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Resumen

El semen equino congelado presenta menor viabilidad respecto a otras especies, lo cual
se debe principalmente a factores propios del equino o su variabilidad individual por
reproductor. Adicionalmente, los machos reproductores son seleccionados por su
rendimiento en diversas disciplinas ecuestres y no por su capacidad reproductiva,
generando un reto cuando se trata de conservar y potencializar los genes del animal. Este
estudio se justifica al estimar que la adicion de coenzima Q10 y vitamina K a los
espermatozoides congelados tiene un efecto beneficioso sobre su motilidad y otros
pardmetros de calidad seminal. Para ello, se tuvieron en cuenta variables como motilidad,
movilidad, anomalias, funcionalidad de membrana, integridad mitocondrial, y se
utilizaron variables independientes como esperma fresco, coenzima Q10 (tratamiento) y
vitamina K (tratamiento) en comparacion con un grupo control. Los resultados fueron
relevantes en cuanto a la motilidad espermatica, con 92,20 + 1,82 para el caballo tres. En
la concentracion espermatica, se mostré un punto alto en el equino dos de 115,60 + 17,07,
contribuyendo a un total de espermatozoides eyaculados de aproximadamente 1398,19 x
10%. Ademas, los datos indicaron que no hubo variacion significativa en la aplicacion de
coenzima Q10 y vitamina K respecto a la motilidad y la actividad mitocondrial. Esto llevo
a la conclusion de que la adicion de coenzima Q10 y vitamina K en el esperma no tiene
un efecto significativo en parametros de calidad como la motilidad y la integridad
mitocondrial. Solo en determinadas situaciones, esto podria mejorar la calidad del semen

equino mediante criopreservacion.

Palabras claves
Equino., semen., congelacion., coenzima Q10., vitamina k.
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Abstract
Frozen equine semen shows lower viability than other species, mainly due to specific

equine factors or individual variability per breeder. Additionally, breeding males are
selected for their performance in various equestrian events rather than their reproductive
capacity, creating a challenge in preserving and enhancing the animal's genes. This study
is justified by estimating that adding coenzyme Q10 and vitamin K to frozen spermatozoa
has a beneficial effect on their motility and other seminal quality parameters. For this
purpose, variables such as motility, mobility, abnormalities, membrane functionality, and
mitochondrial integrity were considered. Independent variables such as fresh sperm,
coenzyme Q10 (treatment), and vitamin K (treatment) were used compared to a control
group. The results were significant for sperm motility, with 92.20 £ 1.82 for the third
horse. Regarding sperm concentration, a peak was shown in equine two with 115.60 *
17.07, contributing to a total of approximately 1398.19 x 10°¢ ejaculated sperm. In
addition, the data suggested no significant variation in the application of coenzyme Q10
and vitamin K regarding mitochondrial motility and mitochondrial activity. This led to
the conclusion that adding coenzyme Q10 and vitamin K to sperm does not significantly
effect quality parameters such as motility and mitochondrial integrity. Only in certain

situations could this improve the quality of equine semen by cryopreservation.

Keywords
Equine., semen., freezing., coenzyme Q10., vitamin K.
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1. Introduccién

El tema se centra en la motilidad del esperma de caballo congelado, que es baja en
comparacion con otras especies. Esto se debe principalmente a factores especificos de los
caballos o a diferencias individuales entre cada criador. Ademas, el criterio de seleccion
de los machos reproductores es su desempefio en diversas pruebas hipicas, mas que su
desempefio reproductivo, lo que plantea desafios para la proteccion y mejora genética de
animales de alto valor genético (Acosta et al., 2017).

Por ende, el desarrollo de presion osmética causado por la exposicion a un ambiente
altamente osmoético y los cambios en la presion inducidos durante este proceso (Mendoza,
2016). El estrés osmotico se ha asociado con efectos negativos sobre la motilidad, la
viabilidad y el potencial de la membrana mitocondrial en el esperma equino (Barry,
2008).

Frente a lo cual, Membrilo et al., (2003) determina que el estrés oxidativo resulta de
niveles elevados de especies reactivas de oxigeno debido al choque térmico y la quimica
crioprotectora. Se ha demostrado que los efectos positivos de la coenzima Q10 pueden
regular y reducir el estrés oxidativo que se produce en los espermatozoides después de la
congelacion, lo que puede provocar mutaciones e infertilidad, por lo que el uso de
coenzima puede ayudar a mantener la funcion y mejorar el rendimiento de los
espermatozoides, en cuanto a su funcion y movilidad (Intriago, 2019).

Por otro lado, la suplementacion con vitamina K mejora los pardmetros de calidad del
esperma con niveles de significativa de mas del 13% en comparacion con la
criopreservacion (Astrid, 2015). Cabe destacar que, en las Gltimas décadas, se han logrado
avances minimos en la mejora de la fertilidad del semen equino congelado. Aunque se
han llevado a cabo muchas investigaciones en esta area, la integridad del esperma so6lo

puede protegerse parcialmente contra los distintos tipos de estrés involucrados en el
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proceso, a través de la vitamina K que tienen poco efecto sobre el porcentaje de flujo, que
es un indicador clave manteniendo la fertilidad potencial (Acosta, 2021).

