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RESUMEN: En el semen criopreservado, los procesos de congelacion/descongelacion y posterior manipulacion, dafian las
células espermaticas provocando disminucion de la capacidad fecundante de los espermatozoides descongelados. Estos procesos he
sido asociados con el estado de estrés oxidativo (EO) inducido por altos niveles de especies reactivas de oxigeno (BBO®ioausa
a la funcion y estructura espermatica. Los espermatozoides descongelados pueden ser protegidos de este dafio, con la adicion d
antioxidantes (AO) al medio de incubacion. El fruto de CalaBdeberis microphyllas. Forst.) posee una alta capacidad antioxidante,
lo que hace interesante investigar el efecto de sus componentes antioxidantes en estos procesos biotecnoldgicos especialment
postdescongelacion. El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de la suplementacion de extracto liofilizadi® Qel &z
(ELC), sobre la calidad espermética post-descongelacién. Previamente se caracterizé el ELC, determinando la actividate gntioxida
metabolitos como fenoles y antocianinas; posteriormente, espermatozoides de bovino descongelados fueron incubados asaun medio b
suplementado con diferentes concentraciones de ELC. Post-incubacion se evalué la motilidad progresiva,; la viabilidadielantagrid
membrana plasmatica (SYBR14- Pl) y acrosomal (FITC-PNA/PI) y la peroxidacion lipidica (BODIPY) por citometria de flujo. La
caracterizacion de ELC demostré que tanto la actividad antioxidante como los fenoles y antocianinas incrementan concoehitante co
aumento de la concentracion de ELC. La adicion de ELC al medio de incubacién, dependiendo de la concentracion y tierapidade incub
seria eficaz en proteger la motilidad, viabilidad e integridad de la membrana plasmética y disminuir la lipoperoxidacion en los
espermatozoides de bovino descongelados.

PALABRAS CLAVE: Calafate, espermatozoide, bovino, antioxidante.

INTRODUCCION

Es conocido que el proceso de criocongelacion, qyepenetracion del espermatozoide-ovocito, es decir pérdida
implica enfriamiento, congelacion y descongelacion de lel potencial fecundante del espermatozoide (Getlah
espermatozoides produce dafio en la funcion esperma@4; Forero Gonzalez, 2004) y la capacidad para generar
(Colaset al, 2009), observandose un deterioro de logn embrion normal (Sim&est al, 2013). Similarmente,
parametros espermaticos en relacion al semen fresco. Egimendo los espermatozoides se manipiraritro durante
procesos hacen que las células sean mas susceptibles al @afitécnicas reproductivas (TR), son sometidos a diversos
inducido por especies reactivas de oxigeno (EROS), cprocedimientos (eliminacion del plasma seminal, repetidas
pérdida de la calidad espermatica, disminuyendo tentrifugaciones, exposicién a presiones de oxigeno e
motilidad, viabilidad, integridad del acrosoma y ADN, auincubaciones in vitro), que provocan niveles
mentando la peroxidacion lipidica de la membransuprafisioldgicos de EROS (du Plessisal, 2008), indu-
plasmatica, y consecuentemente la deficiencia en la fusiéiendo deterioro de la morfofuncion espermatica.
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En espermatozoides descongelados y sometidosl@a la funcionalidad de los espermatozoides (Twdal,
incubaciones posteriores (que se realiza como preparaciifi6), ejerciendo un eficaz rol antioxidante (Sapan&tou
para TR) se ha observado una disminucion de la motilidad,, 2014).
viabilidad, integridad de la membrana plasmatica y
acrosomal y potencial mitocondrial a través de los tiempos El Calafate Berberis microphyllaG. Forst.) es una
de incubacion (Goncalves al, 2010; Cheuquemédat al,  especie nativa que crece en la Patagonia de Chile y Argenti-
2015). Al respecto, se reportan altos niveles de EROS & en condiciones silvestres, y sus frutos son consumidos
espermatozoides de bovino después de la criopreservagidimcipalmente como producto fresco o preparados como
(Chatterjee & Gagnon, 2001) y un aumento duranfaleas, mermeladas y licores. Este fruto tiene propiedades
incubaciones postdescongelacion (Giekeal, 2016). Por farmacoldgicas, incluyendo antifingicas, antibacterianas y
estas razones, en condicioiresitro debe suplementarse laantioxidantes, siendo hoy una alternativa interesante para el
ausencia de plasma seminal para proporcionaubro fruticola del sur de Chile (Mariangehl, 2013; Fuen-
espermatozoides competentes funcionalmente. La resisteset al, 2019). El Calafate posee un alto contenido de
cia a la peroxidacion de los espermatozoides bovinos ha spiifenoles y capacidad antioxidante, superando
atribuida a componentes en el plasma seminal (Datrasignificativamente a especies cultivadas tales como el
al., 1984; Dawra & Sharma, 1985), que podrian protegerlasandano y frutilla, y berries nativos como la murtilla
durante los procesos de manipuladiowitro contra el estrés (Mariangelet al), por lo que representa un importante re-
oxidativo. curso para la investigacion. Considerando que, el proceso

