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RESUMEN

El plasma seminal (PS) actéa como un medio de transporte para los espermatozoides a través
del tracto reproductivo de la hembra y del macho, regula la osmolaridad del eyaculado a
través de los componentes inorgdnicos, es fuente de energia para los espermatozoides, brinda
proteccién buffer contra los cambios de pH, protege a los espermatozoides de los efectos
deletéreos de las especies reactivas del oxigeno a través de sus enzimas antioxidantes y
regula la respuesta inmune del tracto reproductivo de la hembra. Las proteinas del PS han
sido asociadas a eventos relacionados con la fertilizacién como la maduracién espermatica, la
capacitacién espermdtica, la interaccién con el oviducto e incluso estdn implicadas en la
interacciéon con el ovocito. En muchas especies, el PS es rutinariamente diluido o removido
durante el proceso de criopreservacién de semen; esto puede tener efectos positivos y/o
negativos sobre la funcién espermdtica y la fertilidad. También el PS ha sido agregado luego
del proceso de criopreservacién. Los efectos que el PS tiene sobre el espermatozoide
criopreservado varian entre especies, entre individuos de una misma especie y entre
eyaculados de un mismo individuo. A pesar de un notable avance en el conocimiento de las
funciones del PS, todavia existen controversias acerca del preciso rol del PS en la funcién
espermdtica, en la fertilidad del macho y en el efecto que ejerce éste sobre los
espermatozoides criopreservados.
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ABSTRACT

Seminal plasma (PS) acts as a transport medium for sperm through the reproductive tract of the
female and male, regulates the osmolarity of the ejaculate through the inorganic components, is
a source of energy for sperm, provides buffer protection against pH changes, protects sperm
from the deleterious effects of reactive oxygen species through their antioxidant enzymes and
regulates the female reproductive tract's immune response. PS proteins have been associated
with fertilization events such as sperm maturation, sperm capacitation, interaction with the
oviduct and are even involved in the interaction with the oocyte. In many species, PS is routinely
diluted or removed during the semen cryopreservation process; this can have positive and/or
negative effects on sperm function and fertility. The PS has also been added after the
cryopreservation process. The effects that PS has on cryopreserved spermatozoa vary between
species, between individuals of the same species and between ejaculates of the same
individual. Despite a notable advance in the knowledge of the functions of PS, there is still
controversy about the precise role of SP in sperm function, male fertility and its effect on
cryopreserved spermatozoa.
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INTRODUCTION

El semen puede ser dividido en dos partes, un componente
celular, los espermatozoides y una parte fluida, el plasma
seminal. Maxwell et al. (2007) defini6 al PS como una
secrecion compleja compuesta por iones inorgdnicos,
azuicares, sales orgdnicas, lipidos, enzimas, prostaglandinas,
proteinas y varios factores producidos por los testiculos,
epididimos y gldndulas accesorias del macho. De estos
componentes, las proteinas han sido muy estudiadas (de
Graff et al, 2014) y se han dividido en tres familias: las
adhesinas espermdticas (spermadhesins), las proteinas con
fibronectina dominios tipos-2 (BSPs: Binder of Sperm Proteins,
inicialmente denominadas Bull Seminal Plasma Proteins) y las
proteinas secretorias ricas en cisteina (CRISPs: Cysteine Rich
Secretory Proteins).

La mayor parte de las proteinas del PS son derivadas de las
gldndulas sexuales accesorias (de Graff et al., 2014) y su
concentracién varia entre las especies e incluso entre
individuos de una misma especie. Por ejemplo, el carnero
presenta altas concentraciones de BSP y adhesinas (de Graff
et al., 2014). La llama, alpaca y camello presentan altas
concentraciones de un factor inductor de la ovulacién (FIO)
identificado como un factor de crecimiento nervioso beta
(Adams et al., 2005; de Graff et al, 2014). Ademds,
pequefias cantidades de este factor han sido identificadas en
el toro, carnero y el padrillo equino (de Graff et al., 2014).
Queda por determinar si esta proteina tiene efectos similares
en el eje hipotdlamo-hipéfisis-gonadal en las especies
ovuladoras inducidas y las ovuladoras esponténeas. Otro
ejemplo es la proteina mucina 5b, muy abundante en el PS de
la alpaca y vinculada a la alta viscosidad y filancia del
semen de esta especie (Kershaw-Young y Maxwell 2012).

