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RESUMEN
Esta investigacion evalua el efecto de la mitocepcion sobre la calidad espermaética en semen
fresco de Bos taurus, explorando una alternativa biotecnoldgica para superar las limitaciones
de la inseminacion artificial convencional, que alcanza tasas de prefiez de solo 65.96% en el

primer intento.

Se aislaron mitocondrias de células madre mesenquimales de gelatina de Wharton y se
transfirieron a muestras de semen bovino en dos ensayos realizados entre 2024 y 2025. Se
utilizaron diferentes concentraciones (0.5, 1 y 1.5 pL) y se evaluaron nueve parametros

mediante andlisis CASA.

Los resultados mostraron efectos significativos (p<0.05) en la calidad espermaética con las
concentraciones de 1 pL y 0.5 plL, observandose mejoras en la concentracion de
espermatozoides, motilidad total y progresiva, y reduccion de inmovilidad. Se identifico un
equilibrio crucial en la dosificacion, donde concentraciones excesivas podrian generar

retroalimentacion negativa por aumento de especies reactivas de oxigeno.

La mitocepcion demuestra ser una estrategia prometedora para optimizar parametros criticos
espermaticos en bovinos. Esto representa un potencial para desarrollar protocolos mejorados
de reproduccién, aumentar tasas de prefiez, reducir costos de multiples inseminaciones y
explorar aplicaciones en otras especies ganaderas. Este enfoque ofrece soluciones innovadoras

a los desafios de fertilidad en la ganaderia moderna.

Palabras claves: Mitocepcion, calidad espermatica, Bos taurus, motilidad espermatica,

biotecnologia reproductiva.



ABSTRACT

This research evaluates the effect of mitoception on sperm quality in fresh semen of Bos taurus,
exploring a biotechnological alternative to overcome the limitations of conventional artificial

insemination, which achieves pregnancy rates of only 65.96% on the first attempt.

Mitochondria were isolated from mesenchymal stem cells from Wharton's jelly and transferred
to bovine semen samples in two trials conducted between 2024 and 2025. Different
concentrations (0.5, 1, and 1.5 uL) were used, and nine parameters were evaluated using CASA

analysis.

The results showed significant effects (p<0.05) on sperm quality with concentrations of 1 puL
and 0.5 uL, observing improvements in sperm concentration, total and progressive motility,
and reduced immobility. A crucial balance in dosage was identified, where excessive

concentrations could generate negative feedback due to increased reactive oxygen species.

Mitoception proves to be a promising strategy for optimizing critical sperm parameters in
bovines. This represents potential for developing improved reproduction protocols, increasing
pregnancy rates, reducing costs of multiple inseminations, and exploring applications in other
livestock species. This approach offers innovative solutions to fertility challenges in modern

livestock farming.

Keywords: Mitoception, sperm quality, Bos taurus, sperm motility, reproductive

biotechnology.
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INTRODUCCION
En el mundo ganadero, la inseminacion artificial con el uso de semen congelado se ha
convertido en uno de los métodos de reproduccién mas importantes y usados en el medio.
Sin embargo, la tasa de vacas prefiadas tras la primera inseminacion artificial logra una
tasa exitosa de prefiez del 65.96% utilizando un protocolo de IATF (Salgado, et al.2015);
requiriendo varios intentos hasta conseguir una prefiez Optima que a su vez representa un

gasto adicional para el ganadero.

Por lo cual, el analisis del esperma bovino se ha convertido en un aspecto crucial para
cumplir con una productividad y éxito econémico requerido (Gu et al., 2019). El analisis
del semen bovino se realiza a través de dos exdmenes: uno macroscépico, que evalda el
volumen, color, pH y olor, y microscépico, que mide la motilidad y la concentracion

espermatica.

Entre estos factores, la motilidad espermatica es clave para la fertilidad, ya que depende
directamente del funcionamiento de las mitocondrias. Las principales fuentes de energia
de los espermatozoides, que segun Bucci et al. (2023), a través del ATP intracelular
generado brinda energia al flagelo mediante el uso de la via, predominante en toros, de
fosforilacion oxidativa proporciona funcionalidad en el movimiento durante su avancé en

el oviducto de la hembra y lograr alcanzar la fertilizacion.

