UNIVERSIDAD
CATOLICA
DE CUENCA

UNIVERSIDAD CATOLICA DE CUENCA
Comunidad Educativa al Servicio del Pueblo
UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS

AGROPECUARIAS

CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA

Efecto de microdosis de Coenzima Q10 en la refrigeracion de

semen ovino previo a la congelacion

TRABAJO DE TITULACION PREVIO A LA OBTENCION DEL
TITULO DE MEDICA VETERINARIA

AUTORA: INGRID MICHELLE GUIRACOCHA VINANZACA

DIRECTOR: DR. ANDRES LEONARDO MOSCOSO PIEDRA MSC.

CUENCA -ECUADOR

2025

DIOS, PATRIA, CULTURA'Y DESARROLLO




UNIVERSIDAD CATOLICA DE CUENCA
Comunidad Educativa al Servicio del Pueblo
UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS

AGROPECUARIAS.

CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA

Efecto de microdosis de Coenzima Q10 en la refrigeracion de semen

ovino previo a la congelacion

TRABAJO DE TITULACION PREVIO A LA OBTENCION DEL
TITULO DE MEDICA VETERINARIA

AUTORA: INGRID MICHELLE GUIRACOCHA VINANZACA

DIRECTOR: DR. ANDRES LEONARDO MOSCOSO PIEDRA MSC.

CUENCA - ECUADOR

2025

DIOS, PATRIA, CULTURA'Y DESARROLLO



&) Catdlica

U Universidad DECLARATORIA DE AUTORIA Y RESPONSABILIDAD
de Cuenca

Declaratoria de Autoria y Responsabilidad

Ingrid Michelle Guiracocha Vifianzaca portadora de la cédula de ciudadania N2 0107568669. Declaro
ser el autor de la obra: “Efecto de microdosis de Coenzima Q10 en la refrigeracion de semen ovino
previo a la congelacion”, sobre la cual me hago responsable sobre las opiniones, versiones e ideas
expresadas. Declaro que la misma ha sido elaborada respetando los derechos de propiedad intelectual
de terceros y eximo a la Universidad Catdlica de Cuenca sobre cualquier reclamacion que pudiera
existir al respecto. Declaro finalmente que mi obra ha sido realizada cumpliendo con todos los
requisitos legales, éticos y bioéticos de investigacidn, que la misma no incumple con la normativa
nacional e internacional en el drea especifica de investigacion, sobre la que también me responsabilizo

y eximo a la Universidad Catélica de Cuenca de toda reclamacién al respecto.

Cuenca, 6 de febrero de 2025

Ingrid Michelle Guiracocha Vifianzaca

C.1. 0107568669

www.ucacue.edu.ec




: Universidad
“*—) Catélica
de Cuenca

Certificacion

Yo, Andrés Leonardo Moscoso Piedra, certifico que el presente trabajo “Efecto de
microdosis de Coenzima Q10 en la refrigeracién de semen ovino previo a la
congelacion” Fue desarrollado por Ingrid Michelle Guiracocha Vifianzaca, y ha sido
guiado y revisado periodicamente y cumple normas estatuarias establecidas por la
Universidad Catdlica de Cuenca.

Debido que es una investigacion particular con el propdsito de cumplir un requisito previo
a la obtencion del Titulo de Médica Veterinaria.

Cuenca, 7/2/2025

ANDRES Z‘:”_‘;afo ,
LEONARDO ' aNDRES LEONARDO

MOSCOS(Q  MOSCOSO PIEDRA

Fecha: 2025.02.07

PIEDRA 14:08:04 -0500'

Dr. Andrés Leonardo Moscoso Piedra
DIRECTOR DEL TRABAJO DE TITULACION

UNIVERSIDAD CATOLICA DE CUENCA



Dedicatoria

A Dios, por darme la fuerza, sabiduria y perseverancia para recorrer este camino
académico. Gracias por cada bendicion recibida, por guiarme en cada etapa de este

proceso y por darme la fortaleza para superar los desafios.

A mis padres; Manuel y Miriam, no hay palabras suficientes para agradecerles todo lo
que han hecho por mi, a pesar de la distancia. Gracias por siempre apoyarme en todo
momento, por ser mi pilar fundamental y mi mayor apoyo en cada paso que doy. Sin sus
sacrificios, esfuerzo y dedicacion, nada de esto habria sido posible. Los extrafio
profundamente y este logro también les pertenece.

