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Resumen

La presente investigacion bioldgica se realiz6 en el Laboratorio de Reproduccion de la Universidad
Catolica de Cuenca, Ecuador y se enfoco en el proceso de crio preservacion de la genética ovina
del macho, la cual afecta de forma negativa la funcionalidad y viabilidad espermatica, debido
principalmente al estrés oxidativo (EO) generado durante el proceso de congelacion y
descongelacion debido a las caracteristicas biogquimicas de su membrana celular. Este estudio
evalud el efecto de la adicion de la L-carnitina (ImM), y Menaquinona-4 (1mM) de forma
individual y combinada (ImM x 1mM), post- descongelacidn en semen ovinos procedente de un
mismo carnero del cual se evaluo la vitalidad, viabilidad e integridad de la membrana plasmaética,
la actividad mitocondrial y el andlisis de la cinética esperméatica mediante el sistema casa
(Computer Assisted Sperm Analysis) encontrandose diferencias significativas (p<0,05) en varios
de estos parametros. Los resultados de Integridad de la Membrana (%Host, p=0,002) reflejan un
efecto negativo atribuido al desequilibrio i6nico, mientras el alto indice de Inmoviles (p=0,047)
refleja exceso de aditivos en la dilucion, o la baja Linealidad (%LIN) (p=0,005) esta asociada a la
falta de cofactores que sostengan la actividad de los antioxidantes. La alta variacion de factores
internos y externos (repeticiones) que afectan la actividad espermatica sugiere que es necesario
considerar las dosis y los tiempos de accion de cada antioxidante para asi poder alcanzar a
comprender los efectos bioldgicos sinérgicos y antagonistas que tienen entre si frente al estres

oxidativo.

Palabras clave: Antioxidante; Ecuador, Efectos Biologicos; Estrés oxidativo; Genética,;

Investigacion Bioldgica
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Abstract

This biological research was conducted at the Reproduction Laboratory of the Universidad Catélica
de Cuenca, Ecuador, and focused on the cryopreservation of ram genetics, a process that negatively
affects sperm functionality and viability due primarily to oxidative stress (OS) generated during
freezing and thawing, as a consequence of the biochemical properties of the sperm plasma
membrane. The study evaluated the post-thaw effect of L-Carnitine (1 mM) and Menaquinone-4
(1 mM), individually and in combination (1 mM x 1 mM), on ovine semen collected from a single
ram, assessing vitality, viability, plasma membrane integrity, mitochondrial activity, and sperm
kinetics using the Computer Assisted Sperm Analysis (CASA) system. Significant differences
(p<0.05) were detected in several parameters, where the membrane integrity (%HOST, p=0.002)
indicated a negative effect associated with ionic imbalance, the high immotile index (p=0.047)
reflected excess additives in the extender, and the reduced linearity (%LIN, p=0.005) was related
to the absence of cofactors supporting antioxidant activity. The high variability among internal and
external factors (replicates) affecting sperm performance suggests that antioxidant dosage and
exposure times must be considered to better understand their synergistic or antagonistic biological

effects under oxidative stress conditions.

Keywords: Antioxidant; Ecuador; Biological Effects; Oxidative Stress; Genetics; Biological

Research.
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Introduccion

La presente investigacion evalua el efecto antioxidante de la L-carnitina y la menaquinona-4 sobre
la crio preservacion del semen ovino con el fin de mejorar la funcionalidad y viabilidad de los
espermatozoides post-congelacion. La criopreservacion representa una herramienta fundamental
en la biotecnologia reproductiva, sin embargo, el proceso de congelacion provoca el incremento de
especies reactivas de oxigeno (ROS), producto del estrés oxidativo (EO), lo que ocasiona dafio
estructural en membranas, ADN, proteinas y mitocondrias ademas de reducir la motilidad,
viabilidad y fertilidad (Wang et al., 2025).

Para contrarrestar este efecto, se propone dentro de las biotecnologias de la conservacion de
material genético, la incorporacién del uso de antioxidantes en los medios de dilucién y crio
preservacion, donde la L-carnitina permite disminuir la fragmentacion del ADN y mejorar la
motilidad espermatica (Heidari et al., 2022), mientras que la menaquinona-4 (vitamina K2),
garantiza la maduracion de los espermatozoides, la estabilidad de la membrana plasmatica y la

calidad espermatica post-congelacion (He et al., 2019).