Sin embargo, la congelacién del semen puede provocar dafios mitocondriales, afectando
su funcion. Dentro de la Escuela de Veterinaria, se desarroll6 una linea de investigacién
enfocada en el analisis del semen criopreservado y no criopreservado, donde se determind
que no es necesario descongelar el semen para su uso. Ademas, se evidencié que los
espermatozoides descongelados sufrieron una muerte mitocondrial considerable (Diaz et

al., por publicar).

Para contrarrestar esto, surge el concepto de mitocepcion, un enfoque innovador basado

en la transferencia de mitocondrias desde células donantes a espermatozoides receptores
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(Caicedo et al.,2015). Este procedimiento biotecnoldgico busca mejorar la calidad
espermatica mediante el restablecimiento de la funcionalidad mitocondrial,
proporcionando no solo mayor energia celular sino también proteccion a la membrana

lipidica de los espermatozoides para conseguir una viabilidad espermética optima.

Para saber si la mitocepcion hacia el espermatozoide es exitosa, el uso del sistema de
analisis de esperma asistido por computadora (CASA) realiza un andlisis a través de una
evaluacion automatizada y detallada de motilidad, concentracion e inmovilidad de los
espermatozoides realizado por gota de ml de semen bajo el microscopio que evaluara la
efectividad del mismo. En la reproduccion bovina, la transferencia de mitocondrias sanas
al semen fresco podria potenciar la fertilidad y optimizar la eficiencia en los procesos de
inseminacién artificial. En este contexto, este estudio lleva un enfoque de analizar y
comparar los parametros entre muestras mitoceptadas y no mitoceptadas, con el objetivo

de mejorar la calidad espermatica en el ambito ganadero.
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DESARROLLO DEL TEMA
A continuacion, se presentan, en lineas generales, las definiciones y caracteristicas de
cada uno de los parametros que fueron utilizadas para establecer los analisis realizados

en el presente estudio.

a. Mitocondria

La mitocondria de las células madre mesénguimales (CMM) es un organulo celular
clave para la sefializacion y respuesta a estimulos (Khattar et al. 2022; Vignais et
al. 2017). Esta mitocondria cumple con roles importantes ya que brinda soporte a
la diferenciacion de estas células multipotentes y a mecanismos regenerativos tales
como la transferencia de mitocondria (Balcazar et al., 2020; Berridge et al., 2025;

Caicedo & Singh, 2024; Caicedo et al., 2024; Velarde et al., 2020).

La purificacion de estas mitocondrias mediante métodos de gradiente de densidad
y ultracentrifugacion inmuno-afin ha permitido obtener fracciones viables y
funcionales. Una vez aisladas, dichas mitocondrias muestran capacidad para activar
vias de reparacién tisular, modular la inflamacion y promover la biogénesis
mitocondrial en células huésped, destacAndose como agentes bioterapéuticos
prometedores (Cabrera et al., 2019; Caicedo et al., 2017, 2021; Pefiaherrera et al.,

2023)

Su transferencia artificial a gametos tiene un alto potencial debido a sus potenciales
efectos antioxidantes y protectores. En ovocitos de baja calidad metabdlica o con
mutaciones, la incorporacién de mitocondrias derivadas de CMM incrementa puede
mejorar el patrimonio mitocondrial y desarrollo a futuro del embrion (Cabrera et
al. 2022). Estos hallazgos posicionan a las mitocondrias de CMM como candidatas

ideales para intervenciones reproductivas avanzadas, al ofrecer una combinacién


https://sciwheel.com/work/citation?ids=12712270,6705075&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=12712270,6705075&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=9269147,10112637,17694390,15707042,15626613&pre=&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=9269147,10112637,17694390,15707042,15626613&pre=&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14529848,10751996,7169840,3992236&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14529848,10751996,7169840,3992236&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=13214667&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=13214667&pre=&suf=&sa=0

Unica de eficiencia energética, baja huella oxidativa y capacidad de sefializacion

regenerativa.

