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INTRODUCCION

El desarrollo de la Inseminacion Artificial, como método de manipulacién genética
en los 6vidos, tal y como sefalaran Corteel y Paquignon’ en el tltimo Congreso
Mundial de Reproduccion e I.A. (Urbana Champaing 1984), estd supeditado a la solu-
cion de una serie de problemas surgidos en torno a la conservacion «in vitro» del ma-
terial seminal, como ha ocurrido en otras especies y concretamente en la bovi_r}a, en la
que su gran difusion e importancia estd basada en la posibilidad de conservacion a lar-
20 plazo del material seminal mediante congelacion.

En este sentido debe considerarse todavia vigente la premisa indicada por Colas et
al. ® en 1980, respecto a que la conservacion del semen de morueco mds alld de 24 ho-
ras, no ha salido aiin de un plano meramente experimental. L

Las lineas de investigacion encaminadas a mejerar los indices de fer_nltdad' que se
obtienen con la aplicacion de semen descongelado en la I.A. ovina han_ sido mulnples.
encuadrindose la realizada por nosotros dentro de aquellas que investigan determina-
das sustancias presentes en el esperma, y que durante los diversos procesos que C‘f’“_ue'
va la conservacion seminal desaparecen o disminuyen en su concentracion ﬁsmioglpé.
pudiendo este extremo estar relacionado con la baja o ausencia de capacidad fertili-
zante del semen descongelado de morueco.

Dentro de este tipo de sustancias, cabe resaltar las prostaglandinas, las cuales se en-
cuentran implicadas en una multitud de procesos tanto fisiologicos como patolég_lcos.
y entre los que cabe destacar por su importancia los relativos a la esfera reproductiva.

Dada la multiplicidad de accién de las prostaglandinas, la bibliografia al respecto es
abundante, calculindose en 2-3 los trabajos cientificos, que sobre ellas, son publica-
dos diariamente en el mundo.

(1) Departamento de Patologia Animal: Sanidad Animal
(2)CENSYRA de Valdepenas
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Sin embargo, y con respecto a la posible influencia de las prostaglandinas seminales.
especialmente abundantes en el esperma de hombre '$23:33 y de morueco '''*** sobre
las caracteristicas intrinsecas de los espermatozoides (metabolismo. motilidad. etc.). la
bibliografia es mas restringida hasta el comienzo de la década de los 70. debido a que
los primeros trabajos, realizados al comienzo de los afios 50, tales como los de As-
plund !, Hawkins y Labrum 2 y Eliasson '3, negaron que estas sustancias pudieran
influir directamente sobre el fisiologismo espermatico.

Hay que tener en cuenta que la alta concentracidon de prostaglandinas presentes en
el semen, deberia responder a algiin objetivo concreto, bien sobre la propia fisiologia
espermatica, acciones sobre el tracto genital femenino, mecanismo intimo de la fecun-
dacién, etc. No obstante y hasta la fecha no se han podido descifrar con claridad mu-
chos de l_os aspectos del significado bioldgico de la presencia de prostaglandinas en el
semen, siendo numerosos los estudios en curso con vistas a esclarecer este punto.

Al comienzo de los afios 70, con el perfeccionamiento de las téenicas laboratoriales
yla _dlsDonibilidad de prostaglandinas, tanto naturales como sintéticas y sus analogos,
comienza por parte de numerosos investigadores, una nueva etapa en el estudio de la
Participacion de las prostaglandinas sobre determinados aspectos de la fisiologia es-
permatica que ha llevado incluso, a especular desde la posible utilizacion de estas sus-
tancias en el tratamiento de ciertos problemas androlégicos como sefialan Eskin et
al. ', hasta su empleo en la mejora de los indices de fertilidad que se obtienen en la
LA. con semen descongelado, segiin apuntan Gustafsson 22 y Dimov et al. '’ concreta-
mente en la especie ovina.

. El presente trabajo de investigacién constituye el primer paso dentro de una amplia
linea que plantedndose como objetivo final la mejora de la viabilidad del semen des-
congelado de morueco con vistas a su posterior capacidad fertilizante, estudia el efecto
que la aqicién de prostaglandinas F , , E , ¥ E, aisladas o en combinacion, y a dife-
rentes niveles de dosificacion, ejerce sobre la M.i. del semen descongelado de morue-
o pa.rzimetro este que esta considerado como uno de los indicadores «a priori» de la
€apacidad fertilizante del material espermatico.

