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RESUMEN

Introducción: La producción ovina es el principal recurso de familias que
habitan a gran altura. Sin embargo, presenta una eficiencia reproductiva pobre
en relación con lo registrado a nivel del mar. La hipoxia hipobárica 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 daño oxidativo causado por la hipoxia e
incrementar la capacidad reproductiva. Por esta razón, se evaluó si la
suplementación con vitaminas antioxidantes C y E atenúa los efectos
perjudiciales del estrés oxidativo causado por hipoxia en la función 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 UI de vitamina E, vía oral, durante 240 días. Se analizaron las
poblaciones celulares presentes en el epitelio seminífero, la morfología
espermática en el eyaculado y el estatus antioxidante del plasma seminal.

Resultados: La suplementación con vitaminas evitó y/o amortiguó la reducción
de la población de espermatogonias, la reducción de la altura del epitelio
seminífero y el diámetro tubular, la disminución de la capacidad antioxidante
total y redujo el grado de arresto espermatogénico al día 30 en carneros no
adaptados a la altura. Sin embargo, no tuvo efectos sobre la morfología
espermática y las enzimas presentes en el plasma seminal de carneros
expuestos a gran altura por corto y largo tiempo.

Conclusión: La suplementación 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.
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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.



3

1. INTRODUCCIÓN

La producción ovina es el principal recurso económico 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 asiático (Huddleston et

al., 2003). El ovino es una especie productiva que fue introducida en el altiplano

andino hace alrededor de 500 años atrás y, a pesar del tiempo que llevan bajo

condiciones de gran altura, su eficiencia reproductiva es pobre en relación a los

ovinos que habitan a baja altura (De Carolis, 1987). Además, es frecuentemente

utilizado como modelo para estudios de biología humana y medicina (Barry y

Anthony, 2008), donde cobra aún más relevancia como modelo de estudio en la

altura.

En las crónicas de los conquistadores españoles se hace referencia a que,

desde tiempos pasados, la exposición aguda a gran altura podría provocar

infertilidad en humanos (Gonzáles, 2007). También, otros estudios han

detectado una infertilidad transitoria en ovinos, ganado vacuno, gatos y conejos

que han sido expuestos a gran altura (Monge, 1942; Monge y Mori-Chavez,

1942; Monge et al., 1945).

Se piensa que la reproducción ovina a gran altura se ha mermado por el

ambiente de hipoxia hipobárica 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 comparación a su contraparte a baja altura (Farías et al.,

2005a; Farías et al., 2008; Farías et al., 2010; Liao et al., 2010; Monge et al.,

1945; Monge y Mori-Chavez, 1942; Vargas et al., 2011).
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La exposición a hipoxia hipobárica, propia del ambiente de altura, produce

estrés oxidativo, lo que también produce efectos perjudiciales en diversos

tejidos, entre estos el aparato reproductor (Bustos-Obregón et al., 2010).

La terapia con vitaminas antioxidantes ha demostrado reducir el daño

oxidativo inducido por hipoxia (Ilavazhagan et al., 2001; Magalhâes et al., 2005)

y ayuda a prevenir el mal agudo de montaña (Bailey et al., 2001). En estudios

realizados en ovejas gestantes sometidas a condiciones de hipoxia hipobárica,

se ha demostrado la eficacia de la suplementación con vitaminas antioxidantes

en cuanto a mejorar la fertilidad, previniendo los efectos detrimentales causados

por el estrés oxidativo y aumentando el peso de las crías 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 evaluarán los efectos que genera la exposición a la altura

sobre la gametogénesis, el estatus redox del semen y morfología espermática

en carneros y la posible prevención de éstos mediante la suplementación con

vitaminas antioxidantes C y E.
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2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA.

2.1. ALTURA E HIPOXIA HIPOBÁRICA

La presión atmosférica decrece con la altitud, así como también lo hace la

presión parcial de sus componentes (O2, N2, CO2). El oxígeno representa el

21% de los gases atmosféricos. A medida que se incrementa la altura, va

disminuyendo la presión parcial de oxígeno ambiental y alveolar, lo que se

traduce en efectos fisiológicos donde, tanto la saturación de la hemoglobina

como el contenido de oxígeno sanguíneo que contiene y transporta, se ven

disminuidos, por lo tanto disminuye el oxígeno que llega a los tejidos (Vargas et

al., 2011). Este estrés de origen ambiental a gran altura que genera condiciones

de hipoxia fisiológica es lo que se denomina hipoxia hipobárica (HH) (Beall,

2007).

Según el tiempo de exposición a gran altura (sobre 3.000 msnm) la HH

puede clasificarse en: crónica (residentes permanentes), aguda (turismo y

deportes) o crónica intermitente (por ejemplo, trabajadores mineros) (Farías et

al., 2005a).

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

período (minutos, horas o días).

HH Crónica: Condición que compromete a sujetos que han nacido o que viven

permanentemente en altura, por lo que han estado expuestos por períodos

prolongados (años) a estas condiciones ambientales.

HH Crónica Intermitente: Condición en la que los sujetos no viven

permanentemente en altura, sino que se desplazan por períodos, que pueden

tener una duración de horas o días y luego descienden a nivel del mar para su

descanso (horas o días), reiterando esta condición por tiempos prolongados.
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Esta condición se da frecuentemente en los trabajadores mineros (Richalet et

al., 2002).

La HH es una gran preocupación en animales domésticos que no están

adaptados genéticamente a la altura, a diferencia de las llamas y las alpacas

que presentan una serie de adaptaciones fisiológicas. Además, los animales

genéticamente adaptados a la altura no presentan una respuesta

vasoconstrictora a la hipoxia, debido a esto, se evita la elevación sostenida de

la presión 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. ESTRÉS OXIDATIVO

Se ha demostrado que la exposición a gran altura induce estrés oxidativo

que va acompañado por una disminución en las concentraciones de glutatión

reducido (GSH) y ácido ascórbico (AA) y por un incremento en enzimas

antioxidantes como la glutatión reductasa (GR) (Farías et al., 2010). Además,

se ha reportado que el estrés oxidativo inducido por la HH está involucrado en

alteraciones de la función del aparato reproductor masculino (Vargas et al.,

2011).

El estrés oxidativo se produce cuando las especies reactivas de oxígeno

(ERO) y otras especies de radicales libres sobrepasan la capacidad de los

mecanismos antioxidantes que posee el organismo, lo que puede derivar en un

daño celular (Córdova-Izquierdo 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

exógenos (Ponce de León, 2014). Las principales especies reactivas de
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oxígeno son: anión superóxido (O2
-), peróxido de hidrógeno (H2O2) y los

radicales hidroxilos (-OH) (Córdova-Izquierdo et al., 2010).

Los radicales libres corresponden a moléculas que tienen por lo menos un

electrón desapareado, que les confiere una alta inestabilidad y promueve la

transferencia electrónica hacia otras moléculas (Clark et al., 2010). Ellos

reaccionan inmediatamente con cualquier sustancia que se encuentre en su

área circundante y originan reacciones en cadena que conducen a daño celular

(Agarwal y Sekhon, 2010). También poseen importantes funciones fisiológicas

como mediadores oxidativos, participando en la fagocitosis, activando enzimas

de la membrana celular, disminuyendo la síntesis de catecolaminas por las

glándulas suprarrenales, modificando la membrana, favoreciendo la quimiotaxis,

favoreciendo la síntesis de colágeno y prostaglandinas, por lo tanto, se deben

considerar beneficiosos o nocivos dependiendo de su concentración y de los

mecanismos donde participe (Ponce de León, 2014).

Los mecanismos antioxidantes mantienen un balance entre las ERO

generadas y removidas, por lo tanto, una alteración en esta relación puede

desembocar en estrés oxidativo, que ocasiona un daño celular que puede

modificar la estructura y la función de diversos componentes celulares. El daño

celular oxidativo afecta principalmente a proteínas, lípidos y ácido

desoxirribonucleico (ADN):

Proteínas: La oxidación de sus aminoácidos conduce a entrecruzamiento en

sus cadenas peptídicas y formación de grupos carbonilos (Ponce de León,

2014), lo que conlleva a daños en la integridad de proteínas estructurales,

interrupción de la regulación de las vías metabólicas y pérdida de la actividad, si

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

Lípidos: Se produce peroxidación lipídica que afecta la función biológica de la

membrana, la cual es rica en ácidos grasos poliinsaturados (Ponce de León,
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2014), produciéndose alteraciones en su cohesión, fluidez, permeabilidad y

función metabólica, pudiendo llevar a apoptosis celular (Izquierdo et al., 2009).

La peroxidación lipídica se produce cuando las ERO (R●) atacan a un acido

graso poliinsaturado (L-H) y le quitan un átomo de hidrogeno al grupo metileno

adyacente al doble enlace, para formar el radical acilácido graso (L●).

Rápidamente ésta molécula adiciona oxigeno y se transforma en un radical

libre, peroxilo ácido graso (L-OO●), que actúa como transportador de la reacción

en cadena, ya que ataca a otros ácidos grasos poliinsaturados e inicia nuevas

reacciones (Córdova et al., 2009). Los productos finales de la peroxidación

lipídica son lípidos peroxidados que, al degradarse, generan nuevos radicales

libres y una variedad de compuestos citotóxicos, entre estos, 4-hidroxi-2-

nonenal (4-HNE) y malondialdehído (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-OO●

L-OO● + L-H L-OOH + L●

ADN: El daño oxidativo a este nivel es seguramente el más serio, siendo más

afectado el ADN mitocondrial debido a que, por su localización, está expuesto a

un flujo constante de ERO provenientes de la cadena respiratoria, además de

ser más inestable, ya que carece de histonas. Los radicales libres de oxígeno

reaccionan con las bases nitrogenadas y la desoxirribosa fragmentando el ADN,

ocasionando con ello problemas en la compactación y enrollamiento de la

cromatina, la cual tiene un rol importante en la regulación de la transcripción

génica (Izquierdo et al., 2009). Como consecuencia, se provoca mutación de los

genes, síntesis de proteínas defectuosas, además de conducir a la apoptosis

celular (Sorg, 2004).
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2.2.1. Mecanismos antioxidantes

Los antioxidantes funcionan como donadores de electrones, siendo

capaces de evitar una cadena de óxido-reducción sacrificando su propia

integridad molecular y, por ende, resguardar de alteraciones a moléculas como

lípidos, proteínas, ADN, etc. Para proveer el máximo nivel de protección, los

antioxidantes intracelulares y extracelulares, se encuentran armónicamente

integrados para lograr la máxima supresión de las reacciones generadas por los

radicales libres (Izquierdo et al., 2009).