La L-carnitina (LC), es una amina cuaternaria hidrosoluble, sintetizada principalmente a partir de
la lisina y metionina (Lijun et al., 2025), y desempefia un papel fundamental en el metabolismo
energético espermatico al facilitar el transporte de &cidos grasos de cadena larga a traves de la
membrana mitocondrial interna para su B-oxidacion y produccion de ATP (Mateus et al., 2023). Se
encuentra de forma natural en el semen, particularmente en el testiculo y epididimo, donde actla
como un antioxidante enddgeno al reducir el estrés oxidativo (OS), proteger el ADN y preservar la
integridad del acrosoma mediante la eliminacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Palacios
etal., 2024).

La vitamina K (VK) es una molécula liposoluble que se encuentra principalmente en dos formas:
vitamina K-1 o filoquinona y vitamina K-2 o menaquinona (MK), ambas con el mismo anillo
central de 2-metil-1,4-naftoquinona (Sadler et al., 2024). Actla como cofactor esencial de la
enzima y-glutamil carbooxilaza (GGCX), la cual convierte los residuos de glutamato peptidico en
residuos GLA, proceso que requiere la reduccion de quinona (VK) a hidroquinona (VKH »)

mediante la enzima VKORC1 situada en el reticulo endoplasmico rugoso (Khaleel et al., 2025).
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Ademas, la VK2 esta presente en distintos tejidos extra hepaticos como pancreas, rifiones,
pulmones y en menor cantidad en los testiculos donde se asocia a niveles altos de fragmentacion

del ADN espermatico y apoptosis anormal de los espermatozoides (Khaleel et al., 2025).

A nivel reproductivo permite la maduracion de los espermatozoides, debido a su asociacion con la
y-glutamil carboxilasa, ademaés esta enzima conjuntamente con su cofactor (VK) participa en la
homeostasis del calcio epididimario (Xiong et al., 2024). Debido a su accién antioxidante limita la
muerte celular al inhibir la activacién de la 12-lipoxigenasa (12-LOX), reduciendo la acumulacion
de radicales libres y perdxidos que generan dafio oxidativo (Sadler et al., 2024).

Durante la crio preservacion, los espermatozoides experimenta dafios estructurales y morfoldgicos,
que afectan la membrana plasmatica, el nicleo, las membranas perinucleares, la actividad
mitocondrial, el aumento de las especies reactivas de oxigeno y la funcion de las proteinas (Tao, y
otros, 2025). Ademas, provoca alteraciones moleculares como fragmentacién y degradacion del
ADN, degradacion de ARNm y miARN y cambios en el complejo ADN/protamina (Yéanez-Ortiz,
Catalan, Rodriguez-Gil, Mirg, & Yeste, 2022).

Los espermatozoides ovinos son mas susceptibles al estrés oxidativo (EO), debido a que poseen un
alto contenido de acidos grasos poliinsaturados (PUFA), el incremento de estos hace que las células
sean sensibles al choque frio, a la peroxidacion lipidica y al aumento de la apoptosis celular en
presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Larbi et al., 2018). Cabe mencionar que los altos
niveles de ROS provocan que la cadena polipeptidica se fracture, lo que reduce la produccion de
ATP y consecuentemente conduce a una fosforilacion axonal anormal, a un aumento de la
peroxidacion lipidicay a la perdida de la motilidad (Ibrar, y otros, 2021). Aunque el plasma seminal
poseen antioxidantes endogenos como, superoxido dismutasa, glutation peroxidasa y catalasa, su
accion no es suficiente ya que no puede inhibir por completo el exceso de ROS durante el proceso

de congelacién (Reza et al., 2021).

Las células espermaticas en condiciones normales presentan un 60% de agua y se encuentran en
estado isotonico para mantener su volumen fisiol6gico normal, pero al descender las temperaturas

a-10°C se forman los primeros ndcleos de hielo y causan una alteracion solucion-soluto en ambos
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lados de la membrana celular (Karekin et al., 2025). La formacion de cristales de hielo y los
cambios osmoticos producen perdida de fosfolipidos, deshidratacion celular, cambios en el pH,
debilidad de los complejos proteina-lipidos y comprometen la viabilidad y motilidad espermatica
(Ozimic et al., 2023).

