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Nota introductoria:

Este manual se desarrolla desde una escritura simple y ame-
na, tomando lo bdsico de cada tdpico para dar pie a algunos
de los muchos interrogantes en el campo de la biologia ce-
lular y molecular aplicada al espermatozoide de mamiferos,
en particular, a los estudiados por los autores del presente
manual.
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Capitulo 5

Ambiente del espermatozoide

Lucia Zalazar y Andreina Cesari

Como ya hemos visto, el estado fisioldgico del esper-
matozoide se va modificando a medida que este atraviesa los
distintos drganos principales y secundarios de conducto mas-
culino y entra en contacto con sus productos de secrecidn.

Luego que el espermatozoide sale del epididimo y en-
tra en el conducto deferente hacia el tramo final donde sera
liberado como producto de la eyaculacidn, entra en contacto
con nuevas secreciones que provienen de las glandulas ac-
cesorias. Estas secreciones conforman el fluido seminal que
tiene gran importancia en la capacidad fertilizante de la ga-
meta masculina.

5.1 Glandulas anexas

Las glandulas sexuales accesorias no contienen ni
transportan espermatozoides pero son de gran importancia
para su funcionalidad. Las secreciones de estas glandulas
constituyen un pool que conforma la mayor parte del plasma
seminal rico en carbohidratos, sales de acido citrico, protei-
nas, aminoacidos, enzimas, vitaminas hidrosolubles y sustan-
cias minerales con un poder tampdn relativamente elevado.
La mayor proporcion del fluido seminal estd conformada por
las secreciones de la préstata y las vesiculas seminales, con
un aporte menor de las glandulas peri y bulbouretrales. De
aqui que el plasma seminal constituye un medio liquido es-
pecialmente apto para el desarrollo de las funciones vitales
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de los espermatozoides. Las glandulas anexas del aparato
genital entran en actividad tras la aparicién de la pubertad,
tienen un desarrollo variable de acuerdo con la especie, son
palpables, en parte, por via rectal en animales mayores, y en
los machos castrados son rudimentarias.

Las secreciones de estas glandulas se vierten a la ure-
tra en el momento de la eyaculacidn gracias a la contraccion
de las fibras de musculo liso presentes en su paranquima vy
gue estan inervadas por el sistema nervioso vegetativo.

Si bien no todas las especies poseen todas las glandu-
las accesorias, la mayoria de las glandulas accesorias del ma-
cho se describen como tubulo-alveolares ramificadas o com-
puestas. Sin embargo, la variacidn estructural entre especies
es muy grande. En los carnivoros, puede estar presente solo
la préstata, la cual cumple con las funciones secretoras de
todas las glandulas ausentes (Suarez 2006).

En el hombre se encuentran las vesiculas seminales, la
préstata, las glandulas bulbouretrales o de Cowper vy las glan-
dulas uretrales de Littre. En roedores, ademas, existen las
glandulas coagulantes, ampulares y prepuciales (Rugh 1990).

5.1.1 Vesicula seminal

La vesicula seminal o glandulas vesiculares son dos es-
tructuras en forma de saco, ubicadas en la cavidad pelviana
sobre la superficie postero-inferior de la vejiga urinaria. Se
caracterizan por sus estructuras tortuosas formadas por epi-
telio estratificado columnar y células cubicas ubicadas sobre
la lamina basal (Fig. 1).

En el hombre, el desarrollo de las vesiculas seminales
comienza a las 12 semanas del desarrollo fetal a partir del
mesonefro al igual que el epididimo y el conducto deferente.
La morfogénesis de las vesiculas seminales es dependiente
de los andrégenos testiculares, por lo que no hay un érgano
homologo en la mujer (Suarez 2006).
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Figura 1. Histologia de la vesicula seminal. Seccidn transversal de una ve-
sicula seminal humana. Se muestra la region del lumen vy el epitelio que
contiene los granulos secretorios. Magnificacion= 400X. (Foto: F. Cifuentes

Ph.D., LACYM).

Las vesiculas seminales del individuo maduro se en-
cuentran revestidas de epitelio secretor que produce un ma-
terial mucoide rico en fructosa, proteinas y pequefas canti-
dades de acido ascérbico, inositol, ergotonina, aminodcidos,
fosforilcolina y prostaglandinas. En medicina legal, tiene gran
importancia el contenido de flavinas en la secrecion de estas
glandulas. Las flavinas son pigmentos fluorescentes que de-
latan la presencia de manchas de semen.

