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RESUMEN

La criopreservacion del semen ovino es fundamental para los programas de
mejoramiento genético y conservacion de material reproductivo; sin embargo, durante la
congelacion y descongelacion se genera estrés oxidativo asociado a la produccion excesiva de
especies reactivas de oxigeno (ROS), afectando la integridad celular y disminuyendo la calidad
seminal post-congelacion. Ante esta problemaética, el uso de antioxidantes en los medios de
congelacion ha sido propuesto como una estrategia para reducir el dafio celular y preservar la
funcionalidad espermatica. El objetivo de la investigacion fue determinar la dosis funcional de
astaxantina en semen ovino criopreservado mediante la evaluacion de variables relacionadas
con lamotilidad y funcionalidad espermaética. Se realizaron seis colectas de semen provenientes
de un carnero Kathadin de fertilidad comprobada. Las muestras fueron distribuidas en cuatro
tratamientos experimentales: un grupo control y tres grupos suplementados con 0,5 uM, 1 uM
y 2 uM de astaxantina. Posteriormente, el semen fue criopreservado en nitrégeno liquido y
evaluado post-descongelacion mediante el sistema CASA, la prueba de Eosina—Nigrosina,
HOST y MitoTracker Green. Los resultados evidenciaron diferencias significativas en la
integridad funcional de membrana y en la frecuencia de batida flagelar, observandose
respuestas favorables principalmente en los tratamientos suplementados con 0,5 uM y 1 uM de
astaxantina. Asimismo, la vitalidad espermaética, la funcionalidad mitocondrial y la mayoria de
los parametros cinéticos no presentaron diferencias estadisticas entre tratamientos. Se concluye
que la astaxantina mostré potencial para mejorar determinados parametros funcionales del

semen ovino criopreservado.

Palabras clave: astaxantina, criopreservacién, semen ovino, motilidad espermatica,

estrés oxidativo
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ABSTRACT

Cryopreservation of sheep semen is fundamental for genetic improvement programs
and the conservation of reproductive material; however, during freezing and thawing, oxidative
stress is generated, associated with the excessive production of reactive oxygen species (ROS),
affecting cell integrity and decreasing post-freezing semen quality. Given this problem, the use
of antioxidants in freezing media has been proposed as a strategy to reduce cell damage and
preserve sperm function. The objective of this research was to determine the functional dose
of astaxanthin in cryopreserved sheep semen by evaluating variables related to sperm motility
and function. Six semen samples were collected from a Kathadin ram with proven fertility. The
samples were distributed into four experimental treatments: a control group and three groups
supplemented with 0.5 uM, 1 uM, and 2 uM of astaxanthin. Subsequently, the semen was
cryopreserved in liquid nitrogen and evaluated post-thaw using the CASA system, the Eosin-
Nigrosin test, HOST, and MitoTracker Green. The results showed significant differences in
functional membrane integrity and flagellar beating frequency, with favorable responses
observed mainly in the treatments supplemented with 0.5 uM and 1 uM astaxanthin. Sperm
viability, mitochondrial function, and most kinetic parameters did not show statistically
significant differences between treatments. It is concluded that astaxanthin showed potential to

improve certain functional parameters of cryopreserved ovine semen.

Keywords: astaxanthin, cryopreservation, ovine semen, sperm motility, oxidative stress
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INTRODUCCION

La criopreservacion del semen ovino se ha consolidado como una de las herramientas
fundamentales dentro de las biotecnologias reproductivas, debido a su aplicacion en programas
de inseminacion artificial, conservacion genética y mejoramiento reproductivo en pequefios
rumiantes (Gibbons et al., 2016). A pesar de los avances en los protocolos de congelacion
seminal, la calidad espermatica posterior a la descongelacion continta siendo una de las
principales limitantes dentro de la reproduccién animal, principalmente por las alteraciones
celulares ocasionadas durante los cambios bruscos de temperatura propios del proceso de

congelacion y descongelacion (Benson et al., 2012).