A mis queridos abuelitos; Mami Rosa y Papi Alfonso, quienes han sido como padres para
mi. Gracias por criarme con tanto amor, por estar presentes en cada etapa de mi vida,
desde mi infancia hasta hoy, por brindarme siempre su apoyo incondicional. Todo lo que

soy es reflejo de su amor y ensefianzas, los amo.

A mi pareja Mauricio, gracias por tu amor incondicional, por creer en mi incluso cuando
yo misma dudaba. Te agradezco por estar a mi lado en cada paso de este camino, por ser
mi compafiero de vida, y por brindarme siempre tus palabras de amor y apoyo.

Ingrid Michelle Guiracocha Vifianzaca



Agradecimiento

Quiero expresar mi mas sincero agradecimiento al Dr. Andrés Moscoso Msc, mi tutor,
por su invaluable guia, paciencia y valiosos conocimientos compartidos a lo largo de este
proceso. Su dedicacion, apoyo y compromiso han sido fundamentales para la realizacion
de este proyecto. Gracias por su tiempo, por su profesionalismo y por acompafiarme en
este camino con tanta dedicacion, siempre brindandome orientacion y confianza en cada

paso.

De igual manera, extiendo mi agradeciendo al Ing. Manuel Maldonado, por su apoyo
constante y por orientarme en cada etapa de este proceso. Gracias por brindarme la
confianza para creer en mi misma, por su paciencia, dedicacién y compromiso. Su valiosa
guia ha sido fundamental para culminar este proyecto, y estoy profundamente agradecida

por su valiosa guia.

Ingrid Michelle Guiracocha Vifianzaca



Resumen

La criopreservacion de semen es una técnica ampliamente utilizada actualmente y que ha
llegado a ser muy fundamental en la reproduccion animal, y especificamente en ovinos,
por sus cualidades espermaticas Unicas. Para que esta sea cada vez mas eficiente es
necesario garantizar la sobrevivencia espermatica por lo que es necesario preservar la
integridad de la membrana plasmatica. En este campo se ha experimentado con
antioxidantes cuya finalidad es eliminar las especies reactivas de oxigeno (ROS),
actividad donde destaca la Coenzima Q10, muy usada a nivel organico por sus
caracteristicas de antioxidante liposoluble, por lo que esta ayuda a producir y proteger la
membrana de la peroxidacion lipidica. El objetivo del presente estudio fue observar el
efecto de 1 uM, 2 uM y 5 pM, de Coenzima Q10 sobre los pardmetros de calidad y
cinéticos de semen de ovinos en refrigeracion previo a la crioconservacion, utilizando
diferentes técnicas se evaluaron varios pardmetros como el analisis de motilidad
espermatica, pruebas de vitalidad, la evaluacion de la actividad mitocondrial mediante el
yoduro de propidio, entre otros. De igual manera mediante el Sistema Casa (Computer
Asisted Sperm Analysis System) se analizé la Progresividad, Inmoviles, No progresivos
y valores cinéticos (VCL, VAP, VSL, STR, LIN, ALH BCF). Si bien no se hallaron
efectos significativos entre tratamientos, se observé que la calidad espermatica disminuye
a través del tiempo y en el caso de la dosis de 5uM mantiene los valores especialmente
de progresividad, siendo valores considerables para sugerir un aprovechamiento de este

antioxidante, en futuras investigaciones.

Palabras clave: Sistema CASA, ROS, Antioxidante, Progresividad



Abstract

Cryopreservation of semen is a widely used technique that has become popular and
fundamental in animal reproduction systems, and particularly in sheep, due to their unique
spermatic qualities. To enhance its efficiency, it is essential to ensure sperm survival by
preserving plasma membrane integrity. In this field, antioxidants have been tested to
eliminate reactive oxygen species (ROS) that affects directly sperm quality, so the use of
Coenzyme Q10 as a liposoluble antioxidant, has become a potential alternative because
this compound plays a crucial role in protecting the membrane from lipid peroxidation.
This study evaluates the effects of 1 uM, 2 uM, and 5 pM of Coenzyme Q10 on several
sheep refrigerated semen quality and kinetic parameters. Various techniques were used to
assess sperm motility, vitality tests, and mitochondrial activity as the evaluation of iodide
propidium, among others reactive. Additionally, the CASA system (Computer- Assisted
Sperm Analysis System) was employed to analyze parameters such as progressive
motility, immotile and non-progressive sperm, and kinetic values (VCL, VAP, VSL, STR,
LIN, ALH, BCF). Neverless there is no significant effects observed, among treatments,
as the sperm quality declined over time in all cases. However, the 5 uM dose maintained
progressive motility values, suggesting that this antioxidant could be beneficial for future

research in semen cryopreservation.