Se denota que el estrés oxidativo esta estrechamente relacionado con el desarrollo de
diversos cambios en los espermatozoides criopreservados. Sin embargo, adn existen
importantes vacios en la busqueda de suplementos o procedimientos que puedan aliviar
dicho estrés, la vitamina Ky a Q 10 promueve altos niveles de fertilidad potencial a partir
del semen equino congelado (Usuga, 2017)

En contexto, durante el proceso de congelacién, las mitocondrias producen sustancias
con fuerte capacidad oxidativa (Ilamadas ROS), a medida que disminuye la capacidad de
las mitocondrias de los espermatozoides para producir ROS, lo que resulta en un cambio
en la actividad mitocondrial (Catalan, 2021).

Por ello, es importante recalcar en este punto que la congelacion de esperma puede
preservar la fertilidad del caballo utilizando diferentes métodos que permitan que el
proceso se desarrolle de manera efectiva. Es necesario congelar las muestras mediante un
proceso de calidad para establecer pasos y mecanismos claros que, tras la recogida del
esperma, la calidad del mismo no varie y eliminar posibles riesgos para las generaciones
futuras. Por lo tanto, este estudio evalta principalmente el efecto de la administracion de
coenzima Q10 y vitamina K sobre la congelacion de esperma equino.

2. Fundamento teorico

Para, Lazaro et al (2000) la coenzima Q10 presentan indicios de significancia
favorables en la crio preservacion, respaldando asi lo establecido por John McLeod quien
demostro la importancia del estres oxidativo en su relacion con la fertilidad.

Ademas, Arenas (2001), concuerda con lo establecido por el bioguimico Leonard
Merwin y sus colegas al descubrir la ubiquinona, o enzima Q10, mientras estudiaban la

enfermedad renal, destacando que la ubiquinona debe su nombre a que es omnipresente
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y se encuentra en las mitocondrias de todas las células del cuerpo.

Ahora se sabe que esta sustancia es muy similar a las vitaminas. ES una coenzima
liposoluble encargada de transferir electrones para generar energia. Aungue esta
coenzima puede sintetizarse en el cuerpo, se pierde a medida que envejecemos (Lenaz,
2000).

Por otro, Fatemah et al., (2017) sefiala que la vitamina K afecta el desarrollo
embrionario in vitro y la crio supervivencia, ya que ademas de mejorar la reexpansion de
los blastocistos, también es beneficiosa para la calidad del embrion ya que actia la
vitamina K como portador de electrones en las mitocondrias embrionarias.

Segun Baldoceada et al. (2014), las mitocondrias desempefian un papel importante a
la hora de facilitar el desarrollo temprano de embriones de mamiferos, ya que se ha
demostrado que una preparacién folicular adecuada aumenta la probabilidad de entrada
de embriones generados in vitro. Los niveles de expresion de genes relacionados con la
funcién mitocondrial son mayores en las etapas de blastocisto y embrion (Catalan, 2021).

Por tanto, como hipotesis de investigacion, se tiene que la coenzima Q10y la vitamina
K mejoran los parametros cualitativos y cinéticos del semen equino congelado.

2.1.Definicion tedrica de los términos claves relacionados a la tematica
2.1.1. Capacitacion Espermatica

El entrenamiento de los espermatozoides es esencialmente una serie de cambios
fisiol6gicos que los mismos experimentan de forma natural. Dado que estos pasan por
una etapa de desarrollo y luego fertilizan el dvulo, por ende, estos cambios incluyen el
desarrollo de la motilidad y la pérdida de gotitas citoplasmaticas en el esperma que se
almacena en la cola del testiculo. Por ello, suelen presentar cierta resistencia en los

organos reproductivos antes de que lleguen al 6vulo (Hernandez, 2013).



14

2.1.2. Agentes Crioprotectores

Ramodnez et al. (2007) los consideran sustancias solubles en agua y de baja toxicidad
que pueden bajar el punto eutéctico de la solucidn en la que se incorporan; por eutéctico
se entiende la disminucion del punto eutéctico del disolvente a la temperatura més alta
que permite la méxima cristalizacion, lo que hard que los espermatozoides estén mas
deshidratados, reduciendo asi el gradiente osmético al que estan expuestas las células.
Los crioprotectores ayudan a mantener la motilidad y la funcion de los espermatozoides
y pueden clasificarse en permeables y no permeables (Lenaz, 2000).

2.1.3. Agentes Crioprotectores Permeables (ACP)

Los agentes crioprotectores permeables son aquellos que tienen un bajo peso
molecular y generalmente son incapaces de atravesar membranas, aun cuando son
moviles y ayudan a deshidratar las células a bajas temperaturas. Del mismo modo
permiten reducir la formacion de cristales de hielo intracelulares e incluyen: glicerina,
propilenglicol y dimetilsulféxido (Intriago, 2019).

2.1.4. Agentes Crioprotectores no permeables (ACNP)

Avila et al. (2006) Se trata de compuestos moleculares de gran tamafio que no pueden
atravesar lamembrana plasmaéticay por tanto su efecto protector se manifiesta en el medio
extracelular a través de mecanismos osmoticos y pueden deshidratarse rapidamente,
reduciendo la formacion de cristales y favoreciendo asi la supervivencia de los
espermatozoides

2.1.5. Conservacion Espermatica

La técnica de conservacion del esperma de caballo en la actualidad emplea tecnologia
de alta gama que permite la cria de caballos de forma moderna. Estos procedimientos
tienen ventajas sobre el esperma fresco: por ejemplo, se puede utilizar tanto para la
reproduccion como para la mejora genética, es decir, permite la prevencion de defectos y

deformidades genéticas mediante la extraccion de muestras de calidad. Sin embargo, la
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congelacion de esperma tiene sus limitaciones ya que el recuento de espermatozoides

cambia despues de la congelacion y descongelacion (Astrid, 2015).