Durante la criopreservacion se produce un incremento considerable de especies reactivas de
oxigeno (ROS), moléculas responsables del estrés oxidativo celular y del deterioro funcional
de los espermatozoides (Berean et al., 2024). El exceso de ROS genera dafio estructural en
membranas plasmaticas, proteinas, ADN y mitocondrias, comprometiendo directamente la
motilidad, viabilidad y capacidad fecundante de la célula espermatica (Gao et al., 2021).
Ademas, este proceso favorece fendmenos de peroxidacion lipidica y alteraciones metabdlicas
progresivas que afectan la estabilidad celular durante la congelacion y descongelacion seminal
(Berean et al., 2024).

El semen ovino corresponde a un fluido biolégico compuesto por plasma seminal y
espermatozoides. El plasma seminal contiene proteinas, aminoacidos, minerales, enzimas y
moléculas antioxidantes que participan en el mantenimiento del homeostasis celular y en la
proteccion frente al dafio oxidativo (Rodriguez-Martinez et al., 2011). Por otra parte, el
espermatozoide presenta un sistema antioxidante limitado debido a la escasa cantidad de
citoplasma presente en la célula, reduciendo su capacidad natural de defensa frente al exceso
de ROS (Aitken & Drevet, 2020). Los mecanismos antioxidantes espermaticos se clasifican en
sistemas enzimaticos y no enzimaticos. Dentro de los antioxidantes enziméticos destacan la
superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatién reducido (GSH), tiorredoxinas y
peroxirredoxinas, cuya funcion principal consiste en neutralizar radicales libres y disminuir la
oxidacion celular (Agarwal et al., 2014). Por otra parte, los antioxidantes no enzimaticos
incluyen vitamina E, vitamina C, zinc, selenio y carotenoides antioxidantes, compuestos que
participan en la estabilidad de membranas y en la regulacion del equilibrio redox celular (Valko
et al., 2006).
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Entre los antioxidantes utilizados en reproduccion animal, la astaxantina ha despertado especial
interés debido a su elevada capacidad antioxidante y a sus propiedades bioldgicas sobre
membranas y organelos celulares (Ambati et al., 2014). La astaxantina es un carotenoide
perteneciente al grupo de las xantofilas, presente de forma natural en microalgas, crustaceos y
organismos marinos. Su estructura quimica le permite actuar tanto en ambientes lipidicos como

acuosos, neutralizando radicales libres y disminuyendo el dafio oxidativo celular.

La funcionalidad mitocondrial representa una de las variables mas importantes dentro de la
calidad seminal, debido a que la produccién de ATP necesaria para la motilidad espermatica,
es asi que depende directamente de la actividad de las mitocondrias localizadas en la pieza
intermedia del espermatozoide (Pendergrass et al., 2004). En este contexto, la astaxantina ha
demostrado efectos protectores sobre las mitocondrias al disminuir la oxidacion lipidica y
preservar el potencial energético celular. Diversos estudios desarrollados en diferentes especies
animales reportan mejoras en pardmetros relacionados con motilidad, viabilidad e integridad
de membrana tras la suplementacion con astaxantina. Gao et al. (2021) observaron mejoras en
calidad seminal y capacidad antioxidante en reproductores suplementados con este
carotenoide. Asimismo, Bu et al. (2023) demostraron que la astaxantina incrementd la
capacidad antioxidante y el potencial mitocondrial del semen de carneros Hu, disminuyendo el

dafio oxidativo post-congelacion.

La motilidad espermatica constituye una de las principales variables utilizadas para evaluar
calidad seminal, debido a que refleja la capacidad de desplazamiento y funcionalidad del
espermatozoide. Del mismo modo, la viabilidad celular, integridad de membrana plasmatica y
actividad mitocondrial representan parametros fundamentales para determinar el estado
fisioldgico de la célula espermatica posterior a la criopreservacion (Paucar Quito et al., 2025).
Estas variables pueden verse severamente afectadas durante los procesos de congelacion y

descongelacion debido al dafio oxidativo ocasionado por el exceso de ROS.

