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Resumen

La conservacion espermatica es una de las practicas con mayor impacto en la Medicina
Veterinaria ayudando a pequefios y grandes ganaderos, integrando tecnologias genéticas
modernas para mejorar la viabilidad y motilidad de los espermatozoides mediante el uso de
antioxidantes como la menaquinona-4, MK-4 o vitamina K, la cual neutraliza el aumento de
radicales libres. Este estudio tuvo como objetivo examinar el efecto de esta, en dosis de 1 mM
y 10 mM sobre la calidad espermaética de tres lineas de ovinos (Dorper, Kathadin y Pelibuey),
los cuales participan en un programa de mejoramiento genético. Para este analisis se utilizaron
5 eyaculados de cada animal los cuales se evaluaron mediante pruebas de Host, Eosina-
Nigrosima, Yoduro de Propidio y Rodamida, observando la viabilidad, integridad y potencial
de la membrana mitocondrial, mientras que los pardmetros de PR, NP, IM, VCL, VAP, VSL,
STR, LIN, ALH y BCF fueron analizados por el sistema ASA (Computer Asisted Sperm
Analysis System) arrojando resultados estadisticamente favorables al emplear dosis de 1 mM,
y 10 mM. Mientras en la evolucion de las 0, 24 y 48 horas, se vio una variacion gradual en las
pruebas de viabilidad e integridad, por otro lado, la raza Kathadin destacé en su calidad
espermatica, aunque el grupo fue homogéneo, concluyendo que el empleo de manaquinona-4
como antioxidante demostré ser un factor que ayuda a la criopreservacion en el semen de ovino
refrigerado. Estos resultados proporcionan nueva informacion para futuras investigaciones
sobre el uso de menaquinona-4, en semen ovino y de otras especies.

Palabras clave

vitamina Kz; semen, criopreservacion



Abstract

Sperm cryoconservation is one of the practices with the most significant impact in Veterinary
Medicine, helping small and large farmers, integrating modern genetic technologies to improve
the viability and motility of sperm through the use of antioxidants such as menaquinone-4, MK-
4, or vitamin K2, which neutralizes the increase in free radicals. This study aimed to examine
this effect at doses of 1 mM and 10 mM on the sperm quality of three sheep breeds (Dorper,
Katahdin, and Pelibuey), which participate in a genetic improvement program. For this
analysis, five ejaculated individuals from each animal were used, which were evaluated using
Host, Eosin-Nigrosima, Propidium lodide, and Rhodamide tests, observing the viability,
integrity, and potential of the mitochondrial membrane. At the same time, the parameters of
PR, NP, IM, VCL, VAP, VSL, STR, LIN, ALH, and BCF were analyzed by the CASA
(Computer Assisted Sperm Analysis System), yielding statistically favorable results when
using doses of 1 mM and 10 mM. While in the evolution of 0, 24, and 48 hours, a gradual
variation was seen in the viability and integrity tests. On the other hand, the Katahdin breed
stood out in its sperm quality. However, the group was homogeneous, concluding that using
Manaquinone-4 as an antioxidant proved to be a factor that helps cryopreservation in
refrigerated sheep semen. These results provide new information for future research on using
menaquinone-4 in sheep semen and other species.

Keywords

vitamin K2; semen, cryopreservation



1 Introduccion.

La inseminaciodn artificial es una de las practicas con mayor valor significativo en los paises
en desarrollo para los productores de especies ovinas, caprinas, cerdos y bovinos, debido al
consumo humano y la economia, aunque la produccion ovina es mas diversa; puede variar por
factores culturales, creencias y recursos naturales en comparacion con otras especies (cerdo y
bovino), ya que estas se caracterizan por tener mayores practicas estandarizadas en el mercado.
Es importante tener un equilibrio de la produccién e informacion hacia consumidor, aunque
con el paso del tiempo la preferencia del consumo de carne ha ido inclinandose hacia la carne
ovina por sus beneficios nutricionales (proteina, vitamina B y minerales), resaltando la
importancia de estrategias para optimizar la industria ovina (Montossi et al., 2013).

Segun la INEC, en el Ecuador, los resultados de este analisis informan que hasta el afio 2019
se registraron un total de 464,644 ovinos en el pais, en relacion al afio 2017- 2018, ha
incrementado un 19.1% y 30.6%, las provincias con mayor produccion son Chimborazo,
Cotopaxi y Azuay, que se manejan con un sistema de produccion de pastoreo, con monta natural
y un bajo control sanitario en su mayoria. Mientras que para el afio 2020 nos dice que se registra
un total de 496.535, a nivel nacional aumentando levemente las cabezas de ovinos (Quishpi-
Coronel, 2021).

Dada la situacion de la produccion ovina, es necesario comprender la dindmica reproductiva
y el desarrollo de estas nuevas tecnologias, las cuales esta estrechamente relacionadocon la
calidad espermética, siendo crucial para determinar el éxito de estas practicas, sin embargo, los
espermatozoides de estos pequefios rumiantes han demostrado ser mas susceptibles en
comparacion con los espermatozoides de bovinos a la hora de someterse a temperaturas bajas
(Celyetal., 2021).

La conservacion del semen es primordial para la reproduccion animal, mejorando la calidad
de fertilizacion para las tecnologias de reproduccion asistida, debido a que los espermatozoides
constan de una estructura particular que no se encuentra en otras células animales y presentan
una gran variacién morfoldgica las cuales son sensibles a diversos factores como los cambios
de temperatura, exposicion directa a la luz, tiempo de almacenamiento y el pH ambiental &cido
o0 alcalino (Wysokinska, 2022).

La aplicacion de tecnologia genética en la ganaderia esta transformando la produccion a
nivel global mediante un sistema comercial avanzado y flexible que beneficia tanto a pequefios
como a grandes ganaderos, promoviendo el uso de la criopreservacion (Marle-Koster & Visser,
2018), con el objetivo de mantener la viabilidad, funcionalidad y capacidad productiva a bajas
temperaturas y prolongadamente (Jiménez-Aguilar et al., 2021).

Sin embargo, la calidad espermética puede variar después de la refrigeracion o
descongelacion, enfrentando obstaculos para protegerse de los efectos negativos de la
hipertonicidad del diluyente, la cristalizacién del hielo y la peroxidacién lipidica de sus
membranas, siendo los carneros los mas susceptibles a este Gltimo, en comparacion con otras
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especies de mamiferos, ya que su esperma contiene una alta concentracion de acidos grasos
poliinsaturados (PUFA) en su membrana plasmatica (El-Seadawy et al., 2022).

