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1. RESUMEN

El estrés oxidativo se describe como una de las principales causas la alteracion de la calidad
seminal del carnero, afectando a la concentracion, motilidad, vitalidad y morfologia
espermatica. Estudios muestran que la terapia antioxidante es capaz de mejorar la capacidad
antioxidante, atenuar los dafios por estrés oxidativo y mejorar la calidad seminal. En éste
estudio se evaluo el efecto de la suplementacion oral de vitaminas antioxidantes sobre las
caracteristicas seminales y en el estado oxidativo del carnero. Para esto se administraron 650
mg de vitamina C y 450 Ul de vitamina E durante 60 dias a la mitad de los animales (n=5) y
la otra mitad se usé como grupo control (n=5). Se tomaron muestras de semen y sangre a los
0, 30 y 60 dias, mediante electroeyaculacién y venipuncién, respectivamente. La evaluacién
de las caracteristicas seminales de concentracién, vitalidad espermatica y motilidad
progresiva se realizo con el sistema CASA. El volumen del eyaculado se evaluo con la copa
de extraccion y el pH mediante tiras reactivas. La evaluacion del estado antioxidante se
realiz6 mediante la medicion del la capacidad antioxidante total (TAC) y la concentracién de
malondialdehido (MDA) en el plasma sanguineo, mediante la técnica de ELISA. Las

concentraciones plasmaticas de vitamina C y E se evaluaron mediante HPLC.

Se encontrd que la administracion oral de vitaminas C y E aumenta significativamente las
concentraciones plasmaticas de las vitaminas, tras 30 y 60 dias de administracion (p<0,05).
Asimismo, la suplementacion de vitaminas antioxidantes aument6 significativamente la
concentracion espermatica a los 30 dias de tratamiento, ademéas de aumentar la vitalidad y
concentracion espermética tras 60 dias de tratamiento (p<0,05). Se concluye que la
suplementacion oral con vitaminas E y C a partir de 30 dias mejora la calidad seminal en

carneros.

Palabras clave: Vitamina C, Vitamina E, Estrés oxidativo, Calidad seminal



2. ABSTRACT

Oxidative stress is described as a major cause of impaired ram semen quality, affecting
concentration, motility, vitality and sperm morphology. Studies show that antioxidant
therapy is able to improve antioxidant status, mitigating the oxidative damage, and improving
semen quality. In this study, the effect of oral antioxidant vitamins supplementation on the
seminal characteristics and oxidative status were evaluated in rams. Half the animals (n = 5)
were suplemented with 650 mg of vitamin C and 450 IU of vitamin E for 60 days, and the
other half was the control group (n = 5). Semen and blood samples were taken at 0, 30 and
60 days of treatment by electroejaculation and venipuncture, respectively. Evaluation of
seminal characteristics of like sperm concentration, sperm vitality and motility were
performed by means CASA system. Volume of the ejaculate was assessed directly in the
extraction cup and pH using test strips. Antioxidant status was assessed by analyzing total
antioxidant capacity (TAC) and malondialdehyde (MDA) in blood plasma by ELISA. Plasma

vitamins concentrations were evaluated with HPLC.

It was found that oral administration of vitamin C and E significantly increased vitamins
plasma concentrations at 30 and 60 days of supplementation (p <0.05). In addition, vitamins
supplementation significantly increased sperm concentration by 30 days of treatment, and
increase vitality and sperm concentration at 60 days of treatment (p <0.05). It is concluded
that 30 days of oral vitamins C and E supplementation or more, improves semen quality in

rams.

Key Words: Vitamin C, Vitamin E, Oxidative stress, Seminal quality



3. INTRODUCCION

Considerando que el objetivo principal de la produccién ovina es la obtencion del mayor
numero de corderos por oveja al afio, la implementacion e insercion de nuevos conocimientos
y tecnologias reproductivas adquiere relevancia. Gran parte de los estudios estan centrados
en potenciar el manejo reproductivo asociado a la hembra, sin embargo, los carneros
conforman normalmente del 2 a 5% de los rebafios ovinos, lo que significa que hay a lo
menos 1 carnero por cada 50 hembras. Es por esta razon que la reproduccion del carnero y
sus manejos adquieren un rol trascendental tanto en la fertilidad como en la prolificidad del
rebafio, debido a que la mala calidad seminal de un ejemplar afectara al éxito reproductivo
de un gran nimero de hembras.

El manejo reproductivo asociado al carnero se enfoca principalmente en el examen
androldgico y al manejo nutricional otorgado con el fin de obtener una calidad seminal
Optima, que logre la mayor tasa de prefiez. Sin embargo, se sefialan diversos factores
ambientales, genéticos y de manejo que alteran la calidad seminal.

Usualmente, se realiza una evaluacion clinica del tracto reproductivo de los carneros
seleccionados como reproductores antes del inicio de la temporada reproductiva, ya que la
alteracion de los 6rganos reproductivos disminuye la calidad seminal. Ademas, se busca
otorgar una condicion nutricional éptima, lo que muchas veces no puede asegurarse, debido
a que en su mayoria depende de la pradera natural, pudiendo afectarse la calidad seminal.
En general, diversas alteraciones funcionales del tracto reproductivo en los machos se asocian
a la presencia de estrés oxidativo, ya sea por modificaciones de la perfusion gonadal o por
déficit del sistema antioxidante endégeno. Asi mismo, el dafio oxidativo es la causa principal
de disminucion de la fertilidad del semen ovino refrigerado o crioconservado utilizado en
inseminacion artificial, por lo que actualmente se adicionan vitaminas antioxidantes a los
medios de conservacion seminal. Los beneficios que ha traido la administracion de vitaminas
antioxidantes en evitar efectos del estrés oxidativo en el semen del hombre, hacen pensar
que, en carneros, al suplementarlos previo a la época reproductiva, podria resultar beneficioso
para mejorar la calidad seminal, ya que permitiria mantener un estado antioxidante éptimo y
atenuaria el impacto ejercido por factores de manejo. Este estudio pretende evaluar el efecto
de la suplementacion de carneros con vitamina C y E sobre la calidad y estado antioxidante

del semen



4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1 Caracteristicas Seminales del Carnero

La American Sheep IndustryAssociation (2002) sefiala que el potencial reproductivo del
carnero esta determinado por la capacidad de producir espermatozoides (ESP), en cantidad y
calidad, asi como la capacidad de producir hormonas sexuales induciendo la madurez sexual,
presentacion de libido y una serie de efectos en el macho. Sathe y Shipley (2014) indican que
tanto el proceso de espermatogénesis como la actividad sexual, esta mediado por la accion
hormonal del eje hipotdlamo-hipofisis-gonadal, sumada a la accion de la estacionalidad
mediada por la glandula pineal (Garner y Hafez, 2000).

El semen se define como la suspension celular liquida que contiene los ESP y las secreciones
de los 6rganos accesorios del aparato reproductor del macho (Setchell, 2014). El plasma
seminal constituye la porcion fluida de la suspension liberada en la eyaculacion, procedente
principalmente de la prostata, glandulas vesiculares y bulbouretrales (ASI, 2002). Barrios et
al. (2000), senalan que dichas secreciones contienen componentes bioquimicos especificos
que regulan las diferentes funciones espermaticas; particularmente el plasma seminal ovino
contiene altas concentraciones de acido citrico, fructosa, glicerilfosforilcolina y sorbitol,

entre otras (Garner y Hafez, 2000).