A pesar de los resultados favorables reportados en diferentes modelos experimentales, todavia
existe variabilidad respecto a las concentraciones de astaxantina utilizadas y a sus efectos sobre
semen ovino criopreservado (Wu et al., 2024). Esta situacion evidencia la necesidad de
continuar investigando el comportamiento de diferentes dosis de astaxantina sobre parametros
relacionados con motilidad y funcionalidad espermatica post-descongelacion. Con base en

estos antecedentes, se plantea la hipotesis de que la suplementacion en el medio de congelacion

con diferentes concentraciones de astaxantina mejorara la motilidad y funcionalidad del semen
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ovino post-congelacion al disminuir el dafio oxidativo ocasionado durante la criopreservacion.
Por lo tanto, la presente investigacion tuvo como objetivo determinar la dosis funcional de
astaxantina sobre semen ovino congelado mediante la evaluacion de parametros relacionados

con motilidad, viabilidad, integridad de membrana plasmatica y funcionalidad mitocondrial.
METODOLOGIA

La presente investigacion se desarrollé en el Laboratorio de Reproduccion Animal de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Cat6lica de Cuenca, donde se procesé
y criopreservd semen ovino proveniente de un semental de raza Kathadin con fertilidad
comprobada (Labanda et al., 2025). Se emple6 un Unico donador con el proposito de reducir la
variabilidad individual y mantener una mayor homogeneidad entre las muestras, considerando
que la calidad espermética puede estar influenciada por factores propios del individuo, asi
como por factores externos y ambientales. De esta manera, se busco controlar el efecto
asociado al donador y evaluar con mayor precision la respuesta a las diferentes concentraciones

de astaxantina.

El estudio tuvo un enfoque experimental orientado a evaluar el efecto de diferentes
concentraciones de astaxantina sobre la motilidad y funcionalidad espermatica post-
congelacion. Para ello, se realizaron seis colectas seminales obtenidas de un solo donador
adulto mediante el uso de vagina artificial, bajo condiciones controladas de temperatura y
manejo. Tal como se observa en la Figura 1, la metodologia experimental comprendio una fase
de campo y una fase de laboratorio. La fase de campo incluyo la colecta seminal y el
acondicionamiento de las muestras, mientras que la fase de laboratorio abarco la evaluacién
seminal, la preparacion de los tratamientos con astaxantina, el proceso de criopreservacion, la
descongelacion y las pruebas de funcionalidad espermatica necesarias para el cumplimiento de

los objetivos de la investigacion.
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Figura 1. Disefio de la Investigacion.

Colecta seminal
(6 colectas de un carnero Kathadin
de fertilidad comprobada)

.

Evaluacién inicial del semen
(Volumen, color, motilidad masal e individual
y concentracién espermatica)

.

Distribucion de tratamientos
(Diluyente: Triladyl® + yema de huevo +
agua ultrapura; 1:3:1)

.
, ; : .

T0 T T2 T3
Control Astaxantina Astaxantina Astaxantina
(Sin antioxidante) 0,5 uM 1uM 2uM

l | I
.

Empajillado
Pajillas de 0,25 mL (IMV)
50 x 10¢ espermatozoides por pajilla

.

Criopreservacién
Congelador automatico Freeze Control Cryobath CL5500
Programa (6) para semen ovino
Descenso de 20 °C a -50 °C (~90 min)

'

Almacenamiento
Nitrégeno liquido a =196 °C

!

Descongelacién
Descongelador MT 30/54 a 37 °C durante 40 s
Mantenimiento en platina térmica (Biotherm)

!