En conjunto, la evidencia disponible respalda el uso de mitocondrias de CMM en
espermatozoides, abriendo nuevas perspectivas en medicina regenerativa y

reproductiva.

Semen bhovino

El semen bovino esta compuesto por espermatozoides y plasma seminal que
desempefia el papel en la reproduccion bovina al transportar el material genético
paterno, que va a depender de factores como edad, raza y condiciones fisiologicas
del toro para tener un determinado valor de volumen eyaculado y concentracion

espermatica.

El plasma seminal es el medio donde los espermatozoides se encuentran
suspendidos en una mezcla de proteinas, enzimas, hormonas, factores de
crecimiento, prostaglandinas, fructosa electrolitos y compuestos oxidativos que
ayudan a nutrir y cumplir sus actividades espermaticas (Almadaly et al., 2023). Para
el semen bovino, el plasma seminal brinda una notable capacidad para soportar
procesos de criopreservacion, atribuida a la composicion de la membrana

plasmatica y a factores protectores (Zoca et al., 2021).

Numero de espermatozoides

El nimero de espermatozoides en bovinos se refiere a la concentracion espermatica
presente en un eyaculado, siendo un parametro para evaluar la fertilidad y
capacidad reproductiva del animal. La concentracién normal de toros adultos oscila
entre 800 a 2000 millones de espermatozoides por mililitro de eyaculado con un
volumen promedio de 5 a 8 ml para considerar un eyaculado exitoso (Bradley &

Klein, 2020). Junto a esto, se debe considerar factores como edad, raza, estado
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nutricional y la frecuencia de recoleccion.

Para la evaluacion precisa del nimero de espermatozoides se utilizan técnicas como
espectrofotometria, camara de recuento de Neubauer o el sistema computarizado
de andlisis seminal (CASA, MiniTube.) que permite determinar objetivamente la
seleccion de reproductores y la posterior preparacion de dosis seminales para cada

programa de inseminacion artificial.

Concentracion espermatica

La concentracion espermatica es un parametro que representa el nimero de
espermatozoides en millones por mililitro en una cantidad de volumen especifica,
con esto se indica directamente la capacidad espermatogénica del testiculo y es un
factor determinante para la fertilidad de cada toro. La concentracion espermatica se
correlaciona en significancia con la circunferencia escrotal y la madurez del toro,
siendo necesario un minimo de 500 millones/ml para considerar el animal apto para

considerarlo reproductor (Saavedra et al., 2012).

Motilidad espermatica

La motilidad espermatica es un parametro fundamental en la evaluacion de la
calidad seminal, ya que determina el potencial fecundante del eyaculado. Esta
caracteristica se refiere a la capacidad de los espermatozoides para desplazarse de
manera progresiva y eficiente a lo largo del tracto reproductivo femenino, hasta

alcanzar el ovocito en las trompas de Falopio.

Una motilidad adecuada refleja una correcta integridad estructural y funcional de
la celula espermatica, asi como una actividad metabdlica Optima, dependiente en

gran medida del funcionamiento mitocondrial.

Para considerar una motilidad espermatica dentro de valores dptimos los toros
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deben obtener entre 70% a 90% de motilidad individual progresiva, que en
promedio requiere un minimo de 50% grupal para considerar el eyaculado apto para

procesamiento y posterior inseminacion (Bulla-Arias et al., 2023).

Motilidad progresiva

La motilidad progresiva indica la capacidad que poseen los espermatozoides para
desplazarse de manera rectilinea o ligeramente curvilinea, hacia el sitio de
fecundacion. Se considera que valores entre 89.74 +0.91% en semen fresco de un

toro reproductor es éptimo para una fertilidad adecuada (Diaz et al., 2020).

