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I- RESUMEN

El presente trabajo de investigacion evalua de manera cuantitativa
el efecto de la altura sobre el sistema reproductivo en ratas macho en edad
reproductiva, y corrobora los trabajos anteriores hechos de manera cualitativa.
Para ello se utilizo la técnica de transiluminacion para observar el ciclo
espermatogénico de la rata, esta técnica es ampliamente estudiada en el
laboratorio del Instituto de Investigaciones de la Altura de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia, ademas se realizo el recuento de espermatozoides
en el epididimo para corrobarar los resultados del ciclo espermatogenico. Entre
los resultados obtenidos se observd que los estadios IX-XI y VIII, que son los
estadios que dan lugar al inicio y al final del ciclo respectivamente, disminuyen
significativamente en la altura luego de sendos periodos de 7 y 14 dias de
exposicién, mientras que después de 21 dias existe una nivelacion con los
valores del nivel del mar, es mas, después de 42 dias de exposicion a la altura,
los estadios IX-XI y VIII se incrementan por encima del nivel del mar. Todos
estos datos acerca del ciclo espermatogénico se corroboran con los resultados
del recuento de espermatozoides en el epididimo encontrados luego de 7y14
dias de exposicion a la altura. Se concluye que la exposicion aguda a la altura
afecta inicialmente los estadios del inicio de la espermatogénesis asi como
también el de la espermiacion, lo que podria conllevar a algan tipo de
infertilidad, pero que el efecto se revierte después de 21 dias de exposicion a la
altura, mejorando considerablemente después de 42 de permanencia en la
altura a 4340 msnm.



SUMMARY

The present research work evaluates quantitatively the effect of high
altitude on the rat male reproductive system and confirms previous qualitatively
research. Transilumination techniques was used to test the spermatogenesis in
rats. This technique has been broadly applied in the “Instituo de Investigaciones
de la Altura” of the Universidad Peruana Cayetano Heredia, in addition,
epididym sperm counting was performed to confirm the results obtained in the
spermatogenesis cycle. The results show that stages IX-XI and VIII, which the
stages at the beginning and end of the cycle respectively, decrease at altitude
significatively after 7 and 14 days, however after a 21 days stages IX-XI and VI
are similar as those at sea level. After being 42 days at altitude, stages IX-XI
and VIII increase over sea level. All these results about the spermatogenesis
cycle are confirmed with the results of the sperm count in the epididym found
after 7 and 14 days of altitude exposition. We can conclude that acute altitude
exposition affects the first stages of spermatogenesis, and spermation, which
could take to infertility, this effect is, however, reverted after 21 days of being
exposed at an altitude of 4340 mosl.



II-INTRODUCCION

Nuestro pals se caracteriza porque el 32 % de la poblacion reside en la
altura a mas de 2000 msnm. Las condiciones ambientales a las alturas
constituyen un factor estresante para el organismo no solo por la menor presion
parcial de oxigeno inspirado, sino también por la mayor sequedad del aire,
menor temperatura ambiental, menor gravedad, e incluso mayor radiacion solar
y Uultravioleta (Monge C, 1990). Como también una alta frecuencia de
precipitaciones pluviales.

Por lo tanto, el hecho de que un sujeto habite o de alguna forma esté
expuesto a la altura constituye un factor que puede estar produciendo cambios
significativos en la fisiologia del individuo en general.

Un individuo puede estar expuesto a la altura de manera aguda, cronica,
intermitente, y permanente como el que nace y vive en la altura (nativo);
determinando el grado de interferencia que provocaria en su organismo. Por lo
tanto; se puede definir a la exposicion aguda a aquella en la cual los sujetos
estan expuestos algunos dias o semanas v la exposicion crénica como aquella
en la que los individuos estan expuestos a la altura por mas de tres meses.

Carlos Monge sugiere que la adaptacion de la raza andina se deba al
aspecto reproductivo y no en el respiratorio, es la ventaja de la fertilidad del
poblador andino que lo hace real mente distinto.

