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Resumen 

La criopreservación del semen es una de las biotecnologías utilizadas para la 
reproducción asistida; sin embargo, los espermatozoides de verraco son 
altamente sensibles al proceso de congelación-descongelación. Se ha señalado 
que las criolesiones afectan a la teca perinuclear e involucran a varias proteínas 
y moléculas que cumplen roles importantes durante la capacitación y la reacción 
acrosomal. El objetivo del presente estudio fue evaluar si existe una relación 
entre el efecto de la desestabilización de la actina de la teca perinuclear de los 
espermatozoides criopreservados de verraco sobre la fosforilación de residuos 
de tirosina en las proteínas y la distribución del fosfatidil inositol bifosfato (PIP2). 
Mediante inmunocitoquímica se evaluaron el patrón de fosforilación de proteínas, 
la distribución del PIP2, y la localización de gelsolina, SRC y PLC-ζ en los 
subdominios de la cabeza y flagelo de espermatozoides frescos y congelados-
descongelados no capacitados, capacitados y capacitados con reacción 
acrosomal. Además, se realizó western blot y co-inmunoprecipitación para 
confirmar la presencia de estas proteínas en la teca perinuclear y determinar la 
interacción entre estas moléculas. Se encontró que la fosforilación de residuos 
de tirosina en proteínas incremento significativamente en la región acrosomal y 
segmento ecuatorial después de la capacitación. En los espermatozoides 
criopreservados la fosforilación de proteínas en estos mismos subdominios fue 
significativamente mayor en comparación con los espermatozoides frescos. Por 
su parte, la gelsolina se translocó desde el flagelo a la región acrosomal después 
de la capacitación favorecida por el incremento de la distribución del PIP2 en la 
cabeza espermática. La SRC en espermatozoides frescos y criopreservados se 
observó principalmente en el segmento ecuatorial y la región acrosomal, 
subdominios principales que coinciden con los sitios donde se detectaron 
proteínas fosforiladas. La PLC-ζ en espermatozoides frescos antes de la 
capacitación se detectó principalmente en la región acrosomal y migró a la región 
postacrosomal después de la capacitación y reacción acrosomal, desde donde 
es probable que libere esta proteína. No obstante, en espermatozoides 
criopreservados la PLC-ζ antes de la capacitación in vitro ya se encontraba en la 
región postacrosomal, probablemente relacionado con la disminución de la 
integridad acrosomal después de la descongelación. Mediante western blot se 
confirmó la presencia de la gelsolina, la SRC y la PLC-ζ en los extractos de 
proteína de la teca perinuclear. Además, se encontró que gelsolina-SRC y 
gelsolina-PLC-ζ co-inmunoprecipitan en espermatozoides frescos y 
criopreservados. Como conclusión, la desestabilización de la actina de la teca 
perinuclear del espermatozoide criopreservado de verraco está relacionada con 
el aumento de la fosforilación de proteínas y los cambios de localización de SRC 
y PLC-ζ en los espermatozoides criopreservados. La disminución de la 
distribución de PIP2 en la membrana plasmática afectó la translocación de 
gelsolina a la cabeza espermática durante la capacitación.   

Palabras clave: crioconservación, capacitación, reacción acrosomal, 

fosforilación de proteínas, gelsolina, fosfatidil inositol 4,5 bifosfato, tirosina 
quinasa SRC, fosfolipasa C-ζ. 
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Abstract  

Semen cryopreservation is one of the biotechnologies used for assisted 
reproduction; however, boar spermatozoa are highly sensitive to the freeze-thaw 
process. Cryoinjuries have been reported to affect the perinuclear theca and 
involve several proteins and molecules that play important roles during 
capacitation and acrosomal reaction. The aim of the present study was to 
evaluate whether there is a relationship between the effect of actin destabilization 
of perinuclear theca of cryopreserved boar spermatozoa on the phosphorylation 
of tyrosine residues in proteins and the distribution of phosphatydilinositol 4,5-
bisphosphate (PIP2). By immunocytochemistry, the pattern of protein 
phosphorylation, distribution of PIP2, and localization of gelsolin, SRC and PLC-
ζ in the head and flagellum subdomains of fresh and frozen-thawed 
uncapacitated, capacitated and capacitated with acrosomal reaction 
spermatozoa were evaluated. In addition, western blotting and co-
immunoprecipitation were performed to confirm the presence of these proteins in 
the perinuclear theca and to determine the interaction between these molecules. 
It was found that the phosphorylation of tyrosine residues in proteins increased 
significantly in the acrosomal region and equatorial segment after capacitation. 
In cryopreserved spermatozoa, protein phosphorylation in these same 
subdomains was significantly higher compared to fresh spermatozoa. Gelsolin 
was translocated from the flagellum to the acrosomal region after capacitation by 
the increase in distribution of PIP2 in the sperm head. SRC in fresh and 
cryopreserved spermatozoa was observed mainly in the equatorial segment and 
the acrosomal region, major subdomains that coincide with the sites where 
phosphorylated proteins were detected. PLC-ζ in fresh spermatozoa before 
capacitation was detected mainly in the acrosomal region and migrated to the 
postacrosomal region after capacitation and acrosomal reaction, from where it is 
likely to release this protein. However, in cryopreserved spermatozoa PLC-ζ 
before in vitro capacitation was already in the postacrosomal region, probably 
related to decreased acrosomal integrity after thawing. By western blotting, the 
presence of gelsolin, SRC and PLC-ζ in perinuclear theca protein extracts was 
confirmed. Furthermore, gelsolin-SRC and gelsolin-PLC-ζ were found to 
coimmunoprecipitate in fresh and cryopreserved spermatozoa. As a conclusion, 
destabilization of perinuclear theca actin of cryopreserved boar spermatozoa is 
related to increased protein phosphorylation and localization changes of SRC 
and PLC-ζ in cryopreserved spermatozoa. Decreased distribution of PIP2 in the 
plasma membrane affected the translocation of gelsolin to the sperm head during 
capacitation.    

Keywords: cryopreservation, capacitation, acrosomal reaction, protein 
phosphorylation, gelsolin, phosphatydilinositol 4,5-bisphosphate, SRC tyrosine 
kinase, phospholipase C-ζ. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La criopreservación de semen es una biotecnología que se utiliza para facilitar el 

almacenamiento y el transporte a largo plazo de los espermatozoides, mejorar la 

eficiencia de la gestión de los recursos genéticos y ha sido especialmente 

importante la inseminación artificial de animales domésticos, incluida la especie 

porcina (Watson, 2000). Sin embargo, durante el proceso de congelación-

descongelación los espermatozoides del verraco son muy susceptibles a 

diversas tensiones, mismas que les producen daños ultraestructurales, 

moleculares, bioquímicos y funcionales (Holt, 2000b). Es por esa razón que la 

eficiencia de la crioconservación en la especie porcina aún es menor que la que 

se puede obtener en otras especies, como el bovino.  Adicionalmente, la 

eficiencia de las metodologías de crioconservación aplicadas a los 

espermatozoides es extremadamente variable incluso dentro los mismos 

individuos. Todo esto ha constituido un obstáculo enorme para que los 

espermatozoides criopreservados en la especie porcina puedan utilizarse en 

granjas comerciales a gran escala  (Yeste, 2016). 

A pesar de los esfuerzos realizados en los últimos años para mejorar las técnicas 

de crioconservación de semen de verraco, en la especie porcina por lo general, 

no más del 50% de los espermatozoides sobreviven a la criopreservación  

(Hezavehei et al., 2018; Johnson et al., 2000). Además, las células espermáticas 

sobrevivientes tienen una esperanza de vida más corta, ya que pueden tener 

daño en los orgánulos y las membranas, lo que reduce su eficiencia biológica, la 

actividad cinética durante la capacitación y reacción acrosomal y su potencial de 

fertilización (Bailey et al., 2000). Debido a esto, un cierto porcentaje de 

espermatozoides puede mostrar cambios prematuros (patrones de motilidad, 

redistribución de Ca2+, desestabilización de la membrana, aumento de la 

fosforilación de proteínas en tirosina etc.,) colectivamente llamados "cambios 

similares a la capacitación"  o "criocapacitación"  (Bailey et al., 2000; Tardif et al., 

2001). 

Los principales criodaños que ocurren durante el proceso de congelación-

descongelación son producidos por factores como el shock térmico, la formación 

de cristales de hielo intracelulares, la deshidratación, el aumento de la 
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concentración de sales y el shock osmótico. Estos factores alteran las 

membranas plasmática, mitocondrial, el núcleo, el acrosoma, la estructura del 

citoesqueleto flagelar y de la cabeza del espermatozoide y en particular la teca 

perinuclear (Gutiérrez-Pérez et al., 2011). 

La teca perinuclear (TP), es la principal estructura citoesqueletica de la cabeza 

espermática y contiene entre sus proteínas, al citoesqueleto de actina, el cual 

tiene funciones importantes en el mantenimiento estructural de la cabeza del 

espermatozoide y la estabilidad y protección del núcleo (Mújica et al., 2003). La 

TP está implicada en la fusión y activación del óvulo y tiene una participación 

crucial en el espermatozoide durante procesos como la capacitación y la 

exocitosis acrosómica. Además, en el flagelo la presencia de actina interviene 

en la regulación de  la motilidad espermática, todo ello por su capacidad de 

polimerización y despolimerización que permite una remodelación dinámica del 

citoesqueleto bajo la regulación de une serie de proteínas accesorias, como la 

gelsolina (Breitbart & Finkelstein, 2018). 

La gelsolina es una proteína desestabilizadora del citoesqueleto de actina, ya 

que corta los microfilamentos ensamblados (Finkelstein et al., 2010). En el 

espermatozoide, la localización y estado de actividad de esta proteína de corte 

de actina es muy importante durante el proceso de capacitación y posteriormente 

durante la reacción acrosomal. Esta proteína se inhibe/inactiva durante la 

capacitación al unirse al fosfatidilinositol-4-5 bifosfato (PIP2) y por fosforilación 

en tyr-438  por la tirosina cinasa de la familia SRC, permitiendo la polimerización 

de la actina (Corte et al., 1999). Sin embargo, previo a la reacción acrosomal, 

luego de la hidrolisis de PIP2 por la fosfolipasa C (PLC) y por su desfosforilación 

por la tirosina fosfatasa, la gelsolina que se localiza en la cabeza del 

espermatozoide es activada y liberada al citosol para la fragmentación de la 

actina-F, permitiendo con ello la reacción acrosomal (Breitbart & Finkelstein, 

2015).  

Otra de las proteínas que se encuentra en la TP es la Fosfolipasa C zeta (PLC-

ζ) especifica de espermatozoides, propuesta como el factor espermático 

activador del óvulo durante la fertilización de los mamíferos. Se considera que 

es el estímulo fisiológico responsable de generar las oscilaciones de calcio (Ca2+) 
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que inducen la activación del óvulo y el desarrollo embrionario temprano (Saleh 

et al., 2020). Se ha evidenciado en los espermatozoides humanos que los 

cambios en los patrones en los patrones de localización de la PLC-ζ  tienen como 

consecuencia una menor activación del óvulo, una de las causas de infertilidad 

(Heytens et al., 2009).  

Por otra parte, la fosforilación de proteínas en residuos de tirosina es un evento 

de modificación postraduccional de las proteínas que permite regular diferentes 

procesos fisiológicos como la capacitación y la reacción acrosomal de los 

espermatozoides, lo que incluye la actividad de proteínas citoesqueleticas y de 

señalización (Urner & Sakkas, 2003). Desafortunadamente los procedimientos 

de congelación-descongelación modifican o dañan el citoesqueleto de la cabeza 

espermática, alteran la fosforilación de proteínas en tirosina y es posible que 

estén relacionados con los cambios en la localización de proteínas en los 

diferentes subdominios del espermatozoide criopreservado (Breitbart & 

Finkelstein, 2018). 

Por lo tanto, en la presente investigación se evaluó el efecto de la 

desestabilización de la actina de la teca perinuclear en el espermatozoide 

criopreservado del verraco, sobre la fosforilación de proteínas y distribución del 

fosfatidil inositol bifosfato, esto permitió tener un mejor entendimiento de los 

cambios moleculares que se producen durante la crioconservación y que afectan 

el comportamiento fisiológico del espermatozoide criopreservado y reducen su 

supervivencia o su potencial de fertilización. 
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2. ANTECEDENTES 

2.1 Morfología de los espermatozoides 

2.1.1 El espermatozoide 

El espermatozoide es una célula haploide que constituye el gameto masculino. 

Tiene una alta dinámica, aún después de la espermatogénesis continua con una 

serie de remodelaciones y adaptaciones inducidas por la interacción con su 

entorno: epidídimo, oviducto y vestiduras del óvulo (França et al., 2005) 

2.1.2 Características y parámetros generales del semen y los 

espermatozoides de verraco 

La evaluación espermática se realiza para verificar la calidad seminal y algunas 

características individuales de los espermatozoides. En el verraco adulto el 

volumen del eyaculado generalmente es de 150 a 200 ml con una concentración 

de espermatozoides de 200 a 300 millones/ml. En una muestra seminal normal 

el porcentaje de espermatozoides móviles se encuentra entre el 50 y el 80% y 

las morfoanomalías entre el 1-5%. (Hafez, 2002). Adicionalmente, el 

espermatozoide de verraco tiene una longitud total de 50-60 µm, de la cual 38-

43 µm corresponden al flagelo, mientras que la cabeza tiene una longitud de 8.5 

µm por 3 µm de ancho (Pesch & Bergmann, 2006). 

2.1.3 Morfología espermática  

El espermatozoide de verraco adquiere sus principales características durante el 

proceso de espermatogénesis (espermatocitogénesis, meiosis y 

espermiogénesis), pero luego de la espermiación presenta cambios de 

estructura durante su paso por el epidídimo y al llegar al oviducto sufre una serie 

de remodelaciones ultraestructurales. Para su estudio, el espermatozoide se 

divide en 3 regiones: cabeza, pieza de conexión o cuello y flagelo o cola (Pesch 

& Bergmann, 2006). 

La cabeza espermática es una estructura de apariencia piriforme, de tipo 

espatulado y con forma oval; básicamente está conformada por el acrosoma y el 

núcleo rodeados por la membrana plasmática. El núcleo espermático tienen una 

cromatina altamente condensada contenida en la con la teca perinuclear que lo 
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rodea, mientras que el acrosoma es una gran vesícula que contiene un arsenal 

de enzimas que participan en la reacción acrosomal (Pesch & Bergmann, 2006). 

La cabeza del espermatozoide a su vez se divide en tres regiones basada en las 

diferencias en composición y función de la membrana plasmática. Estas regiones 

o “dominios” corresponden a: 1) la región acrosomal, el área cubierta por el 

acrosoma, 2) el segmento ecuatorial, el área donde se inserta el acrosoma) y 3) 

el área postacrosomal, la zona que solo presenta membrana plasmática (Gadella 

et al., 2008). 

El cuello o pieza de conexión mide aproximadamente 1 µm y constituye un 

segmento ultracorto de conexión entre la cabeza y el flagelo del espermatozoide. 

Se encuentra unido anteriormente a la placa basal del núcleo y posteriormente 

a las fibras densas externas del flagelo. Está compuesto por los cuerpos 

laminares, columnas segmentadas y una estructura citoesquelética densa y 

fibrosa llamada "capitulum". Junto al capitulum se encuentran los centríolos 

proximal y distal. El cuello sirve como conector y pieza articular (Pesch & 

Bergmann, 2006). 

El flagelo es la parte de mayor longitud del espermatozoide, consta de las piezas 

media, principal y terminal. La pieza media mide cerca de 5 µm y se caracteriza 

por la presencia de la vaina mitocondrial que rodea el complejo axonemal y las 

fibras densas externas (ODF).  La pieza principal mide 30 µm y contiene 

internamente el axonema que está encerrado por ODF y vainas fibrosas 

longitudinales, orientadas circunferencialmente que terminan a 9-10 µm de la 

punta de la cola (Pesch & Bergmann, 2006). La pieza terminal es el segmento 

corto y delgado, donde se pierde la estructura de microtubulos del axonema, las 

vainas fibrosas y las fibras densas externas desaparecen. Los microtubulos que 

permanecen están rodeados de membrana plasmática (Nicander & Bane, 1962). 

2.2 Eventos fisiológicos del espermatozoide 

2.2.1  Capacitación espermática 

La capacitación de los espermatozoides representa uno de los pasos finales de 

la maduración. Es un prerrequisito para que los espermatozoides de mamíferos 

sean competentes para poder experimentar la reacción acrosomal, fusionarse y 
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fertilizar al óvulo. Ocurre in vivo en el tracto reproductor de la hembra o in vitro 

después de la incubación en un medio definido (Tardif et al., 2001). Involucra 

cambios fisiológicos y bioquímicos que incluyen la eliminación de colesterol de 

la membrana plasmática, lo cual aumenta su permeabilidad y fluidez. 

Posteriormente se producen modificaciones en los niveles de iones 

intracelulares e hiperpolarización de la membrana plasmática con la entrada al 

espermatozoide a través de los canales de membrana Catsper y NBC, de Ca2+ 

y bicarbonato (HCO3-) presentes en el líquido seminal al espermatozoide a 

través (Jin & Yang, 2017). La entrada del HCO3- activa los sistemas de 

mensajeros secundarios, incluida la adenilciclasa soluble (sAC,) que cataliza la 

síntesis de AMPc que a su vez activa a la proteína quinasa A (PKA). La activación 

de esta quinasa promueve la fosforilación de sustratos proteicos en residuos de 

tirosina, serina y treonina. Estas fosforilaciones de proteínas intracelulares 

especificas son un regulador esencial para que los espermatozoides tengan la 

capacidad de reconocer el óvulo, unirse a la zona pelúcida, experimentar la 

reacción acrosomal e iniciar la fecundación (Jin & Yang, 2017; Zigo et al., 2020). 

Durante la capacitación de los espermatozoides también se produce aumento 

del pH intracelular (pHi), remodelación del citoesqueleto de actina mediado por 

la polimerización de los filamentos de actina, hiperactivación de la motilidad 

caracterizada por un movimiento vigoroso y asimétrico del flagelo y producción 

de especies reactivas de oxígeno (ROS) como elementos de transducción de 

señales que activan los mecanismos intracelulares (Bragado et al., 2012; 

O’Flaherty et al., 2006). 

2.2.2 Reacción acrosomal 

La reacción acrosomal es un proceso exocítico organizado y progresivo que 

experimentan los espermatozoides capacitados e implica múltiples fusiones de 

la membrana acrosómica externa con la membrana plasmática suprayacente, 

resultando en la exposición y liberación del contenido enzimático del acrosoma 

al medio extracelular, lo que es esencial para la penetración del espermatozoide 

en la zona pelúcida del óvulo (Del Río et al., 2007). Las enzimas acrosómicas 

hidrolíticas como la hialuronidasa y acrosina permiten al espermatozoide pasar 

entre las células del cumulus que rodean al óvulo y cortar una hendidura estrecha 
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en la matriz de la zona pelúcida, suficiente para que el gameto acceda a la 

membrana plasmática del óvulo, a la cual se fusiona, desencadenando los 

eventos que constituyen la fertilización (Pesch & Bergmann, 2006). Una vez que 

ha reaccionado el acrosoma, la vida útil de los espermatozoides es corta y, si no 

se produce pronto la fertilización, el espermatozoides muere (Del Río et al., 

2007). 

La cascada bioquímica que conduce a la reacción del acrosoma (RA) inicia tras 

la unión de los espermatozoides capacitados a la zona pelúcida del óvulo, esto 

causa un aumento rápido y alto en la concentración de Ca2+ dentro del 

espermatozoide y la activación de mecanismos de señalización. La fosfolipasa 

C (PLC) cataliza la hidrólisis del fosfatidilinositol 4-5 bisfosfato (PIP2) para 

producir inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) y resulta en la liberación de 

p-gelsolina. La gelsolina sufre desfosforilación y activación, lo que permite 

mediar la conversión de actina-F en actina-G. Por otro lado, el IP3 activa canales 

de Ca2+ en la membrana acrosómica externa, lo que reduce las concentraciones 

del Ca2+ intra-acrosomal, lo que lleva a la activación de los canales de Ca2+ 

dependiente de Ca2+ en la membrana plasmática. Esto causa un aumento 

adicional del Ca2+ intracelular, que junto con el DAG activan a la proteína quinasa 

C (PKC) que media la reacción acrosomal (Breitbart & Finkelstein, 2015).   

2.3 Teca perinuclear de los espermatozoides 

2.3.1 Estructura y funciones de la teca perinuclear espermática 

La teca perinuclear de los espermatozoides (TP) es una cápsula citoesquelética 

de proteínas citosólicas y nucleares que rodea completamente el núcleo de los 

espermatozoides mamíferos, excepto en la región de la implantación de la cola 

(R. Oko & Maravei, 1994). En un principio la TP se conocía como sustancia 

perinuclear o matriz perinuclear al ser detectada por microscopia electrónica 

como un material electrodenso, con apariencia fibrilogranular que rodeaba al 

núcleo (Mújica et al., 2003; Sutovsky et al., 2003). 

La TP constituye una estructura rígida que da forma a la cabeza espermática, 

protege el DNA de lesiones mecánicas, físicas y químicas durante la maduración 

de los espermatozoides en el epidídimo y durante el transporte y la fertilización 
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de los espermatozoides en el sistema reproductor femenino. Además, la TP está 

involucrada en funciones espermáticas importantes, como la formación de 

dominios funcionales de la membrana plasmática y la penetración del 

espermatozoide en el óvulo durante el proceso de fertilización. Posteriormente, 

participa en la descondensación del material genético y la formación del 

pronúcleo masculino una vez que la TP se ha dispersado (Richard Oko & 

Sutovsky, 2009). Debido a la localización de esta estructura citoesqueletica se 

ha establecido que la TP asegura la estabilidad del acrosoma y participa en su 

ensamblaje (Alvarez et al., 2009). 

La TP también es considerada un reservorio de moléculas de señalización. Se 

han encontrado proteínas integrales únicas de la teca que participan en la 

activación del óvulo, la defensa anti-poliespermia y el desarrollo embrionario 

temprano, tales como la PLC-ζ, que se liberan en el citoplasma del óvulo cuando 

la TP se dispersa en la fertilización (Richard Oko et al., 2017). La PLC-ζ presente 

en la TP se ha propuesto como el factor soluble responsable de la activación del 

óvulo (Saunders et al., 2002). 

2.3.2 Composición de la teca perinuclear 

La teca perinuclear se puede dividir tanto estructural como composicionalmente 

en las regiones subacrosomal y postacrosomal (Mújica et al., 2003). 

Apicalmente, la TP reside entre la membrana acrosómica interna y la envoltura 

nuclear que forma la capa subacrosómica (SAL) o perforatorio, mientras que 

caudalmente, reside entre la membrana plasmática y la envoltura nuclear que 

conforma la lámina o envoltura post-acrosómica (PAS) o calix. (Figura 1). La 

capa subacrosomal de la TP se continua con la parte de la capa periacrosomal 

externa, que se intercala entre la membrana acrosómica externa y la membrana 

plasmática en la región ecuatorial (Richard Oko & Sutovsky, 2009).  

Rodeando la región apical de la vaina postacrosomal, la TP tiene una 

subestructura (sTP),  que desaparece tempranamente durante la fertilización, lo 

que podría ser usado como un marcador temprano de la disrupción de la teca 

(Juárez Mosqueda & Mújica, 1999). En el caso del espermatozoide del verraco 

la subestructura de la TP consta de proyecciones que se asemejan a grecas 

rodeando la cabeza del esperma. La sTP persiste en los espermatozoides 
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capacitados, pero desaparece en los gametos que reaccionaron el acrosoma 

(Barrientos et al., 2009). La sTP también sufre alteraciones en su integridad y 

está ausente en espermatozoides que fueron congelados (Gutiérrez-Pérez et al., 

2011). Por lo tanto, la TP puede sufrir cambios estructurales durante la 

capacitación y la reacción del acrosoma (Juárez Mosqueda & Mújica, 1999). La 

evaluación de esta estructura brinda información relevante de los efectos 

causados por la crioconservación sobre el citoesqueleto y su relación con la 

integridad acrosomal de los espermatozoides (Arancibia Salinas et al., 2007).   

  

Figura 1: Esquema de los subdominios de la cabeza del espermatozoide, la TP y las capas citoplasmáticas. 
A: acrosoma, SAL: capa subacrosomal, ES: segmento ecuatorial, PAS: vaina postacrosomal, CP: pieza de 
conexión de la cola del esperma. Adaptado de: (Richard Oko & Sutovsky, 2009; Toshimori, 2009). 