Existen tres tipos de mecanismos antioxidantes: enzimáticos, no

enzimáticos y terciarios. Los antioxidantes enzimáticos metabolizan los

radicales libres generados durante los procesos metabólicos, los no enzimáticos

destruyen directamente los radicales libres generados y los terciarios reparan

las biomoléculas que han sido dañadas por los radicales libres (Córdova et al.,

2009).

Los mecanismos de defensa antioxidante en el semen incluyen tres

niveles de protección: Prevención, Intercepción y Reparación.

Prevención: La primera línea de defensa contra el estrés oxidativo consiste en

la prevención de la formación de ERO por encima de los niveles normales del

organismo. Por ejemplo, la acción de enzimas peroxidasas uniéndose a iones

metálicos, como hierro y cobre, les impide iniciar una reacción en cadena

(Saraswat et al., 2014).

Intercepción: Interrumpiendo la reacción en cadena, atrapando las ERO y

reduciéndolas, mediante la formación de productos finales no radicales. Por

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

por ácido ascórbico (vitamina C) (Saraswat et al., 2014).

Reparación: Reparando o eliminando las biomoléculas que han sido dañadas

por los radicales libres. Por ejemplo, las enzimas Superóxido Dismutasa (SOD),

la Glutatión Peroxidasa (GPx), Glutatión Reductasa (GR) y Catalasa (CAT)

cumplen esta función (Córdova et al., 2009).

El espermatozoide y el plasma seminal, en su conjunto, poseen una

abundante actividad antioxidante tanto enzimática (tales como CAT, GPx y

SOD) como no-enzimática (Vitamina C y E, glutatión, carnitina y carotenoides),

que previenen la acumulación de ERO y preservan la función espermática

(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

biológico, incluyendo el suero sanguíneo (Mann, 1964). Además, los

antioxidantes presentes en el plasma seminal compensan principalmente la

deficiencia en enzimas citoplasmáticas (Angulo et al., 2011). Dentro de los

sistemas antioxidantes enzimáticos del plasma seminal se puede encontrar:

CATALASA

Es una hemoproteína de amplia distribución intracelular, presente en

altas concentraciones en riñón e hígado, baja concentración 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 degradación del peróxido de hidrógeno, proveniente

de la dismutación del superóxido, en agua y oxígeno; y cumple un rol

peroxidativo y formando parte del sistema antioxidante catalasa/superóxido

dismutasa (CAT/SOD) que actúa en presencia de altas concentraciones de

peróxido de hidrógeno (Córdova et al., 2009). En su mecanismo de acción, la

propia molécula de agua actúa como donante de electrones (Benítez, 2006):
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2H2O2 2H2O + O2

GLUTATIÓN PEROXIDASA

La GPx es una enzima intracelular, selenio dependiente, cuya función

antioxidante es un importante mecanismo de defensa contra el estrés oxidativo

(Benítez, 2006). Puede encontrarse en el tejido testicular y espermatozoides de

mamíferos (Córdova et al., 2009), incluso en el plasma seminal debido a que es

secretada por las vesículas 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 (Córdova et al., 2009). Además, se ha demostrado su

localización en el post-acrosoma y la zona apical de la cabeza del

espermatozoide (Marti et al., 2008). Esta enzima utiliza el glutatión reducido

(GSH) como donante de electrones, para reducir el peróxido de hidrógeno

(H2O2) a agua y los lipoperóxidos (L-OOH) a alcoholes de alquilo (L-OH).

2H2O2 + 2GSH 2H2O + GSSG

L-OOH + 2GSH L-OH + GSSG + H2O

El glutatión oxidado (GSSG) resultante es llevado nuevamente a GSH por

medio de la enzima GR usando NADPH como co-factor (Benítez, 2006; Gadea

et al., 2011).

GSSG + NADPH + H+ 2GSH + NADP+

Si se elevan los niveles de glutatión se tendrá espermatozoides de mejor

calidad y mayor viabilidad presentes en el líquido seminal (Gadea et al., 2011;

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

SUPERÓXIDO DISMUTASA

Las enzimas responsables de la eliminación celular del anión superóxido,

las Superóxido Dismutasas, son metaloproteínas que, a través de ciclos de
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reducción y oxidación de sus metales, aceleran enormemente la desaparición

del anión superóxido (González et al., 2002). Se encuentran altamente

distribuida en todas las células aeróbicas y su concentración aumenta

adaptativamente con la exposición de la célula a gradientes superiores de

presión de O2 (Benítez, 2006). La SOD es secretada por las vesículas

seminales para proteger a los espermatozoides después de la eyaculación

(Zubkova y Robaire, 2004), y se ha demostrado su localización en el acrosoma,

postacrosoma y cola del espermatozoide (Marti et al., 2008). En los organismos

eucariotes se expresan 3 tipos de SOD:

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

núcleo 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 función es la detoxificación de O2
- generado por la reducción

parcial de O2 durante la fosforilación oxidativa en la cadena respiratoria.

La SOD3 o SOD extracelular, es una glicoproteína tetramérica dependiente de

Cu y Zn, está enzima se ha encontrado en los espacios intersticiales de tejidos

y en los fluidos extracelulares (Teoh-Fitzgerald et al., 2012). Además, se ha

reportado que presenta una elevada actividad en el plasma seminal en

comparación 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

regulación en tejidos de mamíferos son coordinados por citocinas (Teoh-

Fitzgerald et al., 2012).

La actividad catalítica de estas enzimas neutraliza la capacidad reactiva

del radical superóxido, al reducirlo a peróxido de hidrogeno:

O2
- + O2

- + 2H+ H2O2 + O2
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Luego, la reacción continúa hasta la reducción definitiva a agua, por parte de

GPx y CAT, del peróxido aquí producido. Esta enzima establece una vigilancia

bioquímica, porque el anión superóxido generalmente se forma como un

intermediario en las reacciones de oxigenación de sustratos; de esta manera se

protegen los tejidos de la acción potencialmente deletérea de este radical libre

(Benítez, 2006; Yue et al., 2010).

La SOD, CAT y GPx son los componentes enzimáticos 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 espermática y la integridad del acrosoma, además de un crecimiento

lineal en la sobrevivencia espermática si la concentración de antioxidantes se

incrementa (Sarlós et al., 2002).

2.3. HIPOXIA Y ESTRÉS OXIDATIVO

Bajo condiciones hipóxicas, la disminución en la presión parcial de O2 causa

una menor disponibilidad de oxígeno dentro de la célula (Maiti et al., 2006).

Debido a que menos O2 está disponible para ser reducido a H2O por la

citocromo oxidasa, se genera una acumulación de equivalentes reducidos en la

cadena transportadora de electrones mitocondrial, provocando la auto-oxidación

de uno o más complejos mitocondriales, como por ejemplo la coenzima Q10 con

la subsecuente reducción directa de O2 a superóxido y radicales hidroxilos

(Askew, 2002; Kehrer y Lund, 1994; Mohanraj et al., 1998). Estas reacciones

conducen a la reducción directa del O2 hacia superóxido, peróxido y radicales

hidroxilo que caracteriza esta situación redox favoreciendo el estrés reductivo

que paradojalmente conducen a un incremento de la formación de ERO y una

resultante disminución en la habilidad de la célula hipóxica de defenderse a si

misma contra el estrés oxidativo (Askew, 2002). Además, el estrés hipóxico
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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 relación con la

fertilidad.

El estrés oxidativo en el aparato reproductor puede originarse por

diversas causas tales como tóxicos ambientales, HH, estilo de vida (uso de

laptop, wi-fi, teléfonos celulares), patologías 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 ESTRÉS OXIDATIVO EN EL TESTÍCULO

Se han observado cambios locales en los testículos en respuesta a

condiciones de HH crónica incluyendo neovascularización, aumento de la

temperatura escrotal, disminución del tamaño testicular, disminución de la altura

del epitelio seminífero y un aumento del espacio intersticial (Farías et al.,

2005b). Las respuestas adaptativas frente a la hipoxia testicular, tales como,

vasodilatación y angiogénesis generan un aumento en 1,5°C aproximadamente

en la temperatura testicular lo que podría provocar daño espermatogénico

(Farías et al., 2005b).

Estudios de tipo morfológicos han revelado que la exposición a HH

crónica causa también degeneración del epitelio germinal, plegamiento de la

membrana basal, degeneración y separación de las células germinales,
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incremento del lumen del túbulo seminífero, sedimentación de gotas lipídicas en

las células de Sértoli y un aumento de la lipoperoxidación (Farías et al., 2005a;

Liao et al., 2010).

Debido a la gran distancia de difusión de oxígeno que hay desde los

vasos sanguíneos a la región luminal de los túbulos seminíferos, es que esta

última es considerada hipóxica. La alta actividad proliferativa del epitelio

seminífero conlleva un alto consumo de oxígeno. Por lo tanto, la expresión de

las enzimas glicolíticas debe estar relacionada a adaptaciones metabólicas a la

hipoxia. Muchos eventos reproductivos, tales como capacitación espermática,

cambios en la motilidad, reacción acrosómica y fecundación, son dependientes

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

EFECTOS DEL ESTRÉS OXIDATIVO EN EL ESPERMATOZOIDE

Una baja en el aporte de oxígeno testicular puede afectar la fertilidad de

los machos. Algunos investigadores han sugerido que largos tiempos de hipoxia

intratesticular podrían ser parte de la etiología de ciertas fallas

espermatogénicas primarias severas (Gat et al., 2010). Se ha observado que la

hipoxia crónica induce estados reversibles de oligozoospermia en hombres

sanos (Verratti et al., 2008). Sin embargo, si la hipoxia es permanente generara

daño 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 espermática en el semen y el recuento espermático (Farías et al.,

2010). Una reducción en el recuento espermático puede estar asociada a un

aumento de la apoptosis de las células germinales producto de las condiciones

hipóxicas (Farías et al., 2005a; Liao et al., 2010).