La inseminacion artificial es un método alternativo muy importante de reproduccion
equina, por lo que la conservacién de espermatozoides es una técnica ideal para la
obtencion de embriones mediante FIV. Sin embargo, los estudios como los de Giraldo et
al. (2006), han demostrado que el enfriamiento prolongado del esperma afecta sus
propiedades funcionales.

2.1.6. Estrés Oxidativo

Para, Sdnchez y Méndez (2013), el aire que se aspira al respirar es oxigeno, esencial
para el funcionamiento normal de todas las células. El proceso de pérdida de electrones y
absorcion o captura de oxigeno se Ilama oxidacion electrones y pierden oxigeno, por lo
que cada proceso de oxidacion ocurre simultaneamente con otro proceso de reduccién, y
lo que sucede es que una pequerfia porcion del oxigeno se convierte en una forma reactiva

caracterizada por la reactividad llamada radicales libres.

Las reacciones redox son esenciales para el equilibrio del organismo, porque a traves
de ellas se obtiene la mayor cantidad de energia, pero Elejalde (2001) sefiala que, aunque
el oxigeno es esencial para la vida, cuando no hay suficientes antioxidantes para hacer
frente a los radicales libres, entonces aumento, llamado estrés oxidativo, y por tanto la
generacion descontrolada de radicales libres puede convertirse en una fuente de
enfermedades. Si bien es cierto que todas las células estan sujetas a estrés oxidativo, en
el caso de los espermatozoides, los niveles adecuados de ROS son importantes para
mantener la funcion normal de los espermatozoides, ademas de sus funciones con la
integridad del ADN nuclear y mitocondrial (Cordova, 2009)

2.1.7. Coenzima Q 10

Lazaro et al., (2000) establece que la Q 10 es un antioxidante liposoluble que se
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encuentra en todas las células del cuerpo y se localiza en las mitocondrias, ademas de
participar en la oxidacion de los acidos grasos, también es un componente importante de

la respiracion.

La coenzima Q10 también se encarga de regular las propiedades fisicas y quimicas de
la membrana plasmatica. Una de las principales funciones de esta coenzima, también
conocida como ubiquinona, es que interviene en gran medida en la posterior conversion
de oxigeno y nutrientes en energia. Los estudios demuestran que la coenzima Q10 juega
un papel importante en el transporte de electrones en la membrana mitocondrial interna,

por lo que es esencial para combatir el estrés oxidativo (Arenas, 2001).

Es un lipido redox con funcion antioxidante. Puede prevenir la peroxidacion lipidica
al inhibir la formacion de hidroperoxidos, mejorar la vitalidad del esperma, el
enfriamiento y la baja fertilidad. El intercambio de protones contribuye a la produccién
de energia. Los beneficios antioxidantes de la CoQ10 se utilizan durante el transporte a
través de la membrana mitocondrial durante la congelacion, descongelacion y
centrifugacion (Elgueta, 2018).

2.1.8. Vitamina K

Vos et al. (2012) argumentaron que, dado que las mitocondrias son un componente
celular importante en el desarrollo embrionario, los medios insuficientes pueden afectar
la funcion mitocondrial, por lo que estamos buscando antioxidantes adicionales para
mejorar los diferentes tipos de medios. Aunque las mitocondrias son responsables de la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), también son susceptibles al dafio de

las ROS (Bhalerao & Clandinin, 2012).

Pezham et al (2017) la vitamina K2 acttia como un transportador de electrones en las
mitocondrias al afectar las especies reactivas de oxigeno ROS, lo que lleva a una

utilizacion més eficiente del oxigeno y a la produccion de ATP
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En el ambito de la reproduccion asistida equina, la criopreservacion del semen
representa un pilar esencial para el avance y la eficiencia de los programas de cria. Sin
embargo, los métodos de congelacion y descongelacién convencionales a menudo
comprometen la viabilidad espermatica, afectando directamente los resultados de
fertilidad. Ante este reto, surge la necesidad de explorar alternativas que mejoren estos
procesos. En este contexto, el presente estudio se centra en evaluar la coenzima Q10 y la
vitamina K, reconocidas por sus propiedades antioxidantes, como posibles mejoradores
de la criopreservacion del semen equino. El objetivo principal de esta investigacion es
determinar como la adicion de estos compuestos impacta la eficiencia de la congelacion

del semen.

Este analisis se profundiza a través de varios enfoques especificos: primero, se
cuantifica el efecto de estos antioxidantes en los pardmetros cualitativos del semen, como
la motilidad, la morfologia y la viabilidad espermatica. Estos indicadores son
fundamentales para evaluar la calidad del semen y predecir su comportamiento post-
descongelacion. Ademas, se investiga la capacidad de la coenzima Q10 y la vitamina K
para preservar la funcionalidad espermatica, en particular los parametros cinéticos, que
son cruciales para la motilidad activa necesaria en los procesos de fertilizacion. Por
ultimo, se examina el impacto protector de estos nutrientes sobre las mitocondrias de los
espermatozoides, estructuras clave que sustentan la produccion de energia y la

supervivencia celular durante la criopreservacion.
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3. Metodologia
3.1.La zona de estudio
El presente estudio se llevd a cabo en la Unidad Académica de Ciencias

Agropecuarias de la Universidad Catélica de Cuenca, localizado especificamente en
Cuenca, dentro de la provincia de Azuay, Ecuador, a lo largo de la Panamericana

Norte Km 2%. (Maps, 2017 ).

