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RESUMEN

Esta investigacion experimental analiz6 el impacto del uso combinado de dos antioxidantes:
menaquinona 4 y coenzima Q10 sobre la calidad del semen ovino sometido a una crio
conservacion comparandolos con el efecto combinado de cada molécula junto a L-carnitina y
su uso individual. Este modelo permitié evaluar los posibles efectos Redox de las
combinaciones y su saturacién en el medio producto de su alto peso molecular, para ello se
evaluo los efectos de estas 6 combinaciones sobre 8 eyaculados donde se analizé la motilidad
espermatica, integridad de la membrana y la viabilidad celular mediante pruebas de Eosina-

nigrosina, Yoduro de propidio, rodamina y motilidad, mediante el sistema CASA. Los resultados
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determinaron un efecto negativo de la combinacion de moléculas sobre la calidad espermatica,
atribuible a la saturacion y carga idnica del medio generando dafios sobre la membrana
espermatica, concluyendo que es recomendable el uso limitado de antioxidantes en los medios
espermaticos.

Palabras clave: L-carnitina; peso molecular; membrana espermatica; efecto combinado

ABSTRACT

This experimental study analyzed the impact of the combined use of two antioxidants,
menaquinone-4 and coenzyme Q10, on the quality of ovine semen subjected to
cryopreservation, comparing them with the combined effect of each molecule together with L-
carnitine and their individual use. This model allowed the evaluation of possible redox effects of
the combinations and their saturation in the medium due to their high molecular weight. The
effects of these six combinations were assessed in eight ejaculates, analyzing sperm motility,
membrane integrity, and cell viability through eosin-nigrosin staining, propidium iodide,
rhodamine, and motility evaluation using the CASA system. The results demonstrated a
negative effect of the molecular combinations on sperm quality, attributable to medium
saturation and increased ionic load, which generated damage to the sperm membrane. It was
concluded that limited use of antioxidants in semen extenders is recommended.

Keywords: L-carnitine; molecular weight; combined effect; sperm membrane
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INTRODUCCION

La crioconservacion de semen ovino es una herramienta clave en los programas de
reproduccion asistida, ya que permite conservar el material genético de alto valor por largos
periodos (Guiracocha-Vihanzaca et al 2025). Sin embargo, este proceso implica riesgos para la
calidad del semen debido al estrés oxidativo y otros dafios celulares (Adami, et al., 2022). Para
contrarrestar estos efectos, se ha explorado el uso de antioxidantes como la menaquinona 4
(vitamina K2) y la coenzima Q10, conocidos por su capacidad para proteger las células del
dafio (Uribe Valderrama, et al., 2011). Aunque ambos compuestos han mostrado beneficios
individuales, su efecto combinado aun no ha sido lo suficientemente estudiado (Reyes-
Gonzalez, et al., 2022).

Este trabajo tiene como propésito evaluar si la combinacién de estos dos antioxidantes
de mayor peso molecular afecta la calidad del semen ovino después de la congelacion,
preservando su viabilidad, motilidad y funcionalidad en base de lo descrito por Arando et al.,
(2019) y asi comparar este efecto frente a otras combinaciones y efectos individuales de cada

molécula.

METODOLOGIA

El estudio fue realizado en la Universidad Catdlica de Cuenca, laboratorio de
reproduccion animal de la Facultad de Ciencias Agropecuarias, Carrera de Medicina Veterinaria
que esta situada en la provincia del Azuay, en el Cantén Cuenca, localizada en el kilémetro 2
12 de la Panamericana Norte. Ejecutado completamente al azar, mismo que involucré a 1
carnero de raza Kathadin de afio y medio de edad para realizar la colecta de semen tres veces
por semana, llegando a un total de 8 repeticiones, aplicando a cada eyaculado el antioxidante
COQ10 y de MK-4, juntas y por separado cada una, durante los meses de enero a marzo del

2025, consto de dos fases una de campo y una de laboratorio.
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La obtencion del semen fue mediante el uso de una vagina artificial, la cual se
precalentara con agua a una temperatura entre 51 y 52 °C para garantizar que al momento de
la recoleccion se mantenga a aproximadamente 42 °C asi mismo se utilizé6 una hembra (como
maniqui) para inducir la eyaculacién; el operador se ubicé en el flanco derecho del macho,
orientando la vagina artificial a 45° respecto al suelo. Tras la eyaculacion, las muestras fueron
protegidas de la luz solar directa y mantenidas a temperatura corporal (37 °C) hasta su ingreso
al laboratorio (Lema Guaman, et al., 2025).

