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INTRODUCCION
El sistema plasmindgeno-plasmina es uno de los sistemas mas importantes con actividad
proteasa en el ambiente extracelular. Es un sistema complejo donde intervienen moléculas
activadoras, tipo uroquinasa (uPA) vy tipo tisular (tPA), e inhibidoras (PAI-1 y PAI-2). Este
sistema esta relacionado con diferentes aspectos de la funcion reproductiva del macho,
interviniendo en los procesos de espermatogénesis, capacitacion, reaccion acrosémica y
fecundacion (Le Magueresse-Battistoni, 2007; Liu, 2007, Coy et al., 2012, Mondejar et al.,
2012, Grullon et al., 2013).
En diversos estudios en la especie humana se han medido los valores de uPA en las
muestras seminales y se han relacionado con parametros de calidad seminal y la fertilidad
(Van Dreden et al., 1991, Espana et al., 1993, Arnaud et al., 1994, Liu et al., 1996, He et al.,
1999, Wang et al., 2006, Ebisch et al., 2007, Liu 2007, Van Dreden et al., 2007). Sin
embargo, no se dispone de informacién suficiente sobre los valores de uPA en muestras
seminales porcinas ni sobre la importancia que esta proteina podria tener en la funcion
reproductiva.
El objetivo por tanto del presente estudio fue evaluar la concentracion de uPA en plasma
seminal y espermatozoides de verracos fértiles y analizar la posible relacion con los
parametros de funcionalidad espermatica.

MATERIAL Y METODOS
Se obtuvieron un total de 21 eyaculados de 6 verracos de fertilidad probada procedentes de
un centro de inseminacién artificial situado en la Regién de Murcia. Se evaluaron los
parametros seminales de las muestras en términos de concentracién espermatica, motilidad
(CASA), viabilidad mediante tincion de eosina-nigrosina, morfologia y estado del acrosoma.
Se centrifugé (3000 g 10 min) una alicuota de un mL de cada muestra para separar el
plasma seminal de los espermatozoides. El plasma seminal y el extracto resultante de la
sonicacion de los espermatozoides en tampoén de lisis con tritdbn X-100 (1%), mediante el
empleo de un sonicador digital (Branson Ultrasonics, Dambury, USA) a una amplitud del
20% vy durante 20 segundos sobre bafio de hielo, fueron conservados a -80 °C hasta la
medicion de la concentracion de uPA.
La determinacion de la concentracion de uPA en plasma seminal y espermatozoides se
realizd mediante un test Elisa (SEA140Po. Uscn Life Science Inc., Wuhan, China). Los
resultados se expresaron en ng de uPA/mL, asi como ng/10® espermatozoides. La presencia
de uPA en las muestras seminales fue confirmada mediante un estudio de electroforesis
SDS-PAGE, seguido de un andlisis de Western blot que permitié detectar la proteina uPA
que tiene un peso molecular de aproximadamente 53 kDa.
Los datos se muestran como media + error estandar de la media. Se aplicé un analisis de
correlacién de Pearson para relacionar los diferentes parametros estudiados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de uPA detectados en plasma seminal y espermatozoides (Tabla 1) son, segun
la informacién disponible hasta la fecha, la primera referencia en la especie porcina, donde
unicamente se dispone de los datos de la valoracién de la actividad enzimatica (Smokovitis
et al., 1987, Zervos et al., 2010).

La concentracion de uPa en plasma seminal (17,64+0,60 ng/mL) se encuentra en un rango
similar al descrito por diversos autores que analizan muestras humanas (15,5- 32 ng/mL)
(Maier et al., 1991, Espana et al., 1993, He et al., 1999, Van Dreden et al., 2007). Al estudiar
la posible relacién con los parametros seminales observamos una relacion directa con la
viabilidad, motilidad total, motilidad progresiva y la morfologia espermatica normal (Tabla 1,
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p<0,05). Mientras que se detecta una relacion inversa con la presencia de gotas
citoplasmicas proximales y colas en latigo (Tabla 1, p<0,05). En la especie humana algunos
autores han descrito valores de uPA en plasma seminal superiores en muestras
normozoospermicas en comparacion con muestras oligo o/y astenozoospermicas (Maier et
al.,, 1991, Arnaud et al., 1994, Huang et al., 1997, Wang et al., 2006), asi como una relacion
positiva entre el contenido de uPA y la motilidad y la viabilidad espermatica (Wang et al.,
2006).

