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Resum

L’hormona prostaglandina F,, (PGF,,) ha estat emprada per a augmentar ’eficacia reproductiva de les truges.
L’objectiu d’aquest estudi fou determinar els efectes de la PGF», sobre la qualitat espermatica. Aixi, es van assa-
jar cinc concentracions diferents de prostaglandina (2,50, 5, 10, 12,50 i 25 mg PGF.,/100 ml) afegides a dosis se-
minals refrigerades i destinades a inseminaci6 artificial, procedents de catorze mascles reproductors porcins de la
raga Piétrain. Les mostres foren incubades durant 30 min i la qualitat espermatica fou determinada mitjangant
I’analisi de la viabilitat, la motilitat i la morfologia espermatiques, i també el test de resisténcia osmotica (ORT).
L’analisi estadistica dels resultats es va dur a terme mitjangant una ANOVA d’un factor amb un nivell de signifi-
cacio (a) de 0,05. Es va observar que les concentracions superiors a 12,5 mg/100 ml de PGF,, eren citotoxiques,
mentre que concentracions inferiors no afectaven els espermatozoides. Aixi doncs, la PGF», pot ésser utilitzada
com a additiu en les dosis seminals en un rang de concentracions igual o inferior a 12,5 mg/100 ml de PGF,.

Abstract

In swine, prostaglandin F», (PGF>.) has been used to improve reproductive performance in swine. The goal of the
present work was to determine how the addition of prostaglandin F,, affects boar sperm quality. With this pur-
pose, 5 different treatments were performed. Thus, 2.50, 5, 10, 12.50 and 25 mg PGF,,/100 ml were added to di-
luted sperm samples from 14 post-pubertal Piétrain boars selected for artificial insemination (Al). Seminal sam-
ples were incubated for 30 min and sperm quality was then tested, for sperm viability, motility, morphology and
osmotic resistance test. Statistical analyses were performed using a one-way ANOVA and significance level was
set at 0.05. Concentrations of PGF», higher than 12.5 mg/100 ml were cytotoxic while the others did not damage
boar spermatozoa. Thus, the other treatments may be used to produce their profitable effects without adverse ef-

fects.

INTRODUCCIO

La inseminaci6 artificial (AI) ha esdevingut una
practica rutinaria per a la indastria ramadera porcina.
La biotecnologia de la reproduccié animal s’ha ori-
entat, sovint, en la recerca d’estratégies destinades a
augmentar el rendiment dels programes de les Al Es
per aix0 que s’ha assajat 1’addicié de substancies a
les dosis seminals o s’han injectat diversos farmacs a
les femelles amb 1’objectiu d’augmentar les taxes de
no retorn a I’estre (NRR), de fecunditat i de prolifici-
tat (Traas 1 Kustritz, 2004).

Les prostaglandines son eicosanoides, presents en
molts teixits dels vertebrats, que duen a terme funci-

ons clau en un ventall for¢ca ampli de processos fisio-
logics (Kingsley et al., 2005).

Concretament, pel que fa a la biologia de la repro-
duccid, les prostaglandines es troben al fluid seminal
(Templeton et al., 1978) i al moc cervical (Charbon-
nel ef al., 1982). En humans, s’han estudiat els efec-
tes de diferents tipus de prostaglandines sobre la
funcié espermatica (19-OH-PGE, 19-OH-PGF,
PGE,, PGE,, PGF,, i PGF», (Bendvold et al., 1984).
La PGF,, és un agent contractil molt important que
actua localment sobre la musculatura de 1’Gter (Gus-
taffson et al., 1975; Gamcick et al., 1980). L’admi-
nistracid de la PGF,, en truges influeix en el trans-
port d’odcits i en la interaccid espermatozoide-zona
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pellicida i en el desenvolupament embrionari
(Mwanza et al., 2002).

L’objectiu del present estudi és determinar els
efectes de 1’addicio de diferents concentracions de
PGF2 en la viabilitat, motilitat i morfologia esper-
matiques, la integritat de 1’acrosoma i de la beina
mitocondrial i la resisténcia osmotica dels esperma-
tozoides (ORT) de dosis seminals refrigerades i des-
tinades a Al

MATERIAL I METODES
Obtencio de les dosis seminals

Les dosis seminals foren obtingudes a partir de ca-
torze mascles postpuberals de la raca Piétrain. Els
mascles es trobaven confinats en naus climatitzades
amb condicions controlades de temperatura i humitat
relativa 1 alimentats mitjangant una dieta ajustada i
controlada. Les mostres foren obtingudes mitjangant
la técnica de masturbacié manual i munta sobre el
maniqui. La fraccio rica de 1’ejaculacioé fou filtrada,
per eliminar la fraccié gelatinosa i diluida en una re-
lacié 1:5 (v/v) amb diluent BTS (Beltsville thawing
solution, Cidosa, Tecnovit).