La composición molecular de la TP consiste en diversas proteínas agrupadas en 

tres clases: estructurales, de señalización y de tipo histonas. Algunas de las 

proteínas más estudiadas son la actina, calicina, espectrina, ciclina I y II, y 

proteínas de la vía de señalización de la tirosina de la familia SRC, incluidas 

PT32 y c-Yes (Sutovsky et al., 2003). 

2.3.3 Biogénesis de la teca perinuclear espermática 

La deposición y ensamblaje de las proteínas de la TP comienza en la etapa de 

espermátida redonda de las espermiogénesis y ocurre en dos distintas fases. La 

capa subacrosomal (SAL) de la TP se deriva principalmente de las vesículas 

secretoras del aparato de Golgi que se forman a partir de la secreción de varios 

gránulos pro-acrósómicos durante la primera fase de la formación del acrosoma. 

La SAL es también conocida como acroplaxoma por ser la estructura de anclaje 

de la vesícula acrosómica o capuchón acrosomal a la envoltura nuclear anterior 

(Richard Oko et al., 2017). Por su parte, la formación de la vaina postacrosomal 
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(PAS) de la TP surge principalmente de proteínas que son producidas en el 

lóbulo citoplasmático de la espermátida elongada, que viajan tanto a PAS como 

al segmento ecuatorial (ES) durante el descenso caudal del manchette 

microtubular durante la elongación de la espermátida (Richard Oko & Sutovsky, 

2009). 

2.3.4 Destino de la TP después de la fertilización 

La TP se disuelve rápidamente en el citoplasma del huevo durante la entrada de 

la cabeza del espermatozoide, en la etapa temprana de la fertilización, previo a 

la activación del huevo. Su eliminación precede a la reconstitución de una nueva 

envoltura nuclear con complejos de poros nucleares funcionales, además su 

solubilización permite el desarrollo normal del pronúcleo después de la 

fertilización (Juárez Mosqueda & Mújica, 1999; Sutovsky et al., 2003). 

2.4 Crioconservación de espermatozoides y desafíos actuales 

La crioconservación o congelación es el método más eficaz para la conservación 

a largo plazo de espermatozoides de mamíferos. Sin embargo, los 

procedimientos de congelación-descongelación pueden afectar la función y la 

supervivencia de los espermatozoides y disminuir el rendimiento reproductivo 

(Yeste, 2016). Los enfoques actuales de la crioconservación intentan conocer a 

profundidad los cambios moleculares que ocurren en la ultraestructura del 

espermatozoide durante el proceso de congelación-descongelación, para 

optimizar los protocolos de crioconservación y mejorar la tasa de vitalidad (Bonet 

et al., 2013). 

2.4.1 Principios de las criolesiones espermáticas durante la 

congelación y descongelación 

Las criolesiones causantes del daño celular que ocurren durante el proceso de 

congelación-descongelación son cambios físicos que afectan la estabilidad 

celular y de manera específica la integridad de la membrana plasmática, de la 

membrana mitocondrial, del acrosoma, del núcleo, del citoesqueleto y de otros 

componentes celulares importantes, como la teca perinuclear (Brien et al., 2019). 
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Uno de los desafíos para las células durante la crioconservación es el sobre 

enfriamiento que ocurre cuando la temperatura decrece por debajo de 0ºC y 

alcanza el rango de letalidad entre - 15ºC y - 60ºC, donde se produce el cambio 

de fase del agua intracelular y extracelular (Gao & Critser, 2000). El agua 

extracelular se congela, mientras que el contenido intracelular no lo hace al 

mismo tiempo, ya que permanece temporalmente sin congelar y sobreenfriada 

porque la membrana funciona como una barrera que impide que el cristal 

extracelular continúe creciendo hacia el interior de manera continua (Yeste, 

2016). 

La velocidad de enfriamiento es un factor importante para aliviar la formación de 

cristales de hielo y reducir el impacto de las bajas temperaturas en la integridad 

celular. Si la velocidad de enfriamiento es muy rápida el agua intracelular no fluye 

completamente hacia el exterior, por lo que al congelarse el interior de las células 

se congela y forman cristales de hielo en el citoplasma, lo que da como resultado 

las criolesiones (Muldrew & McGann, 1994). Por el contrario, si la velocidad de 

enfriamiento es muy lenta la mayor parte del agua sale y se concentran los 

solutos intracelulares. Las células se deshidratan, los orgánulos y la membrana 

experimentan una contracción de su volumen y queda expuestas a una elevada 

concentración intracelular de solutos antes que se alcance la temperatura a la 

que todos los componentes de la solución se solidifican (punto eutéctico). Esto 

afecta los complejos lípido-proteína, desnaturaliza las macromoléculas e induce 

una fusión irreversible de la membrana (Yeste, 2016). La elevada concentración 

intracelular de solutos también provoca cambios en la osmolaridad. El estrés 

hipertónico resultante puede cambiar el equilibrio electrolítico y esto puede llevar 

a que las células se hinchen más allá de su volumen isotónico normal, lo que 

puede provocar la lisis celular durante la descongelación (Gao & Critser, 2000).  

En criobiología se establece la teoría de los dos factores por los que ocurren las 

criolesiones: 1) debido a la formación letal de hielo intracelular a alta velocidad 

de enfriamiento y 2) debido a la concentración de solutos / electrolitos, 

deshidratación celular y reducción de la fracción no congelada en el espacio 

extracelular en baja velocidad de enfriamiento. La velocidad de congelación debe 

ser lo suficientemente lenta para permitir la salida de agua al exterior y evitar la 
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formación de hielo intracelular, y lo suficientemente rápida para evitar que se 

forme hielo en el interior  de la célula y para minimizar los criodaños debidos a 

una elevada concentración de solutos / electrolitos (Mazur et al., 1972). 

Otro cambio físico importante que ocurre durante la crioconservación es la 

transición de fases que sufren los lípidos de la membrana plasmática. En un 

estado fisiológico normal, la membrana se encuentra en un estado laminar como 

liquido cristalino. Al bajar la temperatura, los lípidos sufren alteraciones en las 

fases físicas. La reducción de los movimientos laterales de los fosfolípidos de la 

membrana que se produce cuando las temperaturas son inferiores a 5ºC 

disminuye la fluidez de la membrana, lo que eventualmente da como resultado 

una transición de la fase líquida a la fase de gel y la membrana se vuelve rígida 

y poco elástica (Holt, 2000b). 

Los diferentes lípidos de membrana presentan diferentes temperaturas de 

transición; algunos fosfolípidos insaturados se gelifican antes que otros y se 

producen separaciones de fases. Después de la gelificación las proteínas 

integrales de la membrana se agrupan irreversiblemente por la separación de las 

fases lipídicas, los lípidos de la membrana se reestructuran y se liberan algunas 

moléculas de colesterol (Vadnais & Althouse, 2011). Como resultado de estas 

alteraciones estructurales, se produce una alteración de las interacciones entre 

lípidos y proteínas, y algunas proteínas, como los canales iónicos, se translocan 

y/o pierden su función (Johnson et al., 2000). Esto hace que la membrana 

plasmática se desestabilice y pierda su permeabilidad selectiva, aumentando así 

la entrada de iones, como Ca2+ y bicarbonato, desde el espacio extracelular, lo 

que afecta la homeostasis (Watson, 2000). Estos cambios inducidos por la 

congelación son conocidos como criocapacitación o cambios similares a la 

capacitación (Leahy & Gadella, 2011). 

Por otra parte, la composición y propiedades biofísicas de las membranas 

plasmáticas están relacionados con la sensibilidad celular a los procedimientos 

de crioconservación (Bonet et al., 2013). La membrana plasmática de los 

espermatozoides de verraco es rica en fosfolípidos insaturados y pobre en 

moléculas de colesterol que aportan rigidez y estabilidad, y esto favorece la alta 
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sensibilidad de los espermatozoides de verraco a los daños inducidos por el 

shock térmico (Maldjian et al., 2005). 

Además, la supervivencia de los espermatozoides después de la 

crioconservación no solo implica criolesiones durante la congelación, sino 

también durante la descongelación ya que una lenta descongelación da como 

resultado la recristalización, mientras que una tasa rápida de descongelación 

puede producir estrés osmótico. El incremento osmótico en el citoplasma 

provoca que el agua entre y altere la membrana plasmática (Holt, 2000a).   

2.5 Proteínas y moléculas de interés de la TP y la membrana plasmática 
del espermatozoide 

2.5.1 Actina 

La actina es una proteína del citoesqueleto que tiene una alta dinámica en el 

espermatozoide de los mamíferos y ejerce una participación crucial en los 

procesos de capacitación, reacción acrosomal, y motilidad espermática (Breitbart 

& Finkelstein, 2015; Clarke et al., 1982). Está proteína puede estar presente 

como un monómero (actina-G o globular) o como parte de un polímero llamado 

actina-F (actina filamentosa) (Figura 2). El ensamblaje, la organización y la 

dinámica de la red de actina están controlados por la actividad de proteínas 

asociadas o de unión a actina, como la gelsolina (Romarowsky et al., 2016). La 

polimerización de actina es un proceso en el que unidades de actina globular, en 

presencia de ATP, se conectan entre sí para crear actina filamentosa (Pollard 

et al., 2000). La polimerización de la actina tiene lugar durante la capacitación 

espermática, mientras que antes de la reacción acrosomal ocurre una rápida 

despolimerización de la actina-F. El incremento de actina-F en la cabeza 

espermática crea una barrera física entre la membrana acrosómica externa y la 

membrana plasmática suprayacente, lo que previene una exocitosis acrosómica 

espontánea (Breitbart & Finkelstein, 2018). Los filamentos de actina inhiben el 

flujo osmótico de agua a través de una membrana semipermeable en proporción 

a la concentración del filamento (Ito et al., 1992). El aumento de actina-F durante 

la capacitación depende de la inactivación de la gelsolina por unión al 

fosfatidilinositol 4,5 bifosfato  (PIP2) y su fosforilación en tirosina 438 por las 

proteínas quinasas de la familia SRC (Breitbart & Finkelstein, 2015).   
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Figura 2: Estructura de la molécula de actina y filamento de actina. Adaptado: (Pollard, 2017). 

Con referencia a la localización en el espermatozoide, se ha identificado actina 

en la cabeza del espermatozoide, principalmente en región ecuatorial y post-

acrosomal y adicionalmente en el flagelo del espermatozoide (Fouquet & Kann, 

1992). En algunos estudios ultraestructurales se ha detectado actina en la teca 

perinuclear de espermatozoides de verraco, la misma que luego de proceso de 

congelación-descongelación presenta alteraciones en su patrón de localización, 

así como en su estado de agregación y esto influye en los procesos de 

capacitación y reacción acrosomal (Gutiérrez-Pérez et al., 2011). Por otra parte, 

es posible que las alteraciones  en el citoesqueleto de actina sean las 

responsables de la baja tasa de supervivencia y fertilidad de los espermatozoides 

después de la congelación-descongelación en esta especie (Barrientos et al., 

2009; Vincent et al., 1990). De igual forma, durante la criopreservación de otros 

tipos celulares se ha encontrado que por efecto de la baja temperatura, los 

filamentos de actina del citoesqueleto se despolimerizan y se pierde el equilibrio 

entre la actina globular y filamentosa (Vincent et al., 1990).  

2.5.2 Gelsolina 

Generalidades y funciones de la gelsolina sobre la actina 

Gelsolina es una proteína altamente conservada que pertenece a la superfamilia 

de proteínas de unión a actina (ABPs) que se expresa en todas las células 

eucariotas (Pollard, 2017). Esta proteína se descubrió en macrófagos como un 

factor que induce la transformación gel-sol de los filamentos de actina (Ono, 

2007). En presencia de concentraciones micromolares de calcio la gelsolina 

corta los filamentos de actina ensamblados y cubre el extremo más, o de 

crecimiento rápido, de los filamentos libres o recién cortados, evitando así la 
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adición de monómeros de actina y la polimerización (Finkelstein et al., 2010). En 

el espermatozoide esta proteína está implicada en la regulación de la motilidad, 

en la transducción de señales y en los reordenamientos dinámicos de la 

arquitectura citoesquelética (Finkelstein et al., 2013; McGough et al., 2003). 

Estructura y acción  

Gelsolina tiene un peso molecular de 90-92 kDa y consta de seis segmentos o 

dominios repetidos (S1-S6), cada uno de aproximadamente 120 residuos de 

longitud que están conectados por regiones enlazadoras de diferentes longitudes 

(Figura 3), (Corte et al., 1999). En su estructura tridimensional se han 

identificado regiones de unión de actina, calcio y fosfolípidos ácidos reguladores, 

como como el fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2) (Dos Remedios et al., 2003). 

La unión de PIP2 a la región entre S1 y S2 libera a la gelsolina de los filamentos 

de actina, proporcionando sitios libres para el ensamblaje de la actina-F, 

favoreciendo la polimerización (Finkelstein et al., 2010).  

  

Figura 3 : Estructura molecular esquemática de la gelsolina. En rojo S1 extremo NH2, S2 en amarillo, S3 
en verde, y S4 -S6 en verde y dorado. Adaptado: (Sun et al., 1999). 

 

Dinámica de la gelsolina de acuerdo al estado fisiológico de los 

espermatozoides 

Durante la capacitación se requiere polimerización de actina en los 

espermatozoides, pero antes de la reacción acrosomal la actina-F debe 

dispersarse.  Por este motivo, la gelsolina, una proteína que corta la actina se 

localiza en la fracción de actina-G antes de la capacitación, mientras que al final 

de la capacitación, la gelsolina se localiza en la fracción de actina-F (Breitbart & 

Finkelstein, 2015). Durante la capacitación espermática incrementan las 
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concentraciones de gelsolina en la cabeza del espermatozoide de forma 

concomitante con el aumento de actina-F, mientras que en el flagelo la gelsolina 

disminuye de manera significativa (Finkelstein et al., 2010). 

Importancia de la translocación de la gelsolina 

La translocación de la gelsolina de la cola a la cabeza se requiere por dos 

razones:1) La localización de la gelsolina con su sustrato actina-F en la cabeza 

del espermatozoide permite una dispersión eficiente de la actina-F, que es un 

paso necesario que debe ocurrir antes de la reacción acrosomal (Brener et al., 

2003), y  2) La exclusión de la gelsolina de la cola previene la despolimerización 

de actina-F, como consecuencia la F-actina aumenta en el flagelo de los 

espermatozoides durante la capacitación y se cree que es necesaria para el 

desarrollo de la hiperactivación de la motilidad (Breitbart & Finkelstein, 2015; 

Finkelstein et al., 2010). También se conoce que la inhibición de la síntesis de 

PIP2 previne la translocación de la gelsolina a la cabeza, mientras que el 

aumento de la síntesis de PIP2 lo mejora significativamente (Breitbart & 

Finkelstein, 2015). 

Por otra parte, el calcio intracelular también participa en la traslocación de la 

gelsolina a la cabeza, ya que induce cambios conformacionales de la proteína 

de su forma compacta a una forma más abierta y expone los sitios activos para 

interactuar con la actina (Ashish et al., 2007). 

Control de la actividad de gelsolina  

Para que se lleve a cabo exitosamente la polimerización de actina durante el 

proceso de capacitación la gelsolina debe mantenerse inactiva (Finkelstein et al., 

2013). La inactivación de la gelsolina durante la capacitación se produce por dos 

mecanismos: 1) por su unión a PIP2 y 2) mediante la fosforilación en tyr-438 por 

la tirosina quinasa de la familia SRC. Además, la unión de  PIP2 a gelsolina 

interfiere con la actividad de esta proteína evitando su actividad de corte sobre 

los filamentos de actina (Corte et al., 1999; Finkelstein et al., 2010). 

La activación de la gelsolina en espermatozoides capacitados ocurre antes de la 

reacción del acrosoma y depende de varios factores, entre ellos la presencia de 

calcio, pH bajo, la liberación de los fosfoinosítidos, la acción de fosfatasas y la 
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actividad de fosfolipasas. De tal manera que las concentraciones de calcio 

relativamente bajas causan cambios conformacionales en el extremo C de la 

gelsolina, que exponen su sitio de unión a la F-actina, mientras que las 

concentraciones más altas de calcio causan un segundo cambio conformacional 

que expone el sitio catalítico. Luego actúan tirosinas fosfatasas que desfosforilan 

los sitios fosforilados por SRC que la mantienen inhibida (Finkelstein et al., 

2013). 

Particularmente, la liberación de gelsolina unida a fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato 

(PIP2) ocurre mediante la activación de la fosfolipasa C (PLCy), que hidroliza al 

PIP2 y forma el inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) (Corte et al., 

1999). La PLC, al producir la hidrolisis de PIP2 en el espermatozoide, media la 

despolimerización de la actina, además esta enzima requiere de la elevación de 

calcio intracelular para su activación. Todos estos eventos en conjunto permiten 

la activación de la gelsolina, que rápidamente se une a los filamentos de actina 

y los corta, provocando la despolimerización de la actina F, un evento previo a la 

exocitosis del acrosoma (Finkelstein et al., 2010). Experimentalmente se ha 

demostrado que la actividad de corte de la gelsolina  y su estado de fosforilación 

se ven fuertemente afectadas por los niveles del PIP2 en la membrana celular 

(Wang et al., 2016). 

2.5.3 Fosfoinosítidos: PIP2 

Los fosfoinosítidos (PPIs) son glicerofosfolipidos que contienen inositol y tienen 

numerosas variables de grupos fosfato en sus grupos principales. Los PPIs son 

moléculas multifacéticas que desempeñan un papel crucial en la regulación de 

muchas funciones celulares, tales como la dinámica de la actina, la señalización, 

el tráfico intracelular, la regulación de los canales iónicos, la dinámica de la 

membrana, la transducción de señales y la adhesión de la célula a la matriz 

extracelular. Un elemento central de estos proceso celulares es el 

fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato (PIP2) (Mandal, 2020). El PIP2 un polifosfoinositido 

que constituye una de las siete posibles isoformas de los PPIs, se caracteriza 

por contener dos grupos fosfato conectados al anillo del inositol en la posición 4 

y 5 (Figura 4). El peso molecular de esta molécula es de 74 kDa. La síntesis de 

PIP2 ocurre por  fosforilación de PI5P que esta mediada por fosfatidil inositol 4 
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quinasa (PI4K) (Etkovitz et al., 2007). PIP2 es el principal fosfoinosítido en células 

mamíferas, comprende el 1% del contenido total de los fosfolípidos de la 

membrana plasmática y participa en las vías de señalización fundamentales que 

regulan el ensamblaje citoesquelético y otras funciones celulares (Breitbart & 

Finkelstein, 2015). A pesar de que el PIP2  solo representa una pequeña porción 

de la membrana total, juega un papel fundamental en la biología celular al regular 

los complejos multiprotéicos (Fatunmbi et al., 2020).  

 

Figura 4 : Estructura molecular del fosfatidilinositol 4-5 bifosfato. Adaptado: (Wang et al., 2012). 

PIP2 y el control del citoesqueleto de actina 

El PIP2 desempeña un rol en la organización y ensamblaje del citoesqueleto al 

interactuar con numerosas proteínas diferentes, entre ellas proteínas de unión a 

actina como la gelsolina, formina, cofilina, profilina, filamina, WASP y otras, que 

controlan la organización dinámica de la red de actina (Mandal, 2020). PIP2 

inactiva principalmente a proteínas de unión a actina que inhiben la 

polimerización de la misma y activa proteínas que impulsan el ensamblaje de los 

filamentos de actina (Janmey et al., 2019). 

PIP2 controla la actividad de gelsolina, cuando este fosfoinosítido de membrana 

se une a los dominios de interacción con PIP2 y permite que la proteína de corte 

se  libere del filamento y exponga los sitios para el ensamblaje de la actina 

(Breitbart & Finkelstein, 2015). Se han caracterizado tres sitios de unión de PIP2 

para gelsolina, dos de los sitios de unión compiten con los sitios de actina-F y 

actina-G (Mandal, 2020). 

Además, el fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato promueve la fosforilación de la 

gelsolina por la tirosina quinasa c-SRC. Experimentalmente se conoce que la 

fosforilación de gelsolina y otras proteínas de unión a actina en ausencia de 

fosfolípidos es débil, mientras que cuando se incuba con PIP2 se produce una 

inducción muy fuerte de la incorporación de fosfato, es decir la gelsolina al 
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interactuar con los fosfolípidos se convierte en un mejor sustrato para ser 

fosforilada. De tal manera que mejora la fosforilación de gelsolina a mayor 

presencia de PIP2 (Corte et al., 1999), por el contario se reduce la translocación 

y la fosforilación / inhibición de tyr-438 de gelsolina cuando disminuye los niveles 

de PIP2 (Breitbart & Finkelstein, 2015).  

PIP2 durante la capacitación espermática y reacción acrosomal 

El PIP2 es esencial durante la capacitación, considerando que la motilidad 

hiperactivada está mediada por la polimerización de actina dependiente de la 

actividad de la fosfolipasa D (PLD), lo que está regulado por la intercomunicación 

entre las proteínas quinasas A y C (PKA / PKC). PIP2 es un cofactor para la 

activación de PLD, regulando así el reordenamiento citoesquelético de la actina 

(Breitbart & Finkelstein, 2015; Etkovitz et al., 2007). 

El PIP2 también sirve como precursor de dos segundos mensajeros: el 

diacilglicerol y el IP3 producidos por su hidrólisis. El diacilglicerol activa a la PKC, 

que a su vez está involucrada en la polimerización de la actina y la reacción 

acrosómica. Por su parte, el IP3 moviliza Ca2+ de las reservas intracelulares y 

está involucrado en la regulación de las concentraciones del calcio intracelular 

en los espermatozoides. Otras proteínas presentes en los espermatozoides en 

la que el PIP2 sirve como efector y que participan en la regulación de la 

capacitación y la reacción acrosomal son el sustrato de cinasa C rico en alanina 

miristoilada (MARCKS), y el PI3K (Breitbart & Finkelstein, 2015).  

Distribución del PIP2 en membranas celulares  

Aunque el nivel promedio del PIP2 en las membranas celulares de mamíferos es 

del 1%, se sabe que PIP2 tiene una distribución heterogénea en las bicapas 

lipídicas y coexiste entre proteínas y lípidos (Bucki et al., 2019). Mediante el uso 

de anticuerpos anti-PIP2 se conoce que PIP2 está altamente enriquecido en la 

membrana plasmática dentro de dominios secuestrados de PIP2 que tienen un 

tamaño aproximado de 73 nm (Fatunmbi et al., 2020). La carga negativa del PIP2 

juega un papel crucial en la interacción con las proteínas intracelulares unidas a 

la membrana (Mandal, 2020).  
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Los niveles de PIP2 en la membrana se alteran rápidamente por la actividad de 

las cinasas y fosfatasas dirigidas por fosfoinosítidos (Mandal, 2020). La 

capacidad del PIP2 para regular el ensamblaje de actina en la membrana 

depende no solo de las concentraciones de PIP2, sino también de su distribución 

y organización dentro de la bicapa. Se cree que el colesterol tiene efectos sobre 

la agrupación de PIP2 y, por lo tanto, la orientación de las bicapas podría mediar 

indirectamente en las interacciones de PIP2-proteína (Fatunmbi et al., 2020). Es 

decir, no sólo la cantidad del fosfoinosítido altera la gelsolina libre o unida a 

actina en las células, sino que también la distribución de PIP2 y la presencia de 

colesterol controlan la actividad de la gelsolina (Wang et al., 2016).  

Durante la capacitación aumentan los niveles de PIP2 en la cabeza espermática 

simultáneamente al aumento de F-actina y gelsolina, pero existe una disminución 

en la cola del espermatozoide. La elevación de PIP2 en la cabeza mantiene la 

gelsolina inactiva y permite el ensamblaje de F-actina; mientras que la 

disminución de gelsolina en la cola permite el mantenimiento de niveles altos de 

F-actina en esta estructura, que es esencial para el desarrollo de la motilidad 

hiperactivada (Breitbart & Finkelstein, 2015). De tal manera que la cinética de la 

síntesis e hidrólisis de PIP2, y su distribución dentro de la bicapa lipídica controlan 

la dinámica del citoesqueleto de actina (Janmey et al., 2019).  