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

espermatozoides inmaduros desde los túbulos seminíferos al epidídimo pueden
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generar daño oxidativo durante su paso por el epidídimo mediante la

fragmentación directa o indirecta del ADN y generando daño acrosomal (Ponce

de León, 2014). Además, se ha observado que la hipoxia incrementa la

descondensación de la cromatina espermática alterando su compactación

(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 líquido espermático

(Hernández-Matos et al., 2010). En los espermatozoides las ERO son

producidas por las mitocondrias, producto de la reducción del oxígeno

molecular durante la fosforilación oxidativa (Ponce de León, 2014). Además, los

espermatozoides son particularmente sensibles al ataque de ERO debido a la

existencia de altas cantidades de ácidos 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 liberación de

ERO, peroxidando los ácidos grasos insaturados a fosfolípidos de membrana,

produciendo una permeabilización de la membrana plasmática y acrosomal

generando poros de membrana que contribuyen a la perdida en la viabilidad,

capacidad fecundante y motilidad del espermatozoide, produciendo

simultáneamente un bloqueo en la biosíntesis de ATP, por tanto, reduciendo el

aporte energético a la célula.

Por otra parte, la activación de los leucocitos presentes en el fluido

seminal produce citoquinas y ERO. Dependiendo de la localización inflamatoria,

la duración de la exposición del espermatozoide a los leucocitos y de la

capacidad del espermatozoide para activar el sistema inmunológico depende el

grado de daño inducido por las ERO (Ponce de León, 2014).
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2.3.2. Anormalidades espermáticas y su relación con el Estrés

Oxidativo.

Las anormalidades espermáticas 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

daños a nivel del tejido testicular. Dentro de esta clasificación 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 epidídimo; dentro de esta clasificación se incluye la

presencia de cola doblada, gota citoplasmática proximal y cabeza con

acrosoma desprendido (Sorensen, 1991).

La HH inhibe la espermatogénesis en ratas mediante la disminución de

espermatocitos primarios. La apoptosis de espermatocitos primarios y

espermatogonias, inducida por hipoxia, podrían contribuir a la pérdida en esta

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

Otros estudios, han observado un incremento en el porcentaje de

espermatozoides anormales en condiciones de HH, donde las anomalías

predominantes son malformaciones de cabeza, a diferencia de las anomalías

de cola que son más frecuente en condiciones normobáricas (Vargas et al.,

2011; Hartley et al., 2009). Las consecuencias del estrés oxidativo ocasionado

por la HH contribuirían a la presencia de anormalidades espermáticas.

Se ha descrito que el daño peroxidativo en el espermatozoide humano

está asociado con anomalías morfológicas de la pieza media, donde el exceso

de citoplasma residual sería localizado (Rao et al., 1989), y la oxidación de la

membrana espermática puede dar lugar a una disminución en la fluidez de

membrana o daño en las funciones asociadas a membrana, tales como

transporte de iones para la regulación del volumen espermático (Yeung et al.,
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2009). Además, la fragmentación del ADN se correlaciona con defectos en el

axonema, anormalidades de cola (Muratori et al., 2000) y una alta frecuencia de

gotas citoplasmáticas proximales en el eyaculado (López-Fernández et al.,

2008).

Se ha sugerido que la función espermática defectuosa está asociada con

defectos en la espermiogénesis que conducen a la liberación de

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

Cuando un espermatozoide entra en las etapas finales de diferenciación

se someten a una transformación por la cual el componente citoplasmático de la

célula es removido durante la liberación de la espermátida madura desde la

célula de Sértoli (Gomez et al., 1996). El defecto en el mecanismo de expulsión

citoplasmática resulta en la liberación 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 citoplasmática y la presencia de

este defecto está asociado a una función espermática pobre y es indicativo de

células espermáticas inmaduras (Cooper, 2005), ésta inmadurez puede estar

relacionada con errores en la formación de la cromatina (López-Fernández et

al., 2008).

Se ha descrito una asociación entre la incidencia de colas espermáticas

deformadas y la posición de la gota citoplasmática. Se ha sugerido que la

migración defectuosa de la gota citoplasmática podría estar asociada con la

patogénesis del defecto de cola enrollada en el verraco, producto de una

espermiogénesis defectuosa probablemente causada por mal funcionamiento

del epidídimo (Holt, 1982).
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2.4. VITAMINAS ANTIOXIDANTES Y SU RELACIÓN

CON LA FERTILIDAD

Los testículos, debido a que son ricos en ácidos grasos poliinsturados y

pobres en defensas antioxidantes, se encuentran mucho más vulnerables al

daño por peroxidación que otros tejidos (Jones et al., 1979). El exceso de ERO

en el espermatozoide está asociado a deterioro de la función espermática

(Wang et al., 2003).

Las moléculas antioxidantes son escasas en las células espermáticas debido a

lo pequeño de su citoplasma, en consecuencia, la adición de agentes

antioxidantes exógenos puede ser relevante para prevenir el daño oxidativo

hipóxico (Vargas et al., 2011).

Los antioxidantes exógenos actúan como moléculas que se oxidan al

neutralizar al radical libre y se reponen continuamente mediante la ingestión de

nutrientes que los contienen (Ponce de León, 2014). Dentro de estos se puede

mencionar:

VITAMINA E

El α-tocoferol (vitamina E) es uno de los mejores compuestos

antioxidantes conocidos. Debido a que son lipofílicos pueden reducir radicales

libres de oxígeno en ambientes hidrofóbicos (Sarlós et al., 2002). Su principal

función es proteger la integridad de la bicapa fosfolipídica de la membrana

celular y la envoltura mitocondrial mediante la interrupción de la reacción en

cadena ocasionada por la lipoperoxidación (Ross et al., 2010), además de

fomentar la producción de enzimas antioxidantes eliminadoras de radicales

libres, generados durante la reducción univalente de oxígeno molecular y
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durante la actividad normal de las enzimas oxidativas (Agarwal y Sekhon,

2010). En las células, la mayoría de la vitamina E se encuentra ubicada en las

membranas, adyacente a los ácidos grasos insaturados que son vulnerables al

ataque de radicales libres (Rock et al., 1996). Los fosfolípidos de la membrana

mitocondrial, plasmática y del retículo endoplasmático poseen alta afinidad para

la α-tocoferol (Benítez, 2006).

Su forma biológicamente activa es el D-α-tocoferol, cuyo hidroxilo

fenólico en el anillo cromano es responsable de la reducción antioxidante. Los

tocoferoles (Toc-OH) actúan interrumpiendo reacciones de cadena con

radicales libres como resultado de su capacidad para transferir el hidrógeno

fenólico a un radical peróxido libre (ROO●), quedando a la vez, en la forma de

radical libre fenoxi o fenoxilo (Toc-O●), en reacciones intermedias no reversibles

que presuponen la transformación de la vitamina hasta su producto final inocuo

(Benítez, 2006).

ROO● + Toc-OH ROOH + Toc-O●

ROO● + Toc-O●  ROOH + radical no libre.

La Vitamina E es importante en la integridad fisiológica de los testículos,

epidídimo y glándulas accesorias, lo cual es crítico en la espermatogénesis y en

la maduración espermática, por lo tanto mejora la cantidad y calidad de

espermatozoides (Yue et al., 2010). El porcentaje de espermatozoides móviles

está relacionado con el contenido de α-tocoferol espermático (Rolf et al., 1999).

Además, se ha reportado que tiene efectos en la función sexual, regulando la

secreción de gonadotropinas en la hipófisis anterior, jugando un rol activo en la

promoción de la espermatogénesis y la motilidad espermática (Luo et al., 2004).

Por otro lado, se ha descrito que la deficiencia de vitamina E causa

degeneración 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 preñez

(Agarwal y Sekhon, 2010) y, en carneros, la suplementación con vitamina E

incrementa la producción total de espermatozoides y su concentración (Luo et

al., 2004). Adicionalmente, la vitamina E administrada oralmente incrementa

significativamente hasta el triple de sus concentraciones plasmáticas en ovejas

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

Se ha descrito que la degradación 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 ácido Ascórbico (AA), es un eliminador de ERO

hidrosoluble y tiene el potencial de proteger del daño oxidativo a los

componentes citosólicos y de membrana de las células (Farías et al., 2010). El

AA está presente en altas concentraciones en el fluido seminal comparado con

el plasma sanguíneo (Fraga et al., 1991; Agarwal y Sekhon, 2010), alcanzando

en el carnero una concentración promedio de 5 mg/100 ml en el plasma seminal

(Mann y Lutwak-Mann, 1981). Se ha demostrado la presencia de AA en las

vesículas 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 acción la sitúa en un nivel antioxidante de alta

jerarquía, pues incluye la inhibición de la formación de radicales superóxidos o
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de nitrosaminas durante la digestión. El AA presenta una configuración 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 reducción directa del oxígeno, funcionando así como sustrato donante en

las reacciones de las peroxidasas (Benítez, 2006). Este proceso transforma al

AA en el radical libre ascorbilo (AA●) (Córdoba et al., 2009).

AA + R● RH + AA●

Tiene la capacidad de regenerar otras moléculas antioxidantes, tales

como α-tocoferol (Toc-OH), donde actúa como agente reductor de los radicales

fenoxilo (Toc-O●) formados durante la actividad antioxidante de la vitamina E,

restableciéndola (Benítez, 2006). También puede regenerar glutatión y β-

caroteno, desde sus respectivas especies radicales oxidadas (Jafaroghli et al.,

2014).