En el laboratorio se evaluaron las caracteristicas macroscoépicas del semen (color, olor,
volumen y pH), y posteriormente, se analizaron las propiedades microscopicas. Se evalud la
Motilidad masal (MM) y motilidad individual (M) mediante microscopia a 10x y 40x,
respectivamente. Su concentracion espermatica se realizé usando un fotometro de flujo (SDM1
Minitube) especifico para ovinos. Y posterior a ello procedimos a una Evaluacion funcional y
estructural respetivamente mediante pruebas de eosina-nigrosina (Minitube), yoduro de
propidio (Sigma Aldrich), prueba de integridad funcional de la membrana (HOST), rodamina
(Sigma Aldrich) y sistema CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis) para parametros
cinéticos (Watson PF, 2000). Utilizando la siguiente férmula:

Formula de dilucion

Total, Espermatozoides vivos= Volm. Eyaculado x Concentracion x Motilidad Masal x
Motilidad Individual

Total, Pajuela= T. Espermatozoides vivos / Concentracién deseada

Volm. Final= Total Pajuela / 2-4 (ml de la pajilla)

Volm. Diluciéon= Volm. Final - Volumen del semen - Volumen de la Predilucion

Triladyl = 3:1:1 (3 de agua ultra pura, 1 de yema de huevo, 1 de Triladyl)

Las muestras fueron analizadas mediante el sistema CASA (Computer-Assisted Sperm

Analysis) observando diversos parametros espermaticos entre estos, los espermatozoides
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progresivos (PR), no progresivos (NP), inmaviles (IM), velocidad curvilinea (VCL), velocidad
media (VAP), velocidad lineal (VSL), indice de rectitud (STR), indice de linealidad (LIN),
amplitud lateral de la cabeza (BCF) y frecuencia de batida (BCF) (Lema Guaman et al, 2025).

Se coloco en un portaobjeto 3 uL de Eosina-Nigrosina junto con 3 uL de la muestra
espermatica, luego con ayuda de otro portaobjeto se mezclé suavemente y se realizé un
barrido hacia el otro extremo de la placa dejando reposar aproximadamente 2 min (Farfan et al,
2025). Para la observacion de la muestra en el microscopio con el lente de 40x, observando
distintos campos de la muestra hasta llegar a contar 100 espermatozoides tanto vivos como
muertos, de esta manera se determinara el porcentaje de vitalidad (lliceto, et al., 2024).

Con ayuda de un tubo Eppendorf de 1,5 ml se colocé 3 uL de Yoduro de Propidio junto a
5 uL de la muestra seminal dejandola reposar durante 15 minutos en la platina térmica a 37 °C,
para luego llevar la muestra fuera del alcance de la luz, realizar el respectivo frotis y evaluacion,
esta muestra se observo con ayuda de un microscopio de fluorescencia, con lente de 40x y con
el filtro nimero 1, de esta manera recolectando datos de 100 espermatozoides de diferentes
campos entre tefidos que representan un color rojo fosforescente (muertos) y no pintados
(vivos) con el ADN intacto vitalidad (Reza, et al., 2021).

