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RESUMEN 

JIMÉNEZ MORALES KARINA. EFECTO DE LA CONGELACIÓN Y 

DESCONGELACIÓN SOBRE LA TECA PERINUCLEAR DEL ESPERMATOZOIDE 

OVINO. (Bajo la dirección de MVZ Rosa Berta Angulo Mejorada y 

MVZ Jorge Hernández Espinosa). 

 

El trabajo se realizó en el Centro de Enseñanza, Investigación 

y Extensión de Producción Ovina y en el Departamento de 

Morfología de la FMVZ de la UNAM. Se utilizaron 2 sementales de 

la raza Suffolk y 2 de la raza Dorset, el semen se recolectó 

mediante la técnica de vagina artificial. El acrosoma se evaluó 

mediante la técnica de triple tinción para microscopía fotónica 

y la subestructura de la TP se evaluó mediante tinción negativa 

para microscopía electrónica de transmisión. El objetivo del 

presente trabajo fue evaluar si la integridad de la TP también 

se afecta en los espermatozoides del ovino criopreservados pero 

bajo dos temperaturas de enfriamiento (5° C y -5° C) y analizar 

la posible correlación entre el daño del citoesqueleto y el 

acrosoma.   

El porcentaje de espermatozoides con TP integra en el semen 

fresco fue de 86.33, mientras que en los espermatozoides 

descongelados fue de 59.67, y de 73.50 a 5° C y -5° C previo 

enfriamiento respectivamente, encontrándose una diferencia 

significativa entre el semen fresco y descongelado (P<0.05), 
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pero no existió diferencia significativa entre las muestras 

descongeladas. El porcentaje de espermatozoides vivos con 

acrosoma en el semen fresco fue del 43.92, en el semen 

descongelado fue del 3.33 y 2.67 para los espermatozoides 

enfriados a 5° C y -5° C respectivamente, no existiendo 

diferencia estadística entre las diferentes temperaturas de 

enfriamiento pero si entre el semen fresco y descongelado. 

Tampoco se encontró correlación entre el daño del citoesqueleto 

y la pérdida de acrosoma. 
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INTRODUCCIÓN 

La inseminación artificial (IA) se ha utilizado desde 1950 en 

los bovinos y desde los años 70 en otras especies domésticas 

(1). La IA puede definirse como un método reproductivo en el 

que las células sexuales masculinas son depositadas dentro del 

tracto genital femenino por medios distintos al de la cópula 

natural (2) permitiendo un mejor uso del material genético de 

los machos. 

Como técnica de rutina, el semen que procede de sementales 

valiosos es conservado por congelación y puede ser utilizado 

varios años después. Se sabe que cuando el semen se congela a 

muy baja temperatura las reacciones metabólicas de los 

espermatozoides quedan detenidas lo que permite su 

conservación. Sin embargo, uno de los inconvenientes de este 

proceso es que la viabilidad espermática disminuye (3).  

Diversas teorías han sido postuladas para tratar de explicar 

los efectos posibles que la criopreservación tiene sobre el 

espermatozoide (4). Adicionalmente las teorías han sido 

complementadas con estudios realizados in vitro y por pruebas 

de fertilidad, donde se ha evaluado el porcentaje de 

sobrevivencia y la fertilidad de los espermatozoides (5). En 

los ovinos, los resultados que se han obtenido en cuanto al 

número de crías en las hembras inseminadas con semen 

criopreservado, varían dependiendo de los parámetros evaluados  
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y de la técnica de congelación. Sin embargo, los resultados 

siempre son bajos en comparación con los obtenidos al utilizar 

semen fresco diluido. En el caso de la borrega, para 

incrementar la fertilidad, es necesario modificar la técnica de 

IA ya que, la inseminación transcervical tiene poco éxito por 

lo que generalmente debe de utilizarse la inseminación por 

laparoscopía (6). Por consiguiente, la IA con semen congelado–

descongelado ha tenido un uso relativamente limitado en la 

especie ovina (7). Sin embargo, la congelación del semen es un 

proceso importante en el sector pecuario ya que permite a los 

productores tener un mejor manejo reproductivo de su ganado. Se 

sabe que la congelación y descongelación del semen daña la 

membrana plasmática del espermatozoide, lo cual ha sido 

atribuido a los cambios de la temperatura que modifican la fase 

en la cual se encuentran los lípidos, lo que a su vez altera la 

permeabilidad de la misma (8). Lo anterior ha llevado a 

proponer que el daño ocasionado al espermatozoide es por el 

llamado choque frío (8), por lo que algunos investigadores 

recomiendan prolongar el tiempo de enfriado hasta -5º C 

(convencionalmente para la congelación del semen se utiliza una 

temperatura de enfriamiento de 5º C). Investigaciones en otro 

tipo de células mencionan que el proceso de congelación produce 

alteraciones en el citoesqueleto (9). Por ello el objetivo de 

este trabajo fue evaluar, a nivel ultraestructural la 
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integridad de la teca perinuclear (TP) del espermatozoide 

ovino, antes y después del proceso de criopreservación 

considerando 2 temperaturas de enfriamiento previo al 

congelamiento.   

