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Resum

La presencia de bacteris afecta negativament la qualitat espermatica de porci. Una manera de controlar-la és la utilitza-
ci6 d’antibiotics en la formulacié dels diluents, perod s’han descrit moltes resisténcies microbianes a aquests antibiotics.
Actualment es busquen alternatives a 1’ds d’antibiotics, i una de les més prometedores sén els peptids antimicrobians.
En aquest estudi es van avaluar els efectes del peptid antimicrobia protegrina 1 (PG1) sobre la viabilitat espermatica i
sobre la carrega bacteriana de dosis seminals de porci. Es van assajar tres concentracions diferents de PG1 (2.5 pg/ml;
25 pg/mli 100 pg/ml). Els resultats obtinguts mostraren que la PG1 és eficient per controlar la carrega bacteriana a totes
les concentracions provades, per bé que afecten de manera significativa la viabilitat espermatica, essent els efectes més
notoris a les concentracions més altes del peptid antimicrobia. Tot i aquests resultats, no es pot descartar I’ts de la PG1
com a alternativa als antibiotics, ja que calen més estudis utilitzant aquest peptid en la seva forma truncada.

Paraules clau: peptids antimicrobians, protegrina 1, viabilitat espermatica, carrega bacteriana, semen porci.

Abstract

The presence of bacteria adversely affects boar sperm quality. The most common measure to control is the use of antibi-
otics in the formulation of semen extender; however, a great microbial resistance to these antibiotics has been described.
One of the most promising alternative to antibiotics are the antimicrobial peptides. In this study, the effects of the antimi-
crobial peptide protegrine 1 (PG1) on the sperm viability and on the bacterial load of boar semen doses were evaluated.
Three different concentrations of PG1 were tested (2.5 ug/mL, 25 ug ml and 100 pg/ ml). The results showed that PG1
is effective in controlling the bacterial load in all the assessed concentrations, although it significantly affects the sperm
viability, being the most evident effects at the higher concentrations of the antimicrobial peptide. Despite these results,
the use of PG1 as an alternative to antibiotics can not be totally discared, as further studies using the truncated form of
this peptide are needed.
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INTRODUCCIO

cions que poden ser eficaces. El primer metode per mi-
nimitzar la contaminaci6 bacteriana del semen diluit es

La presencia de microorganismes en el semen de porci
es coneix com bacteriospermia, i actualment és un dels
principals problemes existents en la industria porcina i
en els centres d’inseminaci6 artificial (Bussalleu i Tor-
ner, 2013). Els efectes adversos de la bacteriospermia
no només poden causar una mala qualitat del semen,
siné que també poden incloure la infertilitat (temporal)
i la reducci6 de la produccié d’esperma en els mascles,
aixi com afectar la capacitat fecundant dels espermato-
zoides (i conseqiientment un menor rendiment repro-
ductiu en les granges), endometritis, a més a més de
poder provocar varies malalties en les femelles recepto-
res. Per controlar la bacteriospermia hi ha diverses op-

troba en 1I’ambit de la higiene individual i general (Kus-
ter i Althouse, 2016). La segona opci6, i la més utilitza-
da per tal de controlar la bacteriospermia, és la selecci6
d’antibiotics amb un ampli espectre bactericida, que
s’inclouen en la formulaci6 dels diluents (Althouse et
al., 2000; Bussalleu i Torner, 2013).

No obstant aix0, alguns estudis han demostrat que
més del 90% dels bacteris aillats de dosis seminals sén
resistents als antibiotics comuns (Bolarin, 2011; Schul-
ze et al., 2014).

