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RESUMEN: En el semen criopreservado, los procesos de congelación/descongelación y posterior manipulación, dañan las
células espermáticas provocando disminución de la capacidad fecundante de los espermatozoides descongelados. Estos procesos han
sido asociados con el estado de estrés oxidativo (EO) inducido por altos niveles de especies reactivas de oxígeno (EROS), causando daño
a la función y estructura espermática. Los espermatozoides descongelados pueden ser protegidos de este daño, con la adición de
antioxidantes (AO) al medio de incubación. El fruto de Calafate (Berberis microphylla G. Forst.) posee una alta capacidad antioxidante,
lo que hace interesante investigar el efecto de sus componentes antioxidantes en estos procesos biotecnológicos especialmente
postdescongelación. El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de la suplementación de extracto liofilizado de fruto de Calafate
(ELC), sobre la calidad espermática post-descongelación. Previamente se caracterizó el ELC, determinando la actividad antioxidante y
metabolitos como fenoles y antocianinas; posteriormente, espermatozoides de bovino descongelados fueron incubados en un medio base
suplementado con diferentes concentraciones de ELC. Post-incubación se evaluó la motilidad progresiva; la viabilidad e integridad de la
membrana plasmática (SYBR14- PI) y acrosomal (FITC-PNA/PI) y la peroxidación lipídica (BODIPY) por citometría de flujo. La
caracterización de ELC demostró que tanto la actividad antioxidante como los fenoles y antocianinas incrementan concomitante con el
aumento de la concentración de ELC. La adición de ELC al medio de incubación, dependiendo de la concentración y tiempo de incubación,
sería eficaz en proteger la motilidad,  viabilidad e integridad de la membrana plasmática y disminuir la lipoperoxidación en los
espermatozoides de bovino descongelados.
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INTRODUCCIÓN

Es conocido que el proceso de criocongelación, que
implica enfriamiento, congelación y descongelación de los
espermatozoides produce daño en la función espermática
(Colás et al., 2009), observándose un deterioro de los
parámetros espermáticos en relación al semen fresco. Estos
procesos hacen que las células sean más susceptibles al daño
inducido por especies reactivas de oxígeno (EROS), con
pérdida de la calidad espermática, disminuyendo la
motilidad, viabilidad, integridad del acrosoma y ADN, au-
mentando la peroxidación lipídica de la membrana
plasmática, y consecuentemente la deficiencia en la fusión

y penetración del espermatozoide-ovocito, es decir pérdida
del potencial fecundante del espermatozoide (Gadea et al.,
2004; Forero Gonzalez, 2004) y la capacidad para generar
un embrión normal (Simões et al., 2013). Similarmente,
cuando los espermatozoides se manipulan in vitro durante
las técnicas reproductivas (TR), son sometidos a diversos
procedimientos (eliminación del plasma seminal, repetidas
centrifugaciones, exposición a presiones de oxígeno e
incubaciones in vitro), que provocan niveles
suprafisiológicos de EROS (du Plessis et al., 2008), indu-
ciendo deterioro de la morfofunción espermática.
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En espermatozoides descongelados y sometidos a
incubaciones posteriores (que se realiza como preparación
para TR) se ha observado una disminución de la motilidad,
viabilidad, integridad de la membrana plasmática y
acrosomal y potencial mitocondrial a través de los tiempos
de incubación (Gonçalves et al., 2010; Cheuquemán et al.,
2015). Al respecto, se reportan altos niveles de EROS en
espermatozoides de bovino después de la criopreservación
(Chatterjee & Gagnon, 2001) y un aumento durante
incubaciones postdescongelación (Gürler et al., 2016). Por
estas razones, en condiciones in vitro debe suplementarse la
ausencia de plasma seminal para proporcionar
espermatozoides competentes funcionalmente. La resisten-
cia a la peroxidación de los espermatozoides bovinos ha sido
atribuida a componentes en el plasma seminal (Dawra et
al., 1984; Dawra & Sharma, 1985), que podrían protegerlos
durante los procesos de manipulación in vitro contra el estrés
oxidativo.