" Facultad de Veterinari
y Agronomia:_ o

U\
W Universidad Catolica =
f Eacultad de Agronomia

3.2.Colecta en Campo y Materiales Utilizados
3.2.1. Materiales para la Colecta en Campo:

e Caballo Entero

e Vagina Artificial (Funda de vagina)
e Calentador de Agua

e Filtros

e Agua ultrapura

e Tubos de 50 ml

e Venda eléstica

e TermOmetro

e Recipiente graduado

e Vasos de precipitacion
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e Papel Aluminio

3.2.2. Materiales de Laboratorio:

Microscopio

o Placa térmica

o Pipetas

e Tubos Eppendorf

o Pajuelas

o Portay cubreobjetos

e Tubos de 15 ml

e Microscopio de Fluorescencia
e Yema de huevo

e Jeringas de 310 ml

o Tinciones: Eosina Negrosina, Host, Yoduro de Propidio, Rodamida

3.2.3. Procedimiento de la colecta de semen

Preparacion de la Vagina Artificial (V.A): Dentro de la V.A se introdujo una camisa
la cual se calentd con agua tibia a unos 56°C, pero para ajustar la temperatura mas propicia
se coloco agua fria hasta llegar a 46°C V.A.

Posteriormente se procedi6 a la asepsia del caballo, donde se lavd el pene con suero
fisiologico a 37°C y se seco con una toalla.

En la yegua se uso pilares para evitar golpear al reproductor, luego se até la cola hacia
adelante para evitar la penetracion. Una vez recogido el esperma, se coloco en un vaso de
precipitacion.

Posterior a ello se midi6 el esperma mL y se diluyo en proporcién 1:1, con diluyente
de transporte a 37 °C y se pasé a los tubos de 50 ml estériles los mismos fueron

transportados al laboratorio.
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3.3.Evaluacion seminal

Para la evaluacién seminal, primero, se enciende la placa térmica ajustandola a una
temperatura de entre 35 y 37 °C. Una vez precalentada, se colocan los portaobjetos y
cubreobjetos sobre ella. A continuacion, se depositan 10 microlitros de la muestra de
semen entre la porta y el cubreobjetos para proceder inmediatamente a la evaluacién de
la motilidad individual o progresiva de los espermatozoides. Se examinan entre tres y
cinco campos diferentes en la misma placa, seleccionando el campo que ofrezca la mejor
visibilidad y detallando la motilidad observada en los espermatozoides.

3.3.1. Concentracion

Para determinar la concentracion espermatica, se tomé un tubo eppendorf al que se
afiadieron 95 microlitros de agua y 5 microlitros de semen, se homogenizé la mezcla antes
de introducirla en la cdmara de Neubauer. Con precision, depositamos 10 microlitros de
esta mezcla diluida en cada lado de la camara. Utilizando las cuatro esquinas y una
cuadricula central de la camara, procedimos al conteo de espermatozoides para calcular
tanto el nmero promedio en la muestra original como en la muestra diluida.

3.3.2. Centrifugacion

Para la centrifugacion, se tomaron 10 ml de semen en cada tubo de ensayo y se
colocaron en la centrifuga, ajustando la velocidad a 800 gravedades durante 10 minutos.
Tras este proceso, se recogio el pellet de semen y se procedio a realizar un nuevo conteo
en la cdmara de Neubauer, con el fin de ajustar correctamente la cantidad de diluyente
CRIO RAMP 100 ® necesaria.

3.4.Evaluaciones
3.4.1. Eosina Negrosina (Vitalidad y Anormalidades)

Para la tincion de Eosina-Nigrosina (EN) que permite evaluar la vitalidad y la
presencia de anomalias en los espermatozoides, se deposité una gota compuesta por 15

microlitros de semen y 5 microlitros de tincién EN en un portaobjetos. Tras mezclar
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cuidadosamente, se extendio la mezcla formando un frotis. Una vez seco, el frotis se
examino bajo un microscopio utilizando un objetivo de 40x. Los espermatozoides tefiidos
de rojo se identificaron como muertos, mientras que aquellos que no absorbieron la
tincion se consideraron vivos. Durante el analisis, se contabilizaron al menos 100
espermatozoides por placa para determinar la proporcion de espermatozoides vivos,

muertos y con anormalidades.

3.4.2. Test de host

Para realizar el test de HOST (Prueba Hiposmética), se colocaron 50 microlitros de
solucién Hiposmética y 15 microlitros de semen en un tubo eppendorf. Esta mezcla se
dejo reposar sobre una placa térmica a temperatura controlada durante 20 minutos.
Finalizado este periodo, se extrajeron 10 microlitros de la mezcla y se colocaron entre un
portaobjetos y un cubreobjetos para su observacion bajo un microscopio con objetivo de
40x. Se enfocd en identificar aquellos espermatozoides que presentaban la cola enrollada,
indicativo de una reaccion positiva al test. Se contaron tanto los espermatozoides que
respondieron positivamente como el total observado, contabilizando al menos 100

espermatozoides por placa para obtener una muestra representativa.