de congelacion/descongelacion y preparacion (manipulacion

Previos estudios en bovino, han revelado que el usovitro) de semen pueden afectar adversamente la integri-
de antioxidantes durante la manipuladidwitro espermética dad funcional de los espermatozoides, el propdsito de este
permitiria minimizar los efectos dafiinos del EO y/o reducestudio fue evaluar el efecto de la adicidon de extractos
su produccion, mejorando la calidad espermatica del senmimfilizados de fruto de Calafate (ELC) al medio de
descongelado, previamente a ser utilizado en TR, como s&@ubacion de espermatozoides de bovino descongelados,
una fecundaciom vitro (Gualtieriet al, 2014). evaluando pardmetros morfofuncionales postincubacion.

Adicionalmente se caracterizé los extractos liofilizados de

Contrariamente, otros estudios revelan que flautos de Calafate en cuanto a su actividad antioxidante.
incubacion con AO serian dafiinos, debido a que la integri-
dad de la membrana plasmética y acrosomal y la funcion
mitocondrial se verian afectadas (Goncakfesl), o bien MATERIALY METODO
los AO no tendrian efecto sobre la funcionalidad espermética,
como la motilidad, por el contrario, aumentarian la frag-

mentacion y oxidacion del ADN y dosis elevadas perjudica- Este estudio fue aprobado por el Comité Etico Cien-
rian la viabilidad de los espermatozoides con acrosoma fffico de la Universidad de La Frontera, Temuco, Chile (Acta
tacto (Cheuqueméet al). N° 020-18, folio N°007-18).

No obstante, no es amplia la informacion respecto bugar del estudio. Los extractos liofilizados de fruto de
efecto que poseen los extractos naturales que contier@alafate, fueron obtenidos en el Laboratorio de Ecofisiologia
antioxidantes, sobre parametros morfofuncionaledoleculary Funcional de Plantas del Centro de Interaccion
espermaticos, y el efecto que podrian tener al ser adicioBarelo Planta y Biotecnologia de Recursos Naturales
dos al medio de incubaciéon una vez descongelados. Por §gBEODREN-UFRO) de la Universidad de La Frontera. Los
parte, en la actualidad existe interés creciente respecto adnsayos experimentales de incubacion de espermatozoides
antioxidantes naturales de origen vegetal debido a los pd® bovino se realizaron en el Centro de Biotecnologia en
blemas de seguridad y toxicidad que puedan presentar Reproduccion (CEBIOR-BIOREN), perteneciente a la Fa-
antioxidantes sintéticos (Lourenebal, 2019). cultad de Medicina de la Universidad de La Frontera.