Los estudios acerca del efecto de la altura sobre la fisiologia
reproductiva en el humano han dado muchas luces al conocimiento de distintas
caracteristicas propias del poblador andino. Asi pues el efecto de la menor
presion parcial de oxigeno sobre la fisiologia sexual femenina ha sido
ampliamente estudiada (Gonzales y col. 1998). Determinando algunas
Caracteristicas de la mujer de altura como la menarquia tardia, la menopausia
temprana, el periodo intergenésico disminuido y cambios hormonales
Caracteristicos que las hace diferentes a la mujer del nivel del mar.



Trabajos realizados en varones en los cuales se evaluaron el nimero de
espermatozoides y la bioquimica seminal en habitantes de grandes alturas y
pacientes de mal de montafia cronico (Garcia-Hjarles MA., 1989). Este
investigador determind gue los espermatozoides se encontraban dentro del
rango normal, y aguellos con mal de maontafia cronico tenian el niamero de
espermatozoides por mililitro mayor que aquellos del grupo control a nivel del
mar, como consecuencia de una disminucion en el volumen seminal.

Ya por los afios 50, en estudios sobre el efecto de la exposicion aguda a
la altura, San Martin advierte que la causa de infertiidad por la exposicion
aguda a la altura residia en el macho, que esta podia ser revertida y que su
causa principal podria ser una disminucion en las gonadotropinas.

Guerra-Garcia observo, en 1959, que cuando cobayos de nivel del mar
eran trasladados a grandes alturas (Morococha 4500 msnm), estos
presentaban alteraciones en los tubulos seminiferos. Los animales fueron
expuestos durante dos semanas a la altura (exposicion aguda) y evidencio, a la
vez, un aumento en las células basofilas hipofisiarias, esta observacion podria
indicar una mayor produccion de gonadotropinas durante la exposicion aguda a
la altura.

Trabajos realizados por Saxena, en 1995, indican que luego de estudiar
las caracteristicas seminales y morfologia testicular en monos Rhesus
expuestos a una altura simulada de 4411 msnm por 21 dias, estos
evidenciaban una disminucion reversible del volumen seminal, conteo de
espermatozoides y motilidad espermatica. A su vez observo incremento del pH
seminal y en la concentracion de fructuosa, lo que puede evidenciar una mayor
actividad androgénica por exposicion aguda a la altura.

Diversos estudios realizados en humanos demostraron que la exposicion
aguda a la altura ocasionaba alteraciones en el recuento de espermatozoides
disminuyendo su namero, ademds se observo un aumento en los niveles de
fructuosa seminal (Donayre y col., 1968), que indicarian un aumento en la
actividad androgénica.



Ademas, Mujica en 1994, determina que los niveles de prolactina y
testosterona sérica se incrementan durante una exposicion aguda a la altura en
ratas machos expuestos de manera aguda a la altura (Morococha, 4540 msnm)

Gonzales vy col en 1990, determinan la alteracion histologica en los
testiculos de ratas que fueron expuestas por 4 dias a una altura de 4340 msnm
donde encontrd espermatocitos primarios y espermatides picnoticas, necrosis
de numerosas células y de espematocitos primarios. Estos dafios fueron
prevenidos con un agente antiserotoninérgico.

Los datos presentados anteriormente evidencian el efecto dafino de la
altura sobre el aparato reproductor masculino y la fertilidad. Como es el caso
de la disminucion en el nimero de espermatozoides y el incremento en la
concentracion de fructuosa seminal que representan un claro reflejo del
aumenta de los niveles de testosterona presentados en la altura.

También se ha determinado que la excrecién urinaria de testosterona en
varones se encuentra disminuida (Guerra-Garcia., 1971) durante la exposicion
aguda a la altura, en tanto que la produccion de testosterona no se modifica.
Gonzales (1993) ha demostrado que los niveles de testosterona sérica se
incrementan durante la exposicion aguda a la altura. Lo que evidencia |a
mayor biodisponibilidad de la testosterona en el individuo por su normal
produccion y su reduccion en la excrecion durante la exposicion aguda a 1a
altura. Asi pues, estudios posteriores (Gonzales, 1983) demuestran que las
concentraciones elevadas de testosterona expuestos a condiciones de altura
retornan a sus niveles normales cuando son retornados a su lugar de origen
(nivel del mar).

Es necesario tomar en cuenta que la infertilidad durante la exposicion
aguda a la altura es temporal y que puede ser revertida al exponer a los
individuos a nivel del mar.



