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Resum

Estudis previs han demostrat que els espermatozoides poden madurar després d’un cocultiu amb celules epiteli-
als epididimaries i amb cocultiu amb fragments d’epididim. L’objectiu d’aquest estudi va ser determinar els efec-
tes de la coincubacié amb espermatozoides ejaculats amb un alt percentatge d’immaduresa amb fragments d’epi-
didim de les diferents regions. Es va observar que el percentatge d’espermatozoides madurs augmentava
significativament en caput i corpus després de 24 h d’incubacio respecte als controls. Aixi es pot concloure que
la coincubacid d’espermatozoides ejaculats amb fragments d’epididim de les regions de caput i corpus indueix la
migracid de la gota citoplasmatica.
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Abstract

Previous reports have demonstrated that epididymal spermatozoa can be in vitro maturated after both co-cultur-
ing with epididymal cell monolayers and co-incubating with epididymal explants. The aim of the present study
was to determine the effects of co-icubating of ejaculated spermatozoa from low sperm quality ejaculates with
epididydmal explants on sperm quality for a 24 h period. Since it was observed that the percentage of mature
spermatozoa significantly increases in caput and corpus after 24 h of co-incubation, we can conclude that epi-
didymal explants from caput and corpus are able to promote the migration of cytoplasmic droplet in the boar

ejaculated spermatozoa.
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INTRODUCCIO

La morfologia dels espermatozoides és un parametre
molt important en la valoracié de la qualitat esper-
matica d’una ejaculacio tant en humans (Kruger et
al., 1986), com en altres especies de mamifers com
el porc (Alm et al., 2006). Per aixo, en els espermo-
grames convencionals, s’examinen els percentatges
d’espermatozoides madurs, immadurs i aberrants
mitjangant I’analisi microscopica del semen. En I’es-
pécie porcina, quan el percentatge d’espermatozoi-
des immadurs és superior al 25 %, es creu que hi pot
haver una disfunci6 epididimaria deguda a multiples
factors (Pruneda et al., 2005).

La presencia d’una gota citoplasmatica a la peca
intermedia és un tret caracteristic dels espermatozoi-
des immadurs. Estudis previs han demostrat que el
cocultiu homoleg in vitro d’espermatozoides epididi-

maris amb cellules epitelials de I’epididim indueix la
migracié de la gota citoplasmatica després de 24 h
(Bassols et al., 2005). D’altra banda, en alguns estu-
dis s’han trobat indicis que la coincubaci6é d’esper-
matozoides epididimaris amb fragments d’epididim
també promou la migracid de la gota citoplasmatica
(Bassols et al., 2006).

Aixi doncs, 1’objectiu d’aquest estudi era deter-
minar els efectes de la coincubacié d’espermatozoi-
des ejaculats amb fragments de les diferents regions
de I’epididim (caput, corpus i cauda) durant un peri-
ode de 24 h sobre la morfologia espermatica.
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MATERIAL I METODES
Obtencio i preparacio dels fragments d’epididim

Els epididims es van obtenir de mascles reproductors
porcins postpuberals de la raga Piétrain i un cop al
laboratori es van separar en tres regions diferents:
caput, corpus i cauda. De cada regid se’n van fer 200
fragments de 5 mm de longitud i es van centrifugar
dues vegades a 500 g durant 2 min. Posteriorment,
es van collocar en flascons amb medi de cultiu ECM
(medi 199 suplementat amb 10 % FCS, 0,5 % fungi-
cida, 1 % estreptomicina/penicillina i 0,1 % transfer-
rina) i es van incubar a 37,5 °C i atmosfera de CO,
al 5 % durant 24 h.

Obtencio i preparacio de les mostres seminals

Les mostres seminals es van obtenir de mascles Pié-
train i es van enviar diluides (1:5, v/v) amb un dilu-
ent de llarga durada. Es van centrifugar durant 3 min
a 640 g i el precipitat obtingut es va resuspendre
amb medi TYR+EGTA (NaCl 116 mM, KCI
3,1 mM, MgSO, 0,4 mM, NaH,PO, 0,3 mM, HE-
PES 20 mM, kanamicina 100 pg/ml, glucosa 5 mM,
lactat sodic 21,7 mM, piruvat sodic 1 mM, BSA
3 mg/ml, EGTA 1 mM).

Disseny experimental
Passades les 24 hores d’incubacio, es va substituir el
medi ECM dels flascons per 60 ml de la mostra

d’espermatozoides, préviament diluits en medi
TYR+EGTA fins a una concentracié de 1-10® céllu-
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les/ml. Com a control negatiu es va utilitzar el medi
de coincubaci6 sense fragments, i com a control po-
sitiu un cocultiu obtingut a partir d’espermatozoides
i un cultiu confluent de cellules epitelials de ronyo
(LLC-PK1). Es van incubar tots els flascons a
37,5 °C 1 atmosfera de CO, al 5% durant 2, 4, 6 i
24 h. En tots aquests temps es van extreure aliquotes
per fer ’analisi de la morfologia i la viabilitat esper-
matiques.

