UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y PECUARIAS
ESCUELA DE POSTGRADO Y POSTITULO

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE VITAMINAS
ANTIOXIDANTES EN LA GAMETOGENESIS Y EL
ESTATUS REDOX DEL SEMEN EN CARNEROS
EXPUESTOS A LA ALTURA

OSCAR ESTEBAN FUENTES MOLINA

Proyecto de Tesis para optar al

Titulo Profesional de Médico Veterinario
y al Grado Académico de Magister

en Ciencias Animales y Veterinarias

PROFESOR GUIA: DR. VICTOR HUGO PARRAGUEZ
Financiamiento: Proyecto FONDECYT 1130181
Santiago - Chile
2019



UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y PECUARIAS
ESCUELA DE POSTGRADO Y POSTITULO

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE VITAMINAS
ANTIOXIDANTES EN LA GAMETOGENESIS Y EL
ESTATUS REDOX DEL SEMEN EN CARNEROS
EXPUESTOS A LA ALTURA

OSCAR ESTEBAN FUENTES MOLINA

Proyecto de Tesis para optar al

Titulo Profesional de Médico Veterinario
y al Grado Académico de Magister

en Ciencias Animales y Veterinarias

PROFESOR GUIA: DR. VICTOR HUGO PARRAGUEZ
Financiamiento: Proyecto FONDECYT 1130181
Santiago - Chile
2019



BIOGRAFIA

Oscar Fuentes Molina naci6 en la ciudad de Santiago el 6 de Enero de 1990.
Curso sus estudios primarios y secundarios en el colegio Compafiia de Maria
Seminario. Desde temprana edad manifestd pasion e interés con todo lo
relacionado con el mundo animal lo que finalmente lo lleva a ingresar el afio 2008
a estudiar la carrera de Medicina Veterinaria en la Universidad de Chile.

Su constante inquietud e interés por explorar diversas areas de la medicina
veterinaria lo lleva a fundar, en conjunto con otros comparieros, el afio 2012 la
organizacion “Colaboradores por el Bienestar Animal” (COPBA). Organizacion
que mediante la formacion de practicas y manejos en terreno colabora con los
cuidados preventivos de las diversas especies presentes en la granja aledafia a
la facultad incursionando en areas de la carrera que se encuentran escasamente
desarrolladas en la formacion de los estudiantes de nuestra facultad.

El aflo 2014 motivado por profundizar y darle continuidad a sus estudios decide
ingresar al programa de magister de Ciencias Animales y Veterinarias.

Mientras cursa sus estudios de posgrado, decide en conjunto con un comparero
del magister postular a un fondo concursable el trabajo gestionado durante el
curso de posgrado “Formulacion de Proyectos” (dirigido por el Dr. Mario Maino).
Luego de adjudicarse el fondo fundan la organizacién “Central de Apoyo
Educativo e Investigacion Apicola” CEIAP U-Chile. Organizacién que se
preocupa de fomentar el desarrollo de la apicultura y la sanidad apicola.

Finalmente, el 15 de marzo del afio 2019, Oscar se titula como medico veterinario
y obtiene el grado académico de magister en Ciencias Animales y Veterinarias
en la misma universidad.



AGRADECIMIENTOS

A mis padres por permitirme estudiar la carrera que anhelaba, por el apoyo y
comprension durante la realizacidn de esta tesis y toda mi formacion profesional.
Por el carifio dado y su esfuerzo en criarnos y educarnos.

A las personas que me ayudaron en la realizacion de esta tesis: Dr. Parraguez y
Dra. Narbona. Al Dr. Victor Hugo Parraguez por recibirme en su laboratorio, por
su compromiso con mi trabajo en el disefio y desarrollo de todas las etapas de
esta tesis de magister. Y a la Dra. Eileen Narbona por sus sugerencias, sus
observaciones criticas y por su tremenda disposicion para ayudar en el desarrollo
de mi trabajo.

Al area de veterinaria de los trabajos voluntarios fech por todas las experiencias
compartidas, por el aprendizaje en conjunto, el compafierismo y ser un ejemplo
para todo el resto de las areas participantes en los ttvv de cdmo se debe trabajar,
tanto desde un punto de vista animico como lo profesional.

A los chiquillos de las ONGs Colaboradores por el Bienestar Animal (COPBA) y
Centro de Apoyo Educativo e Investigacion Apicola (CEIAP) por acompafarme y
apafiarme en esta aventura de explorar areas poco desarrolladas dentro de lo
que es la malla normal de nuestra carrera, por el aprendizaje permanente, por
compartir experiencias, por compartir un suefio y poner todos sus esfuerzos en
llevarlo a cabo.

Agradecimientos a google.traductor por ayudarme con mi precario nivel de inglés
en la traduccién de una amplia variedad de publicaciones cientificas necesarias
para este estudio.

Agradecimientos a sci-hub.org por poner a disposicion los papers para este
trabajo y permitir el acceso al conocimiento libre de costos monetarios.

A la facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias (en general), a los profesores,
CEV 2011, COPBA, CEIAP y a los amigos que conoci y con los que comparti
durante estos afios, les doy las gracias por haberme dado una de las mejores
etapas de mi vida.



INDICE DE CONTENIDOS

RESUMEN ... et e e e e et e e e et e e e et e e eanaeees 1
SUMM AR e 2
1. INTRODUCCION ...ttt seeeenens 3
2. REVISION BIBLIOGRAFICA. .....ocuiiiiiiiieieieinisieieenesesieieeeseeise e 5
2.1. ALTURA E HIPOXIA HIPOBARICA ...ttt 5
2.2. ESTRES OXIDATIVO ....ouiiiiiiiiieieieeesisieie e 6
2.2.1. Mecanismos antioXidantes ..........ccoovviiiiiiiiii 9
AT AL A S A e 10
GLUTATION PEROXIDASA ......cooeiteiteeeeeeeeee ettt 3
SUPEROXIDO DISMUTASA ......ooouiiieiieete ettt 11

2.3. HIPOXIAY ESTRES OXIDATIVO ....ccviovieieeeeeceeeeeeeee e, 13
2.3.1. Estrés Oxidativo en el macho y su relacion con la fertilidad. ............ 14

EFECTOS DE LA HIPOXIA Y EL ESTRES OXIDATIVO EN EL TESTICULO..14
EFECTOS DEL ESTRES OXIDATIVO EN EL ESPERMATOZOIDE ................ 15

2.3.2. Anormalidades espermaticas y su relacion con el Estrés Oxidativo. 17

2.4. VITAMINAS ANTIOXIDANTES Y SU RELACION CON LA FERTILIDAD
19

VITAMINA E oo e e e e e e e eeene 19

VITAMINA C et e e e e e e e eeenes 21



3. HIPOTESIS ... e e 24

4. OBJIETIVOS ...t e et e e et e e e eee 25
4.1. ODJetiVO GENEIAL.......oeiiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeeee ettt 25
4.2. Objetivos ESPECIfICOS. ...ccuuuiiiiiiiieei it 25

5. MATERIALES Y METODOS. ... .ottt 26

LOCAIIZACION ...ttt e e 26
ANIMAUES .ottt 26
TOMA UE MUESIIAS ....oeeiiiiiiiiiiiee ittt eeeeeeeeeees 27
Extraccion y andlisis de eyaculados ............ccuvvveviiieeiiiiiiiiiiieeeee e 27
Evaluaciéon de anormalidades eSpermatiCas...........ccccceveeeiieeeieveiiiie e 28

Medicion de enzimas antioxidantes y capacidad antioxidante total (TAC) en el

[01F= TS g = Y= T 0 ] = | 29
Extraccion de tejido teStiCUIAr............cooiiiiiiiiici e 30
Andlisis histoldgico del tejido testicular............cccooovieiiiiiiiii e, 30
Medicidn de las concentraciones de las vitaminas C y E en la sangre. ............ 31
ANAIISIS EStAAISTICO ....eeeiiiiiiiiieiii e 32
6. RESULTADOS . ...t e et e e 33

6.1. Efectos de la exposicion aguda y créonica a la altura, y de la
suplementacién oral con vitaminas sobre la poblacion de espermatogonias

presentes en tibulos seminiferos de testiculos de carneros......................... 33



6.2. Efectos de la exposicibn aguda y cronica a la altura, y de la
suplementacion oral con vitaminas sobre la poblaciébn de espermatocitos

presentes en tubulos seminiferos de testiculos de carneros..............ccccceeennnnns 35

6.3. Efectos de la exposicion aguda y cronica a la altura, y de la
suplementacion oral con vitaminas sobre la poblacion de esperméatidas

presentes en tubulos seminiferos de testiculos de carneros............ccccceeevennnnns 36

6.4. Efectos de la exposicion aguda y cronica a la altura, y de la
suplementacion oral con vitaminas sobre la altura del epitelio seminifero de los

tibulos seminiferos de testiculos de CarNeroS. ......c..vveee e e e 38

6.5. Efectos de la exposicion aguda y crénica a la altura, y de la
suplementacion oral con vitaminas sobre el diametro tubular promedio de

tibulos seminiferos de testiculos de CarNeroS. ......couvveeeee e e 40

6.6. Efectos de la exposicion aguda y cronica a la altura, y de la
suplementacién oral con vitaminas sobre la morfologia espermética en

Y e V1 F= Lo [0 TS Lo o= 11 g 1T o 1 42

6.7. Efectos de la exposicion aguda y cronica a la altura, y de la
suplementacién oral con vitaminas sobre la actividad de Glutation Peroxidasa

(GPx) en el plasma seminal de Carneros. .............ccveeeiiieeeeeiiiiiis e 44

6.8. Efectos de la exposicion aguda y créonica a la altura, y de la
suplementacién oral con vitaminas sobre la actividad de Superoxido Dismutasa

(SOD) en el plasma seminal de Carneros. ............ciiieiiieeeeiieiiiee e 45

6.9. Efectos de la exposicibon aguda y créonica a la altura, y de la
suplementacién oral con vitaminas sobre la Capacidad Antioxidante Total (TAC)

en el plasma seminal de CarNEroS. .......cccoiiieeiiiiiiiiiiie e 47

6.10. Efectos la exposicién aguda y crénica a la altura, y de la suplementacién
oral con vitaminas sobre la concentracibn de vitamina C en el plasma

SANQGUINEO A CAINEIOS. ..uuiuiiii e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeas 48



6.11. Efectos de la exposicibn aguda y cronica a la altura, y de la

suplementacion oral con vitaminas sobre la concentracién de vitamina E en el

plasma Sanguine0 de CAIMEIOS. .........ueiiiieeiiiiiiiiiiiieeee e e e e e 50
7. DISCUSION ...ttt ettt 52
8. CONCLUSION ..ottt ettt ettt ene e e 62
9. REFERENCIAS ..o e et 63

Anexo: Certificado de BioGtiCa. ......cooviiiii i 75



INDICE DE AYUDAS ILUSTRATIVAS

indice de tablas

Tabla 1. Poblacién de espermatogonias presentes en el tabulo seminifero de
testiculos de carneros controles y expuestos a gran altitud con y sin
suplementacion con vitaminas C y E durante 240 dias...........cccooeiiiiiiiininnn, 34

Tabla 2. Poblacién de espermatocitos presentes en el tabulo seminifero de
testiculos de carneros controles y expuestos a gran altitud con y sin
suplementacion con vitaminas C y E durante 240 dias.............ccooeiiiiiiiininnn, 36

Tabla 3. Poblacion de espermatidas presentes en el tubulo seminifero de
testiculos de carneros controles y expuestos a gran altitud con y sin
suplementacion con vitaminas C y E durante 240 dias............ccccoiiieinnnnee 38

Tabla 4. Altura promedio del epitelio seminifero de testiculos de carneros
controles y expuestos a gran altitud con y sin suplementacion con vitaminas C y
E durante 240 diaS. .....oueiriiiiiei e et 40

Tabla 5. Diametro tubular promedio de testiculos de carneros controles y
expuestos a gran altitud con y sin suplementaciéon con vitaminas C y E durante
20 IS, ettt 42

Tabla 6. Porcentaje de anormalidades espermaticas totales en eyaculados de
carneros controles y expuestos a gran altitud con y sin suplementaciéon con
vitaminas Cy E durante 240 di@S.........ccovviiiiiiii e 43

Tabla 7. Actividad de Glutation Peroxidasa en el plasma seminal de carneros
controles y expuestos a gran altitud con y sin suplementacion con vitaminas C y
E durante 240 dias........oueeieiiiie e 45

Tabla 8. Actividad de Superoxido Dismutasa en el plasma seminal de carneros
controles y expuestos a gran altitud con y sin suplementacion con vitaminas C y
E durante 240 dias........oueeiiiii e 46

Tabla 9. Capacidad antioxidante total (TAC) del plasma seminal de carneros
controles y expuestos a gran altitud con y sin suplementacion con vitaminas C y
E durante 240 diasS........ouieiiii e 48



indice de figuras

Figura 1. Concentracion de Vitamina C en el plasma sanguineo de carneros
controles y expuestos a gran altitud con y sin suplementacién con vitaminas C y
E durante 60 diasS.........oviuiiiiiii e 49

Figura 2. Concentracion de Vitamina E en el plasma sanguineo de carneros
controles y expuestos a gran altitud con y sin suplementacién con vitaminas C y
E durante 60 diasS.........oviuiiiiiii e 51



RESUMEN

Introduccién: La produccion ovina es el principal recurso de familias que
habitan a gran altura. Sin embargo, presenta una eficiencia reproductiva pobre
en relacion con lo registrado a nivel del mar. La hipoxia hipobarica propia de
ambientes a gran altura produce estrés oxidativo, lo que también produce
efectos perjudiciales en el aparato reproductor. Bajas tasas de fertilidad,
desarrollo intrauterino y bajos pesos al nacimiento son algunos de los efectos
perjudiciales de la gran altura. La terapia antioxidante en ovejas mantenidas en
la altura ha mostrado reducir el dafio oxidativo causado por la hipoxia e
incrementar la capacidad reproductiva. Por esta razoén, se evalué si la
suplementaciéon con vitaminas antioxidantes C y E atenla los efectos
perjudiciales del estrés oxidativo causado por hipoxia en la funcién reproductiva
de carneros expuestos a la altura por corto y largo tiempo.

Materiales y Métodos: Se utilizaron carneros nativos y mantenidos a nivel del
mar (BB; n=20); nativos del nivel del mar, expuestos a la altura (BA; n=50);
nativos de la altura, mantenidos en la altura (AA; n=50). La mitad de los
animales de cada grupo fueron suplementados diariamente con 600 mg de
vitamina C y 450 Ul de vitamina E, via oral, durante 240 dias. Se analizaron las
poblaciones celulares presentes en el epitelio seminifero, la morfologia
espermatica en el eyaculado y el estatus antioxidante del plasma seminal.