2.5.4 Tirosina quinasa SRC 

La SRC es el miembro más representativo de las quinasas de la familia SRC 

(SFKs), un grupo de tirosina quinasas que se expresan en todas las células de 

mamíferos y que están involucradas en varios procesos celulares 

fundamentales, como la interacción célula-célula, el ciclo celular, la proliferación, 

migración, adhesión, diferenciación, supervivencia y apoptosis (Bagnato et al., 

2020). En espermatozoides la tirosina quinasa SRC está involucrada en la 

capacitación, en la regulación de la reacción acrosomal (Varano et al., 2008), al 

afectar la fosforilación en tirosina de proteínas específicas y el influjo de calcio 

inducido por la progesterona (Bragado et al., 2012). 

Miembros de la familia SFKs   
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La familia de las SFKs son un grupo de tirosina quinasas no receptoras que 

constan de once miembros, entre los cuales la SRC es la enzima prototipo. Los 

miembros del grupo principal son: c-SRC, c-Yes, Fyn, Fgr, Blk, Hck, Lck y Lyn 

que están estrechamente relacionados, mientras que Frk, Srm y Brk constituyen 

un grupo relacionado más lejanamente (Parsons & Parsons, 2004). En 

espermatozoides porcinos se han identificado Lyn y c-Yes y dos isoformas 

activas, denominadas SFK1 y SFK2, detectadas mediante anticuerpos 

específicos que reconoce tirosina fosforilada (Bragado et al., 2012). c-Yes 

además se ha detectado en la teca perinuclear y participa en la capacitación 

espermática y la reacción acrosomal (Sutovsky et al., 2003). 

Estructura 

La c-SRC tiene un peso molecular de 59-66 kDa y consta de cuatro dominios de 

homología SRC (SH) consecutivos: SH-4 es un dominio único intrínsecamente 

desordenado, una región de unión a la membrana en su extremo N-terminal, que 

puede miristoilarse y/o palmitoilarse para permitir la localización de la proteína 

en la membrana (Varano et al., 2008). SH-2 y SH-3 son dominios reguladores 

que preceden a un gran dominio catalítico C-terminal (SH-1) que contiene 

residuos de tirosina importantes para la modulación de la cinasa, incluido un sitio 

de fosforilación autoinhibitorio característico (Figura 5) (Bagnato et al., 2020).   

               

Figura 5 : Estructura de dominios de la familia de las quinasas SRC. Adaptado: (Okada, 2012). 

Localización de SRC en los espermatozoides  

La SRC se ha detectado en la región acrosómica (Lawson et al., 2008), en el 

segmento ecuatorial y en la región post acrosomal de la cabeza, cuello y en todo 

el flagelo de los espermatozoides humanos (Varano et al., 2008). Esta tirosina 

quinasa está también asociada con la membrana plasmática (Leclerc & Goupil, 

2002) y con elementos citoesqueléticos como la teca perinuclear. La localización 

de la SRC en la cabeza del espermatozoide es similar a la localización de 
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gelsolina durante la capacitación, lo que explica su interacción y su función 

inactivante. Además, mediante inmunohistoquímica en secciones de testículos 

humanos se ha encontrado que la SRC se expresa durante la espermatogénesis 

desde el estadio de espermátidas redondas y alargadas en forma de media luna 

que rodean el núcleo, lo que sugiere una asociación con estructuras acrosómicas 

o su presencia dentro del acrosoma (Lawson et al., 2008).  

Actividad de SRC durante la capacitación 

Durante la capacitación de los espermatozoides la activación de la proteína 

quinasa A (PKA) fosforila a SRC en tyr-416. Este residuo se localiza dentro del 

bucle de activación y su fosforilación permite la apertura del sitio catalítico de la 

enzima, lo que conduce a la autofosforilación e induce la actividad cinasa 

(Breitbart & Finkelstein, 2015; Finkelstein et al., 2010). La activación de SRC 

también requiere Ca2+ (Lawson et al., 2008). Cuando SRC está activa fosforila a 

gelsolina en tyr-438, que está ubicada en el segmento 4 de la proteína (Corte 

et al., 1999). Mediante esta fosforilación inhibitoria, sumada al secuestro de 

gelsolina por el PIP2, la gelsolina se inactiva, se libera de los filamentos de actina 

y aumenta la polimerización de actina-F (Finkelstein et al., 2010). También es 

posible que SRC medie directamente la formación de F-actina al inhibir la 

proteína fosfatasa Ser/Thr PP1 (Breitbart & Finkelstein, 2015; Brener et al., 

2003). Por lo tanto, la actividad de SRC regula el proceso de polimerización de 

actina durante la capacitación de los espermatozoides (Rotfeld et al., 2014). No 

obstante, la actividad cinasa de la SRC además de la gelsolina fosforila 

numerosas proteínas del espermatozoide, incluyendo entre otras a una enolasa, 

HSP90, tubulina y dineína (Baker et al., 2006). 

Experimentalmente la formación de F-actina, la fosforilación de proteínas 

asociadas a la capacitación, la motilidad y la hiperactivación pueden ser 

bloqueadas inhibiendo la actividad de SRC con SU6656, lo que sugiere que la 

activación de SRC durante la capacitación es indispensable para la inhibición de 

gelsolina y el aumento de actina-F (Finkelstein et al., 2013). 

Actividad de SRC en la regulación de la reacción acrosomal 
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También se ha demostrado que la SRC está involucrada en la regulación de la 

reacción acrosomal. Durante la capacitación se estimula la actividad de la SRC, 

pero al final de la capacitación y previo a la ocurrencia de la reacción acrosomal 

se produce la inhibición de SRC, que junto a la acción de otros mecanismos 

activan a la gelsolina lo que contribuye a la dispersión de actina-F, que es 

necesaria para que ocurra la reacción del acrosoma. La inhibición de SRC en 

condiciones de capacitación aumenta la reacción acrosomal de los 

espermatozoides y disminuye el contenido de actina-F (Bragado et al., 2012). 

De tal manera  que la activación de SRC durante la capacitación, es 

indispensable para evitar la reacción espontánea del acrosoma, es decir 

funciona como un mecanismo regulador para asegurar que los espermatozoides 

capacitados permanezcan en este estado hasta que los agonistas fisiológicos 

induzcan la reacción del acrosoma en el momento adecuado (Bragado et al., 

2012).  

Fosforilación de proteínas en los espermatozoides  

La fosforilación de proteínas en residuos de serina, treonina y tirosina asociados 

con la capacitación constituye un tipo de modificación postraduccional 

importante que regula eventos celulares de los espermatozoides, como la 

motilidad (Leclerc & Goupil, 2002) y la hiperactivación del espermatozoide 

(Mitchel et al., 2008). El aumento de la fosforilación de proteínas en residuos de 

tirosina ocurre en condiciones fisiológicas durante la capacitación espermática y 

depende directamente de las actividades concertadas de las proteínas tirosina 

quinasas PTK (SRC) y las proteínas tirosina fosfatasas (PTP) (Lawson et al., 

2008). 

La fosforilación de proteínas en tirosina ocurre en diferentes compartimentos y 

regiones de la cabeza y flagelo de los espermatozoides (Lawson et al., 2008). 

En la cabeza espermática: la región acrosomal y el segmento ecuatorial son las 

principales regiones donde el contenido de fosfotirosina de las proteínas 

incrementa y están relacionados con la capacitación, la exocitosis acrosómica y 

es esencial para la unión de los espermatozoides con la zona pelúcida del óvulo 

en mamíferos (Varano et al., 2008); mientras que en el cuello y la pieza principal 
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del flagelo el incremento de la fosforilación está implicado en el aumento de la 

motilidad hiperactivada (Lawson et al., 2008). 

Sin embargo, se ha demostrado que el estrés térmico durante la 

crioconservación de los espermatozoides puede alterar la permeabilidad de la 

membrana plasmática, lo que también estimula la producción de especies 

reactivas de oxígeno (ROS) y provoca un aumento de la fosforilación de las 

proteínas en tirosina (Jin & Yang, 2017). Se cree también que el aumento de las 

proteínas fosforiladas en tirosina resulta de la activación de las proteínas tirosina 

quinasas y la inactivación de las proteínas tirosina fosfatasas (Visconti & Kopf, 

1998). El plasma seminal contiene fosfatasas ácidas que mantienen 

desfosforiladas las proteínas de los espermatozoides, por lo que una de las 

funciones del plasma seminal es mantener los espermatozoides en un estado  

no capacitado (Cross, 1996). No obstante, eliminar el plasma seminal en el 

procesamiento para la criopreservación podría conducir a un desbalance en la 

proporción de quinasas y fosfatasas y tener como resultado alteraciones en el 

estado de fosforilación de las proteínas del espermatozoide (Kumaresan et al., 

2011). Además,  se ha sugerido que el estado de fosforilación de proteínas en 

tirosina podría usarse como marcador para evaluar la “criocapacitación” del 

espermatozoide de verraco (Green & Watson, 2001).  

2.5.5 Fosfolipasa C ζ 

La fosfolipasa C-zeta (PLC-ζ) es una proteína citosólica especifica de los 

testículos, descubierta en el año 2002 (Saunders et al., 2002). PLC-ζ se ha 

identificado en varias especies, incluyendo los espermatozoides porcinos 

(Yoneda et al., 2006). Desde su descubrimiento y cada vez más a través del 

estudio molecular y la evidencia clínica se considera como una fuerte candidata 

para considerarse el factor derivado del espermatozoide que provoca el estímulo 

fisiológico que desencadena las oscilaciones de Ca2+ necesarias para la 

activación del óvulo (Amdani et al., 2016; Anifandis et al., 2019) y el desarrollo 

embrionario temprano durante la fertilización de los mamíferos (Saleh et al., 

2020). Se ha encontrado que durante la espermatogénesis del cerdo y otros 

mamíferos el ARNm de PLC-ζ se expresa desde el estadio de espermátida 

redonda y se traduce en la espermátida elongada  (Young et al., 2009). Además, 
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la PLC-ζ se integra como parte del acrosoma durante la fase de Golgi de la 

espermiogénesis humana (Aarabi et al., 2012).   

Estructura de la PLC-ζ 

En el espermatozoide de verraco la PLC-ζ tiene un peso molecular promedio de 

72 kDa (∼70-75 kDa). A nivel del segmento ecuatorial la cuantificación de PLC-

ζ reveló que contiene típicamente 10 fg/pL de la proteína (Fujimoto et al., 2004). 

Estructuralmente la PLC-ζ es la isoenzima de la familia de las PLCs más 

pequeña identificada en mamíferos (Saleh et al., 2020). La estructura de la PLC-

ζ consiste de cuatro dominios de mano EF en tándem en el extremo N, los 

dominios catalíticos X e Y en el centro de la molécula, seguidos de un solo 

dominio C2 en el extremo C (Figura 6).  Todos estos dominios son comunes a 

las otras isoformas de PLC (β, γ, δ, ε y η); no obstante, la PLC-ζ carece de un 

dominio de homología de pleckstrina (PH) N-terminal (Nomikos et al., 2011). Los 

dominios catalíticos X e Y están separados por un segmento corto, el enlazador 

XY, que a través de su carga neta positiva juega un papel importante en dirigir a 

PLC-ζ a las membranas intracelulares para interactuar con su sustrato cargado 

negativamente el PIP2 o experimentalmente a liposomas que contienen niveles 

casi fisiológicos de PIP2 (Nomikos et al., 2011, 2017). 

                  

Figura 6: Ilustración esquemática de la estructura de dominio de la PLC-ζ (verde: manos EF, azul: dominio 
catalítico X, amarillo: dominio catalítico Y, y cian: dominio C2. Adaptado: (Kashir, Jones, et al., 2012). 

Los dominios catalíticos X e Y son responsables de la hidrólisis del PIP2 (Young 

et al., 2009). Las manos EF son motivos de unión a Ca2+ y en la PLC-ζ tienen 

alta sensibilidad en comparación con las otras PLC presentes en las células 

somáticas (Fujimoto et al., 2004), lo que permite que PLC-ζ esté activa con 

niveles de Ca2+ en reposo dentro del citosol del óvulo, una vez que PLC-ζ entra 

después de la fusión del espermatozoide (Hachem et al., 2017). Todas estas 

características bioquímicas de PLC-ζ contribuyen a su potencia única para 



  

26 

 

estimular las oscilaciones de Ca2+ dentro de los óvulos de mamíferos (Kashir, 

Jones, et al., 2012; Nomikos et al., 2017). 

Papel propuesto de PLC-ζ en la activación del óvulo 

Estudios en mamíferos han señalado que la activación del óvulo es provocada 

por una fosfolipasa C específica  liberada por los espermatozoides denominada 

PLC-ζ (Saunders et al., 2002). El mecanismo de la PLC-ζ para la activación del 

óvulo comienza luego de la fusión del espermatozoide con el óvulo, donde PLC-

ζ se introduce y difunde desde el espermatozoide fertilizante hacia el ooplasma 

(Saunders et al., 2007). En el óvulo la PLC-ζ estimula la vía de señalización de 

fosfoinosítidos, hidrolizando vesículas que contienen PIP2 (Karl Swann & Lai, 

2016; Yu et al., 2012). Esto genera inositol-1,4,5-trifosfato (InsP3) y diacilglicerol 

(DAG). El InsP3 se une a los receptores de InsP3 (InsP3R) del retículo 

endoplásmico, provocando la liberación de Ca2+ (Nomikos, 2015). El calcio libre 

activa CaMKII (Calcio/Calmodulina-dependiente de protein kinasa II) e inhibe al 

LCR: factor citostático (CSF). Esta inhibición libera al complejo promotor de la 

anafase/ciclosoma (APC) y degrada los niveles de Ciclina BI del complejo MPF 

(factor promotor de la maduración) compuesto por CDK1 (Ciclina-dependiente 

de kinase I) y Ciclina B1. La reducción de Ciclina B1 inactiva MPF provocando la 

liberación del óvulo de la detención meiótica. Simultáneamente, el Ca2+ liberado 

también inactiva a la MAPK (proteína quinasa activada por mitógenos), 

permitiendo la formación del pronúcleo. Por su parte, el DAG activa la vía de la 

PKC (Protein Kinasa C) y traduce las señales de Ca2+ en respuestas celulares 

como la liberación de gránulos corticales (Amdani et al., 2016). 

Importancia de la PLC-ζ en la fertilización 

La importancia de la PLC-ζ como el factor fisiológico en la activación del óvulo 

ha sido confirmada en estudios que describen fenotipos de ratón “knock-out” de 

PLC-ζ, donde se mostró que espermatozoides que carecen de PLC-ζ funcional 

no logran inducir la liberación de Ca2+ cuando se microinyectaron en huevos de 

ratón mediante ICSI (inyección Intracitoplasmática) (Shannalee R. Martinez, 

Maresha S. Gay, 2016). Por otro lado, la inyección de proteína o ARNm de PLC-

ζ recombinante de ratón en ovocitos induce oscilaciones de Ca2+ idénticas a las 

observadas en la fertilización (Saunders et al., 2002). Además, la ausencia o 
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deficiente concentración de PLC-ζ es posible que aumente la poliespermia. 

(Saunders et al., 2007).  

En humanos se ha destacado la importancia crucial de la PLC-ζ en la fertilización 

al asociar las deficiencias (Heytens et al., 2009), mutaciones (Escoffier et al., 

2016), anormalidades en su estructura (Torra-Massana et al., 2019), expresión 

y patrón de localización de la PLC-ζ con ciertas formas de infertilidad por factor 

masculino (Saleh et al., 2020), considerando que la PLC-ζ es el estímulo 

fisiológico primario que desencadena el patrón específico de oscilaciones de 

Ca2+, asegurando la monospermia,  la activación exitosa del óvulo y el desarrollo 

embrionario temprano (K. Swann et al., 2006; Karl Swann, 2018).  

Localización de la PLC-ζ en los espermatozoides  

La PLC-ζ se ha identificado en espermatozoides de numerosas especies, 

incluyendo el bovino  (Mejía-Flores et al., 2017), porcino (Kaewmala et al., 2012; 

Nakai et al., 2011); equino (Bedford-Guaus et al., 2011); ratón (Fujimoto et al., 

2004; Saunders et al., 2002; Young et al., 2009) y humanos (Grasa et al., 2008; 

Kashir et al., 2013). Generalmente aparece localizada en distintas regiones 

subcelulares de la cabeza del espermatozoide: región acrosomal, segmento 

ecuatorial, región post acrosomal y consistentemente en la cola en todas las 

especies (Kashir et al., 2017).  Además, la PLC-ζ sufre cambios dinámicos 

durante la capacitación y la reacción del acrosoma (Young et al., 2009). 

En los espermatozoides de verraco, la PLC-ζ se ha detectado principalmente en 

regiones acrosomales y post-acrosomales de la cabeza (Nakai et al., 2011) y 

también en el flagelo (Kaewmala et al., 2012). Además se ha demostrado que la  

PLC-ζ está presente dentro del componente de la vaina post-acrosómica de la 

TP (Fujimoto et al., 2004). La localización post-acrosomal constituye el dominio 

que ingresa al óvulo y se pone rápidamente en contacto con el ooplasma 

después de la fusión de gametos, lo que concuerda con su papel de agente 

endógeno de activación del óvulo, dado que esta es la región en la que estudios 

previos han predicho que se ubicará el factor de activación endógeno del óvulo 

transmitido por espermatozoides de mamíferos (Sutovsky et al., 2003).     
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3. JUSTIFICACIÓN  

La crioconservación de semen de verraco sigue suponiendo una limitación 

tecnológica importante para el desarrollo de la reproducción de esta especie, lo 

que determina que debe realizarse un nuevo enfoque en el ámbito de la 

criobiología espermática que permitan conocer y entender con mayor 

profundidad los cambios moleculares y bioquímicos que ocurren en los 

espermatozoides durante el proceso de congelación-descongelación para 

obtener mejores resultados y proporcionarles así  mayor crio-resistencia a estas 

células. 

Desafortunadamente los espermatozoides porcinos son extremadamente 

sensibles a la criopreservación y sufren daños estructurales y bioquímicos que 

luego del proceso de congelación-descongelación acortan la vitalidad  y 

disminuyen la capacidad fecundante (Medrano et al., 2009). Una de las lesiones 

criogénicas importantes involucra el citoesqueleto de la cabeza espermática 

representado por la teca perinuclear (Benítez et al., 2008; Maldjian et al., 2005), 

que tiene un rol esencial dentro de la fisiología espermática por su constitución 

de proteínas de tipo estructural y de señalización (Amdani et al., 2016). El 

proceso de crioconservación produce desestabilización de la actina y esta 

alteración de sus proteínas puede tener efectos importantes en los procesos de 

capacitación y reacción acrosomal (Barrientos et al., 2009). 

Por lo tanto, comprender los cambios en los procesos fisiológicos del 

espermatozoide de verraco, como la fosforilación de proteínas, la distribución del 

fosfatidil inositol bifosfato o las alteraciones en la localización de las proteínas 

del citoesqueleto y aquellas que participan en la fertilización, que se producen 

por efectos de la crioconservación permitiría proveer información relevante para 

consolidar nuevos enfoques sobre la congelación-descongelación de las células 

y ayudaría a establecer mejores protocolos para la crioconservación de 

espermatozoides, biotecnología necesaria en cualquier sistema de explotación 

para mejorar la eficiencia reproductiva de esta especie. 
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4. HIPOTESIS 

Existen cambios en la distribución de las proteínas fosforiladas en tirosina, así 

como del fosfatidil inositol bifosfato y otras proteínas (gelsolina, tirosina cinasa 

SRC y fosfolipasa C-ζ) relacionados con la desestabilización del citoesqueleto 

de actina de la teca perinuclear en los espermatozoides criopreservados de 

verraco sometidos a capacitación y reacción acrosomal in vitro. 

 

5. OBJETIVOS  

5.1 Objetivo general: 

Evaluar en los espermatozoides criopreservados de verraco si además de la 

desestabilización de la actina de la teca perinuclear se modifica la distribución 

de las proteínas fosforiladas en tirosina y la del fosfatidil inositol bifosfato durante 

los procesos de capacitación y reacción acrosomal. 

5.2 Objetivos específicos:  

1. Conocer la distribución del fosfatidil inositol bifosfato en los 

espermatozoides frescos y criopreservados antes y después de los 

procesos de capacitación y reacción acrosomal. 

2. Determinar la localización y cantidad relativa de gelsolina de la teca 

perinuclear en espermatozoides frescos y criopreservados no 

capacitados, capacitados y capacitados con reacción acrosomal. 

3. Valorar la localización y cantidad relativa de PLC-ζ de la teca perinuclear 

en espermatozoide frescos y criopreservados no capacitados, 

capacitados y capacitados con reacción acrosomal. 

4. Evaluar la localización y cantidad relativa de SRC en espermatozoides 

frescos y criopreservados no capacitados, capacitados y capacitados con 

reacción acrosomal. 

5. Investigar la interacción entre, gelsolina-SRC, gelsolina-PIP2 y gelsolina y 

PLC-ζ. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Colección de semen y evaluación seminal 

Se obtuvieron mediante la técnica de mano con guante eyaculados de verracos 

clínicamente sanos pertenecientes al Centro de Enseñanza, Investigación y 

Extensión en Producción porcina (CEIEPP) de la Facultad de Medicina y 

Veterinaria de la Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM). Los 

eyaculados fueron diluidos 1:1 (v:v) con Androhep® Plus y transportados al 

Laboratorio de Morfología de la FMVZ-UNAM dentro de una caja térmica 

comercial de poliuretano para transportar el semen a temperatura de 23 °C. 

6.2 Evaluación de la motilidad espermática 

Una vez que las muestras de semen estuvieron en el laboratorio se procedió en 

primer lugar a evaluar la motilidad progresiva de los espermatozoides. Para este 

procedimiento se tomaron alícuotas de 10 μl y se colocaron sobre portaobjetos 

atemperados a 37 °C, luego se observó al microscopio óptico con el objetivo de 

40X y se realizó la evaluación del movimiento rectilíneo progresivo de los 

espermatozoides, al cual se calculó un porcentaje.  

6.3 Determinación de la concentración espermática  

Para determinar la concentración espermática se realizó una dilución 1:20 

mezclando 500 μl Tritón X-100 al 1% (Merck®) y 25 μl de muestra de semen. 

Luego se colocó 10 μl sobre la superficie de cada uno de los dos lados de la 

cámara de Neubauer. Se efectuó el conteo de 5 cuadros de la cámara de 

Neubauer en un Microscopio Leica DM500. Se obtuvo la media y se aplicó la 

fórmula de concentración espermática: [número de espermatozoides x factor de 

dilución (21) x dimensión de la cámara (10 000) x número de cuadrantes 

contados (5)] para conocer el número de espermatozoides por mililitro (ml) de 

semen.  

También se valoró la morfología para determinar morfoanomalías espermáticas, 

procedimiento que se realizó de manera simultánea durante el conteo en el 

hematocitómetro. Adicionalmente, de cada grupo experimental se evaluó la 

viabilidad de los espermatozoides por la tinción eosina-nigrosina y la integridad 
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acrosomal mediante la tinción azul de Comassie, siguiendo las técnicas de 

laboratorio estándar que se describirán más adelante.  

Los eyaculados con menos del 85 % de motilidad progresiva o con más de 15 % 

de anormalidades fueron descartados del estudio. 

6.4 Procesamiento del semen fresco para congelación  

El semen se dividió en dos partes: la primera fracción fue congelada y la otra 

parte se utilizó como semen fresco. De tal manera que las muestras fueron 

analizadas en dos etapas: antes de la congelación y después de la congelación. 

La muestra de semen se lavó por centrifugación a 1500 rpm durante 10 min para 

retirar el diluyente de transporte y el plasma seminal. Posteriormente, los 

espermatozoides se resuspendieron en el diluyente de conservación MR-A®3, 

KUBUS a una concentración de 300 x 106 células /ml. Luego se dividió en dos 

porciones de acuerdo al estado de conservación del semen de verraco asignado: 

frescos y congelados-descongelados, los cuales más adelante, luego de 

procedimientos in vitro adicionales, se subdividieron en los siguientes subgrupos 

que corresponden a diferentes estados fisiológicos de los espermatozoides: 

 Semen fresco: espermatozoides frescos no capacitados. 

 Semen fresco: espermatozoides frescos capacitados. 

 Semen fresco: espermatozoides frescos capacitados con RA. 

 Semen descongelado: espermatozoides descongelados no capacitados. 

 Semen descongelado: espermatozoides descongelados capacitados. 