La morfologia glandular y los productos de su secre-
cion son dependientes de los niveles de testosterona. Su
secrecién participa en el volumen del eyaculado. Contiene
células musculares lisas, que al contraerse durante la eya-
culaciéon vuelcan sus productos acumulados en el conducto
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deferente (Suarez 2006).

Mediante un mecanismo secretor denominado “apo-
crino”, las vesiculas seminales de algunas especies (conejo,
toro, caballo) son responsables de la formacion de particulas
membranosas denominadas “vesiculosomas”, muy similares
a los prostasomas (Aumdiller y col. 1999).

En los rumiantes, las glandulas tienen aspecto com-
pacto. En los equinos, en cambio, se observan estructuras
saculares externas verdaderas y el conducto central estd muy
dilatado. En los roedores, la secrecién de estas glandulas es
rica en moco y contribuye a la formacion del tapén vaginal.
En todos los carnivoros, las glandulas vesiculares estan au-
sentes.

5.1.2 Prostata

La prostata es una de las principales glandulas anexas
o0 accesorias del tracto reproductor masculino (Fig. 2). Su pre-
sencia es comun a todos los mamiferos, sin embargo, difiere
en sus caracteristicas anatdomicas, histoldgicas, bioquimicas
y funcionales entre las distintas especies. Su secrecidn cons-
tituye una fracciéon variable del volumen seminal y propor-
ciona una serie de sustratos, iones y enzimas que son im-
portantes para la sobrevida y funcién espermatica. Dada su
importancia, desarrollaremos este tema en un capitulo apar-
te (Capitulo 6).

5.1.3 Glandulas bulbouretrales o de Cowper

Estas glandulas estan presentes en casi todos los ma-
miferos, con excepcién de los caninos. En el desarrollo em-
brionario se originan a partir de proyecciones del sino uro-
genital que invaden el mesénquima adyacente de la uretra
primitiva. Tiene un origen similar a la prdstata y, al igual que
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Epididimo

Figura 2. Esquema de tracto reproductor masculino mostrando la ubica-
cién de la préstata y su relacién con las demas estructuras. (Imagen toma-
da de internet:http://urologiaperuana.blogspot.com/2011/06/cancer-de-
prostata.html)

ésta, se encuentra bajo el control de los andrégenos.

Una vez maduras, son glandulas ovoides y pares, de
2-3 cm de largo en el hombre. Sus secreciones son vaciadas
en la uretra y contindan hacia el plasma seminal. En los roe-
dores, se cree que son importantes en la formacion del tapén
mucoso luego de la copula. Estan envueltas en el musculo
bulbo-cavernoso y desembocan por separado en la uretra
con la que se encuentran en contacto a la altura del estrecho
posterior de la pelvis. Tienen una estructura lobulosa y los
I6bulos se encuentran divididos por tabiques ricos en tejido
conectivo. Su secrecion tiene como funcion limpiar y lubri-
car la uretra antes de la cépula, con el objetivo de facilitar
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el transito de los espermatozoides por este segmento que
constituye una via comun de los sistemas genital y urinario.

Su desarrollo varia de acuerdo con la especie, siendo
mas voluminosas en el cerdo, mientras que en el caballo y el
toro tienen aproximadamente el tamafio de una nuez, para
disminuir proporcionalmente en pequefios rumiantes y en el
gato, en tanto que estan ausentes en el perro.

5.1.4 Glandulas uretrales de Littre

Son estructuras tubulares localizadas en las invagina-
ciones de la mucosa de la uretra. En la mujer, las glandulas
homologas se denominan “Glandulas de Skene”, cuyo origen
embrionario es similar al de la préstata.

Las glandulas de Littre estan a su vez constituidas por
dos tipos de glandulas: las intra mucosas, que son pequenas,
muy numerosas en la regidn cavernosa de la uretra y locali-
zadas en la lamina propia; y las extra mucosas, de mayores
dimensiones con conductos que suelen abrirse en la uretra
formando dngulos agudos. Ambos tipos de glandulas segre-
gan una sustancia mucoide que conjuntamente con la secre-
cion de las glandulas de Cowper tienen la funcion de limpiar
y lubricar la uretra antes del paso de los espermatozoides.