Ademas, la motilidad progresiva que contienen los espermatozoides, esta
correlacionado positivamente con la capacidad de penetracion del mucus cervical
y las tasas de fertilidad en vitro, siendo asi un confirmatorio de la fertilidad del
semen considerado como parte del mejoramiento genético bovino (Von Frey et al.,

1988)

Motilidad rapida

La motilidad rapida es considerada como un subparametro para la evaluacién de la
calidad del semen, y su caracteristica es como los espermas que tiene un
desplazamiento acelerado y vigoro frente al resto, junto a esto son los
espermatozoides que pueden recorrer distancias superiores a 25 pum/segundo en
trayectorias rectilineas o ligeramente rectilineas. Este tipo de motilidad refleja tanto
un funcionamiento metabdlico adecuado como una funcion flagelar 6ptima (Contri

etal., 2019 pp. 627-635).

Dentro del analisis CASA (MiniTube), la motilidad rapida se define dentro de
parametros cinematicos especificos, donde la velocidad curvilinea (VCL >75
um/s), velocidad rectilinea (VSL >60 um/s) y frecuencia de batido cruzado (BCF

>25 Hz) se consideran para tener un valor de la motilidad rapida del espermatozoide
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(Amann & Waberski, 2012). Con estos valores se correlaciona la fertilidad que
Ilegan a tener los espermatozoides y predecir la tasa de concepcion, considerando
que la motilidad rapida es susceptible al estrés oxidativo durante procesos de

manipulacion y criopreservacion.

Motilidad lenta

La motilidad lenta es un pardmetro que se caracteriza por la presencia de
movimientos progresivos a una velocidad reducida en relacién a parametros
optimos. Se considera que una motilidad lenta es para aquellos espermatozoides
que se desplazan a velocidades inferiores a 20 um/segundo con alcance de distancia

cortas e ineficientes para atravesar el mucus cervical.

Motilidad circular

La motilidad en circulo es considerada como un patrén de movimiento anormal de
los espermatozoides, caracterizado por una trayectoria rotatoria o en espiral, en

lugar de un desplazamiento rectilineo.

Cuando se presenta una motilidad en circulo suele ser asociado con una alteracion
estructural del flagelo que genera asimetria en el axonema o dafios en la pieza
intermedia, lugar donde se encuentran las mitocondrias; factores como
desplazamiento de microtubulos o dafios en la membrana plasmatica contribuyen a

la aparicion de este tipo de motilidad (Peris-Frau et al., 2020)

Motilidad local

La motilidad local en bovinos, es referida como un patron de movimiento
caracterizado por una actividad flagelar sin desplazamiento efectivo, donde los

espermatozoides permanecen esencialmente en el mismo lugar.

Este parametro se lo considera como un indicativo de alteraciones en la funcion



mitocondrial, estructura del flagelo, o en el medio seminal existan condiciones que

generen dafo celular leve (Raad et al., 2024).

Mediante la evaluacion del CASA, se define que los espermatozoides con velocidad
curvilinea inferior a 10 um/segundo no poseen una capacidad de fertilizacion
adecuada vy, por tanto, tienen una eficiencia reproductiva inferior (Singh et al.,

2016).

Inmovilidad

La inmovilidad espermaética en los bovinos es considerada como un parametro
critico en la evaluacion del semen, que es definido cémo la ausencia total del
movimiento flagelar, indicando una pérdida de la capacidad motriz y, por ende, del
potencial fecundante del espermatozoide. Esta condicion refleja que existieron
factores como alteraciones metabdlicas, dafios estructurales en el flagelo o
disrupcion de la integridad de la membrana plasmética causando una muerte celular

(Alvarenga et al., 2016)

Factores como el estrés térmico, estrés oxidativo y dafios durante su manejo y
posterior criopreservacion pueden contribuir a un aumenté en la tasa de inmovilidad

de espermatozoides de un toro (Ugur et al., 2019).

CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis)

El sistema CASA (Minitube.) es una tecnologia avanzada de evaluacion seminal
automatizada que emplea la combinacion de microscopia Optica, captura de
iméagenes digitales y un software especializado que analiza de forma objetiva y

precisa multiples parametros espermaticos.

