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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate if the addition of L-carnitine and pyruvate to two semen
transport extenders (Kenney and Kenney modified by Tyrodes) is able to maintain sperm
parameters for 24 h at 5 °C and 15 °C. Semen was obtained from 3 stallions (n=3; r=2) and at
time O and after 24 h of cooling, the following parameters evaluated: total and progressive
motility (CASA), viability and acrosome status (FITC-PNA-PI), membrane function (HOS), and DNA
with Toluidine Blue stain (TB) and the Sperm Chromatin Dispersion assay (SCD). Each temperature
was individually analyzed using a factorial design with a 5% significance level. No interactions
were observed. For the moment, the Kenney extender with the addition of L-carnitine and
pyruvate showed the best results for maintaining most sperm parameters for 24 h at both 5 °C
and 15 °C.
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INTRODUCTION

Para la inseminacién artificial (IA) a distancia, usualmente el
semen equino se maneja dilvido y se transporta refrigerado
(a 5 °C) en un intento de mantener sus valores similares a los
del semen fresco durante 24 horas, pero esto sélo se logra en
animales con muy buena calidad seminal. En general los
pardmetros seminales empiezan a disminuir con los primeros
cambios de temperatura, siendo mayor el dafio sufrido por
las células a partir de los 5 °C al estar sometidos a diferentes
tipos de estrés, entre ellos el oxidativo (Betancur et al., 2012).
El estrés oxidativo es causado por el desbalance entre la
produccién de las Especies Reactivas del Oxigeno (ERO o
ROS) y la accién protectora del sistema antioxidante con que
cuentan las celulas, responsable de su neutralizacién y
eliminacién para evitar el dafio de células y tejidos. Los
espermatozoides de  mamiferos son  especialmente
susceptibles a los efectos dafiinos de las ERO no solo porque
su membrana citoplasmdtica contiene altas cantidades de
dcidos grasos insaturados que pueden ser oxidados, sino
porque ademds su citoplasma tiene muy badjas
concentraciones de enzimas capaces de neutralizar las ERO
(Walczak et al., 2012).

Por otro lado, es sabido que los espermatozoides
epididimarios son més resistentes al shock por frio y se ha
observado la presencia de antioxidantes tales como la
carnitina en el fluido epididimario del equino (Magistrini et
al.,, 1996). La carnitina y la acetil-carnitina modulan varias
funciones metabdlicas espermdticas, entre ellas la [3-
oxidaciéon de los dcidos grasos y el incremento de la
utilizaciéon de piruvato y lactato como sustratos energéticos
durante la maduracién de los espermatozoides (Jeulin et al.,
1988). Es asi que el piruvato ha sido afiadido a diluyentes de
semen en diferentes especies como sustrato energético para
ser metabolizado por los espermatozoides.

Un gran nimero de padrillos evidencian una alta
susceptibilidad al descenso de temperatura y a la
peroxidacién que se produce durante la misma, factores que
afectan negativamente su transporte a 5 °C. Por esta razén,

se propuso seleccionar un protocolo de ftransporte y
conservacion de semen equino que mantenga las
caracteristicas espermdticas y/o minimice los cambios

deletéreos que produce el descenso de la temperatura. Para
ello se evalué si la adicion de L-carnitina y piruvato a dos
diluyentes actuales de transporte (Kenney y Kenney
modificado por Tirodes), logra mantener durante 24 horas los
pardmetros  seminales de  espermatozoides  equinos
conservados a dos temperaturas diferentes: 15 °Cy 5 °C.

MATERIALES Y METODOS

Se obtuvo semen de 3 padrillos (n=3; r=2) mediante vagina
artificial modelo Missouri. Los padrillos se encontraban en las
instalaciones de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad de Buenos Aires, en corrales individuales con
sombra y alimentados con fardos de alfalfa y agua ad
libitum.

Una vez obtenidas las muestras seminales, se realizé la
evaluacién macro y microscdpica de rutina y luego se
subdividié a la muestra en los diluyentes a ensayar: 1)
diluyente Kenney (K); 2) dilyuente K con el agregado de L-
carnitina 6 mM y piruvato 6 mM (K+); 3) diluyente Kenney
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modificado (KMT); 4) diluyente KMT con el agregado de L-
carnitina 6 mM y piruvato 6 mM (KMT+). Luego de la dilucién,
las muestras se colocaron en un Equitainer y en un Botubox,
donde se produjo una curva controlada de descenso de
temperatura a 5 °C y 15 °C respectivamente. A tiempo cero y
luego de 24 h de refrigeracién, se evaluaron los siguientes
pardmetros espermdticos: movilidad total y progresiva,
viabilidad y estado acrosomal, funcionalidad de membrana y
por Ultimo estado del ADN.