La peroxidacion lipidica provoca una diminucion de la motilidad y la funcion
espermatozoide — oolemma cuando se presenta el estrés oxidativo (ROS). Este se origina
cuando la produccion de especies reactivas de oxigeno es mayor que la capacidad de los
antioxidantes en la célula, dando como resultado un dafio en la membrana celular. Entonces, un
alto contenido de &cidos grasos, una deficiencia de enzimas antioxidantes intracelulares y una
capacidad limitada para reparar el ADN son razones por las que los espermatozoides son
susceptibles al estrés oxidativo (ROS) (Khosravizadeh et al., 2022).

El incremento del estrés oxidativo es una de las causas del desgaste relacionado con la edad
en los pardmetros del semen. La peroxidacion puede provocar cambios en su fluidez e
integridad, perjudicando de manera directa la membrana plasmatica y generando una capacidad
reducida, de su motilidad y viabilidad (Kaltsas, 2023). Por lo cual, se ha ejecutado la utilizacion
de antioxidantes, enzimas y sustancias no enzimaticas para el proceso de refrigeracion y
congelacion como ventajas para mejorar la motilidad y vitalidad de los espermatozoides
(Yanez-Ortiz et al., 2022).

Segun Rodriguez-Almeida et al., (2008), la refrigeracion del semen a 5°C puede prolongar
por mucho mas tiempo la viabilidad en comparacidn con el semen congelado; no obstante, bajo
estas temperaturas se ha observado hasta lapsos de 24 horas en carneros sin presentar cambios
significativos. Se necesita incrementar notablemente la concentracion espermatica por dosis
para alcanzar una efectividad parecida a la del semen testigo, pudiendo llegar a conservarse por
mas tiempo.

La refrigeracion ha mostrado resultados importantes. Uno de los principales enfoques del
semen refrigerado es aumentar el porcentaje de prefiez alrededor de un 15% en comparacion con
el semen congelado, aunque los factores asociados a la disminucidon de la motilidad y fertilidad
es la produccion de especies reactivas, que se generan como efectos normales del metabolismo
del semen refrigerado por lo cual es esencial que los antioxidantes y diluyentes mitiguen estos
efectos (Crespilho et al., 2014).

Otros antioxidantes son las vitaminas C, E, A (beta caroteno) y un grupo de quinonas que
conforma la vitamina K, que, junto con el glutation, forman un grupo de agentes reductores
capaces de donar electrones a especies oxidadas como los radicales libres y los lipoperdxidos;
de esta forma, neutralizan el potencial oxidativo (Zequeira & Eugenio, 2006).

La menaquinona-4 asimismo denominada (Mk-4), es una isoforma de la vitamina K> que
ha resultado ser til para la coagulacion sanguinea, el metabolismo 6seo, el tratamiento de
enfermedades degenerativas, neoplasicas e inflamatorias, ademas de varias funciones
bioldgicas que cumplen un papel vital en el organismo (Ushida et al., 2024). La MK-4 se puede
hallar en huevos, pescado, rifiones, higado, mantequilla, leche y quesos fermentados. Estas
menaquinonas son llevadas a través de lipoproteinas de baja densidad desde el higado hacia los
tejidos extrahepaticos como los huesos, a excepcién de la MK-4 que es transportada en una
densidad alta y baja (Diaz-Curiel, 2015).
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Considerando que la vitamina K se encuentra en los forrajes verdes debido a la clorofila
microbiana, principalmente en la alfalfa, que ha demostrado resultados ventajosos, pero con una
velocidad de descomposicion de proteinas rapida en el rumen (Jonker & Yu, 2016), la mayoria
de los estudios se han enfocado en las vitaminas A, D y E por la falta de informacion, mientras
que las investigaciones sobre la vitamina K han permanecido escasas (Bai et al., 2020).

Por lo antes mencionado, esta investigacion pretende probar la hip6tesis del empleo de
menaquinona-4 como antioxidante que mejora la vitalidad y la calidad del esperma de ovinos
después de la refrigeracion, al reducir los efectos negativos del estrés oxidativo y proteger las
estructuras celulares y el ADN. De este modo, empleando una dosis inferior para observar los
actos fisioldgicos favorables y una superior para ver el potencial a mayor concentracion de
menaquinona-4 en la preservacion y funcionalidad espermatica entre las dosis empleadas (1 y
10 mM de vitamina K2) se buscando determinar la eficacia como antioxidante, evaluando su
efecto en el semen de ovino en refrigeracion y analizando la criopreservacién del material
geneético de tres biotipos de reproductores pertenecientes a las razas Pelibuey, Dorper y
Katahdin, comprendiendo el impacto de la vitamina para la capacidad antioxidante y
beneficiando a la preservacion y mejora genética.

2 Fundamento Tedrico.

2.1  Aspectosy Generalidades

Los ovinos se caracterizan por su sistema digestivo sostenido y una alimentacién herbivora,
asimismo cuentan con lana de varias longitudes, texturas y colores segun las razas y las zonas
geogréficas. En el ambito del consumo alimentario este animal ha cambiado a nivel mundial,
en Ecuador la provincia de Chimborazo se coloca como la octava provincia con mayor consumo
de carnicos, por lo que la cria ovina es importante para pequefios y medianos ganaderos debido
a la sostenibilidad econdmica impulsando a una mayor demanda a las técnicas reproductivas
(Garzén-Jarrin et al., 2024).

El avance tecnoldgico para el mejoramiento genético es un pieza esencial para la
reproduccion ovina, aumentando el crecimiento, la reproduccion y la resistencia de parasitos
en los corderos, estas caracteristicas proporcionan una expansion en las industrias textiles lanar
y alimentaria, como carne y leche brindando una fuente importante de proteina y grasa de alta
calidad , por lo tanto, la cria de estos animales tienen un papel importante a nivel econémico,
social yambiental (Thorne et al., 2021).

La oveja de raza Pelibuey, se caracteriza por su rusticidad y capacidad de adaptarse a
distintos ambientes, climas y ser resistente a ciertas enfermedades, ademéas de tener
particularidades en el ciclo astral a lo largo del afio. Esta raza tiene como objetivo las cruzas
inconsideradas con distintas razas para la produccion de carne, poniendo en riesgo la diversidad
genética (Aguilar-Martinez et al., 2021), en cambio, el rendimiento como tamafio y el peso al
destete es inferior a otras razas con habilidades reproductoras de carne o lana. Su peso es de 45
kg en hembras y de 37 a 48 kg en machos, con ejemplares blancos, negros o cafés (Macias-
Cruzetal., 2012).
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Por otro lado, el Katahdin es una raza de borregos con ejemplares blancos, cafés o canelas
escogidos por su conformacion, crecimiento y prolificidad, después del destete a los 60 dias se
da su venta para el consumo, con un peso aproximado de 18 kg, mientras los pesos en adultos
va desde los 60 a 65 kg en hembras, en tanto que los macho de 100 a 125 kg, sin embargo, de
esta raza se conoce poco la variacion genética para caracteristicas de crecimiento de pre-destete
(Manzanilla-Pech et al., 2012).