Resultados: La suplementacion con vitaminas evité y/o amortiguo la reduccion
de la poblacion de espermatogonias, la reduccion de la altura del epitelio
seminifero y el diametro tubular, la disminucién de la capacidad antioxidante
total y redujo el grado de arresto espermatogénico al dia 30 en carneros no
adaptados a la altura. Sin embargo, no tuvo efectos sobre la morfologia
espermatica y las enzimas presentes en el plasma seminal de carneros
expuestos a gran altura por corto y largo tiempo.

Conclusion: La suplementacion con vitaminas antioxidantes favorece la
espermatogénesis y la capacidad antioxidante total del plasma seminal de
carneros no adaptados a la altura en el corto plazo.



SUMMARY

Introduction: The sheep production is the main resource of families living at
high altitude. However, has a poor reproductive efficiency in relation to that
recorded at sea level. Hypobaric hypoxia at high altitude environments produces
oxidative stress, which leads to detrimental effects on the reproductive system.
Low fertility rates, low intrauterine development and low birth weights are some
of the damaging effects of exposure to high altitude. Therapy with antioxidant in
ewes maintained at high altitude has been shown to reduce oxidative damage
caused by hypoxia and increase reproductive capacity. For these reasons,
supplementation with antioxidant vitamins C and E was evaluated in its capacity
to attenuate the oxidative deleterious effects on reproductive function in rams
exposed to high altitude for short or long periods.

Materials and Methods: Three groups of rams were evaluated, rams born and
kept at sea level (BB, n = 20); rams born at sea level and exposed to high
altitude (BA; n = 50); born and kept at high altitude (AA; n = 50). Half of the
animals in each group were daily supplemented with 600 mg of vitamin C and
450 IU of vitamin E, orally, for 240 days. The cell populations present in the
seminiferous epithelium, the sperm morphology in the ejaculate and the
antioxidant status of seminal plasma were analyzed.

Results: Oral supplementation with vitamins C and E prevented and / or
softened the reduction of the spermatogonial population, the reduction of the
height of the seminiferous epithelium and the tubular diameter, the decrease of
the total antioxidant capacity and reduced the degree of spermatogenic arrest at
day 30 in rams not adapted to high altitude However, it did not have effects on
sperm morphology and enzymes present in the seminal plasma of rams
exposed at high altitude for a short and long periods.

Conclusion: Supplementation with antioxidant vitamins favors the
spermatogenesis and the total antioxidant capacity of the seminal plasma of
rams not adapted to high altitude in the short term.



1. INTRODUCCION

La produccién ovina es el principal recurso econémico de las familias que
viven a alturas mayores a los 2500 metros sobre el nivel del mar (msnm),
ubicados principalmente en el continente americano y asiatico (Huddleston et
al., 2003). El ovino es una especie productiva que fue introducida en el altiplano
andino hace alrededor de 500 afios atras y, a pesar del tiempo que llevan bajo
condiciones de gran altura, su eficiencia reproductiva es pobre en relacion a los
ovinos que habitan a baja altura (De Carolis, 1987). Ademas, es frecuentemente
utilizado como modelo para estudios de biologia humana y medicina (Barry y
Anthony, 2008), donde cobra ain mas relevancia como modelo de estudio en la

altura.

En las cronicas de los conquistadores espafioles se hace referencia a que,
desde tiempos pasados, la exposicion aguda a gran altura podria provocar
infertilidad en humanos (Gonzales, 2007). También, otros estudios han
detectado una infertilidad transitoria en ovinos, ganado vacuno, gatos y conejos
gue han sido expuestos a gran altura (Monge, 1942; Monge y Mori-Chavez,
1942; Monge et al., 1945).

Se piensa que la reproduccién ovina a gran altura se ha mermado por el
ambiente de hipoxia hipobarica en la que se desarrolla. Bajas tasas de fertilidad
(Parraguez et al., 2006), retardo del desarrollo intrauterino y bajos pesos al
nacimiento (Parraguez et al., 2005) son algunos de los efectos perjudiciales de
la gran altura. Adicionalmente, se ha observado que la fertilidad de los machos
de especies no adaptadas genéticamente a la altura en ambientes de gran
altura se reduce en comparacion a su contraparte a baja altura (Farias et al.,
2005a; Farias et al., 2008; Farias et al., 2010; Liao et al., 2010; Monge et al.,
1945; Monge y Mori-Chavez, 1942; Vargas et al., 2011).



La exposicion a hipoxia hipobarica, propia del ambiente de altura, produce
estrés oxidativo, lo que también produce efectos perjudiciales en diversos
tejidos, entre estos el aparato reproductor (Bustos-Obregon et al., 2010).

La terapia con vitaminas antioxidantes ha demostrado reducir el dafio
oxidativo inducido por hipoxia (llavazhagan et al., 2001; Magalhées et al., 2005)
y ayuda a prevenir el mal agudo de montafia (Bailey et al., 2001). En estudios
realizados en ovejas gestantes sometidas a condiciones de hipoxia hipobarica,
se ha demostrado la eficacia de la suplementacién con vitaminas antioxidantes
en cuanto a mejorar la fertilidad, previniendo los efectos detrimentales causados
por el estrés oxidativo y aumentando el peso de las crias nacidas a valores
similares a sus pares en baja altura (Parraguez et al., 2011). Sin embargo, sus
efectos sobre la fertilidad del macho ovino expuesto a estas condiciones

ambientales no han sido descritos.

En este estudio se evaluaran los efectos que genera la exposicion a la altura
sobre la gametogénesis, el estatus redox del semen y morfologia espermatica
en carneros y la posible prevencién de éstos mediante la suplementacion con

vitaminas antioxidantes C y E.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA.

2.1. ALTURA E HIPOXIA HIPOBARICA

La presion atmosférica decrece con la altitud, asi como también lo hace la
presion parcial de sus componentes (O2, N2, CO2). El oxigeno representa el
21% de los gases atmosféricos. A medida que se incrementa la altura, va
disminuyendo la presion parcial de oxigeno ambiental y alveolar, lo que se
traduce en efectos fisioldgicos donde, tanto la saturacion de la hemoglobina
como el contenido de oxigeno sanguineo que contiene y transporta, se ven
disminuidos, por lo tanto disminuye el oxigeno que llega a los tejidos (Vargas et
al., 2011). Este estrés de origen ambiental a gran altura que genera condiciones
de hipoxia fisiolégica es lo que se denomina hipoxia hipobarica (HH) (Beall,
2007).

Segun el tiempo de exposicion a gran altura (sobre 3.000 msnm) la HH
puede clasificarse en: crénica (residentes permanentes), aguda (turismo vy
deportes) o crénica intermitente (por ejemplo, trabajadores mineros) (Farias et
al., 2005a).

HH Aguda: Condicion en la que los sujetos se exponen a la altura por un corto

periodo (minutos, horas o dias).

HH Croénica: Condicion que compromete a sujetos que han nacido o que viven
permanentemente en altura, por lo que han estado expuestos por periodos

prolongados (afos) a estas condiciones ambientales.

HH Cronica Intermitente: Condicion en la que los sujetos no viven
permanentemente en altura, sino que se desplazan por periodos, que pueden
tener una duracién de horas o dias y luego descienden a nivel del mar para su
descanso (horas o dias), reiterando esta condicion por tiempos prolongados.



Esta condicién se da frecuentemente en los trabajadores mineros (Richalet et
al., 2002).

La HH es una gran preocupacion en animales domeésticos que no estan
adaptados genéticamente a la altura, a diferencia de las llamas y las alpacas
gue presentan una serie de adaptaciones fisiol6gicas. Ademas, los animales
genéticamente adaptados a la altura no presentan una respuesta
vasoconstrictora a la hipoxia, debido a esto, se evita la elevacion sostenida de
la presion pulmonar arterial y subsecuente hipertrofia ventricular derecha que se
puede encontrar en humanos y animales domésticos a gran altura (Moreno et
al., 2012).

2.2. ESTRES OXIDATIVO

Se ha demostrado que la exposicidon a gran altura induce estrés oxidativo
que va acompafiado por una disminucion en las concentraciones de glutation
reducido (GSH) y &cido ascérbico (AA) y por un incremento en enzimas
antioxidantes como la glutation reductasa (GR) (Farias et al., 2010). Ademas,
se ha reportado que el estrés oxidativo inducido por la HH esta involucrado en
alteraciones de la funcion del aparato reproductor masculino (Vargas et al.,
2011).

El estrés oxidativo se produce cuando las especies reactivas de oxigeno
(ERO) y otras especies de radicales libres sobrepasan la capacidad de los
mecanismos antioxidantes que posee el organismo, lo que puede derivar en un

dafio celular (Cérdova-lzquierdo et al., 2010).

Las ERO son moléculas que se producen continuamente en el organismo,
ya sea como parte del metabolismo celular normal o en respuesta a factores

exégenos (Ponce de Ledn, 2014). Las principales especies reactivas de



oxigeno son: anion superoxido (Oz27), peroxido de hidrogeno (H202) y los

radicales hidroxilos ((OH) (Coérdova-lzquierdo et al., 2010).

Los radicales libres corresponden a moléculas que tienen por lo menos un
electron desapareado, que les confiere una alta inestabilidad y promueve la
transferencia electronica hacia otras moléculas (Clark et al., 2010). Ellos
reaccionan inmediatamente con cualquier sustancia que se encuentre en su
area circundante y originan reacciones en cadena que conducen a dafio celular
(Agarwal y Sekhon, 2010). También poseen importantes funciones fisiologicas
como mediadores oxidativos, participando en la fagocitosis, activando enzimas
de la membrana celular, disminuyendo la sintesis de catecolaminas por las
glandulas suprarrenales, modificando la membrana, favoreciendo la quimiotaxis,
favoreciendo la sintesis de colageno y prostaglandinas, por lo tanto, se deben
considerar beneficiosos o nocivos dependiendo de su concentracion y de los
mecanismos donde participe (Ponce de Ledn, 2014).

Los mecanismos antioxidantes mantienen un balance entre las ERO
generadas y removidas, por lo tanto, una alteracion en esta relacion puede
desembocar en estrés oxidativo, que ocasiona un dafo celular que puede
modificar la estructura y la funcion de diversos componentes celulares. El dafio
celular oxidativo afecta principalmente a proteinas, lipidos y acido
desoxirribonucleico (ADN):

Proteinas: La oxidacion de sus aminoacidos conduce a entrecruzamiento en
sus cadenas peptidicas y formacion de grupos carbonilos (Ponce de Leodn,
2014), lo que conlleva a dafos en la integridad de proteinas estructurales,
interrupcion de la regulacion de las vias metabdlicas y pérdida de la actividad, si

se trata de enzimas (lzquierdo et al., 2009).

Lipidos: Se produce peroxidacion lipidica que afecta la funcion biologica de la

membrana, la cual es rica en acidos grasos poliinsaturados (Ponce de Ledn,



2014), produciéndose alteraciones en su cohesion, fluidez, permeabilidad y
funcién metabdlica, pudiendo llevar a apoptosis celular (Izquierdo et al., 2009).
La peroxidacion lipidica se produce cuando las ERO (R*®) atacan a un acido
graso poliinsaturado (L-H) y le quitan un a&tomo de hidrogeno al grupo metileno
adyacente al doble enlace, para formar el radical acilacido graso (L°).
Rapidamente ésta molécula adiciona oxigeno y se transforma en un radical
libre, peroxilo 4cido graso (L-OQ®), que actia como transportador de la reaccion
en cadena, ya que ataca a otros acidos grasos poliinsaturados e inicia nuevas
reacciones (Cérdova et al., 2009). Los productos finales de la peroxidacion
lipidica son lipidos peroxidados que, al degradarse, generan nuevos radicales
libres y una variedad de compuestos citotoxicos, entre estos, 4-hidroxi-2-
nonenal (4-HNE) y malondialdehido (MDA), que poseen una elevada capacidad
de reaccionar con el ADN, por lo que puede causar lesiones mutagénicas
(Echtay et al., 2003; Izquierdo et al., 2009; Ugartondo, 2009).

L-H+R* > RH+L*
L*+ O2 > L-O0°
L-OO® + L-H - L-OOH + L*®

ADN: El dafo oxidativo a este nivel es seguramente el mas serio, siendo mas
afectado el ADN mitocondrial debido a que, por su localizacion, esta expuesto a
un flujo constante de ERO provenientes de la cadena respiratoria, ademas de
ser mas inestable, ya que carece de histonas. Los radicales libres de oxigeno
reaccionan con las bases nitrogenadas y la desoxirribosa fragmentando el ADN,
ocasionando con ello problemas en la compactacion y enrollamiento de la
cromatina, la cual tiene un rol importante en la regulacién de la transcripcion
génica (Izquierdo et al., 2009). Como consecuencia, se provoca mutacion de los
genes, sintesis de proteinas defectuosas, ademas de conducir a la apoptosis
celular (Sorg, 2004).



2.2.1. Mecanismos antioxidantes

Los antioxidantes funcionan como donadores de electrones, siendo
capaces de evitar una cadena de oOxido-reduccidn sacrificando su propia
integridad molecular y, por ende, resguardar de alteraciones a moléculas como
lipidos, proteinas, ADN, etc. Para proveer el maximo nivel de proteccion, los
antioxidantes intracelulares y extracelulares, se encuentran armoénicamente
integrados para lograr la maxima supresion de las reacciones generadas por los

radicales libres (Izquierdo et al., 2009).

Existen tres tipos de mecanismos antioxidantes: enzimaticos, no
enzimaticos y terciarios. Los antioxidantes enzimaticos metabolizan los
radicales libres generados durante los procesos metabdlicos, los no enziméticos
destruyen directamente los radicales libres generados y los terciarios reparan
las biomoléculas que han sido dafiadas por los radicales libres (Cérdova et al.,
2009).

Los mecanismos de defensa antioxidante en el semen incluyen tres

niveles de proteccion: Prevencion, Intercepcion y Reparacion.

Prevencion: La primera linea de defensa contra el estrés oxidativo consiste en
la prevencion de la formacion de ERO por encima de los niveles normales del
organismo. Por ejemplo, la accion de enzimas peroxidasas uniéndose a iones
metélicos, como hierro y cobre, les impide iniciar una reaccién en cadena
(Saraswat et al., 2014).

Intercepcion: Interrumpiendo la reaccidbn en cadena, atrapando las ERO vy
reduciéndolas, mediante la formacion de productos finales no radicales. Por

ejemplo, el tocoferol (vitamina E), cumple esta funcion produciendo radicales
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tocoferil durante su oxidacion, los cuales pueden ser reducidos en ubiquinona o

por acido ascorbico (vitamina C) (Saraswat et al., 2014).

Reparacion: Reparando o eliminando las biomoléculas que han sido dafiadas
por los radicales libres. Por ejemplo, las enzimas Super6xido Dismutasa (SOD),
la Glutation Peroxidasa (GPx), Glutation Reductasa (GR) y Catalasa (CAT)

cumplen esta funcion (Cérdova et al., 2009).