En la Prueba de Host (Integridad funcional de la membrana), se tomé 100 L de la
solucion de Host acompafada de 20 yL de la muestra en un tubo Eppendorf para
homogeneizar y dejar reposar en la platina térmica bano Maria a 37 °C, durante 45 minutos. Al
pasar el mencionado tiempo se procedio a evaluar la muestra colocando 5 yL sobre un
portaobjetos y realizar el frotis para valorar la muestra en el microscopio (Olympus BX51) con el
lente de 40x llegando analizar 100 espermatozoides en total, los cuales mostraran ser positivos
(enrollando la cola e hinchando la cabeza) y negativos (sin reaccion) a la solucion de Host es

decir a la funcionalidad de la membrana plasmatica vitalidad (Sadler, et al., 2024).
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Por otro lado, en la prueba de rodamina donde se observa la integridad y potencial de la
membrana mitocondrial, tincién donde se analizé en los espermatozoides tefiidos de color
verde fosforescente indicaran una buena funcionalidad vitalidad (Guamarrigra-Sanchez, et al.,
2025). Para ello se utilizé 1 uyL de Rodamina en 50 uL de la muestra, en un reposo de 37 °C por
un periodo de 15 minutos, se coloco una gota de 5 UL en el portaobjeto y realizar el frotis para
evaluar en un microscopio de fluorescencia (Olympus Bx51) con filtro 3. Finalmente se siguié el

mismo procedimiento para la base de conteo vitalidad (Luana, et al., 2022).

RESULTADOS

Luego de un analisis donde realizamos la comparacion entre tratamientos en el cual se
destaco diferencias estadisticas y significativas en los parametros espermaticos (Tabla 1)
(Aitken, & Drevet., 2020). Iniciando con el parametro de la prueba Test Host, donde se observé
diferencias asombrosas entre tratamientos (p = 0.005). Para el tratamiento de Q10+MK4 reflejo
el valor promedio mas alto (21.1 £ 9.89), siendo superior a MK4+ L-Carnitina (15.9 + 3.92) y por
ultimo lugar a MK-4 + L-carnitina con (13.3 £ 5.58), Reflejando el efecto positivo con el
tratamiento combinado de Q10+MK4 sobre su integridad funcional de su membrana
espermatica (Kowalczyk, 2022).

Es importante destacar que no se detectaron alguna diferencia significativa con Eosina
Nigrosina (p = 0.967), por lo cual los tratamientos no influyeron en la viabilidad celular que
determina esta prueba.

En la actividad mitocondrial con Rodamida, no obtuvimos una diferencia significativa (p =
0.170), sin embargo, se registré una tendencia con valores superiores en la combinacién de los
tratamientos con respecto a el control integridad y potencial de la membrana mitocondrial

(Puerta, et al., 2024).
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En la variable Motilidad progresiva, existe diferencias estadisticamente significativas (p =
0.048). Con el tratamiento de L-Carnitina+Q10 revelo que es el mayor valor promedio (30.7
22.3), continuando con MK4 + L-carnitina (17.0 £ 10.9), y donde Q10+MK4 fue inferior a los dos
valores mencionados con (15.7 + 5.58). Los resultados destacan que la combinacién de
LC+Q10 fue el mas apto aportando de manera positiva con la motilidad progresiva del
espermatozoide (Vicente-Fiel, et al., 2014).

En el patron de Movimiento Lineal (LIN), hay diferencias con (p = 0.023). Tratamiento
que alcanzo el valor promedio superior fue L-Carnitina (37.2 £ 8.07), el valor intermedio fue MK-
4 + L-carnitina (32.4 + 11.5), y el tratamiento inferior fue Q10 + MK-4 (28.8 £ 5.96) siendo el
valor mas bajo de los tres, lo que significaria que L-Carnitina+ Q10 tiene superiores beneficios
con la mejora del desplazamiento espermatico (Loja E, et al., 2025).

Estos resultados indican que los tratamientos combinados dieron efectos positivos, L-
Carnitina+Q10 fue predominante sobre la motilidad espermatica, especialmente en los
parametros progresividad y cinematica, en cambio el tratamiento con Q10+MK4 tiene un efecto
mas marcado en la integridad de la membrana espermatica (Lema Guaman, et al., 2025).