Evaluaciones post-descongelacion (24 h)

HOST MitoTracker Green

Sistema CASA Eosina-Nigrosina

PR (%), NP (%), IM (%)
VCL (um/s), VAP (um/s)
VSL (umy/s), STR (%),
LIN (%), ALH (um),
BCF (Hz)

Evaluacién de vitalidad
espermatica
(espermatozoides vivos
y muertos)

Integridad funcional
de membrana
(enrollamiento de la cola
en medio hipoosmético)

Funcionalidad mitocondrial
(microscopia de fluorescencia;
espermatozoides con
actividad mitocondrial
funcional)

\4
Analisis estadistico
Disefo de Bloques Completamente al Azar (DBCA)
Tratamiento y colecta como fuentes de variacién
Programa Jamovi - p < 0,05

Fuente: elaboracion propia.

La investigacion se estructurd en fases de campo y laboratorio. En la fase de campo se realizd
la colecta seminal utilizando una vagina artificial acondicionada con agua a temperaturas entre

40 °C y 45 °C. Posteriormente, las muestras fueron mantenidas a temperatura corporal y
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protegidas de cambios bruscos de temperatura y exposicién directa a la luz hasta su traslado al

laboratorio, con la finalidad de evitar alteraciones celulares prematuras.

Posterior a la colecta se desarroll6 la fase de laboratorio, donde se efectud la evaluacion
macroscopica y microscopica inicial del semen. La evaluacion macroscopica incluyo volumen
y color del eyaculado, mientras que la evaluacion microscopica consideré motilidad masal,
individual y concentracion espermatica. La motilidad masal fue observada mediante
microscopia con lente de 10x, mientras que la concentracion seminal se determind mediante

un fotdbmetro SDM1(Minitube) especifico para la especie ovina.

Para la preparacion del diluyente seminal se utilizd Triladyl®(Minitube), yema de huevo y
agua ultrapura (Sigma Aldrich) en una proporcién 1:3:1. La solucién fue acondicionada a bafio
Maria a 37 °C antes de su mezcla con el semen. Posteriormente, las muestras fueron
distribuidas en cuatro tratamientos experimentales: un grupo control sin antioxidante (TO) y
tres tratamientos suplementados con diferentes concentraciones de astaxantina: T1 (0,5 puM),
T2 (1 uM) y T3 (2 uM). Cada tratamiento fue preparado a partir de soluciones previamente

estandarizadas y posteriormente incorporadas a la solucion seminal.

Las muestras fueron envasadas en pajillas de 0,25 mL (IMV), a una concentracion final de 50
x 10¢ espermatozoides por pajilla. Posteriormente, la criopreservacion se realizd mediante un
congelador automatico Freeze Control Cryobath CL5500 utilizando el programa (6) especifico
para semen ovino, iniciando el descenso térmico desde 20 °C hasta alcanzar —50 °C durante
aproximadamente 90 minutos. Finalmente se fueron a caida libre para ser almacenadas en

nitrogeno liquido a —196 °C.

Las evaluaciones post-congelacion fueron realizadas 24 horas después de la criopreservacion.
Las pajillas fueron descongeladas con el descongelador MT 30/54 (Minitube) a 37 °C durante
40 segundos y mantenidas sobre una platina térmica (Biotherm) para su evaluacién posterior.
La valoracion cinética espermatica se realizo mediante el sistema CASA SCA® (Computer-
Assisted Sperm Analysis), utilizando 5 puLL de semen por tratamiento para evaluar parametros
relacionados con motilidad progresiva (PR), no progresiva (NP), inmdviles (IM), velocidad
curvilinea (VCL), velocidad promedio (VAP), velocidad lineal (VSL), indice de rectitud
(STR), indice de linealidad (LIN), amplitud lateral de la cabeza (ALH) y frecuencia de batida
(BCF), conforme a la metodologia descrita por Yaniz et al. (2015).

La vitalidad espermatica fue evaluada mediante la prueba de Eosina—Nigrosina (Minitube)

mientras que la funcionalidad de membrana se determin6 mediante la prueba HOST (solucién
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hipoosmotica), observando la capacidad de los espermatozoides para mantener el equilibrio
osmotico y producir enrollamiento de la cola en células funcionalmente integras. Finalmente,
la funcionalidad mitocondrial fue evaluada mediante tincion MitoTracker Green (Invitrogen™)
y microscopia de fluorescencia, permitiendo identificar espermatozoides con actividad

mitocondrial funcional.