El espermatozoide y el plasma seminal, en su conjunto, poseen una
abundante actividad antioxidante tanto enzimética (tales como CAT, GPx y
SOD) como no-enzimatica (Vitamina C y E, glutatién, carnitina y carotenoides),
que previenen la acumulacion de ERO y preservan la funcién espermatica
(Wang et al., 2003; Ross et al., 2010). Cabe destacar que el plasma seminal
tiene concentraciones de antioxidantes superiores a la de cualquier otro fluido
biologico, incluyendo el suero sanguineo (Mann, 1964). Ademas, los
antioxidantes presentes en el plasma seminal compensan principalmente la
deficiencia en enzimas citoplasmaticas (Angulo et al., 2011). Dentro de los

sistemas antioxidantes enzimaticos del plasma seminal se puede encontrar:

CATALASA

Es una hemoproteina de amplia distribucion intracelular, presente en
altas concentraciones en rifidn e higado, baja concentracion en tejido conectivo
y epitelios y nula en tejido nervioso. A nivel celular se localiza en mitocondrias,
peroxisomas y en el citosol de los eritrocitos. Esta enzima tiene 2 funciones
fundamentales: cataliza la degradacion del peréxido de hidrégeno, proveniente
de la dismutacion del superoxido, en agua y oxigeno; y cumple un rol
peroxidativo y formando parte del sistema antioxidante catalasa/superoxido
dismutasa (CAT/SOD) que actia en presencia de altas concentraciones de
peréxido de hidrégeno (Cérdova et al., 2009). En su mecanismo de accién, la
propia molécula de agua actia como donante de electrones (Benitez, 2006):



11

2H202 > 2H20 + O2

GLUTATION PEROXIDASA

La GPx es una enzima intracelular, selenio dependiente, cuya funcion
antioxidante es un importante mecanismo de defensa contra el estrés oxidativo
(Benitez, 2006). Puede encontrarse en el tejido testicular y espermatozoides de
mamiferos (Cordova et al., 2009), incluso en el plasma seminal debido a que es
secretada por las vesiculas seminales (Zubkova y Robaire, 2004), y realiza un
papel estructural en la capsula mitocondrial en la parte media y en el flagelo de
los espermatozoides (Coérdova et al.,, 2009). Ademas, se ha demostrado su
localizacion en el post-acrosoma y la zona apical de la cabeza del
espermatozoide (Marti et al., 2008). Esta enzima utiliza el glutatién reducido
(GSH) como donante de electrones, para reducir el peroxido de hidrogeno

(H202) a agua y los lipoperoxidos (L-OOH) a alcoholes de alquilo (L-OH).
2H202 + 2GSH - 2H20 + GSSG
L-OOH + 2GSH - L-OH + GSSG + H20

El glutation oxidado (GSSG) resultante es llevado nuevamente a GSH por
medio de la enzima GR usando NADPH como co-factor (Benitez, 2006; Gadea
et al., 2011).

GSSG + NADPH + H* > 2GSH + NADP*

Si se elevan los niveles de glutation se tendra espermatozoides de mejor
calidad y mayor viabilidad presentes en el liquido seminal (Gadea et al., 2011,

Ponce de Leon, 2014), por ende, mayor fertilidad.

SUPEROXIDO DISMUTASA

Las enzimas responsables de la eliminacion celular del anion superéxido,

las Superoxido Dismutasas, son metaloproteinas que, a través de ciclos de
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reduccion y oxidacion de sus metales, aceleran enormemente la desaparicion
del anién superoxido (Gonzalez et al., 2002). Se encuentran altamente
distribuida en todas las células aerbdbicas y su concentracibn aumenta
adaptativamente con la exposicion de la célula a gradientes superiores de
presion de O2 (Benitez, 2006). La SOD es secretada por las vesiculas
seminales para proteger a los espermatozoides después de la eyaculaciéon
(Zubkova y Robaire, 2004), y se ha demostrado su localizacién en el acrosoma,
postacrosoma y cola del espermatozoide (Marti et al., 2008). En los organismos

eucariotes se expresan 3 tipos de SOD:

A nivel citosolico se localiza la isoforma SOD1, también se puede localizar en el

nacleo y en el espacio intermembrana mitocondrial (Milani et al., 2011).

La SOD2 o Mn-SOD, dependiente de Manganeso, que se localiza en la
mitocondria y su funcién es la detoxificacién de Oz generado por la reduccién
parcial de O2 durante la fosforilacion oxidativa en la cadena respiratoria.

La SOD3 o SOD extracelular, es una glicoproteina tetramérica dependiente de
Cu y Zn, esta enzima se ha encontrado en los espacios intersticiales de tejidos
y en los fluidos extracelulares (Teoh-Fitzgerald et al., 2012). Ademas, se ha
reportado que presenta una elevada actividad en el plasma seminal en
comparacion a las otras isoformas de SOD cuya actividad es muy baja (Eghbali
et al., 2008). Esta enzima no es inducida por su sustrato u otros oxidantes y su
regulacion en tejidos de mamiferos son coordinados por citocinas (Teoh-
Fitzgerald et al., 2012).

La actividad catalitica de estas enzimas neutraliza la capacidad reactiva

del radical superodxido, al reducirlo a peréxido de hidrogeno:

O2 + Oz + 2H" = H202 + O2
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Luego, la reaccion continta hasta la reduccion definitiva a agua, por parte de
GPx y CAT, del perdoxido aqui producido. Esta enzima establece una vigilancia
bioguimica, porque el anion superéxido generalmente se forma como un
intermediario en las reacciones de oxigenacion de sustratos; de esta manera se
protegen los tejidos de la accion potencialmente deletérea de este radical libre
(Benitez, 2006; Yue et al., 2010).

La SOD, CAT y GPx son los componentes enzimaticos primarios en los
mecanismos de defensa contra las ERO. En resultados experimentales, cuando
el semen es tratado con las enzimas previamente mencionadas, mejoran la
motilidad espermatica y la integridad del acrosoma, ademas de un crecimiento
lineal en la sobrevivencia espermatica si la concentracion de antioxidantes se

incrementa (Sarlés et al., 2002).

2.3. HIPOXIA Y ESTRES OXIDATIVO

Bajo condiciones hipoxicas, la disminucion en la presion parcial de Oz causa
una menor disponibilidad de oxigeno dentro de la célula (Maiti et al., 2006).
Debido a que menos O: esta disponible para ser reducido a H20 por la
citocromo oxidasa, se genera una acumulacién de equivalentes reducidos en la
cadena transportadora de electrones mitocondrial, provocando la auto-oxidacion
de uno o0 mas complejos mitocondriales, como por ejemplo la coenzima Q1o con
la subsecuente reduccion directa de Oz a superoxido y radicales hidroxilos
(Askew, 2002; Kehrer y Lund, 1994; Mohanraj et al., 1998). Estas reacciones
conducen a la reduccion directa del Oz hacia superéxido, peroxido y radicales
hidroxilo que caracteriza esta situacion redox favoreciendo el estrés reductivo
gue paradojalmente conducen a un incremento de la formacion de ERO y una
resultante disminucion en la habilidad de la célula hipdxica de defenderse a si

misma contra el estrés oxidativo (Askew, 2002). Ademas, el estrés hipoxico
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perturba y disminuye la actividad de los sistemas de defensa celular, como las
enzimas antioxidantes (Maiti et al., 2006). De este modo, el incremento de ERO
durante la hipoxia contribuye al estrés oxidativo total que afecta al organismo
(Askew, 2002).

2.3.1. Estrés Oxidativo en el macho y su relacion con la
fertilidad.

El estrés oxidativo en el aparato reproductor puede originarse por
diversas causas tales como toxicos ambientales, HH, estilo de vida (uso de
laptop, wi-fi, teléfonos celulares), patologias tales como criptorquidia, varicocele
y diabetes, los cuales se asocian a un aumento de la temperatura testicular (1-
2°C) y estrés oxidativo (Moreno et al., 2012). El estrés térmico conduce a un
desbalance entre las ERO y los mecanismos antioxidantes (Moreno et al.,
2012).

EFECTOS DE LA HIPOXIA Y EL ESTRES OXIDATIVO EN EL TESTICULO

Se han observado cambios locales en los testiculos en respuesta a
condiciones de HH crénica incluyendo neovascularizacion, aumento de la
temperatura escrotal, disminucion del tamafio testicular, disminucion de la altura
del epitelio seminifero y un aumento del espacio intersticial (Farias et al.,
2005b). Las respuestas adaptativas frente a la hipoxia testicular, tales como,
vasodilatacion y angiogénesis generan un aumento en 1,5°C aproximadamente
en la temperatura testicular lo que podria provocar dafio espermatogénico
(Farias et al., 2005b).

Estudios de tipo morfolégicos han revelado que la exposicion a HH
cronica causa también degeneracion del epitelio germinal, plegamiento de la

membrana basal, degeneracién y separaciéon de las células germinales,
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incremento del lumen del tubulo seminifero, sedimentacion de gotas lipidicas en
las células de Sértoli y un aumento de la lipoperoxidacion (Farias et al., 2005a;
Liao et al., 2010).

Debido a la gran distancia de difusion de oxigeno que hay desde los
vasos sanguineos a la regién luminal de los tubulos seminiferos, es que esta
altima es considerada hipdxica. La alta actividad proliferativa del epitelio
seminifero conlleva un alto consumo de oxigeno. Por lo tanto, la expresion de
las enzimas glicoliticas debe estar relacionada a adaptaciones metabdlicas a la
hipoxia. Muchos eventos reproductivos, tales como capacitacion espermatica,
cambios en la motilidad, reaccién acrosdmica y fecundacion, son dependientes

de la glicolisis anaerdbica y ocurren bajo anaerobiosis (Vargas et al., 2011).

EFECTOS DEL ESTRES OXIDATIVO EN EL ESPERMATOZOIDE

Una baja en el aporte de oxigeno testicular puede afectar la fertilidad de
los machos. Algunos investigadores han sugerido que largos tiempos de hipoxia
intratesticular podrian ser parte de la etiologia de ciertas fallas
espermatogénicas primarias severas (Gat et al., 2010). Se ha observado que la
hipoxia crénica induce estados reversibles de oligozoospermia en hombres
sanos (Verratti et al., 2008). Sin embargo, si la hipoxia es permanente generara

dafio isquémico (Gat et al., 2006).

Estudios realizados en ratas macho no adaptadas a condiciones
ambientales de HH indican que la hipoxia reduce la fertilidad, reduciendo la
motilidad espermética en el semen y el recuento espermatico (Farias et al.,
2010). Una reduccién en el recuento espermatico puede estar asociada a un
aumento de la apoptosis de las células germinales producto de las condiciones

hipoxicas (Farias et al., 2005a; Liao et al., 2010).

Los elevados niveles de ERO producidas después de la migracion de los

espermatozoides inmaduros desde los tubulos seminiferos al epididimo pueden
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generar dafo oxidativo durante su paso por el epididimo mediante la
fragmentacioén directa o indirecta del ADN y generando dafio acrosomal (Ponce
de Lel6n, 2014). Ademas, se ha observado que la hipoxia incrementa la
descondensacion de la cromatina espermatica alterando su compactacion
(Vargas et al., 2011; Hartley et al., 2009).

El semen presenta dos principales fuentes generadoras de ERO: los
espermatozoides y los leucocitos presentes en el liquido espermatico
(Hernandez-Matos et al., 2010). En los espermatozoides las ERO son
producidas por las mitocondrias, producto de la reduccion del oxigeno
molecular durante la fosforilacién oxidativa (Ponce de Ledn, 2014). Ademas, los
espermatozoides son particularmente sensibles al ataque de ERO debido a la
existencia de altas cantidades de acidos grasos poliinsaturados en sus
membranas y a la falta de capacidad para reparar el ADN (Angulo et al., 2011).
La actividad anormal de los espermatozoides interviene en la liberacién de
ERO, peroxidando los acidos grasos insaturados a fosfolipidos de membrana,
produciendo una permeabilizacion de la membrana plasméatica y acrosomal
generando poros de membrana que contribuyen a la perdida en la viabilidad,
capacidad fecundante y motilidad del espermatozoide, produciendo
simultdneamente un bloqueo en la biosintesis de ATP, por tanto, reduciendo el

aporte energético a la célula.

Por otra parte, la activacion de los leucocitos presentes en el fluido
seminal produce citoquinas y ERO. Dependiendo de la localizacion inflamatoria,
la duracién de la exposicidn del espermatozoide a los leucocitos y de la
capacidad del espermatozoide para activar el sistema inmunolégico depende el
grado de dafio inducido por las ERO (Ponce de Ledn, 2014).



17

2.3.2. Anormalidades espermaticas y su relacion con el Estrés

Oxidativo.

Las anormalidades espermaticas pueden clasificarse en primarias y
secundarias (Blom y Birch-Anderser, 1965). Las anormalidades primarias son
las que ocurren durante el proceso de la espermatogénesis y son atribuibles a
dafios a nivel del tejido testicular. Dentro de esta clasificacion se incluyen los
defectos de cabeza y adicionalmente, defectos de pieza intermedia y cola. Las
anormalidades secundarias ocurren durante el transporte de los
espermatozoides por el epididimo; dentro de esta clasificacion se incluye la
presencia de cola doblada, gota citoplasmatica proximal y cabeza con

acrosoma desprendido (Sorensen, 1991).

La HH inhibe la espermatogénesis en ratas mediante la disminucion de
espermatocitos primarios. La apoptosis de espermatocitos primarios y
espermatogonias, inducida por hipoxia, podrian contribuir a la pérdida en esta

poblacion de células (Liao et al., 2010).

Otros estudios, han observado un incremento en el porcentaje de
espermatozoides anormales en condiciones de HH, donde las anomalias
predominantes son malformaciones de cabeza, a diferencia de las anomalias
de cola que son mas frecuente en condiciones normobéricas (Vargas et al.,
2011; Hartley et al., 2009). Las consecuencias del estrés oxidativo ocasionado

por la HH contribuirian a la presencia de anormalidades espermaticas.

Se ha descrito que el dafo peroxidativo en el espermatozoide humano
esta asociado con anomalias morfolégicas de la pieza media, donde el exceso
de citoplasma residual seria localizado (Rao et al., 1989), y la oxidacién de la
membrana espermatica puede dar lugar a una disminucion en la fluidez de
membrana o dafio en las funciones asociadas a membrana, tales como

transporte de iones para la regulacion del volumen espermatico (Yeung et al.,



18

2009). Ademas, la fragmentacion del ADN se correlaciona con defectos en el
axonema, anormalidades de cola (Muratori et al., 2000) y una alta frecuencia de
gotas citoplasmaticas proximales en el eyaculado (Lopez-Fernandez et al.,
2008).

Se ha sugerido que la funcion espermética defectuosa esta asociada con
defectos en la espermiogénesis que conducen a la liberacion de

espermatozoides inmaduros desde el epitelio germinal (Gomez et al., 1996).

