, 

EDTA 1 mM y NaCl 135.7 mM, a la cual se le agregó SDS al 0.1% y se 

mantuvo sobre hielo en agitación constante durante 6 min.  Finalmente se 

centrifugó a 11,000 rpm durante 45 min.  El sobrenadante se colocó en 

acetona fría y se dejó durante 14 h en refrigeración para precipitar las 

proteínas, posteriormente se decantó la acetona, las proteínas se 

resuspendieron en amortiguador de muestra y se hirvieron por 4 min a 

100ºC.  
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Extracción de proteínas con soluciones enriquecidas con DTT y SDS 

 

Después de concentrar 500 x 106  de  espermatozoides frescos y 

descongelados en tubos Ependorf de 2ml, ambas muestras fueron lavadas 

3 veces con PBS a 35ºC a 3,000 rpm durante 3 min.  Enseguida se 

resuspendieron en 100 µl del inhibidor de proteasas Complete y se le 

agregaron 900 µl de Tris 50 mM, NaCl 154 mM, Tritón X-100 1%, pH 7.6.  

Enseguida las muestras se homogenizaron, disolviendo la pastilla 

espermática con la punta de una micropipeta.  Se dejaronincubar sobre 

hielo durante 10 min y luego se centrifugaron a 10,000 rpm durante 15 

min dentro de una centrífuga refrigerada a 4ºC.  El sobrenadante que 

contenía las proteínas de las membranas se guardó a -70ºC en alícuotas 

de 150 µl.  La pastilla espermática fue lavada 3 veces con Tris 50 mM, 

EDTA 2mM, pH 7.5 en la centrífuga refrigerada a 4ºC a 3,000 rpm durante 

3 min.  Posteriormente la pastilla fue resuspendida en 100 µl del inhibidor 

de proteasas, 600 µl de Tris 50 mM, EDTA 2 mM, pH 7.5 y se le agregó 

100 µl de DTT 50 y 25 mM.  Las muestras espermáticas en ésta 

suspensión se dejaron incubar durante 15 min a temperatura ambiente 

con agitación constante.  Posteriormente se les agregó 100 µl de SDS al 

20% y se incubaron durante 3 a 5 min.  El siguiente paso fue sonicar las 

muestras durante 30 seg a una velocidad marcada en 60. Luego se realizó 

la centrifugación a 14,000 rpm durante 7 min dentro de la centrífuga 

refrigerada a 4ºC. El sobrenadante conteniendo las proteínas 

citoesqueléticas se guardó a -70ºC en alícuotas de 150 µl. 
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Inmunodetección de actina y proteínas asociadas a actina en 

extractos proteicos del citoesqueleto espermático por western blot 

 

La metodología empleada para alcanzar el cuarto objetivo, referente a la 

identificación de actina y algunas proteínas asociadas a actina en 

extractos proteicos de espermatozoides frescos y descongelados de bovino, 

fue la siguiente.  

 

Los extractos de proteínas citoesqueléticas fueron separadas mediante 

electroforesis en geles  de poliacrilamida SDS-PAGE al 12%, según la 

técnica descrita por Laemmli (1970).  Una vez realizada la separación 

proteica se verificó la presencia de bandas proteicas empleando tinciones 

con plata o azul de Coomassie. Enseguida se procedió a realizar la 

transferencia de proteínas a membranas de nitrocelulosa. Posteriormente 

las proteínas citoesqueléticas trasferidas a la membrana de nitrocelulosa, 

fueron reveladas con Rojo de Ponceau al 2%. Finalmente se realizó la 

inmunodetección por western blot, la cual consiste en  realizar un bloqueo 

a la membrana de nitrocelulosa empleando una solución de bloqueo a 

base de PBS-leche descremada-Tween 20 al 0.2%.  Después de 2 h de 

bloqueo se realizaron 5 lavados a las membranas con PBS-Tween 20 al 

0.2% y se procedió a incubar las membranas con el anticuerpo primario 

correspondiente durante toda la noche, diluyéndolo con la solución de 

bloqueo original.  Posteriormente las membranas fueron lavadas con PBS-

Tween 20 al 0.2% y se colocó el anticuerpo secundario correspondiente, 

dejándolo actuar durante 2 h a temperatura ambiente.  Finalmente se 

procedió a realizar el revelado de las membranas empleando un kit de 

quemiluminiscencia de Amersham. 

 

Mientras que para alcanzar el quinto objetivo, identificar la localización de 

actina F y algunas proteínas asociadas a actina en espermatozoides 

frescos y descongelados de bovino, se siguió la misma metodología  
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descrita para cubrir el segundo objetivo, con la diferencia de que se realizó 

en espermatozoides frescos y descongelados. 

 

Finalmente, después de realizar el procedimiento descrito, se realizaron las 

comparaciones para dar cumplimiento al sexto objetivo. 

 

Análisis estadístico 

 

Para los resultados obtenidos de los conteos de espermatozoides 

epididimales se realizó la prueba de hipótesis de independencia empleando 

la Ji cuadrada, estableciéndose una significancia de α=0.05. 

Posteriormente se realizo la prueba para la diferencia de proporciones con 

el estadístico Z, con una significancia de α=0.01. 

 

Los resultados tanto del western blot como de la inmunofluorescencia 

directa e indirecta, fueron considerados como positivos al ser observados 

en tres repeticiones. 
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VII.  RESULTADOS   

 

Observación de espermatozoides epididimales mediante microscopía 

electrónica 

 

En la tabla 1, se observan los resultados obtenidos de las observaciones 

realizadas mediante microscopía electrónica de transmisión, 

correspondiente al conteo y clasificación de los espermatozoides extraídos 

de las diferentes regiones del epidídimo, valorando la etapa de desarrollo 

de la subestructura de la teca perinuclear.  

 

Los espermatozoides fueron clasificados de acuerdo a la ausencia de la 

STP, o la presencia de la STP en diferentes etapas de desarrollo, que 

incluyen desde la observación del cúmulo de proteínas en la región 

ecuatorial formando lo que denominamos como la base del cinturón que 

dará origen a la formación de las grecas típicas de la STP del 

espermatozoide bovino, hasta la formación de grecas más avanzada.  Por 

último se clasificaron a los espermatozoides cuya STP se encontraba 

completamente formada. 
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Región del 
Epidídimo 

STP 
ausente 

STP 
en formación 

STP 
Completa 

Total por 
región 

Cabeza 133 17 0 150 

Cuerpo 76 74 0 150 

Cola 1 42 99 9 150 

Cola 2 16 85 49 150 

Conducto 
Deferente 

0 32 118 150 

 
 
Tabla 1. Clasificación y conteo de espermatozoides extraídos de las diferentes regiones del 

epidídimo (realizado mediante observaciones de microscopía electrónica). STP: 

subestructura de la teca perinuclear; STP ausente: clasificación dada a los 

espermatozoides que presentaron total ausencia de la STP; STP en formación: 

clasificación dada a los espermatozoides que presentaron diferentes etapas de desarrollo 

de la STP, desde estadíos iniciales del cinturón de formación, hasta etapas avanzadas de 

las grecas típicas de la STP del bovino; STP completa: clasificación otorgada a los 

espermatozoides que presentaron la STP totalmente formada, típica de los 

espermatozoides maduros. 