En aquest escenari que mostra una augment dramatic
de la resistencia als antibiotics, urgeix trobar alternati-
ves als antibiotics convencionals.
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En les tdltimes decades s’ha fet un gran esforg en la
produccié de nous agents antimicrobians, com ara els
anomenats peptids antimicrobians (AMP) (Hancock i
Patrzykat, 2002; Peters et al., 2010; Schulze et al.,
2014). La majoria d’aquests peptids s’han obtingut de
varies fonts com poden ser els neutrofils, leucocits o
cel-lules epitelials (Peters et al., 2010). Els peptids anti-
microbians poden eliminar amb exit els bacteris Gram-
negatius i Gram-positius, fongs, virus i fins i tot les cel-
lules de cancer in vitro. Tot i aix{, ’activitat dels peptids
antimicrobians pot resultar toxica per a les cel-lules sa-
nes de 1’hoste i, per tant, abans de la seva aplicacio, €s
important determinar si I’ AMP en qiiestio té algun efec-
te citotoxic sobre les cel-lules eucariotes (Hancock i Pa-
trzykat, 2002; Schulze et al., 2014).

També se sap que cada AMP interactua de manera
especifica i diferencial amb la membrana plasmatica de
les cel-lules eucariotes, observant-se efectes molt diver-
sos sobre la qualitat espermatica de porci depenent de
cada AMP (Schulze et al., 2014).

La Protegrina 1 (PG1) és I’ AMP estudiat en aquest tre-
ball; és un peptid que pertany a la familia de les catelicidi-
nes, format per 18 aminoacids i que presenta una amida
modificada a I’extrem C terminal. La PG1 t€ un ampli
espectre d’activitat i és capag¢ d’inactivar nombrosos bac-
teris Gram-negatius i Gram-positius, fongs i alguns virus.

Aix{ doncs, segons I’exposat anteriorment, els objec-
tius d’aquest treball foren analitzar I’efecte d’'un AMP,
la PG1, sobre la viabilitat espermatica de dosis seminals
de porci per coneixer si aquest peptid antimicrobia té
algun efecte citotdxic sobre els espermatozoides de por-
ci. Alhora, es va determinar 1’ efectivitat de la PG1 en el
control del creixement bacteria de dosis seminals de
porci, per tal de coneixer si aquest peptid pot ser usat
com a substitut dels antibiotics en el semen diluit i con-
servat en fresc, mimetitzant les condicions normals
d’emmagatzematge del semen de porci a 15-17°C.

MATERIAL I METODES

El disseny experimental es mostra a la Figura 1. Pel que fa
a I’analisi estadistica dels resultats, i per tal de comparar
els resultats obtinguts entre els diferents tractaments i els
controls, aixi com per avaluar I’efecte del temps de durada
dels tractaments, es va utilitzar el paquet estadistic IBM
SPSS per a Windows (Versi6 23; Chicago, IL, EUA). Ini-
cialment, es va determinar si es complien les hipotesi de
normalitat i d’homogeneitat de variancies amb els testos
Shapiro-Wilk i Levene, respectivament. Les dades a estu-
diar no seguien les hipotesis de normalitat i homogeneitat
necessaries; per tant, es va aplicar estadistica no parame-
trica mitjangant el test de Friedman, seguit del de Wilco-
xon. El nivell de significaci6 es va establir en P < 0.05.
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Figura 1. Disseny experimental seguit en aquest estudi. (BTS:
Beltsville Thawing Solution; K: kanamicina; PG1: protegrina 1).

RESULTATS

L’evoluci6 del creixement bacteria al llarg dels 10 dies
d’estudi, es mostra a la Figura 2.

Dins de cada tractament, quan el dia 0 (4x10?* ufc-
mL") era comparat amb el dia 10, es van observar dife-
réncies significatives en tots els tractaments amb PG1
(T1, T2 i T3), aixi com en els grups control (T4 i T5),
essent la carrega bacteriana final de 6.6x10' ufc-mL" a
T1; 0 ufcmL'aT2; 1x10'a T3; 2.6x10? ufc-mL" aT4 i
1x10° ufc-mL" a T5 (P<0.05). Quan els tractaments fo-
ren comparats entre ells, si que es van observar diferéen-
cies significatives en els dies 1, 3, 8 i 10 entre els con-
trols (T4 1 T5) i els tractaments T1, T2 i T3 (P<0.05).