Cuando un espermatozoide entra en las etapas finales de diferenciacion
se someten a una transformacion por la cual el componente citoplasmatico de la
célula es removido durante la liberacion de la esperméatida madura desde la
célula de Sértoli (Gomez et al., 1996). El defecto en el mecanismo de expulsion
citoplasmatica resulta en la liberacion de espermatozoides desde el epitelio
germinal con un excedente de citoplasma residual. Estos espermatozoides son
inmaduros y funcionalmente defectuosos (Makker et al., 2009). Este excedente
de citoplasma residual es conocido como gota citoplasmatica y la presencia de
este defecto estd asociado a una funcidn espermatica pobre y es indicativo de
células espermaticas inmaduras (Cooper, 2005), ésta inmadurez puede estar
relacionada con errores en la formacién de la cromatina (Lopez-Fernandez et
al., 2008).

Se ha descrito una asociacion entre la incidencia de colas espermaticas
deformadas y la posicidon de la gota citoplasmatica. Se ha sugerido que la
migracion defectuosa de la gota citoplasmatica podria estar asociada con la
patogénesis del defecto de cola enrollada en el verraco, producto de una
espermiogénesis defectuosa probablemente causada por mal funcionamiento
del epididimo (Holt, 1982).
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2.4. VITAMINAS ANTIOXIDANTES Y SU RELACION
CON LA FERTILIDAD

Los testiculos, debido a que son ricos en acidos grasos poliinsturados y
pobres en defensas antioxidantes, se encuentran mucho mas vulnerables al
dafo por peroxidacion que otros tejidos (Jones et al., 1979). El exceso de ERO
en el espermatozoide esta asociado a deterioro de la funcion espermatica
(Wang et al., 2003).

Las moléculas antioxidantes son escasas en las células espermaticas debido a
lo pequeiio de su citoplasma, en consecuencia, la adicion de agentes
antioxidantes exdgenos puede ser relevante para prevenir el dafio oxidativo

hipoxico (Vargas et al., 2011).

Los antioxidantes exdgenos actian como moléculas que se oxidan al
neutralizar al radical libre y se reponen continuamente mediante la ingestion de
nutrientes que los contienen (Ponce de Ledn, 2014). Dentro de estos se puede

mencionar:

VITAMINA E

El a-tocoferol (vitamina E) es uno de los mejores compuestos
antioxidantes conocidos. Debido a que son lipofilicos pueden reducir radicales
libres de oxigeno en ambientes hidrofobicos (Sarlés et al., 2002). Su principal
funcion es proteger la integridad de la bicapa fosfolipidica de la membrana
celular y la envoltura mitocondrial mediante la interrupcién de la reaccion en
cadena ocasionada por la lipoperoxidacion (Ross et al.,, 2010), ademas de
fomentar la produccién de enzimas antioxidantes eliminadoras de radicales

libres, generados durante la reduccién univalente de oxigeno molecular y
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durante la actividad normal de las enzimas oxidativas (Agarwal y Sekhon,
2010). En las células, la mayoria de la vitamina E se encuentra ubicada en las
membranas, adyacente a los acidos grasos insaturados que son vulnerables al
ataque de radicales libres (Rock et al., 1996). Los fosfolipidos de la membrana
mitocondrial, plasmatica y del reticulo endoplasmatico poseen alta afinidad para

la a-tocoferol (Benitez, 2006).

Su forma bioldgicamente activa es el D-a-tocoferol, cuyo hidroxilo
fendlico en el anillo cromano es responsable de la reduccion antioxidante. Los
tocoferoles (Toc-OH) actian interrumpiendo reacciones de cadena con
radicales libres como resultado de su capacidad para transferir el hidrogeno
fendlico a un radical peréxido libre (ROQO®), quedando a la vez, en la forma de
radical libre fenoxi o fenoxilo (Toc-O*), en reacciones intermedias no reversibles
gue presuponen la transformacién de la vitamina hasta su producto final inocuo
(Benitez, 2006).

ROO*® + Toc-OH = ROOH + Toc-O*
ROO®* + Toc-O* - ROOH + radical no libre.

La Vitamina E es importante en la integridad fisiologica de los testiculos,
epididimo y glandulas accesorias, lo cual es critico en la espermatogénesis y en
la maduracion espermaética, por lo tanto mejora la cantidad y calidad de
espermatozoides (Yue et al., 2010). El porcentaje de espermatozoides moviles
esta relacionado con el contenido de a-tocoferol espermatico (Rolf et al., 1999).
Ademas, se ha reportado que tiene efectos en la funcién sexual, regulando la
secrecion de gonadotropinas en la hipofisis anterior, jugando un rol activo en la
promocién de la espermatogénesis y la motilidad espermatica (Luo et al., 2004).
Por otro lado, se ha descrito que la deficiencia de vitamina E causa

degeneracion del epitelio germinal (Mason y Mauer, 1975).
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Los tratamientos con vitamina E han demostrado que reducen las
concentraciones de MDA en el espermatozoide bajo condiciones de
normospermia, mejorando la motilidad y la probabilidad de lograr la prefez
(Agarwal y Sekhon, 2010) y, en carneros, la suplementacion con vitamina E
incrementa la produccion total de espermatozoides y su concentracion (Luo et
al., 2004). Adicionalmente, la vitamina E administrada oralmente incrementa
significativamente hasta el triple de sus concentraciones plasméticas en ovejas

(Parraguez et al., 2011) y carneros (Cofré-Narbona et al., 2016).

Se ha descrito que la degradacién ruminal de la vitamina E es
despreciable en dietas de 100% forraje, 50% forraje y altas en concentrados
(NRC, 2007).

VITAMINA C

La vitamina C o acido Ascoérbico (AA), es un eliminador de ERO
hidrosoluble y tiene el potencial de proteger del dafio oxidativo a los
componentes citosolicos y de membrana de las células (Farias et al., 2010). El
AA esté presente en altas concentraciones en el fluido seminal comparado con
el plasma sanguineo (Fraga et al., 1991; Agarwal y Sekhon, 2010), alcanzando
en el carnero una concentracion promedio de 5 mg/100 ml en el plasma seminal
(Mann y Lutwak-Mann, 1981). Se ha demostrado la presencia de AA en las
vesiculas seminales de carnero, toro, potro y humano (Gonzales, 1989) y la
existencia en las células de sertoli de transportadores de vitamina C, tanto de
su forma reducida como oxidada, lo que le permite ser entregada de forma
regulada a las células germinales en el compartimiento adluminal (Angulo et al.,
2011).

Su mecanismo de accién la sitia en un nivel antioxidante de alta

jerarquia, pues incluye la inhibicién de la formacion de radicales superéxidos o
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de nitrosaminas durante la digestion. EI AA presenta una configuracion de
lactona, en la que los grupos hidroxilo asociados al doble enlace funcionan
como agentes con un alto potencial reductor, lo que permite incluso, participar
en la reduccion directa del oxigeno, funcionando asi como sustrato donante en
las reacciones de las peroxidasas (Benitez, 2006). Este proceso transforma al
AA en el radical libre ascorbilo (AA®) (Coérdoba et al., 2009).

AA + R* > RH + AA®

Tiene la capacidad de regenerar otras moléculas antioxidantes, tales
como a-tocoferol (Toc-OH), donde actia como agente reductor de los radicales
fenoxilo (Toc-O°) formados durante la actividad antioxidante de la vitamina E,
restableciéndola (Benitez, 2006). También puede regenerar glutation y [3-
caroteno, desde sus respectivas especies radicales oxidadas (Jafaroghli et al.,
2014).

AA + Toc-O® = Toc-OH + AA®

El AA protege al espermatozoide del dafio oxidativo enddgeno
neutralizando los radicales hidroxilo, superoxido y perdoxido de hidrégeno vy
previniendo la aglutinaciéon espermatica (Agarwal y Sekhon, 2010). Ademas,
complementa a las enzimas antioxidantes del semen SOD, GPx y CAT, las que
son requeridas para una 6ptima motilidad espermatica (Fraga et al., 1991) y se
ha demostrado que protege contra el dafio oxidativo endégeno del DNA en el
espermatozoide humano, reduciendo de este modo los riesgos de defectos
genéticos. En muestras de semen que exhiben actividad de ERO, las
concentraciones de AA detectadas en el plasma se encuentran reducidas
significativamente. Las concentraciones de AA en el plasma seminal estan
relacionadas positivamente con el porcentaje de espermatozoides
morfologicamente normales y por esto se ha sugerido que la Vitamina C es una

vitamina protectora del epididimo (Rolf et al., 1999). Adicionalmente, altas
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concentraciones de AA en el plasma sanguineo se correlacionan con un
aumento de la concentracion de espermatozoides en el epididimo y un
incremento de las concentraciones de testosterona sérica, lo que indica que la

suplementacién con AA mejora la calidad del semen (Angulo et al., 2011).

Estudios realizados en ratas macho expuestos a HH intermitente han
reportado que la suplementacion con AA contrarresta los efectos de la hipoxia
sobre el cuerpo, la masa testicular y la masa epididimal; protegiendo contra la
lipoperoxidacién testicular y epididimal, y preservando el recuento espermatico
epididimal (Farias et al., 2010).

Aunque la vitamina C administrada oralmente en rumiantes adultos es
parcialmente destruido en el rumen (Knight et al., 1940), se ha demostrado que
su suplementacion oral multiple en polvo fino como un antioxidante dietético
mejora la calidad del semen en carneros después de 4 - 6 semanas de
tratamiento (Jafaroghli et al., 2014) e incrementa significativamente alcanzando
aproximadamente el doble de sus concentraciones plasmaticas en ovejas

(Parraguez et al., 2011) y carneros (Cofré-Narbona et al., 2016).

Por otra parte, al combinar la lipofilicidad y la hidrofilicidad de las vitaminas
C y E, pueden actuar sinérgicamente in vivo para reducir significativamente el
dafio peroxidativo (Rolf et al., 1999) y el porcentaje de ADN fragmentado en el
espermatozoide (Greco et al., 2005). Ademas, se ha demostrado que su
suplementacién combinada por 30 dias permite incrementar el estatus
antioxidante del plasma seminal, la concentracion espermatica de los
eyaculados y las caracteristicas espermaticas relacionadas con fertilidad en
carneros (Cofré-Narbona et al.,, 2016). La actividad sinérgica entre ambas
vitaminas para reducir el dafio peroxidativo se debe a la capacidad del AA de
reaccionar con los radicales tocoferoxilos y regenerar el tocoferol activo,
permitiendo asi su reciclaje para que continle ejerciendo su funcién
antioxidante (Thiele et al., 1995; Cofré-Narbona et al., 2016).
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3. HIPOTESIS

La exposicion a la altura genera estrés oxidativo alterando la
espermatogénesis, la morfologia espermatica y reduciendo la capacidad
antioxidante en el plasma seminal. Estos efectos son prevenidos por la

suplementacion oral con vitaminas C y E.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General.

Estudiar los efectos de la suplementacién de vitaminas antioxidantes
sobre la gametogénesis, la morfologia espermatica y el estatus antioxidante
del plasma seminal en carneros expuestos a la altura en forma aguda o

cronica.

4.2. Obijetivos Especificos.

l. Establecer el efecto de la exposicidon aguda y cronica a la altura,
sobre las poblaciones celulares presentes en los tubulos
seminiferos de testiculos de carneros.

I. Establecer el efecto de la exposicién aguda y crénica a la altura,
sobre la morfologia esperméatica en eyaculados de carneros.

[1I. Establecer el efecto de la exposicion aguda y cronica a la altura,
sobre estatus antioxidante del plasma seminal de carneros.
V. Establecer el efecto de la suplementacion oral con vitaminas Cy E

sobre las caracteristicas indicadas en los objetivos anteriores.
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5. MATERIALES Y METODOS.

El estudio fue aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de
Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile (FAVET) vy el
Comité Asesor de Bioética de la Comision Nacional Cientifica y Tecnologica
(CONICYT).

Localizacion

El estudio se realizd en las dependencias de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias, y en la Estacion Experimental de Altura del Centro
Internacional de Estudios Andinos (INCAS, 3659 m.s.n.m., presion barométrica
= 667 kPa), ambas de la Universidad de Chile.

Animales

Los animales considerados para este estudio correspondieron a 120
carneros mestizos, entre 1 a 2 afios de edad (provenientes de pariciones de la
misma temporada reproductiva), de caracteristicas fenotipicas similares entre si
y de semejante peso corporal (45 - 55 kg). Setenta fueron nativos del nivel del
mar. Veinte de ellos fueron mantenidos a nivel del mar (grupo BB) y los
restantes cincuenta fueron llevados a la estacion de altura del INCAS (grupo
BA). Otros cincuenta carneros fueron nativos de la altura (> 3500 m, grupo AA)
y mantenidos en el INCAS junto al grupo de animales subidos. La mitad de los
animales de cada grupo fueron suplementados con vitaminas antioxidantes,
como se describird mas adelante, cuyos grupos fueron denominados BBV, BAV
y AAV, respectivamente.

Los animales fueron alimentados con heno de alfalfa y alimento
balanceado, de acuerdo a sus requerimientos nutricionales (NRC, 1985) y

dispusieron de agua ad libitum durante todo el estudio. La suplementacion de
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vitaminas para los grupos tratados correspondié a una administracion diaria de
600 mg de vitamina C (acido ascérbico) y 451 U.l. de vitamina E (a-tocoferol),
via oral, durante 30 y 60 dias en los animales BBV y durante 30, 60, 120, 180y
240 dias para los grupos BAV y AAV. Las dosis de vitaminas fueron calculadas
sobre la base de estudios previos en ovinos mantenidos a gran altura, donde
han demostrado prevenir los efectos del estrés oxidativo en ovejas mantenidas

bajo las mismas condiciones experimentales (Parraguez et al., 2011).

Toma de muestras

Se tomaron muestras (semen, tejido testicular y sangre) desde el
comienzo del estudio (dia 0, mes de diciembre) y durante los dias 30 (enero),
60 (febrero), 120 (abril), 180 (junio) y 240 (agosto) posteriores al inicio de la
suplementaciéon vitaminica, tanto en los grupos tratados como en los grupos
control sin vitaminas. Como se indicO en el parrafo previo, en los animales BB y
BBV la toma de muestras fue sélo a los 30 y 60 dias de tratamiento y sirvieron
como controles para la exposicion aguda a la altura de los carneros BA y BAV.
Cada grupo, definido por la presencia o ausencia de suplementacion vitaminica,
por la altura de origen y de analisis de los animales estuvo formado por 5
individuos en cada tiempo muestral. Este “n” corresponde al nimero minimo de
animales necesarios para observar diferencias significativas entre grupos en
funcion de la variabilidad del diametro testicular en relacion a la calidad seminal

de carneros, considerando un a=0,05 (Islam y Land, 1977).