 

 

 

Se obtuvieron micrografías electrónicas de espermatozoides de las 

diferentes regiones del epidídimo del bovino, en las cuales se observaron 

espermatozoides con la TP expuesta, los cuales presentaron la STP en 

diferentes etapas de desarrollo. Primero se observaron los espermatozoides 

extraídos de la cabeza del epidídimo, en los cuales se observó ausencia 

completa de la STP y fueron clasificados como STP ausente, ver figura 9. 
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En la región del cuerpo del epidídimo se logró observar espermatozoides 

que presentaron la STP en diferentes etapas de desarrollo, desde aquellos 

en los que apenas se lograba visualizar una línea de formación del 

cinturón de grecas en la región ecuatorial de la TP, hasta los que ya 

presentaban una etapa de desarrollo avanzada, a los cuales se clasificó 

como STP en formación, En la figura 15 se observan las etapas de 

desarrollo temprano de la STP.  

 

Las etapas de formación tempranas incluyen la formación de la línea que 

dará origen al cinturón de grecas típico de los espermatozoides del bovino, 

así como la formación de pequeñas papilas sobre la primera línea de 

formación del cinturón que son acumulación de proteínas de la TP.   
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Figura 15.  Etapas del desarrollo temprano de la STP. Micrografía electrónica mostrándo 
la región ecuatorial de las cabezas de los espermatozoides del bovino. Espermatozoides 
extraídos del cuerpo del epidídimo con la TP expuesta, nótese el desarrollo de la 
subestructura en diferentes estadíos. 1) Cabeza espermática mostrándo una línea de 
formación que dará lugar al cinturón de la STP.  2) Cabeza espermática mostrándo un 
acúmulo de proteínas formando papilas sobre la línea de formación del cinturón de la 
STP. 3) Cabeza espermática mostrando una separación de la línea de formación del 
cinturón de la subestructura alineada paralelamente a la primera. SA: región 
subacrosomal de la TP, PA: región postacrosomal de la TP. Las puntas de flecha señalan 
la formación de la STP en la región ecuatorial. Barra = 500 nm.  
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Posteriormente se presentan espermatozoides con un desarrollo un poco 

más avanzado, al cual denominamos como etapa de desarrollo intermedio 

de la STP, en los cuales se observa la apertura del cinturón de grecas, pero 

de forma asimétrica, siendo las grecas como rectángulos alargados y poco 

definidos, ver figura 16. 

 

 
Figura 16. Etapas de desarrollo intermedio de la STP. Micrografía electrónica mostrándo 

la región ecuatorial de las cabezas de los espermatozoides del bovino. Espermatozoides 

extraídos del cuerpo del epidídimo con la TP expuesta, nótese el desarrollo de la 

subestructura en diferentes estadíos. 1) Cabeza espermática mostrándo una línea de 

formación en forma perpendicular de proteínas alineándose de manera asimétrica entre la 

dos líneas de formación de cinturón de la STP.  2) Cabeza espermática mostrándo  la 

agregación de líneas perpendiculares formando las grecas cuadradas entre las dos líneas 

de formación del cinturón de la STP. SA: región subacrosomal de la TP, PA: región 

postacrosomal de la TP. Las puntas de flecha señalan la formación de la STP en la región 

ecuatorial. Barra = 500 nm.  
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En otros espermatozoides se observarón STP en etapas de desarrollo 

avanzadas, mostrándo las grecas en la región ecuatorial de la TP 

alineándose de forma más simétrica, pero sin llegar a la formación 

completa, ver figura 17. 

 

 
 

Figura 17. Etapas de desarrollo avanzado de la STP. Micrografía electrónica mostrándo la 

región ecuatorial de las cabezas de los espermatozoides del bovino. Espermatozoides 

extraídos del cuerpo y  de la primera porción de la cola del epidídimo con la TP expuesta. 

1) Cabeza espermática mostrando formación avanzada del cinturón de formación de la 

subestructura de la teca perinuclear. 2) Cabeza espermática mostrando a la 

subestructura con la típica forma del cinturón de grecas de los espermatozoides maduros. 

SA: región subacrosomal de la TP, PA: región postacrosomal de la TP. Las puntas de 

flecha señalan la formación de la STP en la región ecuatorial. Barra = 500 nm.  
 

 

Neevia docConverter 5.1



Final

segun

que 

comp

 
Figura

cabeza

la cola

forma 

de la T

la STP

 

Una 

cuad

de la 

esper

lmente se 

nda porció

se obser

pleta, ver f

a 18. STP c

a del esperm

a del epidíd

 del cinturó

TP, PA: regió

P en la región

vez obten

rada. Deri

a STP depe

rmatozoide

 obtuviero

ón de la c

rvó totalm

figura 18.  

completa. M

matozoide de

dimo con la

n de grecas

ón postacros

n ecuatorial

nidos los 

ivado de l

ende de la

es (P= 0

on las mic

cola del ep

mente form

 

Micrografía e

el bovino. Es

a TP expues

s de los espe

somal de la T

. Barra = 50

conteos s

la prueba 

a región de

0.000).  

crografías 

pidídimo, l

mada, cu

electrónica m

spermatozoi

ta, mostran

ermatozoide

TP. Las pun

00 nm.  

se realizó 

estadístic

el epidídim

Al realiz

 de los es

los cuales

uya clasifi

mostrando l

ide extraído 

ndo a la sub

s maduros. 

ntas de flech

una prue

ca, se obse

mo en don

zar la c

spermatoz

s  presenta

ficación fu

 

la región ec

 de la segun

bestructura

 SA: región 

a señalan la

eba estadí

ervó que e

nde se enc

comparació

zoides de 

aron la ST

ue de ST

cuatorial de 

nda porción 

a con la típi

subacrosom

a formación 

ística, la 

el desarrol

cuentren lo

ón de la

la 

TP 

TP 

 la 

de 

ica 

mal 

de 

Ji 

llo 

os 

as 

Neevia docConverter 5.1



proporciones de espermatozoides con la STP en diferentes etapas de 

desarrollo obtenidas en cada región, se encontró diferencia entre las 

proporciones de STP ausente entre regiones (P = 0.01), así como una 

diferencia entre las proporciones de STP completa entre regiones (P = 0.01)  

(Tabla 2). 