La raza Dorper es originaria de Sudafrica, tiene un crecimiento rapido y su productividad
estd enfocada para el consumo carnico, esta raza se utiliza con amplia frecuencia para el cruce
paterno debido a que su peso al destete es elevado, llegando a pesar entre los tres y cuatro meses
36 kg, mientras que en su etapa adulta alcanza un peso de 113 kg (Cheng et al., 2022). Se
considera una oveja de pelo facil, es decir que no requieren corte de lana, desempefiandoseen
diversas condiciones ambientales y tiene fertilidad alta, no obstante, solo existe informacion
gendmica registrada (Qiao et al., 2022).

2.2 Eficiencia Productiva

La produccion de pequefios rumiantes desempefia un papel clave tanto en el ambito
ambiental como socioecondmico. EI manejo nutricional, reproductivo y la salud del rebafio es
clave para un sistema de produccion eficaz, aunque la rusticidad de estos animales hace posible
que sean criados en un sistema de pastoreo con terrenos pobres, aridos y semiaridos, ya que
tienen la capacidad de mantener las funciones productivas y reproductivas. Con el paso de los
afios, la exigencia de leche y productos cérnicos procedentes de estos animales ha
experimentado un desarrollo relevante, lo que a su vez impulsa el progreso de técnicas de
produccion, enfocandose en la mejora genética, permitiendo un rapido progreso y ofreciendo
la posibilidad de generar leche durante todo el afio, corte de los ciclos reproductivos y aumento
de la fertilidad y prolificidad, segun el proposito de produccion (Simdes et al., 2021).

En cuanto a la produccién de la carne de ovino muestra un aspecto crucial por su alta
contenido nutrimental, EI consumo per-capita de la carne de este animal en Ecuador es de 9
kilogramos por persona al afio, en el afio 2010 se demostré un consumo total de 539.975 kg,
mientras que en el afio 2023 de 887.924 kg de carne (Feijoo Ledn, 2018).

2.3  Menaquinona-4

La vitamina k es primordial para el funcionamiento adecuado del cuerpo, proviene de un
grupo de moléculas liposolubles que actia como un cofactor en la carboxilacién de las proteinas
dependientes de la vitamina K, las que se pueden distinguir en menaquinonas comola MK- 4
provenientes de la vitamina k2 que es producida principalmente por bacterias encontrandose en
alimentos fermentados y carnes de ciertos animales (Bonaldo & Leroy, 2024).

La vitamina k. tiene un rol fundamental en la activacién de factores de coagulacion
regulando enfermedades cardiovasculares, también ayuda a la salud désea en el tratamiento de
la osteoporosis y aterosclerosis, ademas de mejorar los resultados en el cancer, enfermedades
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inflamatorias, el desarrollo de diabetes tipo Il y enfermedades renales cronicas actuando dentro
del higado y transportdndose por la circulacion, por ende, la vitamina K> esté presente en todo
el cuerpo debido a los procesos de transporte por las lipoproteinas de baja densidad (Akbulut
et al., 2020).

2.4  Agentes Crioprotectores

Los agentes crioprotectores CPA son esenciales para el proceso de criopreservacion, este
proceso puede intervenir en la integridad del material al momento de que el semen es sometido
a bajas temperaturas resultado en un fendémeno osmético y produciendo cristales de hielo, por
lo tanto, los agentes crioprotectores se emplean para evitar el dafio de transporte de agua,
nucleacion y protegiendo a los lipidos de dafios en la membrana y otros componentes celulares
como proteinas y acidos nucleicos (Marcantonini et al., 2022).

Entre los crioprotectores mas empleados esta el glicerol, dimetilsulforxido (DMSO),
dimetilacetamida (DMA), entilenglicol, propilenglicol, polimeros (pilianfolitos), trehalosa,
sacarosa, etc. La gran parte de estos crioprotectores traspasan las membranas lipidicas y
reemplazan un segmento de su contenido de agua. Por otro lado, los polimeros y carbohidratos
como la glucosa, trehalosa, sacarosa y manitol no atraviesan la membrana, sino que estas
proporcionan estabilidad interactlan con las cabezas polares, entonces se puede decir que los
CPA se clasifican en dos grupos los que pueden atravesar la membrana y los que no tiene la
capacidad de hacerlo (Boafo et al., 2022).

25  Triladyl®

El Triladyl® un diluyente comercial que se utiliza para la criopresevacién en ovinos,
caprinos y bovinos, en los procesos de refrigeracion o congelacion, su componente es basado
en hidroximetil aminometono (Reyes-Gonzélezl et al., 2022), contiene tris, &cido citrico,
azucar, soluciones tampon, glicerol, agua y antibi6ticos entre tilosina, gentamicina,
espectinomicina, lincomicina (Abdel-Aziz Swelum et al., 2019).

Segun Miclea & Varo-Ghiuru (2010), para el proceso de criopreservacion con se realiza una
relacion 1:1:3 de Trilady, yema de huevo y agua destilada, la cantidad del diluyente va depender
de la concentracion final de espermatozoides, dicha solucidon tendra que permaneceren
enfriamiento hasta llegar a las 5 °C de esta manera presentando una estrategia para la
preservacion de la fertilidad y conservando de la viabilidad y capacidad espermaética.

2.6 Evaluacion Espermatica

El andlisis es un estudio necesario para las técnicas de inseminacion artificial ofreciendo
datos sobre la calidad del semen y la concentraciéon de espermatozoides en la eyaculacion,
permitiendo evaluar su capacidad fertilizante mediante la evaluacion de su vitalidad,
morfologia y actividad metabélica por medio de una evoluciéon microscopica (Avalos-
Rodriguez et al., 2018)
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El volumen del eyaculado de un ovino joven va de 0,5 a 0,7 ml, mientras que de un adulto
es de 0,5 ml a 2ml, con una concentracion espermatica de 3.5x10° a 6.0x10° (Hafez, 2002) La
calidad y cantidad de semen puede varias debido a diversos factores como la edad, temperatura
ambiental, condicion corporal, tamafio de los testiculos, raza y temporada de reproduccion. En
la evolucidn seminal se observa ciertos parametros, entre los que se encuentran coloracion que
puede ser amarillenta, grisacea, con presencia de células sanguineas o eritrocitos y blanco
cremoso, este Ultimo considerado como un aspecto normal del semen, mientras que su pH va
entre 7.3 y 7.8, ademas es esencial identificar la presencia de espuma o burbujas que puede ser
un inconveniente al momento de la lectura del volumen.

Por lo general, si en un eyaculado de ovino tiene un 15% del total de espermatozoides con
anormalidades como cabezas anormales, estrechez de la base, defectos del acrosoma, gota
citoplasmatica proximales o distales, tamafio diferente en la pieza media o cola doble, no son
muestras aptas para los programas de inseminacion artificial (Lopez et al., 2010).