AA + Toc-O● Toc-OH + AA●

El AA protege al espermatozoide del daño oxidativo endógeno

neutralizando los radicales hidroxilo, superóxido y peróxido de hidrógeno y

previniendo la aglutinación espermática (Agarwal y Sekhon, 2010). Además,

complementa a las enzimas antioxidantes del semen SOD, GPx y CAT, las que

son requeridas para una óptima motilidad espermática (Fraga et al., 1991) y se

ha demostrado que protege contra el daño oxidativo endógeno 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 están

relacionadas positivamente con el porcentaje de espermatozoides

morfológicamente normales y por esto se ha sugerido que la Vitamina C es una

vitamina protectora del epidídimo (Rolf et al., 1999). Adicionalmente, altas
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concentraciones de AA en el plasma sanguíneo se correlacionan con un

aumento de la concentración de espermatozoides en el epidídimo y un

incremento de las concentraciones de testosterona sérica, lo que indica que la

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

Estudios realizados en ratas macho expuestos a HH intermitente han

reportado que la suplementación con AA contrarresta los efectos de la hipoxia

sobre el cuerpo, la masa testicular y la masa epididimal; protegiendo contra la

lipoperoxidación testicular y epididimal, y preservando el recuento espermático

epididimal (Farías 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 suplementación oral múltiple 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 plasmáticas 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

daño peroxidativo (Rolf et al., 1999) y el porcentaje de ADN fragmentado en el

espermatozoide (Greco et al., 2005). Además, se ha demostrado que su

suplementación combinada por 30 días permite incrementar el estatus

antioxidante del plasma seminal, la concentración espermática de los

eyaculados y las características espermáticas relacionadas con fertilidad en

carneros (Cofré-Narbona et al., 2016). La actividad sinérgica entre ambas

vitaminas para reducir el daño peroxidativo se debe a la capacidad del AA de

reaccionar con los radicales tocoferoxilos y regenerar el tocoferol activo,

permitiendo así su reciclaje para que continúe ejerciendo su función

antioxidante (Thiele et al., 1995; Cofré-Narbona et al., 2016).
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3. HIPOTESIS

La exposición a la altura genera estrés oxidativo alterando la

espermatogénesis, la morfología espermática y reduciendo la capacidad

antioxidante en el plasma seminal. Estos efectos son prevenidos por la

suplementación oral con vitaminas C y E.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General.

Estudiar los efectos de la suplementación de vitaminas antioxidantes

sobre la gametogénesis, la morfología espermática y el estatus antioxidante

del plasma seminal en carneros expuestos a la altura en forma aguda o

crónica.

4.2. Objetivos Específicos.

I. Establecer el efecto de la exposición aguda y crónica a la altura,

sobre las poblaciones celulares presentes en los túbulos

seminíferos de testículos de carneros.

II. Establecer el efecto de la exposición aguda y crónica a la altura,

sobre la morfología espermática en eyaculados de carneros.

III. Establecer el efecto de la exposición aguda y crónica a la altura,

sobre estatus antioxidante del plasma seminal de carneros.

IV. Establecer el efecto de la suplementación oral con vitaminas C y E

sobre las características 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) y el

Comité Asesor de Bioética de la Comisión Nacional Científica y Tecnológica

(CONICYT).

Localización

El estudio se realizó en las dependencias de la Facultad de Ciencias

Veterinarias y Pecuarias, y en la Estación Experimental de Altura del Centro

Internacional de Estudios Andinos (INCAS, 3659 m.s.n.m., presión 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 años de edad (provenientes de pariciones de la

misma temporada reproductiva), de características fenotípicas similares entre sí

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 estación 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 describirá más 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 suplementación de
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vitaminas para los grupos tratados correspondió a una administración diaria de

600 mg de vitamina C (ácido ascórbico) y 451 U.I. de vitamina E (α-tocoferol),

vía oral, durante 30 y 60 días en los animales BBV y durante 30, 60, 120, 180 y

240 días 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 (día 0, mes de diciembre) y durante los días 30 (enero),

60 (febrero), 120 (abril), 180 (junio) y 240 (agosto) posteriores al inicio de la

suplementación vitamínica, tanto en los grupos tratados como en los grupos

control sin vitaminas. Como se indicó en el párrafo previo, en los animales BB y

BBV la toma de muestras fue sólo a los 30 y 60 días de tratamiento y sirvieron

como controles para la exposición aguda a la altura de los carneros BA y BAV.

Cada grupo, definido por la presencia o ausencia de suplementación vitamínica,

por la altura de origen y de análisis de los animales estuvo formado por 5

individuos en cada tiempo muestral. Este “n” corresponde al número mínimo de

animales necesarios para observar diferencias significativas entre grupos en

función de la variabilidad del diámetro testicular en relación a la calidad seminal

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

Extracción y análisis de eyaculados

Los eyaculados fueron extraídos mediante electroestimulación, con un

electroeyaculador especialmente diseñado para pequeños rumiantes (ruminants

Minitube e320, Tiefenbach, Germany). Antes de iniciar el procedimiento de

electroeyaculación, los carneros fueron sedados usando xilazina (0,2 mg kg-1

peso corporal, xilazina al 2%, Centrovert, Santiago, Chile), a continuación, el
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recto fue vaciado con un dedo enguantado y el área periprepuceal fue lavado

con solución salina y secado cuidadosamente con toalla de papel. La sonda

(diámetro: 2,5 cm, longitud: 16 cm) fue lubricada con gel de contacto ecográfico,

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 máximo de 8 V, aplicándose 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 prefirió debido a la gran cantidad de animales de

experimentación y la eventual ausencia de líbido sexual en los animales

expuestos a la altura de manera aguda, como han reportado Monge et al.

(1945). Además de ser una técnica más práctica ya que no requiere

entrenamiento previo de los carneros y se puede utilizar para el examen

andrológico (Matthews et al., 2003).

De cada eyaculado se tomó una gota, que se colocó sobre un portaobjetos de

vidrio para hacer un frotis, que fue fijado en etanol al 70% por un minuto, luego

fue teñido con Hematoxilina-Eosina y se cubrió con un portaobjetos.

El resto del semen se centrifugó a 1500 g x 10 min a 4ºC y el plasma seminal

obtenido se almacenó a -80ºC, hasta la medición de las enzimas antioxidantes

y la capacidad antioxidante total.

Evaluación de anormalidades espermáticas

El estudio de los frotis se llevó a cabo mediante la observación y obtención

de imágenes microscópicas en 5 campos tomados al azar de cada muestra de

eyaculado, utilizando una magnificación de 40x. Las imágenes se analizaron

mediante la utilización del software Leica Application Suite v.1.8.0 con el fin de

comparar la morfología espermática del eyaculado. En cada campo se analizó

100 espermatozoides, clasificándose en normales y anormales, considerando
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las siguientes categorías según la localización de la anormalidad como se

describe en Barth y Oko (1989):

- Anormalidades de cabeza: cabeza pequeña, cabeza gigante, cabeza

plegada, cabeza sin clasificación, cabeza suelta.

- Anormalidades de pieza media: parte intermedia distal torcida, cuello

torcido, gota citoplasmática.

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

citoplasmática, cola doblada, cola cortada

- Anormalidades combinadas: pieza media distal torcida con gota

citoplasmática y cuello torcido con cola enrollada.

- Anormalidades sin clasificación.

Los resultados para cada tipo de anormalidad espermática se expresarón como

porcentaje relativo.

Medición de enzimas antioxidantes y capacidad antioxidante total (TAC)

en el plasma seminal

La SOD fue medida en 10 µL de plasma seminal diluido 1:25 en tampón

de muestra (50 mMTris-HCl, 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 µL 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 medirá en 10 µL de plasma seminal diluido 1:10 en tampón de

ensayo (fosfato de potasio 5 mM, pH 7,4, que contiene cloruro sódico 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 midió 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 leída a

340 nm, cada un minuto durante 5 minutos, con un espectrofotómetro para

microplacas (Epoch ™, Winooski, VT, EE.UU.).

Extracción de tejido testicular

Para la extracción de muestras de tejido testicular, se procedió a la

hemicastración de los carneros. Para esto, los animales fueron sedados con

Xilacina vía intramuscular (0,2 mg /kg) y luego anestesiados con Ketamina (20

mg/kg), seguido de anestesia local (Lidocaína) en el cordón testicular. Al

término de la cirugía, cada carnero fue tratado con 12.000 UI de Penicilina G

Procaína + 15 mg de Dihidroestreptomicina por Kg. de peso, una vez al día,

durante 3 días. Luego de la recuperación, los animales fueron donados a

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

A todos los animales se les extrajo el testículo izquierdo, desde donde se

tomó 0,5 cm3 de tejido de la zona ecuatorial, que fue fijado en solución Bouin

alcohólico por 24 horas y luego incluido en parafina y preparado para histología

corriente. Se obtuvieron cortes de 4 µm de espesor, que fueron teñidos con

Ácido Peryódico de Schiff (PAS) y Hematoxilina-Eosina.