 
Región del epidídimo Desarrollo de la STP 

Ausente En formación Completa 

Cabeza 0.88a 0.11a 0.00a 

Cuerpo 0.51b 0.49b 0.00a 

Cola 1 0.28c 0.66b 0.06b 

Cola 2 0.10d 0.57bc 0.33c 

Conducto deferente 0.00e 0.21d 0.79d 

 

Tabla 2. Proporciones espermáticas obtenidas de las diferentes regiones del epidídimo del 

bovino. Se empleo la prueba para la diferencia de dos proporciones. Estadístico Z. 

Literales diferentes dentro de la misma columna indican diferencia estadística entre las 

regiones (P=0.01). STP: subestructura de la teca perinuclear. 

 

 

 

 

Posteriormente se  graficaron los datos obtenidos para visualizar los 

resultados con mayor facilidad, lo cual puede ser observado en las gráfica, 

donde se observa la distribución de los espermatozoides con STP en 

diferentes etapas de desarrollo,  representando los datos obtenidos en una 

gráfica de frecuencias relativas, ver figura 19.  
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Se puede apreciar que de los espermatozoides que se encuentran en la 

cabeza del epidídimo, casi el 100% carece de la subestructura, es decir que 

presentaron ausencia total de la STP.  Mientras que los espermatozoides 

encontrados en el cuerpo del epidídimo son los que representan al mayor 

porcentaje de células que presentan la STP en diferentes etapas de 

desarrollo, desde las etapas iniciales hasta etapas de desarrollo avanzado 

de la STP.  A partir de la segunda porción de la cola incrementa el 

porcentaje de espermatozoides que presentan la STP completa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Neevia docConverter 5.1



 
Figura

STP en

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dete

fluor

 

a 19. Gráfic

n las diferen

cción de

rescencia 

ca de frecuen

ntes regiones

e actina 

 

ncias relativ

s del epidídim

en espe

vas. Se mues

mo. 

ermatozoi

stra el porce

ides epid

entaje del de

didimales 

 

esarrollo de 

 median

 la 

te 

Neevia docConverter 5.1



Mediante el empleo de faloidina-TRITC,  se logró localizar actina F en  los 

todos los espermatozoides extraídos de las diferentes regiones del 

epidídimo. La fluorescencia se observó en la cabeza espermática, 

principalmente en la región ecuatorial y postacrosomal, mientras que en el 

flagelo fue en la pieza media y principal.   

 

El patrón de localización de actina F en los espermatozoides epididimales 

no sufrió ningún cambio  de localización, sin embargo se observaron 

diferencias en cuanto a la intensidad de la fluorescencia, siendo mucho 

más intensa en los espermatozoides extraídos del cuerpo, en los que se 

observó fluorescente toda la cabeza, aunque con mayor intensidad en la 

región postacrosomal y en la inserción con el flagelo. La intensidad de la 

fluorescencia disminuyó conforme los espermatozoides alcanzaban las 

regiones más distantes del epidídimo, es decir, conforme avanzaban hacia 

el conducto deferente, ver figura 20. 
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Figura 20. Localización de actina F en espermatozoides de las diferentes regiones del 
epidídimo. 1) Espermatozoides extraídos de la cabeza, se observó fluorescencia en la zona 
ecuatorial, en el cáliz y con mayor intensidad en la base de la región postacrosomal, 
también se observó fluorescencia en la pieza media y principal del flagelo. 2) 
Espermatozoides extraídos del cuerpo, se nota un incremento en la fluorescencia, 
observándose en toda la cabeza, principalmente en la región postacrosomal en la 
inserción con el flagelo y en la misma localización del flagelo que en los espermatozoides 
extraídos de la cabeza. 3) Espermatozoides extraídos de la primera porción de la cola, se 
observa fluorescencia en la región postacrosomal y en el flagelo, similar a lo observado en 
cuerpo, pero con menor intensidad.  4) Espermatozoides extraídos de la segunda porción 
de la cola, se observa el mismo patrón de localización, pero con un decremento en la 
intensidad de la fluorescencia. 5) Espermatozoides extraídos del conducto deferente, se 
observa el mismo patrón de localización que en los de la segunda porción de la cola. 6) 
Espermatozoides control, sin faloidina-TRITC, no se observó fluorescencia. 
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Extracción de proteínas con soluciones del kit comercial para 

extracción de proteínas citoesqueléticas 

 

El extracto de proteínas del citoesqueleto espermático tanto de muestras 

frescas como descongeladas fue cuantificado mediante el método de Lowry, 

obteniendo un promedio de 81.6 µg/µl de proteínas en las muestras 

frescas, mientras que en las muestras descongeladas se logró extraer 144 

µg/µl. Mediante preparaciones de microscopía electrónica se verificó el 

proceso de extracción proteica en espermatozoides frescos y 

descongelados, siendo notorio que en los espermatozoides descongelados 

fue posible extraer una cantidad mucho mayor de los componentes 

citoesqueléticos que en los espermatozoides frescos.  Se pudo observar que 

en la TP de los espermatozoides frescos se lograba mantener la STP, 

aunque con ciertas alteraciones; sin embargo, en los espermatozoides 

descongelados la STP era extraída en su totalidad, ver figura 21. 
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Figura 21. Cabezas espermáticas antes y después del proceso de de extracción de 

proteínas con un kit comercial de extracción de proteínas citoesqueléticas. Micrografías 

electrónicas. 1) Espermatozoides frescos, nótese en el inserto la presencia de la STP. 2) 

Espermatozoides descongelados, nótese en el inserto las alteraciones a nivel de la STP, 

cuyas proteínas fueron extraídas en una cantidad mucho mayor que en los 

espermatozoides frescos. SA: región subacrosomal. PA: región postacrosomal. Los cuadros 

en la región ecuatorial muestran la STP. Las puntas de flecha señalan la STP en la región 

ecuatorial. Barra = 1 µm. 
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Extracción de proteínas con soluciones hiper e isotónicas 

 

Al precipitar las proteínas obtenidas con éste método se obtuvo una 

cantidad visiblemente grande de proteínas tanto de la muestra de 

espermatozoides frescos como descongelados.   Al realizar la separación 

proteica mediante electroforesis SDS-PAGE, se observó una migración 

aberrante de las proteínas, las cuales formaron picos  hacia ambos lados 

del cátodo desde el inicio del sitio de migración.  Debido a que la 

separación de proteínas fue tan irregular no se procedió a realizar la 

transferencia a papel de nitrocelulosa para  el western blot. 