Asi mismo estos resultados indican que la combinacién L-carnitina+Q10 contribuye
positivamente en la motilidad espermatica, en parametros de progresividad y cinematica, en
cambio Q10+MK-4 actua puntualmente en la integridad de la membrana. Como resultado sobre
los efectos de diferentes tratamientos que dependen de una combinacién especifica como

antioxidantes y cofactores metabdlicos utilizados (Bansal, et al., 2011).
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Tabla 1

Tratamientos con Antioxidantes

TRATAMIENTO HOST EOSINA RODAMIDA PROGRESIVO LIN

Valor p 0.005 0.967 0.170 0.048 0.023
211+ 571+ 28.8 +
Q10 + MK-4 43.6£18.3 15.7 £5.58
9.89 28.7 5.96
MK-4 + L- 13.3% 53.2+ 324 +
38.3+4.19 17.0+10.9
Carnitina 5.58 22.5 11.5
159+ 52.7 + 372+
LC + Q10 43.4+11.7 30.7 +22.3
3.92 19.1 8.07
Figura 1

Gréafico radial de los tratamientos en funcion de valores de Progresividad.

= PROGRESIVO
= NO PROGRESIVO
— INMOVIL

LC+0Q1

Q10 + MK- L-Carnitina

L-Carnitina
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Figura 2

Gréafico radial de los tratamientos en funcion de valores en la cinética (LIN, BCF, VAP).

— LIN
BCF
— VAP

Q10 + B

L-Carnitina

Figura 3
Gréfico radial de los tratamientos en funcién de valores de tinciones (HOST, EOSINA,

RODAMIDA).

— HOST
EOSINA
—— RODAMIDA

LC+Q10

Q10 + MK-4 L-C3rnitina

L-Carnitina

DISCUSION

Se conoce que la utilizaciéon tratamientos combinados como antioxidantes con efectos
protectores frente al estrés oxidativo inducido por la crio conservacion, han mostrado cambios
positivos en la integridad funcional de la membrana espermatica, observandose en la prueba
de Host. Por ejemplo, el uso de L- Carnitina y Coenzima Q10 influye sobre la motilidad
progresiva del material genético y sus parametros cinéticos (Mehdipour, et al., 2025), donde se
ha observado que la combinacion de tratamientos ayuda con la actividad mitocondrial y su

viabilidad celular, por lo que si existe potencial sinérgico en los protocolos de crioconservacion
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seminal ovina (Filipa, et al., 2023), sin embargo, no todas las combinaciones tienen respuesta
significativa (Larbi A, et al., 2018).

Los resultados expuestos en esta investigacion se han enfocado en lograr una discusion
mas amplia sobre la suplementacion de antioxidantes de manera combinada, donde se
demuestran que la suplementacion con antioxidantes en semen debe ser controlado y si bien
se ha observado efectos positivos de la Coenzima Q10 y la Menaquinona por su naturaleza y
efecto protector en la calidad del esperma luego, de la crioconservacion (Juliani & Henry,
2008), estos resultados son dependientes de la dosis y la especie donante del semen.

La combinacién entre Q10 Y MK4 puede generar una necesidad biologca por parte de la
célula espermatica, donde coenzima tienen accioén directa sobre el nivel mitocondrial,
minimizando la produccién de (ERO) y asi trayendo la estabilidad en |la cadena respiratoria, por
otro lado, MK4 solo en membrana plasmatica ejerce efecto protector para los fosfolipidos
estructurales, minimizando la peroxidacion lipidica (Chavoshi Nezhad, 2021), pero aun no se ha
demostrado que las combinaciones funcionan en aspectos directos o especificos en la
integridad de membrana, cinética y viabilidad espermatica (Lema, et al., 2025), por lo que este
es el factor mas relevante de este estudio, que genera bases, para los estudios combinados de
antioxidantes (Aguirre-Riofrio, et al., 2023).

Existe a su vez un factor que es necesario considerar en este tipo de investigaciones
donde los resultados en cuanto la motilidad total y progresiva de las muestras, incluyendo su
integridad en la membrana plasmatica, actividad mitocondrial y su viabilidad celular (Cofre, et
al., 2018). Estas investigaciones indican la importancia del ambiente donde el animal se cria,
asi como las razas sobre la calidad espermatica.