A este último respecto, la TP es la principal estructura 

citoesquelética de la cabeza del espermatozoide de los 

mamíferos y las proteínas que la constituyen han sido 

implicadas en una gran variedad de procesos espermáticos 

importantes, tanto durante la espermiogénesis como en la 

fecundación (10); incluyéndose entre ellos, la formación del 

acrosoma y el mantenimiento de los dominios de la membrana 

plasmática de la cabeza espermática. Más recientemente, los 

elementos del citoesqueleto han sido involucrados en el 

mantenimiento de la osmolaridad de la célula espermática. En el 

espermatozoide del bovino se ha informado que el proceso de 

criopreservación induce alteraciones en la TP (8). Por ello la 

valoración de la TP en el mantenimiento de la capacidad 

funcional del espermatozoide de los mamíferos después del 

proceso de criopreservación es de gran interés para futuras 

mejoras de la técnica.   
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CÉLULA ESPERMÁTICA 

El espermatozoide es una célula altamente especializada. La 

célula espermática está formada por dos partes principales: 
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cabeza y cola, aunque algunos autores consideran una tercera 

región conocida como pieza de conexión  o cuello.  

Estructura de la cabeza 

En la mayoría de las especies la cabeza espermática es plana y 

ovoide; contiene, de adentro hacia fuera las siguientes 

estructuras: el núcleo altamente condensado, la envoltura 

nuclear, la teca perinuclear (11) y el acrosoma (12). Este 

último es un saco membranoso que contiene una variedad de 

enzimas hidrolíticas, las cuales juegan un papel activo durante 

el proceso de fertilización ya que al ser liberadas facilitan 

el pasaje del espermatozoide a la zona pelúcida (13). 

Estructura del cuello 

Este tiene forma cónica, con la base más ancha en contacto con 

la cabeza y la más estrecha en contacto con la pieza media del 

flagelo; en la zona más cercana a la cabeza presenta una 

protuberancia anular conocida como envoltura redundante. Como 

se mencionó, la región del cuello va desde la base del núcleo 

hasta la primera mitocondria de la pieza media y dentro se 

pueden distinguir las siguientes estructuras: la placa basal, 

los cuerpos laminares, el capitolio y las columnas segmentadas 

(14). 
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Estructura de la cola 

La cola o flagelo, es la pieza locomotora de los 

espermatozoides. El movimiento de la cola es responsable de la 

propulsión de los espermatozoides en los líquidos. La cola está 

conectada a la cabeza mediante una región del cuello, conocida 

como la fosa de implantación. En la cola pueden diferenciarse 

tres regiones: pieza media, pieza principal y pieza terminal. 

La estructura general que recorre al flagelo es el axonema, 

rodeado por las fibras densas, y se extienden desde el sitio de 

inserción a la cabeza hasta el inicio de la pieza terminal 

(11). 

Tanto la cabeza como el flagelo se encuentran recubiertos por 

la membrana plasmática y en general el espermatozoide posee una 

cantidad insignificante de citoplasma. La membrana plasmática 

espermática es considerada como un mosaico de dominios, cada 

uno con características específicas, relacionados con los 

procesos de capacitación y reacción acrosomal (11) (Figura 1). 
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Figura 1.Esquema de un espermatozoide de mamífero. (Salamon 
1990)  
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ESPERMATOGÉNESIS 

La producción de espermatozoides se realiza en los túbulos 

seminíferos de los testículos. 

La espermatogénesis es el proceso por el cual las 

espermatogonias se dividen y se diferencian a espermatozoides. 

La espermatogénesis varía de acuerdo a la especie de animal 

doméstico, siendo en el carnero de 10 días (15). 

El proceso de espermatogénesis se divide en tres fases 

diferenciadas: 

• Fase espermatogónica o de espermatogonias. 

En esta, las células precursoras de dividen para formar una 

célula precursora de reemplazo y para proporcionar una 

población de espermatogonias comprometidas. 

• Fase espermatocítica o de espermatocitos. 

Las espermatogonias comprometidas se dividen por mitosis y 

originan a los espermatocitos primarios los cuales se 

dividen por meiosis para reducir el número de cromosomas. 

• Fase de espermiogénesis o de espermátides. 

Aquí, las espermátides se diferencian en espermatozoides 

(12) (Figura 2).  
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doble pared que se adhiere íntimamente a la envoltura nuclear. 

Así se forma una estructura homogénea que se ajusta a la 

superficie nuclear a modo de sombrero denominada “casquete o 

caperuza” (15). 

c) Fase acrosómica: Desde su formación el gránulo acrosómico y 

el casquete de la espermátide se orientan hacia la lámina 

propia del túbulo seminífero. Simultáneamente la masa 

citoplasmática se desliza hacia el lado opuesto del núcleo de 

donde se hallan el gránulo y el casquete (sistema acrosómico), 

el aparato de Golgi se separa del sistema acrosómico y el 

citoplasma se desplaza hacia la parte caudal del núcleo. Como 

todo el citoplasma se ha desplazado, la membrana plasmática 

apoya directamente sobre todo el sistema acrosómico (15). 

d) Fase de maduración: Esta fase de la espermiogénesis 

comprende la transformación final de las espermátides alargadas 

en células que serán liberadas a la luz del túbulo seminífero. 