Estudios realizados han demostrado que la adicion de L-carnitina en el diluyente crio preservante
mejora significativamente la viabilidad, motilidad progresiva, integridad de la membrana y
funcionalidad espermética. (Valdez, Moscoso, & Maldonado, 2024) De manera complementaria,
Palacios y Pelédez (2021) evidenciaron beneficios en los parametros cinéticos e integridad
acrosomal. Por ello, se plantea la hipotesis de que la adicion de L-carnitina y MK-4 en la
congelacién del semen ovino mejora las caracteristicas cinéticas y la viabilidad espermatica post-

congelacién, por lo tanto, se establece como el objetivo especifico de la presente investigacion

Materiales y métodos

El presente estudio fue desarrollado en el Laboratorio de Reproduccion Animal de la Unidad
Académica de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Cat6lica de Cuenca, donde se evaluaron
8 eyaculados de un semental de raza Katadhin, de 2 afios de edad, en donde se adiciond 4 diluciones
que formaron partes de 4 Tratamientos respectivamente: TO (control sin antioxidantes), TL (L-
carnitina a 1 mM), TM (menaquinona-4 a 1 mM) y TLxM (combinacion de ambos a 1 mM cada
uno). Cada Tratamiento fue dispuesto en 6 pajillas respectivamente para cada tratamiento (Total:
24 pajillas). La investigacidn de caracter experimental constd de 2 fases: de campo y laboratorio,

como se observa en la Figura 1.
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Figura 1. Resumen de la Investigacion

Fase de Campo

La fase de campo consistio en la recoleccion de semen del semental adulto, para lo que se usé una
hembra ovina que ayudo a provocar la monta. Se realizaron 2 colectas semanales en 4 semanas.
Para la coleccidn de semen se us6 una vagina artificial que contenia agua entre 42°C-44°C con una
cantidad de 50 ml. Se agregd aire en el interior de la camisa de latex hasta llegar a un centimetro
de grosor, lo que facilité la colecta. En el extremo del cuello de la vagina artificial se coloco un
tubo colector estéril falcon de 15ml. El operario se coloca a lado derecho de la oveja y sostiene la
vagina artificial en un angulo de 40°C, el macho realiza el efecto flehmen y hace el golpe de rifion
siendo un indicativo de la eyaculacion, la muestra seminal se sostiene con la mano a temperatura
corporal de 37°C evitando asi el contacto con la luz ultravioleta y cambios de temperatura hasta
Ilegar al laboratorio (Valdez, Moscoso, & Maldonado, 2024).

Fase de laboratorio
Posterior a la colecta se procedié a la fase de laboratorio donde se evalu6 macroscopica y

microscopica el semen, el cual permanecio6 a bafio Maria durante esta fase inicial.
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Para la evaluacién macroscopica del eyaculado se consideraron los siguientes parametros: volumen
y color. El volumen fue determinado con un tubo Falcon de 15 ml y una pipeta automatica de 1000

ul. El color del eyaculado se evalu6 mediante observacion directa en el mismo tubo Falcon.

Para la evaluacion microscépica del eyaculado se consideraron los siguientes pardmetros: motilidad
individual, masal y concentraciéon. Para la motilidad masal (MM) se usé un microscopio de
contraste con el lente de 10x en el que se observa movimientos en olas donde se observé la muestra
que permanecid sobre una platina térmica. La motilidad individual (MI) se determiné con el lente
de 40x, del mismo microscopio. La determinacion de la concentracién se hizo con un fotometro
SDML1.

Para el empajillamiento se preparé la solucion 1:3:1 de Triladyl (Triladyl, agua ultrapura W4502-
1L y yema de huevo). Posteriormente, se prepararon los antioxidantes de cada tratamiento. Cada
tratamiento (L-carnitina (18 pl), Menaquinona-4 (20 ul) y la combinacién de ambos (28 pl y 20
ul) y un grupo de control TO sin adicion de antioxidante) fue colocado en un tubo Eppendorf de
2ml, para la posterior incorporacion de la solucion de Triladyl sobre este. A esta solucion se
incorporé el material genético en una proporcién 1:1 (una parte se semen puro y otra parte de la
solucion de Triladyl). Se estandariz6 cada solucion para poder empajillar en pajillas de 0,25ml a

una concentracion de 50x10° de espermatozoides. Se sell6 las pajillas con alcohol polivinilico.