 Semen descongelado: espermatozoides descongelados capacitados con RA 

Para realizar el proceso de congelación se utilizó el protocolo propuesto por 

Barrientos et al. (2009). Este protocolo a dos tiempos comprende una fase de 

refrigeración y una fase de glicerolización que se describe a continuación:  

6.4.1 Preparación de los diluyentes de congelación 

Para realizar la congelación de los espermatozoides de verraco previamente se 

prepararon los diluyentes de congelación de acuerdo al número de pajillas a 

congelar y el volumen de las mismas (0.5 ml). La formulación de diluyentes 

designados como diluyente A (fracción sin glicerol) y diluyente B (fracción con 

glicerol) contenían los ingredientes que se muestran en la Tabla 1. Una vez 
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adicionados los ingredientes en agua desionizada c.b.p, se centrifugó a 1500 

rpm durante 10 min. La pastilla formada se eliminó, luego se ajustó el pH (6.8–

7.4) con un potenciómetro y se aforó con agua desionizada c.b.p al volumen final. 

El diluyente A preparado se mantuvo a 16°C y el diluyente B a 5°C hasta su uso. 

Tabla 1: Composición del diluyente de congelación. 

Diluyente A 

 

 
Volumen preparado: 15 ml 

Dextrosa (g) 1.197 

Yema de huevo 20 % (ml) 3 

Gentamicina (ml) 0.15 

Agua desionizada cbp. (ml) 15 

 Diluyente B 

 Volumen preparado: 15 ml 

Dextrosa (g) 1.197 

Yema de huevo 20 % (ml) 3 

Gentamicina (ml) 0.15 

Glicerol (3 %) 0.45 

Agua desionizada cbp. (ml) 15 

6.4.2 Adición de los diluyentes de congelación 

Con base a la concentración espermática calculada, la concentración de 

espermatozoides por cada pajilla (150 x 106 espermatozoides) y el volumen 

disponible de los diluyentes A y B preparados, se realizaron los cálculos para 

conocer el volumen de muestra de semen disponible para congelar. Este 

volumen de semen se centrifugó a 1500 rpm por 10 minutos y la pastilla obtenida 

se resuspendió añadiendo el diluyente A, fracción sin glicerol (1/2 del diluyente 

total A+B). Inmediatamente la muestra de semen luego de ser resuspendiada en 

el diluyente A se mantuvo a temperatura de 16 °C durante 1h 30 min para su 

estabilización y más tarde en refrigeración a temperatura de 5 °C durante 2 h.  

Transcurrido este tiempo de enfriamiento, o fase de refrigeración, se añadió el 

diluyente B (fracción con glicerol) en 5 tiempos (5 %, 10 %,15 %, 20 %, 50 %) 

con intervalo de 10 minutos entre cada adición. Este proceso de glicerolización 

se realizó en refrigeración a una temperatura de 4 ºC. Al completar la adición del 

diluyente B la muestra de semen ajustada a una concentración de 150 x 106 

espermatozoides/ml se colocó en pajillas de 0.5 ml claramente identificadas y se 
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sellaron con alcohol polivinílico. Las pajillas a continuación fueron expuestas a 

vapores de nitrógeno líquido (-130 a -150 °C) durante 20 min dentro de sus 

gobelets en una caja de poliuretano con una distancia de 18 - 20 cm del espejo 

de nitrógeno líquido y finalmente fueron almacenadas en el tanque de nitrógeno 

líquido (-196 ºC) hasta el momento de la descongelación. 

6.5 Descongelación de pajillas y evaluación  

Transcurrido el tiempo mínimo de almacenamiento (15 días) se realizó la 

descongelación de las pajillas congeladas. Para el proceso de descongelación 

las pajillas fueron sumergidas en baño María a 37 ºC por 30 segundos. 

Inmediatamente los espermatozoides se reconstituyeron en diluyente MR-A®3, 

KUBUS en una dilución 1:6 (v:v) y se incubó a 37 °C por 10 min. Para retirar el 

diluyente de congelación se realizaron tres lavados por centrifugación en MR-

A®3, a 3000 rpm por 3 min. La muestra espermática obtenida fue utilizada para 

los procedimientos posteriores. 

6.6 Capacitación espermática y reacción acrosomal 

Las muestras de espermatozoides frescos y congelados-descongelados (300 x 

106 células) fueron divididas en dos alícuotas. La primera alícuota (100 x 106 

células/ml) fue designada como espermatozoides frescos o congelados-

descongelados no capacitados (espermatozoides no tratados) y fueron 

resuspendidos en diluyente MR-A®3. La segunda alícuota (200 x 106 células/ml) 

fue utilizada para incubar a los espermatozoides e inducir la capacitación in vitro 

y la reacción acrosomal de los espermatozoides frescos o congelados-

descongelados de verraco. Estos grupos se denominaron espermatozoides 

capacitados y capacitados con reacción acrosomal respectivamente.  

Antes de la incubación, los espermatozoides frescos y congelados-

descongelados fueron purificados pasando por un gradiente de densidad de 

Ficoll al 20 % (Sigma®) en diluyente MR-A®3 para asegurar que solo las células 

vivas e integras fueran empleadas en los ensayos experimentales. El mismo 

procedimiento se realizó posteriormente con los espermatozoides frescos y 

congelados-descongelados no capacitados. Los espermatozoides colocados en 

el gradiente de Ficoll al 20 % fueron centrifugados a 2500 rpm durante 10 min a 
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temperatura ambiente, luego se realizaron 3 lavados por centrifugación a 3000 

rpm durante 5 min y la pastilla se resuspendió en diluyente MR-A®3 entre 

lavados.  

Las muestras de espermatozoides frescos y congelados-descongelados 

posterior al enriquecimiento de las células vivas para inducir la capacitación in 

vitro y la reacción acrosomal previamente se ajustaron a una concentración de 

100 x 106 células/ml y luego se incubaron en medio de capacitación TALP 

(modified HEPES-buffered Tyrode’s médium, Cell and Mollecular Tecnologies, 

Levallete, NJ), (1ml de medio de capacitación / 25 x 106 células). El medio 

HEPES-Tyrode-albumina-lactato-piruvato contenía: NaCl: 116.0 mM, KCl: 3.1 

mM, NaHCO3: 15.0 mM (J.T. Baker®), NaH2PO4: 0.3 mM (Merck®), lactato de 

sodio: 21.7 mM, MgSO4: 0.4 mM, CaCl2H2O: 4.5 mM, HEPES: 20.0 mM, Rojo 

fenol: 20 ug/ml, Piruvato de sodio: 1.0 mM (Sigma Aldrich®), BSA: 3 mg/ml, 

glucosa: 5.00 mM (Amresco®) y gentamicina: 100 ug/ml (Tornel Laboratorios®); 

pH 7.4 y 270-290 mosmol.  La incubación se llevó a cabo durante 2 h a 38 °C, 

5% de CO2, y 100 % de humedad relativa para conseguir la capacitación in vitro 

y 4 h para inducir la reacción acrosomal de los espermatozoides de verraco.  

Las muestras de espermatozoides tanto frescos como congelados-

descongelados de cada uno de los grupos experimentales: no capacitados, 

capacitados y capacitados con reacción acrosomal fueron procesados y 

asignados para los diferentes procedimientos que incluyen la inmunocitoquímica, 

la extracción de proteínas de la teca perinuclear usada para la técnica de western 

blot, la co-inmunoprecipitación y la evaluación espermática de la vitalidad y el 

estado acrosomal. 

6.7 Inmunocitoquímica 

Para la inmunocitoquímica previamente se prepararon las laminillas donde se 

realizó un círculo para la colocación de la muestra de espermatozoides, se 

lavaron y se dejaron secar al ambiente. Las muestras de espermatozoides 

ajustada a una concentración de 100 x 106 células/ml de cada grupo 

experimental frescos o congelados-descongelados en los diferentes estados 

fisiológicos, se fijaron con paraformaldehído al 4 % en solución salina tamponada 

con fosfato (PBS: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1.76 mM KH2PO4, 17.4 mM 
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Na2HPO4). Luego se extendieron mediante frotis en laminillas portaobjetos de 

microscopio, se realizó la hidratación de las células mediante pases rápidos en 

un gradiente descendente de alcohol etílico: 100 %, 96 %, 90 %, 80 %, 70 % y 

agua destilada. Se dibujó una circunferencia con un marcador hidrófobo (Liquid-

repellent Slide Marker Pen, NewComerSupply®) alrededor de la muestra e 

inmediatamente se colocó 100 μl de solución para permeabilizar (Triton X-100 al 

0.2 %, Tween 20 al 0.1 % en PBS) y se mantuvieron en agitación por 20 min. 

Transcurrido este tiempo se realizaron lavados con PBS, PBS-Tween (Tween 20 

al 0.1 % en PBS) y PBS.  A continuación, se añadió 100 μl de solución de 

peróxido al 3 % (peróxido de hidrogeno H2O2) y se dejó actuar por 10 min. Este 

procedimiento se realizó por tres veces con lavados entre cada uno. 

Posteriormente se colocó 100 μl del bloqueador de proteínas Background Sniper 

(Kit comercial, Biocare Medical®) y se mantuvieron en agitación por 10 min. Este 

procedimiento se realizó por cuatro veces.  Luego, las muestras se incubaron 

durante toda la noche a 4 °C con los anticuerpos primarios apropiados: anti-

fosfotirosina (p-Tyr PY20, sc-508, Santa Cruz Biotechnology, INC®. dilución 

1:50), anti-gelsolina (Gelsolin c-20, sc-6406, Santa Cruz Biotechnology, INC®. 

dilución 1:25); anti-PIP2 (PIP2 2c-11, sc-53412, Santa Cruz Biotechnology, INC. 

dilución 1:50); anti-SRC (SRC, SAB4502845, Sigma-Aldrich®, dilución 1:100) y 

anti-PLC-ζ (PLCZ1, OABF01559, Aviva Systems Biology®, dilución 1:100), 

excepto en las laminillas del control negativo donde se colocó bloqueador de 

proteína Background Sniper (Biocare Medical®).       

Después de la incubación con el anticuerpo primario, se lavaron las laminillas en 

PBS, PBS-Tween, TBS rojo fenol, PBS. Enseguida se colocó 50 μl de la solución 

de peróxido al 3% y se incubó por 10 min. Luego se añadió 50 μl del Trekkie 

Universal Link (Biocare Medical®) o goat anti-mouse IgG-HRP, dilución 1:100 

(Sigma®) utilizado como anticuerpo secundario biotinilado y se dejó incubar 

durante 30 minutos. Al finalizar se efectuó el lavado como ha sido descrito. 

Inmediatamente se colocó en cada una de las muestras 50 μl de Trek Avidin 

HRP Label (Biocare Medical®) que contiene estreptavidina conjugada con 

peroxidasa de rábano picante (HRP) y se incubaron por 20 min. A continuación, 

se adicionaron 60 μl del cromógeno preparado (Betazoid DAB Chromogen) 

diluido en Betazoid DAB Sustrate Buffer (Biocare Medical®) y se incubó durante 
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5 min, de tal forma que los complejos antígeno-anticuerpo se detectaron 

utilizando el método de estreptavidina-biotina-peroxidasa (LSAB) con 

tetrahidrocloruro de 3,3-diaminobencidina como sustrato cromogénico. 

Luego las muestras se tiñeron con 50 μl de hematoxilina por 1 min. Al finalizar el 

tiempo de tinción las laminillas se lavaron en agua destilada y seguidamente 

fueron deshidratadas por pases rápidos en concentraciones ascendentes de 

alcohol etílico: 70 %, 80 %, 90 %, 96 % y 100%. Finalmente, las laminillas se 

lavaron en xilol al 60% para retirar el marcador hidrófobo e inmediatamente sobre 

la muestra se colocó una gota de resina sintética (HYCEL®) que se cubrió con 

una lámina portaobjetos. Todas las laminillas se dejaron secar al ambiente 

durante 24 h hasta su observación.   

La inmunocitoquímica se evaluó usando un microscopio Leica DMLS a 1000 

aumentos de magnificación (lente objetivo 100X) que estaba acoplado a una 

cámara digital Leica DMLS y un software de visualización XL View, versión 

6.2.4.5 para la observación de la coloración marrón correspondiente a la 

localización de las proteínas y moléculas especificas en los diferentes 

subdominios del espermatozoide. Se efectuó el conteo de 100 espermatozoides 

por laminilla. 

6.8 Extracción de proteínas de la teca perinuclear  

Las muestras de espermatozoides ajustadas a una concentración de 200 x 106 

células /ml de cada grupo experimental frescos o congelados-descongelados en 

los diferentes estados fisiológicos (NC, C, RA) fueron centrifugadas a 3000 rpm 

durante 5 min a 4 °C por 3 veces y luego fueron resuspendidos en 1 ml de DPBS 

+ Inhibidores de fosfatasas (Phosphatase Inhibitor Cocktail tablets- 

Phosphostop®, Roche Diagnostics) y proteasas (Phosphatase Inhibitor Cocktail 

tablets Complete®, Roche Diagnostics). Inmediatamente los espermatozoides 

fueron sonicados (QSonica Sonicators, Q125, Churchill Hill Road Newton, CT) a 

65% de amplitud durante 10 segundos por tres veces para facilitar la separación 

de cabezas y colas de los espermatozoides. La muestra se centrifugó a 3000 

rpm durante 5 min y la pastilla fue lavada tres veces en 1 ml de DPBS + 

Inhibidores de fosfatasas (Phosphostop®) y proteasas (Complete®) entre 

lavados, recuperando con ello las cabezas espermáticas localizadas en el 
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sedimento o pastilla. Posteriormente la muestra fue tratada con 65 μl de Brij 36-

T al 10 % y se incubó por 45 segundos a 4 °C, luego se centrifugo a 3000 rpm 

durante 5 min por dos veces y la pastilla se resuspendió en 1 ml de DPBS + 

Inhibidores de fosfatasas (Phosphostop®) y proteasas (Complete®) entre 

lavados. Nuevamente la muestra se resuspendió en 1ml de DPBS + Inhibidores 

de fosfatasas (Phosphostop®) y proteasas (Complete®) y fue tratada con 65 μl 

Brij 36-T 10 % y 75 μl de Dithiothreitol 50 mM (DTT). Se incubó durante 30 min 

a 4 °C. Por último, las muestras fueron centrifugadas a 13500 rpm durante 15 

min a 4 °C. Para la precipitación de las proteínas extraídas, los sobrenadantes 

fueron recuperados, previamente muestras alícuotas fueron tomadas para la 

cuantificación de proteínas y el resto adicionados con 1 ml acetona fría y 

mantenidos en congelación por 24 h. Las pastillas obtenidas fueron fijadas en 

paraformaldehído 4 % y refrigeradas. Las proteínas precipitadas con acetona 

fueron obtenidas por centrifugación a 13500 rpm durante 15 min a 4°C. La 

pastilla formada se resuspendió en 20 µl de agua ultrapura y se les adicionó 

amortiguador de carga (Loading buffer: 2x Laemmli buffer: 4% SDS 10%, 2-

mercaptoethanol, 20% glicerol 0.004% azul de bromophenol, 0.125 M Tris-HCl) 

en una dilución 1:1 e inmediatamente las muestras se hirvieron a 95 °C durante 

5 min. 

La evaluación de la concentración de proteínas se realizó mediante el método 

de absorción a través de la medición de la absorbancia UV utilizando el equipo 

NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific®) acoplado a un software ND-

1000V3.5.2. Las proteínas precipitadas fueron posteriormente separadas en 

geles SDS-PAGE y transferidas a membranas PVDF para la inmunodetección 

de las proteínas en estudio. 

6.9 Western blot 

Para la inmunodetección, se utilizó una concentración de 30 μg/μl de proteína. 

Las muestras experimentales y el marcador de peso molecular (Precision Plus 

Protein™ Dual Color Standards, BioRad®) fueron corridas en SDS-PAGE en gel 

de poliacrilamida al 10 %, amortiguador de corrida (Running buffer: 

Tris/glicina/SDS: 25 mM Tris, 190 mM glicina, 0.1 % SDS), durante 2 h 30 min, 

inicialmente con un voltaje de 90 voltios (V) y finalizando con 110 V. Luego las 
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proteínas separadas en los geles se electrotransfirieron a membranas de fluoruro 

de polivinilideno o PVDF (Transfer membrane - Inmobilion® - P) durante 2 h a 

250 miliamperios (mA). (Transfer buffer: 25 mM Tris, 190 mM glicina, 20 % 

metanol). 

Una vez transferidas las proteínas, los sitios no específicos de las membranas 

se bloquearon por incubación en albumina al 0.5 % en solución salina tamponada 

con Tris (TBS: NaCl 150 mM,100 mM Tris-HCl, pH 7.6) suplementada con 

monolaurato de polioxietilensorbitano al 0,1 % (Tween 20, Merck®) durante 1 h. 

Posteriormente, las membranas se incubaron durante toda la noche a 4 °C en 

agitación con el anticuerpo primario específico: anti-gelsolina (Gelsolin c-20, sc-

6406, Santa Cruz Biotechnology, INC®; dilución 1:100), anti-SRC (SRC, 

SAB4502845, Sigma-Aldrich®; dilución 1:500) y anti-PLC-ζ (PLCZ1 antibody 

OABF01559, Aviva Systems Biology®; dilución 1:200); en solución de bloqueo 

(albumina 0.5 % + TBS-Tween).   

Al siguiente día las membranas se lavaron cinco veces con TBS-Tween, luego 

se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente en agitación con 2 ml del 

anticuerpo secundario: IgG anti-goat o anti-rabbit (2° Antibody Solution Alk Phos. 

conjugated) del Kit comercial Western Breeze Chemiluminescent 

Immunodetection System de Novex®; o goat anti-mouse IgG-HRP, dilución 

1:100 (Sigma®) y se lavaron nuevamente. Por último, las membranas se 

procesaron para revelar las bandas positivas de las proteínas, para ello se 

añadió el sustrato de quimioluminiscencia (Chemiluminescent Substrate-CDP 

Star®) del Kit comercial Western Breeze Chemiluminescent Immunodetection 

System de Novex® y se expusieron a películas Kodak BioMax XAR film 

(Kodak®) durante 5-10 min para su detección. Las películas posteriormente se 

procesaron en solución de revelado (Processing Chemicals KODAK D-19 

Developer- Sigma®) y solución de fijación (Processing Chemicals KODAK Rapid 

Fixer- Sigma®) para su visualización. La intensidad de las bandas obtenidas se 

analizó por densitometría (OD: densidad óptica) utilizando el software ImageJ 

(Versión. 1.8.0_172, National Institutes of Health), el mismo que permite la 

medición de perfiles de densidad, alturas pico, así como la intensidad pico 

(promedio de la OD banda, INT) o el volumen (promedio de la OD la banda 
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multiplicado por su área, INT x mm2) de la banda del peso molecular esperado 

(Gassmann et al., 2009). Los resultados obtenidos se transformaron en 

porcentajes de densidad que representan la cantidad relativa de la proteína.  

Las membranas además se despojaron mediante lavados en buffer stripping (10 

% SDS, 0.5 M Tris - HCl, pH 6.8, 0.1 % 2-mercaptoetanol y agua ultrapura) y se 

volvieron a sondar luego de la incubación con anticuerpos primarios específicos. 

anti-gelsolina, anti-SRC y anti-PLC-ζ. Se utilizaron 30 μg/μl de extracto de 

proteína de cerebro de rata como control positivo.  Para el análisis y evaluación 

se realizaron tres replicas.  

6.10 Co-inmunoprecipitación 

Los espermatozoides no capacitados, capacitados y capacitados con reacción 

acrosomal, tanto frescos como congelados-descongelados, fueron igualmente 

tratados para la extracción de proteínas de la TP. Una vez concentradas y 

cuantificadas las proteínas obtenidas, se tomaron 300 μg de extracto proteico de 

cada grupo experimental y se incubó con 5 μl del anticuerpo a precipitar: 

gelsolina (Gelsolin antibody OAAD00157) en buffer PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM 

KCl, 1.76 mM KH2PO4, 17.4 mM Na2HPO4) durante toda la noche a 4 °C, sobre 

una plataforma basculante giratoria. Luego se añadió 10 μl de Proteína G 

Plus/Proteína A agarosa (Calbiochem®) y nuevamente se incubó durante toda 

la noche a 4 °C en agitación.  

Los inmunoprecipitados o complejos anticuerpo-Proteína G Plus/Proteína A 

agarosa fueron recuperados por centrifugación a 2500 rpm por 6 min a 4°C. 

Posteriormente el sedimento se lavó 3 veces por centrifugación a 2500 rpm por 

5 min en buffer PBS.  Después del lavado final, se eliminó el sobrenadante y el 

sedimento o pellet se resuspendió en 40 μl de Buffer de muestra de electroforesis 

o amortiguador de carga. A continuación, las muestras se hirvieron durante 5 min 

y se almacenaron en congelación (-20 °C) hasta su análisis mediante SDS-PAGE 

y western blot para revelar las proteínas o moléculas co-inmunoprecipitadas. Se 

uso como control positivo las preparaciones totales de la proteína extraída de la 

TP de la cabeza de los espermatozoides de verraco. 
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6.11 Tinciones de evaluación espermática 

6.11.1 Vitalidad espermática: Eosina-nigrosina 

Para evaluar la vitalidad espermática se tomaron 10 µl de la tinción eosina-

nigrosina (eosina 1 %, nigrosina 10 %, HYCEL®) y se mezcló con 40 µl de la 

muestra espermática ajustada a una concentración de 35 x 106 células /ml de 

cada grupo experimental, frescos o congelados-descongelados en los diferentes 

estados fisiológicos (NC, C, RA). Inmediatamente la muestra espermática se 

incubó por 5 min a 37 °C. Transcurrido este tiempo se colocó una gota de 10 µl 

sobre portaobjetos y se realizó un frotis. Las laminillas se dejaron secar a 

temperatura ambiente para su posterior observación y lectura en un microscopio 

Leica DM500 con un lente objetivo 40x. Para la evaluación e interpretación se 

contaron 100 células y se determinó el porcentaje de espermatozoides vivos, ya 

que éstos no se tiñeron, mientras que los espermatozoides muertos se tiñeron 

de color lila o rosado debido a que su membrana estaba dañada. 

6.11.2 Integridad acrosomal: Azul de Comassie 

Para evaluar la integridad del acrosoma la muestra de espermatozoides se ajustó 

a una concentración de 35 x 106 células /ml de cada grupo experimental frescos 

o congelados-descongelados en los diferentes estados fisiológicos (NC, C, RA). 

La muestra espermática se fijó con 100 µl de paraformaldehído al 4 % durante 

15 min, luego se lavó por centrifugación a 3000 rpm/ 4 min durante 3 veces y se 

resuspendido con 100 µl medio DPBS (Gibco® by life Technologies) entre 

lavados. Después de la tercera centrifugación finalmente se resuspendió el pellet 

en 80 µl de Cloruro de amonio (50mM). A continuación, se colocó una gota de 

10 µl sobre laminillas portaobjetos y se realizó el frotis. Las laminillas se dejaron 

secar a temperatura ambiente y posteriormente fueron sumergidas durante 10 

min en un vaso copplin que contenía la tinción azul de Comassie (azul brillante 

G-250 0.1%, metanol 50 %, ácido acético glacial 100 % y agua bidestilada cbp.) 

posteriormente las laminillas se lavaron con agua destilada y se dejaron secar al 

ambiente para su posterior observación y lectura en un microscopio Leica DM500 

con un lente objetivo 40X.  Para la evaluación e interpretación se contaron 100 

células. La prueba azul de Comassie clasifica la integridad acrosomal como: 

integra (acrosoma bien definido intensamente teñido), dañada (acrosoma 
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difusamente teñido, con pérdida de continuidad y/o perdida de material) y 

ausente (ausencia definitiva del acrosoma). Las dos pruebas de tinción para la 

evaluación espermática se hicieron por duplicado para cada grupo experimental. 
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Esquema de la Metodología de Investigación 
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6.12 Análisis estadístico 

Para evaluar el efecto del factor estado fisiológico de los espermatozoides 

frescos y congelados-descongelados en las variables respuesta: patrón de 

fosforilación de proteínas en tirosina y localización de gelsolina, PIP2, PLC-ζ, en 

los diferentes subdominios de la cabeza y el flagelo, se aplicó un diseño de un 

factor completamente aleatorizado como se describe en el siguiente arreglo: 

 

Estado fisiológico de los espermatozoides frescos y congelados-descongelados 

Frescos No 
capacitados 

 Frescos 
Capacitados 

Frescos 
Capacitados 

con RA 

Descongelados 
No capacitados 

Descongelados 
Capacitados 

Descongelados 
Capacitados 

con RA 

 5 replicas  5 replicas  5 replicas  5 replicas  5 replicas  5 replicas 

 5 replicas  5 replicas  5 replicas  5 replicas  5 replicas  5 replicas 

 5 replicas  5 replicas  5 replicas  5 replicas  5 replicas  5 replicas 

 5 replicas  5 replicas  5 replicas  5 replicas  5 replicas  5 replicas 

 

El análisis del modelo se realizó con la librería ez 4.4-0 (Analysis and 

Visualization of Factorial Experiments) del software estadístico R 3.6.2. El 

modelo se describe a continuación: 

                                                 Yij= µ + Φj + εij 

Dónde: 

Yi: es la variable respuesta; 

µ: es la media general; 

Φj: es el efecto fijo del j-ésimo grupo (j= frescos no capacitados, frescos 

capacitados, frescos capacitados con RA, descongelados no capacitados, 

descongelados capacitados y descongelados capacitados con RA); 

εij: es el error aleatorio que se distribuye como una N~ (0,1). 