La vitalidad de los espermatozoides dependera de la capacidad estructural y funcional para
mantener la motilidad, estd caracteristica es uno de los puntos importantes de la evaluacion
seminal ya que depende del cuidado que se le dé a la muestra, evitando contacto con el calor y
el frio. Los aspectos a considerar es el porcentaje de espermatozoides en movimiento que va de
70 a 90%, la motilidad progresiva, la velocidad espermatica y la longevidad de la motilidad
espermatica en semen puro y diluido, estos movimientos pueden ser observados mediante una
evaluacion del movimiento masal y movimiento individual (Hafez, 2002). Por otro lado, el
potencial de la membrana mitocondrial se reduce luego del proceso de criopreservacion siendo
un indicador directo de la motilidad e indirecto de la capacidad fecundante (Allauca et al., 2019).

3 Materiales y Métodos.

El presente estudio se ejecutd dentro del laboratorio de reproduccion de la Universidad
Catolica de Cuenca, en la Unidad Académica de Ciencias Agropecuarias, situada en laprovincia
del Azuay, en el Canton Cuenca, localizada en el kilometro 2% de la Panamericana Norte la
cual inicio en el mes de febrero, teniendo una duracion aproximadamente de 8 meses donde se
Ilevo a cabo el tema “Efecto de la concentracion de la menaquinona-4 sobre el semende ovino
en refrigeracion” para esto se utilizé tres razas de ovinos donantes, entre estos el Pelibuey,
Dorper y Katahdin de los cuales se recolectaron 5 eyaculados de cada uno teniendo un total 15
muestras a las cuales se aplico las dos dosis de control previamente establecidas (1ImM y 10
mM) y se evaluaron durante las 0, 24 y 48 hora, incluyendo el testigo (semen puro).

3.1  Proceso de campo

Para el proceso de campo donde se dio la recolecta de la muestra se utilizd una vagina
artificial (imv tecnologies) a la cual se le afiadio de 40 — 60 ml de agua, a una temperatura de
40 a 45 °C debido al tiempo que transcurre desde la salida del laboratorio hasta la recolecta, de
esta manera llegando a una temperatura de 37 °C a la hora de la monta, esto se le sumo al
agregado del aire en la cAmara de agua para estrechar la luz vaginal 1 cm de diametro,
seguidamente se coloc6 un tubo Falcon de 5 ml estéril y rotulado en la parte de salida o cuello
de la vagina.
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Para la monta se utiliz6 una borrega que provoco el reflejo de Flehmen en el macho,
posteriormente se dio la monta. Para la recolecta el operador se colocé en la parte derecha de
los animales sosteniendo la vagina con su mano derecha y con el extremo abierto frente al
prepucio, en un angulo de 45° con respecto al piso. Se obtuvo el “golpe de rifion” del animal
hacia arriba y hacia adelante indicando el momento de la eyaculacién. Se procedio a protegerla
muestra que esta en el tubo Falcdn para evitar cambios bruscos de temperatura y entrada dela
luz, colocando a temperatura corporal de 37°C de este modo se llevo la muestra al laboratorioy

se colocd a bafio Maria a 37 °C.

3.2 Proceso de laboratorio

3.2.1 Motilidad

Se empezd colocando una gota de 5 pl de semen puro en un portaobjeto previamente
calentado en la platina térmica junto a los cubre objetos. Para la evaluacion microscopica de la
motilidad masal (MM) se utiliz6 un lente de 10x (Figura 1), mientras que con ayuda de un lente
de 40x se observo la motilidad individual (MI), (Figura 2), las cuales deben ser superiores al
80% de motilidad, las puntuaciones se colocaron en un rango del 1 al 5 donde 1 representa el
24%y 5 el 100% de espermaticidas moviles, de esta manera aceptando o descartando la muestra
seminal ya que incluye un parametro importante en la evaluacion de calidad.

e

e

et
AN

Figura 1. Motilidad Masal Figura 2. Motilidad Individual

3.2.2 Concentracion Espermatica

La concentracién espermatica se observo con ayuda de un fotometro SMD especializado
para ovinos, en el que se coloc6 30 pl de semen puro en una microcubeta evitando la presencia
de burbujas que puedan varias los resultados de la concentracion seminal.

3.2.3 Pre-disolucion

Este proceso se realiz6 rapidamente después de las evaluacion es de motilidad y la
observacion de la concentracion, teniendo en cuenta que la muestra no puede permanecer por
largos periodos de tiempo en bafio Maria a 37 °C ya que puede variar su motilidad, es por eso
que se realizd una pre-disolucién con relacion 1:1 (1 parte del volumen total de la muestra
obtenida de semen puro y 1 parta del mismo volumen del diluyente, yema de huevo y agua
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pura, este ultimo con relacién 1:1:3 dependiendo el volumen seminal a diluir), de esta manera
se extendio el periodo de tiempo de la muestra dentro del bafio Maria.

3.2.4 Solucién Madre

Mientras se tuvo la pre-disolucion en bafio Maria se calcul6 la solucion madre, esta se
obtuvo mediante una multiplicacion del volumen total de semen en ml x la concentracion
seminal x motilidad masal (MM) x motilidad individual (MI), estos dos ultimos datos nos
manejamos con el 80% en todas las muestras.

El valor obtenido se dividié para la concentracion deseada en la pajuela, en este caso se
manejé con 50 millones, el total de este resultado indico el N° de pajuelas a trabajar,
seguidamente el N° de pajuelas obtenidas se dividi6 para 4 ya que es el nUmero de pajuelas en
las que almacenamos (0.25 cc), la obtencidn de esta division indicé el volumen de la solucion
madre en ml.

Cabe destacar que en la solucién madre obtenida se realiz6 una resta de la cantidad de pre-
disolucién ya que esta se aplicé con anterioridad. Por altimo, se calculd una la relacion 1:1:3
(Triladyl®, Yema de huevo y Agua Pura) de la solucién obtenida y se mezclé en un tubo Falcon
de 50 ml, cabe destacar que los componentes para hacer la relacién de Triladyl® tuvieron que
permanecer previamente en bafio Maria en tubos Falcon de 15 ml para que no se produzca un
choque térmico con la muestra pre- diluida, la cual se mezcloé por ultimo con la solucién madre
obtenida.

3.2.5 Adicion de Manaquinona-4

En este punto la manaquinona-4 fue disuelta junto con DMA (dimetilacetamida)
obteniendo las dosis correspondientes de 1 mM y 10 mM, colocando cada una en distintos tubos
Eppendorf rotulados, estas muestras se ocuparon a lo largo de la investigacion conservadas a -
19°C las cuales se descongelaban en la platina térmica a 37°C para cada evolucion. Para la
mezcla con la muestra, se colocaba 1 ml de solucién madre en tubos Falcony se agregaba 10 ul
de cada dosis ya previamente descongelada en los tubos correspondientes tratado de
homogeneizar los dos compuestos, esto se realizo con las muestras en el bafio Maria.