La movilidad total y progresiva se evalué en forma subjetiva
entre porta y cubreobjetos sobre platina térmica a 37 °C,
empleando microscopio de contraste de fases y en forma
objetiva, con el sistema computarizado de andlisis
espermdtico (Computer Assisted Sperm Analysis, CASA,
Proiser versién 2.1) contabilizando un minimo de 200 células
en por lo menos 5 campos evaluados. La viabilidad y estado
del acrososma se evaluaron conjuntamente segin el protocolo
de Petrunkina et al. (2005). Brevemente, las muestras de
semen fueron tefiidas con ioduro de propidio (Pl;
concentracién final: 5 hg/ml) y FITC-PNA (concentracién final:
10 pg/ml) e incubadas a temperatura ambiente durante 10
minutos, evaluando posteriormente  un minimo de 200
espermatozoides con microscopia de epifluorescencia. La
funcionalidad de membrana (prueba HOS) se realizé segin
Neild et al. (1999). Brevemente, se incubé 100 Ul de muestra
seminal en 1 ml de solucién de lactosa 50 mOsm durante 30
min a 37 °C, evaluando un minimo de 200 espermatozoides
con microscopio de contraste de fases (400x). Para el ADN se
evalud la condensacién de la cromatina con la tincién de Azul
de Toluidina (AT) segun Sardoy et al. (2008). Brevemente, se
realizé un frotis con la muestra y se fijé con etanol al 70%
durante un minuto. Posteriormente se tiid con AT al 10%
durante 15 minutos, se lavd y se dejé secar a temperatura
ambiente. Se evaluaron un minimo de 200 espermatozoides
con microscopio de campo claro (400x). Por otro lado, la
susceptibilidad a la fragmentacién del ADN se evalué con la
Técnica de Dispersion de la Cromatina Espermdtica segun
protocolo de Carretero et al. (2010). Brevemente se
expusieron a las muestras de semen a soluciones de lisis y
luego se tifieron con Giemsa para evidenciar el grado de
fragmentacién segin la formacién o no de halos de ADN. El
andlisis de los datos se realizé para cada temperatura por
separado, utilizando un disefio factorial, con un nivel de
significancia del 5%.

RESULTADOS

No se presentaron interacciones entre los factores para
ninguna de las temperaturas ensayadas. A las 24 h, se
observé un efecto significativo tanto del tiempo como del
tratamiento sobre las muestras de semen equino, siendo las
muestras diluvidas en K+ las que preservaron mejor la
movilidad progresiva a las 24 h en ambas temperaturas (p=
0,0094 y p=0,0270). Ademds, a 5 y a 15 °C se observé una
disminucién  significativa  (p<0,05) del porcentaje de
espermatozoides viables con acrosoma intacto, siendo el
diluyente K+ el Onico que no difirié significativamente del
tiempo O (p= 0,6980 y p=0,7435 respectivamente). Los
datos se pueden observar en las tablas 1 y 2.
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Tabla 1: Porcentajes de espermatozoides equinos con movilidad progresiva luego de ser mantenidos durante 24 ha 5°Cy a 15
°C en dos diluyentes con y sin el agregado de L-carnitina y piruvato (n=3; r=2).

Movilidad Progresiva 5 °C

Movilidad Progresiva 15 °C

Tratam.
Oh 24 h Oh 24h
K 36,9 * 24,249k 13,6 + 16,8 41,3+23,0b 3,1£3,1¢
K+ 45,1 £ 10,4« 25,9 + 20,99k 48,1+11,0¢ 10,414,00bc
KMT 19,9 + 6,09k 3,4t 3,00 24,5+12,00bc 5,116,1¢
KMT+ 14,4 £ 11,1ab 5,7 £ 6,20 19,6%15,0abe 6,11£5,60¢

K: diluyente Kenney; K+: diluyente Kenney con el agregado de L-carnitina y piruvato; KMT: diluyente Kenney modificado; KMT+:

diluyente KMT con el agregado de L-carnitina y piruvato.

abeletras diferentes indican diferencias entre tiempos y tratamientos para cada temperatura por separado (p<0,05)

Tabla 2: Porcentajes de espermatozoides vivos con acrosoma intacto luego de ser mantenidos a 5 °C y 15 °C durante 24 horas

(n=3; r=2).
Vivos con acrosoma intacto 5 °C Vivos con acrosoma intacto15 °C
Tratam. Oh 24 h Oh 24h
K 79,2 £3,4¢b 54,2 £ 11,0¢ 80,0 £ 3,3¢b 60,5 + 14,4bc
K+ 81,2 £7,0¢ 66,8 £10,9b< 84,2 + 2,0¢° 69,0 + 16,3¢be
KMT 77,8 £10,4¢ 49,8 £15,6¢ 77,0+ 11,8¢b 56,7 £ 14,5¢
KMT+ 84,2 +4,5q 48,8 £16,3¢ 83,7 £ 5,1¢ 58,7 £11,1kc