 

Extracción de proteínas con soluciones de DTT y SDS 

 

Mediante el empleo de soluciones con DTT y SDS se obtuvo una cantidad 

lo suficientemente buena de proteínas de tanto de espermatozoides frescos 

como de descongelados. No obstante, cuando se realizó la extracción 

proteica empleando una concentración al 50mM de DTT se observó que los 

espermatozoides tanto de las muestras frescas como descongeladas fueron 

disueltos en su totalidad.  En contraste, al disminuir la concentración de 

DTT al 25mM, se observó que en los espermatozoides frescos eran 

disueltos la mayoría de los flagelos, quedando aproximadamente un 

remanente del 1 al 2%, y la TP se extraía en su totalidad, quedando los 

núcleos desnudos.  Por otra parte, al realizar la extracción proteica en los 

espermatozoides descongelados, se observó que el 100% de los flagelos 

quedaron disueltos empleando la concentración menor del DTT, sin 

embargo las cabezas espermáticas no sólo perdieron las proteínas 

componentes de la TP, sino que además perdieron su típica morfología, 

observándose más anchos en la región postacrosomal y de un tamaño 

visiblemente mayor que los espermatozoides frescos, ver figura 22. 
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Figura 22. Cabezas espermáticas después del proceso de extracción de proteínas 

citoesqueléticas empleando soluciones con DTT 25 mM. Micrografías electrónicas.  1) 

Espermatozoides frescos, nótese la presencia de núcleos desnudos, y los cambios 

morfológicos de algunas cabezas espermáticas. 2) Espermatozoides descongelados, nótese 

el gran aumento del tamaño de las cabezas así como los graves cambios morfológicos, 

especialmente en la región postacrosomal. 

 

 

 

Debido a que la adición  del DDT, interfiere para lograr la cuantificación de 

proteínas, sólo fue posible determinar la concentración proteica en los 

extractos de membrana. Después de realizar el método de cuantificación 

de proteínas de Markwell, se obtuvieron 2.971 μg/μl de proteína en el 

extracto de membranas de espermatozoides frescos, comparado con 4.969 

μg/μl del extracto de espermatozoides descongelados.  
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Inmunodetección de actina y proteínas asociadas a actina mediante la 

tecnica de western blot 

 

Empleando el anticuerpo monoclonal anti actina, ya sea diluido (1:5000, 

1:2500, 1:500, 1:100 y 1:50) o colocándolo directamente sobre la 

membrana de nitrocelulosa, no se logró detectar ninguna banda al 

momento de revelar el negativo.  No obstante, al emplear el anticuerpo 

policlonal anti actina a una dilución de 1:75 fue posible visualizar una 

banda correspondiente a los 43 kDa, tanto en las muestras de membrana, 

como en los extractos proteicos del citoesqueleto de espermatozoides 

frescos y descongelados.  Se observó una diferencia marcada en cuanto a 

la intensidad del marcaje, siendo siempre mucho más intensas las bandas 

observadas en las muestras de espermatozoides descongelados.  

 

En la figura 23 se muestra el patrón electroforético obtenido de los 

extractos de proteína de las membranas y del citoesqueleto de 

espermatozoides frescos y descongelados.  
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Figura 23. Patrón electroforético de las proteínas extraídas de espermatozoides de bovino 

frescos y descongelados. La extracción se realizó con el protocolo de soluciones 

enriquecidas con DTT y SDS. MP: marcadores estándar del peso molecular de proteínas 

en kDa . Línea 1. Extracto proteico de membranas plasmáticas y acrosomales de 

espermatozoides frescos. Línea 2. Extracto proteico de membranas plasmáticas y 

acrosomales de espermatozoides descongelados. Línea 3. Extracto de proteínas del 

citoesqueleto de espermatozoides frescos. Línea 4. Extracto de proteínas del citoesqueleto 

de espermatozoides descongelados. Nótese que una mayor cantidad de proteínas son 

extraídas de los extractos de espermatozoides descongelados. 
 

 

El resultado del western blot para actina reveló una banda proteica con 

una masa molecular de 43 kDa, la cual coincide con el peso molecular de 

actina, la cual se obtuvo al utilizar un anticuerpo policlonal 1:75 diluido 

en PBS-BSA  al 0.1%, y se colocó un anticuerpo secundario anti-conejo 

1:5000, se cargó el equivalente a las proteínas extraídas de 20 x 106 de 

espermatozoides, ya sea frescos o descongelados, ver figura 24. 
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Figura 24. Detección de actina en espermatozoides frescos y descongelados de bovino 

mediante western blot. Línea 1. Extracto proteico de membranas plasmáticas y 

acrosomales de espermatozoides frescos. Línea 2. Extracto proteico de membranas 

plasmáticas y acrosomales de espermatozoides descongelados. Línea 3. Extracto de 

proteínas de citoesqueleto de espermatozoides frescos. Línea 4. Extracto de proteínas de 

citoesqueleto de espermatozoides descongelados. Nótese una mayor concentración 

proteica en las bandas de los extractos de espermatozoides descongelados.   

43kD 
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Mediante las técnicas de western blot e inmunofluorescencia indirecta 

empleadas en el presente trabajo, no fue posible lograr la detección de las 

proteínas ARP2, ARP3 y WASP. 

 

Sin embargo, al emplear el anticuerpo policlonal anti distrobrevina en una 

dilución de 1:3000 se detectó una banda cercana a los 35 kDa en las 

muestras de membrana obtenidas de espermatozoides frescos y 

descongelados, siendo más intenso el marcaje en la banda  del extracto de 

los espermatozoides descongelados.  En contraste, al observar las bandas 

del extracto proteico del citoesqueleto, la banda del citoesqueleto de los  

espermatozoides frescos mostró un marcaje de mayor intensidad que la del 

extracto de los descongelados, en los que ésta apenas era visible, ver figura 

25. 
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Figura 25. Inmunodetección de distrobrevina mediante western blot.  Línea 1. Extracto 

proteico de membranas plasmáticas y acrosomales de espermatozoides frescos. Línea 2. 

Extracto proteico de membranas plasmáticas y acrosomales de espermatozoides 

descongelados. Línea 3. Extracto de proteínas de citoesqueleto de espermatozoides 

frescos. Línea 4. Extracto de proteínas de citoesqueleto de espermatozoides 

descongelados.  Se observó una banda menor a los 37 kDa en todos los extractos 

proteicos, sin embargo se notó un marcaje de mayor intensidad en el extracto de 

membranas de espermatozoides descongelados, en cambio, en el extracto citoesquelético 

de los espermatozoides descongelados se observa un decremento en la intensidad de la 

marca. MP: marcadores de peso molecular estándar en kDa. 
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Detección de actina  en espermatozoides frescos y descongelados 

mediante fluorescencia  

 

En las muestras de espermatozoides frescos se detecto actina F tanto en la 

cabeza como en el flagelo, observándose con mayor intensidad en la región 

ecuatorial y post acrosomal de la cabeza, justo en el sitio de inserción con 

el flagelo.  En contraste, en los espermatozoides descongelados se perdió la 

fluorescencia de la región ecuatorial, y disminuyó notablemente en la 

región postacrosomal, justo en el sitio de inserción flagelar.  Mientras que 

en la pieza media y principal del flagelo no sólo se detectó una disminución 

en la intensidad de la fluorescencia, sino que se observó un patrón 

fluorescente similar a un puntilleo, ver figura 26. 
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Figura 26.  Localización de actina F mediante fluorescencia con faloidina-TRITC. Se 

muestran espermatozoides desprovistos de membranas, exponiendo el citoesqueleto. 1) 