La espermatogénesis se estudia a través de tinciones histologicas, las
cuales son largas y requieren de una gran experiencia de microscopia optica,
ademas, sus resultados la mayoria de veces son expresadas de manera
cualitativa lo que dificulta su comparacion cuando se evalia el efecto de
diversos farmacos. Una mala fijacion del tejido (por ejemplo si se usa formol en
vez de solucion Bouin) puede dafar la arquitectura del tabulo seminifero e
impresionar como dafio testicular y ser atribuido esta diferencia al efecto del
farmaco evaluado, con la consiguiente distorsion y mala interpretacion de los
resultados.

El estudio histoloégico igualmente no permite observar la evolucion de la
espermatogénesis a fravés del tiempo. Importante cuando se quiere evaluar
efecto de farmacos o de exposiciones a cambios ambientales.

Las células germinales en la rata se distribuyen en asociaciones que
determinan 14 estadios de manera longitudinal (LeBlond y Clermont, 1952). La
espermiacion o liberacion de las espermatides elongadas mas desarrolladas
ocurren en el estadio VIII, en tanto que la iniciacion de la espermatogénesis es
decir donde ocurre la mitosis de las espermatogonias ocurre en los estadios IX-
Xl.

El método de transiluminacion demuestra ser una técnica de gran valor
porque mantiene la integridad de los tubulos seminiferos por ser procesados en
fresco y sin el uso de algun agente quimico que nos ayude a la separacion de
los mismos. La técnica de transiluminacion permite aislar los tabulos
seminiferos y visualizar las diferentes estadios espermatogénicos por la
manera caracteristica que tienen para absorber la luz, permitiendo asi su
observacion a través del microscopio de luz invertida (Soderstrom y col. 1978).

Gonzales y Del Valle (1995) incorporaron el método de transiluminacion
descrito por el Parvinen en 1982 para evaluar los diferentes estadios del ciclo
del epitelio seminifero ante el tratamiento con sustancias exdgenas con posible
efecto sobre la espermatogénesis y desarrollaron un método para evaluar la
frecuencia relativa de los diferentes estadios cuando se emplea un tratamiento
que modifica la espermatogénesis.
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Se ha probado este método con sustancias que inhiben la
espermatogénesis (Almenara y col. 2001), evaluandose grandes cantidades de
tubulos seminiferos en fresco y sin necesidad de tincién, y ademas permite
evaluar las frecuencias de los 14 estadios de los tubulos seminiferos de la rata,
y asi poder seguir su evolucion a través del tiempo. Comparando la frecuencia
del ciclo espermatogénico del animal tratado con otro grupo control.

Queda demostrado entonces que el método de transiluminacion, otorga
muy buenos resultados que nos permite evaluar si una sustancia actua
primordialmente sobre algun estadio del ciclo espermatogeénico, ya sea al inicio
(mitosis) o si su accion se circunscribe a alguno de los ofros procesos
(meiosis, espermiogénesis o espermiacion), asi como el efecto de Lepidium
meyenii (maca) que ha sido demostrado por esta técnica que aumenta la
espermiacion en la rata (Gonzales, 2001) como también el trabajo realizado
por Almenara v colaboradores (2001) donde determinan que el enantato de
testosterona disminuye la el comienzo de la espermatogénesis en ratas.

El presente estudio evalta de una manera cuantitativa el efecto de la
exposicion a la altura sobre la espermatogénesis y el recuento de
espermatozoides en epididimo de ratas macho en edad reproductiva, utilizando
la técnica de transiluminacion y del conteo de espermatozoides.



lll- HIPOTESIS

La exposicion aguda a la altura inhibe la espermatogénesis en ratas
en edad reproductiva de la cepa Holtzman.

La exposicion aguda a la altura disminuye el peso de los testiculos y
de las glandulas accesorias en ratas adultas de la cepa Holtzman.

La exposicion aguda a la altura disminuye el recuento de
espermatozoides en el epididimo.

La exposicion aguda a la altura afecta los estadios IX-XI y VIII del
ciclo espermatogénico.



