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INTRODUCCION

La inseminacién artificial (IA) cervical en ovejas con semen refrigerado es la tecnologia
reproductiva mas comun usada actualmente en programas de mejora genética ovina. Estudios
anteriores sugieren que los diluyentes a base de leche desnatada (UHT) y yema de huevo
proporcionan una mejor proteccion y supervivencia espermatica cuando el semen de morueco
es almacenado en frio hasta por 72 h. Sin embargo, segun se incrementa el tiempo de
almacenamiento, disminuye el vigor cinético, la integridad de las membranas espermaticas
(O'Hara et al., 2010) y la fertilidad (Gil et al., 2011). En este sentido, son requeridos nuevos
aditivos para mejorar la supervivencia espermatica y el vigor cinético en condiciones de
refrigeracion. La L-carnitina (LC) es un aminoacido que se encuentra concentrado dentro del
epididimo y espermatozoides asi como en el fluido seminal del eyaculado (Bghmer et al.,
1978). Varios estudios in vitro han evidenciado que la LC potencia la motilidad de
espermatozoides humanos y ademas posee un efecto crioprotector. Por otro lado, reportes
previos realizados en humanos y animales (por ejemplo, toro, caballo y cerdo) han sugerido
que la LC desempefia un papel protector contra las especies reactivas de oxigeno (ROS) al
ejercer propiedades antioxidantes. Por lo tanto, esta investigacion se centré en evaluar el
efecto de diferentes concentraciones de LC sobre el vigor cinético e integridad de membranas
de espermatozoides de morueco almacenados refrigeracion por un largo periodo.

MATERIAL Y METODOS

Un diluyente de base no sintética (UHT) fue elaborado afiadiendo leche desnatada,
antibioticos (100000 Ul penicilina sédica y 100 mg de dihidroestreptomicina/100ml) y yema de
huevo 6% (v/v) para la evaluacion de semen de morueco almacenado en refrigeraciéon. El
diluyente UHT (289-310 mOsm/Kg y 7,2 pH) fue centrifugado a 4000 X g por 30 min vy filtrado
(tamafio poro 0,45 um). El diluyente UHT fue suplementado con 5 dosis crecientes de L-
carnitina (8.40092, Sigma): 1mM (UHT-LC1), 2,5mM (UHT-LC2,5), 5mM (UHT-LC5), 7,5mM
(UHT-LC7,5) y 10mM (UHT-LC10).

Este experimento incluyé doce carneros Merinos espafioles (3 a 9 afios de edad), alojados en
el Departamento de Reproduccion Animal (Madrid, Espafia, 40°25'N) bajo las mismas
condiciones de manejo y alimentacién. Los animales fueron manipulados de acuerdo a los
procedimientos aprobados por el comité de Etica de INIA y la politica espafiola de proteccién
animal (RD53/2013). Treinta y seis eyaculaciones de semen (tres eyaculados por carnero,
colectados semanalmente) fueron recogidos mediante vagina artificial y agrupados
mezclando 3 eyaculados (pools) designados al azar. Después de su evaluacion inicial, cada
agrupacién de eyaculado (n=12 cada una) fue dividido en 6 alicuotas suficientes para ser
diluidas con UHT (control) y con las cinco dosis de LC a una concentracion de 200 x 10°
céls/ml. Las muestras fueron almacenadas a 5°C hasta por 96 h y evaluadas sus parametros
cinéticos mediante sistema CASA (SCA, Microptic S.L., Barcelona, Espafa) e integridad de
las membranas espermaticas (plasmatica / acrosomal / mitocondrial) mediante la triple
asociacion de sondas fluorescentes (IP/FITC-PNA/Mitotracker Green). Los resultados fueron
expresados como promedios y error estandar de la media y analizados mediante un ANOVA
de una via y la prueba Bonferroni de comparacion multiple.

RESULTADOS Y DISCUSION
La Figura 1 muestra que los valores obtenidos de motilidad total (MT,%), velocidad lineal (VSL,
um/s) y el total espermatozoides con membranas plasmatica y acrosomal integras y alta
funcién mitocondrial (IPIAHM, %) fueron mayores (P<0,05) con todas las dosis LC (1mM a