El PS actba como un medio de transporte para los
espermatozoides a través del tracto reproductivo de la
hembra y del macho, regula la osmolaridad del eyaculado a
través de los componentes inorgdnicos, es fuente de energia
por los azlcares que contiene, brinda proteccién buffer
contra los cambios de pH, protege a los espermatozoides de
los efectos deletéreos de las especies reactivas del oxigeno a
través de las enzimas antioxidantes, regula la respuesta
inmune del tracto reproductivo de la hembra (de Graff et al.,,
2014; Troedsson et al., 2005). Las proteinas del PS han sido
asociadas a eventos relacionados con la fertilizacién, como la
maduracién espermdtica (Dacheux y Paquignon 1980;
Dacheux et al., 1998), la capacitaciéon espermdtica (Chang,
1957; Triphan et al.,, 2007), la interaccién con el oviducto
mediante la formacién de reservorios espermdticos
(Gwathmey et al.,, 2006; Apichela et al., 2014) e incluso
estdn implicadas en la interaccién con el ovocito (Tépfer-
Petersen et al., 1998). Sin embargo, a pesar de este notable
avance en el conocimiento de las funciones del PS, todavia
existen controversias acerca del preciso rol del PS en la
funcién espermdtica y en la fertilidad del macho e incluso los
reportes son contradictorios y pueden variar entre especies,
estacion de colecta del eyaculado y el individuo (Leahy y de
Graaf, 2012).

Actualmente, muchos de los trabajos realizados en
biotecnologias reproductivas de los machos estdn enfocados
al efecto del PS en los protocolos de refrigeraciéon vy
congelamiento profundo. Sin embargo, todavia existen
muchos interrogantes y es posible que lo que funciona
correctamente en una especie o en un individuo no funcione en
otra/o. En un protocolo de criopreservacién los
espermatozoides y el PS se exponen a un diluyente con el
objetivo de minimizar los dafios que sufren las células cuando
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son expuestas a bajas temperaturas. Sin embargo, al diluir el
eyaculado se diluye el efecto del PS y se desconoce si esa
dilucién afecta la funcionalidad del mismo. Por otra parte, los
espermatozoides permanecen un periodo relativamente corto
con el PS y el interrogante, cuando se congelan muestras de
semen, es si hay que dejar o no el PS; si hay que congelarlo
con un cierto porcentaje de PS o si hay que agregarlo luego
de descongelar las muestras. Por otra parte, la composicion
del PS varia entre individuos de una misma especie y esta
diferente composiciéon podria generar que un individuo
congele o refrigere semen mejor que otro.

Este manuscrito presenta algunos de los estudios que evaltan
el efecto del PS sobre espermatozoides criopreservados en
especies de interés zootécnico.

REVISION DEL TEMA

En el padrillo equino se observé que la incubaciéon de las
muestras a 22 °C con PS en diferentes porcentaijes (0, 5, 10,
20, 40 y 80%) durante 15 minutos previo al congelamiento
no afecté la movilidad ni viabilidad esperméticas (Moore et
al., 2005). Sin embargo, cuando incubaron las muestras a 5 y
20 °C durante mayor tiempo (2 a 6 horas) previo al
congelamiento, las muestras con 5% de PS presentaron
mayores porcentajes de movilidad progresiva y total al
descongelamiento que las muestras con 20% de PS (Moore et
al., 2005). Aurich et al. (1996) observaron que el agregado
de PS de un padrillo de alta movilidad a uno de baja
movilidad previo al congelamiento de las muestras mejoraba
la movilidad y viabilidad post-descongelado de los
espermatozoides del padrillo con baja movilidad. Mientras
que el procedimiento inverso empeoraba la calidad de la
muestra del padrillo de alta movilidad al descongelado. Estos
resultados indican que la composicién individual del PS
modifica la crio - supervivencia del semen equino (Aurich et
al., 1996). Respecto a la refrigeracién de semen equino, la
adicién de 50% de PS a espermatozoides seleccionados por
Androcoll ETM previo a la conservacién mostré un efecto
negativo sobre la movilidad que se exacerbé con la
refrigeracién, mientras que la adicién de menores porcentaijes
de PS (1,5; 2,5 y 5%) previo a la conservacion de
espermatozoides seleccionados no afecté la movilidad ni la
viabilidad (Morrel et al, 2010). Ademds, estos autores
compararon centrifugar (eliminacién del PS) y no centrifugar
las muestras previo a la refrigeracién y observaron mayor
viabilidad en las muestras no centrifugadas (refrigeradas en
presencia de PS).