En bovinos, estudios realizados con compuest@btencion de extractos de liofilizado de fruto de Calafa-
vegetales con actividad AO, han revelado que serian efita{ELC). Los extractos totales liofilizados fueron obteni-
ces en mejorar la calidad espermatica al adicionarlos al nges macerando 10 gramos de frutos de Calafate con etanol
dio de incubacién (Sapanidoet al., 2015, 2016). p.a. al 80 % v/v con un mortero frio°@). Luego, los ex-
Adicionalmente compuestos vegetales que exhiben AO pugactos fueron centrifugados a 5000 rpm durante 5 min, re-
den prevenir alteraciones espermaticas causadas por eldPerandose el sobrenadante. El pellet fue sometido a 3 ex-
gue ocurre por las incubaciones o bien inducido, preservaracciones secuenciales, usando etanol p.a. al 80 % v/v. Fi-
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nalmente, el extracto fue filtrado y el solvente rotaevaporadiacubacion de espermatozoides de bovino con diferen-
utilizando un equipo Heidolph VV2020 para obtener el extes concentraciones de EL(Rara evaluar el efecto del ELC
tracto total seco. Los extractos secos fueron guardados solire los parametros de funcionalidad espermatica en los
°C en oscuridad hasta su uso. espermatozoides de bovino, se adicion6 a alicuotas con sus-
pensiones esperméaticas en forma separada diferentes con-
Caracterizacion del extracto.Se determiné la actividad centraciones del ELC, obteniendo asi muestras espermaticas
antioxidante total a través del ensayo del radical DPPH (2¢n 50ug/mL ELC, 10Qug/mL ELC, 15Qug/mL ELC y sin
diphenyl-2-picrylhydrazyl) siguiendo la metodologia dd=LC (control). Las alicuotas fueron evaluadas al inicio (TO)
Chinnicci et al (2004). Se midi6 la absorbancia 517 nny una vez incubadas a 38,5°C y 5 % de CO2 en atmosfera
usando un detector multimodal (SynergyTM HT, Scientifitiimeda por 2 horas (T2) y 4 horas (T4).
and Technological Bioresource Nucleus, Universidad de La
Frontera, Temuco, Chile) y utilizando Trolox como estanddgvaluacion de la funcion espermatica de espermatozoides
incubados con diferentes concentraciones de ELCos
Los fenoles totales se determinaron utilizando @&spermatozoides descongelados e incubados cony sin ELC,
método Folin-Ciocalteu (Slinkard & Singleton, 1977), mifueron analizados con respecto a la motilidad progresiva
diendo la absorbancia a 765 nm con un detector multimodMOTP), viabilidad e integridad de la membrana plasmatica
(SynergyTM HT, Scientific and Technological Bioresourc€VIMP); integridad de la membrana acrosomal (IMA) y
Nucleus, Universidad de La Frontera, Temuco, Chile), usaiipoperoxidacion (LPO) de acuerdo a los siguientes proto-
do acido clorogénico como estandar. colos:

Las antocianinas totales fueron determinadas medidvietilidad Progresiva (MOTP). La motilidad fue determi-
te el método de pH diferencial (Cheng & Breen, 1991). Limada subjetivamente por microscopia Optica, utilizando un
absorbancia fue medida en un detector multimodalicroscopio de luz (Carl Zeiss, Jena, Germany) con un au-
(SynergyTM HT, Scientific and Technological Bioresourcenento de 400x. El porcentaje de espermatozoides con
Nucleus, Universidad de La Frontera, Temuco, Chile) a 58@otilidad progresiva fue determinado por observacion en
y 657 nm, expresando los datos en mg de cyanidin-8a minimo de 300 células, en seis campos diferentes. El
glucosido por g de peso seco. Por otro lado, el perfil gegomedio de las seis estimaciones sucesivas fue registrado
antocianidinas se determind siguiendo el protocolo de Riemo porcentaje de motilidad (Risopatgiml, 2002). Pre-
beraet al (2010) usando un sistema de HPLC (high-perforiamente el material utilizado para evaluar la motilidad fue
mance liquid chromatography) marca Jasco (LC-Net iémperado a 37°C. En cada ensayo se realizaron 3 réplicas.
ADC) equipado con un detector de arreglo de diodos (DAD)
(Jasco MD 2015 Plus), usando una columna Kromasil 8éabilidad e integridad de la membrana plasméatica
fase reserva (RP)-18 (250 x 4.6 mm i.d.). La delfinidingVIMP). Este parametro fue evaluado por citometria de flu-
malvidina, petunidina, cianidina y peonidina fueron adquje con la sonda fluorescente SYBR-14 y contrastada con
ridas en Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO) y utilizada®duro de propidio (PI) utilizando el kit comercial LIVE/
como estandar. DEAD Sperm viability kit L7011- Invitrogen Molecular