Keywords: Computer-Assisted Sperm Analysis System, ROS, Antioxidant, Progressive
Motility
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Introduccion
A escala mundial, la creciente falta de acceso a los alimentos y a la proteina animal en
general, incentiva a los agricultores a mejorar la crianza y manejo del ganado. En relacion
con eso, la reproduccion animal se vuelve crucial para hacer frente a estas demandas. Por
esto, es necesario enfatizar en nuevas estrategias como tecnologias para comprender la
dinamica reproductiva de las diversas especies de ganado, asi como desarrollar nuevas
tecnologias que mejoren la eficacia en la produccion (Davis & White, 2020).
El uso de semen refrigerado junto con antioxidantes presenta varios beneficios, como el
transporte a grandes distancias y la conservacion durante periodos prolongados, lo cual ha
demostrado mejorar gradualmente los resultados productivos a medida que avanza las
investigaciones, gracias a su efecto positivo en las células. Sin embargo, una de las
desventajas en el proceso natural de envejecimiento de los espermatozoides que ocurre
durante la refrigeracion, es la disminucion de calidad de la produccion con el tiempo (Intriago
& Vargas, 2019).
Para reducir estos dafios se ha empleado diversos diluyentes que no solo favorecen el
almacenamiento del esperma, sino que también reproducen sus caracteristicas fisioldgicas.
Estos diluyentes contienen una 0 mas sustancias crioprotectoras que se unen al oxigeno y asi
regulan la permeabilidad de la membrana plasmatica evitando la peroxidacion lipidica,
manteniendo la integridad y viabilidad del esperma durante el almacenamiento a largo plazo
(Rodriguez & Nivia, 2017).
La Coenzima Q10 se presenta como una alternativa prometedora, debido que tiene beneficios
en la preservacion del semen y mejora la fertilidad masculina al prevenir la peroxidacion
lipidica y promover la motilidad. Por ende, se ha evaluado la adicion de diferentes
concentraciones de CoQ10 desde la centrifugacion hasta los demas procesos de
criopreservacion. Esto busca determinar como la CoQ10 puede ayudar a mitigar el estrés
oxidativo en todas las etapas del proceso de preservacion del semen ovino, lo que podria
tener un impacto significativo en la calidad y la viabilidad del esperma (Carneiro et al., 2018).
Fundamento tedrico
En el Ecuador, la produccion ovina de doble proposito ha incrementado notoriamente en el

transcurso de los afios dentro de la region central, siendo vital que los productores busquen
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nuevas alternativas, ayudandolos a tener un mejor conocimiento en cuanto al manejo y
control de su rebafio, tal como es su estado nutricional, condiciones climaticas y ambientales,
por ende, llegando a mejorar y ser mas eficientes en sus sistemas de produccion (Chango et
al., 2024). Actualmente la produccion ovina es fundamental, para aquellos agricultores que
trabajan y obtiene ingresos a través de sus carnes, leche y lana, de igual manera
socioecondmica, lo que implica la crianza 'y comercializacion ovina. Es asi que, el avance del
sistema de produccién ovina, se convierte en una de las alternativas mas elegidas entre la
poblacion rural del pais (Tisalema-Shaca et al., 2024). Dentro de este &mbito destaca las
biotecnologias de la reproduccion, siendo el aporte genético del macho fundamental pare este
fin.

Para alcanzar este fin, se debe entender que la evaluacién seminal es tan primordial para
medir la capacidad de fertilizacién del espermatozoide y, por lo tanto, pronostica el potencial
fértil de un reproductor. Esto abarca diversos pardmetros que se han catalogado en
caracteristicas macroscopicas y microscopicas del semen (Carrillo-Gonzalez et al., 2016).
El color de semen ovino muestra un color que va desde el blanco lechoso hasta tonalidades
amarillentas, cremosas o grisaceas, llegando a ser ideal de color crema con una consistencia
espesa (Cordova et al., 2015).