Por su parte, los ESP eyaculados derivan de las células germinales contenidas en los tabulos
seminiferos localizados en el interior de los testiculos (Setchell, 2014). Particularmente en el
ovino, el proceso espermatogénico se inicia aproximadamente a los 5 meses de edad, pero
los ESP producidos adquieren su total viabilidad poco tiempo después (Garner y Hafez,
2000). Cada ciclo espermatogénico dura aproximadamente 47 dias y contempla 4 ciclos del
epitelio seminifero, lo que se da a partir de las divisiones de la espermatogonia madre que
suceden en diferentes momentos y a intervalos regulares de 10,5 dias, asegurando una
produccion continua de ESP (ASI, 2002 ; Sathe y Shipley, 2014). Asi mismo, el ESP alcanza
sus ultimas etapas de maduracién en el epididimo, generando como producto final una célula
de forma alargada conformada por una cabeza aplanada y una cola, recubierta en su totalidad
por la membrana plasmatica y poseedora en el extremo anterior de una estructura de doble
membrana denominada acrosoma (Sathe y Shipley, 2014). La membrana del ESP ovino se

caracteriza por poseer una composicion lipidica que difiere de las otras especies. Asi, Jones
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y Mann (1977) sefialan que el ESP ovino posee altos niveles de fosfolipidos y de acidos
grasos poliinsaturados, ademas de bajos niveles de colesterol (Avdi et al., 2004). Por otro
lado, Avdi et al. (2004), plantean que existe una estrecha relacién entre el tamafio testicular,
la produccion de semen y la variacion estacional, indicandose que el tamario testicular se
asocia positivamente con el volumen del eyaculado, movilidad espermatica, la calidad
seminal y la produccién de ESP y negativamente con los defectos esperméticos primarios,
principalmente en etapa reproductiva (Garner y Hafez, 2000; Sathe y Shipley, 2014). Las
caracteristicas generales del eyaculado normal de un ovino varian entre autores,
considerandose como parametros de evaluacion seminal principalmente al color, pH,
volumen, concentracion, morfologia y motilidad espermatica, los que presentan una
variabilidad dependiendo del estado sanitario, nutricional o influencia medioambiental
(Garner y Hafez, 2000).

Tabla N°1: Caracteristicas seminales del carnero

Volumen | Concentracion
Autor (afio) (mL) (Millones/mL) Motiles (%) Vitalidad (%0)
Garner y Hafez (2000) 0,8-1,2 2000-3000 60-80 83-95
Asienet al (2000) 79-88 71-84
Paulenzet al (2002) 0,75-2 >3500 >70
Sathe y Shipley (2014) 0.8-1.5 1500-3000 70-90 85-90

4.2 Estrés Oxidativo: Alteraciones en Calidad Seminal
4.2.1 Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo (EO) representa un desbalance entre la produccion de especies reactivas
de oxigeno (ROS) y la capacidad antioxidante (AO) (Agarwal et al., 2014), que de persistir
puede conducir a un dafio celular irreversible. Las ROS son radicales libres (RL) con
capacidad de causar dafio oxidativo. Esto se debe a que poseen un electrén no pareado que
les permite reaccionar con diversas biomoléculas, sustrayendo electrones para lograr su
estabilidad, conllevando a la oxidacion, desequilibrio y alteracion estructural de moléculas
circundantes, siendo sus sustratos mas frecuentes los acidos grasos poliinsaturados de las
membranas celulares, proteinas, carbohidratos y DNA (Agarwal et al., 2014; Aitken et al.,

2014). No obstante, las ROS en bajas cantidades son necesarias para el desarrollo de las




funciones celulares normales implicadas en la proliferacion, diferenciacion y migracion
(Aitken et al., 2014). Dado que las ROS se producen constantemente durante los procesos
metabdlicos, las células han desarrollado un complejo sistema de defensa AO, actuando
como donador de electrones, evitando las reacciones de Oxido-reduccion (Agarwalet al.,
2014).

4.2.2 Estrés oxidativo seminal

En el caso de los ESP, se sefiala que el EO induce importantes alteraciones en su
supervivencia, calidad y fertilidad (Aitken et al., 2014; Agarwal et al., 2014). Los
mecanismos celulares responsables de la generacion de ROS en los espermatozoides varian
entre especies, no obstante exhiben al igual que otras células, la capacidad constante de
producir ROS durante el metabolismo aerdbico de procesos fisioldgicos normales (Bansal y
Bilaspuri, 2010). Las ROS cumplen una importante funcién en la fisiologia espermatica
normal, asociandose a eventos bioquimicos relacionados con la capacitacion espermatica,
reaccion acrosdmica, capacidad fertilizadora, entre otras (Aitken et al., 2014). Sin embargo,
un desequilibrio entre su produccion y degradacién, independiente de su causa, desencadena
efectos adversos a nivel estructural y funcional del ESP, o bien puede conducir a la activacién
de la apoptosis (Agarwal et al., 2014). Kao et al. (2008) sefialan que el aumento de ROS en
el eyaculado deriva en una menor calidad seminal, disminuyendo la motilidad, concentracion

y alteracién de la morfologia espermatica (Aitken et al., 2014).

El proceso de peroxidacion lipidica de la membrana espermatica induce la pérdida de fluidez,
estabilidad y permeabilidad, lo que se traduce en alteraciones en la motilidad, inhibicién de
la respiracion, pérdida de enzimas intracelulares, vitalidad y morfologia del ESP,
especialmente en la zona del acrosoma (Kao et al., 2008; Agarwal et al, 2014). Otra accién
deletérea de las ROS es la que se produce sobre el DNA, en donde se afecta directamente la
integridad del DNA, induciendo modificacion de las bases y entrecruzamiento de bases
nitrogenadas, recolocacion cromosémica, etc, lo que altera la funcion celular, por ende la
fertilidad (Bansal y Bilaspuri, 2011). Agarwal et al. (2014), sefialan la relacion entre la
presencia de alteraciones en el DNA producto de ROS vy la baja concentracion espermatica,
acentuandose ante aumento de temperatura testicular (Sanocka y Kurpisz, 2004), ya que
disminuye la capacidad de replicacion del DNA vy la mitosis celular (Gonzélez-Marin et al.,
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2012). No obstante, Agarwal et al. (2014) plantean a la apoptosis celular como causa
principal de la presentacion de una baja concentracion espermatica, lo que se respalda con lo
expuesto por numerosos estudios que sefialan la presencia de un mayor porcentaje de ESP en
apoptosis en pacientes con oligozoospermia que en pacientes con una concentracion normal
(Kefer et al., 2009). Por otro lado, Sathe y Shipley (2014) relacionan la presentacion de baja
concentracion espermatica con alteraciones en el color del eyaculado, describiendo un color
mas opaco para aquellos que tenian una concentracion menor. Para otros parametros de
calidad seminal como son el pH y el volumen espermatico, no se han obtenido datos certeros
y directamente asociados al EO, no obstante, el pH se utiliza principalmente para evaluar
calidad seminal, debido a que variaciones en su rango pueden afectar la motilidad y vitalidad
espermaética (Sathe y Shipley, 2014).

Para la evaluacion del dafio seminal por EO, se considera la medicion de moléculas
provenientes de la oxidacion de proteinas y &cidos grasos, como son las proteinas
carboniladas (PC) y malondialdehido (MDA) respectivamente, ademas de otros factores
como la capacidad antioxidante total (TAC) o enzimas antioxidantes enddgenas como

glutation peroxidasa (GPx) y superdxidodismutasa (SOD) (Agarwal et al., 2014).
4.3 Sistema antioxidante
4.3.1 Capacidad Antioxidante Total (TAC)

Un antioxidantes (AO) se define como cualquier molécula capaz de prevenir o retardar la
oxidacion (pérdida de uno o mas electrones) de otras moléculas, generalmente sustratos
bioldgicos (Kusano et al., 2008). En otras palabras, la funcion de un AO es la de actuar como
donador de electrones, evitando el desarrollo de una reaccion de 6xido-reduccion en cadena,
sacrificando su integridad molecular para suprimir un dafio en sustratos bioldgicos (Kefer et
al., 2009). Los AO se clasifican dependiendo de su mecanismo de accion y de su solubilidad
en el agua, denominandose AO enzimaticos 0 AO no enzimaticos y AO liposolubles 0 AO

hidrosolubles, respectivamente (Bansal y Bilaspuri, 2011).