5.1.5 Glandulas Ampulares

La ampulla o ampolla del conducto deferente consiste
en una zona engrosada de la porcién distal de este conduc-
to. El nombre “ampolla” es un tanto incorrecto por cuanto
no hay una significativa dilatacién de la luz central, si no un
aumento del grosor de la pared, causada por una ampliacion
del espesor de la lamina propia submucosa, la cual adquie-
re estructuras descritas como glandulas tubulo-alveolares
ramificadas, las cuales pueden tener aspecto sacular en los
rumiantes.
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Las glandulas ampulares secretan un liquido blanco le-
choso similar al de las glandulas vesiculares, cuya funcién no
es del todo clara. En los rumiantes, estas glandulas pueden
actuar como reservorios de espermatozoides viables, por lo
gue se puede justificar una funcién nutritiva para las secre-
ciones ampulares.

Existen variaciones entre especies: equinos, caninos y
rumiantes tienen ampollas bien desarrolladas; en los cerdos
el desarrollo es pobre y los felinos no la poseen.

ORGANO FUNCION

testiculo con tibulos

seminiferos duccion de

epididimo transporte y maduracién

conducto deferente transporte

secretan fluidos viscosos que
ORINA conforman el eyaculado

vesiculas seminales

secreta una solucion alcalina

prastata que conforma el eyaculado

secreta un Muido que lubrica

glidndula de Cowper
y limpia la uretra

pasaje de la orina y los
espermatozoides

uretra

pene (N

chpula

Y

Figura 3. Representacion esquematica de la ubicacion y funcion de los 6r-
ganos del tracto reproductor masculino en los mamiferos. La distribucién
de los érganos varia con la especie. (Adaptado de http://en.wikibooks.org/
wiki/Anatomy_and_Physiology_of_Animals/Reproductive_System, con-
sultado el 15 de junio de 2013).
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5.2 Semen
5.2.1 Composicidn general del semen

El semen en humano es también conocido como fluido
seminal y estd compuesto en un 10% por espermatozoides
y en un 90% por plasma seminal (PS). Este ultimo en mami-
feros contiene las secreciones provenientes de las glandulas
accesorias (prdstata, vesicula seminal, glandulas bulboure-
trales o de Cowpery glandulas uretrales), del epididimo y del
conducto deferente. En el caso de animales como rata, ra-
tdn, conejo, cobayo y mono, ademas, poseen la glandula de
la coagulacidon que también libera sus secreciones al plasma
seminal.

El plasma seminal esta compuesto principalmente por
un 75% de agua y solutos que constituyen un medio isoto-
nico, cercano a la neutralidad, en el que la osmolaridad se
mantiene gracias a componentes organicos. Si bien la com-
posicién exacta depende de la especie y, a la vez, ésta cam-
bia luego de la eyaculacidn, se pueden encontrar electrolitos
(Na*, K*, Zn?*, Cu**y Fe?*), proteinas, péptidos y aminoacidos,
carbohidratos (principalmente fructosa), lipidos (fosfolipidos
y colestrol) formando microvesiculas, prostaglandinas, aci-
dos (citrico, piruvico, ascérbico y Urico), carnitina y acetilcar-
nitina, adrenalina, dopamina, entre otros. Recientemente se
reporto también la presencia de RNAs y micro-RNAs extrace-
lulares que provienen de varios drganos del sistema repro-
ductor masculino en concentraciones mayores a las reporta-
das para otros fluidos bioldgicos (1.75 mg/L) (Li y col. 2012),
cuya funcidn y origen no ha sido completamente elucidada.
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5.2.2 Funcion del fluido seminal