Previos estudios en bovino, han revelado que el uso
de antioxidantes durante la manipulación in vitro espermática
permitiría minimizar los efectos dañinos del EO y/o reducir
su producción, mejorando la calidad espermática del semen
descongelado, previamente a ser utilizado en TR, como ser
una fecundación in vitro (Gualtieri et al., 2014).

Contrariamente, otros estudios revelan que la
incubación con AO serían dañinos, debido a que la integri-
dad de la membrana plasmática y acrosomal y la función
mitocondrial se verían afectadas (Gonçalves et al.), o bien
los AO no tendrían efecto sobre la funcionalidad espermática,
como la motilidad, por el contrario, aumentarían la frag-
mentación y oxidación del ADN y dosis elevadas perjudica-
rían la viabilidad de los espermatozoides con acrosoma in-
tacto (Cheuquemán et al.).

No obstante, no es amplia la información respecto al
efecto que poseen los extractos naturales que contienen
antioxidantes, sobre parámetros morfofuncionales
espermáticos, y el efecto que podrían tener al ser adiciona-
dos al medio de incubación una vez descongelados. Por otra
parte, en la actualidad existe interés creciente respecto a los
antioxidantes naturales de origen vegetal debido a los pro-
blemas de seguridad y toxicidad que puedan presentar los
antioxidantes sintéticos (Lourenço et al., 2019).

En bovinos, estudios realizados con compuestos
vegetales con actividad AO, han revelado que  serían efica-
ces en mejorar la calidad espermática al adicionarlos al me-
dio de incubación (Sapanidou et al., 2015, 2016).
Adicionalmente compuestos vegetales que exhiben AO pue-
den prevenir alteraciones espermáticas causadas por el EO
que ocurre por las incubaciones o bien inducido, preservan-

do la funcionalidad de los espermatozoides (Tvrdá et al.,
2016), ejerciendo un eficaz rol antioxidante (Sapanidou et
al., 2014).

El Calafate (Berberis microphylla G. Forst.) es una
especie nativa que crece en la Patagonia de Chile y Argenti-
na en condiciones silvestres, y sus frutos son consumidos
principalmente como producto fresco o preparados como
jaleas, mermeladas y licores. Este fruto tiene propiedades
farmacológicas, incluyendo antifúngicas, antibacterianas y
antioxidantes, siendo hoy una alternativa interesante para el
rubro frutícola del sur de Chile (Mariangel et al., 2013; Fuen-
tes et al., 2019). El Calafate posee un alto contenido de
polifenoles y capacidad antioxidante, superando
significativamente a especies cultivadas tales como el
arándano y frutilla, y berries nativos como la murtilla
(Mariangel et al.), por lo que representa un importante re-
curso para la investigación. Considerando que, el proceso
de congelación/descongelación y preparación (manipulación
in vitro) de semen pueden afectar adversamente la integri-
dad funcional de los espermatozoides, el propósito de este
estudio fue evaluar el efecto de la adición de extractos
liofilizados de fruto de Calafate (ELC) al medio de
incubación de espermatozoides de bovino descongelados,
evaluando parámetros morfofuncionales postincubación.
Adicionalmente se caracterizó los extractos liofilizados de
frutos de Calafate en cuanto a su actividad antioxidante.

MATERIAL Y MÉTODO

Este estudio fue aprobado por el Comité Ético Cien-
tífico de la Universidad de La Frontera, Temuco, Chile (Acta
Nº 020-18, folio Nº007-18).

Lugar del estudio. Los extractos liofilizados de fruto de
Calafate, fueron obtenidos en el Laboratorio de Ecofisiología
Molecular y Funcional de Plantas del Centro de Interacción
Suelo Planta y Biotecnología de Recursos Naturales
(BIOREN-UFRO) de la Universidad de La Frontera. Los
ensayos experimentales de incubación de espermatozoides
de bovino se realizaron en el Centro de Biotecnología en
Reproducción (CEBIOR-BIOREN), perteneciente a la Fa-
cultad de Medicina de la Universidad de La Frontera.