Para la congelacion se utilizé un congelador automatico modelo CL5500 (FREEZE CONTROL
CRYOBATH, programa #6), para finalmente congelar a -196 °C. Luego, las pajuelas fueron
almacenadas en tanques de nitrégeno liquido durante 24 horas, para ser evaluadas en la fase de
post-congelacion. Las pajillas de semen, crio preservado y almacenadas a -196° C fueron extraidas,
descongeladas y evaluadas individualmente en el sistema CASA, prueba de Eosina Nigrosina, Test

de Host, prueba de Rodamida y de Yoduro de Propidio.

Para el andlisis del sistema CASA (Computer-AssistedSpermAnalysis), se colocd 5 pl de semen
por tratamiento y se llevo a observar con el lente de 10x. en el cual se evaluaron variables de:

espermatozoides progresivos (PR), no progresivos (NP), inmoviles (IM), velocidad curvilinea
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(VCL), velocidad media (VAP), velocidad lineal (VSL), indice de rectitud (STR), indice de
linealidad (LIN), amplitud lateral de la cabeza (ALH) y frecuencia de batida (BCF).

La prueba de Eosina-Nigrosina (proporcion 1:1) permite determinar el porcentaje de vitalidad. La
prueba de HOST para la integridad de la membrana. En esta prueba se mezclé 100 pl, de solucion
de HOST con 20 pl de semen, y se dejo reposar 45 minutos sobre la platina térmica. Se analiz6 con
el lente de 40x y se identificd los espermatozoides de cola enrollada (+) frente a los no enrollados
(-). Asi se determind el porcentaje de individuos con la membrana integra. La prueba de Yoduro
de Propidio sirvid para la evaluacion de la viabilidad celular. En esta se us6 el microscopio de
fluorescencia con el lente de 40x. Los espermatozoides muertos se observaron tefiidos de color rojo
y los vivos sin coloracion y con el ADN intacto. La evaluacion de la actividad mitocondrial se hizo
con la prueba de Rodamida. Se afiadié 1 pl del reactivo y se incubo por 15 minutos (Mehdipour et
al., 2025).

Para el analisis estadistico se realizd pruebas de normalidad de Shapiro Wilkins (p<0,05). El
analisis de varianza se ejecutd en base de un disefio de blogues completamente al azar (DBCA-

Tratamiento y Colecta), en el programa estadistico Infostat Statistics (Di Rienzo et al., 2020).
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Resultados

Luego de normalizar las muestras mediante la prueba de Shapiro y Wilk (p<0,05); se evidencio en

el anélisis de varianza (ADEVA) que los parametros evaluados por las pruebas de Tincion,

Viabilidad, Progresividad y Cinética presentaron diferencias significativas (p<0,05) tanto para los

tratamientos, como para las repeticiones, como se observa en la Tabla 1.

Tabla 1. Comparacién de los parametros funcionales y cinéticos del semen ovino post-
descongelacion segun el tratamiento antioxidante utilizado.

VARIABLE TESTIO0 CamIi-t-ina i\IKI:- 4 o (Trat:;ljo:nto§ (Repi-taif:ijgn)p
Carnitina
HOST % 3‘2458'92 o 14_52311)-63 z“li'zé iiilgﬁa.og 0.002* 0.110
EOSINA % s 028t = " 2;_2431’ :,,553;,23 5 29_5:5;:9 0.750 < 001%*
YODURO % 11.025‘56 = L&c—;;s . 64.15 23'054%,'05 0.011* 0.196
RODAMIDA % %f',l'“ = iu";” . 4};'29 ) 12.4056?9 0.056 0.540
PROGRESIVOS% 12_2?2_5'06 & ig_;;:gs im;‘;_f” i&;;a” 0.044% 0.030*
NP% 13_41‘33 = iﬁz iuf}?é izn;;iz 0276 0.002%*
INMOVILESS 2.023-61 ) :14%1055:8 _26?333;25 :28219;? el DL
ek miuye | Bagmssn e iugil 0.013% 0.029%
VAP ums 17_935'29 = 6_94111;03 o =1;zi§5 0.004* 0.177
VSL pm's 13_93333 - i1,235&£33 + o . &91;'19 < 001%* 0.157
LIN % 8'9029'56 = 15_7:14(:;18 :5‘;32;-75 =u2£i;6 0.005* 0.772
ALH pm 0‘43;{:5 il —40_217.::8 io‘;:gs iQ_i_ldzg 0.021* 0.020%
BCF Hz 4'6710'47 ™ 0_41111;88 5 38 :3_326 < 001%* 0.057

*Diferentes literales, indican diferencias entre tratamientos (p<0,05)
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La prueba de integridad funcional de la membrana plasmatica (HOST) mostro diferencias
significativas (p=0.002), se obtuvo el mayor porcentaje para el Testigo con 28.92%
respectivamente, mientras que la combinacion de MK-4 + L-carnitina presentd los valores

estadisticamente inferiores con 13.26% respectivamente.