Espermatozoides frescos; se observa con mayor intensidad el marcaje de actina F en la 

región ecuatorial y postacrosomal de la TP, justo en la inserción con el flagelo  y en la 

pieza media y principal del flagelo 2) Espermatozoides descongelados; se observa un 

decremento marcado de la fluorescencia de actina F en la TP al igual que en el flagelo. 3) 

Espermatozoides control, se omitió la incubación con faloidina-TRITC. Además del 

decremento en la intensidad de la fluorescencia tanto en la cabeza como en el flagelo, se 

observa un patrón de fluorescencia en forma de puntilleo en los espermatozoides 

descongelados de bovino.  
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Inmunolocalización de proteínas asociadas a actina en el 

citoesqueleto espermático 

 

Al emplear los anticuerpos anti ARP2, anti ARP3 y anti WASP no se logró 

la detección de estas proteínas, mediante inmunodetección indirecta, en 

los espermatozoides frescos ni en los descongelados. 

 

Mientras que al emplear el anticuerpo anti distrobrevina, en los ensayos de 

inmunodetección indirecta, se observó la localización de ésta proteína en la 

cabeza de los espermatozoides frescos, tanto en la región subacrosomal 

como en la región ecuatorial. Además también fue posible identificar el 

patrón de fluorescencia a lo largo del flagelo, siendo más notable la marca 

de distrobrevina en la pieza media y principal de los espermatozoides 

frescos.  No obstante, cuando se observaron las muestras de 

espermatozoides descongelados, se perdió completamente el patrón de 

fluorescencia de la distrobrevina en la cabeza, aunado a ello, se observó un 

decremento en la intensidad de la fluorescencia en todo el flagelo, 

observándose nuevamente el patrón de fluorescencia en forma de 

puntilleo, ver figura 27. 
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Figura 27. Localización de distrobrevina mediante inmunofluorescencia indirecta.  Se 

muestran espermatozoides de bovino desprovistos de membranas, exponiendo el 

citoesqueleto. 1) Espermatozoides frescos; se observa la fluorescencia en la región 

ecuatorial y sub acrosomal de la TP, y en todo el flagelo, aunque con mayor intensidad en 

la pieza media. 2) Espermatozoides descongelados; la fluorescencia se ha perdido 

totalmente en la TP y  la intensidad disminuyó en el flagelo, sobre todo en la pieza media. 

3) Espermatozoides control, se omitió el anticuerpo anti distrobrevina. Nótese que además 

del decremento en la intensidad de la fluorescencia en los espermatozoides descongelados 

de bovino, en el flagelo se observa un patrón de fluorescencia en forma de puntilleo.  
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VIII.  DISCUSION 

 

Detección de actina en espermatozoides epididimales mediante 

fluorescencia  

 

Anatómicamente el epidídimo se divide en tres regiones, cabeza, cuerpo y 

cola (Senger, 1999). Sin embargo, en el presente trabajo se realizó una 

subdivisión de la cola del epidídimo, debido a que justo a la mitad de la 

cola se observa un drástico incremento en el diámetro tubular.  Además, 

derivado de éstas observaciones tanto de microscopia electrónica  como al 

microscopio óptico, fue posible determinar que existen diferencias 

estructurales y de motilidad entre los espermatozoides de la primera y de 

la segunda porción de la cola,  aunque la evaluación de la motilidad se 

realizó aleatoriamente y de manera subjetiva por un mismo observador. 

Siendo los espermatozoides de la segunda porción los que presentan una 

motilidad mayor, similar a la reportada para los espermatozoides 

eyaculados (cercana al 70%).  En lo que a la ultraestructura se refiere, los 

espermatozoides extraídos de la segunda porción de la cola son los que 

presentan un porcentaje mayor de STP completas, lo cual al 

correlacionarlo con el porcentaje de motilidad que presentan podría ser 

indicativo de un estado de madurez avanzado. Nuestras observaciones 

coinciden con lo descrito por otros autores (Azamar, et al., 2007), quienes 

reportan que existe un incremento en la motilidad conforme los 

espermatozoides van adquiriendo la madurez, y con ello la capacidad de 

fertilizar.   

 

Aún cuando los epidídimos obtenidos se evaluaron en cuanto al tamaño y 

contenido espermático en la cola para asegurar que se tratara de muestras 

pertenecientes a toros sexualmente activos, por tratarse de animales de 

rastro, no se contó con datos del manejo que los toros hayan tenido y que 

pudieran afectar la calidad espermática. Sin embargo en la actualidad 
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existen muchos trabajos de investigación cuyos resultados son aceptados 

aún tratándose de muestras epididimales de toros que provienen de rastro. 

 

La desventaja que los espermatozoides de cola y conducto deferente 

tendrían para su congelación con respecto a los espermatozoides 

eyaculados es que no entraron en contacto con líquido seminal, el cual se 

sabe que contiene los factores descapacitantes, lo cual haría que los 

espermatozoides no eyaculados fueran más sensibles al proceso de 

criocapacitación inducida por el proceso de congelación-descongelación. 

 

Los resultados de la localización de actina-F tanto en la cabeza (en la 

región ecuatorial y postacrosomal) como en el flagelo de los 

espermatozoides epididimales de bovino, observados en el presente 

estudio, difieren de los hallazgos reportados por Howes, et al, (2001), 

quienes reportan la localización de actina sólo en la región de la  pieza 

principal del flagelo en espermatozoides obtenidos de la cola del epidídimo 

del bovino. 

 

No obstante, al observar la figura que los mencionados autores presentan 

del western blot, sus resultados coinciden con lo que el estudio presente 

reporta, puesto que mediante localización de actina-F con faloidina-TRITC, 

nosotros observamos un decremento en la intensidad de la fluorescencia 

de actina, conforme los espermatozoides avanzan hacia las regiones más 

distantes del epidídimo. 

 

En los espermatozoides eyaculados, Howes, et al. (2001), localizaron actina 

en su forma monomérica en la cabeza espermática y también se observa 

actina localizada en la región ecuatorial, aunque no reportan la 

localización de actina monomérica en el flagelo.  Sin embargo, al emplear 

faloidina-TRITC, no pudieron detectar actina-F en los espermatozoides 

eyaculados, solamente la lograron observar en la región postacrosomal de 
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los espermatozoides que ya habían sufrido la reacción acrosomal.  Lo 

anterior difiere por completo con nuestros hallazgos, ya que logramos 

identificar actina-F en espermatozoides inmaduros, así como en 

espermatozoides maduros tanto en la cabeza espermática, especialmente 

en la región ecuatorial y en la postacrosomal justo en la inserción flagelar, 

como en la pieza media y principal del flagelo. 

