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INTRODUCCIÓN

Los espermatozoides tienen muchos compartimentos funcionales diferentes y todos, o la 
mayor cantidad posible, deberían ser evaluados para poder intentar predecir el desempeño 
reproductivo de ese macho. La carga más importante del espermatozoide es su ADN, 
porque forma el genoma haploide complementario al del ovocito, y la unión de ambas 
gametas constituye el genoma diploide único del potrillo. Los defectos del ADN 
probablemente no sean totalmente compensables, a pesar que el ovocito puede llevar a cabo 
cierta reparación del mismo (Zini et al., 2005) y por lo tanto se cree que probablemente 
influye en las altas tasas de mortalidad embrionaria temprana que se observan en esta 
especie. Por otro lado, las membranas espermáticas deben estar intactas y funcionales para 
asegurar la fertilización del ovocito in vivo.

Es por esta razón que en los últimos años el estudio tanto del ADN como de las membranas 
espermáticas han cobrado importancia en la evaluación seminal. Es esencial un estudio 
profundo de las membranas espermáticas para conocer más sobre la capacitación, reacción 
acrosomal, unión con la zona pellucida y con el oolema, todos eventos fundamentales para la 
fertilización.

EVALUACIÓN DE LAS MEMBRANAS ESPERMÁTICAS 
EN EL LABORATORIO DE ESPERMATOLOGÍA

En un comienzo, en el laboratorio espermatológico la evaluación 
de las membranas se limitaba a las tinciones vitales de extendidos de 
semen, que indicaban la viabilidad espermática y la integridad de la 
membrana citoplasmática. Ejemplos de ellos son las tinciones 
tripán azul, eosina-nigrosina, eosina-azul de anilina y la tinción 
triple. Con el advenimiento de la microscopía de epifluorescencia, 
en la actualidad la mayoría de los laboratorios utilizan la 
combinación de dos o mas fluorocromos para evaluar las diferentes 
membranas espermáticas. A esto se suma el uso de la citometría de 
flujo, que permite analizar miles de células de forma objetiva y 
rápida para más de un parámetro en forma simultánea. Se ha 
adaptado la prueba de endósmosis o hipoosmótica (HOS test) a la 
especie equina (Neild et al., 1999) y relacionado con la fertilidad a 
campo (Neild et al., 2000) observando una alta correlación con la 
movilidad progresiva y una muy significativa diferencia entre 
padrillos fértiles y subfértiles para esta prueba. Se observó además 
que la movilidad espermática era más sensible a los cambios de 
temperatura ambiental que la funcionalidad de membrana 
citoplasmática, indicando que posiblemente esta prueba sea más 
fehaciente a la hora de predecir como va a cumplir su rol ese 
eyaculado. Padrillos con menos del 40% de endósmosis podrían

considerarse como machos con fertilidad reducida y que necesitan 
una evaluación más exhaustiva de su eyaculado para intentar 
detectar el problema. En cuanto a la correlación con el número de 
servicios/preñez, es necesario aumentar el número de padrillos 
evaluados para corroborar si existe una relación entre estos dos 
parámetros.

EVALUACIÓN DE LAS MEMBRANAS ESPERMÁTICAS 
EN CONDICIONES DE CAPACITACIÓN

La pérdida de la asimetría lipídica o “scrambling” parece ser un 
componente importante de la capacitación en la mayoría de las 
especies estudiadas (Flesch y Gadella, 2000). Se ha descripto la 
composición lipídica de la membrana citoplasmática equina y 
como reaccionan algunos lípidos a la presencia de bicarbonato y 
albúmina sérica bovina en los medios de capacitación 
(Colenbrander et al.,  2002).  El bicarbonato está prácticamente 
ausente de los fluidos que acompañan a los espermatozoides 
epididimarios maduros (Rodríguez-Martínez et al., 2001; Asari et al., 
1996) mientras que en el oviducto son expuestos a concentraciones 
de alrededor de 25 mM (Rodríguez-Martínez, 2001). Esta variación 
induce cambios en los fosfolípidos de las membranas espermáticas 
en 10-20 minutos, evidenciadas por la tinción con merocyanina 540 
(Rathi et al., 2001; Colenbrander et al., 2002) y la aparición de la  
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fosfatidilserina (PS) y fosfatidiletanolamina (PE) en la membrana 
externa de la bicapa lipídica, que puede ser evidenciada con la 
tinción con Anexina V (Brum et al., 2008). Un cambio más lento (40 
minutos de iniciado el proceso) es el observado con el antibiótico 
fluorescente Filipin. Este evidencia el movimiento del colesterol 
que va de estar distribuido homogéneamente en toda la cabeza 
espermática a concentrarse en la región apical (Colenbrander et al., 
2002). Se utiliza también la evaluación de la fosforilación en 
residuos tirosina para evidenciar la capacitación espermática 
(Pommer et al., 2003).