Concentracions de PGF,,

Després de dur a terme diverses proves preliminars,
es decidi analitzar cinc tractaments diferents de
PGF3, (Dinolytic®, Pharmacia, 5 mg PGFa/ml). Les
concentracions finals foren 2,50 mg PGF»,/100 ml, 5
mg PGF2/100 ml, 10 mg PGF»/100 ml, 12,50 mg
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PGF2/100 ml 1 25 mg PGF2/100 ml. El control es
defini com a concentracié 0 mg PGF,,/100 ml. Des-
prés de I’addicioé dels tractaments, les mostres foren
incubades durant 30 min a 37° C. La viabilitat, moti-
litat i morfologia espermatiques, la integritat de la
beina mitocondrial i de 1’acrosoma 1 la resisténcia
osmotica dels acrosomes fou determinada tant per al
control com per als diferents tractaments.

Determinacio de la viabilitat espermatica
i de la integritat de la beina mitocondrial
i acrosoma

La viabilitat espermatica i la integritat de la beina
mitocondrial i de l’acrosoma foren determinades
mitjangcant un marcatge multiple amb fluorocroms, i
I’observacio posterior al microscopi d’epifluorescen-
cia (Leica DMLR-XA) a 400 augments (Objectiu:
Leica 40X 1.32 HCX PL APO). Les mostres foren
marcades amb els fluorocroms seguint el protocol
descrit per Bussalleu et al. (2005): 1) Hoestch 33258
(especific per a cellules viables; Sigma, St. Louis,
MO, EUA), 2) iodur de propidi (especific per a cél-
lules no viables; Sigma, St. Louis, MO, EUA), 3)
Mitotracker® Green FM fluorochrome (especific per
a la funcidé del mitocondris; Molecular Probes®, Eu-
gene, OR, EUA) i 4) el conjugat format per la lecti-
na trypsin inhibitor (SBTI, procedent de la llavor de
soja) i el fluorocrom Alexa Fluor® 488 (especific
per a I’acrosoma; Molecular Probes®, Eugene, OR,
EUA). Per a cada mostra, es feren tres recomptes de
100 espermatozoides cadascun. Els espermatozoides
foren considerats com a viables quan presentaven el
nucli, ’acrosoma i la beina mitocondrial intactes. La
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Figura 1 Viabilitat espermatica. (*) p < 0,05 respecte del control.
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resta d’espermatozoides, €s a dir, aquells que presen-
taven com a minim el nucli, I’acrosoma o la beina
mitocondrial malmesos, foren considerats com a no
viables.

Determinacio de la motilitat espermatica
i d’altres parametres cinétics

La motilitat i la velocitat espermatiques foren avalu-
ades a 37° C mitjancant el sistema CASA (computer
assisted sperm analyser), que consistia en un mi-
croscopi optic de contrast de fases (Olympus BX41)
i el programari Sperm Class Analyzer (SCA® moti-
lity module, Microptic, Barcelona). Per a cada anali-
si, 15 pl de mostra foren dipositades en una cambra
de Makler (Selfi-Medical Instruments, Haifa, Israel),
préviament atemperada a 37° C, i observades em-
prant un objectiu Olympus 10x 0.30 PLAN de con-
trast de fases negatives. En cada cas, s’analitzaren
com a minim 1.000 espermatozoides. Aquest siste-
ma CASA proporciona per a cada mostra els para-
metres de motilitat i de cinética espermatiques se-
giients:  percentatge d’espermatozoides mobils
progressius (PMOT, %), percentatge d’espermato-
zoides mobils totals (MOT, %), velocitat curvilinia
(VCL, um/s), velocitat mitjana de la trajectoria
(VAP, um/s), velocitat rectilinia (VSL, um/s), am-
plitud del desplacament lateral del cap (ALH, um);
freqiiéncia de batec del cap (BCF, Hz), percentage
de linearitat (LIN, %), percentatge de rectitud (STR,
%) 1 percentatge d’oscillaci6 (WOB, %) (Verstegen
et al.,2002).

Determinacio de la morfologia espermatica

La morfologia espermatica fou avaluada també mit-
jancant el sistema CASA i el modul de produccio del
programari Sperm Class Analyser (SCA® 2002 Pro-
duction module, Microptic, Barcelona). Per a cadas-
cuna de les analisis, es dipositaren 5 pl de mostra so-
bre un portaobjectes i s’incuba durant 30 min a
25° C de temperatura i 100 % d’humitat relativa, per
tal d’immobilitzar els espermatozoides. Les mostres
foren observades a 200 augments (amb un objectiu
Olympus 20 x 0.40 PLAN de contrast de fases posi-
tives. Es feren tres recomptes de 100 espermatozoi-
des cadascun, 1 es van classificar en madurs, imma-
durs i aberrants (diferenciant morfoanomalies de la
cua i del cap de I’espermatozoide) (OMS, 2000).

Test de resistencia osmotica (ORT)

La resisténcia osmotica es va assajar seguint el pro-
tocol descrit per Rodriguez-Gil i Rigau (1995). Les
mostres foren diluides (1:9) en una solucié hipotoni-
ca (1 % NasCeHsO0; (w/v), pH 7.4, 102 = 3
mOsm'Kg') o una solucié isotonica (3,2 %
Na;CsHsO; (w/v), pH 7.4, 304 £ 7 mOsm-Kg™).
S’incuba a 37° C durant 1 h, s’aplica un métode de
doble marcatge (tinci6 Giemsa) i es comptaren els
percentatges de viabilitat espermatica i acrosomes
alterats. Posteriorment, s’aplica la formula descrita
per Sanchez (1991).