La remodelación del núcleo y el acrosoma de cada espermátide, 

iniciada durante la fase previa, produce espermatozoides 

característicos para cada especie. Dentro del núcleo, la 

cromatina experimenta una condensación progresiva, mientras que 

las histonas son sustituidas por protaminas, transformándose en 

un fino material homogéneo que llena de manera uniforme todo el 

núcleo espermático. 
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Durante la fase de maduración, alrededor del axonema se forma 

la vaina fibrosa y las 9 fibras gruesas subyacentes. Dichas 

fibras se asocian individualmente con los nuevos pares de 

microtúbulos del axonema y son continuas con las presentes en 

el cuello del segmento conector de la espermátide. La vaina 

fibrosa cubre el axonema desde el cuello hasta el inicio del 

segmento caudal. El anillo citoplasmático migra distalmente 

desde su posición adyacente al núcleo, a lo largo de la cola, 

hasta un punto en el que mas tarde separará el segmento medio 

del segmento principal de la cola. Las mitocondrias se empacan 

apretadamente en una vaina continua que se extiende desde el 

cuello hasta el anillo citoplasmático. Durante las últimas 

etapas de la espermatogénesis, el manguillo desaparece y las 

células de Sertoli forman entonces el citoplasma restante 

después de alargarse la espermátide para convertirse en un 

lóbulo esferoide llamado cuerpo residual. Este lóbulo de 

citoplasma, que permanece unido a la espermátide alargada por 

medio de un delgado filamento citoplasmático, también esta 

interconectado con otros cuerpos residuales mediante puentes 

intercelulares resultando de la división incompleta de las 

células germinales durante la espermatogénesis. Con la 

formación del cuerpo residual se completa la maduración final, 

y las espermátides alargadas están listas para ser liberadas 

como espermatozoides (15).   
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CAPACITACIÓN ESPERMÁTICA 

Los espermatozoides sufren una serie de cambios funcionales y 

bioquímicos durante su tránsito por el epidídimo (proceso 

llamado maduración epididimal) y posteriormente requieren una 

fase adicional de maduración en el tracto reproductor de la 

hembra que los prepara para ser capaces de fertilizar. Este 

proceso se conoce como capacitación, y podemos decir que es el 

conjunto de cambios que le confiere al espermatozoide la 

habilidad para sufrir la reacción acrosomal, el tiempo de 

capacitación varía de acuerdo a las especies, en oveja es 

alrededor de 1.5 horas (13). 

La capacitación es necesaria para que el espermatozoide sea 

receptivo a las membranas del óvulo, se una a la zona pelúcida 

y sufra la reacción acrosomal. Los eventos principales de la 

capacitación conducentes a la reacción acrosomal incluyen: 

I. El retiro de partículas intramembranosas del área de la 

membrana plasmática asociada con el acrosoma. 

II. La disminución de la rigidez de la membrana plasmática. 

III. El aumento de la concentración del calcio libre 

intracelular. 

IV. El aumento del metabolismo energético y de la motilidad del 

gameto (13). 
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REACCIÓN ACROSOMAL 

La capacitación es seguida por la reacción acrosomal, ésta se 

considera como un indicador de la capacitación espermática. La 

reacción acrosomal es un proceso de exocitosis. Sólo los 

espermatozoides con reacción acrosomal son capaces de atravesar 

la zona pelúcida, unirse a la membrana plasmática del óvulo y 

fusionarse con éste. La zona pelúcida induce la reacción 

acrosomal a través de una de sus glicoproteínas. El mecanismo 

por el cual la zona pelúcida y la progesterona inducen la 

reacción acrosomal, involucra receptores en la membrana 

plasmática. 

Inmediatamente después de la unión del espermatozoide a la zona 

pelúcida, la membrana plasmática que cubre el acrosoma y la 

membrana acrosomal externa se fusionan en múltiples sitios 

formando vesículas mixtas permitiendo la liberación del 

contenido, lo que le permite al espermatozoide atravesar la 

zona pelúcida. Además la reacción acrosomal es un requisito 

absoluto para la fusión espermatozoide-óvulo (13) (Figura 3). 
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FERTILIZACIÓN 

La interacción del espermatozoide y del huevo inicia una serie 

de transformaciones que involucran a los componentes nucleares 

y citoplasmáticos de ambos gametos. Estas transformaciones 

constituyen el proceso de fertilización, y termina con la 

asociación de los grupos correspondientes de cromosomas 

derivados de los pronúcleos, uno de origen materno y el otro 

paterno (13). 