En cuanto a la viabilidad (% Eosina), la prueba también presentod diferencias significativas
(p=0.011), los grupos Testigo (66.56%) y la L-carnitina (65.98%) mostraron los valores mas altos
frente a MK-4 (52.05%) que present6 el valor mas bajo, lo que sugiere un efecto negativo propio

de esta vitamina.

Respecto a la motilidad progresiva de los espermatozoides, se registraron diferencias significativas
(p=0.044), el Testigo evidencio mayores porcentajes con 29.06% respectivamente, seguido por la
L-carnitina (24.93%). En contraste la MK-4 + L-carnitina (16.96%) y el grupo de MK-4 (13.95%)

representaron valores inferiores, lo que indicé afeccidn negativa en el tratamiento con MK-4.

Del mismo modo se encontraron diferencias significativas en los espermatozoides inmoviles
(p=0.047), con porcentajes mas elevados en MK-4 (51.23%), mientras que el Testigo y el grupo
con L-carnitina mostraron menores tasas de inmovilidad, lo que guard6 relacion con el

comportamiento general de la muestra.

En los parametros cinéticos espermaticas (VCL, VAP y VSL) también se observaron diferencias
significativas (p=0.013, p=0.004 y p= < .001). La L-carnitina mantuvo los valores mas altos en

estos tres parametros (72.38 pm/s, 41.03 um/s y 32.33 um/s).

De igual manera, se observaron diferencias significativas en los indices de movimiento STR,
(p=0.018) y LIN, (p=0.005), se observé que los grupos Testigo y L-carnitina conservaron valores
mas elevados, con 62.68% Yy 63.41% respectivamente, mientras que la MK-4 mostro reducciones

marcadas (52.77% y 27.76%), esto reafirmd su posible interferencia sobre la cinética espermatica.

En cuanto a la ALH, también se evidencio diferencias significativas (p=0.021), con el valor méas
alto para la L-carnitina (1.88 um) frente al méas bajo registrado para MK-4 (1.39 pm). Finalmente
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la frecuencia de batido de la cola (BCF) reflejé una diferencia estadistica marcada (p=<.001), al

ser mayor en el grupo de L-carnitina con 11.88 Hz respectivamente.

Se realiz6 un andlisis de medias de los datos que permitid visualizar mejor las diferencias
estadisticas generales de los tratamientos y sus efectos, y estan visualizados en las siguientes
figuras: Figura 2. Valores de acuerdo a las diferentes pruebas de Tincion: Host, Eosina, Yoduro y
Rodamida, Figura 3. Pruebas de progresivos, no progresivos e inmoviles y Figura 4.

Representacion del indice STR y indice de LIN.

] . -
1 B n
A L
i A
02 -
B
&
0,6
HOST EOSINA YODUROD RODAMIDA

&« TESTIGO ®L-Carniting & ME-4 + l-Carnitinga @ ME-4
Figura 2. Valores de acuerdo a las diferentes pruebas de Tincion: Host, Eosina, Yoduro y
Rodamida.

En la Figura 2 se logra visualizar la variacion de los resultados en relacion a la media aritmética
normalizada, el grupo Testigo mantuvo los valores mas altos en las pruebas de integridad funcional
de la membrana HOST, mientras que la MK4 y la combinacion MK-4 + L-carnitina mostraron una
disminucién marcada e identificaron el efecto negativo de la MK-4 en la mezcla. L-Carnitina sola

mantuvo valores intermedios y sugirié cierta capacidad protectora.

Esta obra esta bajo una Licencia Creative Commons Atribucién No Comercial-Sin Derivar 4.0 Internacional

https://magazineasce.com/



\ N‘“l'i )
R
% L& ASCE MAGAZINE ISSN: 3073-1178
. &
14
<
| |
0,8 A a
=]
0,6 2
0,4
PROGRESIVOS NP INMOVILES

¢ TESTIGO mL-Camitina a4 MK-4 +L-Camitina = MK-4

Figura 3 Pruebas de progresivos, no progresivos e inmdviles.

