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RESUM

L'analisi de la qualitat espermatica és essencial a fi de determinar si les dosis seminals
produides per un mascle poden ser utilitzades en la inseminacio artificial (IA). Tradicionalment,
aquestes analisis es basen en la valoracio de la motilitat, la morfologia, la vitalitat i la
concentracié espermatiques al microscopi optic. De totes maneres, en els darrers anys s’han
desenvolupat técniques de multiple marcatge amb fluorocroms, les quals permeten valorar I'estat
funcional i la vitalitat de I'espermatozoide a partir de l'avaluacié conjunta i simultania de la
integritat de la beina mitocondrial, de la membrana plasmatica, de 'acrosoma i del DNA. En
aquest treball s’ha dissenyat un métode rapid i fiable de tincié amb fluorocroms per a I'analisi de
la integritat i vitalitat espermatiques a partir del marcatge de la beina mitocondrial amb
MitoTracker®Green FM, de 'acrosoma amb la lectina Trypsin inhibitor from Soybean (SBTI)
conjugada amb el fluorocrom Alexa Fluor®488 especific per la proacrosina i del nucli amb els
fluorocroms bis-benzamida (especific per a cellules viables) i iodur de propidi (especific per a
cel lules no viables).

Mitjangant aquesta técnica s'obté una estimacio dels espermatozoides amb la membrana
plasmatica, el nucli, la beina mitocondrial i I'acrosoma intactes, i per tant, potencialment fertils. A
més aquesta analisi esta altament correlacionada amb els valors de motilitat i morfologia
obtinguts emprant el programa informatic SCA®Produccié 2002, i és equivalent als valors de
vitalitat espermatica obtinguts amb la tinci6 eosina-nigrosina.

En aquest treball, a més del disseny del multiple marcatge amb fluorocroms, també s’ha estudiat
I'efecte de la filtracid sobre la qualitat espermatica de dosis seminals de mascles subfeértils en
diferents reines. La qualitat espermatica de les dosis abans i després de la filtracio s’ha valorat a
partir de I'analisi de la vitalitat espermatica emprant la técnica de multiple marcatge, de 'analisi
de la motilitat, morfologia i concentracié espermatiques mitjangant el programa informatic
SCA®Produccié 2002; de la resistencia osmatica, a partir dels tests ORT i HRT, i de I'activitat
metabolica a partir de la produccié de L-lactat.

La filtracid de dosis seminals refrigerades de mascles astenoteratospérmics en columnes de
Sephadex G-25 Medium, Sephadex G-50 Fine, Sephadex G-50 Medium i Sephadex G-75 (amb
una al¢ada de reina de 10 + 0.5 cm i un flux de sortida 1ml/20 segons i una T? de treball 23°C en
tots els casos) provoca un augment de la frequéncia d’espermatozoides madurs i
d’espermatozoides viables. La filtracio també comporta una disminucié de la resisténcia
hipoosmotica, perd no de resisténcia hiperosmotica dels espermatozoides, i de la motilitat

espermatica. Aquest descens de la motilitat es considera, pero, transitori, ja que l'activitat



metabolica i la integritat de la beina mitocondrial dels espermatozoides es mantenen sense
canvis després de la filtracid. Tot i la millora de la qualitat espermatica, la filtracié provoca un
descens significatiu de la concentracio espermatica.

La filtraci6 de dosis seminals refrigerades de mascles reproductors Piétrain afectats
d’'astenospérmia, astenoteratospérmia i teratospérmia en columnes de Sephadex DEAE-50 (2.5
+ 0.5 cm), Sephadex CM-50 (5 + 0.5 cm), llana de vidre (2 + 0.5 cm) i glass beads (10 + 0.5 cm),
amb un flux de sortida d’1ml/40 segons i 23°C de temperatura per a totes les columnes provoca
un augment significatiu de la freqiéncia d’espermatozoides madurs, sense afectar la frequéncia
d’espermatozoides mobils i viables, ni I'activitat metabolica ni la resisténcia hiperosmotica, pero
disminuint significativament la resisténcia hipoosmotica dels espermatozoides. La filtracié no
comporta canvis en la concentracié espermatica.

En conclusio, les condicions establertes per a la filtracié en columnes de Sephadex neutre de
dosis seminals refrigerades procedents de mascles porcins astenoteratonecrospérmics permeten
millorar la vitalitat i morfologia espermatiques de dosis seminals amb una elevada concentracio
espermatica, per bé que caldria reajustar les condicions de filtracio, és a dir, modificar I'algada de
la reina i/o el flux de sortida, per evitar la pérdua significativa d’espermatozoides. En canvi, les
condicions de filtracié establertes per les columnes de Sephadex ionic, llana de vidre i glass
beads son les adequades per a millorar la morfologia espermatica de dosis seminals refrigerades

procedents de mascles porcins subfértils destinades a IA.



RESUMEN

El analisis de la calidad espermatica es esencial para determinar si las dosis seminales de un
macho pueden ser utilizadas para inseminacién artificial (IA). Tradicionalmente, estos analisis se
basan en la valoracién de la motilidad, la morfologia, la vitalidad y la concentracién espermaticas
al microscopio dptico. De todos modos, en los ultimos afios se han desarrollado técnicas de
multiple marcaje con fluorocromos, las cuales permiten valorar el estado funcional y la vitalidad
del espermatozoide a partir de la evaluacion conjunta y simultanea de la integridad de la vaina
mitocondrial, la membrana plasmatica, el acrosoma y el DNA. En este trabajo se ha desarrollado
un método rapido y fiable de tincion con fluorocromos para el anélisis de la integridad y vitalidad
espermaticas a partir del marcaje de la vaina mitocondrial con MitoTracker®Green FM, del
acrosoma con la lectina Trypsin inhibitor from Soybean (SBTI) conjugada con el fluorocromo
Alexa Fluor®488 especifico para la proacrosina y del nucleo con los fluorocromos bis-benzamida
(especifico para células viables) y yoduro de propidio (especifico para células no viables).
Mediante esta técnica se obtiene una estimacion de la frecuencia de lespermatozoides con la
membrana plasmatica, el nucleo, la vaina mitocondrial y el acrosoma intactos, y por lo tanto,
potencialmente fértiles. Ademas dicho analisis esta altamente correlacionado con los valores de
motilidad y morfologia obtenidos empleando el programa informatico SCA®Produccié 2002, y es
equivalente a los valores de vitalidad espermatica obtenidos mediante la tincion eosina-nigrosina.
En este trabajo, ademas del disefio del multiple marcaje con fluorocromos, también se ha
estudiado el efecto de la filtracién sobre la calidad espermatica de dosis seminales de machos
subfértiles en diferentes matrices. La calidad espermatica de las dosis antes y después de la
filtracidn se ha valorado a partir del analisis de la vitalidad espermatica empleando la técnica de
multiple marcaje, el analisis de la motilidad, morfologia y concentracion espermaticas mediante el
programa informéatico SCA®Produccié 2002; la resistencia osmética a partir de los tests ORT y
HRT, y la actividad metabdlica a partir de la produccién de L-lactato.

La filtracién de dosis seminales refrigeradas de machos astenoteratospérmicos en columnas de
Sephadex G-25 Medium, Sephadex G-50 Fine, Sephadex G-50 Medium y Sephadex G-75 (con
una altura de matriz de 10 + 0.5 cm y un flujo de salida 1ml/20 segundos y una T2 de trabajo
23°C en todos los casos) provoca un aumento de la frecuencia de espermatozoides maduros y
de espermatozoides viables. La filtracién también conlleva una disminucién de la resistencia
hipoosmotica, pero no de la resistencia hiperosmoética de los espermatozoides, y de la motilidad
espermatica. De todas formas, este descenso de la motilidad se considera, transitorio, puesto

que la actividad metabdlica y la integridad de la vaina mitocondrial de los espermatozoides se



mantienen sin cambios tras la filtracion. A pesar de la mejora de la calidad espermatica, la
filtracidn provoca un descenso significativo de la concentracion espermatica.

La filtracion de dosis seminales refrigeradas de machos reproductores Piétrain afectados de
astenospermia, astenoteratospermia y teratospermia en columnas de Sephadex DEAE-50 (2.5 +
0.5 cm), Sephadex CM-50 (5 + 0.5 cm), lana de vidrio (2 + 0.5 cm) y glass beads (10 + 0.5 cm),
con un flujo de salida de 1ml/40 segundos y 23°C de temperatura para todas las columnas
provoca un aumento significativo de la frecuencia de espermatozoides maduros, sin afectar la
frecuencia de espermatozoides mdviles y viables, ni la actividad metabdlica ni la resistencia
hiperosmoética, aunque disminuye de forma significativa la resistencia hipoosmética de los
espermatozoides. La filtracion no provoca cambios en la concentracién espermatica.

En conclusidn, las condiciones establecidas para la filtracion en columnas de Sephadex neutro
de dosis seminales refrigeradas procedentes de machos porcinos astenoteratonecrospérmicos
permiten mejorar la vitalidad y morfologia espermaticas de dosis seminales con una elevada
concentracion espermatica, aunque seria necesario reajustar las condiciones de filtracion, es
decir, modificar la altura de la matriz y/o el flujo de salida, para evitar la pérdida significativa de
espermatozoides. Contrariamente, las condiciones de filtracion establecidas para las columnas
de Sephadex idnico, lana de vidrio y glass beads son las adecuadas para mejorar la morfologia
espermatica de dosis seminales refrigeradas procedentes de machos porcinos subfértiles

destinadas a IA.



SUMMARY

The analysis of sperm quality is essential to determine whether seminal doses can be used for
artificial insemination (Al). Traditionally, these analyses are based on the valuation of sperm
motility, morphology, vitality and concentration by light microscopy. Anyway, in recent years,
multistaining techniques with fluorchromes have been developed to evaluate the functional status
and vitality of spermatozoa from the simultaneous assessment of the integrity of the mitochondrial
sheath, the plasmatic membrane, the acrosome and the DNA. In this work, a quick and reliable
method of staining with fluorochromes was designed for the assessment of the sperm integrity
and vitality by marking the mitochondrial sheath with MitoTracker®Green FM, the acrosome with
the lectine Trypsin inhibitor from Soybean (SBTI) fluorochrome conjugated with the fluorochrome
Alexa Fluor ® 488 specific for the proacrosine and, the nucleus with the fluorochromes bis-
benzamida (specific for viable cells) and propidium iodide (specific for non-viable cells).

This technique gave an estimation of the frequency of spermatozoa with intact plasma
membrane, nucleus, mitochondrial sheath and acrosome, and consequently, of the frequency of
potentially fertile spermatozoa. This analysis was also highly correlated with the values of motility
and morphology obtained using the software SCA®Produccié 2002, and it was equivalent to
sperm vitality values obtained using the eosin-nigrosin staining.

Apart from designing a fluorochrome multistaining method, in this study, the effect of filtration in
different matrixes on the sperm quality of seminal doses from subfertile boars was also evaluated.
The sperm quality of seminal doses before and after filtration was evaluated from the analysis of
the sperm vitality using the fluorochrome multiplestaining technique, the analysis of the sperm
motility, the sperm morphology and the sperm concentration with the software SCA®Produccié
2002, the osmotic resistance, with ORT and HRT tests, and the metabolic activity from the
production of L-lactate.

The filtration of seminal doses from asthenoteratospermic males in columns of Sephadex G-25
Medium, Sephadex G-50 Fine, Sephadex G-50 Medium and Sephadex G-75 (with a height of
matrix of 10 + 0.5 cm and a flow rate of 1ml/20 seconds and a working temperature of 23°C in all
cases) resulted in an increase in the frequency of mature and viable spermatozoa. Filtration also
caused a decrease in the hypoosmotic resistance but not the hypertonic resistance of the
spermatozoa, or the sperm motility. Nevertheless, the decrease in sperm motility values was
considered transitory, because the metabolic activity and the integrity of the mitochondrial sheath
of spermatozoa remained unchanged after filtration. Despite the improvement in the sperm

quality, filtration led to a significant drop in sperm concentration.



Filtration of seminal doses from Piétrain boars affected by asthenospermia, asthenoteratospermia
and teratospermia in columns of Sephadex DEAE-50 (2.5 + 0.5 cm), Sephadex CM- 50 (5 + 0.5
cm), glass wool ( 2 + 0.5 cm) and glass beads (10 + 0.5 cm), with an outflow of 1ml/40 seconds
and 23 °C of working temperature for all columns produced a significant increase in the
frequency of mature spermatozoa without affecting the frequency of motile and viable
spermatozoa, or metabolic activity or hypertonic resistance. In contrast the resistance of
spermatozoa to hypotonic media decreased significantly. Filtration did not involve changes in the
spermatic concentration.