Probes, de acuerdo a las indicaciones del fabricante. A un

Obtencion de semen bovinde utilizé semen bovino con- volumen de 40QUL de suspension espermatica (1%10
gelado (pajuelas) de 4 toros disponible comercialmente (Akapermatozoides/mL) en DPBS (dulbecco’s phosphate
Gentics, Canada y Masterrind, Alemania) con fertilidaduffered saline) se le adicion6 SYBR-14 (1 nM) y PI (18
probada in vivo. En cada experimento (n=12), pajuelas @# final). Incubando por 5 a 10 minutos a 385 La via-
semen de diferentes toros fae descongeladas, combina-bilidad fue considerada como el porcentaje de
das para producir un pool y eliminar la variabilidad entrespermatozoides vivos con membrana plasmatica intacta.
las muestras a evaluar; posteriormente los espermatozoides espermatozoides fueron clasificados como vivos con
fueron seleccionados por gradiente de Percoll (45:90), seembrana plasmética intacta (Pl-/SYBR-14+), vivos con
acuerdo a (Parriskt al., 1995). La concentracion membrana plasméatica dafiada (PI+/SYBR-14-) y células con
espermatica fue determinada utilizando un fotometro SDMdembrana plasmatica parcialmente dafiada (PI+/SYBR-
(SpermaCue, Minitiib, Tiefenbach, Germany) y ajustadald+). En cada ensayo se realizaron 3 réplicas.
1x1C células/mL. Luego los espermatozoides fueron la-
vados con el medio Sp-TALP (sperm-Tyrode’s albumiimtegridad del acrosoma (IA).La integridad del acrosoma
lactate pyruvate) por centrifugacion a 200 g por 5 min, paf@ée evaluada utilizado la técnica de tincion fluorescente de
ser posteriormente incubados con los difeetisgamien- fluoresceina conjugada con Lectina de Arachis hypogaea
tos de ELC. (peanut, PNA-FITC, L-7381, Sigma-Aldrich, Co. St. Louis
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MO, USA) y PI. A alicuotas de 400L de suspension mente. Unincremento del 25 % fue observado en los fenoles
espermatica (1xE@spermatozoides/mL) se le adicionaronotales con la concentracién de 18PmL? del ELC. Res-
0,3 mg/mL de PNA-FITCy 18 mM de PI. Luego de incubapecto a las antocianinas totales, ésta aumentd 2.6 veces en
a 38,5°C por 10 minutos en oscuridad, se adicioné6 DPBSmisma concentracion, llegando a una concentracion de
para su lavado por centrifugacion y andlisis inmediato p&2 mg de cianidina 3-O-glicosido poiRfS. La antocianidina
citometria de flujo. Los espermatozoides fueron clasificarayoritaria en el ELC fue la delfinidina, llegando a una
dos como vivos con acrosoma intacto (PNA-FITC- /PI-) goncentracion de 62 mggS a la mayor concentracién del
vivos con acrosoma dafiado (PNA-FITC+/PI-). En cada eaxtracto utilizada en el estudio.
sayo se realizaron 3 réplicas.
Efecto de la adicién de ELC sobre la motilidad progresi-
Lipoperoxidacion (LPO). La lipoperoxidacion fue evalua- va (MOTP). La evaluacién post-descongelacion de la MOTP
da a través de la sonda BODIPY 581/591 C11 (D386é&n los espermatozoides de bovino incubados con las dife-
Invitrogen) de acuerdo al protocolo de (Gudeal, 2015) rentes concentraciones de ELC se muestran en la Tabla .
con algunas modificaciones. A 2QQ. de solucién Durante el transcurso de los tiempos de incubacion (TO, T2