La Figura 3 representa la variacién de la progresividad en relacion de la media aritmética
normalizada y muestra que el tratamiento con L-carnitina presentd el mayor porcentaje de
motilidad progresiva con 24.93% respectivamente, mientras que la combinaciéon MK-4 + L-
carnitina obtuvo los valores mas bajos. En cuanto a los no progresivos, los grupos de MK-4 (solo
y combinado) presentaron niveles mas bajos, lo que indico pérdida de movimiento util y reduccion
de la capacidad cinética. El grupo que se tratd con MK-4 presentd el mayor porcentaje de
espermatozoides inmoviles, lo que pudo deberse a una interferencia de la molécula sobre la
viabilidad y la movilidad espermaética. Por su parte la L-carnitina sola, mostr valores favorables o
equivalentes al testigo, lo que evidencid un efecto nocivo de la menaquinona post-congelacion y

no a factores biofisicos de la misma.
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Figura 4. Representacion del indice STR y indice de LIN.

En la Figura 4 se observa el comportamiento de los pardmetros cinéticos (STR Y LIN) en relacion
a la media aritmética normalizada, donde se observa nuevamente que los grupos Testigo y L-
carnitina conservaron valores mas altos en relacion a la media, mientras que los tratamientos con

MK-4 y MK4+L-carnitina mostraron descensos notables en relacién a la media.

Discusiéon

Durante el proceso de crio preservacion el espermatozoide se ve sometido a condiciones de estrés
fisico y quimico que alteran su estructura y funcionalidad. Uno de los principales efectos
producidos es la generacion de especies reactivas de oxigeno ROS, moléculas altamente inestables.
Aungue niveles bajos de ROS son esenciales para la capacitacién espermatica, la reaccion
acrosémica y la motilidad espermaética, su exceso supera la capacidad del sistema antioxidante y
produce un efecto destructivo llamado estrés oxidativo EO (Yutao, Xun, & Hongjun, 2025). Por lo
tanto, la adicion de antioxidantes durante la crio preservacion debe realizarse considerando
cuidadosamente el equilibrio redox de la dilucion, para no interferir con las funciones fisiologicas
dependientes de ROS.
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En este contexto las células espermaticas se caracterizan por un alto contenido de acidos grasos
poliinsaturados PUFA en su membrana, los cuales son susceptibles al atague de ROS, este ataque
inicia reacciones en cadena de peroxidacién lipidica, las cuales terminan en la formacion de
subproductos toxicos como malondialdehido (MDA) y el 4-hidroxinonenal. Estos procesos dafian
tanto la integridad estructural de la membrana como su funcionalidad y reducen la motilidad y
capacidad de fertilizacion al ovulo. A nivel intracelular el EO genera dafios significativos a los
espermatozoides ya que afecta a las proteinas, a la integridad del ADN vy a la funcién mitocondrial
(Yutao, Xun, & Hongjun, 2025).

Un equilibrio entre la produccion de ROS vy las defensas antioxidantes es fundamental para un

correcto funcionamiento de las células y tejidos (Maryam et al., 2023).

Valdez, Moscoso, & Maldonado (2024) mencionan que la L-Carnitina en la crio preservacion ovina
mejora significativamente la motilidad y viabilidad espermatica en dosis similares a las empleadas
en este estudio. Sin embargo los resultados obtenidos por dichos autores no coinciden con los
hallados en este estudio, aunque existe el consenso de que la molécula no es perjudicial para el

esperma y que su efectividad depende del contexto de la dilucion y la toma de muestras.

La L-carnitina posee propiedades antioxidantes y antiapoptoticas que protegen el ADN y la
membrana mitocondrial del espermatozoide al reducir la formacion de ROS y estimular enzimas
clave como el superdxido dismutasa (SOD), el glutation (GSH), la catalasa (CAT) y la glutation
peroxidasa (GPx). Ademas, participa en el metabolismo energético, al transportar &cidos grasos de
cadena larga hacia la mitocondria para su B-oxidacién en el ciclo de Krebs, incrementar la
produccién de ATP necesario para la motilidad espermatica, regular la relaciéon acil-CoA/CoA y
disminuir la toxicidad intracelular (Mario et al., 2024). Estas funciones contribuyen a preservar la
integridad genética durante la crio preservacion, evitando la oxidacion de bases nitrogenadas, la
fragmentacion del ADN (Kooshesh et al., 2023) y la deficiencia de protamina (Mateus et al., 2023)

lo que explicaria los resultados positivos reflejados en este estudio.