Su volumen se mide al depositar el eyaculado en un tubo de recoleccion graduado, siendo
esencial evitar la formacién de espuma o burbujas, ya que podrian afectar la medicion
correcta del volumen real (Avalos et al., 2018).

Por otro lado, el pH del eyaculado estd determinado por la cantidad de las glandulas
accesorias y la parte especifica del eyaculado. Su valor puede reflejarse alterado por varios
factores como, la manipulacion, tiempo, contaminacidn, entre otros. Para un eyaculado recién
extraido, se consideran valores de pH entre 6,4 a 7,4 aceptables (Salazar, 2014).

La vitalidad espermatica del semen ovino indica si los espermatozoides estan vivos o
muertos, por medio de una tincion Eosina-Nigrosina. En este proceso aquellos
espermatozoides que han perdido su integridad de membrana se impregnan de un colorante
y se tifien de un color rojo-rosa, indicando su muerte y aquellos sin tefiir considerados vivos
(Sanchez R & Zamora D, 2016).
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Para que estas caracteristicas destaquen, es necesario afiadir diluyentes que brinden ventajas
sobre otras técnicas. Por ende, un diluyente es aquella solucién acuosa que facilita el aumento
del volumen del eyaculado sin alterar su calidad del semen, suministrando los nutrientes
fundamentales para la conservacién metabolica del espermatozoide. Asimismo, protege
contra el shock térmico generado por el frio, regula el pH, la presion osmatica e inhibe la
evolucién microbiana, asegurando estas condiciones el mayor tiempo posible. (Rugeles-
Pinto et al., 2013).

Por este motivo, la caracteristica principal de los diluyentes es mantener viable la célula
espermatica lo mejor posible, por un tiempo determinado y en base a su composicion
genérica, los diluyentes deben desempefiar las siguientes funciones: proporcionar energia
para el metabolismo de los espermatozoides, neutralizar residuos metabdlicos, mantener el
equilibrio osmético y estabilizar las membranas de los espermatozoides (Condoy & Cevallos,
2017). De forma, que el diluyente mas utilizado en la raza ovina es el Ovixcell. Por ello, la
inclusion de sustancias a los diluyentes es necesario ya que ayudan a protejan la membrana
plasméatica durante el proceso de refrigeracion y mejorar su capacidad fecundante,
incluyendo asi la Coenzima Q10.

La Coenzima Q10 es un componente liposoluble, presente en la membrana mitocondrial, bien
sea en su forma oxidada o reducida (Herrera & Pinzon, 2022). Se encuentra en diversos
alimentos, ademas de ser sintetizado en el organismo a partir de tirosina, fenilalanina'y Acetil
CoA. Esta distribuida en todas las membranas celulares, donde ejerce un papel importante en
la cadena de respiracion aerdbica (Criado & Moya, 2009).

Ademas de su finalidad como antioxidante, se destaca por la proteccidn celular frente al dafio
oxidativo ocasionado por agentes internos y externos. Por tal razén, contribuye al
metabolismo celular y estabiliza a los sistemas responsables de preservar la membrana
celular. A pesar de no actuar unicamente en la membrana plasmatica, protege otras
estructuras celulares como los lisosomas y el reticulo endoplasmatico, permitiendo asi

preservar la integridad celular y evitar dafios (Intriago & Vargas, 2019).
Material y métodos

La presente investigacion se realizo en la provincia del Azuay, Cantén Cuenca, en la Unidad

Académica de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Catélica de Cuenca, ubicada en el
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kilometro 2 Y% de la via Panamericana Norte. Donde se utilizo tres razas de ovinos donantes:
Katahdin, Pelibuey y Dorper con 5 eyaculados por ejemplar, dando un total de 15 eyaculados.
Para la obtencion del semen se utilizd una hembra, propiedad de la Universidad. En este
procedimiento se utilizé una vagina artificial cargada con 40 — 60 ml de agua, a una
temperatura entre los 45 — 50°C. Posteriormente se colocé en un tubo falcon rotulado de 15ml
en el cuello de la vagina artificial. Asegurada ya la oveja se procedié a la colecta, con la
ayuda de un operador este se ubico en el lado derecho del macho y sujetando la vagina
artificial con el extremo abierto frente al prepucio, en un angulo de 45°. Una vez el macho
monto, el operador desvid el pene lateralmente para conducirlo a la vagina artificial.
Rapidamente luego del salto, el tubo de recoleccion se protegio con la mano, debido a los
cambios bruscos de temperatura, rapidamente se llevo la muestra a un bafio termostatico a 37
°C, conservando su temperatura.