Para el andlisis estadistico se aplicd un Disefio de Bloques Completamente al Azar (DBCA),
considerando tratamiento y colecta como fuentes de variacion. EI procesamiento de los datos
se realiz6 mediante el programa estadistico Jamovi y los resultados se consideraron

significativos con valores de p < 0,05.
RESULTADOS Y DISCUSION

Con el proposito de conocer como respondio el semen ovino a las diferentes concentraciones
de astaxantina incorporadas en el medio de congelacion, se analizaron variables relacionadas
con la funcionalidad celular y el movimiento espermatico después del proceso de
descongelacion. Los resultados obtenidos permitieron observar cambios en la integridad de

membrana, la dindmica de movimiento y la actividad flagelar del espermatozoide.

El andlisis estadistico presentado en la Tabla 1 evidencio diferencias significativas entre los
tratamientos para HOST (p = 0,048), motilidad no progresiva (p = 0,042) y BCF (p = 0,040).
En los demé&s parametros evaluados no se observaron diferencias estadisticamente

significativas (p > 0,05).

Tabla 1. Anélisis del efecto de diferentes concentraciones de Astaxantina sobre la Calidad

espermatica

VARIABLE | TESTIGO T1-0,5 T2-1 T3-2 P
HOST 61.8+4.44 | 68.0+216 | 675+1.91 | 64.3+150 0.048*
Eosina 76.0+3.03 | 743+£330 | 740+1.83 | 75.8+3.42 0.611
Progresivo 258+3.00 | 23.6+437 | 335+7.90 | 26.7+9.89 0.200
No 534+20.1 | 59.5+7.48 | 57.0+£9.61 | 73.8+7.04 0.042*
progresivo

Inmovil 122+9.63 | 124+9.70 | 6.34+482 | 13.3+13.1 0.430
Mitotracker 64.3+150 | 61.2+6.34 | 62.0+597 | 61.8+2.64 0.330
Sin 35.8+150 | 38.8+6.34 | 38.0+£5.97 | 38.2+2.64 0.330
Mitotracker

VCL 629+7.16 | 68.3+6.28 | 69.5+3.15 | 659+ 1.26 0.246
VAP 46.8+9.85 | 46.7+579 | 48.3+5.06 | 49.7+£5.90 0.852
VSL 36.9+7.18 | 36.4+510 | 38.0+£354 | 385+3.24 0.849
LIN 71.3+169 | 71.3+£1.49 | 73.4+1.77 | 741+4.04 0.194
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STR 475+256 | 51.4+6.29 | 49.8+0.63 | 54.0+9.49 0.278
ALH 159+0.114 | 1.78+£0.139 | 1.74+0.162 | 1.87 +0.370 0.121
BCF 103+188 | 10.2+221 | 13.0+103 | 11.7+2.33 0.040*

Fuente: elaboracion propia.

Como se observa en la Figura 2, los tratamientos suplementados con astaxantina presentaron
mayores porcentajes de integridad funcional de membrana en comparacion con el grupo

testigo.

Figura 2. Efecto de diferentes concentraciones de astaxantina sobre la integridad funcional de

membrana (HOST)
63 | g

60

=

HOST
g

TES%IGO T1-‘0,5 TZ‘-‘I Tf;-2
TRATAMIENTO

Fuente: elaboracion propia.

Los tratamientos T1 (0,5 uM) y T2 (1 uM) registraron los valores mas altos de HOST,
evidenciando una mejor respuesta en la conservacion de la funcionalidad de la membrana
plasmatica después del proceso de criopreservacion. Ademas, estos tratamientos mostraron una
menor dispersion de los datos, indicando una respuesta mas uniforme entre las muestras
analizadas. Por el contrario, el tratamiento control presento los valores méas bajos y una mayor
variabilidad, lo que sugiere una menor estabilidad de la membrana espermatica durante los
procesos de congelacion y descongelacion. Estos resultados indican que la suplementacion con
astaxantina podria contribuir a preservar la integridad funcional de la membrana celular y

reducir los efectos negativos asociados al estrés oxidativo.