Obtención de extractos de liofilizado de fruto de Calafa-
te (ELC). Los extractos totales liofilizados fueron obteni-
dos macerando 10 gramos de frutos de Calafate con etanol
p.a. al 80 % v/v con un mortero frio (4°C). Luego, los ex-
tractos fueron centrifugados a 5000 rpm durante 5 min, re-
cuperándose el sobrenadante. El pellet fue sometido a 3 ex-
tracciones secuenciales, usando etanol p.a. al 80 % v/v. Fi-
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nalmente, el extracto fue filtrado y el solvente rotaevaporado
utilizando un equipo Heidolph VV2020 para obtener el ex-
tracto total seco. Los extractos secos fueron guardados a 4
°C en oscuridad hasta su uso.

Caracterización del extracto. Se determinó la actividad
antioxidante total a través del ensayo del radical DPPH (2,2-
diphenyl-2-picrylhydrazyl) siguiendo la metodología de
Chinnicci et al. (2004). Se midió la absorbancia 517 nm
usando un detector multimodal (SynergyTM HT, Scientific
and Technological Bioresource Nucleus, Universidad de La
Frontera, Temuco, Chile) y utilizando Trolox como estándar.

Los fenoles totales se determinaron utilizando el
método Folin-Ciocalteu (Slinkard & Singleton, 1977), mi-
diendo la absorbancia a 765 nm con un detector multimodal
(SynergyTM HT, Scientific and Technological Bioresource
Nucleus, Universidad de La Frontera, Temuco, Chile), usan-
do ácido clorogénico como estándar.

Las antocianinas totales fueron determinadas median-
te el método de pH diferencial (Cheng & Breen, 1991). La
absorbancia fue medida en un detector multimodal
(SynergyTM HT, Scientific and Technological Bioresource
Nucleus, Universidad de La Frontera, Temuco, Chile) a 530
y 657 nm, expresando los datos en mg de cyanidin-3-
glucosido por g de peso seco. Por otro lado, el perfil de
antocianidinas se determinó siguiendo el protocolo de Ri-
bera et al. (2010) usando un sistema de HPLC (high-perfor-
mance liquid chromatography) marca Jasco (LC-Net II/
ADC) equipado con un detector de arreglo de diodos (DAD)
(Jasco MD 2015 Plus), usando una columna Kromasil de
fase reserva (RP)-18 (250 x 4.6 mm i.d.). La delfinidina,
malvidina, petunidina, cianidina y peonidina fueron adqui-
ridas en Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO) y utilizadas
como estándar.

Obtención de semen bovino. Se utilizó semen bovino con-
gelado (pajuelas) de 4 toros disponible comercialmente (Alta
Gentics,  Canadá y Masterrind, Alemania) con fertilidad
probada in vivo. En cada experimento (n=12), pajuelas de
semen de diferentes toros fueron descongeladas, combina-
das para producir un pool y eliminar la variabilidad entre
las muestras a evaluar; posteriormente los espermatozoides
fueron seleccionados por gradiente de Percoll (45:90), de
acuerdo a (Parrish et al., 1995). La concentración
espermática fue determinada utilizando un fotómetro SDM1
(SpermaCue, Minitüb, Tiefenbach, Germany) y ajustada a
1x106 células/mL. Luego los espermatozoides fueron la-
vados con el medio Sp-TALP (sperm-Tyrode’s albumin
lactate pyruvate) por centrifugación a 200 g por 5 min, para
ser posteriormente incubados con los diferentes tratamien-
tos de ELC.

Incubación de espermatozoides de bovino con diferen-
tes concentraciones de ELC. Para evaluar el efecto del ELC
sobre los parámetros de funcionalidad espermática en los
espermatozoides de bovino, se adicionó a alícuotas con sus-
pensiones espermáticas en forma separada diferentes con-
centraciones del ELC, obteniendo así muestras espermáticas
con 50 µg/mL ELC, 100 µg/mL ELC, 150 µg/mL ELC y sin
ELC (control). Las alícuotas fueron evaluadas al inicio (T0)
y una vez incubadas a 38,5ºC y 5 % de CO2 en atmósfera
húmeda por 2 horas (T2) y 4 horas (T4).