Extraccion y anélisis de eyaculados

Los eyaculados fueron extraidos mediante electroestimulacion, con un
electroeyaculador especialmente disefiado para pequefios rumiantes (ruminants
Minitube €320, Tiefenbach, Germany). Antes de iniciar el procedimiento de
electroeyaculacion, los carneros fueron sedados usando xilazina (0,2 mg kg-1

peso corporal, xilazina al 2%, Centrovert, Santiago, Chile), a continuacion, el
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recto fue vaciado con un dedo enguantado y el area periprepuceal fue lavado
con solucién salina y secado cuidadosamente con toalla de papel. La sonda
(diametro: 2,5 cm, longitud: 16 cm) fue lubricada con gel de contacto ecogréafico,
se introdujo en el recto con los tres electrodos longitudinales orientados
ventralmente y se aplicaron rampas eléctricas que consistieron en aumentos
consecutivos de 0,5 V, a partir de 0 hasta un maximo de 8 V, aplicandose cada
voltaje durante 3 segundos, seguido de un periodo de descanso de 3 segundos.
Los eyaculados se recibieron en copas de vidrio estériles, aisladas y protegidas
de la luz solar. Esta técnica se prefirio debido a la gran cantidad de animales de
experimentacion y la eventual ausencia de libido sexual en los animales
expuestos a la altura de manera aguda, como han reportado Monge et al.
(1945). Ademas de ser una técnica mas practica ya que no requiere
entrenamiento previo de los carneros y se puede utilizar para el examen

androldgico (Matthews et al., 2003).

De cada eyaculado se tom0 una gota, que se colocO sobre un portaobjetos de
vidrio para hacer un frotis, que fue fijado en etanol al 70% por un minuto, luego
fue teflido con Hematoxilina-Eosina y se cubrié con un portaobjetos.

El resto del semen se centrifugd a 1500 g x 10 min a 4°C y el plasma seminal
obtenido se almacen6 a -80°C, hasta la medicion de las enzimas antioxidantes

y la capacidad antioxidante total.

Evaluacion de anormalidades espermaticas

El estudio de los frotis se llevé a cabo mediante la observacion y obtencion
de imagenes microscopicas en 5 campos tomados al azar de cada muestra de
eyaculado, utilizando una magnificacion de 40x. Las imagenes se analizaron
mediante la utilizacién del software Leica Application Suite v.1.8.0 con el fin de
comparar la morfologia espermatica del eyaculado. En cada campo se analiz

100 espermatozoides, clasificAandose en normales y anormales, considerando
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las siguientes categorias segun la localizacion de la anormalidad como se
describe en Barth y Oko (1989):

- Anormalidades de cabeza: cabeza pequefia, cabeza gigante, cabeza

plegada, cabeza sin clasificaciéon, cabeza suelta.

- Anormalidades de pieza media: parte intermedia distal torcida, cuello
torcido, gota citoplasmatica.

- Anormalidades de cola: parte principal doblada, cola enrollada, gota
citoplasmatica, cola doblada, cola cortada

- Anormalidades combinadas: pieza media distal torcida con gota

citoplasmatica y cuello torcido con cola enrollada.
- Anormalidades sin clasificacion.

Los resultados para cada tipo de anormalidad espermatica se expresarén como

porcentaje relativo.

Medicion de enzimas antioxidantes y capacidad antioxidante total (TAC)

en el plasma seminal

La SOD fue medida en 10 puL de plasma seminal diluido 1:25 en tampdn
de muestra (50 mMTris-HCI, pH 8,0), utilizando el Superoxide Dismutase Assay
Kit® (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, EE.UU.), siguiendo las
instrucciones del proveedor. La GPx fue medida en 20 pL de plasma seminal,
usando el Glutathione Peroxidase Assay Kit® (Cayman Chemical Company,
Ann Arbor, EE.UU.), siguiendo las instrucciones del proveedor. Mientras tanto,
la TAC se medird en 10 pL de plasma seminal diluido 1:10 en tampodn de
ensayo (fosfato de potasio 5 mM, pH 7,4, que contiene cloruro sédico 0,9% y
0,1% de glucosa), utilizando el Antioxidant Assay Kit ® (ELISA kit comercial,

Cayman Chemical Company, Ann Arbor, EE.UU.), siguiendo las instrucciones
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del proveedor. En los ensayos de SOD y TAC, se midio la absorbancia en un
lector de microplacas (DNM-9602, Perlong Medical Equipment Co. Ltd.,
Nanjing, China), mientras que para el caso de la GPx la absorbancia fue leida a
340 nm, cada un minuto durante 5 minutos, con un espectrofotometro para
microplacas (Epoch ™, Winooski, VT, EE.UU.).

Extraccion de tejido testicular

Para la extraccibn de muestras de tejido testicular, se procedié a la
hemicastracion de los carneros. Para esto, los animales fueron sedados con
Xilacina via intramuscular (0,2 mg /kg) y luego anestesiados con Ketamina (20
mg/kg), seguido de anestesia local (Lidocaina) en el corddn testicular. Al
término de la cirugia, cada carnero fue tratado con 12.000 Ul de Penicilina G
Procaina + 15 mg de Dihidroestreptomicina por Kg. de peso, una vez al dia,
durante 3 dias. Luego de la recuperacion, los animales fueron donados a

comunidades vecinas (Putre) y a la granja educativa Mundo Granja (FAVET).

A todos los animales se les extrajo el testiculo izquierdo, desde donde se
tomé 0,5 cm? de tejido de la zona ecuatorial, que fue fijado en solucién Bouin
alcoholico por 24 horas y luego incluido en parafina y preparado para histologia
corriente. Se obtuvieron cortes de 4 um de espesor, que fueron tefildos con

Acido Peryddico de Schiff (PAS) y Hematoxilina-Eosina.

Andlisis histologico del tejido testicular

El estudio histologico de las muestras de testiculo se llevd a cabo
mediante la observacién y obtencion de imagenes microscépicas en 6 campos
(seleccionados de acuerdo con lo descrito méas adelante), que fueron
fotografiadas con un aumento de 40x. Los criterios utilizados para la seleccion
de los campos a analizar fueron que los tubulos seminiferos presentes en cada
campo presentaran un lumen equidistante de los bordes del tubulo, tabulos

cuya forma no estuviese alterada por estructuras adyacentes y encontrarse en
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las etapas Il y/o IV del ciclo del epitelio seminifero acorde a la clasificacion de
Wrobel et al. (1995), con el fin de que los tubulos analizados fueran lo méas
homogéneos posible. Las imagenes fueron analizadas mediante la utilizacion
del software Leica Application Suite v.1.8.0, con el fin de comparar la estructura
microscopica de los tubulos seminiferos. En cada campo se analizé la altura del
epitelio seminifero, el diAmetro tubular y las poblaciones celulares presentes en
los tubulos seminiferos, las que segun las caracteristicas morfolégicas y tamafio
de su nucleo, ademas de la posicién de las células dentro del tabulo seminifero
fueron clasificadas en: espermatogonias, espermatocitos y espermatidas
(Ahmed y De Rooij, 2009). Las poblaciones celulares presentes en el epitelio
seminifero fueron cuantificadas para determinar el total de espermatogonias,
espermatocitos y espermatidas presentes. Para determinar la altura del epitelio
seminifero se promedid la altura del epitelio germinal de cuatro puntos
equidistantes dentro del tubulo seminifero. Mientras que el diametro tubular fue
determinado promediando las medidas de dos diametros perpendiculares por
tubulo (Gastel et al.,, 1995; Bielli et al., 1997). La cuantificacibn de las
poblaciones celulares, la medicion de la altura del epitelio seminifero y el
diametro tubular se realizO mediante la utilizacion del software ImageJ

(http://rsbweb.nih.gov/ij).

Medicion de las concentraciones de las vitaminas C y E en la sangre.

Se extraj6 una muestra de sangre (10 mL) a cada carnero mediante
venopuncion de la vena yugular izquierda, usando jeringas heparinizadas. La
sangre fue centrifugada (Hettich, Mikro 200R, Andreas Hettich GmbH & Co.Kg,
Germany) a 1200g x 5 min y el plasma sanguineo obtenido fue dividido en
alicuotas que se almacenaron a -80°C (llshin, DF8514, lIlshin Lab Co.Ltd,
Korea). Posteriormente, las concentraciones de las vitaminas C y E fueron

medidas mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC; Waters
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Alliance 2695; Waters, Milford, MA, EEUU) como ha sido previamente descrito
en Parraguez et al. (2011).

La vitamina C fue medida por HPLC con deteccion amperométrica. Las
muestras de plasma fueron diluidas 10 veces en agua ultrapura, usando un
electrodo de carbon vitreo operado a 800 mV y un electrodo Ag/AgCl de

referencia.

La vitamina E fue medida por HPLC con deteccion de fluorescencia. Para
la extraccion de vitamina E, las muestras de plasma fueron diluidas en etanol y
diclorometano. El espectrofluorimetro fue ajustado a longitudes de onda de
excitacion y emisiéon de 290- y 330-nm, respectivamente.

Analisis Estadistico

Los resultados de las variables analizadas se compararon mediante
Andlisis de Varianza (ANOVA) o Kruskal Wallis, dependiendo de la distribucion
de los datos. Se utiliz6 el modelo lineal general, para establecer los efectos de
la exposicion a la altura, los efectos del tratamiento y la interaccion entre estos
factores. Se utilizo la prueba de comparacion multiple de Duncan o de Dunn
para determinar si existen diferencias significativas entre los resultados de los
grupos cuando el ANOVA o Kruskal Wallis resulté significativo. ElI andlisis
estadistico se llevé a cabo utilizando el software InfoStat (Infostat, 2016). Se
considerd diferencias significativas cuando P<0,05. Los resultados de las
variables analizadas fueron expresados como promedios + SEM. Las tablas que
muestran los resultados del analisis estadistico para cada variable se presentan

en un capitulo final de “Material Complementario”.



33

6. RESULTADOS

6.1. Efectos de la exposicidon aguda y crénica a la altura, y de la
suplementaciéon oral con vitaminas sobre la poblacion de
espermatogonias presentes en tubulos seminiferos de testiculos

de carneros.

En la tabla 1 se observa que entre los dias 0, 30, 60 de tratamiento hubo
diferencias significativas entre los grupos en la poblacion de espermatogonias

presentes en los tubulos seminiferos de testiculos de carneros.

En el dia 0 se observaron diferencias entre todos los grupos, donde se
aprecia que los grupos expuestos a gran altura (BA y AA) presentaron mayor
cantidad de espermatogonias (P<0,05) que el grupo control (BB). Asimismo, los
carneros nativos de gran altura (AA) presentaron la mayor poblacion de
espermatogonias (P<0,05) entre los grupos.

En el dia 30, se observé que los grupos nativos de gran altura (AA 'y AAV)
tuvieron un mayor promedio de espermatogonias (P<0,05) con respecto al resto
de los grupos. Por otro lado, se aprecia que solo los grupos BA y BAV tuvieron
diferencias significativas (P<0,05). Entre los grupos BB, BBV y BAV no se

observaron diferencias.

Al dia 60, solo se observan diferencias segun la altura de exposicidn
(P<0,05) donde los grupos expuestos a la altura (BA, BAV, AA y AAV)
exhibieron un mayor promedio de espermatogonias (P<0,05) que los grupos
control (BB y BBV).

En los grupos expuestos a la altura por mas de 60 dias solo se observaron
diferencias los dias 180 y 240. En el dia 180 solo se aprecian diferencias segun
la altura de origen (P<0,05) donde grupos nativos de gran altura (AA y AAV)
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registraron una mayor cantidad de espermatogonias (P<0,05) con respecto a
los grupos nativos de baja altura (BA y BAV). En el dia 240, solo se observaron
diferencias segun si recibieron suplementacién vitaminica entre los grupos BA 'y
BAV, por otro lado, la cantidad de espermatogonias observadas en el grupo
AAV es significativamente mayor (P<0,05) en relacién con los grupos nativos de

baja altura (BA 'y BAV).

Tabla 1. Poblacion de espermatogonias presentes en el tubulo seminifero
de testiculos de carneros controles y expuestos a gran altitud con y sin

suplementacion con vitaminas C y E durante 240 dias.

Dias de tratamiento
30 60 120 180 240

BB 36+08 | 375+12" | 34541

BBV 36+1,3° | 341+12

BA 389+1 326409 | 393+12° | 418+15 | 341217 | 322409
BAV 371+09 | 401+12" | 459419 | 315+14° | 364+11°
AA 44+0,9° 436+15 | 402+14" | 453+21 | 446+13" 393+1%"
AAV 412+15" | 397+13" | 449+22 441+1° 447+1°

En los rétulos de los grupos, la primera letra indica la altura de origen (B: baja altura; A: gran altura), la
segunda letra indica la altura donde se desarroll6 el experimento (B: baja altura; A: gran altura). V indica
que fueron suplementados con vitaminas C y E. Letras distintas dentro de cada tiempo indican diferencia
significativa entre grupos de un mismo tiempo muestral (tiempo 0, 30, 60, 120, 180 y 240: test de Kruskal
Wallis y test de Dunn, P<0,05). La ausencia de letras indica que no hubo diferencias significativas entre

grupos de un mismo tiempo muestral.
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6.2. Efectos de la exposicion aguda y cronica a la altura, y de la
suplementacion oral con vitaminas sobre la poblacion de
espermatocitos presentes en tubulos seminiferos de testiculos

de carneros.

En la tabla 2, se observa en la mayoria de los dias de tratamiento, a
excepcion el dia 120, que hubo diferencias significativas entre los grupos en la
poblacién de espermatocitos presentes en los tubulos seminiferos.

Al inicio del tratamiento (dia 0) se observlo que los grupos expuestos a la
altura (BA y AA) presentaron un mayor promedio de espermatocitos (P<0,05)

que el grupo control.

En el dia 30 se observaron diferencias entre los grupos segun su origen
(baja altura vs gran altura, P<0,05), percibiéndose una mayor poblacién de

espermatocitos (P<0,05) en los grupos AA 'y AAV.

En el dia 60 se observo un efecto de la altura (P<0,05) donde todos los
carneros expuestos a gran altura presentaron una mayor poblacion de
espermatocitos (P<0,05) en relacion con los grupos control. Por otro lado, se
observaron una menor cantidad de espermatocitos (P<0,05) entre los carneros

expuestos a gran altura que fueron suplementados con vitaminas.

Al dia 120 no se observaron diferencias, sin embargo, en los dias 180 y 240
los carneros nativos de gran altura exhibieron una mayor poblacion de
espermatocitos (P<0,05), por otro lado, al dia 240 solo se observan diferencias
segun si recibieron suplementacién entre los grupos BA y BAV, donde BAV

registro la mayor poblacion (P<0,05).
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Tabla 2. Poblacion de espermatocitos presentes en el tubulo seminifero de
testiculos de carneros controles y expuestos a gran altitud con y sin
suplementacién con vitaminas C y E durante 240 dias.