Estos resultados indican que si no se dispone de un método de
seleccion de espermatozoides para mejorar las muestras
previo a la refrigeraciéon de semen equino, seria conveniente
no centrifugar los eyaculados debido a que la viabilidad es
mayor cuando no se elimina el PS. En otro trabajo, Brinsko et
al. (2000) compararon dos grupos de padrillos, los que
“refrigeran bien” (descenso de la movilidad < 30% luego de
24 h de refrigeracién) y los que “refrigeran mal” (descenso
de la movilidad > 40% luego de 24 h de refrigeracién).
Conjuntamente  compararon dos metodologias  de
refrigeracion: sin centrifugar las muestras (presencia de PS) y
centrifugando las muestras y removiendo parcialmente el PS
(10-12% de PS). En el grupo de padrillos que refrigeran mal
se observé que cuando se centrifuga y remueve parcialmente
el PS, la movilidad total es mayor que si no se centrifuga.
Mientras que, en los buenos refrigeradores los mayores
porcentajes de movilidad se observaron en las muestras no
centrifugadas (presencia de PS). Estos resultados podrian
sugerir que el PS podria tener un efecto diferente de acuerdo
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al padrillo y en los padrillos que refrigeran mal ese efecto
seria negativo. Esta respuesta variable entre individuos
también la observaron Morrell et al. (2014) en
espermatozoides refrigerados de padrillos con el agregado
de 5% de PS (homdlogo o heterdlogo) previo a la
conservacion sobre la movilidad e integridad del ADN. En
conclusién, en el equino, seria conveniente centrifugar las
muestras y remover la mayor parte del PS o dejar un bajo
porcentaje del mismo (5%) en un protocolo de congelamiento
profundo. Con respecto a la refrigeracién, en el protocolo
habitual las muestras se diluyen sin remover el PS, sin
embargo deberia considerarse la remociéon del PS de las
muestras de los padrillos que refrigeran mal.

En rumiantes, se evalio el efecto del PS sobre
espermatozoides de eyaculado y de epididimo comparando
muestras control (criopreservadas en presencia de PS) vy
muestras lavadas (remocién del PS) a las que posteriormente
se las resuspendié en PS o TALP previo a la conservacion.
Con respecto a las muestras provenientes de eyaculados, en
el ovino el semen control (presencia de PS) presenté mayor
movilidad tanto luego de la refrigeracién como luego del
congelamiento con respecto a las muestras lavadas. Ademds,
en las muestras lavadas con adicién de PS la movilidad fue
mayor respecto a las muestras lavadas y resuspendidas en
TALP. En el bovino, no se observaron diferencias significativas
en los porcentajes de movilidad de las diferentes muestras.
Con respecto a las muestras de epididimo, en el ovino los
espermatozoides de epididimo congelados en presencia de
PS tuvieron mayor movilidad que los espermatozoides de
eyaculado y los de epididimo congelados con TALP,
presentando éstos Ultimos muy baja movilidad. En el bovino,
los espermatozoides epididimarios congelados con PS
presentaron mayor movilidad que los espermatozoides de
eyaculado, sin embargo el TALP no tuvo un efecto negativo
sobre los espermatozoides de epididimo como se observé en
el carnero (Graham, 1994). Este estudio muestra que la
centrifugacién de las muestras previo a la criopreservacién de
eyaculados de carnero no es recomendable debido a que la
movilidad fue menor cuando se lavaron las muestras y se
eliminé el PS. Sin embargo, la centrifugacién no fue
detrimental para los eyaculados de bovino.