 

Los resultados de la localización de actina F en espermatozoides 

epididimales y el decremento en la intensidad de la fluorescencia conforme 

los espermatozoides avanzan hacia la cola del epidídimo, apoyan los 

hallazgos de Azamar, et al. (2007)  quienes reportan que durante la 

maduración existe un decremento gradual en la concentración de actina F 

en los espermatozoides del cobayo.  

 

Mientras que los hallazgos de actina F en la TP de espermatozoides 

epididimales de bovino, soportan los reportes de Moreno Fierros, et al., 

1995, quienes afirman que actina participa en la morfogénesis de la 

cabeza espermática.  

 

Extracción de proteínas citoesqueléticas con soluciones del kit 

comercial 

 

La técnica empleada para lograr la extracción de proteínas del 

citoesqueleto espermático resultó más efectiva para lograr la extracción de 

las proteínas de los espermatozoides descongelados que de los frescos, lo 

cual se pudo constatar mediante las observaciones de microscopia 

electrónica, donde se muestra que en los espermatozoides frescos, a pesar 

de que la TP está perdiendo proteínas, aún es posible observar las grecas 

en la región ecuatorial, lo que corresponde a la STP.  En contraste, al 

observar la TP de los espermatozoides descongelados, se observa que el 

proceso de extracción logró retirar por completo la STP.  Aunado a ello, al 
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cuantificar las proteínas extraídas de ambas muestras espermáticas se 

confirmó que se logró extraer 1.76 veces más proteína de los 

espermatozoides descongelados que de los frescos. Lo cual constató las 

observaciones previas reportadas por Felipe-Pérez (2006) y Martel (2006), 

referente a que las proteínas de los espermatozoides descongelados son 

mucho mas sensibles al proceso de extracción, posiblemente debido a que 

al ser elementos termosensibles, el proceso de criopreservación provoca la 

despolimerización de las proteínas citoesqueléticas. 

 

Extracción de proteínas citoesqueléticas con soluciones hipertónicas 

e isotónicas 

 

Aún cuando el método de extracción de proteínas con soluciones 

hipertónicas e isotónicas resultó bastante efectivo para obtener grandes 

cantidades de proteína citoesquelética de los espermatozoides de bovino, el 

hecho de precipitar las proteínas con acetona afecto la obtención de una 

muestra apropiada para realizar la electroforesis, debido a que además de 

precipitar a las proteínas, precipitó también las sales contenidas en las 

soluciones empleadas para lograr la extracción. Una solución para tal 

problema podría ser el dializar las proteínas mediante el empleo de 

membranas, tal como lo realizaron Oko y Maravei (1994) al purificar 

proteinas de la TP del espermatozoide bovino. Sin embargo, al momento de 

correr los experimentos no se disponía de tales membranas, por lo que no 

fue una opción viable y se optó por cambiar el método de extracción. 

 

Extracción de proteínas citoesqueléticas con soluciones de DTT y SDS 

 

Al realizar la extracción proteica empleando soluciones enriquecidas con 

DTT y SDS se observó que empleando el DTT a una concentración de 50 

mM, los espermatozoides bovinos fueron solubilizados en su totalidad, sin 

embargo al disminuir la concentración de DTT al 25 mM, la estructura del 
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citoesqueleto espermático que demostró tener más resistencia a la 

extracción fue la TP, en contraste la mayoría de las estructuras flagelares 

se disuelven a esta concentración.  Al comparar la extracción de proteínas 

citoesqueléticas en los espermatozoides frescos y descongelados, se 

observó que las proteínas de los espermatozoides descongelados son 

mucho más sensibles al proceso de extracción. Además, el hecho de 

observar mediante microscopia electrónica la pérdida de la morfología de la 

cabeza espermática después de haber realizado la extracción, indica que el 

proceso de criopreservación no solamente altera gravemente a la 

estructura citoesquelética, es decir, daña gravemente a las proteínas 

espermáticas, sino que además al alterar a las proteínas de la TP se 

pierden las funciones de la misma, entre ellas la de brindar forma a la 

cabeza espermática y la protección del material genético.     

 

Inmunodetección de actina en extractos proteicos del citoesqueleto 

espermático por western blot 

 

En los extractos proteicos de las membranas plasmáticas y acrosomales, 

así como en los extractos de proteínas citoesqueléticas de espermatozoides 

frescos y descongelados de bovino, al emplear un anticuerpo policlonal 

anti actina, se logró la detección de una banda proteica ubicada en los 43 

kDa que corresponde a lo reportado para la proteína actina.  Lo anterior se 

detectó en todos los extractos analizados, es decir fue visible tanto en los 

extractos de membranas plasmáticas y acrosomales, como en los extractos 

de proteínas del citoesqueleto  de espermatozoides frescos y 

descongelados.  No obstante el hecho de haber detectado bandas con una 

mayor intensidad en los extractos de las muestras de semen descongelado 

(membrana y citoesqueleto), sugiere que en los espermatozoides 

descongelados la proteína actina se vuelve mucho más sensible al proceso 

de extracción, lo cual a su vez indica que el proceso de criopreservación de 

los espermatozoides bovinos, está alterando al citoesqueleto de actina. 
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En contraste, Howes et al. (2001), empleando anticuerpos monoclonales 

anti actina, detectaron una banda de 45 kDa en los espermatozoides 

extraídos del testículo, sin embargo, la intensidad de ésta banda de actina 

va en decremento en los espermatozoides eyaculados del bovino, al grado 

de que apenas permite ser detectada. 

 

En el presente estudio estamos de acuerdo con la conclusión de Howes, et 

al. (2001), donde indican que “la inmunoreactividad de actina varía en las 

diferentes etapas de maduración, lo que depende de la conformación 

estérica de la molécula de actina”. 

 

Inmunodetección de ARP2, ARP3 y WASP en el citoesqueleto 

espermático 

 

Diferentes autores reportaron la presencia de proteínas asociadas a actina, 

entre ellas las ARP3, ARP3 y la WASP, localizándolas tanto en la región de 

la cabeza espermática como en el flagelo del cobayo (Delgado-Buenrostro, 

et al., 2005).  Sin embargo, en el espermatozoide bovino no fue posible 

lograr su detección.  Posiblemente debido porque se trata de especies 

distintas, no fueron reconocidos los epítopes de esas proteínas por los 

anticuerpos empleados. 