El plasma seminal provee un medio nutritivo y prote-
ge a los espermatozoides durante el transito de estas game-
tas a través del tracto reproductor de la hembra: modula la
respuesta inflamatoria tras la cépula (suprime la activacion
del sistema del complemento, la quimiotaxis de neutréfilos
polimorfonucleares (PMN) y la fagocitosis) (Troedsson y col.
2005), sus proteinas protegen selectivamente a los esperma-
tozoides vivos para no ser fagocitados por los PMN que estan
presentes en el utero. El PS juega un rol importante en el
transporte y eliminacién de espermatozoides muertos (Loo-
mis 2006), participa de manera importante en la maduracion
final del espermatozoide a través de cambios hormonales,
enzimaticos y modificacién de la superficie de membrana
espermatica; ademas de servir como vehiculo para los es-
permatozoides eyaculados (Muifio-Blanco y col. 2008). Dada
la composicion del semen el mismo tiene pH alcalino y por
esta propiedad permite neutralizar el medio acido (microflo-
ra propia que produce acido lactico) de la uretra y la vagina
de la hembra. Las aminas bdsicas, tales como putrescina, es-
permina, espermidina y cadaverina (mencionadas en detalle
en la préxima seccién) contrarrestan el ambiente acido de la
vagina, y protegen el ADN espermatico de la posible desna-
turalizacidn acida.

5.2.3 Aportes de drganos y glandulas accesorias al fluido
seminal

El testiculo de humanos aporta al fluido seminal apro-
ximadamente entre 200 y 500 millones de espermatozoides.
Mientras que la contribuciéon de espermatozoides al plasma
seminal en ratones es de 10-50, en la rata el eyaculado tiene
entre 10-60 millones de espermatozoides por ml (Sherwood
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1997, http://www?2.0akland.edu/biology/lindemann/sper-
mfacts.htm , consultado el 15 de junio de 2013,)

Las glandulas bulbouretrales y uretrales de mamiferos
contribuyen al 3-6 % del contenido del semen (Fig. 4). Los
compuestos provenientes de estas glandulas son la galacto-
sa, acido sialico, galactosamina, espermina, la cual tiene acti-
vidad antimicrobiana y el mucus, el cual favorece el transito
de los espermatozoides a través de la vagina y el cérvix me-
diante la disminucion de la viscosidad del tracto reproductor.

Por otro lado, el 25-30% del total del semen es apor-
tado por la prdstata (Fig. 4) y consta principalmente de las
enzimas fibrinolisina, pepsinégeno, lisozima, amilasa, hialu-
ronidasa, fosfatasa acida y el ya mencionado antigeno espe-
cifico de prdstata (PSA), que esta involucrado en la catdlisis
de la reaccion bioquimica que provoca la licuefaccion del
semen coagulado. También forman parte del semen y son
de origen prostatico el acido citrico, fibrindgeno, iones cal-
cio, magnesio y zinc (ayuda a estabilizar el ADN en las células
espermaticas).