Evaluación de la función espermática de espermatozoides
incubados con diferentes concentraciones de ELC. Los
espermatozoides descongelados e incubados con y sin ELC,
fueron analizados con respecto a la motilidad progresiva
(MOTP), viabilidad e integridad de la membrana plasmática
(VIMP); integridad de la membrana acrosomal (IMA) y
lipoperoxidación (LPO) de acuerdo a los siguientes proto-
colos:

Motilidad Progresiva (MOTP). La motilidad fue determi-
nada subjetivamente por microscopía óptica, utilizando un
microscopio de luz (Carl Zeiss, Jena, Germany) con un au-
mento de 400x. El porcentaje de espermatozoides con
motilidad progresiva fue determinado por observación en
un mínimo de 300 células, en seis campos diferentes. El
promedio de las seis estimaciones sucesivas fue registrado
como porcentaje de motilidad (Risopatrón et al., 2002). Pre-
viamente el material utilizado para evaluar la motilidad fue
temperado a 37ºC. En cada ensayo se realizaron 3 réplicas.

Viabilidad e integridad de la membrana plasmática
(VIMP).  Este parámetro fue evaluado por citometría de flu-
jo con la sonda fluorescente SYBR-14 y contrastada con
ioduro de propidio (PI) utilizando el kit comercial LIVE/
DEAD Sperm viability kit L7011- Invitrogen Molecular
Probes, de acuerdo a las indicaciones del fabricante. A un
volumen de 400 µL de suspensión espermática (1x106

espermatozoides/mL) en DPBS (dulbecco’s phosphate
buffered saline) se le adicionó SYBR-14 (1 nM) y PI (18
µM final). Incubando por 5 a 10 minutos a 38,5 °C. La via-
bilidad fue considerada como el porcentaje de
espermatozoides vivos con membrana plasmática intacta.
Los espermatozoides fueron clasificados como vivos con
membrana plasmática intacta (PI-/SYBR-14+), vivos con
membrana plasmática dañada (PI+/SYBR-14-) y células con
membrana plasmática parcialmente dañada (PI+/SYBR-
14+). En cada ensayo se realizaron 3 réplicas.

Integridad del acrosoma (IA). La integridad del acrosoma
fue evaluada utilizado la técnica de tinción fluorescente de
fluoresceína conjugada con Lectina de Arachis hypogaea
(peanut, PNA-FITC, L-7381, Sigma-Aldrich, Co. St. Louis
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MO, USA) y PI. A alícuotas de 400 µL de suspensión
espermática (1x106 espermatozoides/mL) se le adicionaron
0,3 mg/mL de PNA-FITC y 18 mM de PI. Luego de incubar
a 38,5ºC por 10 minutos en oscuridad, se adicionó DPBS
para su lavado por centrifugación y análisis inmediato por
citometría de flujo. Los espermatozoides fueron clasifica-
dos como vivos con acrosoma intacto (PNA-FITC- /PI-) y
vivos con acrosoma dañado (PNA-FITC+/PI-). En cada en-
sayo se realizaron 3 réplicas.

Lipoperoxidación (LPO). La lipoperoxidación fue evalua-
da a través de la sonda BODIPY 581/591 C11 (D3861,
Invitrogen) de acuerdo al  protocolo de (Gürler et al., 2015)
con algunas modificaciones. A 200 µL de solución
espermática se añadió BODIPY581/591 C11 a una concen-
tración final de 5 µM incubando durante 30 minutos a
38,5°C. El PI fue añadido a las suspensiones espermáticas
(a una concentración final de 2,99 µM) 15 min antes de ser
analizado. Los espermatozoides fueron clasificados como
vivos no peroxidados y muertos peroxidados. En cada ensa-
yo se realizaron 3 réplicas.