3.2.6 Empajuélalo

Para el empajuélalo se requirié saber el nimero total de pajuelas, el cual se obtuvo con
anterioridad, estas pajuelas fueron debidamente rotuladas con el nombre del animal, numero de
repeticion y fecha. Posteriormente se sacaron los tubos de la solucion con vitamina y el testigo
del bafio Maria y se empajuelo.

3.2.7 Estabilizacion de las Muestras

En el proceso de estabilizacion se ubicaron las pajuelas dentro de la refrigeradora a 5 °C
durante 2 horas para que se sometan a un enfriamiento gradual, con la finalidad de prevenir
cambios bruscos de temperatura.
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3.3  Evaluacion es complementarias

Todas las pruebas fueron realizadas y analizadas cada 0; 24 y 48 horas después de la
refrigeracion incluyendo los testigos y las dos dosis de manaquinona-4 (ImM y 10Mm).

3.3.1 Analisis del sistema CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis)

Para el analisis de las muestras se utilizd el sistema CASA (Computer-Assisted Sperm
Analysis) (Figurara 3). Para este proceso se agregd en un portaobjeto una gota de 5 pl de la
muestra del testigo y por otra parte también una gota de cada dosis de menaquinona-4,
observando diversos parametros espermaticos entre estos, los espermatozoides progresivos
(PR), no progresivos (NP), inmoviles (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).

Figura 3. Sistema CASA

3.3.2 Analisis de la viabilidad esperméatica

3.3.2.1 Prueba de Eosina-Nigrosina

Para esta evaluacion se utilizo el método tradicional, se comenzd colocando en un extremo
de un portaobjeto 3 pul de Eosina-Nigrosina junto con 3 ul de la muestra espermatica,
seguidamente con ayuda de otro portaobjeto se mezcld suavemente y realizamos un barrido
hacia el otro extremo de la placa dejando reposar aproximadamente 2 min. Para la observacion
de la muestra en el microscopio se utilizé un aumento de 40x, observando distintos campos de
la muestra hasta llegar a contar 100 espermatozoides tanto vivos como muertos, de esta manera
se determind el porcentaje de vitalidad.
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Figura 4. Tincién de Eosina-Nigrosina

3.3.2.2 Prueba de Yoduro de Propidio

El proceso se desarroll¢ utilizando un tubo Eppendorf de 1,5 ml donde se vertié 3 pl de
Yoduro de Propidio junto a 50 pl de la muestra seminal dejandole reposar durante 15 minutos
en la platina térmica para posteriormente llevar la muestra fuera del alcance de la luz, se realizd
u respectivo frotis y evaluacion, esta muestra se evalué con ayuda de un microscopio de
fluorescencia con un lente de 40x y con el filtro nimero 1, de esta manera recolectando datos
de 100 espermatozoides de diferentes campos entre tefiidos que representan un color rojo
fosforescente (muertos) y no pintados (vivos) con el ADN intacto.

Figura 5. Tincion de Yoduro de Propidio

3.3.3 Integridad funcional de la membrana

En esta etapa se utilizo 100 pl de la solucion de Host acompafiada de 20 pl de la muestra
en un tubo Eppendorf donde se homogenizo y permanecio en la platina térmica a 37 °C, durante
45 minutos. Transcurrido ese tiempo se procedid a evaluar la muestra colocando una gota de 5
ul sobre un porta objetos y se colocd el cubre objetos para valorar la muestra en el microscopio
(Olympus BX51) con el lente de 40x llegando analizar 100 espermatozoides, los cuales
mostraron ser positivos y negativos a la solucion de Host es decir a la funcionalidad de la
membrana plasmatica
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Figura 6: Prueba de Host

3.3.4 Integridad y Potencial de la Membrana Mitocondrial

El analisis se dio mediante la utilizacion de la tincion de Rodamina en la cual los
espermatozoides tefiidos de color verde fosforescente indican una buena funcionalidad, esto se
realiz6 depositando 3 pl de Rodamina en 50 pl de la muestra, en un reposo de 37 °C por un
periodo de 10 minutos, se colocd una gota de 5 pl en el portaobjeto y se evalué en un
microscopio de fluorescencia con el filtro 3. Finalmente se sigui6 el mismo procedimiento base
de conteo.

Figura 7. Tincion de Rodamina.

3.4 Andlisis Estadistico

Para el andlisis de las diferencias estadisticas en los parametros de calidad espermatica entre
razas se realiz6 un ANOVA de una entrada a partir de un disefio completamente al azar (DCA),
mientras que los tratamientos de dosis bloqueados a partir de horas se analizaron con un
ANOVA de dos entradas y basados en un disefio de bloques completamente al azar (DBCA),
evaluando asi las variables dependientes como la viabilidad, integridad de la membrana y
funcion mitocondrial atreves de las pruebas (Host, Eosina-nigrosina, Yoduro de Propidio y
Rodamida), asi como las variables de progresividad que analiza el sistema CASA.
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4 Resultados.

Tabla 1. Interpretacion del analisis de varianza entre razas.

En la evaluacion de semen refrigerado se utilizo el anélisis de varianza entre raza, el cual
se ejecutaron pruebas de permeabilidad espermatica (viabilidad), progresividad y velocidad.
En la prueba de Eosina-Nigrosina la raza Pelibuey es la de mayor valor con (29,58% + -21,04)
mostrando tener una superior vitalidad en comparacion a las razas Dorper y Khatadin.

Por otro lado, la variable de Yoduro de Propidio, presenté mayor valor en la raza Pelibuey
con un valor de (33,90% = -21,65) lo que significa que tiene mayor apoptosis que las otras
razas.

La raza Kathadin en la variable Rodamida tiene mayor porcentaje acrosomal que Pelibuey
y Dorper con (34,40% =+ -1780).

En cuanto a la progresividad de las razas analizadas, Dorper tiene una mayor movilidad
progresiva con (65,18% + -31,67) a comparacion de las otras razas. Por otro la raza Kathadin
mostro mayor porcentaje de movilidad no progresiva con (41,41% + -24,99) a comparacion de
la raza Pelibuey y Dorper.

Los valores de inmoéviles estan al limite de significancia (p = 0.05), presentaron menor
porcentaje en la raza Dorper (2,99% + -4,79) mientras que la Pelibuey presentd (7,33% + -
13,98) y Kathadin (5,90% + -12,19), en este caso no se observo mayor diferencia.

De acuerdo con el analisis de estas variables, se pudo observar que la raza Dorper resalta
por su alta movilidad progresiva, mientras que la raza Pelibuey por su vitalidad y la Kathadin
por su alta integridad de la membrana espermatica.