El sistema CASA, mide parametros cinéticos como velocidad curvilinea (VCL),

velocidad rectilinea (VSL), velocidad media (VAP), linealidad (LIN), rectitud



(STR) y frecuencia debatido cruzado (BCF) junto a parametros morfométricos;
Ademas, parametros como la subpoblacion de espermatozoides de motilidad
progresiva rapida y patrones de desplazamiento lateral de la cabeza (ALH), ayudan
a tener una relacion significativa con la fertilidad in vitro (Barquero et al., 2021).
Con este sistema CASA, se logra consolidar de forma organizada parametros que
permiten tener la informacion clasificada para una seleccion y mejoramiento

genético de reproductores.
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Hipotesis
Ho: La mitocepcion no produce mejoras significativas en los
parametros de viabilidad y funcionalidad espermatica en semen fresco
de bovino Bos taurus en comparacion con semen fresco no tratado.
Ha: La mitocepcidn produce mejoras significativas en los parametros
de viabilidad y funcionalidad espermatica en semen fresco de bovino
Bos taurus en comparacion con semen fresco no tratado.

Objetivos del estudio
Objetivo general:
Evaluar y analizar el efecto de la mitocepcion sobre la calidad
espermatica en semen fresco de la raza Bos taurus, observando los
cambios en sus parametros a través de la comparacion entre muestras
tratadas y no tratadas.
Objetivos especificos:

1. Determinar la influencia de la mitocepcion en los parametros de
concentracion, motilidad total, progresiva e inmovilidad
espermatica mediante técnicas de analisis de esperma asistido por
computadora (CASA).

2. Establecer cual es la dosis efectiva mitocepcion en la
funcionalidad espermaética para optimizar y potenciar la calidad

espermatica.

3. MATERIALES Y METODOS

La sistematizacion para el procedimiento de extraccion y aislamiento de mitocondrias

consistio en

Aislamiento de mitocondrias provenientes de las CMM:
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El cultivo de CMM vy aislamiento de mitocondrias se realizd en el Laboratorio de la
Escuela de Medicina de la USFQ por parte del equipo “Biomedical Discovery” antes de

su exposicion a los espermatozoides.

Lineas celulares y condiciones de cultivo:

Las CMM fueron aisladas desde la gelatina de Wharton (CMM-WJ) de origen humano y
donadas por el Laboratorio del Dr. Maroun Khoury en la Universidad de los Andes en
chile. Las CMM se obtuvieron de cordones umbilicales de recién nacidos a término, con
consentimiento informado y conforme a protocolos aprobados previamente. Las CMM-
W1 se cultivaron en a-MEM (Gibco) suplementado con 10 % de suero fetal bovino
calificado (FBS), 1 % penicilina/estreptomicina. Se mantuvieron a 37 °C, 5 % CO. y 95

% de humedad, y se subcultivaron con tripsina al 70-80 % de confluencia.

Aislamiento de mitocondrias de CMM-WJ

El aislamiento mitocondrial se efectué segun Cabrera et al. (2019) empleando el
Mitochondria Isolation Kit for Tissue (Cat. 89801, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EE. UU.). Se procesaron 10-20 x 10° células donantes (marcadas o no con
MitoTracker™ Red, dependiendo del ensayo). Tras la homogeneizacion y los pasos
diferenciales indicados por el fabricante, se afiadié una fase de purificacion adicional: el
pellet crudo se centrifugé a 3 000 x g, 15 min, 4 °C, y el sobrenadante se descartd. Se
repitié un segundo lavado con idénticos parametros para eliminar restos del reactivo C

del kit, garantizando la obtencién de fracciones mitocondriales puras.

El pellet final se resuspendié en 1 mL de medio de cultivo del donante sin suero. La
concentracion proteica mitocondrial se determind mediante el ensayo Bradford (Pierce™
Coomassie Plus, Cat. 1856210, Thermo Fisher). Los rendimientos habituales oscilaron
entre 30 y 50 pg/mL. Las suspensiones se conservaron a 4 °C y se emplearon dentro de

las 4 h siguientes en los experimentos de transferencia (MitoCeption).
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Recoleccién del semen

La recoleccion del semen se llevo a cabo en la empresa Genética 3000, ubicado en el

canton Mejia, en julio de 2024 y enero de 2025.