IV- OBJETIVO GENERAL

Determinar de manera experimental el efecto de la exposicion aguda a la altura
sobre la espermatogénesis en ratas macho en edad reproductiva de la cepa
Holtzman, comparadas con ratas a nivel del mar.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el efecto de la exposicion aguda a la altura sobre el ciclo
espermatogénico luego de 7, 14, 21 y 42 dias de exposicion.

2. Determinar el efecto de la exposicion a la altura sobre el peso de los

organos reproductivos luego de 7, 14, 21 y 42 dias de exposicion.

3. Determinar el efecto de la exposicion a la altura sobre el recuento de
espermatozoides en el epididimo luego de 7, 14, 21 y 42 dias de
exposicion.

4. Determinar qué estadios de la espermatogénesis se afectan durante 42

dias de exposicion a la altura.
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V- MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se llevo a cabo en el Instituto de Investigaciones de
la Altura (lIA) sede Cerro de Pasco y en el Laboratorio de Investigacion y
Desarrollo de la Facultad de Ciencias y Filosoffa de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia, Lima. Pera.

El protocolo de Investigacion ha sido aprobado por la direccion de
Investigacion Cientifica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia y
financiado por el Fondo Concursable del Vicerrectorado de Investigacion.
Material Biologico:

Ratas macho en edad reproductiva (90 dias de edad) de la cepa
Holtzman.

Material de Laboratorio:

Balanza analitica calibrada

Microscopio de luz invertida

Microscopio Optico Compuesto

Refrigerador a 4°C

Céamara de Neubauer

Micropipeta 20-40 pl

Solucion salina 0.9%

Agua destilada

Placas Petri

Tubo Homogenizador de tejidos

Eosina 0.2 %

Pipetas de 5 ml

Vasos Beaker de 50 mi

Material de diseccion

Tubos de vidrio de 12 ml

Jaulas de polipropileno

Sonda nasogastrica N° 18

Viruta

Alimento nutritivo

Guillotina para animales menores
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Seleccion de animales

Se seleccionaron de manera aleatoria 48 ratas Rattus norvegicus, en
edad reproductiva (90 dias de edad) de la cepa Holtzman obtenidos del bioterio
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

Los animales se mantuvieron en los bioterios del laboratorio del Instituto
de Investigaciones de la Altura (lIA) y del Laboratorio de Investigacion y
Desarrollo en Cerro de Pasco y Lima respectivamente, a condiciones
asepticas, recibiendo agua y comida balanceada ad libitum. Controlandose
diariamente y evitando cualquier tipo de enfermedad.

Los animales en este trabajo fueron mantenidos en numero de seis en
cada jaula, y con un perfodo de luz/oscuridad de 12 horas/12horas con la
suficiente  aireacion para mantener sus necesidades vitales. La temperatura
promedio en Lima fue de 20° C, mientras que en Cerro de Pasco fue de 8°C.

Definicion del grupo de Estudio

Los animales fueron distribuidos al azar en 4 grupos diferentes de

acuerdo al periodo de exposicién a la altura.

Grupo A
Este grupo estuvo constituido por 12 ratas de 90 dias de edad,
seis de ellas fueron inoculadas durante 7 dias via oral con 2 ml de agua
destilada una vez al dia en Cerro de Pasco (4340 msnm) y las otras seis con el
mismo tratamiento en Lima (150 msnm). La inoculacion con agua es para
mantener a los animales con el mismo estrés durante todo los periodos, tanto

en Lima como en Cerro de Pasco.



Grupo B
Este grupo también constituido por 12 animales de 90 dias de
edad, de los cuales 6 fueron inoculados durante 14 dias via oral con 2 ml de
agua destilada en Cerro de Pasco a 4340 m de altura y como grupo control las

seis restantes en Lima con el mismo tratamiento.

Grupo C
Un tercer grupo constituido también por 12 ratas macho en edad

reproductiva, recibieron el mismo tratamiento que el primero y segundo grupo

tanto en la altura como a nivel del mar, pero por un periodo de 21 dias.

Grupo D
Este grupo constituido por 12 ratas, 6 estuvieron en Cerro de

Pasco y su control en Lima, durante un periodo de 42 dias.
Sacrificio de los animales en estudio

Se sacrifico a los animales luego del periodo establecido (7,14,
21y 42 dias) de exposicion a la altura y a nivel del mar. Los animales fueron

sacrificados por el método de decapitacion.
Control de los pesos corporales

Se tomaron los pesos de los érganos reproductivos durante los distintos
periodos de exposicion. Tales como los testiculos, epididimos y vesicula
seminal, fueron anotados y analizados en el programa estadistico SPSS.