 

TECA PERINUCLEAR 

La teca perinuclear (TP) es la principal estructura 

citoesquelética de la cabeza del espermatozoide de los 

mamíferos, ésta cubre al núcleo, excepto en la región de la 

inserción del flagelo (10,16,17) y ha sido involucrada en el 

mantenimiento de la integridad núcleo-acrosoma y en diversos 

procesos durante la fertilización. La TP se encuentra formada 

por la capa subacrosomal y la capa postacrosomal y está 

constituida por diversas proteínas como son; la actina, la 

espectrina, la calicina, las proteínas de la banda 

multipeptídica, la vimentina, calicinas, y la PERF 15 entre 

otras (17). 

La TP presenta una subestructura localizada a manera de 

cinturón en la porción apical de la capa postacrosomal. En el 
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espermatozoide de ovino presenta un patrón dentado como papilas 

truncadas (18). 

Se reporta que la subestructura se forma durante la maduración 

epididimal. En los espermatozoides del cobayo, obtenidos de la 

cabeza del epidídimo, la subestructura se encuentra ausente, 

pero en los espermatozoides obtenidos del cuerpo del epidídimo 

la mayoría la presentan. Se ha observado que la subestructura 

se conserva en los espermatozoides capacitados, mientras que en 

los espermatozoides capacitados con reacción acrosomal, ya sea 

inducida o espontánea la subestructura se pierde (18). 

La TP también llamada sustancia perinuclear o matriz 

perinuclear. Se  ensambla durante la espermiogénesis entre la 

membrana plasmática y la envoltura nuclear, participando en 

ensamblaje del acrosoma y formación de la cabeza del 

espermatozoide durante la espermiogénesis. Además ésta 

incrementa protección para el núcleo durante la maduración del 

espermatozoide y fertilización, incrementa su estabilidad, por 

la formación de puentes disulfuro entre sus proteínas 

constituyentes, durante la maduración epididimal (19) (Figura 

4).  
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 Mantener los dominios, en la superficie de la región 

ecuatorial, de las membranas acrosomal externa y 

plasmática, durante la reacción acrosomal. 

 Participar en la penetración del espermatozoide a las 

envolturas del óvulo. 

 Así como en la activación del huevo en el ingreso de la 

cabeza espermática al óvulo durante el proceso de 

fecundación. Cuando cabezas espermáticas con la TP 

expuesta son microinyectadas al citoplasma del óvulo, 

estas forman un pronúcleo bien desarrollado y el óvulo se 

activa. Sin embargo los óvulos microinyectados con núcleo 

espermáticos sin TP no se activan. Por lo tanto, se puede 

decir que el citoplasma del huevo tiene la capacidad de 

descondensar a la teca perinuclear (17,20). 

 

CONGELACIÓN DEL SEMEN 

El proceso de congelamiento del semen es llamado 

criopreservación, como consecuencia de este proceso, el 

metabolismo de las células espermáticas se disminuye al mínimo, 

quedando solamente lo que ellas necesitan para sobrevivir sin 

perder su capacidad para fertilizar un ovocito (21). 

El semen congelado y conservado de carnero estaba limitado a la 

IA debido a los bajos coeficientes de corderos que se obtenían 
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por el uso del semen congelado. La fertilidad del semen 

congelado, en la mayoría de los casos, se han obtenido índices 

del 25 al 45%. Ésta baja de fertilidad del semen congelado 

después de la inseminación, esta relacionada con la reducida 

viabilidad de los espermatozoides congelados-descongelados, 

esto debido a que son pocos los espermatozoides viables y/o sin 

daño, los que llegan al lugar de la fertilización. (22). 

El problema real que presenta la criopreservación no es la 

habilidad de la célula espermática para mantenerse viable 

durante el almacenaje a -196° C, sino la combinación de efectos 

dañinos que en el proceso del congelado-descongelado tienen 

sobre la fisiología y morfología espermática (9). 

La teoría del daño celular por congelación se basa en los 

cambios físicos que afectan la estabilidad celular, como el 

sobreenfriamiento, que ocurre cuando la temperatura decrece por 

debajo de 0° C y el agua extracelular se congela mientras que 

la intracelular no lo hace al mismo tiempo ya que la membrana 

funciona como una barrera que impide que el cristal 

extracelular crezca hacia el interior de manera continua. Es 

por ello que se recomienda tasas de enfriamiento lentas que 

permitan al agua salir de la célula y congelarse fuera de ella 

(9). 

Por otra parte, también se ha utilizado la integridad del 

acrosoma para predecir la habilidad fertilizante del semen 
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congelado (21). Varias técnicas han sido desarrolladas para 

estimar la integridad del acrosoma sin embargo, el aumento del 

tamaño del acrosoma, la ruptura de la membrana acrosomal 

externa o la vesiculación de la membrana plasmática y la 

membrana acrosomal externa, no se han podido correlacionar con 

la disminución de la viabilidad del espermatozoide. 

El citoesqueleto también se altera por la congelación, Watson 

(1995) en una revisión sobre el daño espermático por el proceso 

de congelación, menciona que las proteínas del citoesqueleto 

espermático que soportan las membranas plasmáticas y acrosomal, 

pueden presentan despolimerización y repolimerización 

dependiente de temperatura, lo cual sería el reflejo de los 

rápidos cambios de volumen que sufren las células espermáticas 

durante el proceso de congelación. 