Para la recoleccion de semen, se utilizé un protocolo de extraccion de semen en toros
probados de la raza Bos taurus. Posterior a la recoleccion, se evaluaron las caracteristicas
macroscopicas (pH, color, consistencia y olor) y microscopicas (movilidad en masa,
movilidad progresiva y concentracion espermatica). Con base en el volumen y la
concentracion obtenida, las muestras fueron diluidas en el medio OptiXcell (IMV

Technologies, Espafia).

Primer ensayo (julio de 2024):
Se emplearon 5 mL de semen fresco diluido con OptiXcell (IMV Technologies, Espafia)
el cual fue mezclado con una concentracion mitocondrial de 9.5 ng/uL, para ser

distribuidos en tres grupos experimentales, con doce observaciones:

e Control: 0,5 mL de semen diluido.
e Muestra 1 pL: 0,5 mL de semen + 1 pL de suspension mitocondrial.

e Muestra 1,5 pL: 0,5 mL de semen + 1,5 uL. mitocondrias

Segundo ensayo (enero de 2025):
Se emplearon 10 mL de semen fresco diluido con OptiXcell (IMV Technologies,
Espanfa) el cual fue mezclado con una concentracion mitocondrial de 37 ng/uL, para ser

distribuidos en cuatro grupos, con cuatro observaciones

e Control: 2,5 mL de semen diluido.
® Muestra 0,5 pL: 2,5 mL de semen + 0,5 uLL de mitocondrias.
® Muestra 1 pL: 2,5 mL de semen + 1 pL. de mitocondrias.

e Muestra 1,5 pL: 2,5 mL de semen + 1,5 pLL de mitocondrias.



Todas las muestras fueron centrifugadas a 500 x g durante 5 minutos. Posteriormente, se
analizaron con el sistema CASA (Microtube), evaluando 10 campos por muestra para

determinar los parametros espermaticos.

Analisis estadistico

Los datos se expresaron como media + DE. La comparacion entre grupos (control vs.
UVR) se realizé con prueba t de Student o U de Mann-Whitney segln la normalidad

(Shapiro-Wilk), usando GraphPad Prism v10.3.1; p < 0,05 se considero significativo.

Consideraciones éticas

Todos los procedimientos se condujeron conforme a la Declaracion de Helsinki y la
normativa ecuatoriana vigente. EI Comité de Etica de la Universidad San Francisco de
Quito (CEISH-USFQ) reviso el protocolo y determind que no requeria aprobacién
adicional (N.° 065IN-2021-CEISH-USFQ, 7 mayo 2021) para la extraccion de

mitocondrias y uso de las mismas.

4. RESULTADOS
Los resultados del presente estudio se establecieron sobre 9 parametros de la calidad
espermatica de toros probados; se evaluaron y analizaron estadisticamente con base en la
variable dependiente e independiente. Posteriormente se valor6é su relacion en
significancia estadistica. De acuerdo con el analisis obtenido entre el primer (Figura 1) y
segundo ensayo (Figura 2), se observaron coincidencias y variaciones relevantes en los

niveles de significancia estadistica.

En ambos ensayos, el numero total de espermatozoides (Fig. 1a) (Fig. 2j) presentaron
diferencias significativas (p<0.05), La concentracion espermatica, en cambio, mostré un
comportamiento diferencial: mientras que en el primer ensayo (Fig. 1b) no presentd
diferencias significativas (p<0.05), en el segundo ensayo (Fig. 2k) evidencié una

diferencia significativa (p<0.05),
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En cuanto a la motilidad lenta (Fig. 1f) (Fig. 20) y motilidad local (Fig. 1g) (Fig. 2p),

ambas mostraron diferencias significativas (p<0,05) en el segundo ensayo, aunque solo

la motilidad lenta fue significativa en el primer ensayo.

En cuanto a la motilidad circular (Fig. 1h) (Fig. 2q) en ambos ensayos, la muestra control

presento los resultados significativos mas favorables. Por su parte, la motilidad total (Fig.