MATERIAL

Cefel se“l‘e“ congelado en forma de «pellets», utilizado en la presente c>l<periencrfl, pro-
e le 2 moruecos de raza Manchega (2-5 afos), y fue recogido mediante vagma ar-
g i te‘:morl’e%ulada a 40° C, realizandose 2 saltos consecutivos durante 2 dias a la
emana (época de recogida: julio-noviembre).
oh 3 Conge.ladén del_ semen, previamente contrastado (Ta}bla I) y diluido (1:3 — 1:4)
huevno “gdlo Tezlsg—Tns—GlL}cosa—Citrato con un 3% de Glicerol y un 6% de yema de
'[rc')gen( l,ral'fam ), se realiza en dos fases térmicas a ~76°C (hielo seco) y -1 96°C (ni-
de 18—3 1quido), permaneciendo almacenado en nitrégeno liquido durante un periodo
; 4 meses.
dﬂi‘é“oges‘{"on_g’eiacién de los pellets se lleva a cgbo a 40"C sobre 1 c_c._gie diluyente de
Leink Eelacion/pellet (0,1 cc.), diluyente que tiene 1dépt1ca composicion al gie conge-
lleva dlﬁmﬂ-z el caso del grupo .control Yy que para los diferentes grupos l_axpenmentales
R ey ;ldas las prostaglandinas correspondientes. Las muestras seminales una vez
1 gcladas, permanecen en estufa a 37°C durante 30 minutos hasta el comienzo de
as pruebas laboratoriales,
2Loéls prostaglandinas empleadas fueron la F ,, (sal Tris), E | y E, a dosis de 5, 10, 15
Y <0 ug/pellet para el caso de la F . : 25,50, 75 y 100 ug/pellet para la E | y 10, 20, 30
¥ 40 ug/pellet para el caso de la PGE -
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Estas prostaglandinas eran almacenadas en congelador, en solucion de acetona pura
de concentracion conocida. Para su empleo en las diferentes pruebas programadas, se
pipetea la cantidad de solucién necesaria para cada caso, evapordandose la acetona me-
diante una corriente de Nitrdgeno e incorporandose el sedimento (PGS) al diluyente
de descongelacion.

METODOS

Para la determinacion de la Motilidad individual (M.1.) postdescongelacidn, se utili-
za la técnica de gota plana, consistente en depositar una gota de semen descongela_do y
diluido entre un porta y un cubre, realizdandose la lectura con un microscopio dptico a
400 aumentos, y sobre un dispositivo de platina calentable termorregulada a 37°C.

Del contaje en cinco campos diferentes y aleatorios de la muestra, se extrae un valor
numérico que expresa el procentaje de espermatozoides progresivamente moviles pre-
sentes en la misma. :

Con vistas a comprobar nuestras hipotesis de trabajo se disefia un modelo experi-
mental que consta de un grupo control y siete grupos experimentales numerados del 1
al 7 y que corresponden a los distintos tipos de prostaglandinas y sus mezclas emplea-
dos en cada caso. A su vez, cada grupo experimental se encuentra dividido en cuatro
subgrupos correspondientes con los 4 niveles de dosificacién empleados para cada
prostaglandina o mezcla de prostaglandinas. La codificacién de grupos y subgrupos €n
base al tipo de prostaglandina y nivel de dosificacion empleado queda patente en la
Tabla II.

El grupo control lo componen 12 muestras seminales (una de cada morueco) y cada
grupo experimental 48 muestras seminales, 12 correspondientes a cada subgrupo y
dentro de estos una de cada morueco. .

El estudio estadistico de los resultados se realiza utilizando la comparacion de me-
dias con el uso de la razén de varianza correspondiente a una distribucion F todo ello
teniendo en cuenta los grados de libertad y siguiendo la metodologia descrita por Sne-
decor 2. Para los casos en que el nivel de significacién superaba el 5%, se calculd la
minima diferencia significativa (M.D.S.) al objeto de establecer detalladamente ent’re
qué medias concretas, comparadas dos a dos, existian diferencias con cardcter estadis-
ticamente significativo.

RESULTADOS Y DISCUSION

De los resultados obtenidos al suplementar con prostaglandinas el semen desconge-
lado de morueco (Tabla III) se deduce, en primer lugar, que la prostaglandina F ,, dff*
termina un marcado efecto estimulante sobre la motilidad espermatica, altamer{tc sig-
nificativo con respecto a la M.i. obsevada en el grupo control (p < 0,01), a dosis de 5
ug (Ta), 10 ug (Ib) y 15 ug (Ic) por pellet descongelado (Fig. 1) !