La Figura 3 muestra el comportamiento de la motilidad no progresiva en los diferentes

tratamientos evaluados. Se observa que el tratamiento T3 (2 uM) presentd los valores mas

elevados, mostrando ademas una distribucién mas homogeénea de los datos respecto a los demas
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Figura 3. Efecto de diferentes concentraciones de astaxantina sobre la motilidad no progresiva

80 -
70 1
60 -

50 1

NO PROGRESIVO

404

30 4

TES'.I'IGO T1 :D,S Té-1 TZ}:—Z
TRATAMIENTO

Fuente: elaboracion propia.

Los tratamientos T1 y T2 presentaron valores intermedios, mientras que el grupo control
registrd6 una mayor dispersion entre observaciones. Aunque la motilidad no progresiva
representa un movimiento sin desplazamiento efectivo hacia adelante, las diferencias
observadas entre tratamientos evidencian que la adicion de astaxantina genera modificaciones
en la dindmica del movimiento espermatico posterior a la descongelacién. La menor
variabilidad observada en los tratamientos suplementados podria indicar una respuesta mas

estable frente al proceso de criopreservacion.

Los resultados correspondientes a la frecuencia de batida flagelar se presentan en la Figura 4.
Se observa que el tratamiento T2 (1 uM) registro6 los valores mas altos de BCF, acompafiado

de una distribucion relativamente uniforme de los datos.
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Figura 4. Efecto de diferentes concentraciones de astaxantina sobre la frecuencia de batida
flagelar (BCF)

L
O
m
10 5

TESJI'IGO T1—IO,5 TZI—T T?;—Z
TRATAMIENTO

Fuente: elaboracion propia.

Este comportamiento sugiere una mayor actividad del flagelo espermaético y, por tanto, una
mejor capacidad de movimiento celular. Por otra parte, el tratamiento T3 presenté una mayor
dispersion entre observaciones, mientras que el grupo testigo y el tratamiento T1 mostraron
valores inferiores. La frecuencia de batida flagelar constituye un parametro importante dentro
de la evaluacion cinética espermatica, debido a su estrecha relacion con la motilidad y el
potencial fecundante de los espermatozoides. En este sentido, los resultados obtenidos sugieren
que concentraciones intermedias de astaxantina podrian favorecer la actividad flagelar y

contribuir al mantenimiento de la funcionalidad espermatica post-congelacion.

Los resultados relacionados con la funcionalidad mitocondrial mostraron un comportamiento
similar entre los tratamientos evaluados. Aungue no se identificaron diferencias estadisticas
significativas, los porcentajes de espermatozoides con actividad mitocondrial se mantuvieron
estables en todos los grupos experimentales. Esto indica que la criopreservacion permitid
conservar una proporcion importante de células funcionalmente activas, independientemente

de la concentracion de astaxantina utilizada.

En cuanto a los pardmetros cinéticos evaluados mediante el sistema CASA, la mayoria de las
variables analizadas presentaron valores semejantes entre tratamientos. Sin embargo, se
observaron tendencias favorables en algunos grupos suplementados con astaxantina,

especialmente en las concentraciones de 0,5 UM y 1 uM. La frecuencia de batida flagelar

destacd entre las variables evaluadas, mostrando una respuesta mas favorable en los
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tratamientos suplementados, lo que podria estar relacionado con una mejor actividad del

aparato locomotor espermatico después de la descongelacion.