Las células y tejidos corporales estan equipados con sistemas de defensa que ayudan a
contrarrestar y a evitar el dafo oxidativo (Kefer et al., 2009). Para mantener un estado de

equilibrio funcional en el ambiente aerdbico, el sistema de defensa AO se organiza en 3



niveles principales de proteccion: prevencion, intercepcion y reparacion (Kusano et al.,
2008). Como primera linea de defensa AO se encuentran los AO preventivos (SOD, GPx y
proteinas secuestradoras de metales) los que suprimen la formacion de RL. A continuacion,
intervienen los AO eliminadores de RL, los que son capaces de suprimir la iniciacion de la
reaccion en cadena (vitamina C o &cido ascorbico, urato, albumina), asi como de evitar la
propagacion e inducir la finalizacion de la reaccion en cadena (vitamina E o a-tocoferol,
ubiquinol, carotenos, polifenoles). Finalmente, actdan las enzimas sintetizadas de novo o de
reparacion, los que reparan dafio y reconstituyen tejidos (fosfolipasas, proteasas, enzimas
reparadoras de DNA, transferasas) (Wilcox et al., 2004 ;Kusano et al., 2008, Agarwal et al.,
2014).

Durante décadas, los investigadores han estudiado muchos biomarcadores de EO buscando
cuantificar tanto el dafio oxidativo como el sistema de defensa antioxidante, incluyendo la
medicién de enzimas AO y de productos generados por el dafio oxidativo (Kusano et al.,
2008 ; Aitken et al., 2014). Sin embargo, a principios de 1990 se describe una nueva prueba
para medir el estado antioxidante total de un organismo, denominandola como capacidad
antioxidante total (TAC) (Kusano et al., 2008). Este ensayo se caracteriza por evaluar el
sistema AO general del organismo, sin presentar distincion ni especificidad entre los
diferentes AO, sino que evalla los efectos de cooperacidn existentes entre los distintos AO
del organismo (sinergismo), proporcionando una indicacion de la capacidad global que
presenta un individuo para contrarrestar las ROS, resistir el dafio oxidativo y estudiar
enfermedades asociadas con el EO (Ghiselliet al., 2000 ; Kusano et al., 2008).

Mayoritariamente los métodos para determinar la TAC se basan en la inhibicion de ciertas
reacciones por la presencia de AO, siendo los mas utilizados aquéllos que generan RL en
medios especificos y son facilmente detectados por técnicas fotométricas (Ghiselli et al.,
2000 ; Kusano et al., 2008 ; Escorza et al., 2009).

Tanto Kusano et al. (2008) como Escorza et al. (2009) indican que la medida de la capacidad
antioxidante depende de la heterogeneidad y la naturaleza del sistema, asi como del tipo de
sustrato, su estado de saturacion y estado fisicoquimico, ademas del tipo de iniciadores, la
presencia de metales de transicion y su interaccion con el sistema. Ghiselli et al. (2000)

sefialan que para obtener una informacion mas amplia y completa es mas apropiado utilizar
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distintos metodos con diferentes condiciones de oxidacion. Ademas, debido a la
heterogeneidad de condiciones analiticas utilizadas, los valores de la TAC so6lo deberian ser
comparados cuando se aplica el mismo método y el mismo disolvente (Escorza et al., 2009).

4.3.2 Sistema antioxidante seminal

Al igual que otras células, los ESP y el plasma seminal estan equipados con sistemas AO
para contrarrestar los efectos toxicos de las ROS. Este sistema AO se compone por AO
enziméticos (superoxidodismutasa, catalasa y glutation peroxidasa) y no enzimaticos
(ascorbato, urato, vitamina E, vitamina C, etc.), proporcionando a los ESP un entorno de
proteccién contra el EO, no obstante ésta se ve influenciada por diversos factores (Garner y
Hafez, 2000).

Diversas investigaciones sefialan que un bajo nivel de la TAC tiene un papel clave en la
infertilidad masculina, se ha visto que individuos infértiles poseen menor cantidad de AO en
comparacion con sus pares fértiles (Yeni et al, 2010 ; Agarwal et al, 2014). Asi mismo, el
EO seminal presenta una correlacion positiva con una baja TAC, por lo que se indica que la
suplementacion de AO en la dieta mejora la TAC, mejorando la calidad seminal y atenuando
el desarrollo de dafio celular por EO, recomendando principalmente el uso de vitaminas
(Kefer et al., 2009; Agarwal et al., 2014).Agarwal et al. (2014) indica que existe una
correlacion positiva entre la presentacion de bajos niveles de AO enzimaticos o no
enzimaticos (vitamina E, vitamina C, SOD, etc) especificos con una baja TAC,
predisponiendo al desarrollo de estrés oxidativo. Tanto Kefer et al. (2009) como Agarwal et
al. (2014) sefialan la relacion entre la presentacién de mayores alteraciones morfolégicas a
nivel espermatico con la presentacién de una baja TAC, atribuyendo principalmente al déficit
de AO no enzimaticos en la dieta, no obstante en ciertas condiciones se puede atribuir a la
baja concentracion de AO enziméticos (Kusano et al., 2008). Agarwal et al, (2014)
relacionan directamente la baja motilidad y vitalidad espermatica con altos niveles de ROS
y baja TAC.



4.4 Terapia Antioxidante
4.4.1 Vitaminas Antioxidantes

Como se sefial6 anteriormente, tanto los AO enzimaticos como los no enzimaticos
(vitaminas) juegan un rol importante en la proteccion celular ante dafio oxidativo, ya que su
concentracion va a repercutir directamente en la TAC del animal (Bansal y Bilaspuri, 2011).
Aitken et al, (2014) indican la importancia de los AO no enziméticos y su efecto en la
reduccion y prevencion de la infertilidad. Los AO no enzimaticos son también llamados
antioxidantes eliminadores de RL y se clasifican en AO hidrofilos y AO lipofilos. Entre ellos
se incluye a la vitamina A y vitamina E como AO liposolubles, asi como a la vitamina C y al
acido urico como AO hidrosolubles (Escorza et al., 2009 ;Agarwal et al., 2014).
Particularmente, Kefer et al. (2009) sefialan que el uso de vitamina C y E en la dieta aumenta

la TAC mejorando la calidad seminal.

Tanto la vitamina C como la vitamina E son AO no enzimaticos de eleccién para suplementar
a pacientes susceptibles al EO, administrados fundamentalmente en la dieta (Dragsted, 2008).
La vitamina C es un AO hidrosoluble capaz de reaccionar con los RL presentes en el medio
acuoso, romper la cadena de oxidacion y, ademas, tiene el potencial de proteger componentes
citosélicos y de membrana del EO (Dragsted, 2008 ; Ross et al., 2010). Cabe sefialar que los
niveles de vitamina C en el plasma seminal humano es aproximadamente 10 veces mas que
la del plasma sanguineo por lo que su rol en la proteccion del espermatozoide es fundamental
(Agarwalet al., 2014).