Citometría de Flujo. Todas las evaluaciones se realizaron
mediante un citómetro de flujo FACSCanto II (Becton
Dickinson, Mountain View, CA, USA). Cada análisis con-
sistió en la evaluación de un mínimo de 10.000 eventos
(espermatozoides teñidos), analizados en el software
FACSDiva versión 6.1.3 (Becton Dickinson, Mountain View,
CA, USA).

Análisis estadístico. Las determinaciones se basaron en al
menos 5 repeticiones en el caso de los análisis de
antioxidantes del extracto liofilizado de Calafate y 12 repe-
ticiones para los ensayos espermáticos. El análisis de los
datos se realizó con el programa estadístico Prisma® ver-
sión 5.0. La normalidad de los datos se verificó con la prue-
ba de D’Agostino y Pearson. Se analizaron los datos de cada
parámetro de función espermática entre los tratamientos uti-
lizando la prueba de análisis de varianza ANOVA de una
vía, y la prueba de comparación múltiple Tukey para esta-
blecer diferencias significativas entre los diferentes grupos
para cada uno de los parámetros espermáticos evaluados,
considerando un nivel de significancia de p<0,05.  Los da-
tos son presentados como el promedio más la desviación
estándar (DE).

RESULTADOS

Caracterización del ELC. La actividad antioxidante del
ELC incrementó desde 465 a 780 µg de equivalentes Trolox
g-1PS en la concentración de 50 y 150 µg mL-1, respectiva-

mente. Un incremento del 25 % fue observado en los fenoles
totales con la concentración de 150 µg mL-1 del ELC. Res-
pecto a las antocianinas totales, ésta aumentó 2.6 veces en
la misma concentración, llegando a una concentración de
12 mg de cianidina 3-O-glicosido por g-1PS. La antocianidina
mayoritaria en el ELC fue la delfinidina, llegando a una
concentración de 62 mg g-1PS a la mayor concentración del
extracto utilizada en el estudio.

Efecto de la adición de ELC sobre la motilidad progresi-
va (MOTP). La evaluación post-descongelación de la MOTP
en los espermatozoides de bovino incubados con las dife-
rentes concentraciones de ELC se muestran en la Tabla I.
Durante el transcurso de los tiempos de incubación (T0, T2
y T4) fue observada una disminución progresiva de los por-
centajes de MOTP tanto en el control como en los diferen-
tes tratamientos de ELC. Adicionalmente, no se observaron
diferencias significativas en la MOTP en ninguna de las
concentraciones de ELC utilizadas con respecto al control,
al inicio de las incubaciones (T0) y a las 2 horas (T2). Sin
embargo, a las 4 horas de incubación, se observó una MOTP
significativamente mayor respecto al control sin ELC (20,3
%), con todas las concentraciones de ELC (29,7 %, 35,4 %
y 35,6 %, respectivamente, p<0,05).

Efecto de la adición de ELC sobre la viabilidad e inte-
gridad de la membrana plasmática (VIMP). El efecto de
la incubación con las diferentes concentraciones de ELC so-
bre la VIMP en los espermatozoides de bovino post-des-
congelación se muestra en la Tabla II. Durante la incubación
inicial (T0) y de 2 horas (T2) no se observaron diferencias
significativas sobre la VIMP en los espermatozoides bovi-
nos incubados con las diferentes concentraciones de ELC,
respecto al control. Por el contrario, a las 4 horas de
incubación, la concentración de 150 µg/mL de ELC fue efi-
caz en mejorar significativamente este parámetro respecto
al control (28,4 % vs.18,3 %, p<0,05).

Efecto de la adición de ELC sobre la integridad acrosomal
(IA).  Los resultados del efecto de la incubación de
espermatozoides bovinos con las diferentes concentraciones
de ELC sobre la IA son presentados en la Tabla III. No se
observaron diferencias significativas sobre la IA, en los
espermatozoides bovinos incubados con el ELC respecto al
control sin ELC, independiente de las concentraciones del ELC
utilizadas y de los tiempos de incubación utilizados.