 

A diferencia de los resultados obtenidos en el presente estudio, Delgado-

Buenrostro et al., (2005), lograron detectar las proteínas ARP2, ARP 3 y 

WASP empleando anticuerpos monoclonales en los extractos de MP y 

acrosomal de espermatozoides del cobayo, detectando una banda de 

65kDa al emplear el anti WASP, una banda de 48kDa al emplear el anti 

ARP3 y una banda de 44 kDa al utilizar en anticuerpo anti ARP2. A 

diferencia de lo reportado por los autores antes mencionados, respecto a la 

detección por inmunofluorescencia indirecta de algunas proteínas 
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asociadas a actina, mediante la técnica empleada en el presente estudio, 

no fue posible la detección de ARP 2, ARP3 ni de WASP.  Posiblemente esto 

se debió a que no hubo un reconocimiento de los anticuerpos empleados 

para los epítopes de los espermatozoides del bovino; o bien, simplemente la 

técnica empleada no fue la adecuada para ésta detección. 

 

Inmunodetección de distrobrevina  por western blot 

 

El uso de anticuerpos policlonales anti distrobrevina, reveló la presencia 

de una banda polipeptídica alrededor de los 35 kDa en los extractos de 

membranas plasmática y acrosomal, así como en los extractos de 

proteínas citoesqueléticas de espermatozoides frescos y descongelados de 

bovino. La banda detectada podría corresponder a las distrobrevinas 

pequeñas, cuyo peso molecular ha sido detectado alrededor de los 40 kDa. 

La mayor intensidad observada en el extracto de membranas de las 

muestras descongeladas puede ser un indicador de los daños ocasionados 

a la distrobrevina por el proceso de criopreservación. 

 

Los datos anteriores se correlacionan con la mayor cantidad de proteínas 

detectadas en los extractos de membranas, lo cual sugiere que en los 

espermatozoides criopreservados, el citoesqueleto está tan alterado que 

sus componentes pueden ser fácilmente extraídos con el empleo de los 

detergentes neutros.  Por definición, las proteínas citoesqueléticas son 

resistentes a la extracción con detergentes neutros, lo cual parece ser 

válido para espermatozoides frescos (Alberts, et al., 2002), no así en los 

descongelados. 

 

Detección de actina  por inmunofluorescencia directa 

 

Howes, et al., (2001), mediante el uso de anticuerpos monoclonales 

detectaron actina en la región ecuatorial y postacrosomal en los 
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espermatozoides de bovino.  Sin embargo, en el presente estudio mediante 

el uso de faloidina-TRITC, además de lograr la detección de actina F en la 

cabeza espermática, con un patrón similar a lo reportado por dichos 

autores, también fue detectada en la pieza media y en la pieza principal del 

flagelo.  El hecho de que el método de detección sea diferente, sugiere que 

los anticuerpos monoclonales podrían  estar detectando la localización de 

actina en su forma monomérica, mientras que en el presente estudio se 

detectó actina en su forma filamentosa. 

 

Al realizar la detección de actina F en espermatozoides descongelados se 

observó un decremento muy marcado de la fluorescencia, perdiéndose la 

marca de actina en la región ecuatorial. El hecho de observar el patrón de 

puntilleo en los espermatozoides descongelados, sugiere que actina se este 

alterando por el proceso de congelación-descongelación, es decir que esté 

ocurriendo una fragmentación de los filamentos de actina F. 

 

Correa et al., (2007) intentaron mimetizar el proceso de criopreservación 

en espermatozoides del macaco, al exponerlos a diferentes concentraciones 

de solutos, es decir que fueron sometidos tanto a soluciones hipoosmóticas 

como hiperosmóticas. Posteriormente realizaron la detección de actina en 

los espermatozoides con membrana, y derivado de sus observaciones 

concluyen que  los cambios en la localización de actina podrían ocurrir de 

manera similar en los espermatozoides criopreservados.  Estos autores 

asocian los cambios en la localización de actina  con la respuesta a los 

cambios de volumen celular, además refieren que tales cambios de actina 

pueden ser reversibles. Sin embargo, nuestros resultados no coinciden con 

lo reportado por estos autores, puesto que su estudio no se enfoca a la 

actina del citoesqueleto, sino más bien se enfoca al estudio del 

citoesqueleto subcortical de actina, el cual interactúa directamente con la 

MP. Debido a que ellos no congelaron sus células, no podemos coincidir en 

que en los espermatozoides de bovino los cambios de localización de actina 
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sean reversibles, al menos no en todas las células, puesto que más de la 

mitad son incapaces de sobrevivir al proceso de criopreservación.  Un 

estudio previo, reveló que en los espermatozoides del bovino 

criopreservados, menos del 50% sobrevive, y de ellos solamente un 33% es 

capaz de mantener el acrosoma y por lo tanto, en teoría, son los que 

mantienen la capacidad fertilizante (Felipe-Pérez, et al., 2009).  Por lo 

tanto, si los daños a nivel del citoesqueleto ocasionados a los 

espermatozoides del bovino por el proceso de criopreservación realmente 

fueran reversibles, esto sugiere que solamente el 33% de la población sería 

capaz de revertir las alteraciones sufridas en las proteínas citoesqueléticas, 

que serían aquellos que conservan la capacidad fertilizante. 

 

Detección de distrobrevina  por inmunofluorescencia indirecta 

 

La proteína distrobrevina ha sido identificada en la región subacrosomal 

de la cabeza, en la región ecuatorial, en la inserción con el flagelo, y en  

toda la extensión del flagelo del espermatozoide del cobayo (Hernández-

González, et al., 2001).  De forma similar, en el presente trabajo se logró 

identificar a la distrobrevina en la región subacrosomal de la TP y justo en 

la región ecuatorial de la cabeza espermática, además en la pieza media y 

en la principal del flagelo.   Sin embargo la localización de distrobrevina en 

la zona ecuatorial es mucho más marcada en el espermatozoide del bovino 

que en el del cobayo.  

 

Debido a que el flagelo requiere incrementar su  actividad motriz durante 

la capacitación, Hernández-González et al. (2001), sugieren que 

distrobrevina participa junto con actina brindando mayor resistencia a las 

estructuras flagelares. Por otra parte, su localización a nivel del segmento 

ecuatorial, misma que coincide con la localización de actina, sugiere que la 

distrobrevina también desempeña un papel importante en el 

mantenimiento de dominios de membrana en esa región y además podría 
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desempeñar otra función durante el proceso de fertilización, en el 

momento de la fusión de membranas de ambos gametos, la cual se sabe 

que ocurre precisamente en la región ecuatorial.   

 

Sin embargo, esto último, así como otras posibles funciones atribuidas a la 

proteína distrobrevina deberán ser estudiadas en investigaciones futuras.  