Es de resaltar igualmente que a dosis de 15 ug/pellet, la prostaglandm‘a F ,, genera
un notable incremento de la M.i. con respecto al resto de las prostaglandlnaS_ te;tada§,
individualmente o en combinacién, y a todos sus niveles, siendo altamente significati-
vo (p- < 0,01) en relacién a 18 del total de subgrupos experimentales_(iO_S SUb_gTUDOS
Ia, Ib, Ilc, IVb, VIb, VIc, VId, VIic y VIId no presentan diferencias significativas en
relacion al Ic).

El resto de prostaglandinas, bien de forma aislada o en combinacion, no presenlta
diferencias significativas con respecto al grupo testigo, en cuanto a sus valores de M.',l"
si bien se debe resefiar en relacién a estos grupos experimentales, que la combinacion
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de prostaglandinas F,, +E . en los niveles correspondientes a los subgrupos a. byc,
produce un aumento de la tasa de motilidad en relacion al control. disminuyendo esta
en el subgrupo d, mientras que el grupo de las prostaglandinas FF sy T B sucede lo
contrario, con unos valores para la M.i. inferiores al control en los subgrupos a. b v ¢
¥ superiores en el correspondiente al d; la mezcla de prostaglandinas E | + E | por un
lado, y la de F, +E, +E, por otro tienen un comportamiento similar entre si. con
un valor de motilidad individual inferior al control en el primer nivel de dosificacion
(subgrupo a), y mostrando un aumento de dicho valor con respecto al grupo testigo.
para los tres niveles restantes (subgrupos b, ¢ y d). La prostaglandina E | v la prosta-
glandina E, (grupos II y III), tienen un comportamiento irregular a sus cuatro niveles
de dosificacién por lo que se refiere a su accién sobre la motilidad C‘SDCI‘I'HL'EI]'CZI: )

Evidentemente, el incremento de la motilidad producido por la prostaglandina Fos
comprobado por nosotros en el presente trabajo, no concuerda con los resultados de
los primeros trabajos realizados al efecto (va citados con anterioridad). si bien la
Mayoria de estos trabajos estaban realizados en semen humano. No obstante. nosotros
tampoco hemos constatado ningiin efecto sobre la M.i. para las prostaglandinas E v

Nuestros resultados acerca del efecto estimulante de la prostaglandina F . sohr_c la
motilidad de células espermaticas de morueco, esta en consonancia con los obtenidos
por Caballero y Palomo 3¢ en semen humano, aunque estos autores comprueban
dicho efecto estimulante también para las prostaglandinas E LY E ,. extremo .cslc que
no ha podido ser comprobado para el semen de morueco en nuestra experiencia.

En 1981, Grunberger et al.20 también comprueban el efecto estimulante de la
PGF, (2.500 ng/ml) sobre la motilidad individual de muestras seminales hipocincti-
€as humanas, en las que el incremento medio hallado fue del 32,8%. En esta mismad li-
NI€a se encuentran los resultados de Schlegel et al. 3% 3! en sendos trabajos realizados
en 1981y 1983,

]El efecto positivo sobre la motilidad espermatica que produce la adicic’zn dc_Df.Osm‘_
Ela:[d;?a F . ha sido descrito para el semen bovino por Looney y Godke *¢ y Guillory

- '0que estaria igualmente de acuerdo con nuestros resultados. B

E_“ Semen de morueco, Gamcik et al. 'S y Daader et al. ? comprueban tar_nblcn una
miz_lnona en la tasa d.e‘molilidad adicionando un analogo dq la proslaglallldm'd‘ F;‘.- 51

E estos autores utilizan semen fresco o diluido en yema-citrato respectivamente. N
qui:n;OE:FﬁDOSiCién con nuestros resul.ta(_ios se enCUBl;ItI'a’n los de Marl;_)/ acst czﬂ‘l_as‘
Mismas Col 1zando semen de morueco diluido, al que afiadian prostagla_r; II'1 i sie-
niﬁCaIiVag nCentracnone:_; _encontradas en el semen fresco, no conslalan_dl crcnlcos.con_
tales, Estoe.ntre la motilidad de las muestras {rgxladas y la corres.pondnen:c auc o

iere a Iy PBGaII:Jtores que emplean una larga serie de prostaglandinas, en 0th e

Otras diferep 2 lo hacer? a dosis de 2,3 ug/ml,. por lq que 1ndepcnc:[1en cn:;oincide