3.4.3. Test yoduro de propidio

Para realizar el test de yoduro de propidio, primero utilizamos un microscopio de
fluorescencia marca Olympus vx51 del pais de origen Japon y con un filtro de longitud
de onda de 405 nm. Se prepar6 un tubo eppendorf en el que mezclamos 50 microlitros de
semen con 5 microlitros de yoduro de propidio. Esta mezcla se colocd sobre la placa
térmica durante 5 minutos. Posteriormente, aplicamos 10 microlitros de esta muestra entre
un portaobjetos y un cubreobjetos. Bajo observacion con el microscopio de fluorescencia,

identificamos los espermatozoides cuyas cabezas se tefiian de rojo, indicando que estaban
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muertos, mientras que aquellos que no absorbian el tinte se consideraban espermatozoides

ViVos.

3.4.4. Testde rodamida
Para el test de Rodamina, se utilizaron 50 microlitros de semen mezclados con 2

microlitros de Rodamina en un tubo eppendorf, el cual se incubd durante 10 minutos
sobre una placa térmica. Después de la incubacion, se colocaron 10 microlitros de la
mezcla entre una porta y un cubreobjetos para proceder al analisis bajo un microscopio
de fluorescencia. En la observacion, se denoto que los espermatozoides que tenian

actividad mitocondrial se tefiian de color verde y los que no, permanecieron sin tefiirse.

3.5.Variables del estudio
3.5.1. Variables independientes del estudio

e Semen fresco

e Coenzima Q10 (Tratamiento)
e Vitamina K (Tratamiento)

e Control

3.5.2. Variables dependientes
e Motilidad

e Vitalidad

e Anormalidades

e Integridad de la membrana

e Funcionalidad de la membrana

¢ Integridad mitocondrial

3.6.Analisis estadistico

Las variables de tratamiento se compararon mediante analisis de varianza (ADEVA)

al nivel de significancia del 5%. La media y la desviacion estandar se utilizaron para
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mostrar los resultados. Todas las pruebas estadisticas se desarrollaron en el paquete
estadistico SPSS version 23 a través del cual se efectud una descripcién de todo el proceso
realizado.

3.7.Descripcion del proceso realizado
3.7.1. Etapal

Primero se seleccionaron los sementales, para la recoleccion de semen se utilizaron
cuatro caballos. Se utilizd un microtubo como vagina artificial a través de un filtro de
malla de nylon incorporado para obtener muestras de esperma. Luego se separ0 una
porcidn del gel de esperma recogido de la yegua.

3.7.2. Etapa?

Para este paso se diluyeron los espermatozoides sin gel 1:1 (v:v) con diluyente CRIO
RAMP 100 y se precalentaron a 37 °C. Se colocaron muestras de diez microlitros en
placas calientes, cubreobjetos y portaobjetos de vidrio para evaluar la motilidad
individual progresiva. Observa de 3 a 5 campos y marca mejor cada muestra.

3.7.3. Etapa3

A fin de centrifugar y enviar al laboratorio para su procesamiento y andlisis destinado
a evaluar parametros cinéticos y cualitativos. Esto a través del disolvente CRIO RAMP
100. En este punto se agregd 25 micromoles de coenzima Q10 y 25 micromoles vitamina
K al semen congelado. Después de agregar estos componentes se analizé la calidad y las
propiedades funcionales del esperma refrigerado y congelado 24 horas después para
comprobar el estado y funcional de los espermatozoides, incluidos parametros como la

motilidad.



4. Resultados y discusion

24

En la Tabla 1 presenta un anélisis detallado de tres parametros del semen puro:

motilidad, volumen y concentracion espermatica, basado en la evaluacion de cuatro

ejemplares. Este analisis revela que, en promedio, la motilidad espermaética se situé en

92,20 + 1,82. Indicando una variabilidad en la capacidad de movimiento de los

espermatozoides entre los ejemplares estudiados. El volumen de semen, por otro lado, se

mantuvo relativamente en el equino nimero dos, con un promedio de 121,00 + 4,74

demostrando la variabilidad reflejada en la cantidad de semen producido por cada

ejemplar.

Tabla 1. Valores de volumen, motilidad y concentracion espermatica de la especie,
en la muestra de semen puro. Los datos muestran la media * la desviacién estandar.

Caballo N Volumen Motilidad Concentracion Total, de
(mL) (%) (X108/mL) espermatozoides

(X109%/
eyaculado)

1 5 50,00 + 90,00 + 105,40 + 17,07 5270,00 +
4,74° 1,82 1398,19°

2 5 121,00 + 86,60 + 115,60 + 17,07 14007,00 +
4742 1,82 1398,192

3 5 69,00 + 92,20 + 88,20 + 17,07 6134,00 +
4,740¢ 1,82 1398,19°

4 5 84,00 + 84,20 + 105,20 + 17,07 8861,00 +
474°¢ 1,82 1398,19 &b

N= nUmero de colectas. Letras distintas en la misma columna muestran diferencias

estadisticas significativas.