Análisis histológico del tejido testicular

El estudio histológico de las muestras de testículo se llevó a cabo

mediante la observación y obtención de imágenes microscópicas en 6 campos

(seleccionados de acuerdo con lo descrito más adelante), que fueron

fotografiadas con un aumento de 40x. Los criterios utilizados para la selección

de los campos a analizar fueron que los túbulos seminíferos presentes en cada

campo presentaran un lumen equidistante de los bordes del túbulo, túbulos

cuya forma no estuviese alterada por estructuras adyacentes y encontrarse en
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las etapas III y/o IV del ciclo del epitelio seminífero acorde a la clasificación de

Wrobel et al. (1995), con el fin de que los túbulos analizados fueran lo más

homogéneos posible. Las imágenes fueron analizadas mediante la utilización

del software Leica Application Suite v.1.8.0, con el fin de comparar la estructura

microscópica de los túbulos seminíferos. En cada campo se analizó la altura del

epitelio seminífero, el diámetro tubular y las poblaciones celulares presentes en

los túbulos seminíferos, las que según las características morfológicas y tamaño

de su núcleo, además de la posición de las células dentro del túbulo seminífero

fueron clasificadas en: espermatogonias, espermatocitos y espermátidas

(Ahmed y De Rooij, 2009). Las poblaciones celulares presentes en el epitelio

seminífero fueron cuantificadas para determinar el total de espermatogonias,

espermatocitos y espermátidas presentes. Para determinar la altura del epitelio

seminífero se promedió la altura del epitelio germinal de cuatro puntos

equidistantes dentro del túbulo seminífero. Mientras que el diámetro tubular fue

determinado promediando las medidas de dos diámetros perpendiculares por

túbulo (Gastel et al., 1995; Bielli et al., 1997). La cuantificación de las

poblaciones celulares, la medición de la altura del epitelio seminífero y el

diámetro tubular se realizó mediante la utilización del software ImageJ

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

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

Se extrajó una muestra de sangre (10 mL) a cada carnero mediante

venopunción 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 sanguíneo obtenido fue dividido en

alícuotas que se almacenaron a -80°C (Ilshin, DF8514, Ilshin Lab Co.Ltd,

Korea). Posteriormente, las concentraciones de las vitaminas C y E fueron

medidas mediante Cromatografía Líquida de Alta Resolución (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 detección amperométrica. Las

muestras de plasma fueron diluidas 10 veces en agua ultrapura, usando un

electrodo de carbón vítreo operado a 800 mV y un electrodo Ag/AgCl de

referencia.

La vitamina E fue medida por HPLC con detección de fluorescencia. Para

la extracción de vitamina E, las muestras de plasma fueron diluidas en etanol y

diclorometano. El espectrofluorímetro fue ajustado a longitudes de onda de

excitación y emisión de 290- y 330-nm, respectivamente.

Análisis Estadístico

Los resultados de las variables analizadas se compararon mediante

Análisis de Varianza (ANOVA) o Kruskal Wallis, dependiendo de la distribución

de los datos. Se utilizó el modelo lineal general, para establecer los efectos de

la exposición a la altura, los efectos del tratamiento y la interacción entre estos

factores. Se utilizó la prueba de comparación múltiple de Duncan o de Dunn

para determinar si existen diferencias significativas entre los resultados de los

grupos cuando el ANOVA o Kruskal Wallis resultó significativo. El análisis

estadístico se llevó a cabo utilizando el software InfoStat (Infostat, 2016). Se

consideró diferencias significativas cuando P≤0,05. Los resultados de las

variables analizadas fueron expresados como promedios ± SEM. Las tablas que

muestran los resultados del análisis estadístico para cada variable se presentan

en un capítulo final de “Material Complementario”.
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6. RESULTADOS

6.1. Efectos de la exposición aguda y crónica a la altura, y de la

suplementación oral con vitaminas sobre la población de

espermatogonias presentes en túbulos seminíferos de testículos

de carneros.

En la tabla 1 se observa que entre los días 0, 30, 60 de tratamiento hubo

diferencias significativas entre los grupos en la población de espermatogonias

presentes en los túbulos seminíferos de testículos de carneros.

En el día 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 población de

espermatogonias (P≤0,05) entre los grupos.

En el día 30, se observó 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 día 60, solo se observan diferencias según la altura de exposición

(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 más de 60 días solo se observaron

diferencias los días 180 y 240. En el día 180 solo se aprecian diferencias según

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 día 240, solo se observaron

diferencias según si recibieron suplementación vitamínica 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 relación con los grupos nativos de

baja altura (BA y BAV).

Tabla 1. Población de espermatogonias presentes en el túbulo seminífero

de testículos de carneros controles y expuestos a gran altitud con y sin

suplementación con vitaminas C y E durante 240 días.

0 30 60 120 180 240

BB 36 ± 0,8
c

37,5 ± 1,2
b

34,5 ± 1
b

BBV 36 ± 1,3
bc

34,1 ± 1,2
b

BA 38,9 ± 1
b

32,6 ± 0,9
c

39,3 ± 1,2
a

41,8 ± 1,5 34,1 ± 1,7
b

32,2 ± 0,9
c

BAV 37,1 ± 0,9
b

40,1 ± 1,2
a

45,9 ± 1,9 31,5 ± 1,4
b

36,4 ± 1,1
b

AA 44 ± 0,9
a

43,6 ± 1,5
a

40,2 ± 1,4
a

45,3 ± 2,1 44,6 ± 1,3
a

39,3 ± 1
ab

AAV 41,2 ± 1,5
a

39,7 ± 1,3
a

44,9 ± 2,2 44,1 ± 1
a

44,7 ± 1
a

Días de tratamiento

En los rótulos 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 desarrolló 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 exposición aguda y crónica a la altura, y de la

suplementación oral con vitaminas sobre la población de

espermatocitos presentes en túbulos seminíferos de testículos

de carneros.

En la tabla 2, se observa en la mayoría de los días de tratamiento, a

excepción el día 120, que hubo diferencias significativas entre los grupos en la

población de espermatocitos presentes en los túbulos seminíferos.

Al inicio del tratamiento (día 0) se observó 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 día 30 se observaron diferencias entre los grupos según su origen

(baja altura vs gran altura, P≤0,05), percibiéndose una mayor población de

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

En el día 60 se observó un efecto de la altura (P≤0,05) donde todos los

carneros expuestos a gran altura presentaron una mayor población de

espermatocitos (P≤0,05) en relación 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 día 120 no se observaron diferencias, sin embargo, en los días 180 y 240

los carneros nativos de gran altura exhibieron una mayor población de

espermatocitos (P≤0,05), por otro lado, al día 240 solo se observan diferencias

según si recibieron suplementación entre los grupos BA y BAV, donde BAV

registró la mayor población (P≤0,05).
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Tabla 2. Población de espermatocitos presentes en el túbulo seminífero de

testículos de carneros controles y expuestos a gran altitud con y sin

suplementación con vitaminas C y E durante 240 días.

0 30 60 120 180 240

BB 50,7 ± 1,2
b

53 ± 1,7
b

48,4 ± 1,7
d

BBV 49,4 ± 2,2
b

46,4 ± 1,6
d

BA 63,6 ± 2
a

42,7 ± 1,2
c

70,9 ± 1,4
a

53,3 ± 2,3 43,7 ± 2,6
b

33,1 ± 1,7
b

BAV 48,1 ± 1,2
cb

64,3 ± 1,7
b

62,1 ± 3,1 38,5 ± 1,4
b

45,6 ± 1,3
a

AA 62,5 ± 1,9
a

71,7 ± 2,7
a

66,5 ± 2,2
ab

61,5 ± 3,5 58 ± 2,7
a

52,7 ± 1,7
a

AAV 77 ± 2,6
a

57,7 ± 2,3
c

52,7 ± 3,8 59,2 ± 1,8
a

52,8 ± 1,6
a

Días de tratamiento

En los rótulos 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 desarrolló 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 exposición aguda y crónica a la altura, y de la

suplementación oral con vitaminas sobre la población de

espermátidas presentes en túbulos seminíferos de testículos de

carneros.

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

en la mayoría de los días de tratamiento, a excepción del día 120.

Al comienzo del tratamiento (día 0) se observaron diferencias entre todos los

grupos de carneros, donde los grupos expuestos a la altura (BA y AA)

exhibieron mayores poblaciones de espermátidas (P≤0,05) que el grupo control

(BB).

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

presentaron una mayor población de espermátidas (P≤0,05), siendo los valores
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del grupo AAV los que alcanzaron valores más altos (P≤0,05). Por otra parte, se

observó un menor promedio de espermátidas (P≤0,05) entre los carneros

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

En el día 60, se observó que los grupos expuestos a altura (BA, BAV, AA y

AAV) presentaron mayores poblaciones de espermátidas (P≤0,05) que los

grupos control (BB y BBV). También se distingue entre los carneros nativos de

altura, que el grupo suplementado (AAV) mostró una menor cantidad de

espermátidas (P≤0,05).

En el día 120 no se observaron diferencias entre los grupos. En cambio, al

día 180 se observó que la población de espermátidas es mayor en los grupos

nativos de altura (P≤0,05).

En el día 240 solo se observó que la cantidad de espermátidas del grupo BA

es menor (P≤0,05) en relación con los grupos AA y AAV.
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Tabla 3. Población de espermátidas presentes en el túbulo seminífero de

testículos de carneros controles y expuestos a gran altitud con y sin

suplementación con vitaminas C y E durante 240 días.

0 30 60 120 180 240

BB 97,9 ± 2,8
c

110,5 ± 3,9
c

85,7 ± 3,3
c

BBV 97,7 ± 5,3
cd

82,9 ± 4
c

BA 114,7 ± 4
b

95,2 ± 3,6
d

123,9 ± 4,1
a

122,3 ± 6,4 104,4 ± 5,4
b

81,8 ± 4,2
b

BAV 98,2 ± 3
cd

119,3 ± 4
a

144,8 ± 8,7 105 ± 4,6
b

98,5 ± 3,8
ab

AA 135,8 ± 3,1
a

130,4 ± 6,6
b

116,4 ± 3,8
a

142,2 ± 8,9 137,8 ± 5
a

107,1 ± 3,7
a

AAV 153,1 ± 4,7
a

97,4 ± 4,5
b

116,2 ± 9,1 144,9 ± 4,8
a

113,8 ± 4,1
a

Días de tratamiento

En los rótulos 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 desarrolló 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 exposición aguda y crónica a la altura, y de la

suplementación oral con vitaminas sobre la altura del epitelio

seminífero de los túbulos seminíferos de testículos de carneros.

En la Tabla 4 se observa que en todos los días de tratamiento hubo

diferencias significativas entre los grupos en la altura promedio del epitelio

seminífero.

Al comienzo del tratamiento (día 0) se observaron diferencias según la altura

de exposición (P≤0,05), donde los carneros expuestos a la altura (BA y AA)

presentaron una mayor altura del epitelio seminífero (P≤0,05).

Al día 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 presentó una mayor altura que

el grupo BA (P≤0,05).

En el día 60, se observó que entre los grupos no suplementados hay

diferencias según la altura de exposición (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 seminífero

(P≤0,05) en relación 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 día 120 no se observaron diferencias, sin embargo, en el día 180, se

distinguieron diferencias según 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 día 240, solo se percibe que el grupo BA presentó 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 seminífero de testículos de carneros

controles y expuestos a gran altitud con y sin suplementación con

vitaminas C y E durante 240 días.