In conclusion, the conditions settled for the filtration of refrigerated doses from
asthenoteratospermic Piétrain boars in neuter Sephadex allowed the improvement of the sperm
vitality and morphology, a readjustment of filtration conditions like changing the height of the
matrix and/or the exit flow rate, is necessary in order to avoid significant sperm loss. Instead, the
conditions set for filtration in Sephadex ionic, glass wool and glass beads columns are
appropriate to enhance the sperm morphology from refrigerated seminal doses from subfertile

boars used for IA.
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OBJECTIUS

Els metodes convencionals d’'analisi de la qualitat espermatica dels ejaculats es basen en la
valoracio/determinacié de la motilitat espermatica (percentatge d’espermatozoides mobils), la
morfologia espermatica (% d’espermatozoides madurs, immadurs i aberrants) i la vitalitat
espermatica (% d’espermatozoides vius) (Gonzalez-Urdiales i col., 2006). Cadascun d’aquests
parametres s'analitza per separat al microscopi optic, de manera que sovint proporcionen un
diagndstic poc fiable de la fertilitat dels mascles (Fraser i col., 2001; Ducci i col., 2002). En els
darrers anys s’han desenvolupat técniques de tincié multifluorocromiques que permeten valorar
la capacitat fecundant dels espermatozoides a partir de I'analisi conjunta de la integritat de
I'acrosoma, de la beina mitocondrial, del DNA i de la membrana plasmatica (Juonala i col., 1999;
Langois i col., 2005; Januskauskas i col., 2005). Els espermatozoides marcats amb fluorocroms
es poden analitzar al microscopi optic de fluorescéncia (Pinart i col., 2006) o per citometria de
flux (Pefia i Rodriguez., 2006).

Aixi doncs, el primer objectiu d’aquest estudi és la posada a punt d'un métode de multiple
marcatge amb fluorocroms per a l'analisi conjunta de la viabilitat i de I'estat funcional dels
espermatozoides, a partir de la tincié especifica del nucli, 'acrosoma i la beina mitocondrial.
Actualment, la demanda de dosis seminals de mascles reproductors porcins de la raga Piétrain
esta augmentant considerablement, la qual cosa provoca una major presencia d’aquests mascles
als centres d'Inseminacié Artificial (IA) del nostre pais. Quan aquests mascles reproductors
arriben als ClAs proporcionen ejaculats d’elevada qualitat espermatica, perd després d'uns
mesos de confinament s'observa un increment de la freqliencia d’espermatozoides aberrants. El
descens de la qualitat espermatica dels ejaculats provoca una disminucié del rendiment
reproductiu d’aquests mascles, i conseqiientment, importants perdues economiques als CIAs.
Existeixen diferents protocols de millora de la qualitat espermatica de mascles subfértils que
s’han demostrat eficacos, entre els que destaquen la filtracié en columnes, millora la moatilitat
espermatica, la vitalitat espermatica i la morfologia espermatica de les dosis seminals (Byrd i col.,
1994; Claassens i col., 1996; Johnson i col., 1996; Centola i col., 1998; Adiga i Kumar, 2001), per
bé que els seus efectes varien considerablement entre espécies i en funcié del tipus de reina
emprada. A més dins d'una mateixa espécie els resultats obtinguts pels diferents autors sén
sovint contradictoris (Januskauskas i col., 2005).

En toros, la filtracié d’espermatozoides en columnes de Sephadex neutre de diferent porositat

permet incrementar el percentatge d’espermatozoides viables i mobils i disminuir el percentatge
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d’espermatozoides aberrants de les dosis seminals fresques i congelades (Vyas i col., 1992). El
segon objectiu d’'aquest treball és determinar I'efecte de la filtracid de dosis seminals de
mascles porcins astenoteratospérmics en columnes de Sephadex neutre de diferent porositat
(Sephadex G-25 Medium, Sephadex G-50 Fine, Sephadex G-50 Medium i Sephadex G-75).

Malgrat que les matrius de Sephadex neutre sén les més freqlentment emprades, existeixen
altres reines inertes, com les glass beads, o gairebé inertes, com la llana de vidre, i reines
d’intercanvi ionic, que permeten millorar un o varis parametres espermatics. Aixi les matrius de
llana de vidre en toros (Kanakaraj i col., 1992) i les matrius de glass beads en equins (Klinc i col.,
2005) milloren globalment la qualitat espermatica, mentre que les matrius d'intercanvi idnic sé6n
especialment utils per a la seleccié d’espermatozoides viables, ja que els espermatozoides morts
0 no viables, amb una carrega superficial alterada, queden adherits a la seva superficie (Anzar i
Graham, 1993). El tercer objectiu d'aquest treball és determinar I'efecte de les matrius de
Sephadex DEAE-50, Sephadex CM-50, llana de vidre i glass beads sobre la qualitat espermatica
de dosis seminals obtingudes a partir de mascles reproductors Piétrain per diferents patologies

espermatiques: astenospérmia, astenoteratospermia i teratospérmia.
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1. INTRODUCCIO
1.1.LA RAGA PIETRAIN

El nom de la raga Piétrain coincideix amb el d’'un poble situat a la provincia belga de Brabante.
Existeixen diverses teories factibles sobre I'origen d’aquesta raga; podria haver aparegut com a
resultat de I'encreuament entre porcs de la raga Berkshire, porcs de la raga Yorkshire i races
autoctones belgues; del creuament de porcs Berkshire amb porcs ibérics; del creuament de
porcs Berkshire amb porcs salvatges de Brabante; o del creuament de porcs de Bayeux
(importats durant la | Guerra Mundial des de Normandia) amb porcs belgues autoctons. Alguns
creuen que la raga Piétrain es va originar com a resultat d’una mutacio.

Morfoldgicament els porcs Piétrain tenen una aparenca curta i arrodonida (Fig. 1); el pes de les
femelles adultes oscil la entre 240-260 Kg i el dels mascles entre 280-300 Kg i la longitud
corporal no sol sobrepassar 1.50-1.55 m. Es caracteritzen per presentar una forta musculatura al
terc posterior (i també a I'anterior), una capa blanca amb taques negres i/o vermelles i un cap de
perfil recte o subconcau.

L'interés productiu d’'aquesta raga rau en el fet que la qualitat de la seva canal és excepcional; té
un alt percentatge de parts nobles i molt poca grassa, essent el seu rendiment del 72-73%. El
percentatge de pernil i llom és de 56-58% i 'espessor de la grassa dorsal de 17-22 mm.

Un factor desfavorable de la raga Piétrain son els baixos indexs reproductius; les camades
tendeixen a ser petites, uns 10 garrins nascuts vius, i el nombre de garrins deslletats de només
7-8. A més, les femelles Piétrain, tot i ser docils i bones mares, presenten unes mames recollides
i produeixen poca llet; és per aquests motius que no s’'usen com a femelles reproductores. D'altra
banda, tant els mascles com les femelles presenten una desarmonia anatdémico-funcional, a
causa de la qual la relacié cor/cos és molt petita, que fa que la mortalitat sigui més gran que en
altres races, principalment per aturades cardiaques. Aquesta alteracié determina que en el
nostre pais, amb una climatologia estressant, la seva cria sigui complexa. L’explotacié comercial
de la raga Piétrain es basa en la utilitzacié dels mascles com a reproductors per a la inseminacio
de femelles d’altres races, com ara Hampshire, Duroc o femelles hibrides per a I'obtenci6

d’animals d’engreix (Buxadé, 1984).
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Figura 1. Imatge d’'un mascle reproductor de la raga Piétrain.

1.2. LESPERMATOZOIDE

L’espermatozoide és un gameta que en el cas de Sus domesticus té una longitud de 45 pum i

presenta tres parts: regié cefalica o cap, peca de connexié o coll i cua (Bonet i col., 2000) (Fig.

2). Les principals caracteristiques de les diferents parts de I'espermatozoide son:
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Reqi6 cefalica o cap: el cap és oval i pla, essent les seves mides de 7um de longitud,
3.7 um d’amplada maxima i 0.4 pum de gruix i comprén 'acrosoma i el nucli. L'acrosoma
és un organul celular situat a la regi6 cefalica de I'espermatozoide, que es disposa
sobre el nucli i en el qual es distingeixen tres segments: apical, principal i equatorial. La
membrana acrosomica interna es troba en contacte amb el nucli de 'espermatozoide, i
I'externa en contacte amb la membrana plasmatica. L'acrosoma conté substancies de
naturalesa diversa: alguns mucopolisacarids, proteines, lipids, perd sobretot conté
hidrolases, com ara la hialuronidasa, que trenca les cél1ules de la granulosa, i 'acrosina,
una serin-proteasa que trenca la zona peliucida de l'oocit en el moment de la
fecundacio. El nucli esta ocupat per cromatina molt condensada.

Peca de connexié o coll: té forma conica amb la base més ampla (1.3 um) en contacte

amb el cap i la més estreta (0.6 um) en contacte amb la peca intermédia. La seva
longitud és de 0.7um .

Cua: té forma filamentosa i cilindrica. S’hi disposen la pega intermédia, la pega principal i
la peca terminal. La peca intermédia té una longitud de 9 pum i un diametre de 0.7 pum;
conté la beina mitocondrial, un cilindre de mitocondris que envolta el primer ter¢ del
flagel i que es disposa en contacte amb el plasmalemma; té com a funcié proporcionar
energia per al moviment flageldar. L'interior de la pe¢a intermédia és ocupat per
I'axonema, fibres denses i granuls periferics. La pega intermédia queda separada de la

peca principal per I'anell de Jensen.
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La pega principal té una longitud de 26.2 pum i un diametre de 0.4 um; s’hi distingeixen
'axonema i la beina fibrosa. La pega terminal té una longitud de 2.2 um i un diametre de
0.2 um; esta formada Unicament per 'axonema i el plasmalemma circumdant.

L’analisi de la integritat de cadascuna d’aquestes parts constitueix un bon indicador de la

capacitat fecundant dels espermatozoides (Bussalleu i col., 2005; Pinart i col., 2006).

REGIO CEFALICA O CAP
<+— Nucli
. PECA DE CONNEXIO O COLL
<« Peca intermédia \
Peca principal
ot CUA

< Pecaterminal

Figura 2. Representacié esquematica de I'espermatozoide de Sus domesticus (Briz, 1994; Bonet i col., 2000)

1.3.LA MULTIPLE TINCIO FLUOROCROMICA: PARTS A MARCAR

L’analisi de la qualitat espermatica dels espermatozoides de porci s’ha realitzat tradicionalment al
microscopi Optic convencional a partir del recompte de la morfologia, la moatilitat i la vitalitat
espermatiques, perd aquest procediment no permet establir cap correlacié entre aquests
parametres. D’altra banda, aquesta valoracié és sovint un procés lent, que requereix del
recompte d’'un elevat nombre d’espermatozoides per tal de reduir I'error estandard (Woelders,

1990), i subjectiu, que depén basicament de I'experiéncia del personal técnic.
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En els darrers anys la microscopia de fluorescéncia s’ha convertit en un instrument basic per a
lavaluacio de la viabilitat dels espermatozoides, a partir de la valoracié conjunta de l'estat del
nucli, 'acrosoma i la beina mitocondrial. Mitjangant aquesta analisi és possible correlacionar la
vitalitat i la motilitat espermatiques amb la capacitat fecundant dels espermatozoides (Juonala i
col., 1999; Nagy i col., 2003).

1.3.1. El nucli

Tradicionalment, el fluorocrom més frequentment emprat per al marcatge del nucli dels
espermatozoides humans (Hoshi i col., 1996; Zini i col., 2000), bovins (Dobrinski, i col., 1994) i
porcins (Pinart i col., 1999) ha estat el taronja d’acridina, el qual s’excita en ser il luminat amb
llum blava de 450-490nm de longitud d’'ona. Aquest fluorocrom s'utilitza per a la valoracio de
estat del DNA, ja que emet fluorescéncia verda si estda unit al DNA integre dels
espermatozoides viables, i fluorescencia taronja quan s’uneix al DNA desnaturalitzat dels
espermatozoides no viables (Zini i col., 2000); ambdues fluorescencies tenen un rang de longitud
d'ona molt proper i poden observar-se simultaniament. La utilitzacié del taronja d’acridina
presenta linconvenient que sovint es produeixen marcatges intermedis o heterogenis que
exigeixen una classificacio subjectiva dels espermatozoides. D’altra banda, segons Hoshi i col.
(1996) el marcatge amb taronja d’acridina no permet establir cap correlacié entre vitalitat
espermatica i fertilitat.

Alguns estudis han demostrat que el doble marcatge utilitzant un fluorocrom especific per a
cellules viables i un altre fluorocrom especific per a célules no viables és molt més sensible
que el marcatge simple (Merkies i col., 2000; Nagy i col., 2003; Rowland i col., 2003). En aquests
dobles marcatges s'usen fluorocroms per a cellules viables que s’uneixen especificament a
enzims que son actius Unicament en les cel lules vives, o que la seva emissio fluorescent depen
del funcionament de les bombes idniques (Shapiro, 1998); els més utilitzats son SYBR-14
(Gravance i col., 2001; Huo i col., 2002; Love i col., 2003), Hoechst 33342 (Cai i col., 2005;
Hallap i col., 2006) i diaminofenilindol (DAPI) (Bassols i col., 2003). Els fluorocroms per a
cel{ules no viables no poden travessar les membranes de les céllules vives, de manera que
nomes tenyeixen les cellules mortes o alterades; el més habitualment emprat és el iodur de
propidi (IP) (Love i col., 2003; Nagy i col., 2003; Rowland i col., 2003).