Se realizó el Análisis de varianza (ANOVA) para determinar si existe evidencia 

estadística de un efecto del factor. Para la comparación de medias se utilizó la 

prueba de Fisher-LSD con ajuste de Bonferroni para el p-value. Se probaron los 

supuestos de normalidad, linealidad, heteroscedasticidad, datos influyentes, etc., 

con apoyo de la librería gvlma 1.0.0.3 (Global Validation of Linear Models 

Assumptions), implementada en R.  
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Adicionalmente, para la técnica de western blot con los resultados de la 

densitometría (densidad óptica del área las bandas positivas) medidas a través 

del software ImageJ (Versión. 1.8.0_172, National Institutes of Health), de las 

bandas específicas correspondientes a las proteínas: gelsolina, tirosina cinasa 

SRC y fosfolipasa C-ζ, se realizó el Análisis de la varianza (ANOVA) y la prueba 

Tukey para la comparación de medias. El modelo estadístico usado se presenta 

a continuación: 

                                                 Yij= µ + Φj + εij 

Dónde: 

Yi: es la variable respuesta; 

µ: es la media general; 

Φj: es el efecto fijo del j-ésimo grupo (j= frescos no capacitados, frescos 

capacitados, frescos capacitados con RA y en otro orden, descongelados no 

capacitados, descongelados capacitados, descongelados capacitados con RA); 

εij: es el error aleatorio que se distribuye como una N~ (0,1). 

Se probaron los supuestos de normalidad y heteroscedasticidad. 

En todas las pruebas se usó una α=0.05, nivel de significancia. Para el análisis 

se usó el software estadístico R 3.6.2. (R Core Team (2018). R: A language and 

environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing, 

Vienna, Austria. (URL https://www.R-project.org/. Finalmente, todas las gráficas 

se realizaron con el software GraphPad Prism Versión 8.0.2 (GraphPad 

Software, Inc., La Jolla, CA, USA).  
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7. RESULTADOS 

Se obtuvieron en total seis muestras de eyaculados de tres verracos diferentes 

identificados como Bertrand, Lucky y Hemdalt (dos eyaculados por cada verraco) 

con una concentración espermática promedio de 380 x 106 células/ml, las 

mismas que fueron congeladas y utilizadas en fresco para los procedimientos 

posteriores: evaluación espermática, inmunocitoquímica, extracción de 

proteínas de la teca perinuclear para western blot y co-inmunoprecipitación que 

se describirán a continuación.  

7.1 Evaluación espermática 

Motilidad y morfología espermática 

El porcentaje de motilidad progresiva de los espermatozoides evaluada 

inmediatamente después que el semen fresco de los tres verracos llegó al 

laboratorio fue del 90 %; mientras que la motilidad progresiva promedio de los 

espermatozoides congelados-descongelados fue del 15 %. Además, se 

observaron muy pocos defectos en la morfología de los espermatozoides como 

presencia de gotas citoplasmáticas proximales y pieza intermedia doblada, pero 

fue menor al 1%. 

Vitalidad de los espermatozoides frescos y congelados-descongelados en 

diferentes estados fisiológicos  

La evaluación de los espermatozoides de verraco teñidos con eosina-nigrosina 

(Figura 7) reveló lo siguiente. En los espermatozoides frescos el porcentaje de 

espermatozoides vivos se redujo significativamente (p˂0.05) después de la 

capacitación, y aún más después de la reacción acrosomal (Gráfica 1). 

 

Figura 7: Espermatozoides de verraco teñidos con eosina-nigrosina: blancos= vivos; rosados= muertos. 
(Aumento 40X). 
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En los espermatozoides criopreservados se determinó que antes y después de 

la capacitación el porcentaje de viabilidad de las células espermáticas fue similar, 

pero disminuyó significativamente en los espermatozoides descongelados con 

reacción acrosomal. 

Además, cuando se compararon los espermatozoides frescos con los 

espermatozoides congelados-descongelados en el mismo estado fisiológico, se 

observó que los espermatozoides criopreservados, tanto no capacitados, 

capacitados y capacitados con reacción acrosomal habían reducido 

significativamente la viabilidad (Gráfica 1). 
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Gráfica 1: Porcentaje de espermatozoides vivos: frescos y congelados-descongelados de verraco. 
 Letras diferentes indican diferencia estadística significativa (p<0.05). 

 

Integridad acrosomal de los espermatozoides frescos y congelados-

descongelados en diferentes estados fisiológicos 

Inicialmente, también se evaluó la integridad acrosomal de los espermatozoides 

de verraco a través de la tinción azul de Comassie (Figura 8). Se encontró que 

el 95.3 % de los espermatozoides frescos no capacitados mantenían el 

acrosoma intacto, mientras que en los espermatozoides frescos capacitados 

disminuyó al 84.8 %. La pérdida del acrosoma fue más evidente en los 

espermatozoides capacitados con reacción acrosomal, donde disminuyó 

significativamente el porcentaje de espermatozoides que mantenían el acrosoma 

intacto al 63.8 % (Gráfica 3). 
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Figura 8: Espermatozoides de verraco teñidos con azul de comassie: acrosoma azul= intactos; acrosoma 
blanco= reaccionado. (Aumento 40X). 

 

La evaluación de la integridad acrosomal luego de la crioconservación mostró 

que el 47 % de los espermatozoides descongelados no capacitados mantenían 

el acrosoma intacto, pero disminuyó significativamente después de la 

capacitación y la reacción acrosomal.  

También, cuando comparamos la integridad acrosomal de los espermatozoides 

frescos con los espermatozoides congelados-descongelados en el mismo estado 

fisiológico, se observó que posterior a la crioconservación se habían reducido 

significativamente el porcentaje de espermatozoides con acrosoma intacto 

(Gráfica 2). 
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Gráfica 2: Porcentaje de espermatozoides con acrosoma intacto: frescos y congelados-descongelados de 
verraco. Letras diferentes indican diferencia estadística significativa (p<0.05). 
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7.2 Inmunocitoquímica 

Para esta técnica se realizaron 5 réplicas, que corresponden al número de 

laminillas que se prepararon para su observación. Dado que los 

espermatozoides frescos y congelados-descongelados se evaluaron en tres 

estados fisiológicos diferentes: no capacitados, capacitados y capacitados con 

reacción acrosomal y adicionalmente se preparó una laminilla como control 

negativo (espermatozoides sin exposición al anticuerpo especifico) por cada 

antígeno o molécula a detectar se observaron 40 laminillas (20 de 

espermatozoides frescos y 20 de espermatozoides congelados-descongelados), 

esto significa que en total se evaluaron 200 laminillas.  

A continuación, con la finalidad de investigar el efecto que tuvo el estado 

fisiológico del espermatozoide (capacitación y reacción acrosomal) en la 

fosforilación de proteínas en tirosina y la localización de gelsolina, PIP2, tirosina 

cinasa SRC y PLC-ζ en los diferentes subdominios de la cabeza y el flagelo, 

primero se identificaron y se agruparon los subdominios del espermatozoide en 

cuatro patrones de localización individuales para cada molécula a detectar; 

posteriormente, se evaluó la proporción de células que mostraron cada patrón 

de localización en muestras de espermatozoides: no capacitados, capacitados y 

capacitados con reacción acrosomal. Para cuantificar las diferencias de las 

medias cada patrón de localización se comparó entre los tres diferentes estados 

fisiológicos. Se analizaron individualmente el patrón de fosforilación de proteínas 

en tirosina, la distribución de PIP2 y la localización de gelsolina SRC y PLC-ζ en 

espermatozoides: frescos y en espermatozoides criopreservados.  

Asimismo, para evaluar el efecto que tuvo la crioconservación y la 

desestabilización de la actina de la teca perinuclear sobre el patrón de 

fosforilación de proteínas en tirosina, la distribución de PIP2 y la localización de 

gelsolina, SRC y PLC-ζ en los espermatozoides de verraco se realizó la 

comparación de las medias cada uno de sus patrones de localización 

establecidos entre espermatozoides frescos y espermatozoides congelados-

descongelados. 
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Fosforilación de proteínas en tirosina 

Localización de las proteínas fosforiladas en tirosina en espermatozoides 

frescos: no capacitados (FNC), capacitados (FC) y capacitados con 

reacción acrosomal (FRA) 

La detección de la fosforilación de proteínas mediante inmunocitoquímica en los 

espermatozoides frescos mostró que estas se localizan predominantemente en 

el patrón de localización correspondiente a la región acrosomal y el segmento 

ecuatorial (Figura 9), subdominios del espermatozoide donde se observó un 

incremento significativo de la proporción de células que se inmunomarcaron con 

el anticuerpo anti-fosfotirosina después de la capacitación, en comparación con 

los espermatozoides no capacitados y persistió con una media similar después 

de la reacción acrosomal (Tabla 2). 

 

Figura 9: Patrones de localización de las proteínas fosforiladas en tirosina en espermatozoides de verraco  

Por el contrario, la subpoblación de espermatozoides que se inmunomarcaron 

en el patrón de localización que contenía al segmento ecuatorial y el flagelo 

disminuyó significativamente en espermatozoides capacitados y con una media 

similar en espermatozoides que experimentaron la reacción del acrosoma. Por 

otro lado, en el patrón de localización que comprendía solo el flagelo no se 

evidenciaron cambios significativos, dado que las medias fueron similares 

después de la capacitación y la reacción acrosomal. 
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Tabla 2: Localización de las proteínas fosforiladas en tirosina en espermatozoides frescos de verraco: no 
capacitados, capacitados y capacitados con reacción acrosomal 

 

 
Estado fisiológico de los espermatozoides 

 

No 
capacitados  

Capacitados 
Capacitados 
con reacción 

acrosomal 

Localización proteínas fosf-tyr FNC (%) FC (%) FRA (%) 

Acrosomal + ecuatorial 57.8 ± 3.96   a 70.2 ± 6.53 b 66.6 ± 5.73 b 

Ecuatorial + flagelo 28.6 ± 5.03 b 19.0 ± 6.20 a 23.2 ± 5.89 ab 

Flagelo 9.0 ± 2.55  6.2 ± 1.92   7.6 ± 2.41  

Sin fosforilación  4.6 ± 3.36  4.6 ± 1.82  2.6 ± 2.07 

  Los valores indican la media ± desviación estándar.  
  

Promedios que no comparten literal en la misma fila son estadísticamente diferentes por obtener un valor absoluto 

|�̅�1 −  �̅�2 | ≥ a FLSD. 

 

Localización de las proteínas fosforiladas en tirosina en espermatozoides 

descongelados: no capacitados (DNC), capacitados (DC) y capacitados con 

reacción acrosomal (DRA) 

En los espermatozoides criopreservados igualmente se evaluaron los cambios 

en la fosforilación de proteínas en tirosina antes y después de la capacitación y 

en espermatozoides que habían experimentado la exocitosis del acrosoma. El 

análisis mostró que en el principal patrón de localización de las proteínas 

fosforiladas en los espermatozoides congelados-descongelados nuevamente 

correspondía a la región acrosomal y el segmento ecuatorial. Los 

espermatozoides descongelados no capacitados se inmunomarcaron 

principalmente en estas regiones de la cabeza espermática y este porcentaje 

aumentó significativamente (p<0.05) después de la capacitación in vitro, 

manteniéndose en una proporción similar luego de la reacción acrosomal. 

Asimismo, se observaron cambios significativos en la localización de proteínas 

fosforiladas el segmento ecuatorial + flagelo (Figura 9), donde la proporción de 

células que marcaron en este patrón de localización disminuyó luego de la 

capacitación, en comparación con los espermatozoides no capacitados, (Tabla 

3).  
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Tabla 3: Localización de las proteínas fosforiladas en tirosina en espermatozoides congelados- 
descongelados de verraco: no capacitados, capacitados y capacitados con reacción acrosomal 

 

 
Estado fisiológico de los espermatozoides 

 

No 
capacitados  

Capacitados 
Capacitados 
con reacción 

acrosomal 

Localización proteínas fosf-tyr DNC (%) DC (%) DRA (%) 

Acrosomal + ecuatorial 67.2 ± 3.70 a 75.0 ± 4.06 b 68.8 ± 4.26 ab 

Ecuatorial + flagelo 21.0 ± 5.29 b 12.6 ± 3.44 a 17.4 ± 3.51 ab 

Flagelo 8.6 ± 3.13  10.0 ± 1.22   11.2 ± 2.39  

Sin fosforilación  3.2 ± 2.17  2.4 ± 1.52  2.6 ± 1.82  

  Los valores indican la media ± desviación estándar.  
  

Promedios que no comparten literal en la misma fila son estadísticamente diferentes por obtener un valor absoluto 

|�̅�1 −  �̅�2 | ≥ a FLSD. 

 

Dado que la fosforilación de proteínas en residuos de tirosina en los 

espermatozoides de verraco se ha asociado con la criocapacitación; a 

continuación, se realizó la comparación de la localización de las proteínas 

fosforiladas en tirosina entre espermatozoides frescos y espermatozoides 

congelados-descongelados. El análisis evidenció un incremento significativo de 

la fosforilación de proteínas en los espermatozoides criopreservados no 

capacitados en la región acrosomal y en el segmento ecuatorial. En cambio, la 

fosforilación en la región ecuatorial y el flagelo en los espermatozoides frescos 

no capacitados fue significativamente mayor que la de los espermatozoides 

criopreservados no capacitados. 

Tanto después de la capacitación espermática como de la reacción acrosomal 

de los espermatozoides de verraco se observaron aumentos significativos de la 

fosforilación de proteínas en residuos de tirosina en el flagelo de los 

espermatozoides congelados-descongelados en comparación con los 

espermatozoides frescos, (Tabla 4). 
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Tabla 4 : Comparación de la localización de las proteínas fosforiladas en tirosina entre espermatozoides 
frescos y congelados-descongelados de verraco. 

 No capacitados (%) 

Localización gelsolina FNC DNC 

Acrosomal + ecuatorial 57.8 ± 3.96 a 67.2 ± 3.70 b 

Ecuatorial + flagelo 28.6 ± 5.03 b 21.0 ± 5.29 a 

Flagelo 9.0 ± 2.55  8.6 ± 3.13 

Sin fosforilación 4.6 ± 3.36 3.2 ± 2.17 

  Capacitados (%) 

  FC DC 

Acrosomal + ecuatorial 70.2 ± 6.53  75.0 ± 4.06  

Ecuatorial + flagelo 19.0 ± 6.20  12.6 ± 3.44  

Flagelo 6.2 ± 1.92 a  10.0 ± 1.22 b 

Sin fosforilación 4.6 ± 1.82  2.4 ± 1.52 

  Capacitados con reacción acrosomal (%) 

  FRA DRA 

Acrosomal + ecuatorial 66.6 ± 5.73  68.8 ± 4.2 

Ecuatorial + flagelo 23.2 ± 5.89 17.4 ± 3.51 

Flagelo 7.6 ± 2.41 a 11.2 ± 2.39 b 

Sin fosforilación 2.6 ± 2.07  2.6 ± 1.82 
Los valores indican la media ± desviación estándar.  

Promedios que no comparten literal en la misma fila son estadísticamente diferentes por obtener un valor absoluto |�̅�1 −  �̅�2 | 

≥ a FLSD. 

 

 

Gelsolina 

Localización de gelsolina en espermatozoides frescos: no capacitados 

(FNC), capacitados (FC) y capacitados con reacción acrosomal (FRA) 

La Tabla 5 resume las diferencias de medias encontradas en la localización de 

la proteína gelsolina (Figura 10) comparadas entre los tres estados fisiológicos 

(FNC, FC, FRA). Estos datos indicaron que el estado fisiológico de los 

espermatozoides influyó en la localización de la gelsolina.  

En espermatozoides no capacitados gelsolina se detectó principalmente en el 

flagelo y en la región acrosomal, mientras que en espermatozoides capacitados 

la gelsolina aumentó significativamente en la región acrosomal y disminuyó en el 

flagelo. Por su parte, en los espermatozoides capacitados que experimentaron 

la reacción acrosomal, la presencia de gelsolina en el flagelo se incrementó, 
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retornado a niveles similares a los que tenía antes de la capacitación, con la 

correspondiente disminución significativa (p<0.05) en la región acrosómica. 

 

Figura 10: Patrones de localización de gelsolina en espermatozoides de verraco 

Adicionalmente, se observó en los espermatozoides de verraco un patrón de 

gelsolina característico que se denominó: acrosomal liberándose, cuya 

localización fue observada en una proporción mucho mayor en espermatozoides 

con el acrosoma reaccionado en comparación con los espermatozoides frescos 

no capacitados y capacitados.  

De tal manera que, se evidenció que en los espermatozoides frescos de verraco 

la capacitación in vitro y la exocitosis acrosómica inducen cambios en la 

localización de gelsolina principalmente es la región acrosomal de la cabeza 

espermática y el flagelo.  

 

Tabla 5: Localización de gelsolina en espermatozoides frescos de verraco: no capacitados, capacitados y 
capacitados con reacción acrosomal  

 
Estado fisiológico de los espermatozoides 

 

No 
capacitados  

Capacitados 
Capacitados 
con reacción 

acrosomal 

Localización gelsolina FNC (%) FC (%) FRA (%) 

Acrosomal  33.8 ± 3.90 b 51.2 ± 8.79 c 24.2 ± 2.39 a 

Flagelo 50.4 ± 8.11 b 30.2 ± 8.35 a 48.8 ± 9.09 b 

Ecuatorial+post-acrosomal+flagelo 13.4 ± 5.02   15.6 ± 7.70   19.8 ± 11.65  

Acrosomal liberándose  2.4 ± 0.89 a 3 ± 1.0 a 7.2 ± 3.70 b 

  Los valores indican la media ± desviación estándar.  
  

Promedios que no comparten literal en la misma fila son estadísticamente diferentes por obtener un valor absoluto 

|�̅�1 −  �̅�2 | ≥ a FLSD. 
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Localización de gelsolina en espermatozoides descongelados: no 

capacitados (DNC), capacitados (DC) y capacitados con reacción 

acrosomal (DRA) 

El análisis cuantitativo de la localización de la gelsolina en espermatozoides 

descongelados de verraco evidenció diferencias significativas únicamente en el 

patrón de localización correspondiente a la región acrosomal. Se observó una 

disminución significativa en los espermatozoides descongelados capacitados 

con reacción acrosomal en comparación con los espermatozoides 

descongelados no capacitados. 

Los otros tres patrones de localización mostraron una frecuencia detección de 

gelsolina similares después de la capacitación y la exocitosis acrosómica sin 

diferencias estadísticas (p>0.05), (Tabla 6). 

 

Tabla 6: Localización de gelsolina en espermatozoides congelados- descongelados de verraco: no 
capacitados, capacitados y capacitados con reacción acrosomal  
 

 
Estado fisiológico de los espermatozoides 

 

No 
capacitados  

Capacitados 
Capacitados 
con reacción 

acrosomal 

Localización gelsolina DNC (%) DC (%) DRA (%) 

Acrosomal 17.8 ± 7.79 b 12.8 ± 5.67 ab 6.6 ± 1.52 a 

Flagelo 33.6 ± 3.26  44.4 ± 12.18   42 ± 11.33  

Ecuatorial+postacrosomal+flagelo 44.0 ± 7.84  40.6 ± 6.58   47.6 ± 9.13   

Acrosomal liberándose 4.6 ± 2.89   2.2 ± 1.79   3.8 ± 3.11   

  Los valores indican la media ± desviación estándar.  
  

Promedios que no comparten literal en la misma fila son estadísticamente diferentes por obtener un valor absoluto 

|�̅�1 −  �̅�2 | ≥ a FLSD. 

A continuación, para conocer el efecto de la crioconservación y la 

desestabilización del citoesqueleto de actina de la TP sobre la localización de la 

gelsolina en los diferentes subdominios del espermatozoide, se compararon las 

medias encontradas de los diferentes patrones de localización entre 

espermatozoides frescos y espermatozoides descongelados en los tres estados 

fisiológicos. El análisis demostró que existen diferencias en los tres principales 

patrones de localización de gelsolina:  acrosomal, ecuatorial + postacrosomal + 

flagelo y solo flagelo.  
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En el patrón de localización correspondiente a la región acrosomal la detección 

de gelsolina fue notablemente mayor en espermatozoides frescos en los tres 

estados fisiológicos en comparación con los espermatozoides descongelados, lo 

que evidencia claramente una reducción marcada de esta proteína en la región 

acrosómica en los espermatozoides criopreservados, concomitante con el 

incremento  dramático en las regiones posteriores de la cabeza del 

espermatozoide, tal como se evidenció en la región ecuatorial + postacrosomal 

+ flagelo en los espermatozoides descongelados, cuyas medias fueron 

significativamente superiores (p<0.05)  en comparación con los espermatozoides 

frescos. La variación en estos dos patrones de localización de gelsolina 

evidencia principalmente alteraciones en la translocación de gelsolina a la región 

acrosomal durante la capacitación de los espermatozoides congelados-

descongelados (Tabla 7). 

Tabla 7: Comparación de la localización de gelsolina entre espermatozoides frescos y congelados-
descongelados de verraco 

 No capacitados (%) 

Localización gelsolina FNC DNC 

Acrosomal  33.8 ± 3.90 b 17.8 ± 7.79 a 

Flagelo 50.4 ± 8.11 b 33.6 ± 3.26 a 

Ecuatorial+postacrosomal+flagelo 13.4 ± 5.02 a 44 ± 7.84 b 

Acrosomal liberándose  2.4 ± 0.89   4.6 ± 2.89   

  Capacitados (%) 

  FC DC 

Acrosomal  51.2 ± 8.79 b 12.8 ± 5.67 a 

Flagelo 30.2 ± 8.35 a 44.4 ± 12.18 b 

Ecuatorial+postacrosomal+flagelo 15.6 ± 7.70 a 40.6 ± 6.58 b 

Acrosomal liberándose  3 ± 1.0   2.2 ± 1.79   

  Capacitados con reacción acrosomal (%) 

  FRA DRA 

Acrosomal  24.2 ± 2.39 b 6.6 ± 1.52 a 

Flagelo 48.8 ± 9.09   42 ± 11.33   

Ecuatorial+postacrosomal+flagelo 19.8 ± 11.65 a 47.6 ± 9.13 b 

Acrosomal liberándose  7.2 ± 3.70   3.8 ± 3.11   
Los valores indican la media ± desviación estándar.  

Promedios que no comparten literal en la misma fila son estadísticamente diferentes por obtener un valor absoluto |�̅�1 −  �̅�2 | 

≥ a FLSD 
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Fosfatidilinositol (4-5) bifosfato: PIP2 

Distribución del fosfatidil inositol (4-5) bifosfato en espermatozoides 

frescos: no capacitados (FNC), capacitados (FC) y capacitados con 

reacción acrosomal (FRA). 

Uno de los elementos importantes evaluados en esta investigación es la 

localización y distribución del fosfatidil inositol (4-5) bifosfato (Figura 11) en la 

membrana plasmática de los espermatozoides de verraco, considerado que el 

PIP2 es un fosfoinosítido crucial en la fisiología espermática. La Tabla 8 resume 

las diferencias de las medias encontradas en los diferentes patrones de 

localización del PIP2 en los tres estados fisiológicos (FNC, FC y FRA) de los 

espermatozoides frescos de verraco.   

 

Figura 11: Distribución del PIP2 en espermatozoides de verraco. 

Los resultados evidenciaron diferencias estadísticas en los dos principales 

patrones de localización. El PIP2 en la región acrosomal incrementó 

significativamente luego de la capacitación espermática y más tarde disminuyó 

en espermatozoides con reacción acrosomal. 