De manera general, los resultados obtenidos evidenciaron que la suplementacion con
astaxantina generd respuestas positivas principalmente sobre la integridad funcional de
membrana y algunos aspectos relacionados con la dindmica del movimiento espermatico. Los
tratamientos T1 (0,5 uM) y T2 (1 uM) mostraron el comportamiento mas consistente en las
variables evaluadas, mientras que la concentraciéon de 2 pM present6 una respuesta diferente
segun el parametro analizado. Estos hallazgos sugieren que la accion de la astaxantina sobre el
semen ovino criopreservado depende tanto de la dosis utilizada como de la variable estudiada,
resaltando su potencial como complemento antioxidante en protocolos de conservacion

seminal.

Con base en los objetivos planteados en esta investigacion, la evaluacion de los resultados post-
descongelacion permitio determinar cuatro puntos criticos que definen el impacto bioldgico de
la astaxantina en el semen ovino. Estas secciones analizan de forma sistematica desde la
dosificacién dptima y la protecciéon de la membrana (HOST), hasta las alteraciones cinéticas
de la motilidad no progresiva y el rol de la frecuencia de batida flagelar (BCF). A continuacion,

se desarrolla el sustento tedrico y experimental de cada uno de estos ejes fundamentales:

Al evaluar el impacto de la astaxantina sobre el semen ovino criopreservado., se observa que
la dosificacion ejerce un efecto bimodal critico sobre los indicadores de calidad espermatica.
Los resultados del presente estudio revelaron que la dosis de 0,5uM (T1) no logra mitigar de
manera Optima ciertos aspectos cinéticos, lo cual se atribuye a que una concentracion
demasiado baja del compuesto no alcanza el umbral minimo necesario en el medio extracelular
para suprimir eficazmente la peroxidacion lipidica en membranas altamente ricas en acidos
grasos poliinsaturados (Orestes-Guzman et al., 2024). Por el contrario, el incremento de la dosis
a 2 UM (T3) provoco un detrimento en la calidad del movimiento progresivo y un aumento
colateral de espermatozoides no progresivos. Este fendmeno se explica a través de la paradoja
del estrés antioxidante o estrés reductivo, donde dosis saturantes de antioxidantes lipofilicos
anulan por completo las funciones bioldgicas y de sefializacion de las especies reactivas de
oxigeno (ROS) basales (Menezes et al., 2022). Si bien las ROS en exceso causan dafio
estructural, concentraciones fisiolégicas minimas son estrictamente necesarias como

mensajeros secundarios para regular la activacién del movimiento; por lo tanto, la adicion

masiva de carotenoides exogenos en los medios de congelacion induce un desequilibrio
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reductivo que bloquea la fosforilacion proteica indispensable para el vigor espermatico,

disminuyendo la velocidad traslacional post-descongelacion (Garcia-Alvarez et al., 2021).

Por otro lado, la integridad funcional de la membrana plasmatica, evidenciada por los altos
porcentajes de la prueba endosmética (HOST) en los tratamientos de 0,5 pM y 1 uM,
demuestra la notable capacidad de la astaxantina para insertarse de forma selectiva en la
arquitectura celular. A través de modelos de fluorescencia, se ha confirmado que la orientacion
trans-membrana de la astaxantina con su cadena de dobles enlaces cruzando la bicapa y sus
anillos polares expuestos a las superficies refuerza la resistencia hidrodinamica de la
plasmalema espermaética contra el choque osmotico durante la descongelacion (Nieto-Sanchez
et al., 2020). El espermatozoide ovino es altamente susceptible al impacto térmico debido a su
escaso citoplasma protector. En este sentido, la proteccion antioxidante sobre los dominios de
la membrana plasmatica previene la pérdida precoz de colesterol y mantiene intacta la
funcionalidad de los canales i6nicos reguladores del volumen celular (Soto-Sénchez et al.,
2023). Al estabilizar fisicamente la bicapa, la astaxantina reduce la permeabilidad pasiva
destructiva y preserva la integridad estructural de las balsas de lipidos (lipid rafts) en los
espermatozoides de morueco, lo que se correlaciona de manera directa con puntuaciones

elevadas y consistentes en la prueba HOST (Villaverde et al., 2022).