Sl ncias metodoldgicas. el rango de dosis de dicha experiencia no
¢mpleado por nosotros. L

vid‘l‘a]loizriaso, ¢l efecto estimulante de la prostaglandina F,, sobre la rgol:hdz::(;l ;r;d:la

COmDr!uebance ser de cardcter doms——depcndlente'. Efectwamel?le, Grun 612‘35060 S /-ml

16 prodicen gpe en semen hl{mano, concentraciones por encima de !os . t g]an-

dina ery me_ormgun efecto, mientras que por debajo de este umbral, g:hcha Dioi ai o

efecto inhibijdoz: da clie la motilidad de semen humano, Cohen et al. .enl(C)BLn I‘E(l:S un

Periores a la con ¢ la M.i. cuando afiadian cantidades de esta sustancia vec

Daad centracion fisiologica. o o
€ret al.® en semen de toro adicionado con 100 ug de prostaglandina F,

cons : 2%
o statan un mayor porcentaje de motilidad que en el semen suplementado con 20
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En nuestro trabajo. ¢l umbral dosis/efecto lo hemos encontrado, para prostaglandi-
na F, .en 15 ug/pellet. toda vez que a dosis superiores no se detecta el efecto estimu-
lante sobre dicho parametro.

Un reciente trabajo de Memon. Gustafsson, Graham y Crabo 28, confirma el hecho
de la interrelacion dosis efecto que la adicion de prostaglandina posee sobre ciertos
parametros del semen descongelado de morueco. Estos autores comprueban que, en
muestras seminales descongeladas v tratadas con dosis superiores a 300 ug/ml de las
prostaglandinas F, v E . se produce un efecto negativo y depresor sobre la motilidad
espermitica postdescongelacion. Sin embargo, a dosis inferiores v en lo que pudiera
parecer discordante con nuestros resultados con la prostaglandina F,. Memon et
al. *%, no comprueban el efecto estimulante sobre la motilidad con ninguna de las
prostaglandinas ensayadas, si bien hay que tener en cuenta dos factores fundamentales
que segun nuestro criterio, diferencian basicamente nuestras experiencias; por un lado
las dosis utilizadas, va que estos autores utilizan como nivel de dosificacion mas bajo.
para la prostaglandina F, . 30 ug/ml, mientras que nosotros empleamos una dosis
maxima de 20 ug/pellet (1,1 ml). siendo la dosis efectiva mds elevada de 15 ug/pellet,
por lo que existe una disociacién o no interseccion de los rangos de dosificacion em-
pleados en ambos trabajos. Por otro lado, es imprescindible sefialar que Memon et
al. *% afaden las prostaglandinas previamente a la congelacion, y nosotros lo hacemos
durante la descongelacion.

Nuestro planteamiento, en cuanto al momento adecuado para efectuar la suplemen-
tacion del semen con prostaglandinas, estd en concordancia con un trabajo de Var-
navskii ¥, en el que comprueba una mayor tasa de fertilidad en ovejas inseminadas
con semen descongelado, al que se afadian prostaglandinas Fuy B, después dc.la
descongelacion que cuando utilizaba semen al que adicionaba prostaglandinas previa-
mente a la congelacion.

Partiendo del hecho probado de que las prostaglandinas estdn, de una forma u otra,
intimamente ligadas a la fertilidad, todo lo anteriormente expuesto, estaria relaciona-
do con la drastica disminucién que las prostaglandinas seminales sufren con los proce-
sos de dilucion, equilibrado y congelacién, tal y como ha sido descrito por diver§os
autores >'7*%, por lo que es factible concluir que esta disminucién por via metabolica
de las prostaglandinas presentes en el semen, tiene lugar de igual forma para las de
origen endogeno como para las exdgenas (afiadidas experimentalmente).

RESUMEN

Se estudia el efecto que la adicidn de prostaglandinas F, ,E | yE , solas o en com-
binacién y a cuatro niveles de dosificacion, ejerce sobre la motilidad individual post-
descongelacion (M.i.) del semen descongelado de morueco. Se comprueba como las
muestras seminales adicionadas con 5, 10 y 15 ug/pellet de prostaglandina F, , pre-
sentan una M.i. que es superior y estadisticamente significativa (p < 0,01) en relac1qn
al valor de este pardmetro en el grupo control. No se detectan variaciones en la M.1.
del resto de los grupos experimentales correspondientes a las otras prostaglandinas
utilizadas en la presente experiencia y sus combinaciones.
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Fig. |- Histograma de la M.i. (%) del grupo I. (Prostaglandina F , )

*Significativo con respecto al control (p < 0,01).