La examinacion de semen consto del volumen y concentracion.

El volumen y concentracién espermatica fue la primera prueba que se evalud. Para evaluar
el volumen se usé una micropipeta de 100-1000 microlitros. Se colocd 30 ul de muestra de
semen en una microcubeta, posteriormente se depositd la muestra en la cubeta del fotometro
SMD 1 (minitube) para ovinos. Seguidamente, para la evaluacion de la motilidad masal se
extrajo 5 pL de semen con la ayuda de una micropipeta y se colocé en un portaobjetos que
se encontraba sobre una platina térmica a 37 °C, para su observacion microscopica con el
lente de 10x.

Para el proceso de dilucion, se realiz6 una pre-disolucion 1:1(4 ml de agua pura y 4ml del
diluyente Ovixcell), para conocer la dosis de semen correcta, se realizd un procedimiento
estandar, teniendo en cuenta la concentracion espermatica x Motilidad Masal (MM)
estimando que era del 90% x Volumen Seminal. El valor conseguido se manej6 con 50
millones, dado este resultado se multiplica por el volumen seminal y dividido por la
concentracion espermatica, dando el resultado en microlitros de semen necesarios para diluir
en la pre-disolucion.

Una vez diluido el semen, se prosiguié a colocar 800 pL de solucién en cuatro diferentes
tubos Eppendorf de 1,5ml, posteriormente ya afiadido la Coenzima Q10 en dosis de 1 uM, 2

UMy 5 uM, incluido un testigo.
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Seguidamente se procedi6 a colocar cada tubo Eppendorf ya rotulado en refrigeracion a 5°C.
Las muestras se analizaron en los periodos de 0 horas, 24 horas y 48 horas, antes de su
evaluacion, se mantuvieron a una temperatura de 37° C durante 15 minutos sobre la platina
térmica.

A continuacion, se realizd la evaluacion de la integridad de la membrana mediante tres
pruebas: Test Hipoosmotico (HOST), Eosina-Nigrosina y Yoduro de Propidio.

Para la prueba del test hipoosmotico (HOST), se mezclé 20 uL de semen con 100 pL de la
solucion de HOST en un tubo Eppendorf. Una vez ya homogenizado la muestra, esta se
incubo en la platina termina a 37°C durante 45 minutos. Para el analisis microscopico, se
coloc6 5 pL de la muestra en un portaobjetos donde se cubrié con un cubreobjetos. Se
observo la muestra mediante un microscopio Olympus BX51 con el lente de 40x. En esta
prueba reflejo aquellos espermatozoides que muestran una torsion en el flagelo helicoidal lo
que indica una reaccion positiva a la prueba.

Para la prueba de Eosina-Nigrosina se coloc6 3 pL de la muestra de semen en un portaobjetos
en un extremo de una esquina y 3 pL de Eosina-Nigrosina en el otro extremo de la esquina.
Una vez colocadas las muestras se realiz6 un extendido. Se evallo luego de 3 minutos de
reposo, con el lente de 40x. Donde se observd en 3 diferentes campos la muestra contando
aquellos espermatozoides vivos los cuales no se tifien, mientras que los muertos se ven de
color rosa, asi evaluando su vitalidad espermatica.

Finalmente, con la prueba de Yoduro de Propidio se evalu la viabilidad, se utilizo la tincion
fluorescente de Yoduro de Propidio, este método consiste en utilizar un tubo Eppendorf de
1,5 ml, agregando 1 pL de Yoduro de Propidio junto con 50 puL de muestra de semen, el tubo
Eppendorf debe estar previamente cubierto de aluminio para evitar su exposicion a la luz,
acto seguido se dejd incubar en la platina térmica a una temperatura de 37°C durante 5
minutos. Pasado el tiempo, se coloc6 5 uL de muestra en un portaobjetos, y se realizd un
extendido, obteniendo una tincion uniforme. La muestra se observo mediante el microscopio
de fluorescencia Olympus BX51, con un lente de 40x y con el disco N°1, se evalu6 por medio
de un conteo de 100 espermatozoides en diferentes campos, llegando a observar aquellos de