Por otra parte, los prostasomas son vesiculas mem-
branosas que son secretadas por las células epiteliales de
la glandula prostatica al plasma seminal mediante exoci-
tosis o diacitosis (Ronquist y Brody 1985). Sus membranas
lipoproteicas se caracterizan por tener una estructura muy
ordenada y fuerte similar a los raft de membrana. Los pros-
tasomas se fusionan a las células espermaticas en el medio
acido de la vagina de la hembra y modifica la composicion de
la membrana del espermatozoide. Estarian implicados en el
aumento de la motilidad de los espermatozoides (Stegmayr
y Ronquist 1982; Fabiani y col. 1994 y 1995), la licuefaccion
del semen (Carliniy col. 1997), la proteccién contra el ataque
de las defensas inmunes de la hembra durante el trayecto
del espermatozoide hacia el ovocito. Una amplia variedad
de proteinas han sido encontradas en los prostasomas: enzi-
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mas, proteinas estructurales y de transporte (actina, profilina
y anexinas), proteinas asociadas a transduccién de sefiales
(calmodulina, ubiquitina), chaperonas, ATPasas (permiten
el transporte de calcio hacia el interior de los prostasomas),
proteina kinasa, fosfatasa, fosfodiesterasa, PSA, entre otras.
El aporte de la vesicula seminal al semen es del 60-
75% de la composicién total del fluido seminal (Fig. 4). En-
tre los componentes de mayor importancia se mencionan:
aminoacidos, citrato, flavinas, vitamina C, fructosa, fosfo-
rilcolina, prostaglandinas, las cuales estan involucradas en
la supresion de la respuesta inmune desencadenada por la
hembra cuando el semen atraviesa el tracto reproductor de
la hembra (Remes Lenicov 2012). Las prostaglandinas tam-
bién influyen sobre el transito de los espermatozoides en el
tracto reproductor masculino y femenino facilitando el mo-
vimiento de los espermatozoides, ayudando a la contraccion
del musculo liso del utero y disminuyendo la viscosidad del
moco del cérvix; ademas de intervenir en la implantacién del
Ovulo fertilizado. También forman parte del semen, protei-
nas provenientes de las vesiculas seminales, muchas de las
cuales se unen a la superficie espermatica. Las proteinas se-
cretadas por las vesiculas seminales se pueden clasificar de
acuerdo a su funcién en:
e Proteinas de transporte: transferrina lactoferrina, etc.
e Proteinas estructurales: semengolina y fribronectina
¢ Proteinas decapacitantes
e Proteinas inmunosupresoras: translutaminasa, lacto-
ferrina, prostaglandinas
e Enzimas: anhidrasa carbonica, n-acetilglucosamini-
dasa, 5’-nucleotidasa, proteasas, fosfatasas, kinasas,
serina proteasas
¢ Inhibidores de enzimas: inhibidores de proteasas
e Antioxidantes, que protegen al espermatozoide en el
eyaculado de las especies reactivas de oxigeno
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Ademas de las proteinas incluidas en esta clasificacién,
en ratones se han reportado proteinas secretorias de la ve-
sicula (SVS | a VII), espermadhesinas (proteinas de unién a
heparina) y proteinas que contienen dominios de fibronec-
tina 1l, denominadas BSP (por Bovine Seminal Plasma don-
de se encontraron por primera vez). Estas ultimas tienen la
capacidad de interactuar con fosfatidilcolina de la superficie
espermatica, con lipoproteinas (de alta y baja densidad) y
con heparina. Estas caracteristicas les confieren a las BSPs
la capacidad de participar en la desestabilizacion y la esta-
bilizacion de la membrana espermatica. Las BSP son ubicuas
en el plasma seminal de mamiferos y estan funcionalmente
relacionadas con la capacitacién. En cuanto a las espermad-
hesinas se conoce que interactian con fosfatidiletamolamina
de la membrana espermatica, liberandose durante la capaci-
tacion, lo cual podria servir para el reconocimiento esperma-
tocito-ovocito.

Las secreciones provenientes de la vesicula seminal
contribuyen a la funcionalidad de los espermatozoides, como
es la coagulacién del semen dentro de los primeros cinco mi-
nutos. La formacion del codgulo ayuda a mantener al semen
en la vagina. Luego el semen se licua formando un liquido
viscoso (cinco a veinte minutos) y permite que los esperma-
tozoides puedan avanzar hacia ovocito.

En el caso de los roedores, como ratas, ratones y co-
bayos, el plasma seminal cuenta ademds con secreciones
proteicas de la glandula coagulante o Iébulo anterior de la
préstata (estructura muy desarrollada en la rata) que esta
localizada en la parte ventral de las vesiculas seminales y
adosada a ellas. La misma secreta al semen principalmente
dos proteinas, una de ellas una transglutaminasa conocida
como vesiculasa (Groos y col., 1999). La importancia de esta
proteina es que junto a otras proteinas de las secreciones
provenientes de la vesicula seminal permite, al momento de
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la expulsién del eyaculado, la coagulacion del semen forman-
do el ya mencionado tapdn vaginal en la hembra, evitando el
escurrimiento del semen por la misma, facilitando el pasaje
de los espermatozoides a través del cérvix uterino y evitando
gue pueda ser fecundada por otro macho. Se ha demostrado
una homologia entre el I6bulo medio de la préstata en huma-
nos y la glandula coagulante del ratén.

Glandulas
bulbo Liretrales
3-6%
II
l!
W Préstata
Aportesal 30%
Plasma Seminal

v -/}d}j’?.. L el
- /{Q . E<J|;ennat07bides

10%
'\\ /
Vesicula seminal

N/

N

60-75%

Figura 4. Aporte al plasma seminal de componentes provenientes de drga-
nos y glandulas accesorias.
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5.2.4 Caracteristicas generales del eyaculado

El volumen promedio de semen de una eyaculacion
en humanos es de 1,5 a 5 mililitros. Cuando el volumen es
constantemente menor a 1,5 ml se da una condicién de hi-
pospermia, y cuando es frecuentemente mayor a 5,5 ml la
condicidn se conoce como hiperspermia. La variacién en el
volumen depende de la abstinencia sexual previa y del nivel
de excitacidn durante la actividad sexual. El color del semen
en los mamiferos en general es normalmente blancuzco o
levemente amarillento, por las flavinas provenientes de la
vesicula seminal.