Recientemente se ha demostrado que la TP del espermatozoide del 

bovino se daña durante la criopreservación; observándose que el 

porcentaje de espermatozoides con TP ausente se incrementa 

mientras que el número de espermatozoides vivos disminuye. Por 

lo que se ha inferido que el daño a la TP podría contribuir a 

la reducción de la viabilidad del semen congelado-descongelado 

(23).  
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HIPÓTESIS 

El proceso de congelación y descongelación del espermatozoide 

ovino, causa una alteración en la Teca Perinuclear (TP). 

 

OBJETIVO GENERAL 

Evaluar a nivel ultraestructural la integridad de la teca 

perinuclear (TP) del espermatozoide ovino, antes y después del 

proceso de criopreservación considerando 2 temperaturas de 

enfriamiento previo al congelamiento. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Obtención de las muestras 

Los animales utilizados para el presente estudio pertenecen al 

Centro de Enseñanza, Investigación y Extensión en Producción 

Ovina (CEIEPO) de la Facultad de Medicina Veterinaria y 

Zootecnia (FMVZ) de la UNAM. Ubicado en el km.53.1 de la 

carretera Federal México-Cuernavaca, en el poblado de Tres 

Marías, Municipio de Huitzilac, Estado de Morelos. El centro se 

encuentra a una altura de 2810 m.s.n.m., el clima de la región 

es Cb (m) (w), con una precipitación pluvial de 1724.6 mm y una 

temperatura media anual de 9.9º C. Se utilizó el semen de 4 

machos de las razas Suffolk y Dorset, con una edad que osciló 

entre los 2 y 6 años.  La recolección del semen se realizó una 
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vez por semana, utilizando la técnica de vagina artificial 

descrita por Salamon (1990). Se colectaron 3 eyaculados por 

macho, el semen fue dividido en dos fracciones, una de ellas se 

empleo como semen fresco y la otra se congeló previo 

enfriamiento a dos diferentes temperaturas (5º C y -5º C). La 

congelación del semen se realizó en el centro. 

Evaluación del semen 

En la evaluación macroscópica del semen fresco se tomó en 

cuenta el volúmen, color y presencia de cuerpos extraños (14-

15) y en la evaluación microscópica del semen fresco se valoró 

la motilidad en masa teniendo (en un rango de 1-5), motilidad 

progresiva expresada en porcentaje (considerando un porcentaje 

mínimo para la congelación de 60%) y la concentración 

espermática por ml de eyaculado.  

Congelación de semen 

Posteriormente se diluyó con un medio compuesto por Triladyl* 

(1 ml), yema de huevo (1 ml) y agua bidestilada (3 ml). El 

semen se diluyó hasta lograr una concentración de 200x106 

células móviles, posteriormente se almacenó en pajillas de 0.25 

ml que fueron selladas con alcohol polivinílico y colocadas 

para su enfriamiento dentro de un recipiente de aluminio que 

contenía alcohol etílico al 96°. El enfriado comenzó a una 

temperatura de 22° C (temperatura ambiente) hasta llegar a una 

temperatura de 5° C (en dos horas) y posteriormente se redujo 

*Minitub 
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hasta llegar a -5° C (en media hora más), utilizando para ello 

un refrigerador de uso doméstico. Una vez alcanzadas las 

temperaturas se procedió al congelado de las muestras en 

vapores de nitrógeno líquido. El método utilizado para la 

congelación es el descrito por Salamon (1990) que consiste en 

que las pajillas se colocan horizontalmente en una gradilla 

fría, que se expone a los vapores del nitrógeno líquido, 3-4 cm 

por encima de la superficie. Transcurridos 7-8 minutos las 

pajillas, con el semen congelado, se introducen en un termo 

contenedor de nitrógeno líquido (-196° C) donde se almacenaron 

por un período de 30 días. Después de cumplirse el período de 

congelación, el semen fue transportado y se procesó en el 

Departamento de Morfología de la FMVZ. 

Descongelación de las pajillas 

Para la evaluación del semen criopreservado se descongelaron 

dos pajillas por temperatura en un baño María a 37° C durante 

30 segundos. 

Ambas muestras, semen fresco y descongelado fueron sometidas a 

las siguientes técnicas. 