Analisi de la morfologia espermatica

La morfologia espermatica es va avaluar mitjangant
un sistema d’analisi computada del semen; concreta-
ment, es va utilitzar el programa Sperm Class Ana-
lyser SCA®2002 Production Module, Microptic,
Barcelona. Les mostres es van observar a 200 aug-
ments i es van fer tres recomptes de 100 espermato-
zoides cadascun. Els espermatozoides es van classi-
ficar com a madurs, immadurs i aberrants.

Analisi de la viabilitat espermatica

La viabilitat espermatica es va valorar mitjangant un
marcatge multiple amb fluorocroms (Bussalleu et
al., 2005). Per a cada mostra, es van fer tres recomp-
tes de 200 espermatozoides cadascun al microscopi
d’epifluorescéncia (Zeiss Axiolmager Z1) a 400
augments. Els espermatozoides considerats com a
viables eren els que presentaven el nucli, 1’acroso-
ma, la beina mitocondrial i la membrana plasmatica
intactes.
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Figura 1. Percentatge d’espermatozoides madurs durant el periode de coin-
cubacid. Els superindexs (a, b i c) indiquen diferéncies significatives

(P <0,05) entre tractaments
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Figura 2. Percentatge d’espermatozoides viables amb la beina mitocon-
drial i ’acrosoma intactes durant el periode de coincubacié. Els superin-
dexs (a 1 b) indiquen diferéncies significatives (P < 0,05) entre tracta-

ments

Analisi estadistica dels resultats

Cadascun dels experiments de coincubacid (replica)
es va considerar com a cas estadistic (z = 10). Els re-
sultats obtinguts com a percentatges (x) van ser pre-
viament estandarditzats mitjancant la transformacid
arcsin v/ x. Per a I’analisi estadistica dels resultats es
va utilitzar el test ANOVA de mesures repetides d’un
factor 1 el test post-hoc de Scheffé inclos en el pro-
grama estadistic SigmaStat versid 3.5 per a Win-
dows (Systat Software, Inc., San José, Richmond,
California, EUA). El nivell de significacio (o) es va
establir amb P < 0,05.

Els resultats s’expressen com a mitjana + error
estandard de la mitjana (SEM).

RESULTATS

La figura 1 mostra el percentatge d’espermatozoides
madurs (mitjana + SEM) durant tot el temps de coin-
cubacid. Després de 24 h d’inici de ’experiment, es
va observar un augment significatiu (P < 0,05) del
percentatge d’espermatozoides madurs al corpus i al
cauda (61,48 £ 3,351 66,42 + 3,46, respectivament)
respecte al control (53,28 + 2,74). Al mateix temps
es va reduir el percentatge d’espermatozoides imma-
durs amb gota distal en els mateixos tractaments.

La viabilitat espermatica (vegeu la figura 2) va
disminuir de manera significativa en tots els tracta-
ments després de 24 h de coincubacio, sense que

s’observessin diferéncies significatives entre els
tractaments dins del mateix periode de temps.

DISCUSSIO

El transit dels espermatozoides a través de I’epidi-
dim és un procés fisiologic molt important a fi que
les ceHules espermatiques adquireixin la capacitat
fecundant (Cooper, 1999). En estudis previs s’ha vist
que el cocultiu in vitro d’espermatozoides epididi-
maris amb cellules epitelials cultivades de 1’epiteli
epididimari pot promoure la migracié de la gota ci-
toplasmatica (Bassols et al., 2005). El principal in-
convenient d’aquest tipus de sistema de cocultiu és
la desdiferenciaci6 de les cellules epitelials un cop el
cultiu primari ha assolit un nombre de divisions de-
terminat. Aquest inconvenient, que també s’observa
en altres tipus cellulars pero no en cellules oviduc-
tals (Yeste et al., 2008), explica la necessitat d’esta-
blir altres sistemes com la coincubacié dels esperma-
tozoides amb fragments del tub epididimari. Malgrat
que aquest sistema tingui desavantatges, com ara la
viabilitat reduida de les celtules epitelials que consti-
tueixen el fragment, seria un métode més idoni per a
un estudi com el que es descriu en aquest text. Con-
seqiientment, i amb 1’objectiu d’induir la maduracio
espermatica dels espermatozoides ejaculats, es va
dur a terme la coincubacié d’espermatozoides amb
fragments d’epididim de diferents regions. S’obser-
va que les regions del caput i el corpus promovien la
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migracié de la gota, mentre que aquest efecte no es
va veure ni en el cauda ni en els controls positiu i
negatiu.

Respecte a la viabilitat espermatica, es va produir
una reduccid del percentatge d’espermatozoides via-
bles després de 24 h de coincubacid. Aixi doncs, es
pot concloure que la coincubacid d’espermatozoides
ejaculats amb fragments d’epididim de les regions
del caput i del corpus indueix la migracio de la gota
citoplasmatica, pero cal millorar el sistema per tal
d’augmentar la viabilitat després del temps de coin-
cubacio.
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