espermatica se afiadié BODIPY581/591 C11 a una concgriF4) fue observada una disminucién progresiva de los por-
tracion final de 5uM incubando durante 30 minutos acentajes de MOTP tanto en el control como en los diferen-
38,5°C. El PI fue afiadido a las suspensiones espermatites tratamientos de ELC. Adicionalmente, no se observaron
(a una concentracion final de 2,881) 15 min antes de ser diferencias significativas en la MOTP en ninguna de las
analizado. Los espermatozoides fueron clasificados comoncentraciones de ELC utilizadas con respecto al control,
Vivos no peroxidados y muertos peroxidados. En cada enahinicio de las incubaciones (T0) y a las 2 horas (T2). Sin
yo se realizaron 3 réplicas. embargo, a las 4 horas de incubacion, se observé una MOTP
significativamente mayor respecto al control sin ELC (20,3
Citometria de Flujo. Todas las evaluaciones se realizarofn), con todas las concentraciones de ELC (29,7 %, 35,4 %
mediante un citometro de flujo FACSCanto Il (Bectory 35,6 %, respectivamente, p<0,05).
Dickinson, Mountain View, CA, USA). Cada analisis con-
sistié en la evaluacién de un minimo de 10.000 event&$ecto de la adicion de ELC sobre la viabilidad e inte-
(espermatozoides tefidos), analizados en el softwagedad de la membrana plasmatica (VIMP).EI efecto de
FACSDiva version 6.1.3 (Becton Dickinson, Mountain Viewla incubacién con las diferentes concentraciones de ELC so-
CA, USA). bre la VIMP en los espermatozoides de bovino post-des-
congelacion se muestra en la Tabla Il. Durante la incubacion
Andlisis estadisticolLas determinaciones se basaron en aticial (TO) y de 2 horas (T2) no se observaron diferencias
menos 5 repeticiones en el caso de los analisis dignificativas sobre la VIMP en los espermatozoides bovi-
antioxidantes del extracto liofilizado de Calafate y 12 rep@&os incubados con las diferentes concentraciones de ELC,
ticiones para los ensayos espermaticos. El andlisis de tespecto al control. Por el contrario, a las 4 horas de
datos se realizé con el programa estadistico Prisma® viereubacion, la concentracion de 35mL de ELC fue efi-
sion 5.0. La normalidad de los datos se verifico con la prueaz en mejorar significativamente este parametro respecto
ba de D’Agostino y Pearson. Se analizaron los datos de caflaontrol (28,4 % vs.18,3 %, p<0,05).
parametro de funcion espermatica entre los tratamientos uti-
lizando la prueba de analisis de varianza ANOVA de uriecto de la adicién de ELC sobre la integridad acrosomal
via, y la prueba de comparacion multiple Tukey para estdA). Los resultados del efecto de la incubacion de
blecer diferencias significativas entre los diferentes grupespermatozoides bovinos con las diferentes concentraciones
para cada uno de los parametros espermaticos evaluadesELC sobre la IA son presentados en la Tabla Ill. No se
considerando un nivel de significancia de p<0,05. Los dabservaron diferencias significativas sobre la 1A, en los
tos son presentados como el promedio mas la desviac&apermatozoides bovinos incubados con el ELC respecto al
estandar (DE). control sin ELC, independiente de las concentraciones del ELC
utilizadas y de los tiempos de incubacion utilizados.