Efecto de la adición de ELC sobre la lipoperoxidación
(LPO). El efecto de la adición de las diferentes concentra-
ciones de ELC al medio de incubación de los
espermatozoides de bovino descongelados sobre LPO es
presentado en la Tabla IV. En las incubaciones iniciales (T0)
y de 2 horas (T2), no fue observado un efecto significativo
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sobre parámetros morfofuncionales
espermáticos. En la actualidad, a nuestro
conocimiento no existe información con
respecto al efecto de la adición de extrac-
to liofilizado de Calafate al medio de
incubación de espermatozoides de bovi-
no descongelados, sobre la funcionalidad
espermática, en este contexto este estu-
dio es pionero en analizar estos efectos.

Dentro de los tiempos de
incubación utilizados en este estudio,
fueron observados efectos benéficos del
ELC a las 4 horas. Durante las
incubaciones a menores tiempos el ELC
no tendría efecto. Dentro de las concen-
traciones de ELC utilizadas en las
incubaciones, la concentración que ejer-
cería mayor impacto sería la concentra-
ción mayor, excepto en el parámetro de
LPO donde la menor concentración tam-
bién sería benéfica y en la integridad del
acrosoma donde ninguna de las concen-
traciones ejercería efecto.

Respecto a la motilidad progre-
siva, en nuestro estudio fue observado
que todas las concentraciones de ELC
ejercerían un efecto benéfico significa-
tivo con tiempos de incubación mayo-
res (4 horas), respecto al control (Tabla
I). Estos resultados concuerdan con es-
tudios realizados en esta misma especie
con antioxidantes de origen vegetal, don-
de crocina (Crocus sativus L.) tendría un
efecto positivo sobre la motilidad pro-
gresiva con tiempos de incubaciones ma-
yores (Sapanidou et al., 2016). Al con-
trario, otro estudio revela que crocina no
tendría efecto significativo sobre la
motilidad progresiva independiente de
los tiempos de incubación, sin embargo,
sería eficaz en mantener este parámetro
(Sapanidou et al., 2015). Del mismo
modo en bovino, el extracto de orujo de
uva rico en polifenoles (Vitis Vinifera)
con un rol antioxidante potente, no pre-
sentaría efecto significativo sobre la
motilidad progresiva independiente de
los tiempos de incubación (Sapanidou et
al., 2014). La motilidad es uno de los
principales indicadores de la capacidad
de fecundación de los espermatozoides

Tiempo de incubación Control 50 µg/mL 100 µg/mL 150 µg/mL

T0 75,5±5,6a 75,4±8,7 a 77,4±7,8 a 73,4±9,1a
T2 52,6±10,4a 39,7±10,9a 54,2±10,9a 46,6±10,6a
T4 18,3±9,9a 24,6±10,2a 21,0±11,2a 28,4±9,6b

Tiempo de incubación Control 50 µg/mL 100 µg/mL 150 µg/mL

T0 73,9±6,9 a 73,1±6,3a 73,5±6,5a 72,7±6,9a
T2 47,7±13,5a 38,8±14,6a 53,9±14,1a 41,0±14,4a
T4 19,7±10,6a 24,2±10,8a 23,7±14,1a 26,3±9,2a

Tiempo de incubación Control 50 µg/mL 100 µg/mL 150 µg/mL

T0 76,9±4,0a 74,9±4,2a 71,7±5,5a 72,4±4,3a
T2 34,9±5,1a 36,0±5,6a 32,2±7,1a 37,9±3,3a
T4 20,7±1,5a 26,9±2,4b 23,6±1,5a 25,1±0,7b

Tabla I. Motilidad progresiva (%) en espermatozoides de bovino descongelados e incu-
bados con diferentes concentraciones de ELC y sin ELC a diferentes tiempos.

Los resultados se presentan como la media ± DE. T0: Tiempo de incubación inicial, T2: Tiempo de
incubación de 2 horas, T4: Tiempo de incubación de 4 horas. Diferentes letras de superíndice den-
tro de las filas indican diferencias significativas, p<0,05. ELC (extracto liofilizado de Calafate).