color rojo (muertos), los no pintados (vivos).
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Por ultimo se realizé el Analisis del Sistema CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis)
donde se utiliz6 y coloc6 5 pL de muestra de semen sobre un portaobjetos y se cubri6 con un
cubreobjetos, este sistema permitio evaluar de una forma automatica los siguientes
parametros cinematicos: Espermatozoides progresivos (PR), No progresivos (NP), Inméviles
(IM), Velocidad Curvilinea (VCL), Velocidad Media (VAP), Velocidad linea (VSL), indice
de rectitud (STR), Indice de linealidad (LIN), Amplitud lateral de la cabeza (ALH) Y
Frecuencia de batida (BCF).
Analisis estadistico
Disefio experimental se basd en un modelo factorial 4x3 (Tiempo x Dosis), ademas se analiz6
la variacion de la calidad espermatica a través del tiempo mediante un modelo de una entrada.
Para la comparacion de los tratamientos se utiliz6 un analisis de varianza (ADEVA) a un
nivel de significancia 5% en las variables y una prueba multiparamétrica (post-hoc) de
Duncan, analizado con el programa estadistico Jamovi (Jamoviproject, 2022).
Resultados

Cuadro 1. Tabla de Contingencia de las pruebas de permeabilidad (Tiempos x Dosis).

HORAS DOSIS HOST EOSINA YODURO Sig

> DE X DE X DE

- TESTIGO 279 19.0 821 158 66.6 5.88

2 1UM 247 164 785 256 619 923

g 2UM 203 110 803 254 619 127 p>0,05
5UM 268 119 790 274 653 6.78
TESTIGO 301 116 759 165 625 8.06 ) .

EI Cuadro 1 nOS ﬁ 1UM 288 114 728 183 65.2 143 Indlca Ia
estadistica § 2um 204 109 736 148 o6 29 PO%  descriptiva  de
promed|o y 5UM 308 100 750 183 59.0 119 deSVIaCIén

TESTIGO 370 178 704 153 617 109
estandar para las g wuu e 17 me ma e 1 Pruebas de Host,
Eosinayyoduro, 2 2UM 89 157 713 208 613 128 p>0,05 para 0’ 24' 48 y

5UM 376 139 66.3 222 59.9 144
120 horas, del testigo, 1 pM, 2

TESTIGO 449 9.06 89.3 6.36 658 254
UMMy 5 pM. ¢ wwm 58 118 881 122 708 491 Luego de hacer
el analisis % 2m 80 130 s 123 G787 PO equivalente

5UM 4653 171 86.0 146 718 747
dentro de las diferentes horas
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se pudo apreciar que tanto el testigo como los tratamientos no presentan diferencias

estadisticas (p>0,05).

Cuadro 2. Tabla de Contingencia de las pruebas del sistema CASA (Tiempos x Dosis)

HORAS DOSIS VCL VAP VSL STR LIN ALH BCF Sig

X DE X DE X DE X DE X DE X DE X DE

TESTIGO 863 321 468 13.0 311 01 591 664 334 3502 232 0494 110 328

g 1UM 893 331 459 171 306 147 581 116 331 64 225 0.639 107 385 p>0,05
% 2UM 831 248 435 152 294 145 554 111 312 341 207 0425 104 390

5UM 820 305 421 160 2711 126 556 111 318 337 211 0579 102 L18

TESTIGO 676 273 364 133 206 354 511 652 300 506 198 0.631 671  3.02
g 1um 771 334 412 188 259 161 536 109 307 3.09 207 0634 839 138 p>0,05
% 2UM 795 385 421 189 256 (24 535 929 310 754 216 0878 847 351
- 5UM 709 254 378 131 227 )56 518 804 296 573 200 0542 774 311

TESTIGO 730 261 390 134 214 569 517 1714 304 591 213 0662 6.83 .94
g 1UM 636 27.1 333 146 196 ).36 520 819 286 338 182 0631 6.67 319 p>0,05
% 2UM 705 187 371 100 221 '35 532 671 312 598 200 0.456 755 .91
N 5UM 542 110 293 625 161 398 515 685 305 560 170 0.280 532 .40

TESTIGO 431 520 245 330 9.64 546 500 543 298 256 139 0132 474 ).295
g 1um 506 147 282 107 162 543 501 387 278 383 151 0315 571 .57 p>0,05
% 2UM 393 137 222 9.00 110 530 448 743 257 184 131 0338 403 .84
S
- 5UM 581 927 311 465 177 .46 525 289 308 371 175 0212 6.08 ).993

La tabla de contingencia de la cinética espermatica, resumida en el Cuadro 2, refleja los
valores de cinética VCL, VAP, VSL, STR, LIN, ALH, BCF, para las diferentes dosis en
diferentes tiempos a las de 0 horas, 24 horas, 48 horas y 120 horas, para testigo, 1 UM, 2 uM
y 5 UM donde no hubo diferencias estadisticas (p>0,05). Sin embargo, se puede observar que
los tratamientos empiezan a diferir (p<0,05) con forme pasa el tiempo para progresividad.