Es interesante contrastar estos hallazgos con los reportados por Duque et al. (2017),

quienes examinaron el impacto de diferentes aditivos en la criotolerancia del semen
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equino. En su estudio, encontraron que la adicion de fosfatos y carbonatos mejoraba
significativamente la motilidad espermatica post-descongelacién, asi como la integridad
de la membrana plasmatica, con valores de la enzima catalasa notablemente elevados.
Estos resultados destacan la importancia de los aditivos antioxidantes en la preservacion
de la calidad seminal durante la congelacion y descongelacion. Al comparar estos efectos
con los observados en el caso de estudio, donde la Coenzima Q10 y la Vitamina K se
utilizaron como aditivos, se observa una tendencia similar en la mejora de la motilidad

espermatica.

La mejora en la motilidad espermatica observada con el uso de fosfatos y carbonatos
sugiere que estos componentes podrian ser especialmente efectivos para neutralizar los
efectos dafiinos de los procesos de congelacion y descongelacion sobre los
espermatozoides, esto se debe a que los mismos contienen moléculas de oxigeno y
sustancias nutritivas que requieren los espermatozoides para garantizar su calidad.
Similarmente, la Coenzima Q10 y la Vitamina K podrian proporcionar beneficios
adicionales relacionados con la mejora de la energia celular y la proteccion antioxidante,
respectivamente (Usuga, 2017). Estos hallazgos sugieren un area potencial para futuras
investigaciones donde la combinacion de estos aditivos podria ser explorada para
maximizar la viabilidad y la calidad espermatica en programas de criopreservacion

equina.

En la investigacién de Castro y Chacon (2016), se destaca que la eleccion de
crioprotectores como MFM o DMF mejora significativamente la motilidad progresiva y
la viabilidad del semen equino después de la descongelacion, indicando que el uso de
Dimetilformamida DMF al 3.5% aumenta la motilidad progresiva a 69.00 + 3.61 y la
viabilidad a 34.00 £ 3.46. Esto sugiere que estos crioprotectores son eficaces en mitigar

los dafios causados por los procesos de congelacion y descongelacion bajo condiciones



26

ambientales controladas, esto se debe a que los crioprotectores poseen un alto peso
molecular que permiten altas temperaturas frente a la congelacion o criopreservacion,
promoviendo una rapida accion protectora a nivel celular. Comparativamente, el estudio
presentado evalGa el impacto de aditivos como la Coenzima Q10 y la Vitamina K,
enfocandose en como estos antioxidantes pueden influir en la resistencia del semen al
estrés oxidativo durante la criopreservacion, demostrando que ambos tipos de aditivos

tienen roles complementarios en la preservacion de la calidad seminal.

La concentracion espermatica mostré un punto alto en el equino dos de 115,60 +
17,07, lo que contribuyd a un total de espermatozoides eyaculados de aproximadamente
1398,19 X10¢. Esta medida refleja la densidad de espermatozoides en el semen y, junto
con el volumen, determina el total de espermatozoides disponibles por eyaculacion. La
variabilidad entre los ejemplares, indicada por las notaciones a, b en la tabla 1, sugiere
diferencias significativas en la fertilidad potencial, lo que podria tener implicaciones para

la seleccion de reproductores basada en criterios de calidad seminal.

La evaluacion avanzada de las subpoblaciones de espermatozoides es fundamental
para identificar variaciones significativas en la calidad espermatica, que influyen
directamente en la fertilidad potencial. El estudio de Restrepo et al., (2014) resalta la
importancia de incorporar tecnologias como el analisis de semen asistido por
computadora, para una medicion mas objetiva y detallada de pardmetros espermaticos
criticos. Estas tecnologias permiten no solo identificar diferentes subpoblaciones
espermaticas, sino también evaluar su funcionalidad y capacidad fecundante de manera
mas precisa. Tal enfoque es crucial para la seleccién adecuada de sementales en
programas de reproduccion asistida, asegurando la utilizacion de espermatozoides con las
mejores caracteristicas fecundantes y, por ende, potenciando la eficiencia de las técnicas

de criopreservacion y manejo reproductivo.
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Para Restrepo et al. (2023), a través de un analisis efectuado mediante caballos
criollos se determinaron las asociaciones entre variables. Las puntuaciones medias
generales de movilidad fueron 54,3 + 10,1y 61,8 + 13,9 para la evaluacion convencional
y el sistema SCA®, respectivamente. No se encontraron diferencias significativas entre
los métodos analiticos. Por ende, el autor concluye que el analisis de esperma equino
utilizando métodos convencionales y el sistema SCA® es comparable al analisis de

fluidez del semen equino criopreservado.

Los resultados especificos para cada caballo muestran variaciones interesantes:

El Caballo 1 tuvo la menor concentracién espermatica pero la motilidad mas alta,
indicando espermatozoides muy activos, aunque en menor cantidad.

El Caballo 2 presentd el volumen mas alto y la segunda motilidad mas alta, sugiriendo
un balance favorable entre cantidad y calidad del semen.

El Caballo 3 mostrd valores medios en todas las categorias, representando un caso
intermedio.

El Caballo 4, con un volumen y motilidad ligeramente por debajo de la media, aun
asi, mantuvo una concentracion espermatica saludable.