VARIABLES PELIBUEY DORPER KATHADIN Valor p
HOST (%) (35,34+ -15,49) (33,04+-13,90)° (37,96+-19,29)° 0,096
EOSINA (%) (29,58+-21,04)° (25,58+-17,51)° (25,32+-15,61)° 0,037*
YODURO (%) (33,90+-21,65)° (29,32+-19,74)° (28,49+-18,71) 0,001*
RODAMIDA (%) (27,60+-18,78)° (30,34-18,88)? (34,40+-17,80)° 0,007*
PROGRESIVOS (%) (56,42+-28,20)° (65,18+-31,67)° (52,71%-27,49) 0,001*
NO PROGRESIVOS (%) (34,95+-24,49)° (31,93+-30,31)° (41,41+-24,99)° 0,001*
INMOVILES (%) (7,332-13,98)° (2,99+-4,79)? (5,90%-12,19)2 0,050*
VELOCIDAD CURVILINEA (um/s) (82,20+-34,35)° (89,27+-38,43)° (95,56-36,74)° 0,141
VELOCIDAD MEDIA (um/s) (48,71+-18,62)° (50,95+-20,87)# (56,54+-20,55)P 0,096
VELOCIDAD LINEAL (um/s) (32,43+-12,65)° (34,43+-15,48)° (37,13+-13,19)? 0,225
INDICE DE RECTITUD (%) (63,59+-9,60)° (61,42+-11,07)° (62,65+-7,70)° 0,494
INDICE DE LINEALIDAD (%) (39,28+-11,32)° (37,02+-9,68)° (37,17+-9,42) 0,453
AMPLITUD DE LA CABEZA (um) (2,22+-0,80)? (2,32+-0,84)? (2,47+-0,81) 0,256
FRECUENCIA DE BATIDA DE COLA (Hz) (11,88+-9,39)° (11,52+-4,09)° (11,16+-3,95)° 0,848

*Valores Inferiores o iguales a 0,05 presentan diferencias estadistica

Tabla 2. Evaluacion Comparativa de varianza entre las dosis 1 mM y 10 Mm de menaquinona-

4.
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Este analisis se manejé con dos tratamientos de manaquinona-4 (1 Mm y 10 mM), donde
se observé que las variables con diferencias significativas son Host, Eosina-Nigrosina, Yoduro
de Propidio, Rodamida, PR, NP, STR y ALF con p = 0.0001, IM mostr6 p =~ 0.002, VCL con p
~ 0.004, LIN p = 0.032 y VAP con p = 0.047 en términos relativos, las variables de vitalidad,
funcionalidad de la membrana, relacion mitocondrial, apoptosis, movilidad y la relacion
acrosomal muestran cambios significativos, mientras que el testigo es mayor a los tratamientos
en la variable de NP con (62,09% + -20,35).

Las variables espermaticas son mayores en los intervalos de los tratamientos en
comparacion al testigo, aunque la dosis 1 mM muestra 12 variables superiores frente a la dosis
10 mM con 2 valores numéricos.

VARIABLES 1 10 Testigo Valor p
HOST (%) (38,912-12,03) (42,582-15,90)° (27,50£-16,44) 0,0001*
EOSINA (%) (37,36£-15,63)° (33,162-15,82)° (14,18+-13,71)? 0,0001*
YODURO (%) (43,762-12,50) (43,092-12,94) (11,29+-12,12)? 0,0001*
RODAMIDA (%) (41,71+-13,18)° (40,91+-13,92)° (14,98+-13,21)? 0,0001*
PROGRESIVOS (%) (75,88+-16,11)° (80,13+-16,10)° (28,25+-16,92)2 0,0001*
NO PROGRESIVOS (%) (20,61+-13,10)2 (16,92+-13,03)? (62,09+-20,35)° 0.0001*
INMOVILES (%) (3,34+-7,01) (3,26+-5,31) (8,57+-15,44)P 0,002*
VELOCIDAD CURVILINEA (um/s) (82,09+-34,46)? (80,80+-33,14)*  (100,35+-38,47)° 0,004*
VELOCIDAD MEDIA (um/s) (49,51+-19,32) (48,49+-19,00)? (56,67+-21,08) 0,047*
VELOCIDAD LINEAL (um/s) (35,07+-14,93)? (33,86+-14,35)? (34,96+-12,87)? 0,893
INDICE DE RECTITUD (%) (65,54+-7,95)° (64,05+-12,33)° (59,20+-7,00)2 0,001*
INDICE DE LINEALIDAD (%) (40,25+-9,93) (38,85+-12,26) (35,24+-7,94) 0,032*
AMPLITUD DE LA CABEZA (um) (2,19+-0,71) (2,12+-0,72) (2,62+-0,89) 0,001*
FRECUENCIA DE BATIDA DE COLA
(Hz) (12,82+-9,68)? (10,40+-3,73)2 (46,33+-18,12)2 0,153

Valores* Inferiores o iguales a 0,05 presentan diferencias estadisticas

Tabla 3. Intervalos de Evaluacion

Esta tabla evalu6é el comportamiento de las variables frente a las horas de analisis, los
resultados presentaron una disminucion segun el tiempo transcurrido en un intervalo de 0 a 48
horas, las variables que presentaron esta reduccion fueron Host, con el grupo testigo de menor
valor con (27,13% = -23,29) y Rodamina, de la misma manera, con un valor superior al grupo
testigo que presento (9,53% + -8,81), todas estas variables mostraron una significancia del p =
0.0001. En cambio, el grupo avaluado por el sistema CASA (PR; VCL; VAP; VSL y ALH)
mostraron significancia, pero con distintos valores p.