0 30 60 120 180 240

BB 50,6 ± 0,4
b

51,6 ± 0,4
c

49,3 ± 0,7
c

BBV 52,5 ± 0,7
c

53 ± 0,9
b

BA 61,5 ± 0,8
a

52,9 ± 0,6
c

60,9 ± 8,7
a

61 ± 1,3 56,5 ± 1,2
bc

54,5 ± 0,8
b

BAV 55,5 ± 0,8
b

52,7 ± 0,9
b

64,7 ± 1,6 54,5 ± 0,9
c

58 ± 0,9
a

AA 62,2 ± 0,9
a

61 ± 1,4
a

61,4 ± 0,9
a

62,2 ± 1,58 63,5 ± 1,5
a

58,6 ± 0,8
a

AAV 62,2 ± 1,1
a

54,8 ± 0,9
b

60,9 ± 2,23 62 ± 1,4
ab

58,5 ± 0,9
a

Días de tratamiento

En los rótulos 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 desarrolló 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 exposición aguda y crónica a la altura, y de la

suplementación oral con vitaminas sobre el diámetro tubular

promedio de túbulos seminíferos de testículos de carneros.

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

entre los grupos en el diámetro tubular promedio.

En el día 0 se observó que el diámetro tubular de los carneros expuestos a

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

En el día 30, el menor diámetro 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 advirtió entre los grupos de carneros

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

suplementados (BA y AA), respectivamente.

Al día 60, se observaron diferencias según la altura de exposición (P≤0,05)

donde el menor diámetro tubular (P≤0,05) se observó en los carneros no

expuestos a la altura (BB y BBV). Por otro lado, se observaron diferencias entre

los carneros expuestos a altura según si recibieron suplementación vitamínica

donde los suplementados (BAV y AAV) presentaron un menor diámetro tubular

(P≤0,05).

En el día 120, solo se observaron diferencias entre los grupos

suplementados (BAV y AAV), donde los carneros nativos de altura (AAV)

presentan un menor diámetro promedio (P≤0,05).

Al día 180 se presenció un mayor diámetro tubular (P≤0,05) en los grupos

nativos de altura (AA y AAV).

Al día 240, se observó que el grupo BA presento el menor diámetro 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 según su altura de origen donde el menor diámetro

tubular correspondió al grupo BAV (P≤0,05).
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Tabla 5. Diámetro tubular promedio de testículos de carneros controles y

expuestos a gran altitud con y sin suplementación con vitaminas C y E

durante 240 días.

0 30 60 120 180 240

BB 173 ± 1,1
b

178 ± 1,4
c

167 ± 1,6
c

BBV 180 ± 1,9
c

168 ± 1,9
c

BA 199 ± 1,7
a

166 ± 1,2
d

195 ± 1,7
a

193 ± 2,9
ab

179 ± 4,3
b

166 ± 2,8
c

BAV 175 ± 1,4
c

182 ± 2,8
b

198 ± 2,7
a

176 ± 2,8
b

182 ± 2,3
b

AA 201 ± 1,9
a

189 ± 2,6
b

190 ± 2,3
a

189 ± 3,6
ab

197 ± 3,2
a

187 ± 2,6
ab

AAV 199 ± 2,3
a

175 ± 2,8
b

184 ± 6
b

204 ± 2,1
a

191 ± 2,3
a

Días de tratamiento

En los rótulos 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 desarrolló 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 exposición aguda y crónica a la altura, y de la

suplementación oral con vitaminas sobre la morfología

espermática en eyaculados de carneros.

En la tabla 6 se presenta el porcentaje de anormalidades espermáticas,

donde solo hasta el día 60 de tratamiento se observaron diferencias entre los

grupos.

El porcentaje de anormalidades espermáticas del grupo BA fue el mayor

durante los días 0, 30 y 60 (P≤0,05). Por otro lado, el grupo BAV solo presentó

un mayor valor de anormalidades al día 30 en relación con los grupos BB, BBV,

AA y AAV (P≤0,05).
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No se observaron efectos de la suplementación con vitaminas entre los

grupos en el porcentaje de anormalidades espermáticas. A partir del día 120 no

se observaron diferencias significativas.

Tabla 6. Porcentaje de anormalidades espermáticas totales en eyaculados

de carneros controles y expuestos a gran altitud con y sin suplementación

con vitaminas C y E durante 240 días.

0 30 60 120 180 240

BB 4,3 ± 1,1
b

7,5 ± 1,1
b

5,8 ± 1,2
b

BBV 5,1 ± 1,1
b

6,2 ± 2
b

BA 10,4 ± 1,1
a

12,1 ± 1,1
a

11,8 ± 1,8
a

7,3 ± 1 4,8 ± 0,8 9,2 ± 1,1

BAV 10,7 ± 0,9
a

10 ± 1,5
ab

3,6 ± 0,5 6,1 ± 0,8 7,8 ± 1,3

AA 7,3 ± 1
ab

6 ± 0,7
b

8,9 ± 1,1
ab

9,7 ± 1,2 6,2 ± 0,9 7 ± 1,3

AAV 5,3 ± 0,7
b

6,3 ± 1,3
b

7,8 ± 0,9 3,7 ± 0,7 6,6 ± 1

Días de tratamiento

En los rótulos 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 desarrolló 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 exposición aguda y crónica a la altura, y de la

suplementación oral con vitaminas sobre la actividad de

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

En la tabla 7, se observa que la mayoría de los días de tratamiento, excepto

los días 120 y 180, se encontraron diferencias significativas en la actividad de

GPx en el plasma seminal.

La mayor actividad de GPx seminal se observó en los grupos controles (BB

y BBV) durante los días 0, 30 y 60 (P≤0,05). Por otra parte, en el día 0 se

advierte que, el grupo BA presentó la actividad más baja (P≤0,05).

Al día 30, se observaron diferencias tanto entre los grupos control como en

los nativos de altura, según si recibieron suplementación vitamínica (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 día 60 se observó entre los carneros expuestos a la altura que la mayor

actividad de GPx (P≤0,05) la presentaron los carneros nativos de gran altura

(AA y AAV).

Entre los días 120 y 180 no se observaron diferencias, sin embargo, al día

240 solamente se observó que el grupo BAV tiene una mayor actividad

enzimática que el grupo AA (P≤0,05).
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Tabla 7. Actividad de Glutatión Peroxidasa en el plasma seminal de

carneros controles y expuestos a gran altitud con y sin suplementación

con vitaminas C y E durante 240 días.

0 30 60 120 180 240

BB 248,5 ± 18,8
a

209,8 ± 23,5
b

300,3 ± 18,9
a

BBV 275,3 ± 15,9
a

312 ± 9,7
a

BA 55,6 ± 5,6
c

72,5 ±5,3
d

77,9 ± 8,3
c

88 ± 5,2 133,3 ± 10,3 91,3 ± 6,4
ab

BAV 87,4 ± 12,8
d

84,1 ± 10,2
c

109,2 ± 9,6 142,7 ± 6,7 116,1 ± 15,1
a

AA 93,6 ± 8
b

99,2 ± 10,5
d

124,2 ± 6,5
b

106,1 ± 13,9 117,1 ± 15,1 68,2 ± 13,5
b

AAV 145,2 ± 7,9
c

134,4 ± 14,3
b

124,5 ± 14,4 111,6 ± 13,8 94,3 ± 9
ab

Días de tratamiento

En los rótulos 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 desarrolló 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 exposición aguda y crónica a la altura, y de la

suplementación oral con vitaminas sobre la actividad de

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

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

entre los grupos en la actividad de SOD seminal.

Desde el comienzo del tratamiento (día 0) hasta el día 60 se observó que en

los grupos expuestos a la altura se registró la menor actividad de SOD

(P≤0,05). Sin embargo, en el día 30 se observó que los grupos expuestos a la

altura que han sido suplementados con vitaminas no tendrían diferencias

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

seminal.

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

grupos.

Tabla 8. Actividad de Superóxido Dismutasa en el plasma seminal de

carneros controles y expuestos a gran altitud con y sin suplementación

con vitaminas C y E durante 240 días.

0 30 60 120 180 240

BB 47,3 ± 6,9
a

47,9 ± 8,7
ab

73 ± 5,2
a

BBV 61,4 ± 6,8
a

70,3 ± 7,9
a

BA 27,6 ± 3,2
b

25 ± 7,8
c

11 ± 1,6
b

21,9 ± 3,1 22,2 ± 2 18,4 ± 5,4

BAV 38,9 ± 5,3
bc

11,5 ± 2,2
b

15 ± 2,6 19,2 ± 2 19,9 ± 3,4

AA 27 ± 2,7
b

17,9 ± 4
c

13,5 ± 2,5
b

16,8 ± 3,2 21,5 ± 4,7 25,3 ± 7,9

AAV 30 ± 6,8
bc

10,8 ± 1,8
b

17,2 ± 3,7 20,3 ± 1,9 24,8 ± 6,7

Días de tratamiento

En los rótulos 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 desarrolló 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.



47

6.9. Efectos de la exposición aguda y crónica a la altura, y de la

suplementación oral con vitaminas sobre la Capacidad

Antioxidante Total (TAC) en el plasma seminal de carneros.

En la tabla 9, la mayoría de los días de tratamiento, excepto en los días 0 y

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

Al inicio del tratamiento (día 0) no se observaron diferencias significativas

entre los grupos. No obstante, en el día 30 solo se observó diferencias entre los

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

Al día 60 no se observaron diferencias entre los grupos expuestos a la altura

y los grupos control. Sin embargo, en los días 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 día 180 no se observaron diferencias, no obstante, al día 240 se

distingue que el grupo BA manifestó 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 suplementación

con vitaminas C y E durante 240 días.