Asi mismo, la vitamina E es un AO liposoluble que tiene la capacidad de eliminar los
radicales hidroperoxilos lipidicos, romper la cadena de oxidacion, lo que previene la
propagacion de los RL en las lipoproteinas plasméticas y de membrana (Ross et al., 2010;
Agarwalet al., 2014). Asi mismo, es fundamental sefialar que la vitamina E, al reaccionar con
los radicales peroxilos, forma el radical tocoferilo (Vit. E-O), el cual es reducido por la

vitamina C, reciclando la vitamina E (Traber y Stevens, 2011).
4.4.2 Suplementacion de vitaminas AO en la calidad seminal

Tras diversas investigaciones, la suplementacion con AO en la dieta ha adquirido un rol

relevante al momento de la eleccidn terapéutica contra la infertilidad masculina en patologias

10


file:///D:/Users/Marilyn/Desktop/Tesis%20Final%20para%20imprimir/Tesis.%20RB,%20Resultados,%20Discusion,%20Conclu%20y%20biblio%20Final%20(1).docx%23_ENREF_55

asociadas a EO (Dragsted, 2008 ; Ross et al., 2010 ; Agarwal et al., 2014). Particularmente,
Agarwal et al. (2014) sefialan que el aumento de la TAC en un individuo producto de la
suplementacion con vitaminas AO se traduce en una mayor concentracion, motilidad y
vitalidad espermatica, asi como en una menor presentacion de ESP defectuosos. Asi mismo,
Ross et al. (2010) mediante el andlisis de un ndmero de investigaciones en las que se
utilizaron distintos AO como terapia de la infertilidad masculina, sefialan que el uso de AO
mejora la calidad seminal, mejorando principalmente la motilidad espermética y
disminuyendo el estrés oxidativo. Por otro lado, Chew (1995) sefialan que el uso de AO es
fundamental en animales, ya que aumenta la TAC y disminuye la predisposicion al desarrollo
de EO, ademas Bansal y Bilaspuri (2010) recomiendan mantener una 6ptima TAC en los

animales para disminuir entre otras cosas, alteraciones reproductivas producto de EO.

Tras analizar distintos estudios, Agarwal et al. (2014) sefialan que el uso de vitaminas AO y
su efecto es dosis dependiente. En el caso del uso de vitamina E, en dosis adecuadas, se
establece que disminuye los niveles de MDA, aumenta la concentracion espermatica y mejora
tanto la vitalidad como la motilidad espermatica, ademas de mejorar la tasa de fertilidad y
disminuir la tasa de abortos (Bansal y Bilaspuri, 2011 ; Agarwal et al., 2014). Por otro lado,
Aitken et al. (2014) y Agarwal et al. (2014) sefialan que el uso indicado de vitamina C
impacta y mejora sustancialmente la motilidad y vitalidad espermaética, sin embargo
sobredosificacion va a significar una disminucion de la motilidad espermatica. Por otro lado,
Fraga et al. (2010) sefialan que el uso de vitamina C previene del dafio del DNA por EO
conllevando a una disminucién de la mortalidad espermaética y de la presentacion de ESP

defectuosos, ademas de un aumento de la tasa de fertilidad.

La informacion previamente presentada hace suponer que la suplementacion de
carneros con vitamina C y vitamina E, puede contribuir a mejorar la capacidad antioxidante

total de los ejemplares, favoreciendo la calidad seminal.
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5. HIPOTESIS

Durante la gametogénesis, los espermatozoides estan virtualmente expuestos al estrés
oxidativo que afecta negativamente la funcion reproductiva de los carneros, lo que se

previene con el uso de antioxidantes.

6. OBJETIVOS
6.1 OBJETIVO GENERAL

Establecer el efecto de la administracion de vitaminas antioxidantes en las caracteristicas

seminales y estado oxidativo de los carneros.
6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar las caracteristicas seminales: volumen, color, pH, concentracién, motilidad
progresiva y vitalidad espermaticas; a los 0, 30 y 60 dias en carneros con y sin tratamiento

de vitaminas antioxidantes.

2. Evaluar la capacidad antioxidante plasmatica, mediante el analisis de MDA y TAC a los

0, 30 y 60 dias en carneros con y sin tratamiento.

3. Evaluar las concentraciones plasmaticas de vitamina C y E alos 0, 30 y 60 dias en carneros

con y sin tratamiento
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7. MATERIALES Y METODOS

Este estudio conto con la aprobacion del Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile y del Comité Asesor de Bioética de la

Comision Nacional Cientifica y Tecnologica (Conicyt).
7.1 Ubicacion

El estudio se realizo en la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad
de Chile (FAVET), ubicada en Santiago, RM, a 540 m.s.n.m.

7.2 Animales

Los animales considerados en este estudio corresponden a carneros mestizos (1 a 2 afios de

edad), fenotipicamente semejantes y de similar peso corporal.

Los animales fueron alimentados con 2,5 kg de alfalfa por dia, administrados en 2 raciones
diarias, para cubrir sus requerimientos (NRC, 2007) y dispusieron de agua ad libitum. La
mitad de los animales fue suplementado diariamente con vitaminas antioxidantes, en dosis
de 650 mg de Vitamina C y 450 U.l. de Vitamina E (grupo LLV) a partir de la realizacion
del primer muestreo hasta la finalizacion del experimento a los 60 dias de iniciada la
suplementacion. Las dosis fueron ajustadas segin el peso corporal de los animales,
basandose en lo descrito por Parraguez et al. (2011), para lograr aumento en la concentracion
plasmatica de las vitaminas C y E. Las vitaminas fueron administradas directamente en el
hocico de cada animal a primera hora en la mafiana y su absorcién fue evaluada mediante la
medicién de su concentracion en plasma sanguineo. La otra mitad de los animales que no

recibi6 vitaminas constituyo el grupo control (LL).

7.3 Disefio experimental

Las muestras para la evaluacion de la calidad seminal fueron tomadas a los dias 0, 30 y 60
de iniciado el tratamiento con vitaminas, buscando evaluar el efecto de la suplementacion en
un ciclo espermatico ovino que dura aproximadamente 47 dias (Sathe y Shipley, 2014). Asi

mismo, las muestras de cada animal y tiempo de muestreo fueron analizadas en duplicado.
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Los grupos muestrales estuvieron constituidos por 5 animales para cada periodo muestral. El
tamafio de cada grupo fue estadisticamente calculado considerando las diferencias y la
variabilidad estadistica en la concentracion plasmatica de testosterona entre carneros con
fertilidad normal y baja (Moore et al., 1978) y las diferencias y variabilidad estadisticas entre
el diametro testicular y su relacion con la calidad seminal (Islam y Land, 1977), considerando
a=0,05. Los experimentos fueron realizados durante la temporada reproductiva (Marzo, Abril

y Mayo).

7.4 Muestras sanguineas

Se tomaron muestras de sangre (10 mL) con jeringas heparinizadas desde la vena yugular
para la medicién de la concentracion de biomarcadores de estrés oxidativo y de vitamina C
y E. Las muestras fueron centrifugadas a 1000 g por 10 minutos a 4° C (MIKRO 200 R,
HettichZentrifugen, Alemania) para la obtencion de plasma sanguineo, el que se almacenoé a

— 80° C hasta su posterior medicion.

La evaluacion del dafio oxidativo en lipidos (malondialdehido) y la capacidad antioxidante
total se realiz6 en plasma sanguineo en triplicado mediante un test colorimétrico, siguiendo
las especificaciones técnicas del fabricante (Cayman Chemicals Company, Ann Arbor,
Michigan, U.S.A.), utilizando el kit comercial TBARS y el Antioxidant Assay Kit,
respectivamente. La medicién de absorbancia de las microplacas se realizé con el lector
Microplate Reader DNM-9602 (Beijing, Perlong New Technology Co. Ltd., Beijing, China).

La concentracién plasmatica de las vitaminas C y E se midié mediante cromatografia de alto
rendimiento (HPLC) con deteccion amperométrica y de fluorescencia respectivamente,

siguiendo los procedimientos usados previamente en ovejas (Parraguez et al., 2011).

7.5 Recoleccidn y evaluacion del semen

Las muestras de semen fueron extraidas mediante electroestimulacion y recogidas en una
copa graduada. Previo a la electroestimulacion (15 minutos antes), los carneros recibieron
0,2 mg/Kg de Xilacina intramuscular (Centrovet, Chile). Se limpid el recto de heces y el area
del prepucio se lavo con suero salino. La electroeyaculacion se realizé utilizando una sonda

de 3 electrodos (150 mm x 25 mm) conectada a una fuente de poder que permite el control
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del voltaje y amperaje recomendado para carneros (Minitub Gmbh, Moledo Ejakulator.