1.3.2. L’acrosoma
El marcatge de 'acrosoma es realitza habitualment mitjangant lectines unides a fluorocroms. En

humans s'utilitzen les lectines PSA (Pisum sativum agglutinin) i Con A (Concavalina A)
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combinades amb el fluorocrom FITC (isotiocianat de fluoresceina) (Kinger i Rajalakshm, 1995;
Ozaki i col., 2002) o la lectina SBTI (Trypsin Inhibitor from Soybean) combinada amb biotina (Arts
i col., 1994). En toros, Cheng i col. (1996) usen la combinacié PNA-FITC mentre que Farlin i col.
(1992) usen PSA- FITC. La combinacié PSA- FITC també és usada en cavalls (Farlin i col., 1992;
Casey i col. 1993) i la combinacié PNA-FITC en porcins (Fazeli i col., 1997).

Totes aquestes lectines s’uneixen a I'enzim acrosina; en els espermatozoides amb I'acrosoma
intacte la intensitat del marcatge és elevada, perd en els espermatozoides amb I'acrosoma
reaccionat la intensitat del marcatge disminueix a consequéncia de la pérdua de molecules
d’acrosina (Ozaki i col., 2002). De totes maneres, existeixen diferéncies entre les lectines segons
la seva especificitat per I'acrosina (Tao i col., 1993); aixi doncs el marcatge amb Con A és de
baixa especificitat, cosa que dificulta la deteccié d’espermatozoides amb I'acrosoma reaccionat
(Kinger i Rajalakshm, 1995), mentre que el marcatge amb SBTI proporciona una elevada
sensibilitat i especificitat en la diferenciacié entre espermatozoides amb l'acrosoma intacte i

espermatozoides amb I'acrosoma reaccionat (Arts i col., 1994; Tollner i col., 2000).

1.3.3. La beina mitocondrial

Per a la tinci6 de la beina mitocondrial es poden utilitzar diferents fluorocroms, com la rodamina
en humans (Auger i col., 1993; O’'Connell i col., 2002), porcins (Fraser i col., 2001) i bocs
(Windsor, 1997), el iodur de 5,5',6,6"-tetracholoro-1,1’,3,3'-tetraethylbenzimidazolyl-carbocyanine
(JC-1) en rates (Gravance i col., 2001), porcins (Huo i col., 2002), cavalls (Gravance i col., 2000;
Love i col., 2003) i bovins (Thomas i col., 1998), i el clorometil-X-rosamina (CMX-Ros) en
humans (Poot i col., 1996). Tots ells es caracteritzen per ser cationics i lipofilics, de manera que
difonen passivament a través de la membrana plasmatica i s'acumulen a la matriu mitocondrial,
la qual presenta carrega negativa; 'acumulacié de molécules de fluorocrom depen directament
del potencial de membrana del mitocondri (Gilmore i Wilson, 1999). Existeixen diferéncies
importants entre els fluorocroms en la seva especificitat i la seva fotoestabilitat. La rodamina és
molt estable, tot i que de baixa especificitat, mentre que el CMX-Ros permet la deteccio
especifica de mitocondris intactes perd requereix d'una analisi immediata de les mostres després
del seu marcatge (Gilmore i Wilson, 1999). El fluorocrom JC-1 travessa de forma selectiva les
membranes mitocondrials en la seva forma monomérica; si el potencial de membrana és baix
manté la seva estructura monomeérica i emet fluorescencia verda, pero si el potencial de
membrana és elevat s'agrega i emet fluorescéncia vermella (Garner i Thomas, 1999); alguns

autors dubten de que les formes monomériques i agregades d’aquest fluorocrom siguin
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indicadors fiables de l'estat funcional de la beina mitocondrial, i consideren que es tracta
simplement d'una resposta quimica a un potencial eléctric (Love i col., 2003).

Els millors resultats de marcatge de la beina mitocondrial s'obtenen amb el fluorocrom
MitoTracker®Green FM, les molécules del qual difonen a través de la membrana plasmatica i
s'uneixen especificament als lipids de membrana dels mitocondris funcionals (Keij i col., 2000;
Fraser i col., 2001), perd no son retingudes pels mitocondris amb un potencial de membrana
alterat. Els principals avantatges de MitoTracker®Green FM davant altres fluorocroms especifics
pels mitocondris son la seva especificitat (Sutovsky i col., 1999) i fotoestabilitat (Poot i col.,
1996), aixi com la seva elevada sensibilitat quan s'incorpora en diferents protocols de doble i
triple marcatge (Sutovsky i col., 1999). EI MitoTracker®Green FM és més especific que la
rodamina 123, i a més, té 'avantatge que es pot fixar als mitocondris tan de cel lules viables com

no viables i que es pot utilitzar en protocols de doble i triple marcatge (Sutovsky i col., 1999).

1.4.METODES DE MILLORA DE LA QUALITAT ESPERMATICA

En la industria ramadera la inseminacio artificial (I1A) és la tecnica de reproduccio assistida més
emprada ja que permet un elevat control genétic i una reduccio de la transmissié de malalties, i
proporciona elevats beneficis economics en la cria d’'animals destinats al consum huma (Cisale i
col., 2001). En espécies destinades a engreix la implantacié exitosa de programes d’lA exigeix la
utilitzacié de dosis seminals d’elevada qualitat (Vyt i col., 2004a).

Actualment existeixen diversos procediments per a la millora de la qualitat espermatica dels
ejaculats de mascles d’elevat interés genétic perd amb baixa qualitat seminal, com els metodes
de centrifugacio en gradients de diferent densitat (Percoll/lsoprep o els gradients de BSA), els
métodes de migracié espermatica (swim-up, swim-up modificat, swim-down, centrifugacio i
ressuspensio) i la filtracio amb substancies adhesives (llana de vidre, glass beads, Leucoscorb i
Sephadex) (Morrell, 2006). Els gradients de BSA incrementen la motilitat espermatica perd no la
fertilitat de dosis seminals procedents de mascles porcins i equins (Graham i Graham, 1990); en
humans, la técnica del Percoll separa els espermatozoides en funcié del seu gradient de
densitat, mentre que la técnica del swim-up els separa en funcio de la seva motilitat (Georgiou i
col., 1998). En humans, el swim-up facilita la recuperacié d’espermatozoides mobils i elimina,
sobretot, els espermatozoides amb anomalies de cua, mentre que I'aplicacidé de gradients de
Percoll proporcionen dosis seminals amb bona motilitat i baixa proporcié d’espermatozoides amb
anomalies cefaliques (Le Lannou i Blanchard, 1998; Hammadeh i col., 2001a). Els métodes
basats en la utilitzacié substancies adhesives eliminen els espermatozoides morts i altres

impureses de I'ejaculat (Sieme i col., 2003), de manera que permeten incrementar la freqiéncia
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d’espermatozoides madurs, viables i amb una elevada motilitat de les dosis seminals; de tota
manera la seva eficiencia varia en funcié del procediment i del tipus de substancia adhesiva
emprada (Byrd i col., 1994; Claassens i col., 1996; Johnson i col., 1996; Centola i col., 1998;
Adiga i Kumar, 2001).

1.5.FILTRACIO D’ESPERMATOZOIDES EN COLUMNES DE SEPHADEX, LLANA DE VIDRE
| GLASS BEADS

A principis dels anys 70, el Dr. Graham de la Universitat de Minnesota va desenvolupar diversos
procediments de filtracié de I'ejaculat. Mitjangant una columna formada per Sephadex G-15 i una
barrera de suport de llana de vidre va filtrar dosis seminals de bovi. La fraccié eluida es
caracteritzava per presentar una elevada frequéncia d’espermatozoides mobils i funcionals,
mentre que la matriu contenia espermatozoides no funcionals adherits. En un principi, Graham
va atribuir a les caracteristiques del Sephadex el merit de separar els espermatozoides mobils i
funcionals, perd en substituir la llana de vidre per altres suports com la llana de coté o les fibres
sintétiques va observar un increment de la freqiéncia d’espermatozoides immabils i no viables
en les dosis filtrades; per tant, la llana de vidre tenia un paper important en la recuperacié dels
espermatozoides mobils i funcionals. Aquests experiments van contribuir a desenvolupar dos
tipus de filtracio en columna per a la seleccié dels espermatozoides funcionals d’un ejaculat: les
columnes de Sephadex i les columnes de llana de vidre. El principi de la filtracié amb aquestes
columnes es basa en que els espermatozoides no viables son més susceptibles d’adherir-se a la
matriu de la columna que no pas els espermatozoides mobils i aparentment funcionals
(Jeyendran, 2002).

A partir dels resultats obtinguts per Graham (1970) es van realitzar nombrosos estudis que van
permetre demostrar que la filtracio a través de columnes de Sephadex neutre en porci (Fayemi i
col., 1979), braus (Graham i Graham, 1990; Cisale i col., 2001; Januskauskas i col., 2005),
humans (Drobnis i col., 1991), bufals (Ahmad i col., 2003) i bocs (Valcércel i col., 1996); de
columnes de glass beads en equins (Casey i col., 1993; Klinc i col., 2005), humans (Daya i col.,
1987, Lechtzin i col., 1991) i bovins (Cisale i col., 2001; Foote, 2001); de columnes de llana de
vidre en humans (Nani i Jeyendran, 2001; Engel i col.; 2001) i equins (Casey i col., 1993), i de
columnes de Sephadex d'intercanvi ionic en gossos (Mogas i col., 1998), bovins (Anzar i col.,
1995 i 1996) i bufals (Ahmad i col., 2003) elimina de forma efectiva els espermatozoides
aberrants, els espermatozoides amb baixa motilitat o immobils i els espermatozoides amb
I'acrosoma malmés. En cavalls, la filtracio en columnes mixtes de Sephadex G-10 i fibres de

llana de vidre millora la fertilitat de les dosis seminals destinades a IA, per bé que en redueix la
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concentracié espermatica (Nie i col., 2003). En el semen de gos, en canvi, I'efecte de les reines
depén del tipus de llit mecanic que sustenta les columnes de Sephadex (Mogas i col., 1998). En
cavalls i braus la filtraci6 de dosis seminals en Sephadex G-15 en presencia de llana de vidre, i
sense subjeccidé de polipropile inert, atrapa els espermatozoides capacitats que han perdut
algunes proteines externes de la membrana; aixo ha fet pensar que en aquestes espécies alguns
factors com la clusterina modulen la interaccié entre els espermatozoides i les reines (Samper i
col., 1995; Ibrahim i col., 2001). En humans es comercialitzen kits especifics, com ara
SpermPrep™ (format per Sephadex G-15), que milloren la motilitat espermatica de pacients
afectats d’astenospérmia i/o oligospérmia (Ohashi i col., 1992).

Des d’'un punt de vista productiu I'aplicacié de técniques de filtracio de dosis seminals té un gran
interés aplicat ja que permet millorar la qualitat espermatica de dosis seminals que per les seves
caracteristiques haurien de ser descartades, i per tant, permet reduir pérdues econdomiques en
els ClAs. Aixi, per exemple, a Argentina era frequent descartar els ejaculats de toro amb menys
d’'un 65% d’espermatozoides amb motilitat progressiva. Fernandez i Cisale (1989) van analitzar
87 ejaculats, dels quals 50 haurien d’haver estat descartats pel seu baix index de motilitat
progressiva; la filtracié en columnes de Sephadex G-50 va proporcionar uns resultats excel fents,
ja que el 100% dels ejaculats filtrats contenia un 95% d’espermatozoides mobils, de manera que
tots podien ser utlitzats en programes d'lA. Un altre avantatge del metode de gel-filtracié és que
no requereix de gran equipament ni massa temps, com tampoc la necessitat de treballar en

condicions esterils (Lopez i col., 1993).

1.6. TIPUS DE REINES EMPRADES EN ELS METODES DE GEL FILTRACIO

1.6.1. El Sephadex neutre i ionic

El Sephadex és un dextra inert produit pel bacteri Leuconostoc mesenteroides i que s'usa en
investigacio, especialment en cromatografies de gelfiltraci6. Aquest dextra té diverses
aplicacions; una de les més conegudes és la de purificar proteines. La filtracié de proteines a
través de columnes de Sephadex es dona de la forma seguent (Fig. 3): durant la filtracio, les
proteines se separen en funcié de la seva mida a mesura que van travessant la matriu, de
manera que les proteines d’elevat pes molecular son les primeres en eluir-se, ja que no poden
entrar a l'interior dels porus que tenen les boletes de Sephadex i passen pels espais entre
boletes; les proteines de baix pes molecular surten més tard, perque passen a través dels porus

de l'interior de les boletes, fent que el seu trajecte sigui més llarg.
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Figura 3. Mecanisme de filtracio en columnes de Sephadex.