RESULTADOS Efecto de la adicién de ELC sobre la lipoperoxidacion
(LPO). El efecto de la adicion de las diferentes concentra-
ciones de ELC al medio de incubacion de los

Caracterizacion del ELC. La actividad antioxidante del espermatozoides de bovino descongelados sobre LPO es

ELC incremento desde 465 a 489de equivalentes Trolox presentado en la Tabla IV. En las incubaciones iniciales (T0)

g-1PS en la concentracion de 50 y i§0nL-1, respectiva- y de 2 horas (T2), no fue observado un efecto significativo
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respecto al control con ninguna de las concentraciones de ELC utilizadass8bre paradmetros mimfuncionales
embargo, a las 4 horas de incubacién la concentracion gg/dQ y 150ug/  espermaticos. En la actualidad, a nuestro
mL de ELC presentaron diferencias significativas respecto al control sobre est®cimiento no existe informacion con
parametro (26,9 %, 25,1 % y 20,7 %, respectivamente, p<0,05). respecto al efecto de la adicion de extrac-
to liofilizado de Calafate al medio de
Tabla I. Motilidad progresiva (%) en espermatozoides de bovino descongelados e #Gybacion de espermatozoides de bovi-
bados con diferentes concentraciones de ELC y sin ELC a diferentes tiempos. N0 descongelados, sobre la funcionalidad
espermatica, en este contexto este estu-
dio es pionero en analizar estos efectos.

Tiempo de incubecion Control 50 pg/mL 100 pg/mL 150 pg/mL

TO 80,9435  79.8+41° 814421 82,141,9°
T2 473483  557+97°  612+¢135:.  58,6+131a .
T4 2034742 297491 354495 35,6+8,5" Dentro de los tiempos de

Los resultados se presentan como la med&. TO: Tiempo de incubacion inicial, T2: Tiempo demCUbaClon utilizados en este ,e_StUdIO’
incubacioén de 2 horas, T4: Tiempo de incubacion de 4 horas. Diferentes letras de superindicé%mn observados efectos benéficos del
tro de las filas indican diferencias significativas, p<0,05. ELC (extracto liofilizado de CalafateELC a las 4 horas. Durante las

incubaciones a menores tiempos el ELC

Tabla Il. Viabilidad e integridad de la membrana plasmatica (%) en espermatozoid;%%tend”a efecto. Dentro de las concen-

. 4 : K . iones de ELC utilizadas en las
bovino descongelados e incubados con diferentes concentraciones de ELC y sin % . | tracié .
diferentes tiempos. Incubaciones, la concentracion que ejer-

ceria mayor impacto seria la concentra-

Tiempo de incubacion Control 50 pg/mL 100 pg/mL 150 pg/mL cién mayor, excepto en el parametro de
TO 755t56a  754+87a  774f78a  734491a LPO donde la menor concentracion tam-
T2 526:104a  397+109a  542+#109a  466:106a g serja benéficay en la integridad del
T4 18,3+9,9a 24,61£10,2a 21,0+11,2a 28,4+9,6b

i ° T ’ acrosoma donde ninguna de las concen-
Los resultados se presentan como la me@&. TO: Tiempo de incubacion inicial, T2: Tiempo de . . .
incubacion de 2 horas, T4: Tiempo de incubacién de 4 horas. Diferentes letras de superindicér@éﬂpnes ejerceria efecto.
tro de las filas indican diferencias significativas, p<0,05. ELC: extracto liofilizado de Calafate y
Respecto a la motilidad progre-

. . i siva, en nuestro estudio fue observado
Tabla Ill. Integridad acrosomal (%) en espermatozoides de bovino descongelados e |

n- .
cubados con diferentes concentraciones de ELC y sin ELC a diferentes tiempos. q!"e to‘?'as las concentracflpnes_ de_ .ELC
ejercerian un efecto benéfico significa-

Tiempo de incubecion Control 50 pg/mL 100 pg/mL 150 pg/mL . . . L.
tivo con tiempos de incubaciéon mayo-
ig Z??ffégsa ;:gfff: 573355;'&51"‘ 471267+ i&ﬁ res (4 horas), respecto al control (Tabla
,7+135a .8+14,6a ,9+14,1a ,0£14, )
T4 19,7+10,6a 24,2+10,8a 23,7+14,1a 26,3+9,2a l). Estos resultados concuerdan con es