Dias de tratamiento
0 30 60 120 180 240
BB 507+12° | 53+17° | 484+17"
BBV 404+22° | 464116
BA 63,6+ 2" 427+12° | 709+14" | 533+23 | 437+26" | 331+17°
BAV 281+12" | 643+17" | 621231 | 385+14" | 456+13°
AA 625+19" | 717+27" | 665422 | 61,5+35 58 +27° 527+1.7"
AAV 77+26" 577+23 | 527+38 | 5902+18" | 528+16"

En los rétulos de los grupos, la primera letra indica la altura de origen (B: baja altura; A: gran altura), la
segunda letra indica la altura donde se desarrollé el experimento (B: baja altura; A: gran altura). V indica
que fueron suplementados con vitaminas C y E. Letras distintas dentro de cada tiempo indican diferencia
significativa entre grupos de un mismo tiempo muestral (tiempo 0, 30, 60, 120, 180 y 240: test de Kruskal
Wallis y test de Dunn, P<0,05). La ausencia de letras indica que no hubo diferencias significativas entre

grupos de un mismo tiempo muestral.

6.3. Efectos de la exposicion aguda y crénica a la altura, y de la

suplementacion oral con vitaminas sobre la poblacion de
espermatidas presentes en tubulos seminiferos de testiculos de

carneros.

En la tabla 3, se observa que hubo diferencias significativas entre los grupos

en la mayoria de los dias de tratamiento, a excepcion del dia 120.

Al comienzo del tratamiento (dia 0) se observaron diferencias entre todos los
grupos de carneros, donde los grupos expuestos a la altura (BA y AA)
exhibieron mayores poblaciones de espermatidas (P<0,05) que el grupo control
(BB).

En el dia 30 se aprecia que los carneros nativos de altura (AA y AAV)

presentaron una mayor poblacién de espermatidas (P<0,05), siendo los valores
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del grupo AAV los que alcanzaron valores mas altos (P<0,05). Por otra parte, se
observé un menor promedio de espermatidas (P<0,05) entre los carneros

nativos de baja altura en los que fueron expuestos a altura (BA).

En el dia 60, se observé que los grupos expuestos a altura (BA, BAV, AA'y
AAV) presentaron mayores poblaciones de espermatidas (P<0,05) que los
grupos control (BB y BBV). También se distingue entre los carneros nativos de
altura, que el grupo suplementado (AAV) mostr0 una menor cantidad de

espermatidas (P<0,05).

En el dia 120 no se observaron diferencias entre los grupos. En cambio, al
dia 180 se observd que la poblacion de espermatidas es mayor en los grupos

nativos de altura (P<0,05).

En el dia 240 solo se observé que la cantidad de espermatidas del grupo BA

es menor (P<0,05) en relacion con los grupos AA 'y AAV.
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Tabla 3. Poblacion de espermatidas presentes en el tubulo seminifero de
testiculos de carneros controles y expuestos a gran altitud con y sin

suplementacion con vitaminas C y E durante 240 dias.

Dias de tratamiento
0 30 60 120 180 240

BB 979+28° | 1105+39° | 857+33°

BBV 977+53° | 829+4°

BA 1147+4° | 952+36" | 1239+41% | 1223+64 | 1044+54° | 818+42"
BAV 982+3° | 1193+4* | 1448+87 | 105+46" | 985+38"
AA 1358+3.1° | 1304+66" | 1164+38* | 1422+89 | 1378+5 | 107.1+37°
AAV 1531+47 | 974+45° | 1162+91 | 1449+48 | 1138+41°

En los rétulos de los grupos, la primera letra indica la altura de origen (B: baja altura; A: gran altura), la
segunda letra indica la altura donde se desarrollé el experimento (B: baja altura; A: gran altura). V indica
que fueron suplementados con vitaminas C y E. Letras distintas dentro de cada tiempo indican diferencia
significativa entre grupos de un mismo tiempo muestral (tiempo 0, 30, 60, 120, 180 y 240: test de Kruskal
Wallis y test de Dunn, P<0,05). La ausencia de letras indica que no hubo diferencias significativas entre

grupos de un mismo tiempo muestral.

6.4. Efectos de la exposicion aguda y cronica a la altura, y de la
suplementacion oral con vitaminas sobre la altura del epitelio

seminifero de los tubulos seminiferos de testiculos de carneros.

En la Tabla 4 se observa que en todos los dias de tratamiento hubo
diferencias significativas entre los grupos en la altura promedio del epitelio

seminifero.

Al comienzo del tratamiento (dia 0) se observaron diferencias segun la altura
de exposicion (P<0,05), donde los carneros expuestos a la altura (BA y AA)

presentaron una mayor altura del epitelio seminifero (P<0,05).

Al dia 30, los carneros nativos de altura (AA y AAV) tuvieron mayores alturas

epiteliales (P<0,05) que los grupos nativos de baja altura (BB, BBV, BA y BAV).
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Por otra parte, que el grupo suplementado BAV presenté una mayor altura que
el grupo BA (P<0,05).

En el dia 60, se observdé que entre los grupos no suplementados hay
diferencias segun la altura de exposicién (P<0,05) donde los grupos BA y AA
presentaron las mayores alturas epiteliales (P<0,05). Por otra parte, los grupos
suplementados (BAV y AAV) exhibieron una menor altura del epitelio seminifero
(P<0,05) en relacién con los no suplementados (BA y AA). En cambio, entre los
grupos controles, los carneros suplementados (BBV) fueron los que presentaron
la mayor altura promedio (P<0,05).

En el dia 120 no se observaron diferencias, sin embargo, en el dia 180, se
distinguieron diferencias segun la altura de origen (P<0,05), donde los grupos
nativos de gran altura (AA y AAV) presentaron mayores promedios de la altura
del epitelio (P<0,05).

En el dia 240, solo se percibe que el grupo BA presentd la menor altura
epitelial (P<0,05). Por otro lado, entre los grupos BAV, AA y AAV no se

observaron diferencias.
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Tabla 4. Altura promedio del epitelio seminifero de testiculos de carneros
controles y expuestos a gran altitud con y sin suplementacién con

vitaminas C y E durante 240 dias.

Dias de tratamiento

0 30 60 120 180 240
BB 506 +04" | 51.6+04° | 493+07°
BBV 525+07° 53+0,9°
BA 615+08 | 520+06° | 609+87" 61+1.3 565+12"° | 545+08°
BAV 555+08" | 527+09° | 647+16 | 545+00° 58+ 09"
AA 62,2 +0,9" 61+ 14" 61,4+09° | 622+158 | 635+15 | 586+08"
AAV 622+11° | 548+09° | 609+223 | e2+14™ | 585+09°

En los rétulos de los grupos, la primera letra indica la altura de origen (B: baja altura; A: gran altura), la
segunda letra indica la altura donde se desarroll6 el experimento (B: baja altura; A: gran altura). V indica
que fueron suplementados con vitaminas C y E. Letras distintas dentro de cada tiempo indican diferencia
significativa entre grupos de un mismo tiempo muestral (tiempo 0, 30, 60, 120, 180 y 240: test de Kruskal
Wallis y test de Dunn, P<0,05). La ausencia de letras indica que no hubo diferencias significativas entre

grupos de un mismo tiempo muestral.

6.5. Efectos de la exposicion aguda y cronica a la altura, y de la
suplementacion oral con vitaminas sobre el diametro tubular

promedio de tubulos seminiferos de testiculos de carneros.

En la tabla 5, en todos los dias de tratamiento se observaron diferencias

entre los grupos en el diametro tubular promedio.

En el dia O se observé que el didmetro tubular de los carneros expuestos a

la altura (BA y AA) fue mayor que en el grupo control (P<0,05).

En el dia 30, el menor diametro tubular (P<0,05) fue observado en el grupo
BA, en cambio, los mayores valores se apreciaron en los carneros nativos de
gran altura (AA y AAV). Por otra parte, se advirtié entre los grupos de carneros

expuestos a la altura que los que fueron suplementados (BAV y AAV)
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presentaron un mayor diametro tubular (P<0,05) que los que no fueron

suplementados (BA y AA), respectivamente.

Al dia 60, se observaron diferencias segun la altura de exposicion (P<0,05)
donde el menor diametro tubular (P<0,05) se observé en los carneros no
expuestos a la altura (BB y BBV). Por otro lado, se observaron diferencias entre
los carneros expuestos a altura segun si recibieron suplementacion vitaminica
donde los suplementados (BAV y AAV) presentaron un menor diametro tubular
(P<0,05).

En el dia 120, solo se observaron diferencias entre los grupos
suplementados (BAV y AAV), donde los carneros nativos de altura (AAV)

presentan un menor diametro promedio (P<0,05).

Al dia 180 se presencié un mayor diametro tubular (P<0,05) en los grupos
nativos de altura (AA y AAV).

Al dia 240, se observo que el grupo BA presento el menor didmetro tubular
(P<0,05). Por otro lado, a pesar de que no se observaron diferencias del grupo
AA con respecto a los suplementados BAV y AAV, los carneros suplementados
si presentaron diferencia segun su altura de origen donde el menor diametro

tubular correspondi6 al grupo BAV (P<0,05).
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Tabla 5. Diametro tubular promedio de testiculos de carneros controles y

expuestos a gran altitud con y sin suplementacién con vitaminas C y E
durante 240 dias.

Dias de tratamiento
0 30 60 120 180 240
BB 173+11° 178 +1.4° 167 +1.6°
BBV 180 +1.9° 168 +1.9°
BA 199+17* | 166+12" | 195+17° | 193+2090% | 179+43° 166+ 2.8°
BAV 175+14° | 182+28° | 108+27* | 176+28° | 180+23°
AA 201+19" | 189+26° | 190+23* | 189+36™ | 107+32" | 187+26%
AAV 199+23" | 175428 184+6 204+21° | 101+23°

En los rétulos de los grupos, la primera letra indica la altura de origen (B: baja altura; A: gran altura), la
segunda letra indica la altura donde se desarrollé el experimento (B: baja altura; A: gran altura). V indica
que fueron suplementados con vitaminas C y E. Letras distintas dentro de cada tiempo indican diferencia
significativa entre grupos de un mismo tiempo muestral (tiempo 0, 30, 60, 120, 180 y 240: test de ANOVA
y test de Duncan, P<0,05).

6.6. Efectos de la exposicion aguda y crénica a la altura, y de la

suplementacion oral con vitaminas sobre la morfologia

espermatica en eyaculados de carneros.

En la tabla 6 se presenta el porcentaje de anormalidades espermaticas,
donde solo hasta el dia 60 de tratamiento se observaron diferencias entre los

grupos.

El porcentaje de anormalidades espermaticas del grupo BA fue el mayor
durante los dias 0, 30 y 60 (P<0,05). Por otro lado, el grupo BAV solo present6
un mayor valor de anormalidades al dia 30 en relacién con los grupos BB, BBV,
AA 'y AAV (P<0,05).



43

No se observaron efectos de la suplementacion con vitaminas entre los
grupos en el porcentaje de anormalidades espermaticas. A partir del dia 120 no

se observaron diferencias significativas.

Tabla 6. Porcentaje de anormalidades espermaticas totales en eyaculados
de carneros controles y expuestos a gran altitud con y sin suplementacion

con vitaminas C y E durante 240 dias.

Dias de tratamiento
0 30 60 120 180 240
BB 43+11° 75+11"° 58+12"
BBV 51+1.1° 62+2
BA 104+11% | 121+13° | 118+18° 73+1 4,8+0,8 92+11
BAV 10.7+09° 10+15" 3,6+05 6,1+0,8 78+13
AA 73+1% 6+07 89+11% 97+12 6,2+0,9 7+13
AAV 53+07 63+13 78209 37107 6,6+1

En los rétulos de los grupos, la primera letra indica la altura de origen (B: baja altura; A: gran altura), la
segunda letra indica la altura donde se desarrollé el experimento (B: baja altura; A: gran altura). V indica
que fueron suplementados con vitaminas C y E. Letras distintas dentro de cada tiempo indican diferencia
significativa entre grupos de un mismo tiempo muestral (tiempo 0, 30, 60, 120, 180 y 240: test de Kruskal
Wallis y test de Dunn, P<0,05). La ausencia de letras indica que no hubo diferencias significativas entre

grupos de un mismo tiempo muestral.
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6.7. Efectos de la exposicion aguda y cronica a la altura, y de la
suplementacion oral con vitaminas sobre la actividad de

Glutation Peroxidasa (GPx) en el plasma seminal de carneros.

En la tabla 7, se observa que la mayoria de los dias de tratamiento, excepto
los dias 120 y 180, se encontraron diferencias significativas en la actividad de

GPx en el plasma seminal.

La mayor actividad de GPx seminal se observé en los grupos controles (BB
y BBV) durante los dias 0, 30 y 60 (P<0,05). Por otra parte, en el dia 0 se

advierte que, el grupo BA presentd la actividad mas baja (P<0,05).

Al dia 30, se observaron diferencias tanto entre los grupos control como en
los nativos de altura, segun si recibieron suplementacion vitaminica (P<0,05),
donde los grupos suplementados (BBV y AAV) presentaron mayor actividad que

los no suplementados (BB y AA) (P<0,05), respectivamente.

Al dia 60 se observé entre los carneros expuestos a la altura que la mayor
actividad de GPx (P<0,05) la presentaron los carneros nativos de gran altura
(AAy AAV).

Entre los dias 120 y 180 no se observaron diferencias, sin embargo, al dia
240 solamente se observo que el grupo BAV tiene una mayor actividad

enzimatica que el grupo AA (P<0,05).
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Tabla 7. Actividad de Glutation Peroxidasa en el plasma seminal de
carneros controles y expuestos a gran altitud con y sin suplementacion

con vitaminas C y E durante 240 dias.

Dias de tratamiento

0 30 60 120 180 240
BB 2485+188" | 2008+ 235" | 3003+18.9°
BBV 2753+159° | 312+97°
BA 556+56 | 725453" | 779+83° 88+52 | 1333+103 | 913+64"
BAV 874+128" | 841+102° | 1092+96 | 1427+67 | 1161 +151°
AA 936+8" | 992+105° | 1242+65" | 1061+139 | 117,1+151 | 682+135"
ARV 1452 +7.9° | 1344 +143" | 1245+144 | 1116+138 | 943+9™

En los rétulos de los grupos, la primera letra indica la altura de origen (B: baja altura; A: gran altura), la
segunda letra indica la altura donde se desarrollé el experimento (B: baja altura; A: gran altura). V indica
que fueron suplementados con vitaminas C y E. Letras distintas dentro de cada tiempo indican diferencia
significativa entre grupos de un mismo tiempo muestral (tiempo 0, 30, 60, 120, 180 y 240: test de ANOVA
y test de Duncan, P<0,05). La ausencia de letras indica que no hubo diferencias significativas entre grupos

de un mismo tiempo muestral.