[www.redpoll.pharmacy.ualberta.ca/493/lect2.ppf]

El fonament de la técnica de gel filtracio de dosis seminals es basa en qué els espermatozoides
immobils i les restes cel lulars queden atrapats en les superficies rigides de les reines, mentre
que els espermatozoides mobils son eluits gracies al seu propi moviment i a la forga de la
gravetat. A més s’ha demostrat que un espermatozoide normal i vigords és capag de travessar la
barrera de filtracié sense modificar les seves caracteristiques funcionals (Anzar i Graham, 1995,
1996).
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Figura 4. Estructura quimica del Sephadex.
[http://ead.univangers.fri~jaspard/Page2/COURS/6CoursDEUST/CHROMATOGRAPHIE/2FIGURES/2GelFiltration/3
SEPHADEX/1GelSephadex.htm]
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Figura 5. Grups funcionals de les matrius de Sephadex cationic (CM-Sephadex) i Sephadex anionic (DEAE-

Sephadex). [www.redpoll.pharmacy.ualberta.ca/493/lect2.ppf]

El Sephadex esta constituit per unes boletes gelatinoses que s’obtenen a partir de la uni6
creuada del dextra amb epicloridrin (Fig. 4). Existeixen diferents tipus de Sephadex neutre, que
en conjunt constitueixen la série G, i que difereixen entre si pel grau d'unié i el grau d'inflament
en soluci6 aquosa. Aixi doncs, en el Sephadex G-25 la matriu esta més unida que en el
Sephadex G-50 o que en el Sephadex G-75, ja que com més petit és el numero que segueix la
G, més unit esta el dextra i menor és el diametre de porus. Dins de la série G, per a cada nimero
hi ha també una altra subclassificacio: Coarse, Medium, Fine i Superfine que acota el limit
d’exclusié de cada tipus de Sephadex i el valor de permeabilitat.

El Sephadex d'intercanvi idnic es forma a partir de Sephadex neutre de la série G, mitjangant la
introduccié de grups funcionals, els quals s’'uneixen a les unitats de glucosa de la matriu per
enllagos estables. Com major és el nombre d’'unions creuades, major és la rigidesa de les
matrius; aixi doncs, les matrius formades a partir de Sephadex G-25 tenen més rigidesa que les
formades a partir de Sephadex G-50 0 G-75, a causa de I'elevat nombre d’unions que es formen.
Existeixen molts tipus de Sephadex d'intercanvi idnic pero els més emprats en tecniques de gel
filtracio son el Sephadex DEAE-50 i el Sephadex CM-50 (Taula 1).
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El Sephadex DEAE-50 esta constituit per una barreja d’intercanviadors anionics forts, a una
proporcié 1:2, mentre que el Sephadex CM-50 esta format per un unic intercanviador cationic de
caracter débil (Fig.5). Els termes de fort i débil es refereixen al grau d’ionitzaci6 en funci6 del pH;
aixi, els intercanviadors forts estan completament ionitzats en un ampli rang de pH mentre que la

carrega dels intercanviadors febles depén d’un rang de pH més petit.

Taula 1. Caracteristiques generals dels Sephadex d'intercanvi idnic DEAE-50 i CM-50.

Sephadex DEAE-50 Sephadex CM-50
Tipus d’intercanviador Mixt, barreja de intercanviadors Intercanviador cationic feble
anionics forts (proporcié 1:2)
Grup funcional principal Dietilaminoetil Carboximetil
16 contrari Clorur Sodi
pH optim de treball recomanat 2-9 6-10
Mol wt rang 30000 - 100000
Forma Esferica, 40-125 jum en la forma seca
Estructura Dextra amb unions entrecreuades.
Estabilitat fisica El volum pot variar a causa de canvis en el pH i la forga idnica
Autoclavable En forma de pols durant 30 min a 120°C a pH 7
[http://www4.gelifesciences.com/aptrix/upp00919.nsf/Content/EF46F215C5BF2A99C 1256 EB40044A96E/$file/18111
758AA.pdf]

1.6.2. Els glass beads i la llana de vidre

Els glass beads son unes petites boletes de vidre que es comercialitzen o bé no rentades, i en
aquest cas el diametre oscil1a entre 106 i 600 um, o bé tractades amb acid, essent el seu
diametre de 106 a 1.180 um. Els glass beads son ampliament usats en investigacié amb
diferents finalitats, com per exemple el trencament de céllules i la filtracié d’espermatozoides o

microcarriers de DNA, i en la indUstria, sobretot la quimica (Fig. 6).

Figura 6. Imatge al microscopi dels glass beads

[http://www.glassbeads.com.cn]
La llana de vidre esta formada per fibres de vidre que contenen majoritariament dioxid de silice;

una fibra es considera una particula amb un ratio de llargada-diametre de 3:1 o superior (Report
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on Carcinogens, 1994 ). A més del dioxid de silice s’hi poden incloure altres oxids de metall, els
quals alteren la composicié del vidre i li confereixen caracteristiques especifiques, com ara la
llargada o la resisténcia eléctrica i/o térmica. La llana de vidre també és resistent a la corrosié per
acids minerals.

La llana de vidre té multiples aplicacions, entre les quals destaquen la filtracié de dosis seminals
(les fibres formen un entramat (Fig. 7) en el qual els espermatozoides queden retinguts) i
I'eliminacié de poliovirus de l'aigua corrent o marina (Vilagines i col., 1997); a nivell industrial
s’'usen com a aillant acustic o térmic.

Malgrat les amplies aplicacions, s’ha demostrat que en mides respirables (llargada de <3.2 mm a
<7 mm; diametre de <0.18 a <1 mm) les fibres de llana de vidre sén potencialment

carcinogéniques (Report on Carcinogens, 1994).

Figura 7. Entramat de fibres de llana de vidre, vistes al microscopi.
http://www.mic-d.com/gallery/oblique/glasswool.html
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2. MATERIAL | METODES
2.1. MATERIAL

2.1.1. Caracteristiques dels exemplars i obtencio de les mostres

En aquest estudi es van utilitzar 96 mascles porcins subfeértils i postpuberals de la raga Piétrain,
procedents de les empreses Semen Cardona (Cardona, el Bages) i Seleccid Batallé
(Riudarenes, la Selva).

Atenent als criteris establerts per Bonet i col. (1995), Briz i col. (1995) i Pinart i col. (1999) i
emprant la terminologia de la WHO (1999), els mascles es van classificar com a mascles
astenoteratonecrospérmics (n=58), caracteritzats per una baixa moatilitat, morfologia i vitalitat
espermatiques; mascles astenospérmics (n=7), amb baixa motilitat espermatica; mascles
astenoteratospérmics (n=6), amb baixa motilitat i morfologia espermatiques;, mascles
teratospermics amb >10% d’anomalies cefaliques (n=22); mascles teratospermics amb >10%
d'anomalies a la cua (n=3) i mascles teratospérmics amb >8% d’anomalies cefaliques i >10 %
anomalies de la cua (n=8).

Les mostres de semen es van obtenir pel metode de la munta sobre maniqui i masturbacio
manual. La fraccié espermatica es va recollir en un termos a 37°C en el qual préviament s’havia
col locat una gasa per eliminar la fracci6 de mucina. La fraccié espermatica es va diluir a la
proporcid 1:6 amb diluent BTS (Tecnovit, Espanya) i es va aliquotar en dosis seminals de 80 ml,
les quals es van transportar refrigerades des de les instal {acions de Seleccio Batallé i Semen
Cardona al laboratori de Biotecnologia de la Reproduccié Animal i Humana de la Universitat de

Girona.

2.1.2. Caracteristiques de les diferents reines

Les dosis seminals dels mascles problema es van filtrar en 8 tipus de reines diferents: 4 reines
de Sephadex neutre, 2 reines de Sephadex ionic, 1 reina de llana de vidre i 1 reina de glass
beads.

Les reines de Sephadex neutre emprades van ser: G-25 Medium, G-50 Fine, G-50 Medium i G-
75, les quals foren adquirides a la firma comercial Amersham Biosciences (Uppsala, Suécia).
Aquests quatre tipus de reines de Sephadex neutre difereixen entre si per la mida de les boletes
un cop hidratades; aixi les boletes de G-25 Medium presenten un diametre que varia entre 85 i
260 pm, les boletes de G-50 Fine entre 40 i 160 um, les boletes de Sephadex G-50 Medium
entre 100 i 300 um, i les boletes de G-75 entre 90 i 280 pum. El rang de pH optim oscil 1a entre 2 i
13 pel Sephadex G-25 Medium, i entre 2 i 10 pels tres restants.
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Pel que fa a les reines de Sephadex ionic (Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia), es va
utilitzar la reina anionica DEAE-50 amb un diametre del porus de les boletes hidratades d’entre
182-214 um i un rang de pH optim de treball entre 2-9, i la reina cationica CM-50 amb un
diametre de les boletes hidratades de 221-250 pm i un rang de pH optim de treball d’entre 6-10.

La filtracié amb la reina de llana de vidre (Sigma, USA) es va fer utilitzant fibres especifiques per
a investigacio. Finalment, per a la filtracio amb glass beads (Sigma, USA) es van emprar boletes

de vidre inerts d’'un diametre entre 150-212 pm.

2.1.3. Caracteristiques dels diferents fluorocroms

En el present treball s'utilitzen els fluorocroms bis-benzamida i iodur de propidi (IP) (Sigma, St.
Louis, MO) per al doble marcatge del nucli. Ambdés fluorocroms travessen les membranes
espermatiques i s'uneixen de forma especifica al DNA, i s’exciten en ser irradiats amb llum
ultraviolada. El fluorocrom bis-benzamida travessa les membranes intactes de les célules vives i
emet fluorescéncia blava de 488 nm un cop unit al DNA; el fluorocrom IP, en canvi, travessa les
membranes alterades de les céllules mortes o no viables i emet fluorescéncia vermella de
617nm quan s’uneix al DNA (Love i col., 2003).

Per al marcatge de I'acrosoma s'usa la lectina SBTI conjugada amb el fluorocrom Alexa Fluor®
488 (Molecular Probes Inc., Eugene, OR). Aquest fluorocrom presenta unes caracteristiques
espectrals semblants a les de FITC, essent el seu pic maxim d’excitacié de 495 nm i el seu pic
d’emissi6 de 519 nm.

Finalment, per a la detecci6 de l'estat de la beina mitocondrial s'empra el fluorocrom
MitoTracker®Green FM (Molecular Probes Inc., Eugene, OR), el qual s’excita a 490 nm i emet
fluorescencia verda i brillant a una longitud d’ona de 516 nm. L'emissi6 de fluorescéncia té lloc

quan el fluorocrom s’acumula als lipids mitocondrials i en solucié aquosa no emet fluorescéncia.

2.2. METODES

2.2.1.Desenvolupament d’un protocol de multiple marcatge amb fluorocroms

Per al desenvolupament del protocol de multiple marcatge es va procedir a determinar la
concentracio i el temps d’incubacié més idonis de cada fluorocrom per separat. A continuacio es
van combinar els diferents fluorocroms per tal d’ajustar els temps i les concentracions i obtenir un
marcatge fiable de cadascun dels compartiments espermatics.

El marcatge del nucli es va fer incubant els espermatozoides durant 10 minuts a 37°C amb 1pl

de solucié de bis-benzamida 5uM i afegint posteriorment a la solucié 6 pl de iodur de propidi 2
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mM i de nou es va incubar la preparacié a 37°C durant 10 minuts més d’acord amb el protocol
descrit per Juonala i col. (1999).

Per al marcatge dels mitocondris amb MitoTracker®Green FM es van assajar diferents
concentracions (20, 50, 100 i 200 nM) a diferents temps d’incubacié a 37°C: 15, 20, 25 i 30
minuts. De totes les condicions assajades la que va proporcionar un marcatge més intens i no
inespecific de la beina mitocondrial va ser la incubacié a una concentracié de fluorocrom de 100
nM durant 20 minuts.

Pel marcatge de I'acrosoma amb Alexa Fluor® 488-SBTI conjugate es va provar un rang de
concentracions d'1 a 15uM (1, 2, 3, 4, 5, 10 i 15 uM) i un de temps d’exposicié de 5, 10, 15 20
minuts a 37°C (5, 10, 15 i 20 minuts). La incubaci6 dels espermatozoides durant 20 minuts a una
concentracié de fluorocrom de 15 puM va permetre marcar 'acrosoma de forma intensa i
especifica.

A partir dels resultats obtinguts en els assajos per determinar les condicions de concentracié i de
temps d’incubacié dels fluorocroms MitoTracker®Green FM i Alexa Fluor® 488-SBTI conjugate
es va decidir que el temps més optim d’exposicié era de 20 minuts per ambdds fluorocroms. Una
vegada determinat el temps, es van fer proves per comprovar si funcionava la incubacié conjunta
dels dos fluorocroms. Aixi doncs, es van incubar espermatozoides amb MitoTracker®Green FM a
una concentracié de 100 i 200 nM conjuntament amb Alexa Fluor® 488-SBTI conjugate a
concentracions de 5, 10, 15 i 20 uM. A partir de les proves preliminars es va establir que les
concentracions més optimes pel marcatge de la beina mitocondrial i de I'acrosoma eren de 100
nM pel MitoTracker®Green FM i de 15 uM Alexa Fluor® 488-SBTI conjugate, respectivament.
Un cop ajustades les concentracions i temps d’incubacié amb els quatre fluorocroms es va

establir el protocol de multiple marcatge que es detalla en l'apartat 2.2.3.2.b.