3 o TR To T o oubacion imoial T2 Ti § tudios realizados en esta misma especie
0s resultados se presentan como la me . . llempo de Incubacion Inicial, . lilempo eC n antiOXidantes de Origen vegetal, don_

incubacion de 2 horas, T4: Tiempo de incubacién de 4 horas. Diferentes letras de superindice den-" . .
tro de las filas indican diferencias significativas, p<0,05. ELC (extracto liofilizado de Calafatefl€ crocma(_(:_rocus sativug.) te_r?d”a un
efecto positivo sobre la motilidad pro-

fgsiva con tiempos de incubaciones ma-

Tabla IV. Lipoperoxidacion (%) en espermatozoides de bovino descongelados e inc8

dos con diferentes concentraciones de ELC y sin ELC a diferentes tiempos. yores (Sapanidoat al, 2016). Al con-
Tiempo deincubacion  Control 50 pg/mL 100 pg/mL 150 pg/mL trario, otro eStUdiO_ re\_’?la que crocina no
TO 760:40a  749:42a  7L7455a  724+a3a  Lcndria efecto significativo sobre la
T2 34951a  360t56a 322t71a  37.0:33a  motilidad progresiva independiente de
Ta 20,7+1 5a 26,9+24b  23.6+15a 25,140, 7b los tiempos de incubacion, sin embargo,

Los resultados se presentan como la medi&. Los valores corresponden a los espermatozoidecse”a eficaz en mantener este parametro
vivos no peroxidados. TO: Tiempo de incubacion inicial, T2: Tiempo de incubacion de 2 horas(Bapanidowet al, 2015). Del mismo
Tiempo de incubacion de 4 horas. Diferentes letras de superindice dentro de las filas indicanrdifedo en bovino, el extracto de orujo de
rencias significativas, p<0,05. ELC (extracto liofilizado de Calafate). uva rico en polifenoles\/(tis Vinifera)

con un rol antioxidante potente, no pre-
DISCUSION sentaria efecto significativo sobre la
motilidad progresiva independiente de
los tiempos de incubacion (Sapanidbu
El fruto de Calafate ha sido reconocido como una importante fuenteatle 2014). La motilidad es uno de los
compuestos con actividad antioxidante. No es amplia la informacion respgciacipales indicadores de la capacidad
al efecto que podrian tener los extractos naturales que contiene antioxidagéefgcundacion de los espermatozoides
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(Sapanidotet al, 2016). Se ha demostrado que estos pies-contrarresta la toxicidad del oxigeno. En base a lo ante-
den motilidad durante incubaciones a través del tiempidormente expuesto y los resultados observados en el pre-
cuando no hay una agente protector adicionado (Sapanidente estudio, la incubacion con el ELC permitiria neutrali-
et al, 2014, 2015, 2016; Tvrdét al). La utilizacion del zar el estrés oxidativo por su alta capacidad antioxidante,
ELC revel6 que a las 4 horas de incubacion, con el extracisminuyendo la alteracion de la membrana plasmética, pro-
se observan porcentajes de motilidad méas altos que enegliendo la motilidad y viabilidad y disminuyendo la
control, lo cual puede indicar que el ELC pudiera estar coperoxidacion lipidica de los espermatozoides de bovino.
trarrestando el efecto del estrés oxidativo, el cual predispo-

ne a efectos nocivos sobre la fluidez, integridad y flexibili-

dad de la membrana plasmatica de los espermatozoi@SNCLUSION

(Amidi et al, 2016).