En el ovino, se han realizado varios estudios que evalian el
efecto del PS colectado en diferentes estaciones sobre el
congelamiento profundo, con la hipdtesis de que la
composicién del PS crudo o de las proteinas del mismo varian
segun el momento del afio en que se colecta la muestra por
tratarse de una especie fotoperidédica negativa. Leahy et al
(2010) no observaron un efecto de la estacién de colecta del
PS ni de las proteinas sobre la movilidad total cuando la
adicion se realizé previo al congelamiento de las muestras.
Sin embargo, observaron mayor viabilidad cuando se utilizé
PS o proteinas del PS colectados de enero a septiembre.
Ademds, cuando las muestras se diluyeron en presencia de
proteinas del PS colectadas de enero a junio se observé un
mayor porcentaje de espermatozoides vivos que cuando se
utilizé PS crudo colectado en los mismos meses. En el mismo
trabajo, compararon la adiciéon de proteinas del PS
directamente al espermatozoide o el agregado de las
mismas al diluyente previo a la conservacién. Ambos métodos
de suplementacién de las proteinas del PS mejoraron el
porcentaje de espermatozoides vivos con acrosomas intactos
y el porcentaje de movilidad progresiva respecto al control,
pero la suplementacién directa de las proteinas a los
espermatozoides previo al congelamiento fue mds efectiva
(Leahy et al, 2010). Estos resultados indican que la
suplementacién de los espermatozoides de carnero con
proteinas del PS antes del congelamiento mejora la
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viabilidad al post descongelado, observando un mayor
efecto protector cuando el PS es colectado en la estacién
reproductiva y cuando la suplementacién de las proteinas es
directa al espermatozoide. La menor proteccién observada
cuando se agregan las proteinas al criodiluyente podria
deberse a la unién de las mismas a la yema de huevo
disminuyendo su disponiblidad para unirse a las membranas
espermdticas (Leahy et al., 2010). En otro trabajo se adicioné
PS colectado en diferentes estaciones (otofio — invierno,
primavera y verano) a muestras congeladas/descongeladas,
es decir, la adicién del mismo fue luego de descongelar las
muestras (Dominguez et al., 2008). Estos autores observaron
que el PS de otofio e invierno mejoraron la movilidad de los
espermatozoides de carnero criopreservados. Esto podria
deberse a la mayor cantidad de proteinas y diferente
composicién del PS colectado en otofio (Dominguez et dl.,
2008), reforzando la idea de que el PS es diferente de
acverdo a la estacién del afio.

También, en los ovinos, se han aislado las vesiculas del PS que
se obtienen por ultracentrifugacién y se les atribuye un rol en
la movilidad y capacitacién espermaticas. Para evaluar el
efecto de las mismas El-Hajj Ghaoui et al. (2007) incubaron
semen congelado/descongelado de carnero con PS completo,
con vesiculas del PS y también utilizaron la fraccién libre de
vesiculas. Estos autores observaron que la incubacién de
semen congelado/descongelado de carnero en PS autélogo
completo o en la fraccién libre de vesiculas mejord la
movilidad e integridad de las membranas. Sin embargo, a
pesar de que el PS mejoro las caracteristicas seminales in
vitro, esta mejora no se evidencié en las tasas de prefiez.
Contrariamente, Maxwell et al. (1999) reportaron que la
adicién de PS a espermatozoides descongelados de carneros
mejoraba los porcentajes de prefiez por inseminacién
artificial (IA) via cervical, obteniendo resultados similares a la
inseminacién via laparoscépica (66,7% para |IA en Gtero via
laparoscopia; 60.0% para |IA en cérvix con PS; 24,3% para
IA en cérvix sin PS).

En conclusién, la especie bovina no presenta mayores
inconvenientes con el semen congelado/descongelado
alcanzando porcentajes de prefiez muy aceptables. En el
ovino, la IA con semen congelado/descongelado presenta sus
inconvenientes cuando se utiliza la via cervical. Por este
motivo se han realizado varios estudios que evaltan el efecto
del PS en la criopreservacién. En esta especie no se
recomienda la centrifugacién previa al congelamiento de las
muestras. Por otra parte, se observa un efecto positivo de la
adicién del PS (antes o después de la conservacién) sobre las

diferentes caracteristicas seminales, sin embargo los
resultados sobre las tasas de prefiez son controversiales.
El PS de los camélidos sudamericanos (CSA) tiene