 

En los espermatozoides frescos  se identificó el patrón de la proteína  

distrobrevina en la región subacrosomal de la TP y justo en la región 

ecuatorial de la cabeza espermática, además en la pieza media y en la 

pieza principal del flagelo.  Sin embargo, en los espermatozoides 

descongelados se observaron cambios en los patrones de localización de 

distrobrevina, perdiéndose completamente la fluorescencia en la cabeza 

espermática y disminuyendo la fluorescencia en el flagelo.  De hecho, 

también se observó el patrón de puntilleo, similar a lo ocurrido con la 

detección de actina en los espermatozoides descongelados, lo cual sugiere 

que esté ocurriendo alguna alteración de las proteínas del citoesqueleto 

espermático por el proceso de criopreservación.  

 

Posiblemente el proceso de congelación-descongelación esté afectando 

directamente a éstas proteínas, además de otras que aún no se han 

reportado, lo cual apoya a lo establecido por  Noiles et al.  (1997) y Storey 

et al. (1998), quienes señalan que las proteínas que integran al 

citoesqueleto celular son termosensibles y por ende son despolimerizadas.   

En consecuencia las mencionadas alteraciones citoesqueléticas  debidas a 

la criopreservación traen consigo cambios en la arquitectura  que podrían 

alterar la funcionalidad espermática. 
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Discusión global 

 

Hasta el momento no se habían realizado estudios a nivel del citoesqueleto 

en donde se realizaran comparaciones en cuanto a los patrones de 

localización de proteínas en espermatozoides frescos y descongelados, de 

hecho nuestro equipo de trabajo es el pionero en los estudios de la 

proteína distrobrevina en los espermatozoides del bovino. 

 

El desarrollo de la STP en diferentes estadíos que se observó en el cuerpo 

del epidídimo, es indicativo de que ocurre una mayor actividad que implica 

un rearreglo dinámico de las proteínas citoesqueléticas. Y parece ser que el 

desarrollo de la STP es un evento de maduración común en los 

espermatozoides de todos los mamíferos. 

 

La actina F apareció con mayor intensidad en los espermatozoides 

epididimales de la región del cuerpo del epidídimo,  y tanto en la región 

ecuatorial como en el flagelo de los espermatozoides maduros, lo cual nos 

indica que ésta proteína se encuentra dinámicamente activa durante el 

proceso de maduración espermática.  

 

 

El decremento observado en la fluorescencia de actina F en los 

espermatozoides de la región de la cola del epidídimo, podría sugerir que 

actina esta cambiando su concentración, es decir que esta siendo 

despolimerizada y en consecuencia no fue detectable con el uso de la 

faloidina-TRITC, puesto que ha pasado a su forma monomérica. Esto 

último ocurre gracias a las múltiples asociaciones que ésta proteína es 

capaz de establecer con otras diferentes que le permiten tal dinamismo. 
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Finalmente, es posible que el proceso de criopreservación no sólo altere a 

la actina y la distrobrevina, sino a otras proteínas que forman grandes 

complejos para mantener el dinamismo del citoesqueleto espermático. 

  

Los resultados encontrados no cambiarán los índices de fertilidad en el 

ganado lechero, sin embargo, proveen nuevos datos acerca de los daños 

ocasionados al espermatozoide del bovino por la criopreservación, lo que 

dará pie a que se realicen estudios en los que se implementen nuevas 

tecnologías a fin de disminuir las alteraciones estructurales observadas en 

el citoesqueleto de estos gametos y con ello optimizar los procesos de 

congelación-descongelación para mejorar las prácticas actuales de 

reproducción asistida. 
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IX.  CONCLUSIONES 

 

• En el bovino la formación de la STP es un proceso gradual que se 

adquiere durante la maduración, es decir que el espermatozoide la 

adquiere a través de su paso por las diferentes regiones del 

epidídimo. 

 

• La localización de actina F se mantiene constante durante el tránsito 

del espermatozoide por el epidídimo, siendo notoria su presencia en 

la región ecuatorial de la TP, así como en la pieza principal del 

flagelo, sin embargo, disminuye conforme el espermatozoide 

atraviesa las diferentes regiones del epidídimo,  notándose en los 

espermatozoides que alcanzaron las regiones más distantes (cola y 

conducto deferente).  

 

• Las proteínas del citoesqueleto son más susceptibles al proceso de 

extracción en los espermatozoides descongelados que en los frescos, 

lo cual se observó en la intensidad del marcaje del western blot. 

 

• Las proteínas del citoesqueleto espermático son solubilizadas en su 

totalidad al exponerlas a soluciones que contienen DTT al 50mM; sin 

embargo, al ser expuestas a soluciones que contienen DTT al 25mM, 

en los espermatozoides descongelados se logra solubilizar en su 

totalidad a las proteínas del flagelo y de la teca perinuclear, mientras 

que en los espermatozoides frescos queda un remanente de 

proteínas en la TP y el 1% de flagelos sin solubilizarse.  

• La extracción de proteínas citoesqueléticas en el espermatozoide 

descongelado ocasiono que la cabeza sufriera alteraciones 

morfológicas, observándose bastante aumentadas de tamaño,  lo 

cual fue comprobado por microscopía electrónica. 
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• El proceso de criopreservación, ocasionó que las  redes del 

citoesqueleto espermático sufran alteraciones que se ven reflejadas 

en una mayor solubilidad de éste por detergentes neutros.  

 

• El western blot reveló que en los espermatozoides del bovino, el 

proceso de criopreservación ocasiono que una gran cantidad de 

actina y distrobrevina fueran extraídas junto con los componentes 

de las membranas plasmáticas y acrosomales. 
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GLOSARIO 

 

Brij 36 T: Es un detergente neutro que comúnmente se utiliza en el 

laboratorio para solubilizar membranas celulares. 

 

Distrofia Muscular de Duchenne (o enfermedad de Duchenne): 

Enfermedad miodegenerativa y progresiva, se produce por defectos en la 

expresión del gen de la distrofina, gradualmente se produce debilidad 

muscular y pueden presentarse cuadros asociados de cardiomiopatias, 

deficiencias visuales, defectos en la audición y deterioros cognoscitivos no 

progresivos. 

 

Inmunofluorescencia directa: Método para determinar la localización de 

un antígeno en una sección de tejido o en una célula, usando una 

sustancia o un anticuerpo que tiene alta afinidad por el antígeno (en éste 

caso una proteína) y se encuentra unido químicamente por un fluorocromo  

 

Inmunofluorescencia indirecta: Método para determinar la localización 

de un antígeno en una sección de tejido o en una célula, se usa una 

antiinmunoglobulina marcada que se une al anticuerpo específico. 

 

Síndrome de Wiskott-Aldrich: Enfermedad de inmunodeficiencia 

genética, se caracteriza por la reducción en la movilidad de linfocitos, 

afecta a diversas células hematopoyeticas como a las plaquetas, por lo que 

los pacientes con este síndrome mueren por problemas de coagulación. 

 

Tween 20: Es un detergente neutro, empleado comúnmente en el 

laboratorio para realizar diferentes las técnicas de inmunodetección. 
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