Segun lo observado en nuestro estudio, este efecto  Los resultados de este estudio demuestran que depen-
antioxidante también tendria influencia en la viabilidad éiendo de la concentracion y tiempos de incubacion, la adi-
integridad de membrana plasmatica de los espermatozoid&s) de ELC al medio espermatico podria proteger a los
de bovino, donde se aprecia un efecto positivo significatiespermatozoides de bovino congelados/descongelados del
de este parametro con la mayor concentracion del ELC ad&sio a las membranas, mejorando la motilidad espermética,
4 horas de incubacion (Tabla Il). Estudios realizados en boabilidad e integridad de la membrana plasmética y disminu-
vino con crocina, donde se evalu6 la viabilidad en lggendo la lipoperoxidacion durante la manipuladidrvitro
espermatozoides vivos con acrosoma intacto (EVAI), revpesterior.
lan que, con los mayores tiempos de incubacion fue obser-
vado un aumento significativo de este parametro (Sapanidou
et al, 2015, 2016). Adicionalmente, en bovino, el extractbEPPE, M.; JARA, A. B.; REYES-DIAZ, M. &
de orujo de uva ha revelado ser eficaz en mejorRISOPATRON, J. Effect of supplementation of incubation
significativamente la viabilidad espermatica a las 2 hor&edium withBerberis microphyliaCalafate) extract on sperm
de incubacién y mantener este parametro a las 4 ho 2t|(())2ngllty|nthawed bovine semeint. J. Morphol., 39(Lp5-
(Sapanidotet al, 2014). ’ '

. . SUMMARY: In cryopreserved semen, the freezing/thawing
Respecto a la integridad de la membrana acrosomgcess following of manipulation, damage the sperm cell,

(Al), evaluada como EVAI, no fueron observados efectagecreasing the fertilizing capacity of the thawed sperm; being one
significativos con ninguna de las concentraciones de EldEthe main factors of this damage the oxidative stress. The sperm
utilizadas, independiente de los tiempos de incubacion (Tace thawed can be protected from this damage, with the addition
bla 1l1). Esto concuerda con lo observado con crocinay or@f antioxidants to the incubation medium. The Calafate fruit
jo de uva en bovino, donde estos no tendrian efecto sobréBgrberis microphylleG. Forst.) has a high antioxidant capacity,

integridad acrosomal (Sapanidetal, 2014, 2015, 2016). mal_<ing it an interesting resource for investig_ating the effect of its
antioxidant components on biotechnological processes. The

objective of this study was to determine the effect of
Respect_o ala PO, nuestrqs r?_SUIt"_:ldOS revelan plementation of Calafate fruit lyophilized extract (ELC) on
el ELC fue eficaz en proteger significativamente a 10§yerm quality. The Iyophilized extract of the Calafate fruit was
espermatozoides en los tiempos de incubacion mayor ddaracterized, determining the antioxidant activity and metabolites
horas) tanto con la menor y mayor concentracion de Elddch as phenols and anthocyanins; subsequently, thawed bovine
(Tabla 1V). Esto es similar a lo observado con crocina sperm were incubated in a medium supplemented with different
orujo de uva donde estos serian eficaces en proteger &ogcentrations of ELC. Post-incubation, progressive motility was
célula espermatica contra la LPO a partir de las 2 h gualuated. By flow cytometry, the viability and integrity of the
incubacién (Sapanideet al, 2014, 2015, 2016). La altera-P'2sma (SYBR14-Pl), and acrosomal (FITC-PNA/PI), as well as
lipid peroxidation (BODIPY), was determined. The characterization

cion en el estado redox producido durante los proced|m|e0 “Calafate fruits lyophilized extract indicated that antioxidant

tos de conge_lac_lo_n/descongela}mon inducen EO, el gyal Caﬂéﬁ’vity, phenols and anthocyanins increased concomitantly with
efectos perjudiciales a través de la exacerbacion del@ increase of dose extract used. The addition of ELC to the
peroxidacion de lipidos de la membrana plasmatica, disicubation medium, depending on the concentration and incubation
nuyendo la motilidad, viabilidad e integridad del acrosomtéme, would be effective to protect motility, viability and integrity
entre otros parametros espermaticos (Aratdil). Gadea of the plasma membrane and decreased lipid peroxidation in thawed
et al (2005) propusieron que la suplementacion de los meavine sperm.

dios de incubacion con antioxidantes, inmediatamente des- ) o

pués de la descongelacion, bloquea la produccion de EROS  KEY WORDS: Calafate; Bovine sperm; Antioxidant.
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