La eficacia de la MK-4 depende estrictamente de la dosis. Estudios realizados en oligodendrocitos

y neuronas en desarrollo muestran que la vitamina K 1 y MK-4 en concentraciones subnanomolares
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de MK-4 <10 nM y de K 1 ~25 nM, inhiben significativamente la activacion de 12-LOXy reducen
la acumulacion de ROS sin alterar su morfologia celular (Li et al., 2009). En contraste dosis muy
altas como 1mM pueden inducir un comportamiento pro-oxidante reflejado en dafio mitocondrial

y peroxidacion lipidica.

Respecto a los tratamientos con Menaquinona-4 sola, estudios reportados por (Farfan et al., 2025)
indican altas limitaciones para obtener resultados positivos, como lo menciona también Goto
(2022), quien indica que la VK2 requiere proteccion estricta de la luz durante su utilizacion para
garantizar su efectividad, ya que la exposicion fototdxica provoca un incremento de ROS y reduce

la viabilidad celular al romper los enlaces de la molécula de MK4.

(Ma et al., 2019) mencionan que para que la MK4 cumpla su actividad bioldgica, depende de las
enzimas Y- glutamil carboxilasa (GGCX) y la vitamina K epoxido reductasa (VKORCL1). Por un
lado la GGCX ayuda a que la MK-4 active sus proteinas dependientes de la vitamina K, que
participan en la regulacion del calcio intracelular, en la integridad de las membranas (Host y
Yoduro), en la prevencion de la apoptosis y la maduracién de los espermatozoides epididimarios;
mientras que VKORC1 recicla la Mk-4 oxidada y la vuelve a su forma activa y asegura la
disponibilidad continua en el ciclo de la vitamina K; sin embargo, este proceso necesita un entorno
celular activo con suficiente energia (NADPH) e integridad del reticulo endoplasmatico y
mitocondrial (Oldenburg et al., 2015).

Por ultimo, se puede entender que el uso simultaneo de dos antioxidantes en la misma dilucién
puede generar efectos negativos si no se considera los equilibrios iénicos y la adicién enzimatica
exogena o endogena. En este estudio, la adicion excesiva de antioxidantes genera efectos adversos
en los pardmetros cinéticos de la mezcla, por lo que es fundamental incorporar enzimas y cofactores
necesarios para optimizar la accién antioxidante y ajustar su dosis y tiempo de aplicacion. Procesos
como la capacitacion y la hiperactivacion espermatica aumentan la fluidez y permeabilidad de la
membrana generando un patrén de movimiento méas ondulante y menos lineal, lo que reduce
transitoriamente el %LIN (Aghazarian et al., 2021). El indice de linealidad (LIN) se ve afectado
por cambios biolégicos que producen dafio mitocondrial (EO), al alterar la calidad espermatica y

producir menos movimientos lineales, ocasionados por la peroxidacion lipidica en la membrana
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de los espermatozoides (Félix et al., 2023). Coincidiendo con esta investigacion, donde LIN es el

parametro mas sensible a las variaciones entre tratamientos.

Conclusiones
Si bien la L-carnitina a dosis de 1mM favorecid los parametros de progresividad, integridad de la
membrana plasmaética, viabilidad y cinética, su combinacién con Menaquinona 4 a la misma
concentracion afect6 directamente a la membrana plasmatica y actividad mitocondrial. Ademas, se
observo que la menaquinona por si sola generé mayor dafio espermatico que cuando se administro

combinada con L-carnitina; lo que reforzé las bondades de L-carnitina.

Los pardmetros mas sensibles a las variaciones entre tratamientos fueron la linealidad (LIN) y el
porcentaje de espermatozoides inmoviles y reflejaron el impacto de los tratamientos sobre la

integridad mitocondrial y la peroxidacion lipidica de la membrana.

En general, los resultados mostraron que la eficacia de los antioxidantes dependio6 de la dosis, la
estabilidad de la molécula y la disponibilidad de cofactores en el medio y enfatizando la necesidad

de un control riguroso en la formulacion de soluciones antioxidantes durante la criopreservacion.
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