Cuadro 3. Tabla de Contingencia de las pruebas de Viabilidad, Vitalidad, Permeabilidad y

Cinética en relacion al Tiempos.

HORAS 0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 120 HORAS
N 60 60 48 12 Valor P
> DE X DE X DE X DE
HOST 249° 148 298% 107 37.0° 156 435°¢ 116 p<0,05
EOSINA 80.0° 234 743 166 70.2% 186 87.1 102 p<0,05
YODURO 639 9.07 6182 119 62.2% 115 69.3° 596 p<0,05
PROGRESIVO 3L5° 107 242° 102 203 713 137% 515 p<0,05
NO PROGRES 549¢ 124 52.4° 164 50.8> 19.1 406 174 p<0,05
INMOVILES 13.5¢ 9.03 234> 179 29.0° 198 457 196 p<0,05
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VCL 85.2% 297 738" 311 65.4% 223 47.8° 123 p<0,05
VAP 446° 151 30.4%  16.0 34.7° 118 265 7.34 p<0,05
VSL 295° 129 237" 119 198° 7.27 136 564 p<0,05
STR 57.1° 102 52.5% 868 52.1° 7.04 49.4* 531 p<0,05
LIN 324" 831 30.3% 657 30.22 642 285* 384 p<0,05
ALH 219" 0536 206" 0.669 191° 0540 149> 0.282 p<0,05
BCF 106° 3.73 7.83° 353 6.59% 229 5.14% 1.65 p<0,05

Cuando se realizo el ADEVA para las pruebas de Viabilidad, Vitalidad, Permeabilidad y
Cinética en relacion al Tiempos, se pudo apreciar que la calidad espermatica va perdiéndose

conforme pasan las horas (p<0,05).

Figura 1. Cambios de la progresividad después de las 120h.
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Por Gltimo, la figura 1 demuestra, la existencia clara de una interaccién (tiempo x dosis),
principalmente en la Progresividad del semen, (p<0,05), donde las muestras de los no
progresivos (lineas punteadas) aumentan, mientras los progresivos disminuyen (lineas
continuas), observandose como la dosis de 5 uM, se mantiene sin perder sus cualidades a
través del tiempo, siendo valores a considerarse y profundizar en futuras investigaciones.
Discusion

La refrigeracion y conservacién de semen ovino disminuyen su actividad metabdlica, lo que
extiende su viabilidad (Rodriguez-Almeida et al., 2008). EI semen refrigerado puede

aguantar por amplios periodos a temperie, siendo una alternativa frente del semen congelado,
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siempre y cuando la inseminacion se realice en corto tiempo luego de la colecta (Mansano et
al., 2014). Ademés, la proteccion del eyaculado es fundamental porque favorece la
conservacion de los espermatozoides a lo largo del tiempo sin perder su capacidad de
fertilizacion (Carrefio et al., 2022). La técnica de conservacion de semen refrigerado depende
especialmente del diluyente, dado que este ayuda a conservar sus propiedades funcionales de
las células espermaticas, resguardando asi el nivel de fertilidad del semen (Aleman et al.,
2006).

La suplementacion de CoQ10 en refrigeracion de semen ha sido probada en porcinos.
Parlapan-Pindaru et al., (2016), analizo el almacenamiento de semen a 17°C durante 5 dias,
evaluando continuamente el efecto de las distintas concentraciones de CoQ10 (3 pM, 6 pM,
8 UMy 1mM). Como resultado obtuvo un efecto positivo en el porcentaje de espermatozoides
viables y de integridad acrosdmica, aunque solo en las dosis mas altas de CoQ10 (8 uM
ylmM) demostraron un aumento estadisticamente significativo en los porcentajes de
viabilidad celular e integridad acrosémica.