Tinción negativa 

Para la valoración de la integridad de la TP al microscopio 

electrónico de transmisión (MET), ambas muestras frescas y 

descongeladas fueron procesadas mediante la técnica de tinción 

negativa. Para exponer la superficie de la TP, los 



25 
 

espermatozoides fueron resuspendidos a una concentración de 

35x106 células/ml y se añadieron 175 µl de una solución acuosa 

de Brij 36-T al 10% enseguida se incubaron por 10 minutos a 

temperatura ambiente. El detergente Brij 36-T solubiliza la 

membrana plasmática y el acrosoma (23). Las muestras fueron 

fijadas con Karnowsky (23) por dos horas a temperatura 

ambiente, posteriormente fueron lavadas por centrifugación a 

2000 rpm durante 5 minutos, en seguida el sobrenadante fue 

descartado y la pastilla fue resuspendida en PBS para ser 

lavada tres veces mas utilizando una centrífuga clínica con el 

mismo amortiguador. Después del último lavado la muestra fue 

suspendida en agua desionizada. Una gota de cada muestra fue 

colocada sobre rejillas de cobre de 100 mesh cubiertas con una 

membrana de colodión-carbón y se dejó sedimentar por 10 

minutos. El exceso de muestra fue retirada con el filo de un 

papel filtro y las células se contrastaron con ácido 

fosfotúngstico al 0.02% en solución acuosa, para su observación 

al MET. De cada muestra se evaluaron 50 células. La 

característica que se tomó en consideración para la valoración 

de la TP fue la morfología de la subestructura. De acuerdo a 

esto, las muestras fueron clasificadas como:  

• Subestructura íntegra o normal, cuando la subestructura 

presentó una apariencia en forma de grecas continúas. 
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• Subestructura alterada, cuando la subestructura presentó 

algún daño, como la falta de grecas y/o interrupciones en su 

continuidad.  

• Subestructura ausente, fueron clasificadas las células que 

no presentaron a la subestructura (figura 5). 

Las muestras se observaron en un microscopio electrónico de 

transmisión marca Zeiss modelo EM-9 de la Unidad de Microscopía 

Electrónica de la FMVZ de la UNAM. 

Triple tinción 

El método de triple tinción nos permite diferenciar entre 

células vivas y muertas con y sin acrosoma. Para ello los 

espermatozoides fueron suspendidos a una concentración  de 

35x106  células /ml en NaCl 154 mM, se le adicionó 100 µl de 

azul de tripán al 2%  en amortiguador de fosfato salino (PBS) y 

se incubaron a 37°C durante 15 minutos. Posteriormente las 

muestras fueron centrifugadas y el sobrenadante  fue 

descartado. Las muestras fueron resuspendidas y lavadas con PBS 

por centrifugación /resuspensión hasta que el sobrenadante se 

observó transparente, las muestras fueron fijadas en 

glutaraldehído al 3% durante 30 minutos a una temperatura de 

4°C, enseguida las muestras fueron centrifugadas y lavadas dos 

veces con agua desionizada. Posteriormente se realizó un frotis 

de cada muestra y se dejó secar al aire. Los frotis fueron 

teñidos con café Bismarck al 8% en agua desionizada, pH 1.8, y 
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después se lavaron con agua desionizada, se secaron al aire  y 

se tiñeron con rosa de Bengala al 0.8% en amortiguador de Tris 

0.1 M, pH 5.3. Finalmente se lavaron con agua desionizada y 

nuevamente se dejaron secar al aire (24). Su observación se 

realizó en microscopio fotónico, marca Leite, modelo Labortux-

D, utilizando el objetivo 100x con aceite de imersión. De cada 

muestra se evaluaron 100 células, las muestras se clasificaron 

de acuerdo a los patrones de afinidad y reacción tintorial de 

esta prueba en el que se clasifican cuatro estados diferentes: 

1. Espermatozoide muerto con acrosoma intacto (acrosoma 

teñido de rosa y región postacrosomal de color marrón 

oscuro). 

2. Espermatozoide muerto, sin acrosoma (región acrosomal y 

postacrosomal de color marrón oscuro). 

3. Espermatozoide vivo que no ha experimentado la reacción 

acrosómica (acrosoma teñido de rosa y región 

postacrosomal teñida muy levemente por el marrón). 

4. Espermatozoide vivo que ha experimentado la reacción 

acrosómica (región acrosomal y postacrosomal teñidas muy 

levemente por el marrón) (25) (Figura 6). 
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ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

El análisis estadístico se realizó en el programa Minitab 

versión 13.0 mediante la prueba de T-pareada, ANOVA y Pearson 

(Tukey).  
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RESULTADOS 

Integridad de la teca perinuclear 

El porcentaje de espermatozoides con TP integra en el semen 

fresco fue de 86.33, mientras que en los espermatozoides 

descongelados fue de 59.67, y de 73.50 a 5° C y -5° C previo 

enfriamiento respectivamente, encontrándose una diferencia 

estadística entre el semen fresco y descongelado (P < 0.002); 

sin embargo, se observó una tendencia numérica a una morfología 

integra a la temperatura de enfriado de -5° C (P<0.05) (Cuadro 

1). En cuanto en la TP alterada se encontró que el mayor 

porcentaje se presentó en los espermatozoides enfriados a 5° C 

(38%) encontrándose una diferencia significativa sólo con el 

semen fresco (12%) (P<0.001) (Cuadro 1). Por otra parte no se 

encontró diferencia estadística en cuanto a la ausencia de  la 

subestructura de la TP (Cuadro 1), sin embargo al comparar los 

diferentes tratamientos (5° C y -5° C) no se encontró 

diferencia estadística significativa (P>0.05). De igual forma, 

al aplicar la prueba de T-pareada se encontró diferencia 
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estadística (P<0.05) al comparar el porcentaje de 

espermatozoides con la subestructura de la TP integra y 

alterada entre las muestras de semen fresco con las 

descongeladas, previo enfriado al congelamiento de 5° C y -5° C 

(cuadro 2).  

