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INTRODUCCION

En la especie porcina, tras una monta natural o inseminacion artificial tradicional, los
espermatozoides son depositados en la porcién intracervical del Utero. Desde ahi
inician un largo viaje hacia la unién utero-tubarica, pasando por los cuernos uterinos
(Hunter, 1981). Durante su transcurso, normalmente se produce una disminucion de la
poblacion espermatica y, aunque se depositan millones de espermatozoides en el
tracto genital de la hembra, solamente unos pocos miles alcanzan el oviducto
(Sumransap et al., 2007). Esta pérdida de poblacién espermatica puede deberse a
diversos factores, como la accién fagocitica de neutrofilos polimorfonucleares (PMNs)
en el utero (Matthijs et al., 2003; Taylor et al., 2009), el reflujo de semen (Steverink et
al., 1998; Hernandez-Caravaca et al., 2012, 2015) u otros factores desconocidos
presentes en el fluido uterino (FU) (Kawano et al., 2014). Frente a esto, se ha visto que
el plasma seminal (PS) minimiza algunos de estos factores, como por ejemplo el
reclutamiento de los PMNs (Rozeboom et al; 1998, 1999), o también manteniendo la
funcionalidad espermatica por la presencia de algunas proteinas (Centurién et al.,
2013). Ademas, en ratén se ha observado que la presencia de PS implica una mejora
de la calidad espermatica (motilidad, vitalidad y dafio acrosomal), mientras que el FU
dana la funcionalidad de los espermatozoides, afectando a la vitalidad, motilidad y
membrana acrosomal (Kawano et al., 2014).

Por todo lo dicho, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del FU porcino sobre
la calidad de espermatozoides eyaculados (vitalidad, motilidad y dafio acrosomal) en
presencia o ausencia de PS.

MATERIAL Y METODOS
Las muestras de eyaculado se obtuvieron de cerdos de fertilidad probada. Tras la
extraccion del semen, una parte se destind a la obtencion de PS. Para ello, se
centrifugaron las muestras de eyaculado (3200 g, 10 min, 4°C) hasta la eliminacion
total de restos celulares. Se recolecté el sobrenadante y seguidamente las muestras
de PS se alicuotaron y congelaron a -80 °C hasta su uso.
El FU se extrajo de uteros de cerdas que se encontraban en fase folicular tardia
(basado en la morfologia del ovario segun Carrasco et al., 2008) procedentes del
matadero “El Pozo Alimentacion S.A.” (Alhama de Murcia, Murcia, Espafa). Para la
extraccion, se realizd una presion mecanica desde la porcidn craneal (cerca de la
union utero-tubarica) hasta la porcién caudal (proxima al cuerpo del utero). El
contenido fue recogido en placas petri y seguidamente se depositd en tubos eppendorf
para ser centrifugados (7000 g, 10 min, 4°C). Finalmente, se recolectd el sobrenadante
y se congelaron a -80 °C hasta su uso.
Para medir el efecto del FU sobre la calidad espermatica en presencia o ausencia de
PS, se realizaron 4 grupos experimentales:

Grupo
Grupo
Grupo
Grupo

-/-): grupo control, exento de PS y FU.
+/-): 20% de PS, sin FU.
-/+): sin PS, 20% de FU.

a)
b)
c)
d) +/+): 20% de PS + 20% FU.

~ e~~~

Se ajusté la concentracion espermatica a 40 x 10° espermatozoides/ml en un volumen
final de 500 uyl en PBS (Phosphate Buffer Solution). Posteriormente, los grupos
experimentales se incubaron a 38°C durante 2 horas. A los 15 miny 1y 2 horas de
incubacion se evalud la motilidad (%) y motilidad progresiva (escala [0-5], donde 0=
estaticos; 5= maxima progresividad) de forma subjetiva, asi como la vitalidad
(eosina/nigrosina) y el dafio acrosomal (PNA-FITC, segun Kawano et al., [2007]).
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RESULTADOS Y DISCUSION

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la motilidad (%) y
vitalidad entre los distintos grupos experimentales (Tabla 1). Sin embargo, en los
grupos en los que estaba presente el PS [(+/+) y (+/-)] se apreciaron niveles
significativamente mayores (p<0,05) en motilidad progresiva respecto a los grupos en
ausencia de PS [(-/+) y (-/-)]. En cuanto al dafio acrosomal, a las 2 h de incubacion se
observd que los grupos sin PS [(-/-) y (-/+)] presentaron porcentajes mas elevados
(p<0,05) que los grupos con PS [(+/-) y (+/+)]. Respecto a este parametro, se puede
estimar una tendencia creciente, aunque no significativa, en el grupo exento de PS, en
presencia de FU (-/+), respecto al grupo control (-/-).

Tabla 1. Parametros de motilidad (%), motilidad progresiva (0-5), vitalidad (%) y dafio
acrosomal (%) medidos en diferentes tiempos de incubacion (15 min, 1h y 2h) en
espermatozoides con FU ylo PS. Los datos se expresan como Media * error tipico.