2.2.2. Determinacio6 de les condicions optimes de filtracié en les diferents columnes

Diversos estudis han demostrat que el procés de filtracid de les dosis seminals varia en funcio
de: 1) l'algada de llit de Sephadex, 2) la velocitat del flux de sortida, 3) la dilucié de treball de la
dosi abans de filtrar, 4) la preséncia o abséncia d’'un filtre de polipropilé a la columna i 5) la
temperatura de treball al laboratori (Mogas i col., 1998; Cisale i col., 1999, 2001). Aixi doncs,
préviament al treball experimental, es van realitzar diverses proves preliminars a fi d’establir les
condicions més idonies per a la filtraci6 de les dosis seminals de mascles porcins, que

permetessin recuperar un nombre maxim d’'espermatozoides viables i funcionals. Els resultats
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d’aquestes proves van permetre determinar que l'algcada mitjana del llit en tots els tipus de
Sephadex neutre havia de ser de 10 + 0.5 cmi el flux de sortida d'1 ml/20 segons.

Per a les columnes de Sephadex DEAE-50 i Sephadex CM-50 I'alcada del llit més adequada és,
respectivament, de 25+ 0.5cmi 5.0+ 0.5 cmi el flux de sortida d’1ml/40 segons en ambdds
casos. A més, per eluir les dosis i regular el flux de sortida va ser necessari utilitzar una bomba
peristaltica.

Per a les columnes de llana de vidre i glass beads el flux de sortida més idoni es va estabilir,
també, en 1ml/40 segons, mentre que 'algada de les reines es va fixar en 2.0 + 0.5 cm per a la
llana de vidre i 10.0 + 0.5 cm per als glass beads.

La dilucié de la fraccié rica de l'ejaculat prévia filtraci6 es va establir en 1:6. Les proves
preliminars realitzades van permetre determinar que la filtracié de dosis seminals sense diluir
provoca la colmatacio de les columnes, és a dir, les columnes se saturen de manera que no és
possible I'obtencié de filtrat. Contrariament, amb la dilucié estandard 1:10, les dosis seminals
queden massa diluides i la fraccio recollida presenta una concentracié molt baixa de manera que
no és possible fer una valoracié optima de la seva qualitat espermatica. La fraccié espermatica
de l'ejaculat es va diluir amb diluent BTS. Finalment, la temperatura de treball optima es va
establir en 23°C, que és la temperatura mitjana de treball de la majoria de laboratoris i que és

facilment regulable amb aparells d’aire condicionat.

2.2.3. Analisi de la qualitat espermatica

L'analisi de la qualitat espermatica de les dosis seminals es va fer a partir de la valoracié dels
parametres segients: la concentracid espermatica, la motilitat espermatica, la morfologia
espermatica i la vitalitat espermatica. Durant la posada a punt del protocol del multiple marcatge
amb fluorocroms, la vitalitat espermatica es va valorar per duplicat, a partir del marcatge amb
fluorocroms i a partir del test d’eosina-nigrosina. Un cop validada la técnica, I'analisi de la vitalitat
espermatica es va fer només emprant el multiple marcatge amb fluorocroms.

D’altra banda, per tal de determinar els efectes de la filtracid sobre la qualitat espermatica de les

dosis seminals, aquestes es van analitzar abans i després de la seva elucio.

2.2.3.1. Concentracio, motilitat i morfologia espermatiques
Per a l'analisi de la concentracio, la moatilitat i la morfologia espermatiques es va emprar el
programa informatic SCA®2002 Produccio (Microptic, Barcelona. Versio 2003), equipat amb un

software associat a un microscopi optic de contrast de fases.
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La determinacié de la motilitat espermatica segueix el segient procediment: 1) dipositeu 20 pl de
la mostra préviament temperada a 37°C durant 15-20 minuts en una cambra de Makler també a
37°C disposada damunt una placa calefactora, 2) analitzeu automaticament la mostra en
diferents camps comptant un minim de 300 espermatozoides i distingint entre mobils i immobils.
Aquest programa informatic també dona el valor de la concentracié espermatica en milions
d’espermatozoides per ml i milions d’espermatozoides totals per 'ejaculat.

Per a la valoracio de la morfologia espermatica es dipositen 5 pl de mostra en un portaobjectes i
es deixen a temperatura ambient fins que els espermatozoides queden immaobils. A continuacio,
s'analitza la mostra al microscopi Optic de contrast de fases positives a 200x. El programa
informatic marca per defecte tots els espermatozoides que hi ha en un camp com a
espermatozoides madurs. En el cas que els espermatozoides siguin immadurs o aberrants, cal
indicar de quin tipus d’anomalia es tracta. A I'esquema seglent es mostra el criteri de
classificacié de les anomalies espermatiques utilitzat en aquest treball (Briz i col., 1996; Pinart i
col. 1999; Bonet i col., 2000. Sancho i col., 2002):

—
1

Cefaliques - Forma/mida cap
- Capisolat

(- Cua doblegada per la peca connexio

- Cua doblegada per la pega intermédia

Trajectoria/ longitud de la cua < - Cua doblegada per I'anell de Jensen

- Cuaenrotllada

ANOMALIES
- Cuatrencada

- Gota proximal

Gotes 2

- Gota distal

Aglutinacio espermatica

K

Per a I'analisi de la morfologia espermatica es fan tres recomptes de 100 espermatozoides per a

cada dosi seminal. Els resultats s’expressen com la mitjana dels tres recomptes.
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2.2.3.2. Vitalitat espermatica
a) Vitalitat espermatica amb eosina-nigrosina (modificat de Sancho i col., 2002):
1. Poseu una gota de semen sobre un portaobjectes col{ocat damunt una placa
escalfadora a 37°C i barregeu-la amb 5 pl d’eosina Y al 5% en solucié salina isotonica
(9 g NaCl/l).
2. Afegiu 5 ml de nigrosina al 10% i barregeu. Feu I'extensio.
3. Observeu i feu tres recomptes de 100 espermatozoides cadascun discernint entre els
espermatozoides tenyits de vermell per I'eosina (espermatozoides morts 0 no viables) i
els espermatozoides no tenyits (espermatozoides vius o viables). Els resultats

s’expressen com el percentatge d’espermatozoides vius.

b) Vitalitat espermatica amb multiple marcatge amb fluorocroms
L’analisi de la vitalitat espermatica de les dosis seminals abans i després de filtrar en diferents
reines s’ha fet mitjancant el métode de la mdltiple tincié fluorocromica (Bussalleu i col., 2005;
Pinart i col., 2006), tal i com es descriu a continuacié (Article 1):

b.1) Tinci6 amb iodur de propidi /bis-benzimida

1. Barregeu 1 ml de la fraccié espermatica diluida amb 1 pl de la solucié de bis-
benzimida 5 uM en un eppendorf (Eppendorf, Alemanya) de 2 ml, i deixeu-ho incubar
a l'estufa a 37°C durant 10 minuts. La concentracio ha de ser d’'uns 25-75 x 106
espermatozoides/ml; si la concentracié de la mostra no s’ajusta a aquest rang un cop
realitzades les dilucions pertinents, cal tornar a diluir.

2. Barregeu 1 ml de la soluci6 obtinguda en el pas anterior amb 6pl de la solucié de
iodur de propidi 2 mg/ml durant 10 minuts també a I'estufa de 37°C.

3. Centrifugueu la solucié a 1500g durant 12 minuts i descarteu el sobrenedant.

b.2.) Tincid amb MitoTracker FM i Alexa Fluor® 488 Conjugate (Molecular Probes)

4. Ressuspeneu el “pellet” obtingut a I'apartat 3 amb 1 ml del fluorocrom Mitotracker[]

Green FM a una concentracié de 100 nM i amb 1 ml de Alexa Fluor(] 488 Conjugate-
SBTI a una concentraci6 de 15 pg/ml.

5. Deixeu incubar la solucié preparada durant 20 minuts a 37°C.

6. Centrifugueu la mostra durant 12 minuts a 1500g i descarteu el sobrenedant.

7. Ressuspeneu el “pellet” amb 1 ml de diluent préviament temperat a 37°C.

8. Guardeu a I'estufa fins al moment de I'observacio.
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9. Observeu al microscopi optic de fluorescencia. Les observacions es van realitzar en
un microscopi optic de fluorescencia Leica DMR-XA i es van emprar els seguents filtres:
- FITC: permet observar simultaniament les mostres amb fluorescéncia verda emesa tan
per Mitotracker] Green FM com per Alexa Fluor[] 488 Conjugate-SBTI i una débil tincié
vermella emesa per les cél lules mortes a les quals ha penetrat el iodur de propidi.

- DAPI: permet observar els nuclis amb fluorescéncia blava (cél lules viables)

- Rodamina: permet la deteccié de nuclis amb fluorescéncia vermella (cél{ules no
viables).

Els resultats del marcatge amb aquests quatre fluorocroms es detallen a la Taula 1.

Taula 1. Classificaci6 dels espermatozoides en funcié del multiple marcatge amb fluorocroms: bis-benzamida, iodur

de propidi, Mitotrackerd Green FM i Alexa Fluor(] 488 Conjugate-SBTI.

FLUORESCENCIA ]
Classificacio
Nucli Beina mitocondrial Acrosoma
Espermatozoide viu amb la beina mitocondrial i
Verda Verda .
I'acrosoma intactes
No marcat o ) . _
Espermatozoide viu amb la beina mitocondrial
Blava Verda Globul verd ) )
intacte i 'acrosoma alterat
escampat
Espermatozoide viu amb la beina mitocondrial
No marcat Verda _ )
alterada i 'acrosoma intacte
Espermatozoide mort amb la beina mitocondrial i
Verda Verda .
I'acrosoma intactes
No marcat . ) ) )
Espermatozoide mort amb la beina mitocondrial
Verda Globul verd ) .
intacte i 'acrosoma alterat
escampat
Vermella
Espermatozoide mort amb la beina mitocondrial
No marcat Verda
alterada i 'acrosoma intacte
No marcat . ) ] o
Espermatozoide mort amb la beina mitocondrial i
No marcat Globul verd
I'acrosoma alterats
escampat

2.2.3.3. Test de resisténcia hipoosmotica (ORT)
L’analisi del test de resistencia osmotica s’ha fet seguint el protocol descrit per Schilling i col.
(1986) i modificat per Rodriguez-Gil i Rigau (1996) als laboratoris del Departament de Medicina i

Cirurgia Animals de la Facultat de Veterinaria de la Universitat Autonoma de Barcelona.
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1. Agafeu 100 pl de semen d’una mostra i dipositeu-los en un tub eppendorf (Eppendorf,
Alemanya) amb 900 pl de solucié hipoosmatica de citrat de sodi a I'1% (w/v) ajustat a
un pH de 7.4 (pressi6 osmotica 102 + 5 mOsm) i deixeu-ho en un bany termostatitzat
a 37°C durant 15-30 minuts.

2. Simultaniament, agafeu 100 pl de la mateixa mostra i poseu-los en un altre tub
eppendorf amb 900 pl d’una solucié isotonica de citrat de sodi al 3.2% (w/v; pressio
osmotica 305 + 7 mOsm; pH, 7.4). Dipositeu-lo en un bany a 37°C durant 15-30
minuts.

3. Agafeu 100 pl de cada tractament i centrifugueu 30 segons a 1000xg. Elimineu el
sobrenedant i amb 10 pl de sediment de cadascun del tubs feu una extensio i tenyiu-
la amb eosina-nigrosina segons el protocol de Bamba (1988).

4. Feu un recompte del percentatge d’alteracions acrosomiques i apliqueu la formula de

Sanchez (1991) per a la determinaci6 del percentatge d'ORT:

(% alteracions acrosomiques en medi isosmétic) + (% alteracions acrosomiques en medi hipoosmotic)
ORT (%) = 100 -

2

2.2.34. Test HRT

El test de la HRT, que indica la capacitat de resisténcia a canvis sobtats d’osmolaritat dels
espermatozoides de porci; es va realitzar als laboratoris del Departament de Medicina i Cirurgia
Animals de la Facultat de Veterinaria de la Universitat Autonoma de Barcelona.

1. Agafeu 100 pl de semen d'una mostra i incubeu-los amb 900 wl d’una soluci6
hiperosmotica (osmolaritat: + 1100 mOSm), ajustada a pH 7.4 de glucosa 0.9M i
deixeu-ho durant 5 minuts a 37°C en un bany termostatitzat.

2. Preneu 100 pl del mostra i poseu-los en un eppendorf amb 1000 pl d’'una solucié
isosmotica de Krebs-Ringer-Henseleit (composicié: 25 mM NaHCOs, 118 mM NaCl,
4.8 mM KCl, 1.2 mM KH2PO4 i 1.2 mM MgS04.7H20; pH 7.4) a 37°C. Seguidament,
centrifugueu ambdues solucions espermatiques, la hiper i la isotonica a 600 g durant
5 minuts. S’elimina el sobrenedant excepte 50 pl.