Integridad del acrosoma 

El porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma disminuyó 

por el proceso de criopreservación, ya que mientras éste fue 

del 43.92 en el semen fresco, en el semen descongelado fue del 

3.33 y 2.67 para los espermatozoides enfriados a 5° C y -5° C 

respectivamente, no existiendo diferencia estadística entre las 

diferentes temperaturas de enfriado pero si entre semen fresco 

y descongelado (cuadro 3). Por otra parte  el porcentaje de 

espermatozoides muertos con acrosoma fue menor en el semen 

fresco (27.83) y mayor en el semen descongelado, 54.62 y 48.58 

para el semen enfriado a 5° C y -5° C respectivamente, no 

existiendo diferencia estadística entre estos dos últimos 

porcentajes. Sin embargo aritméticamente si se encontró 

diferencia numérica entre los tratamientos a 5° C y -5° C pues 

se presentó un mayor porcentaje (3.33) de espermatozoides vivos 

sin pérdida de acrosoma y un menor porcentaje (41.66) de 

espermatozoides muertos sin acrosoma en el tratamiento a 5° C. 
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Utilizando la prueba estadística de Pearson, no se encontró 

correlación entre la integridad de la teca perinuclear y la 

presencia del acrosoma. 

En cuanto a la evaluación de la motilidad progresiva, se 

encontró que el rango entre los eyaculados recién obtenidos fue 

de 90-60% mientras que se observó una disminución considerable 

en el porcentaje de la misma en los espermatozoides 

descongelados. Sin embargo, los espermatozoides enfriados a –5° 

C mostraron el mejor porcentaje (53.12%) con respecto a los 

enfriados a 5° C (38.12%) (Gráfica 1). 
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DISCUSIÓN 

Se sabe que la congelación-descongelación altera el 

citoesqueleto de las células somáticas. Los resultados en el 

presente trabajo indican que la TP sufre alteraciones durante 

el proceso de criopreservación del semen de ovino. La TP es la 

principal estructura citoesquelética de la cabeza del 

espermatozoide de los mamíferos (10). El daño encontrado sobre 

la TP coincide con lo informado por Martínez et al. (2006) en 

el espermatozoide de bovino, sin embargo el daño encontrado en 

esta última especie fue menor, lo que posiblemente esté 

relacionado a una diferencia en la composición proteica de la 

TP entre ambas especies (26). 
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Existen informes donde se indica que se logra una mejora en la 

viabilidad de los espermatozoides criopreservados si se 

prolonga el tiempo de enfriamiento a temperaturas menores a 0° 

C durante el proceso (5). Sin embargo al evaluar la 

subestructura de la TP a las temperaturas de enfriamiento de 5° 

C y -5° C no se encontró una diferencia estadística 

significativa. Estos resultados son contrarios a lo informado 

en diversos estudios en semen de porcino y semen de ovino, 

donde señalan que el enfriado lento favorece la supervivencia 

de los espermatozoides (5, 27, 28). Además en estos trabajos lo 

que se evaluó fue la motilidad y la integridad de la membrana 

así como la presencia del acrosoma. Nuestros resultados apoyan 

la propuesta de que la baja en la fertilidad del semen 

criopreservado podría ser atribuida no sólo a un daño primario 

de la membrana plasmática, sino también a daños en otras 

estructuras sensibles dentro de la célula (29,30). 

El acrosoma contiene una variedad de enzimas hidrolíticas, las 

cuales tienen un papel activo durante el proceso de 

fertilización ya que al ser liberadas facilitan el pasaje del 

espermatozoide a la zona pelúcida (13).  

Existen métodos que permiten distinguir en una misma 

preparación la viabilidad de la célula espermática y su 

integridad morfológica (acrosoma) (31). En este estudio la 

observación de espermatozoides vivos y muertos con y sin 
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acrosoma se hizo mediante el uso de la triple tinción. Algunos 

investigadores señalan que las tinciones supravitales clásicas 

no son apropiadas para predecir la viabilidad de los 

espermatozoides descongelados ya que la presencia del glicerol 

interfiere con la tinción diferencial entre células vivas y 

muertas (32). Los resultados obtenidos en este trabajo 

coinciden con lo anterior pues la técnica de triple tinción 

solo pudo ser valorada en el semen fresco, ya que al utilizarla 

en la evaluación de semen descongelado se obtuvieron resultados 

no concordantes al compararlo con la motilidad progresiva. 