Los resultados obtenidos en el caso de estudio sobre la mejora de la motilidad
espermatica mediante el uso de Coenzima Q10 y Vitamina K pueden compararse con los
hallazgos de Wilde et al. (2004), quienes investigaron los efectos del lactato de sodio y la
cafeina en semen equino. Al igual que en nuestro estudio, Wilde et al. (2004) encontraron
mejoras significativas en la motilidad espermatica al agregar aditivos antioxidantes al
diluyente, destacando la efectividad de estas sustancias para conservar la funcionalidad
espermatica durante la refrigeracién. Sin embargo, en este estudio no se encontré mejoria.
A diferencia de nuestro enfoque con antioxidantes especificos para combatir el estrés

oxidativo durante la congelacion, Wilde y su equipo utilizaron aditivos como lactato y
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cafeina, que interactuan directamente con la bioquimica espermatica para potenciar la
motilidad, demostrando asi diferentes estrategias para optimizar la calidad seminal. En
términos metodoldgicos, el estudio de Wilde para investigar el efecto de la adicion de
cafeina y lactato sobre la motilidad del semen equino diluido en leche descremada-
glucosa implement6 un enfoque interesante al incorporar aditivos tanto al inicio de la
dilucion como después de 48 horas de almacenamiento, evaluando su efecto en diferentes
puntos temporales. Este enfoque permite entender mejor la dinamica temporal de la
actividad espermatica en respuesta a los aditivos. En contraste, el caso de estudio se centro
en la evaluaciéon de la motilidad post-descongelacion inmediata, proporcionando una
perspectiva sobre la efectividad de la Coenzima Q10 y la Vitamina K en mitigar los
efectos inmediatos del estrés de congelacion y descongelacion. Ambos estudios, aunque
difieren en sus detalles experimentales y aditivos especificos, subrayan la importancia de
seleccionar cuidadosamente los componentes del diluyente para maximizar la viabilidad
y funcionalidad espermatica.

Lo anterior es corroborado por Aguero (2022) en base a la evaluacion de los patrones
de motilidad, este autor determino que la distribucion de subpoblaciones de
espermatozoides en semen fresco en el 90% de la motilidad de los espermatozoides
evaluados, de los cuales el 10% presentd un movimiento lineal progresivo, distribuido
por velocidad como: espermatozoides de movimiento rapido correspondiente al 18%
estimado de la muestra total, en promedio espermatozoides mdviles a un 40%,
espermatozoides de movimiento lento con 32% de la muestra total y espermatozoides
estaticos a un nivel del 10% de la muestra total.

Segun, Castro y Chacon (2016), la congelacion de esperma permite la preservacion y
almacenamiento del material genético a largo plazo. La inseminacion artificial con

esperma congelado es una herramienta importante para utilizar sementales con excelente
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genética, baja motilidad eyaculatoria y alta proporcion de espermatozoides anormales.
Ademas, existe variacion en la calidad de la eyaculacion entre individuos; sélo un

pequefio porcentaje de sementales responde bien a la congelacion.

La tabla uno ofrece una vision detallada de los resultados obtenidos a partir de la
evaluacion de semen fresco en tres diferentes tratamientos, cada uno aplicado a un
conjunto de 20 muestras. Se analizaron diversos parametros esenciales para la calidad
seminal, incluyendo la motilidad, la vitalidad, las anormalidades espermaticas, la
funcionalidad y la integridad de la membrana, asi como la actividad mitocondrial. Estos
indicadores son cruciales para determinar la viabilidad y el potencial fecundante del
semen.

La motilidad refleja la vitalidad espermaética que posee el equino que a veces se ve
influenciada por la raza del mismo. Para Castro y Bastres (2018) establece que, a modo
general, solo el 20-30% de los sementales producen esperma con buena capacidad de
congelacién, hay razas donde el valor es superior entre 40-60% con capacidades
aceptables. Estas limitaciones hacen que la inseminacién artificial de esperma congelado
sea menos comun en caballos que en otras especies, y encontrar sistemas y
procedimientos de enfriamiento o congelacion adecuados sea convertido en uno de los
principales objetivos de los estudiosos.

Cabe destacar que, los resultados muestran una notable consistencia en la motilidad
espermatica entre los tratamientos, con un promedio uniforme de 87,75 £ 0,77. Este alto
nivel de uniformidad en la motilidad sugiere que los diferentes tratamientos aplicados
mantienen eficazmente la capacidad de movimiento activo de los espermatozoides, un
factor clave para el éxito de la fertilizacion.

En cuanto a la vitalidad, se observaron ligeras variaciones numéricas entre los

tratamientos: la vitamina K presentd una vitalidad promedio de 62,48 + 1,86, mientras
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que la Q10 mostro un promedio ligeramente menor de 59,11 + 1,86, y el control volvié a
mostrar una vitalidad similar a la vitamina K con 62,09 + 1,86. Estas diferencias fueron
Unicamente numeéricas y no estadisticamente significativas, sugiriendo que ciertos
tratamientos pueden tener un impacto leve pero no discernible en la capacidad de los
espermatozoides para mantenerse vivos y activos. La frecuencia de anormalidades
espermaticas también varié numéricamente entre los tratamientos, siendo mas baja para
el Q10 (3,73 £ 0,84) y maés alta en el control (6,33 £ 0,84). Estas diferencias fueron
Unicamente numeéricas y no estadisticamente significativas, indicando que algunos
tratamientos pueden estar asociados con una mayor incidencia de formas espermaticas
irregulares, lo cual podria influir negativamente en la eficiencia reproductiva.