En el patrón de localización “solo flagelo” también se encontraron cambios en la 

detección de PIP2 cuando se compararon las medias de los tres estados 

fisiológicos. Disminuyó después de la capacitación de los espermatozoides, 

mientras que en espermatozoides con reacción acrosomal incremento 

significativamente (p<0.05).  
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Tabla 8: Distribución de PIP2 en espermatozoides frescos de verraco: no capacitados, capacitados y 
capacitados con reacción acrosomal  

 
Estado fisiológico de los espermatozoides 

 

No 
capacitados  

Capacitados 
Capacitados 
con reacción 

acrosomal 

Localización PIP2 FNC (%) FC (%) FRA (%) 

Acrosomal  24.2 ± 3.42 b 29.6 ± 6.66 c 10.4 ± 4.16 a 

Ecuatorial+postacrosomal+flagelo 33 ± 15.02   38.8 ± 8.41    30.6 ± 5.55    

Ecuatorial+ flagelo 5.4 ± 1.52  4.2 ± 0.84   7 ± 1.58   

Flagelo 37.4 ± 14.24 b 27.4 ± 3.78 a 52 ± 4.47 c 

  Los valores indican la media ± desviación estándar.  
  

Promedios que no comparten literal en la misma fila son estadísticamente diferentes por obtener un valor absoluto 

|�̅�1 −  �̅�2 | ≥ a FLSD. 

 

Distribución del fosfatidil inositol 4-5 bifosfato en espermatozoides 

descongelados: no capacitados (DNC), capacitados (DC) y capacitados con 

reacción acrosomal (DRA). 

El análisis de la distribución del PIP2 en los espermatozoides congelados-

descongelados evidenció cambios significativos únicamente en dos patrones de 

localización establecidos para este fosfoinosítido (Tabla 9). En el segmento 

ecuatorial + región postacrosomal + flagelo se encontró que en los 

espermatozoides criopreservados después de la capacitación la frecuencia de 

detección de PIP2 fue similar a los datos observados antes de la capacitación, 

pero disminuyó significativamente en espermatozoides que alcanzaron la 

reacción acrosomal. 

Por el contrario, en el patrón de localización “solo flagelo” la inmunodetección del 

PIP2 disminuyó después de la capacitación in vitro, pero volvió a elevarse en 

espermatozoides con reacción acrosomal. Además, la detección del PIP2 en la 

región acrosomal no experimento cambios significativos, dado que los niveles de 

este fosfoinosítido en la membrana plasmática fueron bajos desde antes de la 

capacitación de los espermatozoides (Tabla 9). 
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Tabla 9: Distribución de PIP2 en espermatozoides congelados-descongelados de verraco: no capacitados, 
capacitados y capacitados con reacción acrosomal  

 

Cuando se compararon las medias en los diferentes patrones de localización 

establecidos para PIP2 entre los espermatozoides frescos y descongelados se 

evidenció que luego de la crioconservación la distribución de PIP2 había 

cambiado. Se observó en los espermatozoides criopreservados en los tres 

estados fisiológicos (no capacitados, capacitados y capacitados con RA) una 

reducción significativa en la detección de PIP2 en el patrón de localización de la 

región acrosomal en comparación con los espermatozoides frescos.  

Por el contrario, en el patrón de localización:  ecuatorial + postacrosomal + 

flagelo antes y después de la capacitación la detección de PIP2 fue menor en 

espermatozoides frescos en comparación con los espermatozoides 

descongelados, (Tabla 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Estado fisiológico de los espermatozoides 

 

No 
capacitados  

Capacitados 
Capacitados 
con reacción 

acrosomal 

Localización  PIP2 DNC (%) DC (%) DRA (%) 

Acrosomal  7.8 ± 1.79   5.6 ± 2.89   3.6 ± 2.30    

Ecuatorial+postacrosomal+flagelo 47.4 ± 4.83 ab 50.4 ± 4.10 b 39.6 ±.05 a 

Ecuatorial+ flagelo 4.2 ± 3.11   5.8 ± 2.49   4.8 ± 1.48   

Flagelo 40.6 ± 7.64 a 38.2 ± 3.77 a 52 ± 2.0 b 

  Los valores indican la media ± desviación estándar. 

   Promedios que no comparten literal en la misma fila son estadísticamente diferentes por obtener un valor absoluto |�̅�1 −  �̅�2 | 

≥ a FLSD 
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Tabla 10: Comparación de la distribución de PIP2 entre espermatozoides frescos y congelados-
descongelados de verraco 

 No capacitados (%) 

Localización PIP2 FNC DNC 

Acrosomal 24.2 ± 3.42 b 7.8 ± 1.79 a 

Ecuatorial + postacrosomal + flagelo 33 ± 15.02 a 47.4 ± 4.83 b 

Ecuatorial+ flagelo 5.4 ± 1.52   4.2 ± 3.11   
Flagelo 37.4 ± 14.24   40.6 ± 7.64   

  Capacitados (%) 

  FC DC 

Acrosomal  29.6 ± 6.66 b 5.6 ± 2.89  a 

Ecuatorial + postacrosomal + flagelo 38.8 ± 8.41 a 50.4 ± 4.10 b 

Ecuatorial+ flagelo 4.2 ± 0.84   5.8 ± 2.49   
Flagelo 27.4 ± 3.78 a 38.2 ± 3.77 b 

  Capacitados con reacción acrosomal (%) 

  FRA DRA 

Acrosomal  10.4 ± 4.16 b 3.6 ± 2.30 a 

Ecuatorial + postacrosomal + flagelo 30.6 ± 5.55   39.6 ± 3.05   

Ecuatorial+ flagelo 7 ± 1.58   4.8 ± 1.48   

Flagelo 52 ± 4.47   52 ± 2.0   
Los valores indican la media ± desviación estándar. 

 
Promedios que no comparten literal en la misma fila son estadísticamente diferentes por obtener un valor absoluto |�̅�1 −  �̅�2 | ≥ 

a FLSD. 

 

Tirosina quinasa SRC 

Localización de la tirosina cinasa SRC en espermatozoides frescos: no 

capacitados (FNC), capacitados (FC) y capacitados con reacción 

acrosomal (FRA) 

Este estudio además evaluó los patrones de localización de la proteína tirosina 

quinasa SRC, importante regulador de la capacitación y la reacción acrosomal. 

Además, se observó como esta enzima cambia su localización de acuerdo al 

estado fisiológico del espermatozoide. Se encontraron cuatro sitios de 

localización en los que predominaron la marca para la SRC en el espermatozoide 

(Figura 12). 
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Figura 12: Patrones de localización de la tirosina cinasa SRC en espermatozoides de verraco 

En los espermatozoides frescos antes de la capacitación la SRC se localizó 

principalmente en el patrón que comprendía la región acrosomal, segmento 

ecuatorial y el flagelo, en estos mismos sitios se mantuvo en niveles similares 

después de la capacitación, pero disminuyó significativamente (p<0.05) en 

espermatozoides capacitados con reacción acrosomal. 

Otro patrón de localización en el que se determinaron cambios significativos fue 

el denominado ecuatorial + flagelo, muy característico por la marca intensa en 

forma de media luna en el segmento ecuatorial de la cabeza del espermatozoide. 

En este patrón de localización se observó que los espermatozoides de verraco 

que experimentaron la reacción del acrosoma incrementaron significativamente 

la marca para la SRC en comparación con espermatozoides capacitados y no 

capacitados (Tabla 11). 

Tabla 11: Localización de la tirosina quinasa SRC en espermatozoides frescos de verraco: no capacitados, 
capacitados y capacitados con reacción acrosomal  

 
Estado fisiológico de los espermatozoides 

 

No 
capacitados  

Capacitados 
Capacitados 
con reacción 

acrosomal 

Localización SRC FNC (%) FC (%) FRA (%) 

Acrosomal + flagelo 8.6 ± 3.05   7.4 ± 2.30   11.6 ± 0.89   

Acrosomal + ecuatorial + flagelo 78.6 ± 4.04 b 74.8 ± 3.70 b 51 ± 7.18 a 

Post acrosomal + flagelo 0.8 ± 0.84  1.4 ± 0.89   2.4 ± 0.55   

Ecuatorial + flagelo 12 ± 5.15 a 16.4 ± 1.67 a 35 ± 6.82 b 

  Los valores indican la media ± desviación estándar.  
  

Promedios que no comparten literal en la misma fila son estadísticamente diferentes por obtener un valor absoluto 

|�̅�1 −  �̅�2 | ≥ a FLSD. 
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Localización de la tirosina cinasa SRC en espermatozoides 

descongelados: no capacitados (DNC), capacitados (DC) y capacitados con 

reacción acrosomal (DRA) 

En espermatozoides descongelados la evaluación de la localización de SRC 

posterior a la inmunocitoquímica mostró que su principal sitio se detección se 

encontraba en el patrón de localización: acrosomal + ecuatorial + flagelo. Cuando 

se compararon sus medias entre los diferentes estados fisiológicos se encontró 

que la frecuencia de detección de SRC se mantenía similar antes y después de 

la capacitación; sin embargo, en espermatozoides con acrosoma reaccionado se 

redujo significativamente la frecuencia de detección de este patrón de 

localización. 

El patrón de localización de la SRC en las regiones post acrosomal + flagelo en 

los espermatozoides descongelados fue el menos frecuente comparado con los 

otros patrones de localización, pero después de la capacitación espermática y la 

reacción acrosomal de los espermatozoides la inmunodetección de SRC en este 

patrón aumento significativamente, lo que indica que el aumento de SRC se 

limitó a los grupos que fueron incubados en medio de capacitación (Tabla 12). 

 

Tabla 12: Localización de la tirosina quinasa SRC en espermatozoides congelados-descongelados de 
verraco: no capacitados, capacitados y capacitados con reacción acrosomal  
 

 
Estado fisiológico de los espermatozoides 

 

No 
capacitados  

Capacitados 
Capacitados 
con reacción 

acrosomal 

Localización de SRC DNC (%) DC (%) DRA (%) 

Acrosomal + flagelo 10.2 ± 3.42  11.2 ± 4.71   10 ± 3.67   

Acrosomal + ecuatorial + flagelo 65.6 ± 2.70 b 61.4 ± 2.30 ab 57.4 ± 2.30 a 

Post acrosomal + flagelo 1.4 ± 1.67 a 3.8 ± 2.68 b 4.4 ± 2.30 b 

Ecuatorial + flagelo 22.8 ± 3.83  23.6 ± 3.36   28.2 ± 3.56   

   Los valores indican la media ± desviación estándar.  
  

Promedios que no comparten literal en la misma fila son estadísticamente diferentes por obtener un valor absoluto 

|�̅�1 −  �̅�2 | ≥ a FLSD. 

Al realizar la comparación de los cuatro patrones de localización de la tirosina 

quinasa SRC entre espermatozoides frescos y espermatozoides descongelados 

para conocer si el proceso de crioconservación y la desestabilización del 
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citoesqueleto de actina de la TP influyó en los cambios de localización de esta 

proteína. Además, se evidenció que el patrón de localización acrosomal + 

ecuatorial + flagelo fue el principal sitio de localización de SRC tanto en 

espermatozoides frescos como para espermatozoides descongelados. Sin 

embargo, antes y después de la capacitación la media de espermatozoides 

frescos que inmunomarcaron SRC en la región acrosomal + ecuatorial + flagelo 

fue significativamente mayor en comparación a los espermatozoides 

congelados-descongelados (Tabla 13). 

El segundo patrón de localización, que comprende el segmento ecuatorial y el 

flagelo, incrementó significativamente en los espermatozoides criopreservados 

antes y después de la capacitación, aunque esta dinámica se revirtió en los 

espermatozoides descongelados con reacción acrosomal, donde la frecuencia 

de detección fue significativamente menor. El incremento de SRC en el 

segmento ecuatorial en los espermatozoides descongelados ocurrió de forma 

concomitante con la reducción de esta proteína en la región acrosomal. 

 

Tabla 13: Comparación de la localización de la tirosina quinasa SRC entre espermatozoides frescos y 
congelados-descongelados de verraco 

 No capacitados (%) 

Localización SRC FNC DNC 

Acrosomal + flagelo 8.6 ± 3.05 10.2 ± 3.42 

Acrosomal + ecuatorial + flagelo 78.6 ± 4.04 b 65.6 ± 2.70 a 

Post acrosomal + flagelo 0.8 ± 0.84 1.4 ± 1.67 
Ecuatorial + flagelo 12 ± 5.15 a 22.8 ± 3.83 b 

  Capacitados (%) 

  FC DC 

Acrosomal + flagelo 7.4 ± 2.30 11.2 ± 4.71 

Acrosomal + ecuatorial + flagelo 74.8 ± 3.70 b 61.4 ± 2.30 a 

Post acrosomal + flagelo 1.4 ± 0.89 a 3.8 ± 2.68 b 
Ecuatorial + flagelo 16.4 ± 1.67 a 23.6 ± 3.36 b 

  Capacitados con reacción acrosomal (%) 

  FRA DRA 

Acrosomal + flagelo 11.6 ± 0.89 10 ± 3.67 

Acrosomal + ecuatorial + flagelo 51 ± 7.18 a 57.4 ± 2.30 b 

Post acrosomal + flagelo 2.4 ± 0.55 4.4 ± 2.30 

Ecuatorial + flagelo 35 ± 6.82 b 28.2 ± 3.56 a 
Los valores indican la media ± desviación estándar.  

Promedios que no comparten literal en la misma fila son estadísticamente diferentes por obtener un valor absoluto |�̅�1 −  �̅�2 | 

≥ a FLSD. 
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Fosfolipasa C-ζ (PLC-ζ) 

Localización de la PLC-ζ en espermatozoides frescos: no capacitados 

(FNC), capacitados (FC) y capacitados con reacción acrosomal (FRA) 

Al identificar la localización de la PLC-ζ en los espermatozoides de verraco, se 

establecieron cuatro patrones de localización (Figura 13), los mismos que se 

compararon de acuerdo al estado fisiológico del espermatozoide para conocer 

los cambios durante la capacitación y la reacción acrosómica. 

 

Figura 13: Patrones de localización de la PLC-ζ en espermatozoides de verraco 

La Tabla 14 muestra las diferencias de medias encontradas en la detección de 

PLC-ζ para los cuatro patrones de localización en diferentes estados fisiológicos 

de los espermatozoides frescos de verraco. Luego de la inmunocitoquímica se 

evidenció que en los patrones de localización: acrosomal + flagelo y acrosomal 

+ postacrosomal + flagelo, la PLC-ζ disminuyó progresivamente a medida que 

los espermatozoides se capacitaron y experimentaron la reacción acrosomal, 

mientras que en la región ecuatorial + post acrosomal + flagelo y solamente 

flagelo, la PLC-ζ incrementó significativamente (p<0.05).  

En los espermatozoides frescos de verraco antes de la capacitación la PLC-ζ se 

localizó principalmente en la región acrosomal + flagelo y acrosomal + 

postacrosomal + flagelo, mientras que después de la capacitación y de la 

inducción de la reacción acrosomal su presencia en estos dos patrones de 

localización disminuyó significativamente, pero aumento de forma significativa 

en la región ecuatorial + post acrosomal + flagelo y solo flagelo. En todos los 

estados fisiológicos se mantuvo presencia de PLC-ζ en el flagelo (Tabla 14). 
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Tabla 14: Localización de PLC-ζ en espermatozoides frescos de verraco: no capacitados, capacitados y 
capacitados con reacción acrosomal  

 Estado fisiológico de los espermatozoides 

 

No 
capacitados  

Capacitados 
Capacitados 
con reacción 

acrosomal 

Localización PLC-ζ  FNC (%) FC (%) FRA (%) 

Acrosomal + flagelo 59.8 ± 7.33 c 50.8 ± 4.82 b 28 ± 6.17 a 

Acrosomal + postacrosomal +flagelo 28.2 ± 6.01 c 17.4 ± 3.36 b 7.2 ± 2.95 a 

Ecuatorial + postacrosomal + flagelo 6.2 ± 4.82 a 18.4 ± 6.43 b 46.8 ± 7.19 c 

Flagelo 5.8 ± 3.11 a 13.4 ± 1.52 b 18 ± 3.81 c 

Los valores indican la media ± desviación estándar. 

Promedios que no comparten literal en la misma fila son estadísticamente diferentes por obtener un valor absoluto |�̅�1 −  �̅�2 | 

≥ a FLSD. 

Localización de la PLC-ζ en espermatozoides descongelados: no 

capacitados (DNC), capacitados (DC) y capacitados con reacción 

acrosomal (DRA) 

En los espermatozoides de verraco sometidos al procedimiento de 

crioconservación la PLC-ζ se encontraba predominantemente en la región 

postacrosomal, segmento ecuatorial y el flagelo desde antes de la capacitación, 

y ese patrón se mantuvo con frecuencia similar en espermatozoides capacitados 

y espermatozoides capacitados con reacción acrosomal.  En los tres tipos de 

espermatozoides este patrón fue más frecuente que cualquiera de los otros tres 

patrones de localización de PLC-ζ. 

Como se evidencia en la Tabla 15, en los cuatro patrones de localización se 

encontraron cambios significativos al comparar las medias entre estados 

fisiológicos, pero estas diferencias se limitaron entre espermatozoides 

descongelados no capacitados y espermatozoides descongelados capacitados 

con reacción acrosomal.  
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Tabla 15: Localización de PLC-ζ en espermatozoides congelados-descongelados de verraco:  no 
capacitados, capacitados y capacitados con reacción acrosomal  

 Estado fisiológico de los espermatozoides 

 

No 
capacitados  

Capacitados 
Capacitados 
con reacción 

acrosomal 

Localización PLC-ζ DNC (%) DC (%) DRA (%) 

Acrosomal + flagelo 12 ± 2.65 b 7.8 ± 1.30 ab 4.8 ± 0.84 a 

Acrosomal + postacrosomal + flagelo 9.2 ± 2.77 b 6.6 ± 1.82 ab 4.4 ± 1.14 a 

Ecuatorial + postacrosomal + flagelo 70.2 ± 4.09 a 76 ± 3.39 ab 77.8 ± 4.32 b 

Flagelo 8.6 ± 1.52 a 9.6 ± 3.44 ab 13 ± 3.54 b 

Los valores indican la media ± desviación estándar. 

Promedios que no comparten literal en la misma fila son estadísticamente diferentes por obtener un valor absoluto |�̅�1 −  �̅�2 | ≥ a 

FLSD. 

 

Para conocer los cambios y el efecto de la crioconservación y la 

desestabilización del citoesqueleto de actina sobre la localización de PLC-ζ se 

realizó la comparación de las medias de los cuatro patrones de localización 

establecidos para esta proteína entre espermatozoides frescos y 

espermatozoides descongelados de verraco. El análisis estadístico mostró que 

antes y después de la capacitación en los espermatozoides congelados-

descongelados la detección de PLC-ζ en los patrones:  acrosomal + flagelo y 

acrosomal + postacrosomal + flagelo había disminuido significativamente en 

comparación a la proporción que se había encontrado en espermatozoides 

frescos.  

La disminución de PLC-ζ en la región acrosomal en los espermatozoides 

descongelados sucedió de forma concomitante con el aumento de la detección 

de PLC-ζ en el patrón: ecuatorial + post-acrosomal + flagelo, donde se observó 

un incremento dramático tanto en espermatozoides descongelados no 

capacitados, capacitados y capacitados con reacción acrosomal y 

significativamente mayor al observado en espermatozoides frescos (Tabla 16). 
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Tabla 16: Comparación de la localización de la PLCZ entre espermatozoides frescos y congelados-
descongelados de verraco 

 No capacitados (%) 

Localización PLC-ζ FNC DNC 

Acrosomal + flagelo 59.8 ± 7.33 b 12 ± 2.65 a 

Acrosomal + postacrosomal + flagelo 28.2 ± 6.01 b 9.2 ± 2.77 a 

Ecuatorial + postacrosomal + flagelo 6.2 ± 4.82 a 70.2 ± 4.09 b 

Flagelo 5.8 ± 3.11 8.6 ± 1.52   

  Capacitados (%) 

  FC DC 

Acrosomal + flagelo 50.8 ± 4.82 b 7.8 ± 1.30 a 

Acrosomal + postacrosomal + flagelo 17.4 ± 3.36 b 6.6 ± 1.82 a 

Ecuatorial + postacrosomal + flagelo 18.4 ± 6.43 a 76 ± 3.39 b 

Flagelo 13.4 ± 1.52   9.6 ± 3.44   

  Capacitados con reacción acrosomal (%) 

  FRA DRA 

Acrosomal + flagelo 28 ± 6.17 b 4.8 ± 0.84 a 

Acrosomal + postacrosomal + flagelo 7.2 ± 2.95   4.4 ± 1.14   

Ecuatorial + postacrosomal + flagelo 46.8 ± 7.19 a 77.8 ± 4.32 b 

Flagelo 18 ± 3.81 b 13 ± 3.54 a 
Los valores indican la media ± desviación estándar.  

Promedios que no comparten literal en la misma fila son estadísticamente diferentes por obtener un valor absoluto |�̅�1 −  �̅�2 | ≥ a 

FLSD. 

 

 

7.3 Western Blot 

Identificación de gelsolina en espermatozoides frescos y descongelados 

de verraco 

El análisis de western blot de gelsolina de las muestras obtenidas de 

espermatozoides frescos detectó una banda principal de ~90 kDa, que es el peso 

molecular esperado para esta proteína en las preparaciones de los tres grupos 

experimentales (Figura 14), lo que confirmo la presencia de gelsolina en la teca 

perinuclear de los espermatozoides de verraco. Posteriormente, la evaluación de 

la densidad óptica del área de las bandas positivas, también conocida como 

intensidad, evidenció una disminución significativa después de la capacitación 

espermática, misma que se mantuvo hasta después de la reacción acrosomal. 

Estos hallazgos muestran que se libera la gelsolina en la cabeza espermática 

luego de la reacción acrosomal. 
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Figura 14: a) Análisis western blot de gelsolina detectada en muestras de proteína extraídas de la TP de 
espermatozoides frescos de verraco no capacitados, capacitados y capacitados con RA. Se indica una 
banda específica correspondiente a gelsolina de ~90 kDa. b) Gráfica de barras de la densitometría de las 
bandas que representa la cantidad relativa de la proteína en los tres grupos experimentales. Los datos 
están expresados en términos de porcentajes de densidad relativa del área de las bandas. Letras diferentes 
indican diferencia estadística significativa p<0.05. 

 

Por su parte, la densidad óptica del área las bandas identificadas para gelsolina 

(~90 kDa) en muestras extraídas de la cabeza de espermatozoides congelados- 

descongelados fue similar antes y después de la capacitación y en 

espermatozoides con reacción acrosomal. A pesar de no encontrarse un cambio 

significativo en la intensidad de las bandas y por consiguiente en la 

concentración relativa de la proteína al comparar entre los tres estados 

fisiológicos, como se ilustra en la Figura 15, se detectó la presencia de gelsolina 

en los lisados celulares extraídos de la TP de la cabeza de los espermatozoides 

descongelados de verraco de los tres grupos experimentales. 

8a)  8b)   
DNC DC DRA

0

10

20

30

40

50

60

Gelsolina en espermatozoides
descongelados

C
a

n
ti
d

a
d

 r
e

la
ti
v
a

 d
e

 l
a

 p
ro

te
in

a
 (

%
)

  a

a

 a

 

Figura 15: a) Análisis western blot de gelsolina detectada en muestras de proteína extraídas de la TP de 
espermatozoides descongelados de verraco no capacitados, capacitados y capacitados con RA. Se indica 
una banda principal correspondiente a gelsolina de ~90 kDa. b) Gráfica de barras de la densitometría de 
las bandas que representa la cantidad relativa de la proteína en los tres grupos experimentales. Los datos 
están expresados en términos de porcentajes de densidad relativa del área de las bandas. Letras diferentes 
indican diferencia estadística significativa p<0.05. 
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Identificación de SRC en espermatozoides frescos y descongelados de 

verraco 

La tirosina cinasa SRC fue identificada es los extractos de proteina obtenidos de 

la TP de la cabeza de los espermatozoides de verraco tal como se habia 

predicho, aproximadamente en un peso molecular de ~59 kDa, detectado luego 

que las preparaciones de proteína de la TP se resolvieron mediante SDS-PAGE 

y se analizaron por western blot.  