3. Realitzeu una tincié vital doble Blau Tripa/Giemsa amb els 50 pl de sobrenedant
obtinguts en [lapartat anterior i analitzeu al microscopi optic a 1000X 300
espermatozoides. Els espermatozoides resistents tenen una coloracié blau pal lid/gris

i els espermatozoides no resistents son de color blau intens.
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4. Calculeu el percentatge de resposta a HRT mitjangant la férmula segient:

VD (percentatge d’espermatozoides viables observats en medi isosmotic)
VHIPER (resultat de viabilitats test HRT)=

VU (percentatge d'espermatozoides viables observats en medi hipertonic)

2.2.3.5. Determinaci6 del ritme de formacié de L-lactat

L’activitat metabdlica dels espermatozoides s’ha valorat a partir de I'analisi de la producci6 de L-
lactat, realitzada als laboratoris del Departament de Medicina i Cirurgia Animals de la Facultat de
Veterinaria de la Universitat Autdbnoma de Barcelona seguint la tecnica descrita per Rodriguez-
Gil i Rigau (1995).

1. Incubeu les mostres de semen durant 1h a 37°C en una soluci6 isosmotica a una
dilucié 1:10. La solucié isosmotica conté un 2.94% (w/v) de citrat sodic i un 5.4% de
fructosa, a pH 7.4 i una pressié osmotica de 300 + 0.5 mOsm.

2. A continuacio centrifugueu la soluci6 durant 20 minuts a 2xg.

3. Centrifugueu el pellet a 3000xg durant 20 minuts i determineu la quantitat de proteina,
mitjangant la técnica descrita per Bradford (1976) amb el Bio-Rad Assay kit (Bio-Rad
Laboratories).

4. A partir del sobrenedant obtingut a I'apartat 2, utilitzeu el métode enzimatic descrit per
Noll (1984) aplicat a un autoanalitzador Cobas Bio (Roche Biomedicals, Basilea,
Suissa) per obtenir la quantitat de L-lactat.

5. La produccié de L-lactat s’expressa com a pmol de L-lactat/mg proteina x 60 min.

2.2.4. Filtracio de les dosis seminals en columnes

La filtracié de les dosis seminals de mascles subfertils es va fer en dues fases. En una primera
fase es van filtrar dosis seminals de mascles astenoteratonecrospérmics en 4 columnes de
Sephadex neutre: G-25, G-50F, G-50M i G-75 (Article 2), i en una segona fase es va procedir a
la filtraci6 de dosis seminals de mascles teratospermics, astenospéermics i astenoteratospérmics
en 4 columnes: Sephadex anionic, Sephadex cationic, llana de vidre i glass beads (Article 3). En
ambdues fases es va procedir de forma idéntica: de cadascuna de les dosis seminals es van
obtenir 5 aliquotes de 10 ml cadascuna, de les quals 4 es van filtrar en columna, mentre que la

cinquena aliquota, no filtrada, es va diluir en 40 ml de diluent.
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2.2.4.1. Muntatge de les columnes

Préviament a la filtracié de les dosis es va procedir a la rehidratacio de les reines i empaquetat

de les columnes. El protocol especific varia en funcié del tipus de reina:
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a) Rehidratacié del Sephadex (neutre i idnic) i empaquetat de les columnes

1.

Peseu x g de Sephadex i deixeu-los hidratar amb x ml de diluent BTS en un vas de
precipitats tapat amb parafilm (American National Can TM, USA). Els grams de
Sephadex a rehidratar i el volum de diluent a emprar varien segons el tipus de
Sephadex, ja que en cada cas la mida del porus és diferent, i per tant, també ho sera
el volum final que ocupi.

Un cop preparat el Sephadex, guardeu-lo a la nevera a 4° C i fins unes 12-24 hores
abans del muntatge de les columnes. Si es treu de la nevera i es munten de seguida,
hi ha la possibilitat que es formin bombolles que podrien interferir en el filtratge.
Munteu les columnes de vidre (16/20) (Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia)
sobre els seus suports i pinceu la part inferior amb una pinga Hoffman. Afegiu
aproximadament 2 ml de diluent BTS i, seguidament, comenceu a empaquetar la
columna tal com es mostra a la Figura 1. Quan hagiu dipositat els 2 ml de Sephadex,
obriu la pinga Hoffman i deixeu que la columna es vagi empaquetant, tot afegint-hi
Sephadex fins a assolir 'algada de llit desitjada. En tot moment s’ha de tenir cura
que el llit de Sephadex no quedi sec.

Deixeu la columna empaquetada i hidratada, és a dir, amb la pinga Hoffman tancada

fins al moment de la seva utilitzacio.

b) Preparat i empaquetat de les columnes de glass beads

1.

Renteu uns 100g de producte dins d’'un vas de precipitats amb diluent. Com que els
glass beads que s’'usen no son rentats, unes 24 hores després de deixar-los amb el
diluent, es filtren i es renten amb 1L de diluent BTS. Un cop netes les boletes de
vidre torneu-les a deixar amb el mateix diluent fins al moment de 'empaquetat de les
columnes.

Per a 'empaquetat, seguiu el mateix procediment descrit per a les columnes de
Sephadex (Fig. 1).
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SH

Figura 1. Procés d'empaquetat de les columnes. Amb una vareta de vidre, disposada en
diagonal i tocant la paret de la columna, es deixa que la reina hidratada i afegida amb I'ajuda d’una
pipeta Pasteur llisqui suaument sobre d’aquesta. P, pipeta Pasteur amb reina; D, diluent a dins la
columna, previ empaquetat; V, vareta de vidre; DE, diluent eluit; SH, reina hidratada.

c) Preparat i empaguetat de les columnes de llana de vidre

1.

Dipositeu les fibres de llana de vidre en un vas de precipitats que contingui diluent
BTS.

Amb l'ajuda d'unes pinces i unes tisores talleu les fibres ja molles en trossets
d’aproximadament 1 cm de llargada.

Deixeu les fibres amb diluent fins al moment de 'empaquetat de les columnes.

Quan s’hagin d’empaquetar, disposeu aproximadament 2 ml de diluent dins una
columna amb la pinga Hoffman tancada. Seguidament, amb unes pinces aneu
dipositant trossets de fibra i amb una espatula premseu al fons fins a l'algada
desitjada. En aquest cas es forma un cilindre de fragments de llana de vidre que s’ha
de procurar que no quedi massa compacte i es formi una massa molt densa, a
través de la qual no podria penetrar la dosi seminal i per tant no es podrien recuperar
els espermatozoides.

La columna empaquetada es deixa amb diluent per tal que les fibres no quedin

seques i amb la pinga Hoffman tancada.
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2.2.4.2. Filtracié de les dosis seminals i requlacio del flux

Préviament a la filtracié de les dosis seminals cal obrir la pinga Hoffman i deixar que el diluent
utilitzat per a 'empaquetat de la columna vagi eluint-se. Mentre el diluent s’elueix cal regular el
flux de sortida; per aixo s'utilitza una proveta amb la qual es determina quants ml surten per
minut, i es va regulant el grau de tancament de la pinga Hoffman fins a aconseguir que la
velocitat de sortida sigui la desitjada: 1ml/20 per a les columnes de Sephadex neutre i 1ml/40
segons per a les columnes de Sephadex anionic i cationic, de llana de vidre i de glass beads.

Un cop regulat el flux i el menisc que forma el diluent toca el llit de la reina, s'afegeix una aliquota
de 10 ml de la dosis seminal diluida a la proporcié 1:6 i es connecta el dispositiu, tal com es

mostra a la Figura 2. L’aliquota afegida s’elueix amb un volum total de 40 ml de diluent BTS.

2.2.4.3. Recollida de les aliquotes filtrades
Immediatament després d’afegir I'aliquota i el diluent es recull tot el filtrat fins que el menisc
torna a tocar el llit de la reina. La mostra eluida es guarda a 15°C fins al moment de la seva

analisi.

Figura 2. Dispositiu de les columnes després d'afegir la dosi seminal a filtrar i connectar el
dispositiu d’elucié. D, diluent; PH, pinga Hoffman; FE, fraccié de la dosis seminal eluida de la
columna; R, reina.
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2.2.5. Analisi estadistica

Per validar la tecnica del multiple marcatge amb fluorocroms es va fer, d’'una banda, una analisi
comparativa de la freqiiencia d’espermatozoides viables obtinguda per fluorescéncia i la
freqlencia d’espermatozoides viables obtinguda amb eosina-nigrosina emprant el test ANOVA
d’un factor, inclos en el paquet estadistic SPSS per a Windows, versio 12.0 (Chicago, IL, USA).
Per altra banda, els resultats del multiple marcatge es van correlacionar amb els parametres
convencionals de motilitat i morfologia espermatiques mitjangant el coeficient de correlacié de
Pearson. En ambdos casos, els valors de P superiors a 0.05 es van considerar significatius
(Article 1).

Per determinar I'efecte dels diferents tipus de columnes de Sephadex neutre, Sephadex anionic,
Sephadex cationic, llana de vidre i glass beads sobre les dosis seminals de mascles problema es
va emprar el test ANOVA d'un factor, amb un nivell de significaci6 de P<0.05 i prévia
transformacio arcsinus (sqrt(variable/100) de les variables, excepte per a la concentracid
espermatica, que es va aplicar una transformacié logaritmica. En tots els grups de mascles
problema s’ha comparat la qualitat espermatica de les dosis abans i després de la filtracié amb
cadascuna de les quatre columnes de Sephadex neutre (Article 2) i amb les columnes de
Sephadex A-50, Sephadex C-50, llana de vidre i glass beads (Article 3).
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ABSTRACT

The aim of this study was to design a simple and reliable method for the simultaneous
evaluation of the nucleus, the acrosome, and the mitochondrial sheath of boar
spermatozoa. Sperm samples coming from healthy and sexually mature Pietrain boars
were incubated with two nuclear fluorochromes - bis-benzamide specific for viable
cells, and propidium iodide specific for nonviable cells - the fluorochrome Mitotracker®
Green FM specific for functional mitochondria, and the lectin Trypsin inhibitor from
Soybean (SBTI) conjugated with the fluorochrome Alexa Fluor® 488 specific for
proacrosin. The results obtained from assessing the functional status of the
spermatozoa using fluorochromes were compared with the conventional sperm
parameters of sperm vitality using the eosin exclusion test (EE test), and sperm motility
and morphology using the computer-assisted semen analyzer SCA®2002Produccio.
Applying the multiple staining test, it was found that the frequency of viable
spermatozoa with intact acrosome and intact mitochondria was not different from the
frequency of viable spermatozoa obtained with the EE test, and also correlated
positively with the frequency of motile spermatozoa and the frequency of mature
spermatozoa. Therefore, this technique is useful to characterize the status of boar
spermatozoa by assessing the nuclear, acrosomal, and mitochondrial integrity.
Moreover, it provides reliable diagnostic information about the fertility potential of
boars. Microsc. Res. Tech. 68:277-283, 2005. © 2005 Wiley-Liss, Inc.
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ABSTRACT

This study was designed to develop a method of improving the quality of sperm
obtained from subfertile Piétrain boars. Seminal doses were filtered through neuter
Sephadex™ columns (G-25 Medium, G-50 Fine, G-50 Medium and G-75, length

10 £ 0.5 cm, flow rate 1 ml/20 s). Doses were prepared by pooling 10 ml semen
samples collected from 58 asthenoteratospermic boars and diluted the sperm-cell rich
fraction 1 : 6 in Betsville thawing solution extender. Sperm quality was determined
before and after the filtering process. Sperm morphology and motility were assessed
using the computer program SCA®2002 production, and sperm vitality was evaluated
by fluorescence multistaining. ORT and HRT tests were used to determine the osmotic
resistance of spermatozoa, and metabolic performance was assessed by measuring L-
lactate production. Results indicate that the filtration process rendered increased
proportions of mature spermatozoa and of viable spermatozoa with an intact acrosome,
nucleus and mitochondrial sheath. Sperm filtration led to decreased percentages of
spermatozoa with proximal and distal droplets and of agglutinated spermatozoa, along
with slightly diminished ORT values. HRT scores and L-lactate production were
unaffected. Our findings indicate that filtering through a Sephadex column improves the
sperm morphology and vitality of seminal doses obtained from subfertile boars, but
produces no functional changes in the spermatozoa. All four column types yielded
similar results.
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Abstract

The aim of this work is to develop a method to ereathe sperm quality of subfertile
Piétrain boars affected by asthenospermia, astbeatospermia and teratospermia.
Seminal doses were filtered through columns of DESphadex (length 2.56:5 cm),
CM Sephadex (length 5 8.5 cm), glass wool (length 2 8.5 cm) and glass beads
(length 10_+0.5 cm) with an exit flow rate of 1ml/40 secondsall cases. Fore each
male 10 ml of the sperm cell-rich fraction, dilutad1:6, were filtered. Sperm quality
was assessed before and after filtration. Spernplnodegy, sperm motility and sperm
concentration were determined using the computegram SCA®2002 Production,
and sperm vitality was evaluated by fluorescencédistaining. ORT and HRT tests
were used to determine the osmotic resistance efmsiozoa, whereas L-lactate
production estimated the metabolic activity. Reswhowed that filtration did alter
neither the sperm concentration nor the frequericgpermatozoa with intact nucleus,
plasma membrane, acrosome and mitochondrial shgpémm motility diminished only
after filtration of seminal doses from teratosperrbbars. The frequency of mature
spermatozoa increased in teratospermic boars veitd laRnomalies and teratospermic
boars with head and tail anomalies after filtration the four matrixes, and in
asthenospermic boars only after filtration in glbeads. The resistance of spermatozoa
to hyposomotic medium decreased after filtrationthwthe four types of matrixes,
whereas L-lactate production and HRT values maiethiconstant. Our findings
indicate that all matrixes had a similar effectiess in enhancing the sperm quality of

subfertile males without producing a significareadaf spermatozoa.