Analisi estadistica dels resultats

Els resultats obtinguts com a percentatges (x) foren
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Figura 2 Motilitat espermatica. (*) p < 0,05 respecte del control.
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préviament estandarditzats mitjangant la transforma-
ci6 arcsin vx. Es dugué a terme una ANOVA d’un
factor, considerant el tractament com a factor i el pa-
rametre descriptor de la qualitat (PMOT, VCL,
ORT, ...) com a variable dependent. La comparacio
entre tractaments es féu mitjancat el test post-hoc de
Scheffé. L’analisi estadistica dels resultats es va dur
a terme utilitzant el paquet estadistic SPSS per Win-
dows (versio 13.0). El nivell de significacio (o) fou
establert a 0,05. Els resultats es van expressar com a
mitjana =+ error estandard de la mitjana (SEM).

RESULTATS

La figura 1 mostra el percentatge d’espermatozoides
viables amb la beina mitocondrial i 1’acrosoma in-
tactes (mitjana + SEM) per a cada tractament. S’ob-
serva una disminuci6 significativa d’aquest percen-
tatge quan la concentracid de PGF», era de 25 mg
/100 ml, en comparacié amb el control (p < 0,05).
No s’observaren, en canvi, diferéncies significatives
entre el control i la resta de tractaments (p > 0,05).

A la figura 2 es mostren els resultats del percentat-
ge d’espermatozoides mobils totals (mitjana =+
SEM). S’observa una reduccid significativa (p
<0,05), respecte el control, de la motilitat espermati-
ca en el tractament de 25 mg/100 ml PGF2. No
s’observaren diferéncies significatives en els altres
tractaments. La motilitat progressiva (PMOT) i els
altres parametres cingetics (VCL, VAP, VSL, BCF,
LIN, STR i WOB) (les dades no es mostren) es ve-
uen significativament reduits (p < 0,05) per la con-
centracio de 25 mg/100 ml PGF2,, perd no en els al-
tres tractaments. No s’observaren diferéncies
significatives (p > 0,05) entre el control i els cinc
tractaments per ALH.

No s’observaren diferéncies significatives entre el
control i els respectius tractaments (p > 0.,05) quan
s’analitza la morfologia espermatica. En canvi, pel
que fa a ’ORT, la resisténcia osmotica es veié sig-
nificativament reduida (p < 0,05) en el tractament de
25 mg/100 ml PGF2. No s’observaren diferéncies
significatives en els altres tractaments.

DISCUSSIO

La contraccio del miometri té un paper basic en la
fecundaci6, perqueé gracies a aquestes contraccions
els espermatozoides poden arribar a la regié de 1’o-
viducte, en la qual es produeix la fusié de I’oocit
amb I’espermatozoide (Kos i Bilkei, 2004). L’admi-
nistracid via intravenosa o 1’additivacié de 1’ejacula-
ci6 amb hormones que tenen aquest accio uterotoni-
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ca s’ha dut a terme en porci, utilitzant oxitocina
(Odendhal et al., 1990), prostaglandina (Gil et al.,
1998) i estradiol (Kirwood i Tacker, 1991).

L’objectiu d’aquest estudi era coneixer els efectes
de 1’additivaci6 amb 1’eicosainoide PGF,, sobre la
qualitat espermatica de les dosis seminals refrigera-
des i destinades a Al

En concentracions superiors a 12,5 mg/100 ml, la
PGF2, té un efecte deleteri sobre la viabilitat esper-
matica, malmet la integritat de I’acrosoma i en com-
promet la resisténcia enfront de canvis d’osmolaritat.
A més, la concentraci6é de 25 mg/100 ml sembla te-
nir un efecte supressor de la motilitat espermatica,
que s’observa analitzant diferents parametres, proba-
blement provocat per la seva citotoxicitat, encara
que aquest efecte també es podria atribuir no sola-
ment a aquesta, sin6 a d’altres causes. En qualsevol
cas, els estudis que s’havien dut a terme fins ara no
havien mostrat aquest efecte citotoxic i supressor de
la motilitat, perqué s’havien assajat concentracions
que corresponien a un rang inferior a 25 mg/100 ml
(Cheng et al., 2001; Maes et al., 2002). Per tant, i
atés que la PGF», té un efecte contractil d’accio local
sobre 1’uter, de manera que la seva utilitzacio pot
augmentar 1’eficiéncia i I’eficacia de I’Al (Baldi et
al., 1991; Sbracia et al., 1997; Friel et al., 2005), es
pot concloure que aquesta hormona pot ésser addici-
onada a la dosi seminal en concentracions inferiors a
25 mg /100 ml sense que aixo produeixi efectes no-
cius sobre la qualitat espermatica, amb 1’objectiu de
millorar els resultats de I’ Al en porci.
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