6.8. Efectos de la exposicion aguda y cronica a la altura, y de la

suplementacion oral con vitaminas sobre la actividad de

Superoéxido Dismutasa (SOD) en el plasma seminal de carneros.

En la tabla 8 solo hasta el dia 60 de tratamiento se observan diferencias

entre los grupos en la actividad de SOD seminal.

Desde el comienzo del tratamiento (dia 0) hasta el dia 60 se observé que en
los grupos expuestos a la altura se registr6 la menor actividad de SOD
(P<0,05). Sin embargo, en el dia 30 se observé que los grupos expuestos a la
altura que han sido suplementados con vitaminas no tendrian diferencias

significativas con el grupo BB. Aun asi, no se observaron efectos de la
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suplementacién con vitaminas entre los grupos sobre la actividad de SOD

seminal.

A partir del dia 120 no se observaron diferencias significativas entre los

grupos.

Tabla 8. Actividad de Superdéxido Dismutasa en el plasma seminal de
carneros controles y expuestos a gran altitud con y sin suplementaciéon

con vitaminas C y E durante 240 dias.

Dias de tratamiento
0 30 60 120 180 240

BB 473+69" | 479+87% 73+52"

BBV 61.4+68" | 703+79°

BA 276+32 25+78° 11+16° 21,9+3,1 222+2 18,4+5.4
BAV 389+53° | 115+22° 15+2,6 192+2 199+34
AA 27427 179+ 4° 135 + 2.5 16,8 + 3,2 215+4,7 253+7,9
AAV 30+68° | 108+18" | 172437 | 203+19 | 248+67

En los rétulos de los grupos, la primera letra indica la altura de origen (B: baja altura; A: gran altura), la
segunda letra indica la altura donde se desarrollé el experimento (B: baja altura; A: gran altura). V indica
que fueron suplementados con vitaminas C y E. Letras distintas dentro de cada tiempo indican diferencia
significativa entre grupos de un mismo tiempo muestral (tiempo 0, 30, 60, 120, 180 y 240: test de ANOVA
y test de Duncan, P<0,05). La ausencia de letras indica que no hubo diferencias significativas entre grupos

de un mismo tiempo muestral.
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6.9. Efectos de la exposicion aguda y cronica a la altura, y de la
suplementacion oral con vitaminas sobre la Capacidad
Antioxidante Total (TAC) en el plasma seminal de carneros.

En la tabla 9, la mayoria de los dias de tratamiento, excepto en los dias 0 y

180, se observan diferencias significativas en la TAC seminal entre los grupos.

Al inicio del tratamiento (dia 0) no se observaron diferencias significativas
entre los grupos. No obstante, en el dia 30 solo se observé diferencias entre los

grupos BA y BAV, donde la mayor TAC se percibié en el grupo BAV (P<0,05).

Al dia 60 no se observaron diferencias entre los grupos expuestos a la altura
y los grupos control. Sin embargo, en los dias 60 y 120 se advierte que los
carneros nativos de baja altura (BA y BAV) exhibieron menores TAC seminales

(P<0,05) que los carneros nativos de altura (AA 'y AAV).

En el dia 180 no se observaron diferencias, no obstante, al dia 240 se

distingue que el grupo BA manifesté una menor TAC que el grupo AA (P<0,05).
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Tabla 9. Capacidad antioxidante total (TAC) del plasma seminal de
carneros controles y expuestos a gran altitud con y sin suplementacion

con vitaminas C y E durante 240 dias.

Dias de tratamiento
0 30 60 120 180 240
BB 21402 16202 | 18+03"
BBV 2+03° 14+01%
BA 202 13+01° | 08203° | 13402 2204 | 11402
BAV 19+01° | 12402 | 14+01" 18402 16+03"
AA 21+02 | 19+01° | 21+01* | 19+00" | 1803 | 19:01°
AAV 1601 | 19+02° 19+01° 27205 17+03%

En los rétulos de los grupos, la primera letra indica la altura de origen (B: baja altura; A: gran altura), la
segunda letra indica la altura donde se desarrollé el experimento (B: baja altura; A: gran altura). V indica
que fueron suplementados con vitaminas C y E. Letras distintas dentro de cada tiempo indican diferencia
significativa entre grupos de un mismo tiempo muestral (tiempo 0, 30, 60, 120, 180 y 240: test de ANOVA
y test de Duncan, P<0,05). La ausencia de letras indica que no hubo diferencias significativas entre grupos

de un mismo tiempo muestral.

6.10. Efectos la exposicion aguda y cronica a la altura, y de la
suplementacion oral con vitaminas sobre la concentracion de

vitamina C en el plasma sanguineo de carneros.

En la figura 1 solo se distinguen diferencias los dias 30 y 60 entre los grupos

en la concentracion de vitamina C en el plasma sanguineo.

Al dia 0 no se observaron diferencias entre los grupos. Sin embargo, los
dias 30 y 60 se aprecia una mayor concentracion de vitamina C sanguinea
(P<0,05) en los grupos que recibieron suplementacion con vitaminas (BBV, BAV

y AAV) con respecto a los no suplementados (BB, BAy AA).
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Figura 1. Concentracion de Vitamina C en el plasma sanguineo de
carneros controles y expuestos a gran altitud con y sin suplementacion
con vitaminas C y E durante 60 dias. En los rotulos de los grupos, la primera
letra indica la altura de origen (B: baja altura; A: gran altura), la segunda letra
indica la altura donde se desarrollé el experimento (B: baja altura; A: gran
altura). V indica que fueron suplementados con vitaminas C y E. La ausencia de
letras indica que no hubo diferencias significativas entre grupos de un mismo
tiempo muestral. Letras distintas dentro de cada tiempo indican diferencia
significativa entre grupos de un mismo tiempo muestral (tiempo 0, 30, 60, 120,
180y 240: test de ANOVA y test de Duncan, P<0,05).
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6.11. Efectos de la exposicion aguda y cronica a la altura, y de la
suplementacion oral con vitaminas sobre la concentracion de

vitamina E en el plasma sanguineo de carneros.

En la figura 2 solo se observan diferencias los dias 30 y 60 entre los grupos

en la concentracion de vitamina E en el plasma sanguineo.

Al dia 0 no se aprecian diferencias entre los grupos. Por otra parte, en los
dias 30 y 60 se observo que la concentracion de vitamina en el plasma de la
mayoria de los grupos suplementados es mayor con respecto a los no
suplementados. Sin embargo, al dia 30 no se observaron diferencias entre los
grupos AA y AAV y la misma situacion se distingue al dia 60 entre los grupos
BAy BAV.

Cabe destacar, que ambas mediciones de vitaminas (figura 1 y 2) se
observé que en los dias 30 y 60 en el grupo BBV se registraron las mayores
concentraciones en el plasma (P<0,05).
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Figura 2. Concentracion de Vitamina E en el plasma sanguineo de
carneros controles y expuestos a gran altitud con y sin suplementacion
con vitaminas C y E durante 60 dias. En los rétulos de los grupos, la primera
letra indica la altura de origen (B: baja altura; A: gran altura), la segunda letra
indica la altura donde se desarrollé el experimento (B: baja altura; A: gran
altura). V indica que fueron suplementados con vitaminas C y E. La ausencia de
letras indica que no hubo diferencias significativas entre grupos de un mismo
tiempo muestral. Letras distintas dentro de cada tiempo indican diferencia
significativa entre grupos de un mismo tiempo muestral (tiempo 0, 30, 60, 120,
180y 240: test de ANOVA y test de Duncan, P<0,05).
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7. DISCUSION

En el presente estudio se analizé el efecto de la suplementacion oral con
vitaminas C y E en la gametogénesis, la morfologia espermatica y el estatus
redox del semen en carneros mantenidos bajo condiciones de hipoxia
hipobarica. También se evalué el efecto de la adaptacion que tienen los
carneros que han vivido a una altura superior a 3500 m.s.n.m por varias
generaciones frente a carneros nativos del nivel del mar expuestos

recientemente a la altura.

Es importante sefalar que es el Unico estudio realizado en carneros que ha
evaluado el efecto de la hipoxia natural en la gametogénesis y el estatus redox
del semen. Por otro lado, la mayoria de los estudios relacionados con hipoxia
hipobérica son llevados a cabo en condiciones de laboratorio a gran altura o
camaras hipobaricas las cuales no involucran todas las variables ambientales

que se observan en condiciones naturales.

Con respecto a la suplementacion oral con vitaminas C y E, se ha observado
que los niveles plasmaticos de estas vitaminas se encontraron incrementados
en todos los grupos que fueron suplementados a partir del dia 30. Estos
resultados coinciden con lo reportado por Hidiroglou (1999) en vacas, quién
observd que la suplementacion oral en multiples dosis de vitamina C, como
polvo fino, incrementd las concentraciones plasmaticas de AA, alcanzando su
maxima concentracion a las 30 horas post administracion. Ademas, estudios
realizados previamente en carneros a nivel del mar (Cofré et al., 2016) y ovejas
mantenidas a diferentes condiciones de altura (Parraguez et al., 2011)
confirman estos resultados, donde el incremento en las concentraciones
plasmaticas de las vitaminas C y E en los animales suplementados también fue
asociado con la prevenciéon de efectos perjudiciales de la gran altura sobre los

parametros reproductivos. Por otro lado, las elevadas concentraciones
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plasmaticas de vitamina C registradas en los animales suplementados sugieren
gue existe una absorcion digestiva importante, a pesar de que en la literatura se
seflala que es parcialmente destruida en el rumen (Knight et al., 1940). Al
contrario de los resultados de este trabajo, Knight et al. (1940) reporté en una
vaca una destruccion completa de la vitamina C en el rumen y por lo tanto, no
se incrementarian las concentraciones de AA en el plasma sanguineo. Aun
cuando estos autores utilizaron mayores concentraciones de vitaminas (100 g
de vitamina C) que las empleadas en el presente estudio (600 mg de vitamina
C), tales diferencias podrian deberse probablemente la baja sensibilidad del
meétodo de analisis empleado en el experimento. Actualmente existen métodos
de analisis mas modernos y sensibles como el HPLC. Adicionalmente, el
empled de solo un animal en este experimento sumado al breve tiempo de
duracion del estudio (24 horas), podrian haber influido en los resultados

reportados por este autor.

En este estudio, los carneros expuestos de forma aguda y cronica a la altura
presentaron, en sus tubulos seminiferos, poblaciones celulares
(espermatogonias, espermatocitos y espermatidas) mas abundantes que los
grupos control al dia 0 y 60 del tratamiento. Sin embargo, en otro estudio
llevado a cabo simultaneamente en la misma poblacion de carneros, reporté
que los grupos control presentaron, entre los dias 0 y 60, eyaculados con una
mayor concentracion espermatica que los grupos expuestos a la altura
(Narbona, 2018). Estos resultados, aparentemente contradictorios, podrian
explicarse teniendo en cuenta que, por efecto de la HH, los grupos expuestos a
la altura presenten una alteracién en la espermatogénesis que enlentece o
detiene la diferenciacién celular, también denominada arresto espermatogénico
(Farias et al., 2005a; Farias et al., 2010; Zepeda et al., 2012; Guven et al.,
2014; Narbona, 2018) que se manifestaria principalmente a nivel de las
espermatidas y alteraria, entre otras cosas, la liberacion de células
esperméticas maduras del epitelio seminifero (Liao et al., 2010) y, como
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resultado, se observaria una mayor poblacion de espermatidas en sus etapas
finales de diferenciacion presentes en el epitelio seminifero y una menor
concentracion de espermatozoides en el eyaculado. Otra posible explicacion a
las mayores poblaciones celulares en los grupos de carneros expuestos a la
altura tendria relacion con el tipo de manejo, debido a que los grupos
mantenidos a baja altura nunca estuvieron en contacto con hembras, a
diferencia de los carneros expuestos a gran altura que provenian de rebafios en
los cuales se encontraban mezclados permanentemente con hembras. Existen
estudios donde se ha sugerido que la proximidad de las hembras al macho, por
efecto de estimulos tactiles, visuales y olfatorios, incitaria la actividad
reproductiva del carnero e incrementaria el tamafio testicular, la secrecion de
testosterona, la actividad sexual y la agresividad (lllius et al., 1975; lllius et al.,
1976). Por otra parte, Martin et al. (1990) observé que tan solo la proximidad de
ovejas (sin la necesidad de contacto fisico), tanto en estro como en anestro,
incrementaban la secrecién de LH en carneros. Probablemente, la proximidad
de las hembras en los grupos de carneros expuestos a la altura podria haber
influido en una mayor actividad de la espermatogénesis producto de una mayor
secrecion de hormonas gonadotrépicas, aunque no se encontraron estudios
gue demuestren la presencia de modificaciones en la celularidad espermatica
producto de este tipo de estimulo.

A pesar de que en la poblacion de espermatogonias se observaron mayores
cantidades de celulas los dias 0 y 60 en los grupos a gran altura, al dia 30 el
grupo BA presenté una menor poblacion de espermatogonias, respecto a los
grupos control, lo que podria atribuirse a una apoptosis de las espermatogonias
inducida por hipoxia hipobarica (Liao et al., 2010). Por otro lado, el grupo BAV
registro poblaciones similares a los grupos control, lo que sugiere que el efecto
negativo de la HH puede ser contrarrestado por la suplementacion con
vitaminas antioxidantes. Estos resultados difieren a los obtenidos en un estudio

con ratas de Shevantaeva y Kosyuga (2006), quienes expusieron ratas a una
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simulacién critica de HH (11.500 — 12.000 msnm), donde no se observaron
diferencias en las poblaciones de espermatogonias al dia 0 post exposicion a
HH, mientras que al dia 30 y 60 se observaron menores poblaciones de
espermatogonias en los grupos que habian sido sometidos a HH respecto a los

grupos no expuestos a HH.