Como se muestra en la Figura 16 el analisis  de la densitometría de las bandas 

reveladas para SRC determinó un incremento significativo en la densidad óptica 

del area de la marca correspondiente a las muestras obtenidas de 

espermatozoides frescos capacitados. Por consiguiente, estos resultados 

evidencian que la cantidad relativa de la tirosina cinasa SRC aumentó durante la 

capacitacion espermática, momento donde ejerce su actividad principal de 

fosforilación en tirosina sobre proteinas especificas en la cabeza de los 

espermatozoides. Sin embargo, mas tarde en las  muestras obtenidas de 

espermatozoides frescos con reacción acrosomal la intesidad de la banda 

disminuyó significativamente hasta un nivel similar al encontrado antes de la 

capacitación, datos que indirectamente muestran la disminución de la actividad 

de esta cinasa  
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Figura 16:  a) Análisis western blot de la tirosina quinasa SRC detectada en muestras de proteína extraídas 
de la TP de espermatozoides frescos de verraco no capacitados, capacitados y capacitados con RA. Se 
indica una banda principal correspondiente a gelsolina de ~59 kDa. b) Gráfica de barras de la densitometría 
de las bandas que representa la cantidad relativa de la proteína en los tres grupos experimentales. Los 
datos están expresados en términos de porcentajes de densidad relativa del área de las bandas. Letras 
diferentes indican diferencia estadística significativa p<0.05. 
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Siguiendo el mismo procedimiento, en los espermatozoides descongelados de 

verraco, para investigar si la actividad de SRC cambia luego de la 

crioconservación o está influenciada por el estado fisiológico de los 

espermatozoides, se realizó el análisis por western blot utilizando anticuerpos 

anti-SRC para comparar la presencia y cantidad relativa de SRC en la TP de 

poblaciones de espermatozoides descongelados no capacitados, capacitados y 

capacitados con reacción acrosomal. 

Los resultados indicaron que la cantidad relativa de la tirosina cinasa SRC 

cuantificada de acuerdo a la densidad óptica del área de las bandas identificadas 

para esta proteína fue similar antes y después de la capacitación in vitro y en 

espermatozoides que alcanzaron la reacción acrosomal. Estos resultados 

muestran que en los espermatozoides criopreservados de verraco la cantidad 

relativa de SRC no se vio significativamente influenciada por el estado de 

capacitación de los espermatozoides (Figura 17). 
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Figura 17: a) Análisis western blot de la tirosina quinasa SRC detectada en muestras de proteína extraídas 
de la TP de espermatozoides frescos de verraco no capacitados, capacitados y capacitados con RA. Se 
indica una banda principal correspondiente a gelsolina de ~59 kDa. b) Gráfica de barras de la densitometría 
de las bandas que representa la cantidad relativa de la proteína en los tres grupos experimentales. Los 
datos están expresados en términos de porcentajes de densidad relativa del área de las bandas. Letras 
diferentes indican diferencia estadística significativa p<0.05. 

 

Identificación de PLC-ζ en espermatozoides frescos y descongelados de 

verraco 

El sondeo de la membrana PVDF empleando anticuerpos anti-PLC-ζ reveló una 

banda principal en la región de un peso molecular de ~72 kDa, que correspondía 
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a PLC-ζ (Figura 18), tal como se predijo sobre la base de los datos existentes 

de esta proteína en los espermatozoides de verraco. 

A continuación, el análisis de la densidad óptica del área de las bandas 

individuales en los tres estados fisiológicos indicó que las marcas de la proteína 

detectada como PLC-ζ extraída de la teca perinuclear de células no capacitadas 

fue significativamente mayor en comparación con las marcas detectadas en las 

muestras de espermatozoides capacitados y con reacción acrosomal, donde la 

mancha fue evidentemente menos intensa.  
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Figura 18: a) Análisis western blot de PLC-ζ detectada en muestras de proteína extraídas de la TP de 
espermatozoides frescos de verraco no capacitados, capacitados y capacitados con RA. Se indica una 
banda principal correspondiente a gelsolina de ~72 kDa. b) Gráfica de barras de la densitometría de las 
bandas que representa la cantidad relativa de la proteína en los tres grupos experimentales. Los datos 
están expresados en términos de porcentajes de densidad relativa del área de las bandas. Letras diferentes 
indican diferencia estadística significativa p<0.05. 

A continuación, en las muestras extraídas de la TP de la cabeza de los 

espermatozoides congelados-descongelados no capacitados, capacitados y 

espermatozoides con reacción acrosomal, de igual manera el análisis de western 

blot después de SDS-PAGE detectó la presencia de PLC-ζ como una banda 

específica en un peso molecular de ~72 kDa, tal como se muestra en la Figura 

19.  

La evaluación posterior de la densitometría indicó que la intensidad en las 

bandas fue similar antes y después de la capacitación espermática, pero 

disminuyó significativamente en las muestras que habían sido extraídas de la TP 

de espermatozoides que experimentaron la reacción acrosomal. Estos hallazgos 

nuevamente evidencian que la cantidad relativa de PLC-ζ en los 
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espermatozoides se reduce luego de la reacción acrosomal, cuya pérdida 

supondría la liberación de esta proteína o estaría relacionado a la pérdida de la 

integridad acrosomal de los espermatozoides criopreservados. 
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Figura 19: a) Análisis Western blot de PLC-ζ detectada en muestras de proteína extraídas de la TP de 
espermatozoides descongelados de verraco no capacitados, capacitados y capacitados con RA. Se indica 
una banda principal correspondiente a gelsolina de ~72 kDa. b) Gráfica de barras de la densitometría de 
las bandas que representa la cantidad relativa de la proteína en los tres grupos experimentales. Los datos 
están expresados en términos de porcentajes de densidad relativa del área de las bandas. Letras diferentes 
indican diferencia estadística significativa p<0.05 

7.4 Co-inmunoprecipitación  

Co- inmunoprecipitación gelsolina-SRC 

Habiendo confirmado la existencia de gelsolina y SRC en las muestras de 

proteína extraídas de la TP de la cabeza de los espermatozoides de verraco; a 

continuación, buscamos estudiar y confirmar si gelsolina co-inmunoprecipita 

junto con SRC, la cinasa responsable de la fosforilación e inactivación de 

gelsolina durante la capacitación. Para lograr esto, se utilizaron anticuerpos 

monoclonales anti-gelsolina para inmunoprecipitar la gelsolina y otras proteínas 

de unión a gelsolina asociadas en las fracciones de la TP de la cabeza de los 

espermatozoides, luego los inmunoprecipitados obtenidos se revelaron mediante 

western blot con anticuerpos dirigidos contra SRC.  

Los resultados indicaron que estas dos proteínas co-inmunoprecipitan en los 

espermatozoides frescos y congelados-descongelados de verraco (Figura 20 y 

21); sin embargo, el grado de interacción entre gelsolina y SRC está influenciado 

por el estado fisiológico de los espermatozoides. De acuerdo a la intensidad de 

las bandas que representa la proteína SRC de ~59 kDa, se encontró que la 

interacción fue más fuerte antes de la capacitación, donde se observó una banda 
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principal de mayor intensidad, pero se disminuyó significativamente después de 

la capacitación in vitro y posterior a la reacción acrosomal de los 

espermatozoides. En esta última el grado de interacción parece ser muy débil 

dado que se observó una banda positiva de muy baja intensidad. Por lo tanto, 

estos resultados confirman que gelsolina y la tirosina cinasa SRC interaccionan 

estrechamente en la teca perinuclear de la cabeza espermática, pero se reduce 

luego de la capacitación y la reacción acrosomal. 
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Figura 20: a) Co-inmunoprecipitación gelsolina-SRC en espermatozoides frescos. Análisis western blot de 
los complejos inmunoprecipitados: muestras de proteína de la TP + Proteína A/G agarosa conjugadas con 
anticuerpos anti-gelsolina y revelados con anticuerpos anti-SRC. Se muestra la banda positiva 
correspondiente a SRC de ~59 kDa que confirma la interacción con gelsolina. b) Gráfica de barras de la 
densitometría de las bandas que representa el nivel de interacción gelsolina-SRC. Los datos están 
expresados en términos de porcentajes de densidad relativa del área de las bandas. Letras diferentes 
indican diferencia estadística significativa p<0.05. 
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Figura 21: a) Co-inmunoprecipitación gelsolina-SRC en espermatozoides congelados-descongelados. 
Análisis western blot de los complejos inmunoprecipitados: muestras de proteína de la TP + Proteína A/G 
agarosa conjugadas con anticuerpos anti-gelsolina y revelados con anticuerpos anti-SRC. Se muestra la 
banda positiva correspondiente a SRC de ~59 kDa que confirma la interacción con gelsolina. b) Gráfica de 
barras de la densitometría de las bandas que representa el nivel de interacción gelsolina-SRC. Los datos 
están expresados en términos de porcentajes de densidad relativa del área de las bandas. Letras diferentes 
indican diferencia estadística significativa p<0.05. 
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Co-inmunoprecipitación gelsolina - PLC-ζ 

Para evaluar la interacción e investigar si PLC-ζ participa en cascadas de 

señalización junto con gelsolina en los espermatozoides de verraco frescos y 

criopreservados, las muestras de proteína extraídas de TP se co-

inmunoprecipitaron con anticuerpos anti-gelsolina y Proteína G Plus/Proteína A 

agarosa, luego los inmunocomplejos recuperados se analizaron por western blot 

usando anticuerpos policlonales anti-PLC-ζ. 

Usando esta técnica de co-inmunoprecipitación encontramos que los 

anticuerpos dirigidos contra PLC-ζ reconocieron una banda de baja intensidad 

de aproximadamente ~72 kDa (Figura 22), correspondiente a la proteína PLC-ζ 

en porcinos. Curiosamente, en los inmunoprecipitados obtenidos de 

espermatozoides frescos, la interacción entra las proteínas gelsolina y PLC-ζ 

medida de acuerdo a la densitometría de las bandas reveladas para la proteína 

PLC-ζ fue similar en los tres estados fisiológicos y no se observó cambios 

significativos en la intensidad de las bandas después de la capacitación y la 

reacción acrosomal. 
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Figura 22: a) Co-inmunoprecipitación gelsolina-PLC-ζ en espermatozoides frescos. Análisis western blot de 
los complejos inmunoprecipitados: muestras de proteína de la TP + Proteína A/G agarosa conjugadas con 
anticuerpos anti-gelsolina y revelados con anticuerpos anti- PLC-ζ. Se muestra la banda positiva 
correspondiente a Src de 72 kDa que confirma la interacción con gelsolina. b) Gráfica de barras de la 
densitometría de las bandas que representa el nivel de interacción gelsolina-PLC-ζ. Los datos están 
expresados en términos de porcentajes de densidad relativa del área de las bandas. Letras diferentes 
indican diferencia estadística significativa p<0.05. 

 

No obstante, el grado de interacción entre estas proteínas en los 

inmunoprecipitados obtenidos de espermatozoides congelados-descongelados 

disminuyó significativamente después de la capacitación in vitro y la reacción 
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acrosomal, en este último grupo correspondiente a espermatozoides con el 

acrosoma reaccionado el grado de interacción parece ser muy débil dado que se 

visualizó una banda principal que representaba la proteína PLC-ζ de muy baja 

intensidad (Figura 23). 
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Figura 23: a) Co-inmunoprecipitación gelsolina-PLC-ζ en espermatozoides descongelados. Análisis western 
blot de los complejos inmunoprecipitados: muestras de proteína de la TP + Proteína A/G agarosa 
conjugadas con anticuerpos anti-gelsolina y revelados con anticuerpos anti- PLC-ζ. Se muestra la banda 
positiva correspondiente a Src de 72 kDa que confirma la interacción con gelsolina. b) Gráfica de barras de 
la densitometría de las bandas que representa el nivel de interacción gelsolina- PLC-ζ. Los datos están 
expresados en términos de porcentajes de densidad relativa del área de las bandas. Letras diferentes 
indican diferencia estadística significativa p<0.05. 

 

Co-inmunoprecipitación gelsolina-PIP2 

Por el contrario, cuando los inmunocomplejos obtenidos con anticuerpos anti-

gelsolina se revelaron mediante análisis western blot con un anticuerpo dirigido 

contra PIP2, no se identificaron bandas en la región de la membrana (~74 kDa) 

de los tres grupos experimentales, peso molecular donde se esperaban que se 

localizaría esta molécula.  

Es posible que la falta de la marca de PIP2  podría  deberse a la pérdida de la 

membrana plasmática de los espermatozoides durante la sonicación y el 

tratamiento posterior con detergentes realizada para exponer la TP, 

considerando que PIP2 es un fosfoinosítido de membrana. 
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8. DISCUSIÓN 

Desestabilización de la actina de la teca perinuclear en los 

espermatozoides criopreservados del verraco  

Es ampliamente conocido que la crioconservación de los espermatozoides de 

verraco induce cambios en la localización y el estado de agregación de proteínas 

como la actina (Gutiérrez-Pérez et al., 2011), la cual está implicada en la 

estabilización de la teca perinuclear (Juárez Mosqueda & Mújica, 1999; Mújica 

et al., 2003). En espermatozoides frescos la actina se encuentra principalmente 

en el segmento ecuatorial, pero disminuye significativamente en este sitio en 

espermatozoides criopreservados, lo que indica que algunas proteínas 

experimentan redistribución en respuesta a la criopreservación (Flores et al., 

2010). Basado en estos antecedentes, es posible que exista una relación entre 

la desestabilización de la actina de la teca perinuclear y la fosforilación de 

proteínas en tirosina, la distribución del fosfatidilinositol bifosfato y el cambio de 

localización de proteínas citoesqueleticas y de señalización en los 

espermatozoides criopreservados. En este estudio se buscó dilucidar estos 

cambios moleculares. 

Fosforilación de proteínas en tirosina en espermatozoides de verraco 

frescos y criopreservados 

La fosforilación de proteínas en los espermatozoides constituye un evento de 

modificación postraduccional de las proteínas que permite a la célula controlar 

diversos procesos celulares (Urner & Sakkas, 2003). En los espermatozoides de 

verraco, la capacitación induce la fosforilación de proteínas en residuos de 

tirosina en diferentes subdominios de la cabeza y el flagelo, lo que es necesario 

para iniciar la unión del espermatozoide con la zona pelúcida del ovulo, la 

inducción de la reacción del acrosoma y el desarrollo de la motilidad 

hiperactivada (Tardif et al., 2001). En nuestro estudio mediante la evaluación 

realizada por inmunocitoquímica identificamos que luego de la capacitación 

espermática aumentó significativamente la fosforilación de proteínas en tirosina 

principalmente en la región acrosomal y en el segmento ecuatorial, regiones de 

la cabeza que constituyen la ubicación apropiada para las moléculas que 

participan en la capacitación (Bailey et al., 2005). Además, nuestros hallazgos 
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son similares a los de un estudio anterior realizado en espermatozoides humanos 

capacitados in vitro, donde se observó mediante inmunofluorescencia que en el 

casquete acrosomal, el segmento ecuatorial, y la pieza principal del flagelo, 

incrementó la señal inmunorreactiva que identificaba proteínas fosforiladas en 

tirosina (Sati et al., 2014).  

Asimismo, una investigación previa en espermatozoides de verraco no 

capacitados identificó proteínas fosforiladas en tirosina  inmunolocalizadas en el 

centro de la cabeza, en la región ecuatorial y marcados de manera brillante en 

la región acrosómica después de 3 h de incubación in vitro en medio de 

capacitación (Tardif et al., 2001). Se ha demostrado un aumento de la 

fosforilación de tirosina de p20, p93 y p175 (Kaláb et al., 1998). Esto demuestra 

y confirma junto con los resultados de nuestro estudio que el contenido de 

proteínas fosforiladas aumenta durante la capacitación. 

Para apoyar estos hallazgos, otra investigación en espermatozoides de verraco 

utilizando anticuerpos anti-fosfotirosina específicos examinó los cambios en la 

fosforilación de proteínas en tirosina y encontró que existe una correlación 

positiva significativa entre los niveles de fosforilación en tirosina y el porcentaje 

de espermatozoides capacitados (Bravo et al., 2005). Durante la capacitación se 

ha detectado en la cabeza del espermatozoide el aumento de la fosforilación del 

complejo “p32”, compuesto por varias fosfoproteínas-tirosina (Bailey et al., 2005) 

y ACRBP (proteína de unión a acrosina), necesarias para la inducción de la 

capacitación y la reacción acrosomal (Kato et al., 2021).  

Otra proteína regulada por fosforilación en el espermatozoide, que además en 

nuestra investigación fue identificada en la TP, es la gelsolina, proteína que 

participa en la dinámica del citoesqueleto de la teca perinuclear y su actividad se 

inactiva por fosforilación durante la capacitación y se activa antes de la reacción 

del acrosoma (Finkelstein et al., 2010). Por esta razón, el aumento de la 

fosforilación de proteínas en tirosina juega un papel importante en  la regulación 

de varios procesos celulares de los espermatozoides mamíferos (Tardif et al., 

2001).  

El enfriamiento y la criopreservación de los espermatozoides de verraco inducen 

modificaciones bioquímicas no reguladas similares a la capacitación, tales como 
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el aumento de la fosforilación de proteínas en tirosina en una subpoblación de 

espermatozoides (Bailey et al., 2000), tal como lo observamos en nuestra 

investigación después de la descongelación de los espermatozoides por el 

aumento de la fosforilación de proteínas en la región acrosomal, segmento 

ecuatorial y el flagelo. 

El incremento de la fosforilación de proteínas en los espermatozoides 

criopreservados de verraco podría deberse a que estas células son altamente 

sensibles al choque térmico, por lo que el enfriamiento a 5 °C y el aumento de la 

permeabilidad de la membrana celular puede elevar la concentración intracelular 

de Ca2+, HCO3 y especies reactivas de oxígeno (ROS) en el medio lo que activa 

la vía sAC/PKA y esto conduciría el aumento de la fosforilación de proteínas en 

tirosina, similar a las que ocurren durante la capacitación verdadera, proceso 

conocido como “criocapacitación” (Tardif et al., 2001). En espermatozoides de 

verraco, por ejemplo, se conoce que la fosforilación de tirosina de p32 

incrementa después de la congelación-descongelación (Kumaresan et al., 2011). 

También se ha indicado que las proteínas espermáticas de verracos individuales 

con buena capacidad de congelación del semen exhiben un bajo nivel de 

fosforilación de tirosina después de congelación-descongelación, en 

comparación con verracos que muestra poca capacidad de congelación del 

semen. (Wysocki et al., 2009). Por lo tanto, estos cambios inducidos por la 

criopreservación podrían contribuir a explicar la reducida capacidad fertilizante 

de los espermatozoides congelados-descongelados. 

Localización de la gelsolina y distribución del PIP2 

La identificación, localización, fosforilación y el rol que cumple la proteína 

gelsolina en los espermatozoides antes de la fertilización se conoce 

principalmente por los estudios desarrollados en espermatozoides humanos 

(Finkelstein et al., 2010), y de cobayos (Cabello et al., 2003), mientras que existe 

escasa información en espermatozoides de verraco, especie de interés en esta 

investigación. 

Según el estudio realizado por Finkelstein et al. (2010), mediante 

inmunocitoquimica y western blot se encontró que el principal sitio de localización 
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de la gelsolina en espermatozoides antes de la capacitación es el flagelo, 

mientras que después de la capacitación es la cabeza espermática. Otro estudio 

ha observado que antes de la capacitacion la gelsolina se colocaliza con la 

fracción de actina-G y casi no hay actina-F en la cabeza del espermatozoide, ya 

que la mayor parte se localiza en la pieza media de la cola; mientras que después 

de la capacitación aumenta la gelsolina en la cabeza y se colocaliza con la 

fracción de actina-F donde favorece su despolimerización (Breitbart & 

Finkelstein, 2015). 

Los datos de nuestra investigación están de acuerdo con estos estudios previos. 

En espermatozoides frescos de verraco, antes de la capacitación la gelsolina se 

localizó principalmente en el flagelo y en menor proporción en la región 

acrosomal, segmento ecuatorial y región postacrosomal; mientras que después 

de la capacitación incrementó significativamente en la región acrosomal de la 

cabeza y disminuyó en el flagelo. Adicionalmente, para apoyar esta información 

confirmamos la presencia de gelsolina de ~90 kDa mediante western blot en las 

preparaciones de proteínas extraídas de la TP de la cabeza de los 

espermatozoides, similar a las bandas encontradas en preparaciones obtenidas 

de cabezas y flagelos de espermatozoides humanos (Finkelstein et al., 2010). 

De tal forma, considerando la  evidencia científica demostrada por la información 

de los estudios anteriores, sumado a los resultados de nuestra investigación, 

existe certeza suficiente de que la gelsolina sufre un proceso activo de 

translocación durante la capacitación, desde el flagelo hacia las regiones 

anteriores de la cabeza espermática, principalmente a la región acrosomal, 

donde es requerida para la despolimerización de la actina-F, un paso previo y 

necesario para  la ocurrencia de la exocitosis del acrosoma (Finkelstein et al., 

2010). Por lo tanto, demostramos que hay un claro efecto del estado fisiológico 

del espermatozoide para el cambio de localización de la gelsolina. 

La translocación de gelsolina a la cabeza espermática también parece estar 

relacionada con la motilidad. Se ha observado que espermatozoides con alta 

motilidad después de la capacitación tienen bajos niveles de gelsolina en la cola, 

ya que la mayor parte se ha translocado a la cabeza. La disminución de gelsolina 
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en el flagelo previene la despolimerización de la actina-F, que es importante para 

el desarrollo de la motilidad hiperactivada (Finkelstein et al., 2013). 

Sin embargo, en espermatozoides congelados-descongelados de verraco no se 

evidenció dicha translocación de la gelsolina hacia la región acrosomal, al 

contrario, en espermatozoides criopreservados observamos que el principal sitio 

de localización de gelsolina fue el flagelo, segmento ecuatorial y la región 

postacrosomal. Claramente estos resultados comparados con espermatozoides 

frescos de este mismo estudio muestran una baja proporción de gelsolina en la 

región acrosomal y mayor en el segmento ecuatorial y región postacrosomal 

después del proceso de congelación-descongelación en los espermatozoides 

capacitados. Por consiguiente, con base a estos resultados, consideramos que 

la traslocación de la gelsolina en los espermatozoides descongelados fue 

ineficiente. Es probable que estos espermatozoides hayan experimentado una 

criocapacitación prematura durante la congelación acompañado de alteraciones 

en el citoesqueleto de actina de la TP, lo que conduciría a este cambio prematuro 

de la localización de gelsolina únicamente hacia regiones posteriores del 

espermatozoide. El bajo porcentaje de gelsolina en la región acrosomal también 

podría indicar una disminución de la integridad acrosomal de los 

espermatozoides ya esta proteína podría haberse liberado durante una reacción 

acrosomal espontanea. 

No obstante, es lógico considerar que la translocación de la gelsolina durante la 

capacitación de los espermatozoides no depende de sí misma, sino de su 

interacción con otras moléculas, tales como el fosfoinosítido de membrana 

fosfatidil inositol 4-5 bifosfato (PIP2) (Finkelstein et al., 2013) y la presencia de 

calcio (Ashish et al., 2007). En nuestro estudio, cuando evaluamos la distribución 

del PIP2 en los espermatozoides frescos, observamos que después de la 

capacitación se incrementó significativamente la presencia de PIP2 en la región 

acrosomal, mientras que en el segmento ecuatorial y la región postacrosomal, 

con excepción del flagelo, se mantuvieron casi similares a lo observado antes de 

la capacitación.  

La distribución y dinámica del PIP2 en los espermatozoides  frescos de verraco 

está en concordancia con los resultados observados por Finkelstein  et al. (2013) 
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en su estudio realizado en espermatozoides humanos, donde se indicó que los 

niveles de PIP2 aumentaron en la cabeza y disminuyeron en la cola durante la 

primera hora de capacitación in vitro, y más tarde regresaron a un nivel basal 

(Finkelstein et al., 2013). Asimismo, en un estudio realizado en espermatozoides 

de bovino se demostró que durante la capacitación existe una elevación del PIP2, 

misma que mejoró la formación de actina-F, considerando que PIP2 es un 

cofactor para la activación de fosfolipasa D, la que es esencial para la 

polimerización de la actina (Hodgkin et al., 2000; Pertile et al., 1995). 