Entre las variables significativas que tuvieron un aumento con el tiempo esta, Eosina-
Nigrosina, Yoduro de Propidio y los IM, los cuales muestran significancia de p = 0.0001. Por
otro lado, entre las variables no significativas estan los NP con p = 0.603 presentado en el
testigo de mayor valor con (60,10% =* -17,45) en contraste con las horas, dentro de este grupo
también se encuentra STR, LIN y BCF. Las variables analizadas en diferentes intervalos de
tiempo son esenciales para la toma de decisiones en programas de conservacion y reproduccion.
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Valor Dosis x
VARIABLES 0 horas 24 horas 48 horas Testigo p Hora
HOST (%) (42,60+-17,60)°  (36,00+13,68)" (30,51+-11,82)*  (27,13+-23,29)>  0,0001  0,0002
EOSINA (%) (19,18+-13,76)? (27,49+-16,93)>  (37,84+-18,83)°  (14,73+-13,03)*  0,0001 0,04
YODURO (%) (23,80+-14,94)2 (31,70+-19,29)>  (39,78+-21,85)°  (19,87+-19,34)*  0,0001  0,0001
RODAMIDA (%) (38,87+-22,19)° (33,76+-15,17)°  (26,80+-13,24)° (9,53+-8,81)2 0,0001 0,0001
PROGRESIVOS (%) (65,43+-30,12)° (61,66+-28,55)>  (59,45+-25,45)°  (21,41+-11,06)* 0,019 0,516
NO PROGRESIVOS (%) (31,63+-28,35)2 (34,03£-27,06)*  (34,63+-24,14)*  (60,10%-17,45)°* 0,603 0,551
INMOVILES (%) (3,24+-10,88)? (2,62+-6,81)? (6,00+-8,20)? (18,49+-19,11)>  0,0001 0,479
VELOCIDAD CURVILINEA
(um/s) (100,32+-41,33)? (84,32+-31,45)*  (82,94+-35,86)*  (87,33%+-34,92)* 0,018 0,518
VELOCIDAD MEDIA (um/s) (58,51+-21,99)° (49,96+-17,91)  (49,14+-19,79)*  (47,82+-19,48)> 0,011 0,498
VELOCIDAD LINEAL (um/s) (40,47+-15,67)° (32,40%-11,07)*  (32,88+-13,49)*  (29,40+-12,42)* 0,005 0,646
INDICE DE RECTITUD (%) (64,00+-10,01)° (62,09+-8,75)P (63,64+-10,45)° (56,37+-4,04)* 0,392 0,566
INDICE DE LINEALIDAD (%) (39,80+-9,87)° (37,20+-8,23)®  (38,27+-12,76)° (32,45+-4,73)? 0,38 0,975
AMPLITUD DE LA CABEZA
(um) (2,54+-0,93)? (2,28+-0,73)? (2,21+-0,79) (2,27+-0,76)? 0,035 0,672
FRECUENCIA DE BATIDA DE
COLA (Hz) (12,75+-3,61)° (11,39+-3,28)®  (11,42+-10,12)% (8,53%-3,34)2 0,38 0,406
Valores* Inferiores o iguales a 0,05 presentan diferencias estadisticas
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Figura 10. Progresividad segun las horas

Figura 11. Progresividad con MK-4
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En la (Figura 8) se mostr6 como actlan las pruebas de Host, Eosina-Nigrosina, Yoduro de
Propidio y Rodamida con respecto al transcurso de las horas, en cuanto a la solucion Host (linea
azul) comenzo con un valor elevado de 42.6% a las Oh pero va disminuyendo a medida que
transcurre el tiempo llegado en 24h a 36% Yy a las 48h a 30.51%, hasta finalmente llegar a
27.13% que es el testigo o control, esto se debe al deterioro y reduccion de su capacidad para
enrollar flagelo e hincharse en una solucién hipoosmética. La Rodamida (linea verde) también
present6 descendencia gradual en sus valores, comenzando con 33.76% a las Oh, 33.76% en las
24h, 26.8% en 48h y termina en el testigo con 9.53% indicando una reduccion en la actividad
mitocondrial.

Por otro lado, en la tincién de Eosina-Nigrosina (linea morada) se observo lo contrario que
en la prueba de Host y Rodamina, esta empezd con valores inferiores de 19.18% a las Oh, pero
va incrementando llegando a 27.49% a las 24h y finalmente a su punto mas alto de 37.84% a
las 48h, sin embargo, el grupo de control se mantiene en 14.73%, los valores van descendiendo
debido a que la viabilidad espermatica se fue desgastando y de esta manera tifiendo cada vez
mas espermatozoides muertos. En cuanto a la tincion de Yoduro de Propidio (linea roja) sucede
lo mismo, se observo que comenzd con 23.8% a las Oh; 31.7% en 24h y 39.78% en 48h,
mientras que el testigo fue obtuvo 19.87%, demostrando que fue incrementando las células
dafadas.

En las pruebas realizadas con el tratamiento de manaquinona-4 tanto para Host, Eosina-
Nigrosina, Yoduro de Propidio y Rodamina (Figura 9) nos indic6 que en la prueba de Host con
dosis 1mM (linea azul) presenta 38.91% mientras que 10 mM (linea roja) es relativamenteun
poco superior con 42.58%, en Eosina la estadistica continua igual, 1 mM presenta 37.36% Yy
los valores suben en la dosis 10 mM con 33.16%, en la prueba de Yoduro de Propidio los
valores son casi similares, pero aumentd a con 43.76% en la dosis de 1IMm y 10 mM mostro
43.09%, para la prueba de Rodamida la dosis 1 mM aumento, mostrando 41.71% y 10 mM
40.91%, cabe destacar que todos estos valores mencionados fueron significativamente mas
altos que los valores del testigo. Ambas dosis muestran resultados similares en valores
estadisticos, pero el tratamiento con 1 mM es mas representativo.

La progresividad es uno de los puntos primordiales de la investigacién, en esta grafica
(Figura 10) se muestra segun las horas transcurridas donde presentd una tendencia decreciente
de esta variable, mostrando a las Oh un valor superior al resto con 65.43%, a las 24h de 61.66%
y a las 48h de 59.45%, esto debido a un desgaste de su movilidad y funcionalidad en el
transcurso de las horas siendo el valor méas bajo el testigo con 21.4%, resaltando las dosis del
tratamiento.

Respecto a la progresividad basada en los tratamientos (Figura 11) se demostré que la dosis
con mayor valor es 10 mM con 80.13% a comparacion de 1mM que obtuvo un valor de 75.8%
aun asi, ambas dosis demuestras un valor de progresividad elevado, mientras tanto el testigo
alcanzo una progresividad considerablemente baja de 28.25%.
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5 Discusion.

La investigacion realizada demuestra la importancia de los resultados obtenidos
relacionados con el uso de tratamientos con MK-4, también llamada Vitamina K, en la
conservacion espermatica, la cual se relaciona como un antioxidante y agente antiinflamatorio
inactivando las especies reactivas, reduciendo la acumulacion de radicales libres y favoreciendo
la proteccion contra del dafio oxidativo, esto mediante la inhibicion de activacion de 12-
lipoxigenasa y su actividad como factor GGCX (gamma-glutaxmyl carboxylase) como indica
Popaetal., (2021).

Dentro de este marco, los resultados de este estudio demostraron ser positivos en MK-4 para
los procesos de conservacion espermatica en el semen de ovino refrigerado a lo largo del tiempo
con dosis de ImM y 10 Mm, ambas dosis resultaron favorables al ser bastante similarescon
pequerias variaciones, 1 mM mostré mejores resultados en la gran parte de pruebas, no obstante,
en ciertos casos el tratamiento con 10 mM resulto6 ser superior a la dosis de 1 mM enlas pruebas
de Host y progresividad, sin embargo las pruebas aplicadas tuvieron una significancia de p =
0.0001, en su mayoria a excepcion de las pruebas de velocidad lineal y frecuencia de batida de
cola, si comparamos frente al testigo, este presenta valores inferiores.