Finalmente, los resultados cinéticos mediante el sistema CASA revelaron que el tratamiento
con 2 UM de astaxantina (T3) incrementé significativamente la proporcién de motilidad no
progresiva. Este comportamiento indica que el antioxidante mantiene a las células
metabdlicamente viables y activas, pero altera su patrén cinético impidiendo una traslacién
efectiva. Se ha demostrado que la sobreacumulacién de xantofilas en la pieza intermedia y la
region flagelar altera la viscosidad natural de la bicapa lipidica debido a una rigidez fisica local,
induciendo un patrdn cinético erratico y un incremento de la trayectoria curvilinea en rumiantes
(Aparicio-Bautista et al., 2023). Asimismo, la pérdida de movimiento rectilineo ante
concentraciones excesivas de agentes protectores responde al blogueo de vias moleculares
clave y canales de calcio especificos (como los CatSper), los cuales son esenciales para
modular la simetria del batido flagelar (Cordero-Martinez et al., 2021). Como consecuencia,
los tratamientos saturados desvian los indices de linealidad (LIN) y rectitud (STR), derivando
la energia de la célula en un batido oscilatorio o circular de alta frecuencia, pero
hidrodinamicamente ineficiente, incapaz de generar progresion lineal avanzada (Ramirez-
Espinoza et al., 2025).
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Es asi, la optimizacion de la calidad seminal observada en el tratamiento de 1 UM se consolida
con el incremento de la Frecuencia de Batida Flagelar (BCF). La BCF constituye un parametro
predictor fundamental dentro de la evaluacion cinética automatizada, estando estrechamente
ligada a la capacidad de los espermatozoides ovinos para superar las barreras fisicas del tracto
reproductivo de la hembra (Delgado-Torres et al., 2024). EI aumento de la BCF bajo dosis
moderadas de astaxantina se fundamenta en su capacidad protectora dirigida a la hélice
mitocondrial en la pieza intermedia. Al neutralizar el estrés oxidativo a este nivel, se mitiga el
dafio enzimatico y se preserva el potencial de membrana, existiendo una correlacién lineal
positiva entre los niveles de ATP sintetizado y el incremento de la frecuencia de batida flagelar
(Palacin et al., 2022). Esta disponibilidad energética constante optimiza la actividad quimio
mecanica de los brazos de dineina en el axonema; la reduccion del estrés oxidativo
mitocondrial mediante antioxidantes especificos preserva el puente molecular entre el cuerpo
basal y el flagelo, lo que optimiza las oscilaciones de la cabeza y provee el vigor necesario para

una motilidad progresiva eficiente (Ruiz-Sanchez et al., 2023).

Los hallazgos confirman que el tratamiento T2, correspondiente a la dosis éptima de 1 uM de
astaxantina, se consolida como la alternativa mas eficiente para mitigar las alteraciones

celulares inducidas por la rampa térmica y el estres oxidativo inherente al proceso.
CONCLUSION

La suplementacion del medio de criopreservacion con astaxantina ejerce un efecto

determinante y dosis-dependiente sobre la calidad del semen ovino.

La incorporacion de 1 pM de astaxantina mostro resultados favorables dentro de las
condiciones experimentales evaluadas, lo que evidencia su potencial como complemento en
los protocolos de criopreservacion seminal ovina y justifica continuar su evaluacién en futuras

investigaciones.

Dentro de las condiciones del presente estudio, la concentracion de 1 UM presentd la respuesta
maés favorable entre los tratamientos evaluados, principalmente en la integridad funcional de
membrana y la frecuencia de batida flagelar. Por su parte, las concentraciones de 0,5 uM y 2

MM mostraron respuestas variables segun el parametro evaluado.

Los resultados deben interpretarse como preliminares, debido a que el estudio se realiz6 con

un unico semental, lo que limita la generalizacion de los hallazgos a la poblacion ovina. Por
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ello, se requieren investigaciones posteriores con un mayor nimero de donadores para

confirmar la respuesta observada a las diferentes concentraciones de astaxantina.
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