caracteristicas particulares que se tendrian que tener en
cuenta para poder contar con protocolos de criopreservaciéon
de semen que permitan obtener tasas aceptables de prefiez
mediante |A (Giuliano et al., 2010; Apichela et al., 2014;
Kershaw-Young et al., 2013). Dos de las mds importantes
caracteristicas que presenta el PS, son su capacidad de
formar hilo cuando se lo pipetea y de presentar viscosidad
estructural alta (Casaretto et al., 2012). Con respecto al
manejo del semen, estas caracteristicas reolégicas dificultan
la separacién de los espermatozoides del plasma, la dilucion
del eyaculado, la homogeneidad de las muestras, la
separacién en alicuotas y el envasado en pajuelas (Giuliano
et al, 2010. Diferentes enzimas (tripsina, colagenasa,
fibrinolisina, hialuronidasa, papaina) se han utilizado para
disminuir la viscosidad del plasma seminal en CSA con
resultados variables (Bravo et al., 1999; 2000; Giuliano et
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al.,, 2010; Kershaw-Young et al., 2013). La incubacién del
semen de CSA con una solucién de colagenasa en HEPES-TALP
demostré ser la més eficaz para eliminar la filancia de las
muestras, separar los espermatozoides del plasma seminal e
inducir movilidad espermdtica progresiva y asi conseguir la
primera prefiez a nivel mundial a partir de embriones
obtenidos mediante fertilizacién in vitro (Trasorras et al,
2014).

Kershaw-Young et al. (2013) determinaron que la incubacién
con papaina podria ser utilizada antes del proceso de
criopreservacién para facilitar el manejo del semen. Ademés,
como se mencioné previamente, el PS de llama y alpaca
contiene un factor inductor de la ovulacién (FIO) que cuando
se administra a hembras de forma IM logra una alta
respuesta ovulatoria (Ratto et al., 2005). Actualmente, se han
realizado varios estudios en los CSA que evalian el efecto
del PS sobre espermatozoides de semen fresco o de
epididimo, sin embargo, hay pocos trabajos que evalien el
efecto del PS sobre la criopreservacién de semen. Un trabajo
realizado en alpacas reporta que una concentracién final de
10% de PS conserva la movilidad espermdtica, la integridad
acrosémica y la viabilidad de espermatozoides de epididimo
y de eyaculado de semen fresco de alpaca (Kershaw-Young
y Maxwell, 2011). En nuestro laboratorio, muestras de semen
fresco de llama fueron incubadas con colagenasa (con el
objetivo de disminuir la filancia y remover el PS).
Posteriormente a una alicuota se le adicioné HEPES-TALP (HT),
a otra alicuota se le agregd PS y ambas se incubaron a 37
°C durante 3 horas. En todas las muestras incubadas con
colagenasa observamos movilidad progresiva (MP). Esta
movilidad desaparecié inmediatamente luego de la adicién
de PS, mostrando solo movimientos oscilatorios. Por el
contrario, las muestras incubadas en HT mantuvieron la MP e
incluso presentaron mayor vigor. A las 3 horas de incubacién
las muestras incubadas con PS presentaron un descenso
significativo de la movilidad total (MT), este descenso no se
observé en las muestras incubadas con HT. Estos resultados
nos indican que el PS tiene un efecto sobre el patrén de
movilidad de los espermatozoides de semen fresco (Carretero
et al., 2015).