En consecuencia, los resultados presentados pueden variar debido a la osmolaridad, ya que
el estudio de Pereiraetal., (2017) indica que, cuando los espermatozoides se someten a entornos
hipo o hipertdnicos, presentando un agrandamiento de la cabeza y enroscando la cola debido a
que el espermatozoide intenta de recuperar agua, para mantener el equilibrio. El tratamiento a
10 mM present6 mayor valor en la prueba de Host debido a su concentracion masalta segun lo
mencionado y por ende el espermatozoide se sometio a capacidades reguladoras del volumen
en respuesta al desafio hipertonico. Ademas, para este proceso depende de variosfactores como
el tiempo transcurrido tras el eyaculado y caracteristicas individuales de cada animal, el semen
en conservacion liquida también puede aumentar la osmolaridad debido a queesta sometido a
factores que influyen en la actividad enziméatica y secrecidn prostatica, recurriendo a la
aplicacion de antioxidantes para prolongar su tiempo (Cheng et al., 2022).

La investigacion fue respaldada por un estudio realizado por Hakim & Mohammed (2023)
sin embargo , aunque no hablan especificamente del uso de vitamina K> se relaciona con la
vitamina D3 en semen refrigerado de ovino Awassi evaluado a las Oh y 72h diluidos en Tris-
yema de huevo, con dosis de 0,02; 0,004; 0,002 mg/ml demostrando un aumento en los
parametros antioxidantes como la capacidad antioxidante total (TAC) y la actividad de la
superdxido dismutasa (SOD) esta Gltima ayuda a reducir los radicales libres y el estrés
oxidativo. Por otro lado, un estudio revelé que la vitamina E a dosis de 3 mM en semen de
macho ayudo a la conservacion hasta las 72h con una viabilidad e integridad funcional mayor
(Sarangi et al., 2017).

En cuanto a los estudios relacionados directamente en vitamina K> sobre el semen son
totalmente escasos, no obstante, se realizé una investigacion sobre el uso de vitamina Kz en
embriones de ovinos donde se demostré que la suplementacion del medio de cultivo in vitro
antes y después de la vitrificacion, con vitamina Kz reduce significativamente la produccion de
ROS y mejora la expresion génica embrionaria, lo que tiene un efecto beneficioso sobre la
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calidad de los blastocitos producidos in vitro y mejora la crio-supervivencia y la tasa de eclosion
del embrion después de la vitrificacion (Sefid et al., 2017). Asimismo, investigaciones
adicionales sefialan que la vitamina K> puede ayudar a la funcion mitocondrial en las células
(Baldoceda-Baldeon et al., 2014).

Los resultados frente al testigo presentan una gran variacion por el antioxidante empleado,
mejorando las células del dafio oxidativo, anqué otro parametro importante es el estado de
almacenamiento de la muestra como la refrigeracion, el estudio de Silvestre et al., (2021) indica
que el semen bajo refrigeracion no detiene por completo el metabolismo espermatico lo que
implica que la dosis de 10 mM pudo haber estimulado mas con mayor eficacia las vias
metabolicas involucradas en la produccion de energia a través de moléculas de ATP ya que
presenta una concentracion mas alta y de esta manera haber aumentado su capacidad progresiva
ligeramente, ademas aplicando la técnica de conservacion en refrigeracion tiene mayor tiempo
de vida los espermatozoides en el tracto femenino reproductivo de la hembra a comparacion
del semen congelado, teniendo un impacto positivo a la hora de las practicas de IA post-
cervical en ovinos debido a que presentan un cérvix intrincado.

Asimismo, otro estudio de Camara et al., (2011) demuestra que la refrigeracion del semen
de carnero evaluado por tiempos a 5 °C mostré una disminucién del porcentaje de células con
membrana plasmatica intacta en un tiempo hasta de 30h. Incluso en la refrigeracion a 4°C se
observa una adecuada motilidad (Mocé et al., 2023).

Por otro lado, a lo largo del estudio se emplearon ovinos jovenes de distintas edades en un
rango de un afio como la raza Dorper y dos afios y medio como la Pelibuey y Kathadin. La
investigacion de (Abah et al., 2023) nos menciona que el semen en animales jovenes tiene una
motilidad espermaética total y progresivamente mayor que los animales adultos aun que
presentan una cinética espermatica menor por su inmadurez. Un estudio de Hassan et al., (2009)
realizo una evolucion sobre las caracteristicas del semen en carneros de 1 a 4 afios de edad,
donde se demostro la edad Optima para un semen de calidad es entre los tres a cuatro afios de
edad. Estas razones resaltan el impacto de la MK-4 para el manteniendo de pardmetros de
motilidad y vitalidad.

6 Conclusiones.

El empleo de manaquinona-4 como antioxidante evidencia ser ventajoso para la
criopreservacion en el semen de ovino refrigerado reduciendo el estrés oxidativo.

Con referencia al andlisis de los tratamientos con menaquinona-4, la dosis 10 mM presento
el valor mas alto en los NP y en la prueba de Host manteniendo la viabilidad, mientras que la
dosis1 mM lo supera en las pruebas de Rodamina, Eosina y Yoduro, actuando en la integridad
acrosomal. En las velocidades se demostré que en la VCL y VAP del grupo testigo es mas
eficaz, no obstante, la VSL y los espermatozoides PR fueron mas alta para la dosis de 1 Mm,
por ultimo, la ALH y BCF fue mas elevado en el testigo. De acuerdo con lo expuesto la dosis
de 1mM es la mas adecuada y eficiente para la conservacion espermatica, debido a que presenta
una integridad acrosomal, movilidad progresiva y no presentd gran diferencia en la
progresividad.
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Finalmente, en las horas evaluadas, las pruebas de Host, Rodamida, PR, VCL, VAP, VSL,
STR, ALH y BCF fueron disminuyendo con el transcurso del tiempo mientras que Eosina,
Yoduro, NP, IM y LIN fueron aumentando con el transcurso del tiempo, indicandonos que la
viabilidad y movilidad van disminuyendo y las variables que disminuyen indican movilidad
incapaz y dafio celular.

Aunque el estudio ha demostrado con éxito, el manejo de menaquinona-4 tiene ciertas
limitaciones como la falta de informacion, surgiendo una serie de cuestiones que serian
interesantes de resolver para futuras investigaciones, como el manejo de vitamina Kz con dosis
menores y por tiempos mas prolongados en refrigeracion, aun asi, la presente investigacion
contribuye al conocimiento existente en la criopreservacion, ofreciendo beneficios
significativos en los pardmetros espermaticos y abriendo nuevos caminos para la reproduccion
animal.
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