Respecto a la funcionalidad de la membrana, se notaron diferencias numéricas entre
los tratamientos, destacando una mejor preservacion de la integridad de la membrana en
la vitamina K (71,18 £+ 2,77) comparado con el control (63,14 + 2,77). La actividad
mitocondrial, esencial para el soporte energético de los espermatozoides, mostré la mayor
media en el control (45,19 £+ 1,52), sugiriendo una optimizacion de la capacidad
energética en este grupo. Estas diferencias fueron U(nicamente numéricas y no
estadisticamente significativas.

Del mismo modo, se puede acotar que, en cuanto a la funcién e integridad de las
membranas, asi como a la actividad mitocondrial, los valores también disminuyeron tras
la congelacion y descongelacion. Esto es muy importante porque muestra que la
congelacién puede afectar la salud de los espermatozoides a nivel celular, alterando
potencialmente la capacidad de los espermatozoides para fertilizar eficazmente. Por otro
lado, sorprende que, aunque la motilidad se mantiene preservada, otros factores

importantes para la salud del esperma muestran una ligera disminucion (Acosta, 2021).
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Figura 1. Valores de motilidad, vitalidad, anormalidades, funcionamiento,
integridad y actividad mitocondrial, en la muestra espermatica fresca de la especie. Los
datos muestran la media + la desviacion estandar.

Especificamente, en este punto a través de la imagen uno, se denota que no persiste
diferencia significativa en la actividad mitocondrial entre los tratamientos, un aspecto
critico para la evaluacion de la calidad seminal. Aun cuando se aprecia coémo el control
presenta un incremento notable en la actividad mitocondrial (45,19 = 1,52), en

comparacion con la vitamina K y la Q10, donde los valores fueron menores.

La figura 2 se muestra cobmo se comportan distintos pardmetros del semen después de
ser congelado y descongelado, usando tres tratamientos diferentes. Se puede observar
que, en general, la motilidad del semen se mantiene bastante estable en todos los
tratamientos con un promedio de 87,34 £+ 0,39. Esto indica que la congelacion y
descongelacion no afectan de manera significativa la capacidad de movimiento de los

espermatozoides.
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Figura 2. Valores de motilidad, vitalidad, anormalidades, funcionamiento,
integridad y actividad mitocondrial, en la muestra congelada y descongelada. Los datos
muestran la media * la desviacion estandar.

En la figura 3 se muestra como los tratamientos (vitamina k, coenzima Q10, control)
influyen en el semen durante los procesos de congelacion y descongelacién, atribuyendo
valores positivos en la motilidad, vitalidad, funcionalidad, actividad de la membrana
mitocondrial, pero en ninguna de los tratamientos existe diferencia significativa. También
se muestra una carga baja de anormalidades entre los espermatozoides, mas no existe

diferencia entre tratamientos.
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Figura 3. Determinacion de los valores de motilidad, vitalidad, anormalidades,
funcionamiento, integridad y actividad mitocondrial, en la muestra espermaética
congelada y descongelada.

Los resultados obtenidos indican que no hubo variacion significativa en la aplicacion
de coenzima Q10 y vitamina K frente a la motilidad y la actividad mitocondrial del semen
congelado, lo que concuerda con investigaciones previas, pues, aunque no hubo
diferencia entre tratamientos se afirma que la CoQ10 es buena para el estrés oxidativo.
Para ello los estudios de los autores Membrilo et al. (2003) y Nadjarzadeh et al. (2013),
establecieron en su indagacién en estudios separados con sementales que a modo
particular observaron que no persistia ninguna variacion en la motilidad espermatica

promedio del semen fresco (87,75 + 0,77).

Es importante reconocer las limitaciones del presente estudio, como el nimero de
sementales evaluados y la concentracion fija de los aditivos utilizados. Investigaciones
futuras deberian enfocarse en explorar un rango mas amplio de dosificaciones y en
evaluar su efecto en una variedad mas diversa de parametros espermaticos, como la

integridad del ADN y la capacidad de fecundacion.
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5. Conclusiones

La incorporacion de coenzima Q10 y vitamina K en la congelacion de semen equino
fue evaluada para determinar su influencia en la calidad del esperma, midiendo
pardmetros como la motilidad, la vitalidad, las anomalias esperméticas y la actividad
mitocondrial. Los resultados no mostraron diferencias estadisticas significativas,
indicando que la adicion de estas sustancias no mejora significativamente los pardmetros
evaluados. Esto sugiere que, a pesar de sus conocidas propiedades antioxidantes y
energéticas, el efecto de la coenzima Q10 y la vitamina K en la preservacion de la calidad

del semen congelado puede ser limitado.

La coenzima Q10 y vitamina K no refleja diferencias estadisticas significativas sobre
variables como la vitalidad, la motilidad, la actividad mitocondrial y la motilidad de los

espermatozoides

Se evidencié una distinciéon visual en la actividad mitocondrial que subraya la
importancia de este pardmetro como indicador del potencial energético de los
espermatozoides, crucial para su movilidad y viabilidad. El analisis del uso de vitamina
Ky Q10 como potenciadores del esperma sugiere que, aunque ambos aditivos presentan

beneficios, la vitamina K parece ofrecer una mejor conservacion del esperma.
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