Alemania).

El volumen del eyaculado fue medido utilizando la graduacién de la copa de
recoleccion. El eyaculado fue analizado para concentracion espermatica y motilidad
progresiva, utilizando un Sistema Computarizado de Analisis del Semen, CASA (ISAS-
MCMfFdVit, Valencia, Espafia), siguiendo los protocolos establecidos por el fabricante.
Ademas, se analiz0 la vitalidad esperméatica mediante citometria de flujo (Gallios, Beckman
Coulter, Inc. Miami, FL USA.), utilizando ioduro de propidio como fluoroforo y las muestras
fueron guardadas en oscuridad a 4°C hasta su posterior analisis. Asi mismo, el pH fue

determinado mediante el uso de tiras reactivas (Merck, Alemania).

7.6 Andlisis estadistico

Los datos fueron sometidos a pruebas de normalidad. Posteriormente fueron sometidos a
comparacion mediante un analisis de varianza (ANDEVA), siguiendo un modelo factorial,
donde los factores fueron la administracion de vitaminas y el tiempo de suplementacion.
Cuando el ANDEVA resulto significativo se realizd la prueba de Duncan para establecer
cudles fueron los grupos distintos. Se consideraron diferencias significativas cuando P<0,05.

Los resultados son expresados en promedio * error estandar de la media.
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8. RESULTADOS
8.1 Caracteristicas Seminales
a. Volumen del eyaculado:

En la figura 1 se muestran los promedios del volumen del eyaculado a los 0, 30 y 60 dias en
carneros LL y LLV. Al comparar los promedios del volumen del eyaculado a lo largo del
tratamiento, no se apreciaron variaciones significativas que dependan de la suplementacion
con vitaminas (p=0,69), de los dias de tratamiento (p=0,253), ni de la interaccion de las
variables (p=0,87).
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E 2.0 B con vitaminas
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c E
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>

0.0

0 30 60

Dias de tratamiento

Figura Nro. 1: Volumen del eyaculado de carneros con y sin tratamiento de vitaminas
antioxidantes a los 0, 30 y 60 dias de suplementacion (X#EE).

b. Concentracion espermatica

En la figura 2 se muestran los promedios de la concentracion espermatica a los 0, 30 y 60
dias en carneros LL y LLV. Se observa que los grupos LLV, tanto al dia 30 y 60 de
tratamiento, registran valores mas altos que los animales control a los mismos dias de
tratamiento, asociado principalmente al factor suplementacion de vitaminas (p=0,01). En
contraste, la concentracion espermatica no presenta variaciones significativas que dependan

del tiempo de tratamiento (p=0,08), ni de la interaccion de las variables (p=0,64).
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Adicionalmente se establecio que el grupo LLV60 fue significativamente mayor con respecto
a los grupos no tratados al tiempo 0,30 y 60, asi mismo el grupo LLV30 fue

significativamente mayor que los grupos no tratados al tiempo 0 y 30 (p<0,05).
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Figura Nro. 2: Concentracion espermatica de carneros con y sin tratamiento de vitaminas
antioxidantes a los 0, 30 y 60 dias de suplementacion (X#EE). (a,b,c): Las letras distintas,
indican diferencias estadisticamente significativas entre los respectivos grupos (p<0,05).

c. Motilidad progresiva

En la figura 3 se muestran los promedios de la motilidad progresiva a los 0, 30 y 60 dias en
carneros con y sin tratamiento de vitaminas, LL y LLV, respectivamente. Aunque se observa
que los valores promedios de la motilidad progresiva son mas altos en los grupos tratados y
control a los 60 dias, el analisis estadistico mostro que no hay variaciones significativas que
dependan del factor dias de tratamiento (p=0,3), de la administracion de vitaminas (p=0,62)

ni de la interaccidn entre ambas variables (p=0,14).
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Figura Nro. 3: Motilidad progresiva de carneros con y sin tratamiento de vitaminas
antioxidantes a los 0, 30 y 60 dias de suplementacion (X#EE).

d. Vitalidad espermética:

En la figura 4 se muestran los promedios de la vitalidad espermatica a los 30 y 60 dias en
carneros LL y LLV. Para esta variable no fue posible obtener la medicién al tiempo 0. Los
promedios de la vitalidad espermatica, en términos absolutos, a los 30 dias de tratamiento
registraron valores mas bajos que los animales evaluados al dia 60. Ademas, se establecid
que el grupo LLV60 fue significativamente mayor con respecto los grupos LL30, LLV30 y
LL60 (p<0,05), lo que se asocia principalmente al efecto de la variable dias de tratamiento
(p=0,02) y a la interaccion de las variables suplementacion y dias de tratamiento (P=0,05).
En cambio no se observa influencia significativa del factor suplementacion de vitaminas en

la variacion de los grupos (p=0,07).
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Figura Nro. 4:Vitalidad espermética de carneros con y sin tratamiento de vitaminas
antioxidantes a los 30 y 60 dias de suplementacion (X#EE).* Indica diferencia
estadisticamente significativa con los grupos LL30, LLV30 y LL60.

e. pH:

En la figura 5 se muestran los promedios del pH del eyaculado a los 0, 30 y 60 dias en
carneros LL y LLV. Al comparar los promedios del pH del eyaculado a lo largo del
tratamiento, no se observa variacion entre los grupos LL y LLV. Los promedios del pH al
dia 30 y 60, independiente del grupo, oscilan entre 7,0+0,3-7,1+0,5, no obstante al dia 0 se
obtuvo un promedio de 6,7+0,1. ElI pH del eyaculado presentd poca variabilidad entre
animales, ademas; no se apreciaron variaciones significativas que dependan de la
suplementacion con vitaminas (p=0,680), de los dias de tratamiento (p=0,196), ni de la
interaccion de las variables (p=0,768).
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Figura Nro. 5: pH del eyaculado de carneros con y sin tratamiento de vitaminas
antioxidantes a los 0, 30 y 60 dias de suplementacion (X+EE).

f. Color:

Durante el tratamiento se evalué el color del eyaculado a los 0, 30 y 60 dias en carneros LL
y LLV. Al comparar el color entre los distintos grupos y tiempos de suplementacion no se

apreciaron variaciones, describiéndose como blanquecino en todos los animales estudiados.
8.2 Capacidad Antioxidante Total (TAC) del plasma sanguineo

En la figura 6 se muestran los promedios de la TAC del plasma sanguineo a los 30 y 60 dias
en carneros LL y LLV. Es importante sefialar que para esta variable no fue posible obtener
la medicion al tiempo 0. Al comparar la promedios de la TAC del plasma sanguineo no se
observan diferencias significativas que dependan de la suplementacién con vitaminas

(p=0,9), de los dias de tratamiento (p=0,7), ni de la interaccion de las variables (p=0,5).
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Figura Nro. 6: Capacidad Antioxidante Total plasmatica de carneros con y sin tratamiento
de vitaminas antioxidantes a los 30 y 60 dias de suplementacion (X+DS).