Keywords. Seminal doses, subfertile boars, column filtratigperm quality.
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4. DISCUSSIO GENERAL

Actualment els programes d’inseminacié artificial (IA) estan ampliament implantats en els centres
de produccié animal i han substituit la munta natural. Per a la correcta i exitosa implantaci6
d’aquests programes es requereixen dosis seminals d’elevada qualitat espermatica, a fi d’obtenir
les maximes taxes de fertilitat i prolificitat (Vyt i col., 2004a). En els centres d'inseminacio artificial
(ClAs) l'avaluaci6 de la qualitat espermatica es fa a partir de I'analisi de la motilitat espermatica,
la morfologia espermatica, la vitalitat espermatica i la concentracié espermatica (Shipley, 1999;
Viyti col., 2004a).

La motilitat espermatica és un parametre Util d’analisi de la qualitat espermatica només quan tots
els factors externs que la poden influir, des de la temperatura al temps d’incubacid, aixi com el
suport mecanic en el qual es col1oca la mostra per analitzar-la i el diluent usat, estan totalment
controlats (Quintero-Moreno i col., 2004; Vyt i col., 2004b). Per a la determinacié de la motilitat
espermatica els métodes tradicionals son les técniques videofotografiques (Rawlins, 1992;
Lacey, 1999) i el recompte amb cambra, com la cambra de Makler (Pinart, 1997; Kvist i
Bjorndahl, 2002; Sancho, 2002), la cambra de Neubauer (Imade i col., 1993), la cambra de
Thoma-Zeib (Christensen i col., 2005) i la cambra de Blrker-Turk (Christensen i col., 2005). A
meés, el recompte amb cambra també permet determinar la concentracié espermatica de les
mostres.

L’analisi de la morfologia espermatica és essencial per a la determinaci6 de la qualitat de les
dosis seminals, ja que s’ha demostrat que existeix una correlacié altament positiva entre la
freqiencia d’espermatozoides madurs i la fertilitat (Levine, 1999, Kumar i Rani, 1999). La
morfologia espermatica es pot avaluar al microscopi de contrast de fases i de contrast
interferencial de Nomarski (Sancho, 2002), o mitjangant metodes tintorials convencionals, com la
tincio hematoxilina-eosina, la tincio de Giemsa i la tinci6 de Papanicolau modificada per a
espermatozoides i métodes panoptics rapids com el métode Panoptic Rapid de QCA (Quimica
Clinica Aplicada S.A.®) (Pinart, 1997; Pinart i col., 1998; Bonet i col., 1995, 2000; WHO, 2000;
Sancho, 2002) o el métode Diff-Quick (Sancho, 2002).

De totes maneres, l'avaluacié de la morfologia, la moatilitat i la concentracié espermatiques
mitjangant tecniques optiques és subjectiva i depén molt de I'habilitat del técnic analista (Jenkins,
2000). El desenvolupament de metodes d’analisi computeritzat com el SCA (Semen Computer
Analysis) 0 CASA (Computer Assisted Semen Analysis) que analitzen el moviment tant des d’'un
punt de vista qualitatiu com quantitatiu, al mateix temps que determinen la concentracio i

analitzen la morfologia espermatica (WHO, 2000; Kvist i Bjérndahl, 2002), ha permés reduir la
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subjectivitat i estandarditzar els metodes de recompte, aportant valors percentuals o mitjanes de
les diverses caracteristiques de I'espermatozoide, alhora que signifiquen un estalvi economic i de
temps (Soler i col., 2006). Tot i els evidents avantatges d’aquests métodes, també tenen diversos
inconvenients. En el cas de la motilitat i la concentracidé espermatiques el principal escull és la
dificultat que tenen aquests programes per distingir entre espermatozoides i altres particules
presents a la mostra; aixd comporta una sobrevaloracié de la concentracié espermatica i
distorsions en el percentatge d’espermatozoides mobils i immobils. Per altra banda, el principal
problema técnic en l'analisi de la morfologia espermatica és la resolucié de les imatges i la
nitidesa de la definicié dels limits de I'espermatozoide (Soler i col., 2006).

La vitalitat espermatica s’ha avaluat tradicionalment amb les tincions eosina-nigrosina (WHO,
2000; Kvist i Bjorndahl, 2002; Sancho, 2002) i blau de tripa (Sadnchez, 1991). Aquestes tincions
es basen en que la membrana dels espermatozoides vius no deixa passar els colorants, mentre
que la membrana dels espermatozoides morts o no viables és permeable al seu pas. Per tant, en
les extensions que es visualitzen al microscopi Optic, els espermatozoides vius apareixen no
tenyits i els morts tenyits. L'analisi de la vitalitat espermatica també es pot fer a partir del
marcatge amb fluorocroms que avaluen l'estabilitat de la cromatina, com el taronja d’acridina
(Khalili i col., 2006; Talebi i col., 2007) o la cromomicina A3 (Talebi i col., 2007).

D’altra banda, I'analisi independent dels parametres classics de qualitat espermatica no permet
establir cap mena de correlacié entre ells, mentre que I'avaluacio conjunta de 'estat del nucli, la
beina mitocondrial, la membrana plasmatica i I'acrosoma és un bon indicador de la capacitat
fecundant de I'espermatozoide (Pinart i col., 2006). Per aquest motiu, I'analisi classica dels
parametres de qualitat espermatica s'esta substituint per técniques de marcatge amb
fluorocroms, mitjangant les quals és possible conéixer I'estat funcional de I'espermatozoide a
partir de I'avaluaci6 simultania de la integritat del nucli, de la beina mitocondrial, de la membrana
plasmatica i de 'acrosoma. Les mostres marcades amb fluorocroms es poden analitzar al
microscopi de fluorescéncia o bé per citometria de flux (Watson i col., 1992; Garner i col., 1997).
La determinacié simultania de l'estat de dos o més parts de I'espermatozoide mitjangant les
técniques de tincié dual ha estat utilitzada en especies d'interes productiu terrestres, com el gall
d’indi (Donoghue i col., 1995), porc, ovella, conill i brau (Evenson i col., 1993; Garner i col, 1995),
i aquatiques (Segovia i col., 2000; Adams i col., 2003; Paniagua-Chéavez i col., 2006).

A partir del marcatge amb fluorocroms és possible establir una correlacié positiva entre la
morfologia espermatica i I'estat funcional de I'acrosoma (Langlois i col., 2005) i entre la vitalitat
espermatica i la integritat de I'acrosoma (D’Alessandro i Martemucci, 2003). En base a aquests

estudis, en aquesta tesi doctoral s’ha dissenyat un métode de multiple marcatge en el qual
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s'utilitzen fluorocroms especifics per a l'acrosoma (Alexa Fluor® 488-SBTI), el nucli i la
membrana plasmatica (iodur de propidi/ bis-benzamida) i la beina mitocondrial
(MitoTracker®Green FM). Mitjangant aquesta técnica és possible correlacionar la vitalitat amb la
capacitat fecundant dels espermatozoides ja que només es consideren com a viables, i per tant
potencialment fertils, aquells que tenen el nucli, 'acrosoma, la membrana plasmatica i la beina
mitocondrial intactes. Els espermatozoides amb alteracions en com a minim un d’aquests
compartiments son incapagos de travessar les cobertes oocitaries i fecundar 'odcit, i per tant, es
consideren com a no viables (Juonala et al., 1999; Tollner et al., 2000; Ducci et al., 2002). A més
del métode desenvolupat en aquest treball existeixen altres protocols de multiple marcatge amb
fluorocroms. Aixi, en porci existeix un protocol de multiple marcatge amb fluorocroms en el que
s'utilitza el SYBR-14/PI i Hoechst 3325 per 'avaluacio del nucli, el iodur de 5,5',6,6'-tetrachloro-
1,1',3,3'-tetraethylbenzimidazolyl-carbocyanine (JC-1) per la determinacié de I'estat de la beina
mitocondrial i de blau de Coomassie per a la valoracio de la integritat de 'acrosoma (Huo i col.,
2002). En bovins, Januskauskas i col. (2005) usen un métode de marcatge amb fluorocroms per
a citometria de flux basat en l'avaluacio de l'estat del nucli (SYBR-14/lodur de propidi), de
I'estabilitat de la cromatina (taronja d’acridina), del potencial de la membrana mitocondrial
(Mitotracker Deep Red/SYBR 14), de la integritat de I'acrosoma (SYBR 14/PE-PNA/PI) i de
I'estabilitat de la membrana plasmatica (Merocyanine 540/YO-PRO 1/Hoechst 3333429). En bocs
s’ha descrit un protocol d’'avaluacié simultania de I'estat de I'acrosoma i del nucli utilitzant la
lectina PSA conjugada amb el fluorocrom FITC i el iodur de propidi, respectivament (Sukardi i
col., 1997).

En els CIAs de porci s'usen mascles Piétrain d’elevada qualitat genética amb la finalitat d’obtenir
cries hibrides amb una bona qualitat de la carn. Ara bé, sovint la qualitat dels seus ejaculats és
baixa i aix0 fa que s’hagin de descartar dels programes d’lA, amb les consequents pérdues
econdmiques que aquest fet comporta.

L’aplicacio de métodes de preparacié de dosis seminals permet eliminar les cél lules mortes del
semen i incrementar d’'aquesta manera la qualitat espermatica de les dosis. Aix0 suposa tres
avantatges importants: la inseminacié de femelles amb un nombre menor d’espermatozoides,
'augment del nombre de dosis utils que es poden obtenir de cada ejaculat i 'augment de la
fertilitat (Fernandez i Cisale, 1992; Cisale i col., 2001). El metode ideal de preparacio de dosis
seminals seria aquell que seleccionés tots els espermatozoides potencialment fertils de I'ejaculat
i alhora minimitzés la contaminacié i els danys col {aterals del processat (Mortimer i Mortimer,

1992). En aquest sentit s’han desenvolupat nombroses técniques de preparacio i millora de la
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qualitat espermatica de dosis seminals destinades a |A, com els métodes de migracio
espermatica (swim-up o swim-down), els gradients de densitat (per exemple, Percoll) o la filtracié
en substancies adhesives com el Sephadex, la llana de vidre o els glass beads (Morrell , 2006),
per bé que no existeix cap metode de seleccié d’espermatozoides que compleixi tots els criteris
d’idoneitat (Hammadeh i col., 2001a). Entre tots els procediments de millora de la qualitat
espermatica, la filtracid en substancies adhesives és potser el metode més adequat en porci, ja
que és el més versatil i el que més faciiment es pot adaptar als grans volums d’ejaculat que
proporciona aquesta espécie.

La filtracié de dosis seminals de mascles asteroteratonecrospérmics en Sephadex neutre i de
dosis seminals de mascles teratospérmics en Sephadex ionic, en llana de vidre i en glass beads
resulta en un descens significatiu de la motilitat espermatica. En canvi, no s’han observat
diferéncies en la frequéncia d’espermatozoides mobils abans i després de la filtracid en
Sephadex ionic, llana de vidre i glass beads de dosis seminals de mascles astenospérmics i
astenoteratospérmics. A la bibliografia existeix una gran controvérsia sobre I'efecte de la filtracid
en diferents matrius en la motilitat espermatica; aixi doncs, alguns autors descriuen un augment
significatiu de la freqliéncia d’espermatozoides mobils després de la filtracio de dosis seminals
de braus, bufals, equins, bovins i humans en columnes de Sephadex neutre i ionic, de glass
beads i de llana de vidre (Fernandez i Cisale., 1989; Lechztin i col., 1991; Anzar i Graham, 1993;
Casey i col, 1993; Henkel i col., 1994; Larson i col., 1999; Foote, 2001; Trentalance i Beorlegui,
2002; Ahmad i col., 2003; Klinc i col., 2005), mentre que d’altres no observen canvis significatius
després de la filtracio en gossos (Mogas i col., 1998) i bovins (Januskauskas i col., 2005).

En porci la valoracié del moviment dels espermatozoides al microscopi optic esta sotmesa a una
gran variabilitat ja que esta afectada per nombrosos factors externs (Quintero-Moreno i col.,
2004; Vyt i col., 2004b). De tota manera, la motilitat espermatica esta estretament relacionada
amb la capacitat dels espermatozoides d’obtenir i processar energia (Roldan, 1998), aixi com
amb la integritat de la beina mitocondrial (Nayernia i col., 2002). En aquest treball, I'activitat
metabolica dels espermatozoides s’ha valorat a partir de I'analisi de la produccié de L-lactat
(Rodriguez-Gil i col., 1996; Quintero-Moreno i col., 2004) i la integritat de la beina mitocondrial
s’ha valorat en la tecnica del multiple marcatge mitjancant el fluorocrom MitoTracker®Green FM
(Bussalleu i col., 2005; Pinart i col., 2006). La filtraci6 en les diferents reines de dosis seminals
no altera la integritat de la beina mitocondrial ni la produccié de L-lactat de mascles porcins
subfeértils. Aquests resultats suggereixen que els espermatozoides sén potencialment mobils
després de la filtracid, ja que el seu estat funcional i metabdlic no esta afectat i que, per tant, la

immobilitat observada és transitoria.