Segun la Organizacién Mundial de la Salud se considera
normal a aquel semen humano que cumpla con los siguien-
tes parametros: volumen entre 2 mla 5 ml, pH de 7.2 a 8.0,
concentracion minima de espermatozoides de 15x10° esper-
matozoides/ml, es decir un total mayor a 40x10° espermato-
zoides por eyaculado, movilidad total mayor al 40% (motili-
dad progresiva + no progresiva), motilidad lineal progresiva
de al menos el 32% (medido dentro de los 60 minutos tras
haber colectado la muestra), y viabilidad (espermatozoides
vivos) no inferior al 75%. Al menos el 58% de los espermato-
zoides debe mostrar una morfologia normal. Niveles norma-
les de fructosa son de alrededor de 13 pumol por muestray la
licuefaccién completa del semen debe efectuarse dentro de
los primeros 60 minutos.

Los factores que pueden causar infertilidad en el ma-
cho son: la baja calidad del semen (bajo numero de esper-
matozoides, baja movilidad del mismos, espermatozoides
con morfologia anormal), las anomalias estructurales (eya-
culacién retrograda, bloqueo o extraccién de los testiculos
u otras estructuras reproductivas pueden tener efecto nega-
tivo sobre la fertilidad), desequilibrios hormonales que po-
drian interferir con la produccion de espermatozoides, tras-
tornos genéticos, sedentarismo, diabetes, entre otros.
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5.2.5 Avances en la utilizacién de plasma seminal para me-
jorar la calidad del semen congelado en especies de interés
pecuario

Federico Andrés Hozbor y Alba Veronica Ledesma

En los Ultimos afios, se ha prestado especial interés en
la capacidad del plasma seminal (PS) para modular la apti-
tud fertilizante de los espermatozoides, y cémo se relacionan
con los procesos asociados a la biotecnologias reproductivas.
Uno de los problemas que se ha abordado, esta relaciona-
do con la sobrevida y funcionalidad de los espermatozoides
luego de la congelacién. Durante la criopreservacion, las ga-
metas masculinas deben enfrentar tres puntos criticos: 1) el
descenso de temperatura, 2) el incremento en la osmolari-
dad de los medios intra y extracelulares, y 3) la formacién y
disolucion de cristales de hielo (Watson 2000).

El primer obstaculo para el espermatozoide tiene lugar
durante la etapa de enfriamiento, particularmente entre los
5y 209C, yseloconoce como “estrés por frio” o “cold shock”.
En condiciones fisioldgicas, la membrana plasmatica del es-
permatozoide responde al modelo del mosaico fluido, pero a
medida que desciende la temperatura, sus fosfolipidos cam-
bian de fase liquido/cristalino a gel, tomando una disposicién
mas compacta. Esto ocasiona una alteracién de la arquitectu-
ra de la membrana, formandose microdominios lipidicos con
una estructura de “no bicapa” y ambientes modificados de
proteinas (Watson 2000; Loomis 2011). Como consecuencia
de ello, la permeabilidad de la membrana al agua y a los
solutos se ve alterada, generandose un flujo de calcio hacia
el interior de la célula. Esto desencadena una cascada de se-
fializacion caracteristica de la capacitacién normal (Bailey y
col. 2000) que conduce a la reaccién acrosomal y una rapida
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muerte celular (Cormier y col. 1997; Gillan y Maxwell 1999;
Loomis 2011). La composicion lipidica de la membrana varia
entre especies, y esto determina que respondan de diferente
manera al estrés por frio (Holt 2000), siendo mas sensibles
aquellas cuyas membranas tengan bajo contenido de coles-
terol y mayor relacién de acidos grasos poliinsaturados/satu-
rados (ejemplos: toro, carnero vs. conejo y hombre) (Bailey
y col. 2000).