De manera similar, Masoudi et al., (2019), demostrd tener mejores resultados a dosis mas
altas de CoQ10 (5 uM) a las 24 horas y 48 horas, en semen de gallo, utilizando el diluyente
Lake, conservando asi su actividad mitocondrial y disminucién de la peroxidacion lipidica,
protegiendo asi la calidad del semen.

De modo que, el uso de diluyentes en la refrigeracion de semen es fundamental para su
preservacion, tal como lo menciona, Cérdova et al., (2023), que al usar tres tipos de
diluyentes en semen ovino durante 24 horas: el primero, compuesto por aminoacidos,
vitaminas y antibidticos; el segundo a base de yema de huevo-tris-fructosa y el tercero basado
en triladyl. Reflejando que el pH no sufrié alteraciones entre los diferentes diluyentes. Sin
embargo, el diluyente a base de Triladyl, resulto beneficioso, demostrando una mejor
motilidad progresiva, viabilidad e integridad acrosdmica, por esta razén, llega a ser una
excelente opcidn para la conservacion de semen en refrigeracion.

Asi mismo Flores et al., (2010), utiliz6 un diluyente que contenia glucosa, fructuosa, sacarosa
con la finalidad de prolongar la vida espermatica en la refrigeracion de semen canino. Las
muestras fueron examinadas dentro de 24, 48, 72 y 96 horas, donde reflejo resultados

positivos en todos los tiempos. La motilidad espermatica se mantuvo dentro de rangos
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aceptables, fluctuando entre el 90% dia 0 y cerca del 60% en el dia 4. Como resultado,
demostré que la glucosa como la sacarosa beneficiaron la motilidad y el test de reaccién
hipoosmotico (HOST), concluyendo que no se gener6 un dafio significativo sobre la
membrana espermatica durante la refrigeracién del semen canino.

Igualmente, Cruz, (2024), da a conocer en su estudio, que el uso de la Coenzima Q10 a dosis
de 0.2 mM, 0.4 mM, 0.6 mM y 0.8 mM en semen ovino, result6 favorable en la reduccién de
formacion de cristales durante la refrigeracion, sin embargo, las concentraciones de 0.6 mM
y 0.8 mM llegaron a ser Optimas para preservar la calidad de semen, por ende, la inclusion
de la CoQ10 en refrigeracion mejora las caracteristicas cualitativas y cinéticas del semen
ovino.

De forma similar, el uso de antioxidantes ha demostrado ser beneficioso, ya que impide el
estrés oxidativo, llegando a mejorar la calidad seminal y como lo demuestra, Sohail et al.,
(2024), que evaluo diferentes concentraciones de Astaxantina (1 uM, 2 uM, 3.5 uM y 4.5
HM) en semen de carnero, junto con un extender, durante un periodo de 5 dias de
almacenamiento. Los resultados llegaron a ser favorable, demostrando que la Astaxantina
(3.5 uM) tuvo un efecto fructifero, aumentando significativamente (p < 0,05) la calidad de
semen. Demostrando que al adicionar un extensor con Astaxantina mejora la calidad del
eyaculado, incrementando su capacidad antioxidante y preservando la membrana
mitocondrial.

Al igual que, Kumar et al., (2021) estudio el uso de dos antioxidantes Melatonina y
Cantaxantina, junto con un diluyente a base de tris, en semen de carnero durante 72h. Los
resultados demostraron que sus parametros cinematicos fueron significativamente mayores
(p <0,05) en el grupo de Melatonina, mientras que la prueba Hipoosmético (HOST) reflejo
valores més altos (p <0,05) en el grupo de Cantaxantina. Mostrando la eficacia de ambos
antioxidantes, demostrando el potencial que conlleva un antioxidante para mejorar la calidad

de semen bajo circunstancias de la refrigeracion.

Conclusién

No se hallaron efectos significativos entre los tratamientos 1 pM y 2 pM, y 5uM, sin

embargo, se observé paralelamente que la calidad espermatica disminuye a través del tiempo,

—G)
o/ 9-N°1, 2025, pp.1-21 Journal Scientific MQRInvestigar 13



9 No.1 (2025): Journal Scientific "‘?ﬂlnvestigar ISSN: 2588-0659
https://doi.org/10.56048/MQR20225.9.1.2025.e114

pero en el caso de la dosis de 5uM mantiene sus valores especificamente en la progresividad,
siendo estos valores considerables para sugerir un aprovechamiento de este antioxidante, en

futuras investigaciones.
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