A T’inici de I’estudi, el percentatge d’espermatozoi-
des viables era del 86% en tots els casos (Fig.3). Al llarg
de I’experiment, es va observar una davallada del per-
centatge d’espermatozoides viables en tots els temps
dins de cada un dels tractaments, essent el dia 10 del
36%+5.51 enel T1, 27%=1.41 en el T2, 17%=+0.00 en
T3, 66.67%+2.08 en el T4 1 68.50%=+0.71 en el TS res-
pectivament (P<0.05; en tots els casos) de manera que
els valors de viabilitat eren superiors en els tractaments
control (T4 1 T5).

Quan es van comparar els tractaments entre ells, es
van observar diferéncies significatives entre T1 i T2 en
els dies 116 de I’experiment (T1, dia 1: 71%=+4.58 i dia
6: 44.33%=1.15; T2, dia 1: 56%=3 dia 6: 34%=1.73;
P<0.05).
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Figura 2. Carrega bacteriana (ufc x ml™') després de 10 dies d’emmagatzematge a 17°C. Diferents lletres (a, b, ¢) mostren dife-
rencies significatives (P<0.05) entre tractaments, mentre que diferents nimeros (1, 2, 3) mostren diferéncies significatives
(P<0.05) dins d’un mateix tractament.
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Figura 3. Percentatge d’espermatozoides viables (mitjana+=SEM) després de 10 dies d’emmagatzematge a 17°C. Diferents lle-
tres (a, b, ¢, d) mostren diferéncies significatives (P<0.05) entre tractaments, mentre que diferents nimeros (1, 2, 3, 4, 5) mostren
diferéncies significatives (P<0.05) dins d’un mateix tractament.

DISCUSSIO efectiva per controlar el creixement bacteria, mostrant

millors resultats que els diluents que contenien kanami-
L’estudi dut a terme va mostrar que la preséncia de PG1,  cina o que no contenien cap tipus de substancia antimi-
a qualsevol de les concentracions estudiades, va ser  crobiana. Tot i que hi ha diversos mecanismes d’acci6
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pels quals els AMPs actuen contra els microorganismes,
sembla ser que, de manera general, els peptids antimi-
crobians actuen rapidament reduint el nombre de cel-
lules viables durant els primers minuts d’interaccid
(Hancock i Patrzykat, 2002). Es tracta d’un procés es-
pecific que es basa en la composicié diferencial de les
membranes dels bacteris i dels eucariotes. En els pri-
mers, es troba un major contingut de fosfolipids anio-
nics a la cara extracitoplasmatica de la membrana plas-
matica respecte a la dels eucariotes, on aquests
fosfolipids es troben majoritariament a la cara citoplas-
matica de la membrana, fent-los inaccessibles al peptid
(Zasloff, 2002). A més a més, la preséncia de colesterol
en les membranes de les cel-lules eucariotes animals,
actua com a reductor del potencial citotoxic dels AMPs
(Hancock i Patrzykat, 2002; Giuliani et al., 2007).

La viabilitat espermatica al final de I’experiment va
ser millor en els dos grups control que en els tracta-
ments que contenien el peptid antimicrobia. Cal esmen-
tar, perd, que la concentracié més baixa de PG1 (2.5 pg/
ml; T1), va mostrar millors resultats respecte a la viabi-
litat final dels espermatozoides que la concentracié mit-
jana (25 pg/ml; T2) o la concentracié més elevada (100
ug/ml; T3). Altres estudis ja descriuen que alguns AMPs
poden tenir varis efectes citotoxics sobre els espermato-
zoides, dependents del temps i la concentracid i que, per
tant, poden provocar efectes espermicides i espermios-
tatics (Schulze et al., 2016). La citotoxicitat de la PG1
sobre els espermatozoides de porci es podria explicar
pel fet que, tot i tractar-se de cel-lules eucariotes, aques-
tes presenten un contingut més baix en colesterol en les
seves membranes plasmatiques respecte els espermato-
zoides d’altres especies de mamifers, cosa que afavori-
ria la seva interaccié amb el peptid PG1, afectant-ne la
seva motilitat i viabilitat (Cross, 1998). S’ha proposat
que I'efecte litic dels AMPs prové de la seva habilitat
per induir canvis estructurals en la membrana, resultant
en la formaci6 de porus. Aquests porus resultants podri-
en ser una estructura similar a la que es forma en els
models d’acci6é proposats pels AMPs, els models de
barril o toroidal (Lam et al., 2012).