8.3 Concentraciones de malondialdehido (MDA) en el plasma sanguineo

En la figura 7 se muestran los promedios de las concentraciones plasmaticas de MDA a los
30 y 60 dias en carneros LL y LLV. Para esta variable tampoco fue posible obtener la
medicion al tiempo 0. Se observa que los grupos presentaron gran variabilidad, sin mostrar
diferencias significativas entre los grupos que dependan de la suplementacion con vitaminas

(p=0,2), de los dias de tratamiento (p=0,19), ni de la interaccién de las variables (p=0,62)
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Figura Nro. 7: Concentraciones plasmaticas de MDA de carneros con y sin tratamiento de
vitaminas antioxidantes a los 30 y 60 dias de suplementacion (X£EE).
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8.4 Concentraciones plasmaticas de vitaminas Cy E

En la figura 8 y 9 se muestran los promedios de las concentraciones plasmaticas de vitamina
C y vitamina E en los grupos LL y LLV, respectivamente. Para esta variable, no fue posible
obtener la medicion de las concentraciones plasméticas de vitamina C y vitamina E al tiempo
0. Al comparar los promedios de las concentraciones plasmaticas de vitamina C a lo largo
del tratamiento, se observa que las concentraciones obtenidas por el grupo LLV al dia 30 y
60 fueron significativamente mas altas con respecto a sus controles, asociado principalmente
al factor vitaminas (p=0,05). No se apreciaron variaciones significativas que dependan del
factor dias de tratamiento (p=0,3) ni de la interaccion entre suplementacion de vitaminas y

tiempo de tratamiento (p=0,6).

Asi mismo, al comparar los promedios de las concentraciones plasmaticas de vitamina E, se
observa un aumento significativo en el grupo LLV al dia 30 y 60 con respecto a sus grupos
no suplementados, asociado principalmente al factor suplementacién de vitaminas (p=0,01).
No se apreciaron variaciones significativas que dependan del factor dias de tratamiento
(p=0,4) ni de la interaccién entre suplementacion de vitaminas y tiempo de tratamiento

(p=0,9).
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Figura Nro. 8: Concentraciones plasmaticas sanguineas de vitamina C de carneros con y
sin tratamiento de vitaminas antioxidantes a los 30 y 60 dias de suplementacion (X#EE). *
Indica diferencia estadisticamente significativa con los grupos no tratados.
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* * 1 sin vitaminas
B con vitaminas

Vitamina E (mg/mL)

Concentracién Plasméatica de

30 60

Dias de tratamiento

Figura Nro. 9: Concentraciones plasmaticas sanguineas de vitamina E de carneros con y
sin tratamiento de vitaminas antioxidantes a los 30 y 60 dias de suplementacion (X#EE).*
Indica diferencia estadisticamente significativa con los grupos no tratados

9. DISCUSION

Tanto Aitken et al. (2014) como Agarwal et al. (2014) sefialan que los espermatozoides
potencialmente estan expuestos al dafio por EO, induciendo importantes alteraciones en su
supervivencia, calidad y fertilidad. Asi mismo, Kefer et al. (2009), Yeni et al. (2010) y
Agarwal et al. (2014) relacionan la presentacion de un mayor dafio por EO en los
espermatozoides con la presencia de una baja TAC, recomendando la suplementacién con
vitaminas AO para aumentar la TAC, atenuar dafios por estrés oxidativo y mejorar las
caracteristicas seminales. Considerando lo anterior, en el presente estudio se analizo el efecto
de la suplementacion de vitamina C y E tanto en la concentracion plasméatica de MDAy TAC
de carneros suplementados y no suplementados durante 60 dias, asi como su impacto en las
caracteristicas seminales: volumen del eyaculado, color, pH, motilidad progresiva,

concentracion y vitalidad espermatica.
9.1 Efecto Fotoperiodo/Estacionalidad

En primer lugar, tras comparar los resultados obtenidos de animales no suplementados
durante los meses de muestreo para distintas caracteristicas seminales (volumen del

eyaculado, motilidad progresiva, concentracién y vitalidad espermatica) se observo, pese a
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no evidenciar variaciones estadisticamente significativas, una tendencia al aumento desde el
mes de marzo a mayo, obteniendo resultados superiores con el transcurso del tiempo. Las
variaciones observadas, segin Sathe y Shipley (2014) pueden ser atribuidas al efecto de la
estacionalidad, ya que los carneros, al igual que las hembras, son afectados por el efecto
fotoperiodo (ASI, 2002). Asi mismo, Garner y Hafez (2000) indican que los ovinos son
estacionales de dias cortos, entrando en etapa reproductiva a medida que los dias presentan

menos horas de luz, situacion que coincide durante los meses de muestreo.

Por otro lado, Avdi et al. (2004) sefialan que existe una relacién positiva entre la produccion
de semen y la estacionalidad reproductiva, respaldando las diferencias obtenidas durante los
meses de muestreo en los animales sin suplementacion. Garner y Hafez (2000), Sathe y
Shipley (2014), Ross et al. (2010) indican que la variacion estacional, en etapa reproductiva,
se asocia positivamente con la motilidad espermatica y la vitalidad espermatica, asi como
negativamente con los defectos espermaticos primarios. Ademas, sefialan que el factor
estacionalidad aumenta la concentracion y vitalidad espermatica, la motilidad progresiva y
el volumen del eyaculado, no obstante, sefialan que su nivel de repercusion depende de la

raza ovina.

Lo anterior, permite establecer que el factor estacional estuvo presente en los resultados
obtenidos en la presente memoria. Sin embargo, por tratarse de un efecto fijo inevitable, se
asume que afecta de igual forma a todos los animales, lo que permite evaluar sin
inconvenientes efecto de la suplementacion de vitaminas antioxidantes en las caracteristicas

seminales.

9.2 Concentracion plasméatica de vitamina C y E

En primer lugar, tras el andlisis de las concentraciones plasmaticas de vitamina C y
vitamina E obtenidas por los grupos suplementados al dia 30 y 60 de tratamiento y su
significativo aumento con respecto a los animales no suplementados, se puede establecer que
la administracion oral y diaria de vitaminas AO impacta positivamente en las concentraciones
plasmaticas de los animales tratados, siendo un método efectivo de suplementacion. Esto
coincide con las recomendaciones expuestas por Bansal y Bilaspuri (2011), Aitken et al.
(2014) y Agarwal et al. (2014), quienes sugieren a la administracion oral como método de

eleccion para suplementar vitaminas AO con un fin preventivo y atenuante para elevar la
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TAC y mejorar las caracteristicas seminales, sin embargo, estos autores sefialan que adn no
existe una estandarizacion de la forma de administracion oral ni de la dosis adecuada para

lograr el efecto esperado en humanos.

En el caso de los ovinos, se describen diversas formas de administracion de vitaminaC y E
para cubrir los requerimientos basicos (NRC, 2007) tales como: presentacion en polvo feed-
grade, polvo como agente dispersable en agua, liquidas hidromiscibles, formas recubiertas,
formas estabilizadoras e inyectables (connotacion terapéutica). Sin embargo, Clifford (2001)
sefiala que la suplementacion oral diaria de vitaminas en rumiantes es una buena forma de
prevenir potenciales deficiencias y sus repercusiones, ya que la mayoria de las vitaminas
suplementadas posee buena absorcidn digestiva, ademas de que no poseen gran capacidad de
almacenamiento en el organismo por lo que se necesita constante suplementacion. Asi
mismo, sefiala que la suplementacion oral de vitaminas en rumiantes han reportado efectos
positivos al disminuir la incidencia de enfermedades, mejorar la respuesta productiva y la

respuesta del sistema inmunoldgico.

Trabajos de Daniels (2000) o Parraguez et al. (2011) demuestran que la administracion oral
y diaria de vitaminas es capaz de atenuar el dafio por estrés oxidativo en ovejas gestantes.
Asi mismo, las investigaciones de Yan et al. (2010), Lou et al. (2011) y Jafaroghli et al.
(2010) en carneros y de Hong et al (2010) en chivos, sugieren que la suplementacion oral de
vitaminas AO repercute positivamente en el desarrollo testicular, en la calidad seminal y su
actividad enzimatica, demostrando que la suplementacion oral permite obtener resultados

significativos y consistentes en las caracteristicas reproductivas de los ovinos.