TABLAI
Caracteristicas minimas exigidas a los eyaculados para proceder a su congelacion

Volumen Iotilidad Masal M.i. Concentracién Formas anormales

>0,7 > bt > 70 3000 x 108 spz/cc > 25%
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CRUPO CONTROL

GRUPG I

GRUPC II

(E-‘.l)

GRUPG III

(5:2)

GRUPO IV

: E
(r2a + 1)

GRUPO V
3 E.)
(an * 2

GRUPC VI

(El + EE)

GRUPO VII

(FZa + El +

)

TABLA I

Codificacion de grupos y subgrupos

Subgrupo
Subgrupo
Subgrupo
Subgrupo
Subgrupo
Subprupo
Subgrupo
Subgrupo
Subgrupo
Subgrupo
Subgrupo
Subgrupo
Subgrupo
Subgrupo
Subgrupo
Subgrupo
Subgrupo
Subgrupo
Subgrupo
Subgrupo
Subgrupo
Subgrupo
Subgrupo
Subgrupo
Subgrupo
Subgrupo
Subgrupo

Subgrupo

Ia
Ib
Ic
Id
IIa
I1b
Lie
I1Id
IIIa
IIIb
I11c
I11d
IVa
IVb
IVe
Ivd
Va
Vb
Ve
vd
VIa
VIb
VIic
VId
VIIa
VIIb
VIiIic
VIId
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100

ug/pellet
ug/pellet

5 ug/pellet

ug/pellet
ug/pellet
ug/pellet
ug/pellet
ug/pellet
ug/pellet
ug/pellet
ug/pellet
ug/pellet
ug + 25
ug + 50
ug + 75
ug, + 100

ug + 10

ug + 30
ug + 40
ug + 10
ug + 20
ug + 30
ug + 40

ug + 25 ug + 10 ug/pellet
ug + 50 ug + 20 ug/pellet
ug + 75 ug + 30 ug/pellet
ug + 100 ug + 40 ug/pellet

ug/pellet
ug/pellet
ug/pellet
up/pellet
ug/pellet
ug/pellet
ug/pellet
ug/pellet
ug/pellet
ug/pellet
ug/pellet

ug/pellet




TABLA III
Motilidad individual postdescongelacién (%). Resumen de resultados (medias)

Grupo Control 35,83 * 2,53

Subgrupo a Subgrupo b Subgrupo ¢ Subgrupo d
Grupo I 42,50 X 2,72* 42,50 % 2,42% 44,17 ¥ 1,93* 36,67 T 2,64
Grupo IT 37,08 ¥ 2,34 35,83 % 1,83 37,92 ¥ 2,50 35,00 % 3,14
Grupo III 37,08 £ 2,34 35,00 £ 2,13 35,83 % 2,37 36,67 = 2,16
Grupo IV 37,08 ¥ 2,26 40,42 % 2,34 37,50 % 1,44 32,08 T 1,79
Grupo v 3s,00%1,85 34,58% 1,56 32,08%1,68 37,50 = 1,44
Grupo VI 34,17 % 1,72 37,92% 1,79 40,83 ¥ 1,93 38,33 % 1,67
Grupo VII 35,00 £ 2,38 36,25 * 1,64 39,17 £ 1,61 41,67 = 2,41

M.D.S. 6,67

s s s
Significativo con respecto al control (p<0,01)

PROSTAGLANDINS POSSIBILITIES OF USE IN THE
INDIVIDUAL MOTILITY IMPROVEMENT ON THE
FROZEN-THAWED RAM SEMEN

SUMMARY

milxte]ds ;tl:jdfe‘d the effect that the addition of prostaglandins F, , E | and E , alone or
the frOn:e in four dosification levels, exert on the individual post-tahwed motility of
and 15 ug?_tﬁawed ram semen. It is checked like the semen samples gddc_:d vylth 5, 10
statistical] pellet of prostaglandin F ,» show a individual motility which is higher and
control ry significative (p < 0,01) in comparison with this parameter value in the
pedmengta(;up. Variations are not notied in the individual motility of the rest of the ex-

groups corresponding to the others prostaglandins used in the present ex-

Perience and itg combinations.
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