Tiempo Grupos Motilidad Motilidad Vitalidad Daio
incubacién (%) Progresiva (%) Acrosomal
(0-5) (%)

15 min (-/-) 82,00+2,54  2,3010,14® 87,33+1,45 10,00+1,00°
(+/-) 84,00+1,87  2,75%0,07° 87,00+1,52 1,00+0,00°
(-/+) 85,00£1,58  2,40+0,12%° 87,66+2,33 7,33+0,88°
(+/+) 85,00+1,58  2,80+0,05° 87,66+3,17 1,33+0,33°

1h (-/-) 77,00+1,22 2,001,762 83,00£1,52 11,33%1,76
(+/-) 82,00£1,22  2,70+0,05° 85,00+0,57 3,33%1,85
(-/+) 80,00£0,00 2,45+0,16*° 81,33+1,33 11,33+2,84
(+/+) 83,00£1,22  2,80+0,05° 86,00+1,52 5,66+2,33

2h (-/-) 72,00+4,06 2,00%0,15% 84,00£0,57 12,66+2,40%
(+/-) 81,00£2,44  2,70%0,05° 82,00+1,52 4,00+0,57°
(-/+) 75,00+1,58  2,30+0,09% 76,66+4,40 19,00+1,00°
(+/+) 80,00£2,73  2,70+0,05° 81,66+1,66 9,00+1,00°°

Todos los datos fueron analizados por ANOVA (p<0,05), comparando las medias entre los grupos
experimentales en un mismo tiempo de incubacion.

Letras diferentes en una misma columna en un mismo tiempo de incubacién indican diferencias
significativas.

n=5: numero de replicados realizados para los parametros de motilidad (%) y motilidad progresiva.
n=3: numero de replicados realizados para los parametros de vitalidad (%) y dafio acrosomal (%).

Por un lado, el dafio acrosomal, producido por el FU sobre espermatozoides sin PS,
puede ser uno de los factores que presenta el tracto genital femenino para la
eliminacion (selectiva o al azar) de carga espermatica durante su paso por los cuernos
uterinos, en la especie porcina. De igual forma, se han detectado factores similares en
otras especies, como por ejemplo en roedores, donde se ha observado que el FU
aumenta el dafio acrosomal o reaccidon acrosémica prematura, disminuye la vitalidad
asi como los parametros de motilidad en las células espermaticas (Kawano et al.,
2014). Por otra parte, se observa que el PS mejora la funcionalidad espermatica,
manteniendo la progresividad y la integridad de la membrana acrosomal, incluso en
presencia de FU. Algo similar ha sido observado en roedores, donde el PS protege a
los espermatozoides de los efectos nocivos del FU, impidiendo dafio acrosomal o
reaccion acrosomica prematura y manteniendo los niveles de vitalidad y motilidad
altos. También se ha visto un efecto beneficioso del PS en ovino (Rickard et al., 2014),
donde se ha observado que el PS mejora el transito de los espermatozoides a través
del cuello uterino. Respecto al efecto del PS en la especie porcina, otros autores
(Centurion et al., 2003) han observado efectos similares a los obtenidos en nuestro
estudio. Estos han detectado que algunas proteinas, denominadas espermadhesinas
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(presentes en PS) actuan protegiendo a las células espermaticas de posibles dafios
externos, preservando la integridad de la membrana, la motilidad y la actividad
mitocondrial. Ademas, también se ha comprobado que el PS posee propiedades
inmunosupresoras, un conjunto de antioxidantes y citoquinas que modulan la
respuesta inmunolégica del tracto genital femenino (Aitken y Baker, 2013).

Tras la valoracién de estos resultados se puede concluir que, en la especie porcina, el
FU podria influir sobre la funcionalidad espermatica, aunque es necesario realizar
diversos estudios complementarios. Ademas, el PS tiene la capacidad de proteger a
las células espermaticas de un dafio acrosomal y de mejorar la motilidad, optimizando
la linealidad y progresividad. Una de las posibles aplicaciones en granja derivadas de
este estudio, seria el uso de dosis seminales con una mayor proporcién de plasma
seminal que las actuales, ya que mejoraria la calidad de las mismas tras la deposicién
del semen en el tracto genital de la hembra.
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EFFECT OF UTERINE FLUID AND SEMINAL PLASMA ON QUALITY PORCINE
SPERM

ABSTRACT: The aim of the present study was to analyze the effect of the uterine fluid
(late follicular phase) on sperm quality with or without seminal plasma. Four
experimental groups were used: 1) (-/-): spermatozoa incubated without seminal
plasma and uterine fluid (control group); 2) (+/-) spermatozoa incubated with 20% of
seminal plasma and without uterine fluid; 3) (-/+): spermatozoa incubated without
seminal plasma and with 20 % of uterine fluid, 4) (+/+): spermatozoa with seminal
plasma (20%) and uterine fluid (20%). Motility (%), progressive motility (scale [0-5], 0=
non motile; 5= high progressivity), vitality and acrosomal damage were measured at 15
min, 1 and 2 hour of incubation. Results showed that seminal plasma has a positive
effect on sperm quality, improving linearity and progressive motility. Besides, seminal
plasma prevents acrosomal damage. On the other hand, the uterine fluid doesn’t affect
any of these parameters (motility, progressive motility and vitality). Although, the
uterine fluid whether affects acrosomal integrity in absence of seminal plasma.
Therefore, the adding of seminal plasma to insemination seminal doses could be a
strategy to improve artificial insemination efficiency.

Keywords: motility, porcine, seminal plasma, uterine fluid.

—360—