Por otro lado, Agarwal et al. (2014) sefialan que aun no existe una estandarizacion en el
tiempo recomendado de suplementacién de vitaminas AO en humanos, pero indica que los
efectos sobre la calidad seminal, estado AO y biomarcadores de EO, se observan en un
minimo de 90 dias, debido al aumento significativo de los niveles plasmaticos de las
vitaminas suplementadas (Farrel, 1993; Halliwell y Whiteman, 1997; Horwitt, 2001). Asi
mismo, las investigaciones tanto para vitamina C de Padilla et al. (2007) en vacas y
deHidiroglouet al. (1997) en ovejas, para vitamina E de Rekkas et al. (2000) en carneros,

como para ambas de Parraguez et al. (2011) en oveja, sefialan que las concentraciones
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plasmaticas de las vitaminas suplementadas aumentan significativamente tras 30 dias de

tratamiento, lo que coincide con los resultados obtenidos en este estudio.
9.3 Concentracion plasmética de MDAy TAC

Con respecto a la TAC y el MDA, los resultados obtenidos no evidencian diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos suplementados y los no suplementados. Sin
embargo, es importante sefialar que al comparar los promedios de MDA se observa que los
grupos tratados presentan tendencia a menor concentracion que los no tratados, coincidiendo
con sefialado por Agarwal (2014) quien indica que la suplementacion de vitaminas AO
disminuye los niveles de MDA. En el caso de animales, estudios de Parraguez et al. (2011)
en ovejas, Yusef et al. (2004) en conejos, Hatamoto et al. (2006) en perros y Hong et al.
(2010) en chivos, sefialan que la suplementacion de vitaminas AO disminuyen
significativamente el MDA a nivel plasmatico en el caso ovejas como también a nivel
seminal en los perros, chivos y conejos. Asi mismo, Imamovic y Pinter (2014) tras analizar
diversos estudios en humanos encuentran que los niveles plasméaticos de MDA tienden a
disminuir con terapias antioxidantes. No obstante, sefialan que las variaciones significativas
dependen del antioxidante utilizado, su dosis y si existe una predisposicion a la presentacion
de EO, lo que coincide con lo expuesto por Agarwal et al. (2014) y Parraguez et al. (2011).
Ademas, lzquierdo et al. (2009) tras analizar diversos estudios, describe los beneficios del
uso de vitaminas antioxidantes en los diluyentes de criopreservacion del semen,
disminuyendo la presentacion de biomarcadores de EO y mejorando la calidad seminal. Por
lo tanto, considerando lo anterior y pese a los resultados obtenidos no se puede desestimar
que la suplementacion oral de vitamina C y E en carneros pueda atenuar los dafios por EO e
inducir cambios en los niveles de MDA de animales tratados, no obstante se sugieren nuevas

investigaciones.

Por otro lado, la literatura abordada no expresa un consenso exacto respecto al efecto
de la suplementacion de vitaminas AO en la TAC. Por un lado, estudios como los de
Imamovic y Pinter (2014) en humanos y Parraguez et al. (2011)sefialan que hay efectos
positivos en la TAC plasmatica al suplementar con vitaminas AO a individuos sometidos a
condiciones predisponente de EO, en cambio, estudios como el de Chao et al. (1999) indican

que no siempre existen alzas significativas de la TAC en animales suplementados y
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sometidos a condiciones de EO. Asi mismo, pese a que tanto Agarwal et al. (2014) como
Chew (1995) indican que la suplementacion de vitaminas AO deberia elevar la TAC en los
pacientes suplementados, son estos mismo autores quienes sefialan que el factor
suplementacion no implica que siempre se presentaran diferencias significativas entre
tratados y no tratados, sino que su administracion puede 0 no repercutir en las
concentraciones plasmaticas de la TAC, lo que se reafirma por lo expresado por Imamovic y
Pinter (2014) en humanos y por los resultados encontrados en este estudio, que pese a la
suplementacion durante 60 dias, en carneros no se encontraron variaciones significativas de
la TAC.

Es importante sefialar ademas, que la TAC se caracteriza por evaluar el sistema AO general
del organismo, sin presentar distincion ni especificidad entre los diferentes AO y su
capacidad (Ghiselli et al., 2000 ; Kusano et al., 2008). Tanto Agarwal et al. (2014) como
Aitken et al. (2014) sugieren que para obtener resultados concluyentes respecto al efecto de
la suplementacion de antioxidantes se recomienda la medicion de otros marcadores como
proteinas carboniladas y enzimas antioxidantes a nivel plasmatico y local. Asi mismo,
Escorza y Salinas (2009) recomiendan la evaluacion de la TAC como indicador de estado
global y dindmico del estado antioxidante, sin embargo, destacan la importancia de evaluar
el estado de los antioxidantes especificos. Ademas Ghiselli et al. (2000), sefialan que la
evaluacion de la TAC no refleja el comportamiento y estado de los sistemas antioxidantes
especificos, asi mismo, junto a Escorza y Salinas (2009) sugieren, dependiendo del propdsito,
evaluar el estado antioxidante local, ya que esto otorgara resultados mas concluyentes y
significativos a la hora del anélisis. En el caso del efecto de la suplementacion con
antioxidantes en el estado antioxidante seminal y general, estudios como Imamovic y Pinter
(2014), Agarwal et al. (2014), Hatamoto et al. (2006) y Aitken et al. (2014), coinciden con
lo expuesto por Escorza y Salinas (2009), ya que respaldan sus conclusiones de la efectividad
de la suplementacion en el estado antioxidante con la evaluacion de parametros antioxidantes
seminales y plasmaticos, encontrando principalmente resultados positivos en los parametros

antioxidantes locales.

Nuestro estudio no mostré cambios significativos de la TAC y del MDA plasmatico por

efecto del tratamiento con vitaminas antioxidantes. Esto, sin embargo, no descarta la
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posibilidad de un incremento del estatus antioxidante a nivel seminal o testicular, situacion

que permitiria explicar los resultados encontrados en la calidad seminal.

9.4 Caracteristicas seminales

Dentro de las caracteristicas seminales analizadas, se aprecia que la suplementacion de
vitaminas antioxidantes no repercute significativamente sobre el volumen del eyaculado de
los animales tratados, no obstante los grupos suplementados con vitaminas AO presentan una
tendencia a tener volimenes del eyaculado promedio més alto con respecto a los grupos no
suplementados, coincidiendo asi con lo expuesto por Aitken et al. (2014) y Eskenazi et al.
(2005) quienes sefialan que la terapia AO impacta positivamente en el volumen del
eyaculado.

Al analizar el impacto de la suplementacion de vitaminas AO en otras caracteristicas
seminales como el pH o el color, no se aprecian variaciones significativas atribuibles a la
administracion, situacion que coincide con la literatura abordada en donde no se hace
referencia respecto al efecto significativo de la suplementacion de antioxidantes en estas
variables. Sin embargo, tanto Sathe y Shipley (2014) y Garner y Hafez (2000) sefialan que
tanto la presentacion de variaciones significativas en el rango del pH seminal como cambios
de color en el semen pueden indicar el desarrollo de patologias, presencia de orina o
contaminantes que alteren la calidad seminal, por lo que se puede establecer que los
eyaculados analizados provienen de animales sanos, que estan libres de contaminacién y que
presentan condiciones que permitieron un analisis de otras caracteristicas seminales sin
interferencias.