El model de barril consisteix en la inserci6 perpendi-
cular i ’agregacié d’un nombre relativament petit de
peptids dins de la membrana que indueixen la formacid
d’un porus transmembrana o canal amb una estructura
cilindrica (Hancock i Patrzykat, 2002; Giuliani et al.,
2007). El pas inicial en la formaci6 del porus, en aquest
model de barril, consisteix en la unié del peptid a la
superficie de la membrana, gracies a interaccions elec-
trostatiques que faciliten aquest procés (Giuliani et al.,
2007). Quan el peptid unit arriba a un llindar de concen-
tracid, s’insereix més profundament en el nucli hidro-
fob de la membrana. Es creu que els canals formats per
aquest procés provoquen una fuita de material cel-lular

i, per tant, la mort cel-lular (Hancock i Patrzykat, 2002;
Giuliani et al., 2007). Els porus que es formen sén una
estructura dinamica que varia la seva mida en funcié del
reclutament o perdua de la quantitat de peptid. No obs-
tant aixo, cal dir que encara hi ha relativament pocs pep-
tids pels quals hi ha evidéncia convincent del model de
barril (Hancock i Patrzykat, 2002).

Els estudis més recents (Lam et al., 2012) donen ma-
jor suport al model de porus toroidal (Yang et al.,2001),
tot i que es tracta de models predictius que encara no
han estat demostrats (Giuliani et al., 2007). Aquest mo-
del és una extensi6 de I’anterior, en el qual els porus
estan revestits per peptids i lipids. La presencia de fos-
folipids carregats negativament en el revestiment del
porus, redueix les interaccions de repulsié a causa de
I’alta densitat de carregues positives del peptid i fan que
I’estructura sigui molt més estable (Giuliani et al.,
2007).

La formacié de porus induits per PG1 en la bicapa
lipidica de la membrana d’eucariotes s’ha observat di-
rectament utilitzant un microscopi de forces atomiques,
suggerint que el model toroidal és el més probable per a
I’acci6é de PG1. Aixi, a mida que augmenta la concen-
tracié de PG-1, va provocant primerament una inestabi-
litat a les vores de la bicapa, seguida de la formacié
d’un porus al centre per acabar amb la formacié d’es-
tructures en forma de cuc (Lam et al., 2012).

Es interessant comentar el fet que el grup control T4,
sense antibiotic ni peptid, va obtenir els millors resul-
tats en el control del creixement bacteria en comparacid
amb el control TS, amb kanamicina. Aix0 es podria ex-
plicar per la presencia de soques resistents a la kanami-
cina presents a les dosis seminals utilitzades en aquest
estudi. Paral-lelament a aquest estudi, es van aillar i
identificar aquestes soques microbianes, resultant ésser
Proteus spp. i Streptococcus spp. En conclusid, i tenint
en compte els resultats de I’estudi, la PG1 a baixa con-
centracié (2.5 pg/ml) mostra millors resultats que els
grups control en evitar el creixement bacteria, aixi com
millors resultats en la viabilitat final que els tractaments
amb concentraci6 intermedia (25 pug/ml) i alta concen-
traci6 (100 pug/ml) de PG1. Tot i aixi, la viabilitat al fi-
nal de I’experiment (dia 10) va ser millor en els dos
grups control. Aix{ doncs, el peptid antimicrobia PG1,
no sembla la millor opcié com a possible substitut dels
antibiotics en els diluents de semen, ja que ha demos-
trat ser citotoxic pels espermatozoides de porci. Tot i
aixi, no es pot descartar la PG1 per complet tenint en
compte que, altres estudis han avaluat I’efecte de pep-
tids antimicrobians truncats, observant que el seu efec-
te citotoxic pot variar per complet (Tamamura et al.,
1995). Seria necessari la realitzacié de més estudis per
estudiar I’efecte de la PG1 en la seva forma de peptid
truncat.
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