1c) (Fig. 2Il), la motilidad progresiva (Fig. 1d) (Fig. 2m) y la inmovilidad espermatica

(Fig. i) (Fig. 2r) revelaron diferencias significativas (p<0.05) en ambos ensayos,

Finalmente,

la motilidad

rapida (Fig. 1e) (Fig. 2n) no presentd diferencias

estadisticamente significativas en ninguno de los dos ensayos (p<0.05).
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Figura 1: Andlisis estadistico y evaluacion de las muestras tratadas con mitocondrias y sin mitocondrias
del primer ensayo. NUmero total de espermatozoides con diferencia estadistica significativa para la muestra
1 pL; b. Concentracion espermatica sin diferencias estadisticamente significativas; c. Motilidad espermética
total con diferencia estadistica significativa para 1 pL; d. Motilidad progresiva con diferencia estadistica
significativa para 1 pL; e. Motilidad rapida sin diferencias estadisticamente significativas; f. Motilidad lenta
con diferencia estadistica significativa para muestra 1,5 pL; g. Motilidad local sin diferencias estadisticamente

significativas; h. Motilidad circular con diferencia estadistica

significativa para muestra control; i.

Inmovilidad espermatica con diferencia estadistica significativa para muestra 1 pL.
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Figura 2: Andlisis estadistico y evaluacion de las muestras tratadas con mitocondrias y sin mitocondrias
del segundo ensayo. j. Numero total de espermatozoides con diferencia estadistica significativa para muestra
0.5 uL; k. Concentraciéon espermatica con diferencias estadistica significativas para muestra 0.5 uL; .
Motilidad espermatica total con diferencia estadistica significativa a para muestra 0.5 pL; m. Motilidad
progresiva con diferencia estadistica significativa a para muestra 0.5 pL; n. Motilidad rapida sin diferencias
estadisticamente significativas para muestra 0.5 puL; 0. Motilidad lenta con diferencia estadistica significativa
a para muestra 1 puL; p. Motilidad local con diferencias estadistica significativas a para muestra 1 uL; q.
Motilidad circular con diferencia estadistica significativa para muestra control; r. Inmovilidad espermatica
con diferencia estadistica significativa a para muestra 0.5 uL.

5. DISCUSION

En el presente estudio se ofrece una evaluacion del efecto de la mitocepcion sobre la
calidad espermatica en semen fresco de toros probados de raza Bos taurus sobre nueve
parametros estudiados. Se utilizaron diferentes concentraciones de mitocondrias (0.5 pL,
1 pL de suspension mitocondrial, 1 pL, 1,5 pL), que, al ser comparados, los resultados
obtenidos reflejan diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en diversos

parametros que podrian tener implicaciones en la reproduccion bovina.

Los resultados obtenidos reflejan que la adicién de mitocondrias tuvo un impacto en el
parametro de numero de espermatozoides, especialmente en la muestra 1pL del primer
ensayo y en la muestra 0.5 pL del segundo ensayo con diferencia significativa. Esto

coincide con Caicedo et al. (2017) en la incorporacién de mitocondrias funcionales



pueden restaurar la bioenergia celular y potencial el funcionamiento celular.

La motilidad total y progresiva espermatica presentd diferencia significativa en las
muestras tratadas tanto con 1pL de suspension mitocondrial y 0.5 pL, de la primera
ensayo y en el segundo ensayo respectivamente, esto podria sugerir que son las
concentraciones Optimas para una suplementacion mitocondrial y reflejar una
congruencia entre una relacion directa entre la funcionalidad mitocondrial y los patrones

de motilidad espermética en bovinos (Morales y Meyer, 2018).

En cuanto a motilidad rapida, no present6 una diferencia significativa entre las muestras
tratadas y no tratadas, tanto en el primer y segundo ensayo, lo que podria indicar que la

mitocepcidn no beneficia al espermatozoide para incrementar su motilidad.

Los parametros, indicativos de un problema en la motilidad del espermatozoide, arrojaron
resultados interesantes. En la motilidad lenta, se presento una diferencia significativa para
la muestra 1.5 uL y 1 pL, del primer y segundo ensayo, con los valores méas bajos en
comparacion al resto de muestras. Esto podria estar relacionado con la explicacion de
Contri et al. (2019) hacia la atribucién de mitocondrias como fuente de ATP a través de
la fosforilacion oxidativa para sostener la motilidad flagelar y prolongar su funcionalidad

metabdlica.