0 30 60 120 180 240

BB 2,1 ± 0,2 1,6 ± 0,2
ab

1,8 ± 0,3
ab

BBV 2 ± 0,3
a

1,4 ± 0,1
ab

BA 2 ± 0,2 1,3 ± 0,1
b

0,8 ± 0,3
c

1,3 ± 0,2
b

2,2 ± 0,4 1,1 ± 0,2
b

BAV 1,9 ± 0,1
a

1,2 ± 0,2
bc

1,4 ± 0,1
b

1,8 ± 0,2 1,6 ± 0,3
ab

AA 2,1 ± 0,2 1,9 ± 0,1
a

2,1 ± 0,1
a

1,9 ± 0,0
a

1,8 ± 0,3 1,9 ± 0,1
a

AAV 1,6 ± 0,1
ab

1,9 ± 0,2
a

1,9 ± 0,1
a

2,7 ± 0,5 1,7 ± 0,3
ab

Días de tratamiento

En los rótulos 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 desarrolló 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 exposición aguda y crónica a la altura, y de la

suplementación oral con vitaminas sobre la concentración de

vitamina C en el plasma sanguíneo de carneros.

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

en la concentración de vitamina C en el plasma sanguíneo.

Al día 0 no se observaron diferencias entre los grupos. Sin embargo, los

días 30 y 60 se aprecia una mayor concentración de vitamina C sanguínea

(P≤0,05) en los grupos que recibieron suplementación con vitaminas (BBV, BAV

y AAV) con respecto a los no suplementados (BB, BA y AA).
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Figura 1. Concentración de Vitamina C en el plasma sanguíneo de

carneros controles y expuestos a gran altitud con y sin suplementación

con vitaminas C y E durante 60 días. En los rótulos 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 desarrolló 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,

180 y 240: test de ANOVA y test de Duncan, P<0,05).
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6.11. Efectos de la exposición aguda y crónica a la altura, y de la

suplementación oral con vitaminas sobre la concentración de

vitamina E en el plasma sanguíneo de carneros.

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

en la concentración de vitamina E en el plasma sanguíneo.

Al día 0 no se aprecian diferencias entre los grupos. Por otra parte, en los

días 30 y 60 se observó que la concentración de vitamina en el plasma de la

mayoría de los grupos suplementados es mayor con respecto a los no

suplementados. Sin embargo, al día 30 no se observaron diferencias entre los

grupos AA y AAV y la misma situación se distingue al día 60 entre los grupos

BA y BAV.

Cabe destacar, que ambas mediciones de vitaminas (figura 1 y 2) se

observó que en los días 30 y 60 en el grupo BBV se registraron las mayores

concentraciones en el plasma (P≤0,05).
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Figura 2. Concentración de Vitamina E en el plasma sanguíneo de

carneros controles y expuestos a gran altitud con y sin suplementación

con vitaminas C y E durante 60 días. En los rótulos 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 desarrolló 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,

180 y 240: test de ANOVA y test de Duncan, P<0,05).
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7. DISCUSIÓN

En el presente estudio se analizó el efecto de la suplementación oral con

vitaminas C y E en la gametogénesis, la morfología espermática y el estatus

redox del semen en carneros mantenidos bajo condiciones de hipoxia

hipobárica. También se evaluó el efecto de la adaptación 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 señalar que es el único 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 mayoría de los estudios relacionados con hipoxia

hipobárica son llevados a cabo en condiciones de laboratorio a gran altura o

cámaras hipobáricas las cuales no involucran todas las variables ambientales

que se observan en condiciones naturales.

Con respecto a la suplementación oral con vitaminas C y E, se ha observado

que los niveles plasmáticos de estas vitaminas se encontraron incrementados

en todos los grupos que fueron suplementados a partir del día 30. Estos

resultados coinciden con lo reportado por Hidiroglou (1999) en vacas, quién

observó que la suplementación oral en múltiples dosis de vitamina C, como

polvo fino, incrementó las concentraciones plasmáticas de AA, alcanzando su

máxima concentración a las 30 horas post administración. Además, 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

plasmáticas de las vitaminas C y E en los animales suplementados también fue

asociado con la prevención de efectos perjudiciales de la gran altura sobre los

parámetros reproductivos. Por otro lado, las elevadas concentraciones
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plasmáticas de vitamina C registradas en los animales suplementados sugieren

que existe una absorción digestiva importante, a pesar de que en la literatura se

señala que es parcialmente destruida en el rumen (Knight et al., 1940). Al

contrario de los resultados de este trabajo, Knight et al. (1940) reportó en una

vaca una destrucción completa de la vitamina C en el rumen y por lo tanto, no

se incrementarían las concentraciones de AA en el plasma sanguíneo. 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 podrían deberse probablemente la baja sensibilidad del

método de análisis empleado en el experimento. Actualmente existen métodos

de análisis más modernos y sensibles como el HPLC. Adicionalmente, el

empleó de solo un animal en este experimento sumado al breve tiempo de

duración del estudio (24 horas), podrían haber influido en los resultados

reportados por este autor.

En este estudio, los carneros expuestos de forma aguda y crónica a la altura

presentaron, en sus túbulos seminíferos, poblaciones celulares

(espermatogonias, espermatocitos y espermátidas) más abundantes que los

grupos control al día 0 y 60 del tratamiento. Sin embargo, en otro estudio

llevado a cabo simultáneamente en la misma población de carneros, reportó

que los grupos control presentaron, entre los días 0 y 60, eyaculados con una

mayor concentración espermática que los grupos expuestos a la altura

(Narbona, 2018). Estos resultados, aparentemente contradictorios, podrían

explicarse teniendo en cuenta que, por efecto de la HH, los grupos expuestos a

la altura presenten una alteración en la espermatogénesis que enlentece o

detiene la diferenciación celular, también denominada arresto espermatogénico

(Farías et al., 2005a; Farías et al., 2010; Zepeda et al., 2012; Guven et al.,

2014; Narbona, 2018) que se manifestaría principalmente a nivel de las

espermátidas y alteraría, entre otras cosas, la liberación de células

espermáticas maduras del epitelio seminífero (Liao et al., 2010) y, como
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resultado, se observaría una mayor población de espermátidas en sus etapas

finales de diferenciación presentes en el epitelio seminífero y una menor

concentración de espermatozoides en el eyaculado. Otra posible explicación a

las mayores poblaciones celulares en los grupos de carneros expuestos a la

altura tendría relación 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 provenían de rebaños 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 estímulos táctiles, visuales y olfatorios, incitaría la actividad

reproductiva del carnero e incrementaría el tamaño testicular, la secreción de

testosterona, la actividad sexual y la agresividad (Illius et al., 1975; Illius et al.,

1976). Por otra parte, Martin et al. (1990) observó que tan solo la proximidad de

ovejas (sin la necesidad de contacto físico), tanto en estro como en anestro,

incrementaban la secreción de LH en carneros. Probablemente, la proximidad

de las hembras en los grupos de carneros expuestos a la altura podría haber

influido en una mayor actividad de la espermatogénesis producto de una mayor

secreción de hormonas gonadotrópicas, aunque no se encontraron estudios

que demuestren la presencia de modificaciones en la celularidad espermática

producto de este tipo de estímulo.

A pesar de que en la población de espermatogonias se observaron mayores

cantidades de celulas los días 0 y 60 en los grupos a gran altura, al día 30 el

grupo BA presentó una menor población de espermatogonias, respecto a los

grupos control, lo que podría atribuirse a una apoptosis de las espermatogonias

inducida por hipoxia hipobárica (Liao et al., 2010). Por otro lado, el grupo BAV

registró poblaciones similares a los grupos control, lo que sugiere que el efecto

negativo de la HH puede ser contrarrestado por la suplementación 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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simulación crítica de HH (11.500 – 12.000 msnm), donde no se observaron

diferencias en las poblaciones de espermatogonias al día 0 post exposición a

HH, mientras que al día 30 y 60 se observaron menores poblaciones de

espermatogonias en los grupos que habían sido sometidos a HH respecto a los

grupos no expuestos a HH.

En la población de espermatocitos se observó un resultado similar al anterior,

donde al día 30 el grupo BA también presentó una menor población respecto

del grupo control, lo que podría atribuirse a un efecto supresivo de la hipoxia

sobre la espermatogénesis, que causaría la disminución de la población 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 día 0 y al día 30, difieren al día 60, donde las

poblaciones de espermatocitos continuaron siendo menores respecto al grupo

control. En otro estudio realizado en ratas (Liao et al., 2010), se registró una

situación similar al día 30, donde se observó un menor porcentaje relativo de

espermatocitos en relación con el grupo control. Por otra parte, se observó que

los grupos BAV y AAV al día 60 presentaron menores poblaciones que los

grupos BA y AA. Es probable que los efectos perjudiciales de la HH sobre la

población de espermatocitos hayan gatillado un arresto espermatogénico que

enlentecería o detendría la meiosis de los espermatocitos primarios,

observándose una acumulación de espermatocitos en el epitelio germinal. Este

suceso podría corresponder a una medida de protección ambiental, con el fin de

evitar la generación de espermatozoides defectuosos en el testículo (Farías et

al., 2010). Por otro lado, la suplementación con vitaminas disminuiría el grado

de arresto espermatogénico lo que, en conjunto con una proliferación celular

disminuida, podría explicar las menores poblaciones de espermatocitos en los

grupos BAV y AAV.
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En cuanto a la población de espermátidas, las mayores poblaciones observadas

al día 0 y 60 en los grupos sometidos a la altura respecto al grupo control,

podrían ser causados por la inhibición de la liberación de células espermáticas

maduras del epitelio seminífero a causa de la HH (Liao et al., 2010). No

obstante, al día 30 la población de espermátidas 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 podría deberse a

que, por efecto de la HH, se incrementaría la apoptosis de espermátidas en los

grupos BA y BAV, por lo tanto, disminuiría su población. En estudios con ratas

realizados por Liao et al. (2010) se obtuvieron resultados similares, donde los

grupos expuestos durante 5 y 15 días a la altura manifestaron un incremento en

sus porcentajes relativos de espermátidas presentes en el túbulo seminífero.