10mM) que el grupo control. Se observd una disminucidn progresiva de las diferentes
variables espermaticas estudiadas segun se incrementaba el tiempo de almacenamiento en
refrigeracion; no obstante, la suplementacién de LC al diluyente UHT mostré valores mas altos
en esos parametros a las 48 h (P<0,01) y 96 h (P<0,001) de almacenamiento con respecto al
grupo control. Ademas, el grupo UHT-LC5 mostré un porcentaje de MT mas alto (P<0,05) que
el control y UHT-LC10 a las 96 h, y un porcentaje de MP mas alto que el grupo control a las
48 y 96 h de almacenamiento. El grupo UHT-LC7,5 mostré una VSL superior (P<0,05) que el
resto de grupos de LC a las 96 h de almacenamiento.
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Figura 1. Motilidad total (%) y progresiva (%), velocidad lineal (um/s) e integridad de las
membranas plasmaticas / acrosomal / mitocondrial (IPIAHM,%) de espermatozoides de
carnero diluidos en leche desatada UHT (adicionada yema de huevo 6%) y suplementada con
dosis de L-camitina.

La L-carnitina desempefia un importante papel en el transporte de acidos grasos de cadena
larga a las mitocondrias para la 3 oxidacion que produce la energia (ATP) necesaria para que
las células funcionen correctamente. De esta manera la LC proporciona energia facilmente
disponible para su uso, que afecta positivamente la motilidad espermatica, maduracién y
espermatogénesis. Reportes previos han demostrado que la LC provocé un aumento
significativo en el porcentaje de motilidad en espermatozoides de ratén (Aliabad et al., 2010)
y de toro (Hufana-Duran et al., 2017). Asimismo, la LC facilité el almacenamiento de los
espermatozoides de caballo a temperatura ambiente hasta por 72 h al apoyar la produccion
mitocondrial de ATP, al tiempo que minimiza el agotamiento de ATP y los efectos daininos de
los subproductos metabolicos como los radicales libres (Gibb et al., 2015). Los resultados del
presente estudio sugieren que una suplementacion de LC a una concentraciéon de 5mM al
diluyente a base de leche desnatada, proporciona un efecto sinérgico sobre la motilidad y
velocidad rectilinea a las 96 h de almacenamiento, que podria estar determinado por una
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mayor produccion de ATP . Estas caracteristicas son deseables y requeridas en una IA
cervical para cruzar la barrera cervical.

El efecto antioxidante de la LC se atribuye a su accion contra la produccion de ROS como
resultado de un mecanismo de reparacion mediante el cual se elimina la acetil-coenzima A
(acetil-CoA) toxica intracelular elevada y/o se reemplazan los acidos grasos en los fosfolipidos
de membrana (Vicari y Calogero, 2001). La suplementacion con L-carnitina al diluyente de
semen de bufalo mejord significativamente sus caracteristicas y protegié su membrana
plasmatica y la integridad funcional mitocondrial (EI-Raey et al., 2016). Los resultados
sugieren que la mayor integridad de las membranas plasmatica, acrosomal y mitocondrial,
cuando el semen es refrigerado por 48 y 96 h, podria ser determinado por el efecto
antioxidante de la LC que disminuiria el proceso de peroxidacion de membranas . En
conclusion, la L-carnitina mejora el vigor cinético y proporciona un efecto protector
antioxidante a las membranas de los espermatozoides de morueco almacenados en
condiciones de refrigeracion.
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Effect of L-carnitine in a skimmed milk based-diluent on membranes preservation and

kinetic activity of ram sperm under chilled conditions.
ABSTRACT: The synergic effect of L-carnitine (LC) and skimmed milk base-extender (UHT)
on the kinetic parameters and membranes integrity of cold-stored ram sperm was evaluated.
For this purpose, twelve pools of thirty-six semen ejaculates that were collected with artificial
vagina from twelve Merino rams were used. After initial evaluation, the semen was divided into
6 aliquots enough to diluted with UHT-extender (control) and 1mM (UHT-LC1), 2.5mM (UHT-
LC2.5), 5mM (UHT-LCS), 7,5mM (UHT-LC7.5) and 10mM (UHT-LC10) of LC, respectively, at
200 x 10° cells/ml concentration. Semen samples were cold-stored (5°C) up to 96 h. Kinetic
variables and membranes integrity were assessed by CASA system (SCA) and triple
fluorescence association test (IP/PNA-FITC/Mitotracker green). An ANOVA-one way and
Bonferroni’s test were used to evaluated effects of LC doses. Overall, the total motility (TM,
%), straight line velocity (VSL, um/s) and total sperm with plasma and acrosome membranes
integrity and high mitochondrial function (IPIAHM, %) were greater with all doses of LC (1 to
10 mM) than control group. Also, the UHT-LC5 group provided better values than others LC
groups according to matilities. In conclusion, LC improves kinetic vigor and provides an
antioxidant protective effect to sperm membranes of cold-stored ram when added to skimmed
milk based-diluent.
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