Tabla II. Viabilidad e integridad de la membrana plasmática (%) en espermatozoides de
bovino descongelados e incubados con diferentes concentraciones de ELC y sin ELC a
diferentes tiempos.

respecto al control con ninguna de las concentraciones de ELC utilizadas. Sin
embargo, a las 4 horas de incubación la concentración de 50 µg/mL y 150 µg/
mL de ELC presentaron diferencias significativas respecto al control sobre este
parámetro (26,9 %, 25,1 % y 20,7 %, respectivamente, p<0,05).

Los resultados se presentan como la media ± DE. T0: Tiempo de incubación inicial, T2: Tiempo de
incubación de 2 horas, T4: Tiempo de incubación de 4 horas. Diferentes letras de superíndice den-
tro de las filas indican diferencias significativas, p<0,05. ELC: extracto liofilizado de Calafate y

Tabla III. Integridad acrosomal (%) en espermatozoides de bovino descongelados e in-
cubados con diferentes concentraciones de ELC y sin ELC a diferentes tiempos.

Los resultados se presentan como la media ± DE. T0: Tiempo de incubación inicial, T2: Tiempo de
incubación de 2 horas, T4: Tiempo de incubación de 4 horas. Diferentes letras de superíndice den-
tro de las filas indican diferencias significativas, p<0,05. ELC (extracto liofilizado de Calafate).

Tabla IV. Lipoperoxidación (%) en espermatozoides de bovino descongelados e incuba-
dos con diferentes concentraciones de ELC y sin ELC a diferentes tiempos.

Los resultados se presentan como la media ± DE. Los valores corresponden a los espermatozoides
vivos no peroxidados. T0: Tiempo de incubación inicial, T2: Tiempo de incubación de 2 horas, T4:
Tiempo de incubación de 4 horas. Diferentes letras de superíndice dentro de las filas indican dife-
rencias significativas, p<0,05. ELC (extracto liofilizado de Calafate).

DISCUSIÓN

El fruto de Calafate ha sido reconocido como una importante fuente de
compuestos con actividad antioxidante. No es amplia la información respecto
al efecto que podrían tener los extractos naturales que contiene antioxidantes,
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Tiempo de incubación Control 50 µg/mL 100 µg/mL 150 µg/mL

T0 80,9±3,5a 79,8±4,1
 a

81,4±2.1 
a

82,1±1,9
a

T2 47,3±8,3a 55,7±9,7a 61,2±13,5a 58,6±13,1a

T4 20,3±7,4a 29,7±9,1b 35,4±9,5b 35,6±8,5b
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(Sapanidou et al., 2016). Se ha demostrado que estos pier-
den motilidad durante incubaciones a través del tiempo,
cuando no hay una agente protector adicionado (Sapanidou
et al., 2014, 2015, 2016; Tvrdá et al.). La utilización del
ELC reveló que a las 4 horas de incubación, con el extracto
se observan porcentajes de motilidad más altos que en el
control, lo cual puede indicar que el ELC pudiera estar con-
trarrestando el efecto del estrés oxidativo, el cual predispo-
ne a efectos nocivos sobre la fluidez, integridad y flexibili-
dad de la membrana plasmática de los espermatozoides
(Amidi et al., 2016).

Según lo observado en nuestro estudio, este efecto
antioxidante también tendría influencia en la viabilidad e
integridad de membrana plasmática de los espermatozoides
de bovino, donde se aprecia un efecto positivo significativo
de este parámetro con la mayor concentración del ELC a las
4 horas de incubación (Tabla II). Estudios realizados en bo-
vino con crocina, donde se evaluó la viabilidad en los
espermatozoides vivos con acrosoma intacto (EVAI), reve-
lan que, con los mayores tiempos de incubación fue obser-
vado un aumento significativo de este parámetro (Sapanidou
et al., 2015, 2016). Adicionalmente, en bovino, el extracto
de orujo de uva ha revelado ser eficaz en mejorar
significativamente la viabilidad espermática a las 2 horas
de incubación y mantener este parámetro a las 4 horas
(Sapanidou et al., 2014).