K: diluyente Kenney; K+: diluyente Kenney con el agregado de L-carnitina y piruvato; KMT: diluyente Kenney modificado; KMT+:

diluyente KMT con el agregado de L-carnitina y piruvato.

abcletras diferentes indican diferencias entre tiempos y tratamientos para cada temperatura por separado (p<0,05)
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Figura 1. Porcentaje de espermatozoides con membrana funcional (HOS

positivos) mantenidos en los diluyentes en estudio. K:

diluyente de Kenney; K+: diluyente Kenney con el agregado de L-carnitina y piruvato; KMT: diluyente Kenney modificado por

Tirodes; KMT+: diluyente KMT con el agregado de L-carnitina y piruvato.

mantenidas a 15 °C.
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Evaluacién del ADN espermdtico en muestras mantenidos en los diluyentes en estudio. K: diluyente de Kenney; K+:
Kenney con el agregado de L-carnitina y piruvato; KMT: diluyente Kenney modificado por Tirodes; KMT+: diluyente

KMT con el agregado de L-carnitina y piruvato. A) Muestras mantenidas a 5 °C; B) muestras mantenidas a 15 °C.

La funcionalidad de membranas (prueba HOS) disminuyé a
las 24 h, no observando diferencias significativas entre los
tratamientos ensayados (p>0,05) (Figura 1). En cuanto al
ADN, no se observé una disminucién significativa en la
condensaciéon de la cromatina en el tiempo, ni entre los
tratamientos ensayados (p>0,05). Sin embargo, a las 24 h se
observé un aumento de la fragmentacién de ADN, siendo los
diluyentes que mejor preservaron la integridad del ADN el
Kenney a 5 °C y el Kenney y KMT, ambos con carnitina y
piruvato (K+ y KMT+), a 15 °C (p<0,05) (Figura 2).

DISCUSION

Los resultados preliminares obtenidos en este estudio se
asemejan a los reportados por Lisboa et al. (2012) quienes, a
las 24 h de conservaciéon de semen equino a 5 °C en un
diluyente a base de leche descremada con el agregado de
diferentes concentraciones de L-carnitina y acetil-L-carniting,
no encontraron diferencias significativas entre los grupos; sin
embargo a las 48 h si observaron movilidad espermdatica
total y progresiva mayor que las muestras control. Ellos
concluyeron que la combinacién de L-carnitina y acetil-L-
carnitina mejoraba la movilidad espermdtica y ofrecia una
mejor proteccién a la membrana plasmatica luego de 48 h de
conservacién a 5 °C.

El diluyente KMT no conservé los valores espermdticos segin
lo reportado por Padilla y Foote (1991) pero este resultado
pudo deberse a la presencia de plasma seminal junto con los
espermatozoides. Las muestras no se centrifugaron en nuestro
estudio para simplificar el envio del semen para aquellos
establecimientos que no cuenten con centrifuga y para
equiparar con el protocolo de envio utilizado con el diluyente
Kenney. Asimismo en un estudio similar sobre conservaciéon de
semen equino se reportd una tendencia a mejorar la
movilidad espermdtica (total y progresiva) y la integridad de
las membranas plasmdtica y acrosomal cuando se agregaba
carnitina y piruvato a dos diluyentes de semen equino
(Kenney e INRA 96) y se conservaba hasta 48 h a 4 °C
(Potter, 2015). Este autor observé ademds un efecto
deletéreo de la centrifugacién sobre los espermatozoides de
algunos de los padrillos y también una influencia del
diluyente utilizado observando un efecto positivo del
agregado de carnitina y piruvato solo en el diluyente
Kenney. Otro resultado relevante fue el elevado nivel de
fragmentacion de ADN a las 24 horas en las muestras

126

conservadas a ambas temperaturas. Dado que se podria
considerar que las células espermdticas no estuvieron
sometidas a temperaturas extremas que podrian causar este
tipo de dafio a nivel de la cromating, no se puede explicar
certeramente hasta el momento este efecto, requiriendo
ampliar los estudios a tal fin.

CONCLUSION

Hasta el momento se observé un mejor desempefio del
diluyente Kenney con el agregado de L-carnitina y piruvato
para preservar la mayoria de los pardmetros en
espermatozoides conservados 24 h a 5 °C y 15 °C. Se estd
evaluando la conservacién a 22 °C como alternativa de
transporte de semen equino.
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