Los trabajos de Chang (1951; 1957), en los que se de-
mostrd que el PS puede revertir el estado de capacitacion
espermatica, sirvieron de base a una serie de investigaciones
orientadas a estudiar el rol del PS sobre la estabilizacién de
las membranas espermaticas, asi como en la identificacion y
aislamiento de dichos factores. Se han elegido como mode-
los bioldgicos a los espermatozoides de cerdos y ovinos, por
ser mas sensibles al estrés por frio. En los parrafos siguientes
haremos hincapié en los trabajos realizados en espermato-
zoides de carneros, destacando similitudes y diferencias con
otras especies domésticas.

Rol de las proteinas del plasma seminal

Numerosos trabajos han demostrado que el PS reduce
la pérdida de viabilidad y movilidad espermatica que ocurren
durante las etapas de dilucién (Pursel y col. 1973) y refrige-
racién en la criopreservacion (Catt y col. 1997; Barrios y col.
2000). Esto se deberia a que en ambas pasos del proceso se
produce una desestabilizacion de las membranas (Maxwell y
Johnson 1999). Uno de los componentes mayoritarios del PS
son las proteinas y han sido indicadas como responsables de
revertir (Ashworth y col. 1994; Maxwell y Johnson 1999; Ba-
rrios y col. 2000) o prevenir (Pérez-Pe y col. 2001) los dafios
ocasionados durante la criopreservacion. La capacidad del PS
para revertir los dafios ocasionados por el frio, acompafia la
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estacionalidad reproductiva propia del ovino, el cual se ve re-
flejado en su perfil proteico (Pérez-Pe y col. 2001; Dominguez
y col. 2008). En estos trabajos se observd que un grupo de
proteinas del PS se incrementaba en la estacién reproductiva
(otofio).

Se han identificado varias proteinas de bajo peso mo-
lecular (5-22 KDa) con capacidad de revertir los dafios ocasio-
nados por el estrés por frio (Barrios y col. 2005; Dominguez
y col. 2008). En carneros han sido estudiadas las RSVP14 y
RSVP20, de 14 y 20 KDa respectivamente, clasificadas dentro
de las fibronectinas con dominio tipo Il (Fn-2) (Caballero y
col. 2012) y sintetizadas exclusivamente en las vesiculas se-
minales (Fernandez-Juan y col. 2006). Las Fn-2 fueron des-
criptas por primera vez en bovinos, por lo que cominmente
se las conocia como proteinas BSP (bovine seminal plasma)
(Caballero y col. 2012). Proteinas homdlogas han sido iden-
tificadas en el plasma seminal de porcinos (Sanz y col. 1993;
Calvete y col. 1997), equinos (Menard y col. 2003), bovinos
(Manjunath y col. 2002), caprinos (Villemure y col. 2003), y
ovinos (Bergeron y col. 2005; Jobin y col. 2005; Bernardini y
col. 2009). Actualmente las siglas BSP han sido redefinidas
como “binder seminal plasma” para incluir en esta familia de
proteinas a las de todos los mamiferos (Leahy y Graaf 2012).
Nuestros trabajos (Bernardini y col. 2011) determinaron en
ovinos que ademas de RSVP20, hay otro grupo de proteinas
(lactoferrina, proteina secretoria del epididimo E1 y SNAP-29)
con capacidad de revertir los dafios de membrana en esper-
matozoides criopreservados. Contrariamente, en bovinos, se
determind que las BSP favorecen la capacitacion. Esto seria
posible debido a su afinidad por la heparina y lipoproteinas
de alta densidad (reconocidos factores capacitantes), y su
efecto estimulante sobre el eflujo de colesterol y fosfolipidos
de la membrana plasmatica (Manjunath y Thérien 2002).
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En conejos, la adicidon de PS posdescongelacion, me-
jord la motilidad y la integridad de la membrana plasmati-
ca en espermatozoides criopreservados (Bernardini y col.
2009b). Al igual que en el ovino, los perfiles proteicos del PS
mostraron variacion estacional, tanto en la proporcion rela-
tiva de proteinas analizadas segln su peso molecular como
en la abundancia de proteinas individuales (Bernardini y col.
2010).

Por otro lado, el plasma seminal del macho caprino
contiene fosfolipasas (EYCE y SBUII) sintetizadas en las glan-
dulas bulbouretrales. Estas enzimas hidrolizan la lecitina de
la yema de huevo (presente en los diluyentes seminales) en
acidos grasos y lisolecitina, que alteran la membrana plas-
matica de los espermatozoides induciendo la reaccién acro-
sémica y la decondensacion de la cromatina (Purdy 2006).
Por lo tanto, para criopreservar semen caprino se debe pro-
ceder a la eliminacidon del PS mediante lavados o emplear
diluyentes a base de lecitina de soja.