En cuanto a la motilidad local, se observo una diferencia significativa solamente en el
segundo ensayo, en la muestra 1 pL, como el valor que presenta una menor alteracion en

la funcionalidad mitocondrial o relacionada al flagelo (Farrell et al., 1998).

En contraste, la movilidad circular se presenté una diferencia significativa para las
muestras control en ambos ensayos, lo que podria indicar que la adicion de mitocondrias,
para este parametro, aumenta la predisposicion a sufrir alteraciones en el patron de
movimiento y como Martinez-Rodero et al., (2020) en su estudio asocian a este tipo de
motilidad como defectos estructurales en el flagelo y, por tanto, disminucion en la

fertilidad.
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Finalmente, el parametro de inmovilidad presenté diferencias significativas para las
muestras 1 uL, y 0.5 uL, en el primer y segundo ensayo, respectivamente. La reduccion
en la inmovilidad de los espermatozoides es explicada por Rodriguez-Gil y Bonet (2016)
al haber demostrado que si los espermatozoides son suplementados con energia adicional

se puede prolongar la viabilidad y funcionalidad espermatica.

Un hallazgo notable dentro del estudio es en las diferencias sobre la dosificacion de
mitocondrias, donde las muestras tratadas con 1 pL de suplementacion mitocondrias y 0.5

uL obtuvieron los resultados mas destacados.

Esto podria indicar que existe un equilibrio delicado en la suplementacion mitocondrial,
donde concentraciones excesivas podrian desencadenar mecanismos de retroalimentacién
negativa a nivel celular, limitando los beneficios o incluso generando efectos

contraproducentes.

Islam et al. (2021) mencionan en su investigacion que el ATP mitocondrial es activado
conjuntamente con ROS (Especies Reactivas de Oxigeno) generando un dafio a la
mitocondria por el estrés oxidativo, significando que a mayor cantidad de mitocondrias

mayor dafio celular se producira.
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6. CONCLUSION

Los resultados de este estudio sugieren que la mitocepcion tiene efectos variables, pero
potencialmente beneficiosos sobre la calidad espermatica en semen fresco de bovino Bos
taurus. Los parametros como motilidad total, progresiva y en la reduccion de inmovilidad
mostraron especial relevancia. Sin embargo, estos efectos son dependientes a la

concentracion de mitocondrias utilizadas y presentan variabilidad entre muestras.

Estos hallazgos aportan informacion valiosa para el desarrollo de nuevas estrategias de

mitocepcidn a futuro y para la optimizacion en la reproduccion bovina.

Uso de inteligencia artificial

El uso de inteligencia artificial mediante herramientas como ChatGPT y Claude fueron
utilizadas para el mejoramiento de la sintaxis y correccion gramatical del texto, sin

intervenir en la elaboracion del contenido académico.

Recomendaciones

Al ser un estudio centrado en los parametros de calidad espermaética y los efectos que
tiene la mitocepcidn sobre los espermatozoides, presenta ciertas limitaciones que deben
ser consideradas. Debido a tiempo y disponibilidad, es necesario realizar una evaluacion
de fertilidad y el efecto que pudo haber tenido la criopreservacion para analizar la
fertilidad del estudio. Ademas, se requiere de estudios complementarios para validar su
aplicabilidad practica y establecer protocolos estandarizados de mitocepcion para

maximizar los beneficios observados.
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GLOSARIO

Tabla 1

Definiciones de términos utilizados en el estudio

Término

Definicion
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CASA

Criopreservacion

Inmuno-afin

Mitocepcidn

ROS

Sistema computarizado que analiza de forma automatica
y precisa la motilidad y calidad del esperma.

Conservacion de células o tejidos a muy bajas
temperaturas para mantener su viabilidad a largo plazo.

Técnica que utiliza anticuerpos para aislar o purificar
moléculas especificas.

Incorporacion de mitocondrias externas en células
receptoras para mejorar su funcion celular.

Moléculas inestables que pueden dafar células al generar
estrés oxidativo.