En la poblacién de espermatocitos se observé un resultado similar al anterior,
donde al dia 30 el grupo BA también presenté una menor poblacion respecto
del grupo control, lo que podria atribuirse a un efecto supresivo de la hipoxia
sobre la espermatogénesis, que causaria la disminucion de la poblacion de
espermatocitos, y a un aumento de la apoptosis. Si bien estos resultados son
consistentes con lo reportado en ratas expuestas a HH por Shevantaeva y
Kosyuga (2006) durante el dia O y al dia 30, difieren al dia 60, donde las
poblaciones de espermatocitos continuaron siendo menores respecto al grupo
control. En otro estudio realizado en ratas (Liao et al., 2010), se registr0 una
situacion similar al dia 30, donde se observé un menor porcentaje relativo de
espermatocitos en relacion con el grupo control. Por otra parte, se observé que
los grupos BAV y AAV al dia 60 presentaron menores poblaciones que los
grupos BA y AA. Es probable que los efectos perjudiciales de la HH sobre la
poblacion de espermatocitos hayan gatillado un arresto espermatogénico que
enlenteceria o0 detendria la meiosis de los espermatocitos primarios,
observandose una acumulacién de espermatocitos en el epitelio germinal. Este
suceso podria corresponder a una medida de protecciéon ambiental, con el fin de
evitar la generacion de espermatozoides defectuosos en el testiculo (Farias et
al., 2010). Por otro lado, la suplementacion con vitaminas disminuiria el grado
de arresto espermatogénico lo que, en conjunto con una proliferacién celular
disminuida, podria explicar las menores poblaciones de espermatocitos en los
grupos BAV y AAV.
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En cuanto a la poblacion de espermatidas, las mayores poblaciones observadas
al dia 0 y 60 en los grupos sometidos a la altura respecto al grupo control,
podrian ser causados por la inhibicion de la liberacién de células espermaticas
maduras del epitelio seminifero a causa de la HH (Liao et al., 2010). No
obstante, al dia 30 la poblacién de espermatidas en los grupos BA y BAV no
difieren significativamente del grupo control, a diferencia de los grupos AA y
AAV cuyas poblaciones continuaron siendo superiores. Esto podria deberse a
que, por efecto de la HH, se incrementaria la apoptosis de espermatidas en los
grupos BA y BAV, por lo tanto, disminuiria su poblacion. En estudios con ratas
realizados por Liao et al. (2010) se obtuvieron resultados similares, donde los
grupos expuestos durante 5y 15 dias a la altura manifestaron un incremento en
sus porcentajes relativos de espermatidas presentes en el tibulo seminifero.
Por otro lado, también se reporté una disminucion de los porcentajes relativos al
dia 30 a valores similares al grupo no expuesto a la altura. Estos resultados son
distintos a los reportados por Shevantaeva y Kosguya (2006) en ratas, donde se
observé que a partir del dia 3 y al dia 30 y 60 las espermatidas observadas en
ratas expuestas a HH presentaron menores poblaciones que los grupos control.
Las diferencias encontradas con el estudio de Shevantaeva y Kosyuga (2006),
tanto en poblaciones de espermatogonias, espermatocitos y espermatidas,
podrian estar relacionadas con las distintas metodologias empleadas en ambos
estudios. Por una parte, la simulacién a una situacion extremadamente critica
de HH empleada en las ratas (11.500 — 12.000 msnm) genera una hipoxia
severa, lo que podria haber exacerbado también el estrés oxidativo en las
células germinales y, por otro lado, el muestreo en las ratas se realizd en un
periodo posterior a la exposicion a HH, por lo que no se evalud si existia alguna

respuesta de adaptacion a la altura.

Entre los dias 60 y 120 no se observaron diferencias significativas entre los
grupos expuestos a la altura, o que sugiere que los animales expuestos de

forma aguda sufrieron un proceso de aclimatacion y, como consecuencia, el
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dafio oxidativo y sus necesidades antioxidantes, que se encontraban
incrementadas con la exposicion a la altura, habrian disminuido paulatinamente.
No obstante, al dia 60 se observé un efecto de las vitaminas en el grupo AAV
presentando un mayor numero de espermatidas con respecto a AA. Esta
diferencia podria atribuirse a que las vitaminas ayudarian a liberar las
espermatidas maduras que encuentran inhibida su liberacion por efecto de la
HH. Por otra parte, a partir del dia 180 (Junio, invierno en hemisferio sur) los
grupos nativos de baja altura tuvieron menores poblaciones de
espermatogonias, espermatocitos y espermatidas que los nativos de altura, lo
que podria estar relacionado con cambios estacionales caracteristicos de la
funcionalidad reproductiva del carnero durante los dias largos (temporada no
reproductiva) (Mortimer y Lincoln, 1982; Hochereau-de Reviers et al., 1985;
Gastel et al., 1995; Bielli et al., 1997), los cuales serian mas marcados en los
carneros nativos de baja altura con respecto a los nativos de altura, por ello no
se observaria el efecto de la suplementacién con vitaminas. Hochereau-de
Reviers et al. (1985) reportd6 una disminucion en la produccion de
espermatocitos primarios y espermatidas redondas en carneros expuestos a
dias largos, que esta relacionado con una reduccion de la eficiencia de la
espermatogénesis, debido a la secreciéon reducida de hormonas gonadotropicas
durante la temporada no reproductiva.

Respecto a la altura del epitelio seminifero, se observé una menor altura en los
carneros sometidos a exposicion aguda a la altura (dia 30), con respecto a los
nativos de altura, o que podria deberse a una disminucién en la proliferacion de
las células germinales y al incremento de la apoptosis por efecto de la HH.
Estos resultados son consistentes con estudios previos realizados en ratas
(Farias et al., 2005b; Bustos-Obregon et al., 2010; Abdalla et al., 2016), donde
se reporté una menor altura del epitelio seminifero a los pocos dias de ser
expuestos a HH tanto en condiciones experimentales como en condiciones

naturales a alturas entre los 2.800 — 4.600 m.s.n.m. Por otra parte, se observa
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que el grupo BAV tiene mayor altura del epitelio seminifero que el grupo BA, lo
gue sugiere que la suplementacién con vitaminas reduciria el dafio oxidativo
causado por la exposicidon aguda a la altura sobre el epitelio seminifero. Al dia
60 se observo que los grupos expuestos a la altura tienen mayores alturas
epiteliales que los grupos control y los suplementados con vitaminas. Por otro
lado, el grupo BA exhibié una altura promedio similar a la observada en el
mismo grupo al dia 0, lo que podria sugerir que hubo una recuperacién del
epitelio germinal afectado al dia 30. Sin embargo, los resultados del presente
estudio al dia 60 no concuerdan con lo observado por Farias et al. (2005a) en
ratas sometidas a HH intermitente, en condiciones experimentales, donde
evidencio una disminucién en la altura del epitelio seminifero luego de 60 dias
de exposicién a HH intermitente. No obstante, otros estudios en ratas sometidas
a HH han reportado una recuperacion de la altura del epitelio a partir del dia 32
(Abdalla et al., 2016) y 42 (Bustos-Obregon et al., 2010) de exposicion, lo cual
coincidiria con los resultados observados en nuestro estudio. Por otra parte, es
paradojal el resultado de los grupos BAV y AAV que presentaron menores
alturas del epitelio seminifero que los BA y AA, contrario a lo esperado. Esta
menor altura se encontraria relacionada con las menores poblaciones de
espermatocitos y espermatidas observadas en los mismos grupos al dia 60.
Una posible explicacién es que las vitaminas disminuirian el grado del arresto
espermatogénico, por lo cual se liberarian las células espermaticas maduras
retenidas en el epitelio seminifero lo que contribuiria a la menor altura del

epitelio.

En cuanto al didmetro de los tabulos seminiferos, éstos son coherentes con la
altura del epitelio seminifero observada. Al corto plazo (dia 30) hubo un menor
diametro en el grupo BA, lo que estaria relacionado con las menores alturas
epiteliales de los tdbulos observados. Estos resultados coinciden con lo
observado en los trabajos de Zepeda et al. (2012) y Bustos-Obregén et al.

(2006) en ratas y ratones sometidos a HH intermitente en cAmaras hipobaricas.
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Sin embargo, Abdalla et al. (2016) evidencio que el diametro tubular de ratas
expuestas a gran altitud (2800 msnm) no presentaron cambios significativos en
relacion con ratas expuestas a baja altitud (40 msnm). Tales diferencias podrian
deberse a la diferente altitud en la que se llevd a cabo el experimento: 2.800
msnm el de Abdalla et al. (2016) vs 3.659 msnm del presente estudio, en cuyo
caso el ambiente hipdxico y su impacto sobre el didmetro tubular seminifero
seria menor. En cambio, al dia 60, si bien se observa que los grupos expuestos
a altura presentaron mayores diametros tubulares, el grupo BA presenta un
diametro similar al exhibido el dia 0, lo que sugiere una recuperacion del
diametro tubular afectado al dia 30. Contrariamente, el grupo AA mantiene un
diametro similar al del dia 30. Los menores diametros presentados por BAV y
AAV durante el dia 60, con respecto a BA y AA, estarian relacionados con las

menores alturas epiteliales registradas en el presente estudio.

En el dia 120 se observo que, tanto para el diametro tubular como la altura del
epitelio seminifero, no hay diferencias significativas entre los grupos expuestos
a la altura, ademas de una recuperacion del diametro y la altura epitelial en
todos los grupos. Sin embargo, en el dia 180 los grupos nativos de baja altura
presentaron menores promedios para estas variables que los nativos de altura,
lo que podria estar relacionado con los efectos de la estacionalidad sobre el
epitelio germinal del carnero, lo que también explicaria la ausencia del efecto de
la administracion de vitaminas. Varios estudios realizados en carneros han
reportado resultados similares, donde se muestra que durante la temporada no
reproductiva hay una disminucién importante en los diametros tubulares
seminiferos (Mortimer y Lincoln, 1982; Hochereau-de Reviers et al., 1985;
Gastel et al., 1995; Bielli et al., 1997).

Interesantemente, en este estudio se han manifestado aparentes efectos
estacionales en los carneros nativos de baja altura sobre las poblaciones

celulares y el epitelio germinal del tdbulo seminifero. Sin embargo, estas
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variaciones estacionales no fueron detectadas en los carneros nativos de altura.
Esto, probablemente, podria relacionarse con diferencias en el tipo de manejo o
ser una estrategia de adaptacion reproductiva del ovino de altura que reduciria
la estacionalidad para compensar su deficiente capacidad reproductiva (Monge,
1942; Monge y Mori-Chavez, 1942; Monge et al., 1945; Parraguez et al., 2005).
Ademas, esto permitiria un mejor aprovechamiento de la disponibilidad de
pradera del altiplano andino (entre diciembre y febrero) (De Carolis, 1987), la
cual no seria posible con una estacionalidad reproductiva marcada, donde las

hembras paririan, segun latitud, entre abril y octubre.

Al analizar la morfologia espermatica de los eyaculados de carnero se observé
gue solamente los carneros expuestos de forma aguda a la altura presentaron
un porcentaje de alteraciones espermaticas comparativamente mayor que el
resto de los grupos, lo que se manifiesta hasta el dia 60. Esto podria indicar que
la exposicion aguda a HH tendria un efecto negativo sobre la morfologia
espermatica, ya que alteraria la diferenciacion durante la espermiogénesis y las
etapas meiéticas tardias (Bustos-Obregon et al., 2006). A pesar de que estudios
realizados en ratones en camaras hipobaricas (Bustos-Obregon et al., 2006;
Vargas et al.,, 2011) y humanos expuestos a la altura (Okumura et al., 2003;
Verrati et al.,, 2008) presentaron resultados similares, el porcentaje de
anormalidades presentes en nuestro estudio es mucho menor. Por otra parte,
un estudio realizado por Awad et al. (2015) en carneros y cabras expuestos a
una altura moderada (1800 msnm), no reportd diferencias significativas en
cuanto al porcentaje de anormalidades espermaticas. Estas diferencias podrian
deberse a que la altura moderada a la que fueron expuestas los animales es
acompafnada por una HH moderada, que no es suficiente como para manifestar
alteraciones morfolégicas en los espermatozoides. Otra posible explicacion es
que, al no especificar en el estudio cuanto tiempo estuvieron los animales
expuestos a la altura, es que los animales hayan sufrido previamente un

proceso de aclimatacion, lo cual seria similar a lo que observamos en nuestro
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estudio a partir del dia 120, donde no se observaron diferencias entre los
grupos respecto al porcentaje de alteraciones espermaticas presentes en sus
eyaculados. Cabe mencionar que el bajo porcentaje de anormalidades
espermaticas observadas en todos los grupos y durante todo el transcurso de
este experimento (menos del 15%) seria considerado normal en el carnero
(Barth y Oko, 1989; Pugh, 2002) y, por lo tanto, no afectaria su fertilidad.

Informacion acerca del estatus antioxidante del plasma seminal en individuos
expuestos a gran altura, representada por los biomarcadores GPx, SOD y TAC,
se encuentra escasamente disponible en la literatura. En este estudio se
observd una menor actividad de GPx y SOD en los grupos de carneros
expuestos a la altura que en los grupos control durante toda la duracién del
experimento, lo que sugiere que la HH altera y disminuye la actividad
enzimatica antioxidante. La menor actividad de SOD podria originarse debido a
un efecto inhibitorio causado por altas concentraciones de H202, como
consecuencia de la produccion de EROs inducida por la HH (Maiti et al., 2006).
Resultados similares en diferentes tejidos se han reportado en diversos
estudios realizados con humanos y ratas expuestos a condiciones de gran
altura natural o artificial (Maiti et al., 2006; Dosek et al., 2007; Zepeda et al.,
2012). Por otro lado, al dia 60 y 120 el grupo BA presento la menor TAC entre
los grupos, lo que indica que la exposicién aguda a la altura también puede
afectar las defensas antioxidantes no enzimaticas. En estudios realizados a
nivel del mar se ha demostrado que existe una correlacion positiva entre la
TAC, la actividad GPx y SOD, presentes en el plasma seminal y la calidad del
semen en el hombre (Khosrowbeygi et al., 2004) y el carnero (Cofre et al.,
2016), siendo la SOD y la GPx enzimas con un rol protector crucial contra las

EROs en el semen de carnerillos (Kasimanickam et al., 2006).
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8. CONCLUSION

La exposicion a HH en carneros no adaptados a la altura reduce, en el corto
plazo (30 dias), las poblaciones celulares presentes en el epitelio seminifero, la
altura epitelial, el diametro tubular, la capacidad antioxidante total e incrementa
el porcentaje de anormalidades espermaticas. Por otro lado, las defensas
antioxidantes enzimaticas (actividad GPx y SOD) del plasma seminal

disminuyen en respuesta a la exposicion a la altura, tanto aguda como cronica.

La suplementacién oral con vitaminas C y E evita y/o amortigua la reduccién
de la poblacion de espermatogonias, la reduccion de la altura del epitelio
seminifero y el diametro tubular, la disminucién de la capacidad antioxidante
total y reduce el grado de arresto espermatogénico al dia 30 en carneros

adaptados de forma aguda a la altura.

Existe una absorcion importante de vitaminas C y E administradas oralmente,

gue llegan al plasma sanguineo de los carneros.

Se percibe un efecto estacional sobre el epitelio germinal y las poblaciones
celulares presentes en carneros no adaptados a la altura. Sin embargo, este

efecto estacional no estaria presente en los carneros nativos de altura.

Los resultados de este estudio confirman que la suplementacion con
vitaminas antioxidantes favorece la espermatogénesis y la capacidad
antioxidante total del plasma seminal de carneros no adaptados a la altura en el
corto plazo. Sin embargo, no tienen efectos importantes sobre las alteraciones
morfolégicas espermaticas y las enzimas presentes en el plasma seminal en

carneros expuestos a gran altura por corto y largo tiempo.
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