Respecto a la integridad de la membrana acrosomal
(AI), evaluada como EVAI, no fueron observados efectos
significativos con ninguna de las concentraciones de ELC
utilizadas, independiente de los tiempos de incubación (Ta-
bla III). Esto concuerda con lo observado con crocina y oru-
jo de uva en bovino, donde estos no tendrían efecto sobre la
integridad acrosomal (Sapanidou et al., 2014, 2015, 2016).

Respecto a la LPO, nuestros resultados revelan que
el ELC fue eficaz en proteger significativamente a los
espermatozoides en los tiempos de incubación mayor (4
horas) tanto con la menor y mayor concentración de ELC
(Tabla IV). Esto es similar a lo observado con crocina y
orujo de uva donde estos serían eficaces en proteger a la
célula espermática contra la LPO a partir de las 2 h de
incubación (Sapanidou et al., 2014, 2015, 2016). La altera-
ción en el estado redox producido durante los procedimien-
tos de congelación/descongelación inducen EO, el cual causa
efectos perjudiciales a través de la exacerbación de la
peroxidación de lípidos de la membrana plasmática, dismi-
nuyendo la motilidad, viabilidad e integridad del acrosoma
entre otros parámetros espermáticos (Amidi et al.). Gadea
et al. (2005) propusieron que la suplementación de los me-
dios de incubación con antioxidantes, inmediatamente des-
pués de la descongelación, bloquea la producción de EROS

o contrarresta la toxicidad del oxígeno. En base a lo ante-
riormente expuesto y los resultados observados en el pre-
sente estudio, la incubación con el ELC permitiría neutrali-
zar el estrés oxidativo por su alta capacidad antioxidante,
disminuyendo la alteración de la membrana plasmática, pro-
tegiendo la motilidad y viabilidad y disminuyendo la
peroxidación lipídica de los espermatozoides de bovino.

CONCLUSIÓN

Los resultados de este estudio demuestran que depen-
diendo de la concentración y tiempos de incubación, la adi-
ción de ELC al medio espermático podría proteger a los
espermatozoides de bovino congelados/descongelados del
daño a las membranas, mejorando la motilidad espermática,
viabilidad e integridad de la membrana plasmática y disminu-
yendo la lipoperoxidación durante la manipulación in vitro
posterior.

DEPPE, M.; JARA, A. B.; REYES-DÍAZ, M. &
RISOPATRÓN, J. Effect of supplementation of incubation
medium with Berberis microphylla (Calafate) extract on sperm
functionality in thawed bovine semen)  Int. J. Morphol., 39(1):25-
31, 2020.

SUMMARY: In cryopreserved semen, the freezing/thawing
process following of manipulation, damage the sperm cell,
decreasing the fertilizing capacity of the thawed sperm; being one
of the main factors of this damage the oxidative stress. The sperm
once thawed can be protected from this damage, with the addition
of antioxidants to the incubation medium. The Calafate fruit
(Berberis microphylla G. Forst.) has a high antioxidant capacity,
making it an interesting resource for investigating the effect of its
antioxidant components on biotechnological processes. The
objective of this study was to determine the effect of
supplementation of Calafate fruit lyophilized extract (ELC) on
sperm quality. The lyophilized extract of the Calafate fruit was
characterized, determining the antioxidant activity and metabolites
such as phenols and anthocyanins; subsequently, thawed bovine
sperm were incubated in a medium supplemented with different
concentrations of ELC. Post-incubation, progressive motility was
evaluated. By flow cytometry, the viability and integrity of the
plasma (SYBR14-PI), and acrosomal (FITC-PNA / PI), as well as
lipid peroxidation (BODIPY), was determined. The characterization
of Calafate fruits lyophilized extract indicated that antioxidant
activity, phenols and anthocyanins increased concomitantly with
the increase of dose extract used. The addition of ELC to the
incubation medium, depending on the concentration and incubation
time, would be effective to protect motility, viability and integrity
of the plasma membrane and decreased lipid peroxidation in thawed
bovine sperm.

KEY WORDS: Calafate; Bovine sperm; Antioxidant.
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