La evidencia cientifica indica que el estrés oxidativo es el mecanismo principal y
responsable de cualquier dafo estructural y funcional de los espermatozoides en los cambios

de temperatura de la refrigeraciéon y congelacion de la muestra seminal (Loja, 2025). Donde la
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misma autora demuestra en su estudio que la crioconservacion produce alteraciones que
tienen que ver con la fluidez de la membrana plasmatica, donde ocurre la pérdida del potencial
en su mitocondria y eleva la produccién de especies reactivas de oxigeno, es decir, ocurre una
disminucion pronunciante de la motilidad y viabilidad del material genético, cuando las dosis de
aditivos no son controladas y por mas de estar expuestas a moléculas consideradas como
antioxidantes.

Los valores expresados en la investigacién demuestran que con ausencia de agentes
antioxidantes representan los valores mas bajos dentro de los parametros funcionales
evaluados, expresando que el estrés oxidativo ocurre post-congelacion (Wang, et al., 2008), sin
embargo, al sobre cargar la solucién de antioxidantes se genera un efecto también
contraproducente.

Esto se ha evidenciado en estudios anteriores donde se ha observado el efecto de
microdosis de coenzima Q10 en la refrigeracion seminal, con bajas concentraciones reportan
casos positivos en lo que respecta la motilidad progresiva, integridad de la membrana
plasmatica y la funcionalidad mitocondrial (Rodriguez, 2024), proporcionando efectos estables
es una cadena respiratoria mitocondrial normalmente en funcién, lo cual lleva a producir
intracelularmente (ERO), sin embargo la respuesta de esta molécula se ve limitada durante la
crio conservacion (Guamarrigra-Sanchez, et al.,2024), basados en que la coenzima Q10 tiene
respuestas positivas cuando se trabaja directamente bajo los parametros bioenergéticas
espermaticos (Abecia, etal., 2020). La utilizacion de microdosis de antioxidantes en semen
ovino demuestra ya sus efectos positivos trabajando de manera individual, pero cuando los
tratamientos son combinados estos no funcionaron en igual medida (Lema, et al., 2024).

Por otro lado, tenemos a la menaquinona-4 que fue evaluada bajo un efecto combinado
de la menaquinona-4, y donde algunas combinaciones de estos antioxidantes resultaron mas

favorables que otras, bajo el efecto protector en la membrana plasmatica, la cual no permite la
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peroxidacion lipidica (Gautier y Aurich, 2022). Una vez mas se repite lo anteriormente citado,
donde los efectos combinados no son lo suficientemente significativos.

Es por esto que la hipotesis del sinergismo de antioxidantes, no solo se debe
fundamentar en la suma de los efectos antioxidantes, sino en factores bioquimicos mas
profundos.

Por ultimo, para poder evaluar plenamente los efectos sinérgicos es necesario evaluar
también la metodologia, donde los diluyentes bufferados como el glicerol o el DMA son
reguladores osmaticos, que pueden alterar la funcionalidad de la membrana (Guiracocha-
Vifanzaca, et al., 2025).

En efecto, a este punto de la investigacion, la hipétesis del sinergismo de las
combinaciones de antioxidantes bajo un esquema combinado y en concentraciones controladas
(Valdez-Pinargote, et al, 2024), todavia requiere mayor profundidad ya que estos antioxidantes
pueden ser agentes promisorios para la mejora de ciertos protocolos reproductivos que sean
avanzados y actualizados para lograr la conservacién genética del material espermatico y
ayudando a futuras ideas de bancos de germoplasma animal, un avance en la reproduccion

animal (Nogueira, et al., 2022).

CONCLUSIONES

Los estudios sobre sinergismo molecular deben enfocarse en la bioquimica y funcion
celular de cada molécula para poder determinar las dosis adecuadas, dado que sus efectos no
son aditivos sino complementarios.

El comparar moléculas de alto peso molecular sobre combinaciones de menor peso,
permitié entender de un posible efecto de saturacion del medio, ademas del efecto redox.

El potencial de la coenzima Q10 y la menaquinona es significativos, siempre que se

considere dosis, diluyentes, donantes y ambiente.
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