Posiblemente es necesario hacer modificaciones a la técnica 

para obtener mejores resultados ya que en el espermatozoide de 

bovino si ha sido utilizada (23). Por otra parte, la 

interferencia de la técnica con la valoración del acrosoma en 

el semen descongelado sea una de las razones por las que no se 

pudo obtener una relación entre el daño sufrido en la 

subestructura de la TP y la pérdida de acrosoma, como fue 

reportado por Martínez et al. (2006). 

Con respecto al porcentaje de motilidad progresiva si existió 

diferencia numérica entre las temperaturas de enfriado, siendo 

el porcentaje de células mótiles mayor en los espermatozoides 

descongelados previamente enfriados a  –5° C, estos datos 

coinciden con lo informado por Flores (2005) en semen porcino. 

Además, los resultados de este trabajo mantienen una tendencia 
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numérica similar a otros trabajos publicados (5), donde el 

enfriado por debajo de los 0° C mejora la viabilidad de los 

espermatozoides del ovino. 

A pesar de que no se encontró una diferencia significativa 

entre los tratamientos de enfriado, los datos encontrados en 

este trabajo muestran una tendencia, por lo menos numérica, a 

que el enfriado a la temperatura –5° C es más favorable para la 

criosupervivencia de los espermatozoides de carnero.  
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CONCLUSIÓN 

La criopreservación altera la TP del espermatozoide ovino. Se 

recomienda en un futuro mejoras a la técnica de triple tinción 

para la valoración del acrosoma o el uso de otra técnica. Esto 

último con la finalidad de establecer una posible relación 

entre la integridad del acrosoma con la integridad de la TP. 

Además, sería de gran interés comparar los hallazgos de 

laboratorio contra los resultados de fertilidad y prolificidad 

in vivo en borregas inseminadas artificialmente.    
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CUADRO 1 .EVALUACIÓN DE LA INTEGRIDAD DE LA SUBESTRUCTURA DE LA TP ENTRE SEMEN FRESCO Y 
DESCONGELADO ENFRIADO A 5° C Y -5° C. (ANOVA) 
 

TP Fresco
% 

5ºC
% 

-5ºC
% 

Valor de P

Integra 86.33  59.67 73.50 0.002* 

Alterada 12 38 24.67 0.001* 

Ausente 1.66 2.32 1.834 0.841 

           *Existe diferencia estadística significativa en por lo menos uno de los tratamientos P < 0.05 
 
 
 
 
CUADRO 2.EVALUACIÓN DE LA INTEGRIDAD DE LA SUBESTRUCTURA DE LA TP ENTRE TRATAMIENTOS. (T-
PAREADA) 
 

TP Fresco 5° C -5° C

Integra 86.33+/-4.48a 59.67+/-5.87b 73.50+/-4.06b

Alterada   12+/-4.11a 38+/-5.44b 24.67+/-2.80b

       Literales diferentes indican diferencia estadística significativa P < 0.05  
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INTEGRIDAD DE LA SUBESTRUCTURA DE LA TECA PERINUCLEAR 

FIGURA.5. Ultramicrofotografías de cabezas de espermatozoides de ovino contrastadas con 
tinción negativa, donde se observa la integridad de la subestructura de la teca 
perinuclear (TP).  
a) Subestructura normal mostrando las papilas (flecha) distribuidas a lo largo del borde 
apical de la PA y la delimitación de las mismas por una línea continúa. 
b) Subestructura alterada mostrando la pérdida de algunas papilas (flecha).  
c) Cabeza espermática mostrando la ausencia de la subestructura (flechas) de la TP.  
Barra 1 μm. SA: capa subacrosomal de la TP; PA: capa postacrosomal de la TP.   
 
 
 
 
 
 
 

a b c 
SA 

PA 

SA SA 

PA 
PA 
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CUADRO 3. EVALUACIÓN ENTRE PATRONES DE ESPERMATOZOIDES FRESCOS Y DESCONGELADOS TEÑIDOS CON 
TRIPLE TINCIÓN. 
 

PATRONES FRESCO
% 

5° C 
% 

-5 ° C
% 

Muertos con acrosoma 27.83a 54.67b  48.58b  

Muertos sin acrosoma 25.00a 41.0b  47.83b  

Vivos con acrosoma 43.92a  3.33b  2.67b  

Vivos sin acrosoma 3.25a  0.3b  0.92b  

Literales diferentes indican diferencia estadística significativa entre tratamientos (P < 0.05) 
 
 
 
 
 
GRAFICA 1. PORCENTAJE DE MOTILIDAD PROGRESIVA DE LOS ESPERMATOZOIDES FRESCOS Y 
DESCONGELADOS (ENFRIADOS A 5° C Y -5° C).  

                           .                                  
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FIGURA 6. MICROSCOPÍA DE LUZ MOSTRANDO LOS PATRONES EN LOS ESPERMATOZOIDES TEÑIDOS CON LA 
TÉCNICA DE TRIPLE TINCIÓN (utilizando el objetivo 100x).   
a) Vivo con acrosoma1, b) Muerto sin acrosoma2, muerto con acrosoma3, c) Vivo con 
acrosoma1, muerto sin acrosoma2, muerto con acrosoma3, d) Vivo con acrosoma1. 
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