La concentracion de uPA en el espermatozoide (4,81+0,31 ng/mL y 1,33+0,22 ng/107
espermatozoides) presenta unos valores mucho mas reducidos (del orden de 10 veces
menos) que los descritos en la especie humana en el rango entre 1,6 y 7,7 ng/10°
espermatozoides (Maier et al., 1991). Previamente se ha descrito que la actividad activadora
del plasminogeno (PPA) asociada a la uPA en plasma seminal y espermatozoides era
superior en la especie humana que en la porcina (Smokovitis et al., 1987). Estas diferencias
pudieran estar relacionadas con el hecho de que en espermatozoides humanos se ha
detectado mediante técnicas inmunolégicas la presencia de uPA en la membrana plasmética
y acrosomal externa, mientras que en los espermatozoides porcinos Unicamente se detecta
en la membrana plasmatica (Smokovitis et al., 1992). Por otra parte, no se encontrd una
correlacion significativa entre la concentracion de uPA en el espermatozoide y los
parametros de funcionalidad espermatica con excepcion de las gotas citoplasmicas distales,
velocidad curvilinea (VCL) y amplitud del desplazamiento lateral (ALH; Tabla 1. p<0.05).
Estos resultados ponen de manifiesto la participacion de uPA en la funcionalidad
espermatica. Es necesario profundizar en el estudio el complejo sistema plasmin6geno-
plasmina incluyendo sus activadores e inhibidores para poder comprender la verdadera
importancia funcional de este sistema en los procesos reproductivos.
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Tabla 1. Coeficientes de correlacion de Pearson entre los valores de uPA en plasma
seminal y espermatozoides y diversos parametros de funcionalidad espermatica.

Mediatsem uPA uPA uPA

Plasma Espermatozoide Espermatozoide

Seminal (ng/mL) (ng/10” células)

(ng/mL)

Viabilidad (%) 78,02+2,50 0,54* 0,39 0,17
Motilidad (%) 70,28+2,55 0,51* 0,31 0,25
Motilidad prog. (%)  51,53+4,04 0,47* 0,07 0,09
Morfologia (%) 91,79+2,21 0,79* -0,04 -0,24
Gota Proximal (%) 2,20+1,33 -0,88* -0,10 0,11
Gota Distal (%) 2,03+0,62 0,15 0,44 0,72*
Cola latigo (%) 2,111,06 -0,84* -0,05 0,14
Acrosoma (%) 83,49+2,94 0,44 0,18 0,18
VCL (um/s) 71,1£3,44 0,12 0,52* 0,13
ALH (um) 1,74+0,13 0,20 0,43* 0,10

*Probabilidad <0,05; **Probabilidad <0,01

UROKINASE-TYPE PLASMINOGEN ACTIVATOR MEASUREMENT IN PORCINE
SEMINAL SAMPLES

ABSTRACT: Plasminogen-plasmin system has been related to different process of the male
reproductive function, as spermatogenesis, sperm capacitation, and fertilization. However,
the specific role and importance of uPA for the pig male reproductive function is not well
known. The concentration of uPA in seminal plasma (17.64 + 0.60 ng/mL) and spermatozoa
(4,812£0.31 ng/mL and 1,33+0.22 ng/10” spermatozoa) were measured in 21 seminal boar
samples. A positive relationship between uPA concentration in seminal plasma and sperm
functional parameters (motility, viability and morphology) were found (p<0.05). On the other
hand the uPA concentration in the spermatozoa was related to the presence of cytoplasmic
droplets and CASA motility parameters as curvilinear velocity (VCL) and amplitude of lateral
head displacement (ALH). In our knowledge, it is the first report of the measurement of
urokinase in porcine seminal plasma and spermatozoa.

Keywords: sperm parameters, pig, urokinase
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