Con respecto a la motilidad progresiva, no se observan diferencias significativas entre las
motilidades presentadas por animales tratados y no tratados. Ni siquiera se aprecia una leve
tendencia a un aumento por parte de los animales suplementados por sobre los no tratados,
como manifestd el volumen del eyaculado. Situacion que contrasta con lo sefialado por
Bansal y Bilaspuri (2011), Aitken et al. (2014) y Agarwal et al. (2014), quienes indican que
la suplementacion de vitaminas AO aumenta significativamente la motilidad progresiva en
los individuos tratados. Asi mismo, investigaciones de Eskenazi et al. (2005) en humanaos,
Yusef et al. (2004) en conejos, Hatamoto et al. (2006) en perros y Audet et al. (2004) en
jabalis, respaldan el impacto positivo y significativo que tiene la administracion de vitaminas
AO en la variable estudiada. Pese a que Avdi et al. (2004), Garner y Hafez (2000) y Sathe y
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Shipley (2014) describen que tanto la motilidad progresiva como otras caracteristicas
seminales son afectadas por diversos factores, no se logra explicar el descenso de la motilidad
progresiva por parte de los animales tratados al dia 60 con respecto a los del dia 30.
Considerando lo sefialado por Agarwal et al. (2014) respecto a los beneficios de la
suplementacion de vitaminas AO en motilidad progresiva, independiente de los resultados
obtenidos no se descarta la potencialidad descrita de la suplementacién de vitaminas AO
sobre la motilidad progresiva de los carneros, debido a que en la literatura abordada no se
describen efectos nocivos asociados a la dosis ni al tiempo determinado en este estudio.

Por otro lado, al analizar el impacto de la suplementacion de vitaminas AO en la vitalidad
espermatica se aprecia que los animales suplementados al dia 60 obtienen una vitalidad
promedio significativamente mayor con respecto a los grupos no suplementados y al grupo
suplementado a los 30 dias. Los animales suplementados durante 60 continuos alcanzan un
promedio de 90,9 % de espermatozoides vivos, evidenciando una diferencia de casi en un
12% con respecto a los otros grupos y alcanzando estandares recomendados por Garner y
Hafez (2000). La significancia de los resultados obtenidos se asocian principalmente al
tiempo de suplementacion, coincidiendo con lo expuesto por Ross et al. (2010) e Imamovic
y Pinter (2014) quienes sefialan que la terapia AO repercute significativamente sobre la
vitalidad espermética si es suministrada durante un periodo minimo. Asi mismo, las
variaciones significativas segin Agarwal et al. (2014) e Imamovic y Pinter (2014) también
dependen de la administracion de una dosis constante durante un tiempo determinado, hecho
que se evidencia al observar diferencias significativas luego de 60 dias de tratamiento a los
carneros con una dosis fija de vitamina E y C. En el caso de los humanos, Imamovic y Pinter
(2014) sefialan que para obtener resultados significativos en la vitalidad espermatica se
recomienda una suplementacion diaria por al menos 90 dias, coincidiendo con los resultados
encontrados por Akmal et al. (2006) y Kobori et al. (2014). En cambio en el caso de jabalis,
Audet et al. (2004) sefialan que una terapia de 2 meses a dosis recomendada manifiesta
variaciones significativas en la vitalidad espermaética, coincidiendo con los resultados del

presente estudio.

Tras analizar la repercusion de la suplementacion de vitaminas AO en la
concentracion espermatica, se aprecia que los grupos suplementados obtienen una

concentracion promedio significativamente mas alta con respecto a los grupos no
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suplementados, coincidiendo con lo expuesto por Agarwal et al. (2014) y Ross et al. (2010)
quienes sefialan que la terapia con vitaminas AO aumenta la concentracion espermatica
significativamente.

En un principio, los resultados permiten establecer que la suplementacion durante 30 dias
con vitaminas AO induce cambios positivos y significativos en la concentracion espermatica
de los animales tratados con respecto a las presentadas por aquellos no tratados al mismo
tiempo, permitiendo establecer que la suplementacion de vitaminas AO durante 30 dias es
efectiva como metodo para mejorar las concentraciones espermaticas de los carneros. Como
se sefialaba anteriormente, los efectos de la suplementacion de vitaminas sobre la
concentracion espermética y caracteristicas seminales dependen del tiempo de
suplementacion, de la dosis y de la presentacion (Agarwal et al., 2014). Por ejemplo, en
humanos Imamovic y Pinter (2014), tras analizar diversos estudios sobre los efectos de
distintas terapias AO y sus efectos en las caracteristicas seminales entre el afio 2000-2013,
concluyen que el aumento de la concentracién espermaética al administrar vitamina E o
vitamina C de forma oral, se hace evidente a partir de 60 6 90 dias de iniciado el tratamiento,
estableciendo como terapia minima de 3 meses de suplementacion, lo que se respalda con las
investigaciones de Akmal et al. (2006), Ghanem et al. (2010) y Kobori et al. (2014). En otras
especies, se aprecian aumentos significativos de la concentracion espermatica a los 2 meses
de tratamiento segin Yusef et al. (2004) en conejos, Hatamoto et al. (2006) en perros,
Jafaroghli et al. (2010) en carneros y Audet et al. (2004) en jabalis, por lo que se podria
estimar que una suplementacion de 30 dias de vitaminas AO en carneros induciria cambios
significativos en la concentracion espermaética.

Independientemente de lo anterior, los animales no suplementados aumentan su
concentracion espermatica a los 60 dias a un nivel que comparativamente no presenta
diferencias significativas con los tratados durante 30 dias. Situacion diferente al analizar los
datos obtenidos de los animales suplementados con vitaminas AO durante 60 dias, quienes
manifiestan un aumento significativo de la concentracion espermatica con respecto a los no
tratados tanto a los 0, 30 y 60 dias, ademas de presentar una concentracion promedio mucho
mayor que la de los animales al dia 30.

Por lo tanto, se puede establecer que la suplementacién de vitaminas AO impacta

significativamente la concentracion espermatica tanto a los 30 como a los 60 dias de
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tratamiento y no se aprecian diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos
tratados, pudiendo recomendarse terapias de uno o dos meses de duracién. A su vez, Agarwal
etal. (2014) y Aitken et al. (2014) tras el analisis de diversos estudios, concluyen que terapias
muy prologadas pueden inducir alteraciones en la calidad seminal, por lo que se
recomendaria que en estudios posteriores de carneros se considerara el factor tiempo de
suplementacion con el fin de estimar un tiempo éptimo de suministro de vitaminas AO.

Tras las evidencias encontradas en el presente estudio respecto a las caracteristicas
seminales y su comparacién con la literatura abordada, se establece que la suplementacion
de vitaminas C y E en carneros repercute significativamente sobre la concentracion y
vitalidad espermatica al ser tratados durante 60 dias. Por lo tanto, se puede recomendar como
método para mejorar la calidad seminal de los carneros la suplementacion oral con vitaminas
C y E durante 30 6 60 dias previo a su uso reproductivo, ya que se evidencian efectos
beneficiosos en la concentracion espermatica desde los 30 dias de suplementacion y en la
vitalidad desde los 60 dias. Es importante sefialar, que pese a que no se evidenciaron
resultados significativos para la motilidad progresiva, gran porcentaje de la literatura
abordada y en diferentes especies sefialan que el tratamiento y/o suplementacion con
vitaminas AO impacta positivamente sobre esta variable, por lo que no se descarta que dicha
dosis y durante el tiempo sugerido puedan inducir variaciones significativas sobre la
motilidad espermatica de animales tratados
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10. CONCLUSIONES

1) La suplementacion de forma oral y diaria de 650 mg de vitamina C y 450 1U de vitamina
E aumenta significativamente las concentraciones plasmaticas de las mismas en animales
tratados con respecto a no tratados a los 30 y 60 dias, por lo que se establece como una forma
eficiente de suplementacion.

2) La suplementacién con vitaminas C y E durante 30 dias aumenta significativamente la
concentracion espermética. Asi mismo, la suplementacion durante 60 dias aumenta
significativamente tanto la vitalidad como la concentracion espermatica de los animales
tratados, por lo que se puede recomendar la suplementacion diaria y oral de vitaminas Cy E

como minimo durante 30 dias para obtener mejoras significativas en la calidad seminal.

3) La suplementacion con vitaminas C y E no afect6 las concentraciones de MDA ni la TAC
en el plasma sanguineo, lo que no se contrapone con un eventual incremento del estatus
antioxidante del plasma seminal o a nivel testicular. No obstante, se sugiere que en proximos

estudios se evalUe el estado antioxidante a nivel local.
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