Por lo tanto, consideramos que el incremento de PIP2 en los espermatozoides 

frescos de verraco durante la capacitación ocurrió debido al aumento de su 

síntesis favorecida por la integridad de la membrana plasmática. Esta molécula 

a  su vez favoreció la traslocación de gelsolina a la cabeza espermática desde el 

flagelo, tal como lo sugirieron Finkelstein  et al. (2013), quienes determinaron 

que el PIP2 se une a la gelsolina y la actina-F, y que la translocación de gesolina 

dependió del aumento del PIP2 que ocurrió de manera simultánea a la elevación 

de actina-F durante la capacitación. Adicionalmente, se conoce que la unión del 

PIP2 a gelsolina no solo favorece su translocación a la cabeza espermática, sino 

que la unión PIP2-gelsolina, junto con la fosforilación  de gelsolina por la tirosina 

cinasa SRC (Corte et al., 1999) controla su estado de activación, manteniendo a 

esta proteína en un estado inactivo durante la capacitación para permitir el 

ensamblaje de actina-F y solo se libera del secuestro de PIP2 al final de la 

capacitación, antes de la reacción del acrosoma por la activación de la 

fosfolipasa C (PLC) que hidroliza al PIP2  (Breitbart & Finkelstein, 2015). Del 

mismo modo, el incremento de gelsolina en el flagelo observado en 

espermatozoides frescos de verraco con reacción acrosomal puede ser 

explicado por la existencia de una translocación reversa de gelsolina desde la 

cabeza al flagelo luego de la liberación de gelsolina unida al PIP2 (Finkelstein 

et al., 2010).  

Sin embargo, en la cabeza de los espermatozoides descongelados no se 

observó un aumento significativo del PIP2 después de la capacitación; al 

contrario, los niveles del PIP2 en la región acrosomal se mantuvieron bajos desde 
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antes de la capacitación y posteriormente disminuyó significativamente en el 

segmento ecuatorial y la región post-acrosomal. 

Estos resultados nos conducen a pensar que durante el proceso de congelación-

descongelación, al ocurrir alteraciones en la membrana plasmática y perdida de 

la integridad acrosomal, se afecta la síntesis y distribución de PIP2 en la cabeza 

espermática. La reducción de los niveles de PIP2  disminuiría la translocación 

efectiva de gelsolina a la cabeza del espermatozoide. También es probable que 

la fosforilación de proteínas haya sido afectada, considerando que la fosforilación 

inhibitoria en tirosina-438 de la gelsolina por SRC se reduce cuando los niveles 

de PIP2 son bajos (Finkelstein et al., 2013). Esta idea se refuerza por resultados 

de un estudio desarrollado en espermatozoides humanos en el que se comprobó 

que la reducción de la síntesis de PIP2 inhibe la polimerización de la actina, la 

motilidad espermática y la translocación de geslolina a la cabeza, mientras que 

el incremento de PIP2 mejora todas estas actividades y aumenta 

significativamente la translocación de gelsolina a la cabeza (Breitbart & 

Finkelstein, 2015). 

Es por esta razón que consideramos que la distribución del PIP2 en la membrana 

celular juega un rol importante en la fisiología espermática y fundamentalmente 

en la regulación del ensamblaje del citoesqueleto de actina, ya que regula la 

fosforilación y la motilidad como ha sido descrito en espermatozoides y otros 

tipos de células por varios estudios anteriores (Fatunmbi et al., 2020; Finkelstein 

et al., 2013; Mandal, 2020).  

Localización de la tirosina quinasa SRC  

Por otra parte, en nuestra investigación, dada la importancia que tiene la tirosina 

quinasa de la familia SRC por su papel en la fosforilación sobre proteínas 

específicas, consideramos relevante su identificación, conocer los cambios que 

sufre en su localización y la interacción con otras proteínas. No cabe duda que 

la SRC en los espermatozoides está relacionada con la regulación de la 

capacitación y la reacción acrosomal  (Mitchel et al., 2008), sobre todo por su 

papel inhibitorio por fosforilación de la actividad de la proteína de corte gelsolina 

durante la capacitación (Corte et al., 1999). Se ha identificado SRC en 

espermatozoides de varias especies: ratón (Baker et al., 2006), humano (Mitchel 
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et al., 2008; Varano et al., 2008)  y verraco (Bragado et al., 2012), por técnicas 

de inmunocitoquímica y western blot. 

La función que desempeña SRC sobre gelsolina podría ser explicada por los 

resultados obtenidos en este estudio mediante inmunocitoquímica y co-

inmunoprecipitación de gelsolina-SRC, considerando que después de la 

capacitación tanto de los espermatozoides frescos como de los descongelados 

se detectó una alta frecuencia de la marca para SRC en la cabeza espermática, 

principalmente en la región acrosomal e incluso una mayor intensidad en el 

segmento ecuatorial. La reducción de la inmunolocalización de SRC en la región 

acrosomal de los espermatozoides con acrosoma reaccionado probablemente 

se deba a que esté ligada con el decremento de la actividad cinasa de esta 

enzima, lo que permitiría que la gelsolina se active. Adicionalmente, mediante 

western blot en espermatozoides de verraco confirmamos el incremento de la 

cantidad relativa de SRC de ~59 kDa durante la capacitación y una disminución 

en espermatozoides que alcanzaron la reacción acrosomal. 

Anteriormente se ha observado que la fosforilación de gelsolina por SRC 

aumenta hasta las 3 h de incubación en condiciones de capacitación y luego 

disminuye (Finkelstein et al., 2013). Es por esto que en nuestro estudio en 

espermatozoides frescos y descongelados de verraco comprobamos que 

gelsolina y SRC co-inmunoprecipitan, lo que indica que existe una interacción 

entre estas dos moléculas que se hace más fuerte durante la capacitación 

espermática, tal como se había descrito en un estudio anterior (Finkelstein et al., 

2010). El incremento de la actividad cinasa de SRC y de la cantidad de la enzima 

durante la capacitación depende de su fosforilación en tyr-416 (Varano et al., 

2008) y es seguida de un aumento en el contenido de F-actina (Breitbart & 

Finkelstein, 2018). 

De igual manera, la distribución del PIP2 en la membrana juega un rol 

fundamental en la interacción gelsolina-SRC, ya que el aumento de la síntesis 

del PIP2, tal como fue observado en espermatozoides frescos de verraco 

capacitados, incrementa la fosforilación de gelsolina, mientras que la 

disminución de la síntesis de PIP2 o el incremento de sus hidrolisis reduce la 
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fosforilación (Finkelstein et al., 2013). Esto evidencia que la distribución del PIP2 

en los espermatozoides dicta el grado de fosforilación de la gelsolina. 

Con referencia a su identificación y localización en espermatozoides porcinos, 

en un estudio desarrollado por Bragado et al. (2012) se identificó mediante 

western blot a dos miembros de la familia SRC: Lyn y c-Yes y dos isoformas 

activas, denominadas SFK1 y SFK2, que fueron detectadas con anticuerpos 

específicos por su fosforilación en tyr416 en lisados de espermatozoides 

(Bragado et al., 2012). Asimismo, de estos miembros, c-Yes es uno de los más 

importantes, porque constituye una de las proteínas de señalización que se han 

detectado en la membrana plasmática (Lawson et al., 2008), donde está 

asociada con elementos citoesqueléticos, como la teca perinuclear del 

espermatozoide, que cumplen un rol durante la capacitación espermática  y la 

reacción acrosomal (Sutovsky et al., 2003). En nuestro estudio, considerando la 

especificidad del anticuerpo anti-SRC utilizado para la detección, identificamos 

mediante western blot en los extractos de proteínas de la teca perinuclear de la 

cabeza de los espermatozoides frescos y descongelados de verraco c-SRC, 

también conocido como kinase-SRC o p60-SRC como una banda principal de 

~59 kDa y bandas de menor intensidad con pesos moleculares inferiores a los 

predichos para SRC, que podrían corresponder a otras isoformas de SRC o 

productos de su degradación. 

En humanos, donde se ha estudiado más detalladamente la tirosina quinasa 

SRC, el análisis western blot de los lisados celulares extraídos de la cabeza de 

espermatozoides han detectado bandas de ~70 kDa (Varano et al., 2008), ~66 

kDa (Kumar & Meizel, 2005) y ~60 kDa (Mitchel et al., 2008), correspondientes 

a c-SRC, con variaciones en la concentración relativa de proteína en diferentes 

tiempos de incubación en medio de capacitación in vitro. En otras especies, 

como el hámster, se han identificado otros miembros de la familia SRC en su 

forma fosforilada, tales como: Y418 y pYes y en menor medida pLCK, localizada 

en la región acrosomal, con un patrón de expresión similar tanto en 

espermatozoides no capacitados como en capacitados (Singh et al., 2017). 

Es importante también anotar que en espermatozoides humanos la SRC 

detectada en la región acrosomal de la cabeza espermática comparte sitios de 
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localización con gelsolina durante la capacitación, lo que explica su interacción 

y su función inactivante (Lawson et al., 2008). Esto es similar a lo que se observó 

en este estudio en los espermatozoides capacitados de verraco, donde SRC y 

gelsolina se localizaban principalmente en la región acrosomal. Además, estos 

resultados demuestran que la localización de la tirosina quinasa SRC en 

espermatozoides frescos y criopreservados coincidió con los principales 

subdominios de la cabeza espermática, tales como la región acrosomal y el 

segmento ecuatorial, donde se observó predominantemente la fosforilación de 

proteínas en tirosina durante la capacitación y la reacción acrosomal. 

Otro estudio en espermatozoides humanos no capacitados y capacitados ha 

identificado la SRC mediante inmunocitoquímica principalmente en la región 

postacrosomal, segmento ecuatorial de la cabeza, cuello, pieza media del flagelo 

(Varano et al., 2008) o en dominios subcelulares compatibles con un papel de 

fosforilación en tirosina de proteínas especificas (Mitchel et al., 2008).  

Por otra parte, la detección de SRC en el segmento ecuatorial y la región 

acrosomal fue menor en espermatozoides congelados-descongelados de 

verraco, lo que indica que la distribución de esta cinasa también fue afectada por 

la crioconservación. Sin embargo, no existen antecedentes previos sobre 

alteraciones en la localización de SRC en espermatozoides después de la 

congelación. Experimentalmente solo se ha confirmado que la incubación de 

espermatozoides con inhibidores de tirosina quinasas disminuyó el porcentaje 

de espermatozoides capacitados y podría prevenir que ocurra el proceso de 

reacción acrosomal, dado que se ven afectadas todas las proteínas que son 

reguladas por fosforilación y que participan en múltiples procesos fisiológicos 

(Bravo et al., 2005; Finkelstein et al., 2010). 

Localización e identificación de PLC-ζ 

Por último, otra proteína importante que fue evaluada en el contexto de este 

estudio corresponde a la fosfolipasa C-ζ, proteína de señalización que se ha 

encontrado en la TP de la cabeza de los espermatozoides de mamíferos y se 

considera como la molécula responsable de generar las oscilaciones de calcio 

durante la fertilización (Fujimoto et al., 2004; K. Swann et al., 2006). Por esta 

razón, la identificación de su localización en los subdominios del espermatozoide 
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y el conocer las proteínas con las que interactúa tiene transcendental importancia 

para entender la fisiología del espermatozoide. En esta investigación se estudió 

esta enzima en los espermatozoides de verraco y se contrastó su localización y 

rol en diferentes especies, incluido los espermatozoides de humano. 

En los espermatozoides frescos de verraco, al evaluar la localización de PLC-ζ 

antes de la capacitación, encontramos que los principales patrones que se 

inmunomarcaron fueron: acrosomal + flagelo y acrosomal + postacrosomal + 

flagelo. Sin embargo, después de la capacitación y la reacción acrosomal se 

redujo significativamente la proporción de espermatozoides con estos patrones 

y se incrementó en el segmento ecuatorial + postacrosomal + flagelo y solo 

flagelo. Nuestros resultados confirman los hallazgos anteriores en 

espermatozoides de porcino, en donde se detectó por inmunofluorescencia a la 

PLC-ζ en la región postacrosomal y el flagelo antes de la fertilización (Nakai 

et al., 2011). Al mismo tiempo, nuestros datos son consistentes con el papel 

fisiológico propuesto para la PLC-ζ, considerando que esta proteína localizada 

en el segmento ecuatorial y la región postacrosomal de los espermatozoides 

podría corresponder a la molécula de señalización que se libera desde el 

espermatozoide y que está implicada en la activación del ovulo durante la 

fertilización, de ahí su ubicación estratégica en estas regiones.    

Para reforzar lo anteriormente mencionado, dentro del espermatozoide de ratón 

al momento de la fertilización se ha detectado a la PLC-ζ en una banda 

postacrosomal en la TP, que es señalada como la primera parte de la cabeza del 

espermatozoide en entrar al óvulo después de la fusión de los gametos (Fujimoto 

et al., 2004). Este hallazgo, junto con un estudio inicial que comprobó que las 

fracciones de extracto de espermatozoides que contenían PLC-ζ fueron capaces 

de inducir la liberación de Ca2+ en el huevo (Saunders et al., 2002) permitió 

proponer a la PLC-ζ como el factor espermático soluble activador del óvulo en 

mamíferos (SOAF).  

Considerando la localización de PLC-ζ en la TP es posible pensar que los 

cambios que ocurren en la estructura del citoesqueleto de actina que constituye 

la TP de la cabeza de los espermatozoides de verraco durante la capacitación 

están relacionados con la preparación de PLC-ζ para su liberación y activación 
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del óvulo luego de la reacción del acrosoma. Todo esto se evidenciaría como 

cambios de localización de la proteína en la cabeza espermática. Por el contrario, 

en los espermatozoides criopreservados, estos cambios en la localización de 

PLC-ζ sucederían de manera prematura, dado que después de la 

descongelación observamos que el principal sitio de localización de PLC-ζ fue la 

región postacrosomal, incluso desde antes de haber sido incubados en medio de 

capacitación. La disminución de PLC-ζ en la región acrosomal de los 

espermatozoides descongelados posiblemente este asociado con la perdida de 

la integridad acrosomal y las alteraciones en estructuras internas como la TP, 

lugar donde se ha detectado esta proteína. 

Cuando se comparó la localización de PLC-ζ de espermatozoides de verraco con 

otras especies en las que se ha identificado, parece ser que esta proteína 

generalmente se encuentra localizada en diferentes subdominios de la cabeza 

del espermatozoide y la pieza media del flagelo, incluso podría tener roles 

funcionales diferentes por cada localización especifica, como lo sugirió Kashir et 

al. (2014). Los estudios previos han demostrado diferencias específicas por 

especies en la localización de PLC-ζ (Yoon & Fissore, 2007). Además, la PLC-ζ 

sufre redistribución o cambios dinámicos en su patrón de localización durante la 

capacitación y la reacción acrosomal. (Grasa et al., 2008; Young et al., 2009). 

En espermatozoides de porcino se ha identificado mediante inmunofluorescencia 

una señal inmunorreactiva fuerte en la regiones acrosomal y post-acrosomal y 

una señal fluorescente débil en el flagelo, especialmente  en el cuello (Kaewmala 

et al., 2012; Nakai et al., 2011). Mediante western blot se ha determinado que la 

teca perinuclear es el sitio principal de localización de la PLC-ζ de porcino de 

~72 kDa (Fujimoto et al., 2004; Kashir et al., 2018); tal como lo identificamos en 

nuestro estudio junto con su disminución en la concentración relativa en la TP de 

la cabeza de espermatozoides luego de la capacitación y la reacción acrosomal. 

Además, la estructuración de dominio de PLC-ζ de los espermatozoides de 

verraco es idéntica a la de PLC-ζ de humanos y ratones (Yoneda et al., 2006). 

En humanos se han identificado varias isoformas de PLC-ζ de ~70 kDa (Fujimoto 

et al., 2004; Gresset & Harden, 2012; Kashir et al., 2018); ~74 y 100 kDa (Grasa 

et al., 2008); y en ratones ~74 kDa (Saunders et al., 2002).  
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En espermatozoides equinos frescos la PLC-ζ de ~73 kDa se ha observado en 

la región que recubre el acrosoma, en el segmento ecuatorial, en la pieza de 

conexión entre la cabeza y la pieza media y en la pieza principal del flagelo, 

patrón de localización que se mantiene hasta después de la capacitación. Sin 

embargo, luego de la inducción de la exocitosis acrosómica existe perdida de 

PLC-ζ sobre la región acrosómica (Bedford-Guaus et al., 2011).  Estos hallazgos 

muestran que la localización de PLC-ζ en los espermatozoides no capacitados y 

después de la reacción del acrosoma coinciden con lo observado en 

espermatozoides de verraco. No obstante, en nuestro estudio hubo claras 

diferencias en la localización de PLC-ζ después de la capacitación, marcada por 

un decremento significativo en la región acrosomal. Es probable que la pequeña 

proporción de PLC-ζ que se mantiene en la región acrosómica podría 

desempeñar un papel en la regulación de la exocitosis acrosómica, mientras que 

la PLC-ζ postacrosomal estaría implicada en la activación del óvulo, como se ha 

predicho en otras especies (Young et al., 2009).  

Cuando comparamos la localización de la PLC-ζ en espermatozoides de verraco 

con la de la PLC-ζ de humanos, es notable que las investigaciones sobre esta 

proteína son numerosas por su asociación con la infertilidad masculina (Heytens 

et al., 2009; Kashir et al., 2013; Kashir, Konstantinidis, et al., 2012); pero también 

existe una amplia variabilidad en los resultados. Se han identificado tres 

localizaciones distintas de PLC-ζ en las regiones acrosomal, ecuatorial y post-

acrosomal de la cabeza del espermatozoide y adicionalmente en el flagelo 

Además, estas localizaciones se han observado en combinaciones entre las 4 

diferentes regiones (Amdani et al., 2016). Lo más destacado es que se ha 

encontrado que la criopreservación tiene efectos perjudiciales significativos 

sobre las concentraciones relativas de la PLC-ζ en los espermatozoides 

humanos (Kashir et al., 2011). 

La reducción de PLC-ζ tiene a su vez implicaciones en la activación deficiente 

del huevo dado que afecta la capacidad de fertilización de los espermatozoides 

(Kashir et al., 2011). En nuestro estudio la PLC-ζ de la TP de la cabeza de 

espermatozoides criopreservados detectada por western blot se identificó en 

bandas de menor intensidad en comparación con las detectadas en 



  

88 

 

espermatozoides frescos, lo que evidenció una disminución de la concentración 

relativa de la proteína. 

Grasa et al. (2008) para identificar a la PLC-ζ en el espermatozoide, determinó 

4 patrones de localización: acrosomal + ecuatorial; solo ecuatorial; ecuatorial y 

postacrosomal y solo postacrosomal, observando que antes de la capacitación 

el 84.4% de los espermatozoides mostraron PLC-ζ en la región ecuatorial, y en 

el 35,3% de ellos también se encontró en el acrosoma. Después de la 

capacitación se produjo un incremento de PLC-ζ en la región postacrosomal 

(58%), lo que coincidió con una disminución en la región acrosomal. Además, el 

aumento de PLC-ζ en la región post-acrosómica fue aún más pronunciada en los 

espermatozoides con reacción acrosomal (65%).  Al contrastar nuestros 

resultados con este estudio coincidimos en esta dinámica de la PLC-ζ por el 

incremento en la región postacrosomal y la disminución en la región acrosomal 

luego de la capacitación, pero diferimos en las proporciones que se encontraron 

en el segmento ecuatorial, ya que en espermatozoides de verraco fueron más 

bajas.  

En otro estudio realizado por Young et al. (2009). en espermatozoides de ratón, 

se planteó la interrogante de conocer si el estado fisiológico del espermatozoide 

influye sobre los cambios de localización de PLC-ζ, comprobándose que 

después de la capacitación y la reacción acrosomal la PLC-ζ aumentó en la 

región postacrosomal en comparación con los espermatozoides no capacitados, 

en los que se encontró una señal para esta proteína en la región acrosomal  

(Young et al., 2009). 

Claramente al contrastar los dos estudios anteriores, ambos coinciden en el 

aumento de la cantidad de proteína PLC-ζ en la región post-acrosomal de la 

cabeza espermática, sitio donde se ha predicho que se localiza el factor 

espermático activador del óvulo (Amdani et al., 2016). Estos cambios en la 

localización de PLC-ζ durante la capacitación y la RA pueden estar influenciados 

por varios factores. Lo más probable es que se deban a un movimiento real de 

la proteína para su liberación desde la TP hacia el óvulo para facilitar su 

activación después de la fusión de los gametos (Fujimoto et al., 2004). El 

aumento de PLC-ζ postacrosomal se explicaría por una interacción con otras 
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proteínas, como la actina, como se sugirió en espermatozoides de bovino, 

considerando que la dinámica del citoesqueleto de actina podría estar 

controlando la migración de PLC-ζ durante la capacitación y conducir a su 

liberación parcial durante la reacción acrosomal (Mejía-Flores et al., 2017). Esta 

investigación además concuerda en el aumento de PLC-ζ en la región 

postacrosomal en espermatozoides capacitados y aquellos que experimentaron 

la exocitosis acrosómica.  

Evaluación espermática 

La evaluación del semen generalmente está basada en el examen microscópico 

de la motilidad, vitalidad y la integridad acrosomal de los espermatozoides. En 

este estudio el porcentaje de motilidad promedio en los espermatozoides frescos 

de verraco se encontró dentro de los parámetros considerados normales para la 

especie 85-90% (Hafez, 2002). No obstante, el porcentaje de motilidad 

progresiva después de la crioconservación disminuyó notablemente al 15%. Este 

decremento de la motilidad post descongelación se ha observado comúnmente 

en porcinos, incluso hasta un rango del 3-9%, y comúnmente está asociada a los 

daños físicos de las células (Li et al., 2018). 

La evaluación del porcentaje de vitalidad espermática en los espermatozoides 

frescos claramente obtuvo un mayor porcentaje de células vivas en comparación 

con los espermatozoides descongelados. Es bien conocido que los 

espermatozoides de verraco son altamente sensibles al almacenamiento 

congelado debido a que tienen una alta proporción de ácidos grasos 

poliinsaturados en su membrana plasmática y bajo colesterol. Mediante 

diferentes técnicas de evaluación de la viabilidad en estudios previos se ha 

determinado que luego de la criopreservación disminuye al 48.6% (Martecikova 

et al., 2010), 42.2% (Gutiérrez Pérez et al., 2009), y 32% (Trzcińska et al., 2015) 

de viabilidad, porcentajes muy similares a los resultados de nuestro estudio, 

confirmando que entre el 40-50% de los espermatozoides de verraco no 

sobreviven después de la criopreservación (Jovicic et al., 2020). 

Con referencia a la integridad acrosomal, un porcentaje superior al 85% de los 

espermatozoides frescos de verraco, antes y después de la capacitación 

mantuvieron un acrosoma intacto, porcentaje que disminuyó después de la 
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inducción de reacción acrosomal, mostrando que la incubación in vitro realmente 

indujo este proceso exocítico del acrosoma. Por el contrario, después de la 

congelación-descongelación la integridad acrosomal de los espermatozoides se 

redujo casi a la mitad (47,0%), (Gráfica 4). La disminución significativa del 

número de espermatozoides que mantenían el acrosoma intacto posiblemente 

está relacionada con la criocapacitación prematura, la ocurrencia una reacción 

acrosómica espontánea durante la incubación o posiblemente debido a traumas 

físicos adicionales durante las manipulaciones involucradas con la capacitación 

in vitro, el paso de los espermatozoides por ficoll y los tratamientos posteriores.  

Al contrastar nuestros datos con otros estudios, existe evidencia suficiente que 

confirma una disminución significativa de la integridad acrosomal de los 

espermatozoides de verraco después de la crioconservación. Se ha indicado que 

el porcentaje de espermatozoides con el acrosoma integro luego de la 

descongelación se reduce a 34,9% (Barrientos et al., 2009), 27.6% (Arancibia 

Salinas et al., 2007) y 19% (Gutiérrez Pérez et al., 2009). 
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9. CONCLUSIONES 

La desestabilización de la actina de la teca perinuclear del espermatozoide 

criopreservado de verraco está relacionado con el aumento de la fosforilación de 

proteínas en tirosina en los subdominios de la cabeza espermática. 

La disminución en la distribución del fosfatidilinositol bifosfato en la membrana 

plasmática de la cabeza de los espermatozoides congelados-descongelados 

afectó la translocación de gelsolina a la región acrosomal durante la 

capacitación. 

En el presente estudio, se determinó por primera vez la localización de gelsolina 

y tirosina cinasa SRC en espermatozoides de verraco no capacitados, 

capacitados y con acrosoma reaccionado, así como los cambios que sufren 

estas proteínas en espermatozoides criopreservados, adicionalmente 

confirmamos que gelsolina y SRC co-inmunoprecipitan. 

En espermatozoides frescos de verraco confirmamos que PLC-ζ antes de la 

capacitación se localiza principalmente en la región acrosomal y aumenta en la 

región postacrosomal después de la capacitación. En contraste, la detección de 

PLC-ζ en los espermatozoides congelados-descongelados es menor en la región 

acrosomal, lo que estaría relacionado con los efectos de la crioconservación que 

involucran la perdida de la integridad acrosomal y las alteraciones de la teca 

perinuclear. 
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