Figura 1. Evaluación de las membranas espermáticas equinas.
Funcionalidad de membrana con la prueba hipoosmótica o HOS 
test. A y B: espermatozoides con endósmosis o “swelling” 
(membranas funcionales). C: espermatozoide sin endósmosis 
(membrana afuncional).

EVALUACIÓN DE LAS MEMBRANAS ESPERMÁTICAS 
LUEGO DE LA CRIOPRESERVACIÓN

Hay indicios de que como consecuencia del proceso de 
congelamiento-descongelamiento los espermatozoides equinos 
sufren estos mismos cambios de capacitación, incluyendo la 
modificación de la estructura de la membrana plasmática, la 
fosforilación de proteínas en residuos tirosina y una baja 
producción de anión superóxido (Rathi et al., 2001; Pommer et al., 
2003; Neild et al., 2005a). Se ha observado también que las 
características fisiológicas de los espermatozoides descongelados 
son similares a las características de la capacitación avanzada 
(Watson, 1995), fenómeno conocido como “criocapacitación” 
(Neild et al., 2003; Thomas et al., 2006). Si los espermatozoides 
criopreservados comienzan la capacitación y reacción acrosomal 
antes de ser inseminados, probablemente esto resultaría en una 
disminución de su capacidad de interactuar con el tracto genital de 
la hembra y subsecuentemente penetrar la zona pellucida y fertilizar 
al ovocito (Petrunkina et al., 2007) y además explicaría su menor 
supervivencia (Pommer et al., 2003). Podría ocurrir también que los 
espermatozoides criopreservados simplemente sean más 
susceptibles a los inductores de la capacitación (Sieme et al., 2008). 
Se ha observado diferentes grados de alteraciones de membrana 
(en cuanto a función y reactividad) en diferentes etapas de un 
protocolo de criopreservación y en función del padrillo (Neild  et 
al., 2003). También se estudió el efecto del congelamiento- 

   

descongelamiento sobre la peroxidación lipídica utilizando un 
derivado fluorescente de los ácidos grasos, que se incorpora a la 
bicapa lipídica de las membranas (Neild et al., 2005b). Se observó 
que los espermatozoides criopreservados tenían una mayor 
sensibilidad a la lipoperoxidación aún con niveles más bajos de 
estrés oxidativo, sufriendo más peroxidación que el
semen fresco. La lipoperoxidación se observó principalmente en la 
pieza intermedia de los espermatozoides, coincidiendo con los 
trabajos de Baumber et al. (2000) quienes observaron que altos 
niveles de especies reactivas del oxígeno no afectaban la integridad 
de las membranas acrosomales en el equino.

Resulta necesario entonces realizar más estudios sobre la fisiología 
espermática para entender los mecanismos por los cuales la 
criopreservación altera la función espermática, siendo de particular 
importancia la caracterización de los mecanismos y dinámica de la 
regulación del volumen celular, la interacción espermatozoide-
oviducto, la capacitación y la señalización celular.

Figura 2. Evaluación de las membranas espermáticas equinas. 
Capacitación de membrana con la tinción con Clortetraciclina o 
CTC. A y B: espermatozoides nocapacitados; C: espermatozoide 
capacitado; D: espermatozoide reaccionado

Figura 3. Evaluación de las membranas espermáticas equinas. 
Peroxidación de los lípidos de membrana evaluados con BODIPY 
C-11. a: espermatozoide sin peroxidación lipídica; b: 
espermatozoides peroxidados.
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