90



Discussio6 general

En aquest estudi només s’ha observat un increment de la frequéncia d’espermatozoides amb
lacrosoma intacte després de la filtraci6 de dosis seminals de mascles
astenoteratonecrospérmics en Sephadex neutre, mentre que la filtracié de dosis seminals dels
altres grups de mascles no ocasiona canvis en la integritat de I'acrosoma. Aquests resultats
indiquen que les condicions de filtracio establertes no alteren l'estabilitat de I'acrosoma ni
indueixen la reacci6 acrosomica, i equiparen l'eficacia de la filtracio en reines a altres métodes,
com la centrifugacié en gradients de Percoll, que permeten eliminar els components del plasma
seminal que faciliten la reaccié acrosomica (Trentalance i Beorlegui, 2002). Contrariament, la
filtraci6 de dosis seminals de braus (Chinnaya i col, 1989; Vyas i col., 1991, 1992a, 1992b),
gossos (Mogas i col., 1998) i humans (Sterzik i col., 1998) en llana de vidre; de dosis seminals de
gossos (Mogas i col., 1998) i humans (Drobnis i col., 1991) en Sephadex neutre; de dosis
seminals de bovins (Anzar i Graham, 1995, 1996; Trentalance i Beorlegui, 2002), gossos (Mogas
i col., 1998) i bufals (Ahmad i col., 2003) en Sephadex ionic i de dosis seminals de cavall en
glass beads (Klinc i col., 2005) s’ha demostrat una tecnica efectiva per augmentar la freqliéncia
d’espermatozoides amb I'acrosoma intacte.

De la mateixa manera, la filtracié de dosis seminals de mascles astenoteratonecrospérmics en
Sephadex neutre provoca un augment de la freqiéncia d'espermatozoides viables i
potencialment fertils, mentre que en els altres grups no s’observen canvis significatius abans i
després de la filtracié. Altres autors han descrit un augment de la vitalitat espermatica en bovins
(Cisale i col. 2001) i bufals (Goyal i col., 1996) després de la filtracio en Sephadex neutre; en
humans després de la filtracié en llana de vidre (Coetzee i col., 1994; Nani i Jeyendran, 2001) i
en gossos després de la filtracio en Sephadex ionic, llana de vidre i Sephadex neutre (Mogas i
col., 1998).

Aquestes divergéncies en els resultats de vitalitat i integritat de 'acrosoma estan probablement
relacionades amb el métode d’analisi emprat per valorar la funcionalitat de 'espermatozoide. En
la majoria d’estudis la integritat de 'acrosoma, I'estat del nucli, I'estat de la beina mitocondrial i
I'estat de la membrana plasmatica es valoren com a parametres independents i, per tant, sovint
apareixen sobrevalorats. En aquest treball, en canvi, es valora de forma conjunta I'estat funcional
d’aquests quatre compartiments, i aixd fa que I'analisi sigui molt més restrictiva, ja que només es
consideren com a viables aquells espermatozoides amb el nucli, 'acrosoma, la membrana
plasmatica i la beina mitocondrial intactes, i també molt més robusta.

En porcins I'efecte de la filtracié sobre la morfologia espermatica de les dosis depéen de la
freqiéncia d’espermatozoides aberrants, de manera que com major és la frequéncia

d’espermatozoides anormals abans de la filtraci6 major és lincrement de la freqiéncia
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d’espermatozoides madurs de les dosis eluides. Aquests resultats coincideixen amb els obtinguts
en bovins (Graham i Graham, 1990; Januskauskas i col., 2005) i humans (Hammadeh i col.,
2001b) després de la filtracio en columnes de Sephadex neutre; en bufals (Ahmad i col., 2003) i
gossos (Mogas i col., 1998) després de la filtracié en columnes de Sephadex ionic i de llana de
vidre es produeix un augment de la frequiéncia d’espermatozoides madurs.

La resisténcia osmotica dels espermatozoides en medi hipotonic (test ORT) disminueix després
de la filtracié en tots els grups de mascles i amb totes les reines emprades, mentre que la
resisténcia en medi hipertonic (test HRT) no varia. En ovins, també s'observa una disminuci6 de
la resisténcia osmotica dels espermatozoides de les dosis eluides en Sephadex G-10 (Valcarcel i
col., 1996). Aquests resultats difereixen dels obtinguts en cavalls després de la filtracid de dosis
seminals en glass beads (Klinc i col., 2005); en humans (Check i col., 1993) i bovins (Cisale i
col., 2001) després de la filtracié de dosis en Sephadex neutre i en bovins després de la filtracié
de dosis seminals en Sephadex ionic (Anzar i col., 1997), en els quals la filtracié es manifesta en
un augment de la resisténcia hiposmotica dels espermatozoides. D’altra banda, en gossos la
filtracio en llana de vidre no modifica aquest parametre (Mogas i col., 1998). En els mascles
porcins el significat biologic del descens de la resistencia osmotica dels espermatozoides
després de la filtracié és poc clar ja que ni l'activitat metabodlica (analitzada a través de la
produccié de L-lactat) ni I'estat funcional de I'espermatozoide (valorada amb la tecnica de
multiple marcatge) queden alterats. Malgrat aix6 no es pot descartar que durant la filtracié es
produeixin subtils canvis en les propietats fisiques i bioquimiques de les membranes que no
afecten la funcionalitat de 'espermatozoide, perd que provoguen canvis en la permeabilitat de la
membrana, i conseqientment, en el grau amb qué els electrolits poden travessar-la (Guraya,
1987).

La majoria de procediments de millora de la qualitat espermatica com el swim-up, la separaci6 en
gradients (Somfai i col., 2003), o els procediments de gel filtracid, com la filtracié en glass beads
(Foote, 2001), en Sephadex ionic (Anzar i Graham, 1993; Mogas i col., 1998; Trentalance i
Beloregui, 2002; Ahmad i col., 2003), en Sephadex neutre (Graham i Graham, 1990;
Januskauskas i col., 2005) i en llana de vidre (Engel i col., 2001) provoquen una disminucio
significativa de la concentracié espermatica; en alguns casos la pérdua d’espermatozoides és
tant gran que no compensa I'aplicacié de métodes de millora (Januskauskas i col., 2005). En
aquest treball, s'observa també que la filtracid en columnes de Sephadex neutre de dosis
seminals de mascles astenoteratonecrospermics provoca un descens significatiu de la
concentracié espermatica, perd no aixi la filtracio en columnes de Sephadex DEAE-50,

Sephadex CM-50, llana de vidre i glass beads de dosis seminals de mascles astenospérmics,
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mascles astenoteratonecrospérmics i mascles teratospérmics. L’exit del procés de filtracid depén
en gran part de les condicions establertes per a cada tipus de columna, basicament I'algada de la
reina i el flux de sortida (Cisale i col., 2001) i la temperatura de treball al laboratori (Heuer i col.,
1983; Ahmad i col., 2003), les quals tenen un paper essencial en la millora de la qualitat
espermatica, més que la propia naturalesa de les matrius (Cisale i col., 2001).

En conclusio, les condicions establertes per a la filtracié en columnes de Sephadex neutre de
dosis seminals refrigerades procedents de mascles porcins subfertils permeten millorar la vitalitat
i morfologia espermatiques de dosis seminals amb una elevada concentracié espermatica, per
bé que caldria ajustar més les condicions de filtracio (variant 'alcada de la reina i/o el flux de
sortida) per evitar la pérdua significativa d'espermatozoides després de la filtracio. En canvi, les
condicions de filtracié establertes per les columnes de Sephadex ionic, llana de vidre i glass
beads son les idonies per a la millora de la morfologia espermatica de dosis seminals
refrigerades procedents de mascles porcins subfértils destinades a IA.

En braus (Anzar i Graham, 1996; Januskauskas i col., 2005), bufals (Ahmad i col., 2003) i cavalls
(Klinc i col., 2005) la filtracid en columnes de dosis seminals de mascles fertils i subértils previa
congelacio s’ha demostrat un métode Util per a la millora de la qualitat de les dosis seminals. Aixi
doncs, aquest métode d’optimitzacié de dosis seminals s’aplicara a la congelacié de dosis

seminals de porci per comprovar si s'obtenen els mateixos resultats que en dosis refrigerades.
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5. CONCLUSIONS

Del disseny d’un protocol de multiple marcatge amb fluorocroms

1. El marcatge simultani de les diferents parts de I'espermatozoide utilitzant els fluorocroms
iodur de propidi/bis-benzamida per al nucli i la membrana plasmatica, Alexa Fluor® 488-SBT!I
per a l'acrosoma, i MitoTracker®Green FM per a la beina mitocondrial proporciona una
estimacio fiable i robusta de I'estat funcional de I'espermatozoide.

2. Lafreqliéncia d'espermatozoides viables, amb el nucli, la membrana plasmatica, 'acrosoma i
la beina mitocondrial intactes, es correlaciona positivament amb la freqiéncia
d’espermatozoides mobils i la freqléncia d’espermatozoides madurs obtinguts amb el
programa informatic SCA®Produccid 2002.

3. Existeix una equivalencia entre la vitalitat obtinguda amb la técnica del multiple marcatge i la

vitalitat amb eosina-nigrosina.

De la filtraci6 de dosis seminals de mascles reproductors Piétrain
astenoteratonecrospérmics en Sephadex neutre (G-25 Medium, G-50 Fine, G-50 Medium i
G-75)

4. La filtracid en columnes de Sephadex neutre, amb una algada de reina de 10 + 0.5 cm, un
flux de sortida de 1ml/20 segons i una temperatura de treball al laboratori de 23°C millora la
morfologia i vitalitat espermatiques de dosis seminals refrigerades de mascles
astenoteratonecrospérmics amb una elevada concentracié espermatica i elevada freqiiencia
d’espermatozoides aberrants, per bé que provoca un descens significatiu de la concentracio
espermatica i de la resisténcia hiposmotica.

5. La columna més adequada per millorar la qualitat espermatica dels mascles
astenoteratonecrospérmics és la de Sephadex G-50 Fine, ja que augmenta la morfologia i
vitalitat espermatiques sense alterar la freqliéncia d’espermatozoides mobils.

6. Es necessari ajustar les condicions de filtracié de dosis seminals en Sephadex neutre per

evitar el descens significatiu de la concentracié espermatica de les dosis eluides.

De la filtracié de dosis seminals de mascles reproductors Piétrain subfertils en columnes

de Sephadex DEAE-50, Sephadex CM-50, llana de vidre i glass beads

7. Les condicions establertes per a la filtracio de dosis seminals refrigerades de mascles
Piétrain subértils en Sephadex DEAE-50 (2.5 + 0.5 cm d’algada de reina), Sephadex CM-50

(5+ 0.5 cm), llana de vidre (2 + 0.5 cm) i glass beads (10 + 0.5 cm ), amb un flux de sortida
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10.

1.

12.

d'1ml/40segons i una temperatura de treball al laboratori de 23°C per a tots els casos

permeten millorar la morfologia espermatica de les dosis seminals de mascles subfértils

sense provocar un descens significatiu de la seva concentracid.

La filtracié en aquestes columnes no afecta ni a la vitalitat ni a la motilitat espermatiques de

les dosis seminals eluides, per bé que difereixen en el seu efecte sobre la resisténcia

osmotica dels espermatozoides segons el grup de mascles subfértils.

La millor columna per a la filtracid de dosis seminals de mascles astenospérmics és la

columna de glass beads ja que augmenta significativament la freqiéncia d’espermatozoides

madurs en les dosis eluides.

La columna més efectiva per a la filtraci6 de dosis seminals de mascles

astenoteratospérmics és la de Sephadex CM-50, la qual provoca un augment no significatiu

de la freqliencia d’espermatozoides madurs sense alterar ni la resisténcia hiposmotica ni

I'activitat metabolica dels espermatozoides.

L'efecte de les columnes sobre la qualitat espermatica de dosis seminals refrigerades de

mascles teratospérmics varia segons el tipus d’anomalia morfologica predominant:

11.1. Els millors resultats de la filtracié de dosis seminals de mascles teratospérmics amb
anomalies cefaliques i de mascles tertatospérmics amb anomalies cefaliques i a la cua
s’'obtenen amb les columnes de Sephadex CM-50 i glass beads, respectivament, les
quals augmenten significativament la freqiéncia d’'espermatozoides madurs sense
alterar la seva resisténcia osmotica.

11.2. La filtracié en columnes de Sephadex DEAE-50, Sephadex CM-50, llana de vidre i
glass beads no provoca canvis en la qualitat espermatica de dosis seminals
refrigerades de mascles teratospérmics amb anomalies a la cua, de manera que caldria
reajustar les condicions de filtracid per aconseguir millorar la qualitat espermatica de
les dosis eluides.

Es necessari reajustar les condicions de filtraci6 en columnes de Sephadex DEAE-50,

Sephadex CM-50, llana de vidre i glass beads, s’haurien a fi d'augmentar no només la

freqliencia d’espermatozoides madurs sin6 també la frequéncia d’espermatozoides viables

de les dosis eluides.
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