Por otro lado, también se reportó una disminución de los porcentajes relativos al

día 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

observó que a partir del día 3 y al día 30 y 60 las espermátidas 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 espermátidas,

podrían estar relacionadas con las distintas metodologías empleadas en ambos

estudios. Por una parte, la simulación a una situación extremadamente crítica

de HH empleada en las ratas (11.500 – 12.000 msnm) genera una hipoxia

severa, lo que podría haber exacerbado también el estrés oxidativo en las

células germinales y, por otro lado, el muestreo en las ratas se realizó en un

periodo posterior a la exposición a HH, por lo que no se evaluó si existía alguna

respuesta de adaptación a la altura.

Entre los días 60 y 120 no se observaron diferencias significativas entre los

grupos expuestos a la altura, lo que sugiere que los animales expuestos de

forma aguda sufrieron un proceso de aclimatación y, como consecuencia, el
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daño oxidativo y sus necesidades antioxidantes, que se encontraban

incrementadas con la exposición a la altura, habrían disminuido paulatinamente.

No obstante, al día 60 se observó un efecto de las vitaminas en el grupo AAV

presentando un mayor número de espermátidas con respecto a AA. Esta

diferencia podría atribuirse a que las vitaminas ayudarían a liberar las

espermátidas maduras que encuentran inhibida su liberación por efecto de la

HH. Por otra parte, a partir del día 180 (Junio, invierno en hemisferio sur) los

grupos nativos de baja altura tuvieron menores poblaciones de

espermatogonias, espermatocitos y espermátidas que los nativos de altura, lo

que podría estar relacionado con cambios estacionales característicos de la

funcionalidad reproductiva del carnero durante los días largos (temporada no

reproductiva) (Mortimer y Lincoln, 1982; Hochereau-de Reviers et al., 1985;

Gastel et al., 1995; Bielli et al., 1997), los cuales serían más marcados en los

carneros nativos de baja altura con respecto a los nativos de altura, por ello no

se observaría el efecto de la suplementación con vitaminas. Hochereau-de

Reviers et al. (1985) reportó una disminución en la producción de

espermatocitos primarios y espermátidas redondas en carneros expuestos a

días largos, que está relacionado con una reducción de la eficiencia de la

espermatogénesis, debido a la secreción reducida de hormonas gonadotrópicas

durante la temporada no reproductiva.

Respecto a la altura del epitelio seminífero, se observó una menor altura en los

carneros sometidos a exposición aguda a la altura (día 30), con respecto a los

nativos de altura, lo que podría deberse a una disminución en la proliferación 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

(Farías et al., 2005b; Bustos-Obregón et al., 2010; Abdalla et al., 2016), donde

se reportó una menor altura del epitelio seminífero a los pocos días 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 seminífero que el grupo BA, lo

que sugiere que la suplementación con vitaminas reduciría el daño oxidativo

causado por la exposición aguda a la altura sobre el epitelio seminífero. Al día

60 se observó 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 exhibió una altura promedio similar a la observada en el

mismo grupo al día 0, lo que podría sugerir que hubo una recuperación del

epitelio germinal afectado al día 30. Sin embargo, los resultados del presente

estudio al día 60 no concuerdan con lo observado por Farías et al. (2005a) en

ratas sometidas a HH intermitente, en condiciones experimentales, donde

evidenció una disminución en la altura del epitelio seminífero luego de 60 días

de exposición a HH intermitente. No obstante, otros estudios en ratas sometidas

a HH han reportado una recuperación de la altura del epitelio a partir del día 32

(Abdalla et al., 2016) y 42 (Bustos-Obregón et al., 2010) de exposición, lo cual

coincidiría 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 seminífero que los BA y AA, contrario a lo esperado. Esta

menor altura se encontraría relacionada con las menores poblaciones de

espermatocitos y espermátidas observadas en los mismos grupos al día 60.

Una posible explicación es que las vitaminas disminuirían el grado del arresto

espermatogénico, por lo cual se liberarían las células espermáticas maduras

retenidas en el epitelio seminífero lo que contribuiría a la menor altura del

epitelio.

En cuanto al diámetro de los túbulos seminíferos, éstos son coherentes con la

altura del epitelio seminífero observada. Al corto plazo (día 30) hubo un menor

diámetro en el grupo BA, lo que estaría relacionado con las menores alturas

epiteliales de los túbulos observados. Estos resultados coinciden con lo

observado en los trabajos de Zepeda et al. (2012) y Bustos-Obregón et al.

(2006) en ratas y ratones sometidos a HH intermitente en cámaras hipobáricas.
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Sin embargo, Abdalla et al. (2016) evidenció que el diámetro tubular de ratas

expuestas a gran altitud (2800 msnm) no presentaron cambios significativos en

relación con ratas expuestas a baja altitud (40 msnm). Tales diferencias podrían

deberse a la diferente altitud en la que se llevó 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 hipóxico y su impacto sobre el diámetro tubular seminífero

sería menor. En cambio, al día 60, si bien se observa que los grupos expuestos

a altura presentaron mayores diámetros tubulares, el grupo BA presenta un

diámetro similar al exhibido el día 0, lo que sugiere una recuperación del

diámetro tubular afectado al día 30. Contrariamente, el grupo AA mantiene un

diámetro similar al del día 30. Los menores diámetros presentados por BAV y

AAV durante el día 60, con respecto a BA y AA, estarían relacionados con las

menores alturas epiteliales registradas en el presente estudio.

En el día 120 se observó que, tanto para el diámetro tubular como la altura del

epitelio seminífero, no hay diferencias significativas entre los grupos expuestos

a la altura, además de una recuperación del diámetro y la altura epitelial en

todos los grupos. Sin embargo, en el día 180 los grupos nativos de baja altura

presentaron menores promedios para estas variables que los nativos de altura,

lo que podría estar relacionado con los efectos de la estacionalidad sobre el

epitelio germinal del carnero, lo que también explicaría la ausencia del efecto de

la administración de vitaminas. Varios estudios realizados en carneros han

reportado resultados similares, donde se muestra que durante la temporada no

reproductiva hay una disminución importante en los diámetros tubulares

seminíferos (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 túbulo seminífero. Sin embargo, estas
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variaciones estacionales no fueron detectadas en los carneros nativos de altura.

Esto, probablemente, podría relacionarse con diferencias en el tipo de manejo o

ser una estrategia de adaptación reproductiva del ovino de altura que reduciría

la estacionalidad para compensar su deficiente capacidad reproductiva (Monge,

1942; Monge y Mori-Chavez, 1942; Monge et al., 1945; Parraguez et al., 2005).

Además, esto permitiría un mejor aprovechamiento de la disponibilidad de

pradera del altiplano andino (entre diciembre y febrero) (De Carolis, 1987), la

cual no sería posible con una estacionalidad reproductiva marcada, donde las

hembras parirían, según latitud, entre abril y octubre.

Al analizar la morfología espermática de los eyaculados de carnero se observó

que solamente los carneros expuestos de forma aguda a la altura presentaron

un porcentaje de alteraciones espermáticas comparativamente mayor que el

resto de los grupos, lo que se manifiesta hasta el día 60. Esto podría indicar que

la exposición aguda a HH tendría un efecto negativo sobre la morfología

espermática, ya que alteraría la diferenciación durante la espermiogénesis y las

etapas meióticas tardías (Bustos-Obregón et al., 2006). A pesar de que estudios

realizados en ratones en cámaras hipobáricas (Bustos-Obregón 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 reportó diferencias significativas en

cuanto al porcentaje de anormalidades espermáticas. Estas diferencias podrían

deberse a que la altura moderada a la que fueron expuestas los animales es

acompañada por una HH moderada, que no es suficiente como para manifestar

alteraciones morfológicas en los espermatozoides. Otra posible explicación es

que, al no especificar en el estudio cuánto tiempo estuvieron los animales

expuestos a la altura, es que los animales hayan sufrido previamente un

proceso de aclimatación, lo cual sería similar a lo que observamos en nuestro
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estudio a partir del día 120, donde no se observaron diferencias entre los

grupos respecto al porcentaje de alteraciones espermáticas presentes en sus

eyaculados. Cabe mencionar que el bajo porcentaje de anormalidades

espermáticas observadas en todos los grupos y durante todo el transcurso de

este experimento (menos del 15%) sería considerado normal en el carnero

(Barth y Oko, 1989; Pugh, 2002) y, por lo tanto, no afectaría su fertilidad.

Información 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

observó una menor actividad de GPx y SOD en los grupos de carneros

expuestos a la altura que en los grupos control durante toda la duración del

experimento, lo que sugiere que la HH altera y disminuye la actividad

enzimática antioxidante. La menor actividad de SOD podría originarse debido a

un efecto inhibitorio causado por altas concentraciones de H2O2, como

consecuencia de la producción 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 día 60 y 120 el grupo BA presentó la menor TAC entre

los grupos, lo que indica que la exposición aguda a la altura también puede

afectar las defensas antioxidantes no enzimáticas. En estudios realizados a

nivel del mar se ha demostrado que existe una correlación 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. CONCLUSIÓN

La exposición a HH en carneros no adaptados a la altura reduce, en el corto

plazo (30 días), las poblaciones celulares presentes en el epitelio seminífero, la

altura epitelial, el diámetro tubular, la capacidad antioxidante total e incrementa

el porcentaje de anormalidades espermáticas. Por otro lado, las defensas

antioxidantes enzimáticas (actividad GPx y SOD) del plasma seminal

disminuyen en respuesta a la exposición a la altura, tanto aguda como crónica.

La suplementación oral con vitaminas C y E evita y/o amortigua la reducción

de la población de espermatogonias, la reducción de la altura del epitelio

seminífero y el diámetro tubular, la disminución de la capacidad antioxidante

total y reduce el grado de arresto espermatogénico al día 30 en carneros

adaptados de forma aguda a la altura.

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

que llegan al plasma sanguíneo 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 estaría presente en los carneros nativos de altura.

Los resultados de este estudio confirman que la suplementación 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

morfológicas espermáticas y las enzimas presentes en el plasma seminal en

carneros expuestos a gran altura por corto y largo tiempo.
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