Con el objetivo de evaluar otras concentraciones de PS,
realizamos un estudio similar utilizando las siguientes
concentraciones: 0, 10, 50 y 100% de PS en HT (Carretero et
al., 2016a). Similar al experimento anterior las muestras con
bajos porcentajes de PS (0 y 10%) presentaron mayores
porcentajes de MP y mayor vigor. Las muestras incubadas con
100% de PS presentaron sélo MO mientras que las incubadas
con 50% MO y MP. La MT de las muestras con 0, 10 y 50%
de PS se conservé a lo largo de las 3 horas de incubacién
mientras que, similar al estudio previo, se observé un descenso
significativo de la misma en las muestras con 100% PS. A las
3 h de incubacién, las muestras que presentaron el mayor
porcentaje de espermatozoides vivos con sus acrosomas
intactos fueron las incubadas con 50% PS, aunque esta
diferencia no fue significativa (p> 0,05); esto podria indicar
que una concentracién del 50% de PS estaria indicada en un
protocolo de criopreservaciéon. Mientras que, el mayor
porcentaje de espermatozoides muertos con sus acrosomas
intactos fue observado en las muestras con 100% de PS. Esta
observacién podria indicar que el PS estaria impidiendo o
retrasando la reaccién acrosomal (RA), sin embargo los
espermatozoides no se mantienen viables. En todos los
tiempos de incubacion, las muestras con bajas concentraciones
de PS (0 y 10%) tuvieron un mayor porcentaje de
espermatozoides vivos con RA respecto de las muestras con
altas concentraciones de PS. Estos resultados indicarian que la
ausencia de PS o su presencia en bajo porcentaje en
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presencia de HT, seria beneficioso para que los
espermatozoides reaccionen, conserven su viabilidad y se
puedan utilizar en un protocolo de fertilizacién in vitro (FIV).
La obtencién de embriones de llama por FIV, prescindiendo
de la utilizaciéon de agentes capacitantes y utilizando
espermatozoides de semen fresco en ausencia de PS
refuerzan esta hipétesis (Conde et al., 2008; Trasorras et al.,
2012; 2014).

En ofro estudio, evaluamos el efecto del PS sobre
espermatozoides de semen fresco diluidos en lactosa- yema
de huevo (LY). Esto se realizé con el objetivo de determinar si
el efecto del PS en HT era similar al que se observa cuando
se diluye en LY. No se observaron diferencias ni en la
movilidad ni en el porcentaje de espermatozoides vivos
intactos entre las diferentes concentraciones de PS evaluadas
(0, 10 y 50%). Estos resultados indicarian que el efecto del
PS en LY sobre los espermatozoides de llama y
especificamente sobre el acrosoma es diferente al efecto del
PS en HT. Esto podria deberse a que la yema de huevo
podria unirse a factores capacitantes y entonces impedir la
RA que se observa cuando las muestras tienen bajos
porcentajes de PS y se diluyen con HT.

Recientemente, evaluamos el efecto del PS y de una solucién
de colagenasa sobre espermatozoides refrigerados vy
congelados de llama (Carretero et al., 2016b). Los protocolos
de conservacién de las muestras fueron en presencia de PS y
colagenasa (protocolo A) y en ausencia de PS y colagenasa
(procotolo B). Con respecto a la refrigeracién, ambos
protocolos preservaron la viabilidad y funcionalidad de
membranas. El protocolo A (PS+) mostré menor movilidad y el
protocolo B (PS-) mayor descondensacién de la cromatina.
Estos resultados muestran que la refrigeracién de semen de
llama utilizando el protocolo A resulta ser mas sencilla para
trabajar a campo, ya que no requiere centrifugar las
muestras, sin embargo la evaluacién in vivo de estos
protocolos de refrigeracién estaria indicada. Con respecto al
congelamiento profundo, no se observaron diferencias
significativas en ninguna de las variables estudiadas
(movilidad, viabilidad y estado acrosomal) entre el protocolo
A (PS+) y el B (PS-). Zea et al. (2015) tampoco observaron
diferencias significativas en la movilidad, viabilidad y
funcionalidad de membranas en espermatozoides de alpaca
obtenidos por desviacién de conducto deferente 'y
criopreservados en presencia y ausencia de PS. De forma
similar, Jiménez et al. (2016) no observaron diferencias
significativas en la movilidad, viabilidad y potencial de
membrana en espermatozoides de epididimo de alpaca
congelados con diferentes concentraciones de PS (0, 5, 10 y
15%). Aunque no se observé un efecto del PS sobre las
caracteristicas  seminales  evaluadas  in  vitro  en
espermatozoides  criopreservados de CSA, deberian
realizarse protocolos de IA para evaluar la fertilidad de las
diferentes muestras.

CONCLUSION

Los efectos que el PS tiene sobre los espermatozoides
criopreservados varian entre especies, entre individuos de
una misma especie y entre eyaculados de un mismo individuo.
A pesar de un notable avance en el conocimiento de las
funciones del PS, todavia existen controversias acerca del
preciso rol del PS en la funcién espermdtica, en la fertilidad
del macho y en el efecto que ejerce éste sobre los
espermatozoides criopreservados.
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