Rol de los lipidos del plasma seminal

Los lipidos como colesterol, esteroles analogos vy cier-
tos fosfolipidos, podrian ser considerados componentes crio-
protectores naturales del plasma seminal. Sin embargo, es
limitada la informacidn disponible sobre la funcion poten-
cialmente protectora del componente lipidico del plasma
seminal. Bernardini (2008) hallé que en ovinos, los fosfolipi-
dos mayoritarios (fosfaditilcolina, fosfaditilserina, fosfatidile-
tanolamina), fosfatidilinositol y colesterol del PS disminuian
después de la estacién reproductiva (otofo). En bovinos, el
colesterol presente en PS estd asociado a la calidad esperma-
tica, con una significativa variacion estacional (Beer-Ljubi¢ y
col. 2009).
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Si bien no es el tema de este apartado, podemos men-
cionar que se han realizado trabajos usando lipidos exdge-
nos (principalmente colesterol) para modificar la fluidez de
la membrana y disminuir los dafios ocasionados por el estrés
por frio a través del uso de B-ciclodextrinas (He y col. 2001;
Purdy y Graham 2004; Moore y col. 2005; Moce y col. 2010).
Recientemente se ha demostrado que el agregado de coles-
terol o colestanol a las membranas de espermatozoides me-
jora la supervivencia espermatica posdescongelacién en toro
(Moraes y col. 2010), carneros (Mocé y col. 2010) y padrillos
(Moore y col. 2005). Sin embargo, todavia no se han realiza-
do estudios de fertilidad in vivo.

Plasma Seminal y fertilidad de espermatozoides criopreser-
vados

Los estudios sobre fertilidad in vivo realizados con es-
permatozoides criopreservados tratados con PS son escasos
y contradictorios. Maxwell y Evans (1999) y McPhie y col.
(2000), reportaron que en ovinos la adicion de PS a esper-
matozoides congelados/descongelados y depositados en el
cuello uterino, incrementd las tasas de gestacion. Estos resul-
tados se contraponen con los de O’ Mearay col. (2007), quie-
nes no hallaron diferencias en la tasa de prefiez. En aquellos
trabajos donde se reportd un efecto positivo sobre la fertili-
dad, se elimind el diluyente antes de agregar el PS. Esto nos
hace pensar que podria producirse algun tipo de competen-
cia por los sitios de unién en la superficie espermatica.

En conejos, el incremento de la viabilidad y movili-
dad espermatica observado in vitro, no se vio reflejado en
la funcionalidad espermadtica. Los estudios sobre fertilidad y
prolificidad in vivo con espermatozoides incubados posdes-
congelacién con 10% de PS homalogo (de la misma especie),
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evidenciaron un efecto negativo del PS sobre los dos para-
metros (Gémez Vitolo 2012). Algo similar ha sido reportado
en cerdos, donde la suplementacidon con 10% de PS revirtio
la capacitacion en espermatozoides criopreservados, pero no
incrementd el nUmero de gametas masculinas en los reser-
vorios Utero-tubdricos ni la tasa de pariciones (Kirkwood y
col. 2008).

Debemos tener presente que en los eyaculados coe-
xisten subpoblaciones espermaticas que poseen diferentes
estados de maduracidn, capacitacién y edad (Abaigar y col.
1999; Muifio Otero 2008) y que esta heterogeneidad se redu-
ce durante la criopreservacién (Ollero y col. 1997). Pensamos
gue los factores capacitantes y decapacitantes del PS pueden
jugar un papel decisivo en la fertilidad del semen, a través de
la regulacién de las subpoblaciones espermaticas. Evidente-
mente, al perderse la heterogeneidad espermatica durante
la criopreservacion, modificamos la capacidad de regulacion
del PS. Esto nos obliga a trabajar en la identificacion de la
accion de cada componente para posteriormente poder ma-
nipular la sobrevida y funcionalidad espermatica.

Reconocimiento: Una gran parte de la investigacion de nuestro la-
boratorio ha sido financiada por los proyectos PIP-CONICET 114-
201001-00273, 112-200801-00232 y EXA 566/12.
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