Tratamiento de los animales

El agua destilada fue administrada via oral a través de una sonda
nasogastrica, en una dosis de 2 ml por dia. De acuerdo al periodo de

exposicion en la altura con sus respectivos controles a nivel del mar.



Evaluacion de la espermatogénesis

La evaluacion de la espermatogénesis se ha realizado por el método de
transiluminacion descrita por Parvinen y colaboradores (1982) y validada por
Gonzales y Del Valle (1995) con respecto al método histoldgico en el Instituto
de Investigaciones de la Altura. Para corroborar la evaluacion del ciclo
seminifero, se empled el método del recuento de espermatozoides en el
epididimo, este método fue descrito por Verma y colaboradores (1866) y
validado por Ruiz de Castilla (1975).

Para la observacion de los estadios del ciclo seminifero se utilizo el
testiculo derecho, esto para seguir una sola linea de estudio ademas porque
hay ligeras diferencias entre ambos testiculos. Lo mismo se hizo para el
recuento de espermatozoides, es decir se trabajo también con el epididimo
derecho del mismo testiculo empleado en la transiluminacion.

Para la observacion de los tubulos a través del microscopio, se procedio
primeramente a separar la tunica albuginea que envuelve a los tubulos
seminiferos y con ayuda de pinzas finas se procede a separar cada uno de
ellos y se llevan a una placa Petri para la observacion directa.

Los tubulos seminiferos se mantienen en todo momento en una placa
Petri en solucion fisioldgica (NaCl 0.9 %), a partir de aqui son manipulados y
luego observados en el microscopio de luz invertida.

Para el recuento de espermatozoides se utilizo el procedimiento segun
Robb (1978) con algunas modificaciones: una vez extraido y pesado el
epididimo, este se secciona en pedazos uniformes en un vaso beaker de 50 ml,
conteniendo 2 ml de solucion salina (NaCl 0.9%), luego se vierte esta mezcla a
un tubo manual homogenizador de tejidos vy se homogeniza por 5 minutos.
Posteriormente se vierte el sobrenadante a un tubo de ensayo de 12 ml, el
resto de tejidos que quedo en el homogenizador es nuevamente homogenizado
cion salina y luego vertido, tanto el sobrenadante como restos

de ensayo, la muestra que contiene 5 ml es refrigerada a 4

con 3 ml de solu
de tejido en el tubo
°C por un periodo de 24 horas.



Luego del tiempo de refrigeracion, la muestra se mezcld con 5 ml de
eosina al 0.2 %, de aqui se extrajo 10 ul y se diluyoé con 20 ul de eosina, una
gota de esta solucion se vertio a la camara de Neubauer y se observo en el
microscopio compuesto a 400 X , se contaron las cabezas de los
espermatozoides que hubieron en el area mostrada en el Grafico 1, el total es
multiplicado por el factor de 7.5 x 10’. Expresandose el resultado en
espermatozoides/ ml de liquido epididimal.

La formula para hallar el factor es:
Espermatozoides contados

Superficie contada x Profundidad de camara x Dilucion
Calculo de la dilucion:
0.1/5+0.1 = 1/51
5.1/5+5.1 = 51/101
10/20+10 = 1/3
= 1/561x51/101 x 1/3 = 1/303

Calculo del Factor, segan la formula:
= espermatozoides contados / (0.2 mm? x 0.1 mm x 1/301)

espermatozoides contados x 1.5 x 10%ul liquido epididimal
espermatozoides x 1.5 x 10"ml x 5ml (volumen total)
espermatozoides x 7.5 x 10"/epid{idimo

GRAFICO 1:Se muestra la superficie contada, dentro de los 5 cuadrados

medianos sefialados con una “E”, utilizados para el recuento

de eritrocitos y trombocitos.




Recoleccion de Datos Estadisticos

En este estudio se observd una longitud de 1000 mm de tdbulo
seminifero de cada testiculo derecho empleado, tomandose en cuenta la
frecuencia de los 14 estadios que tiene la espermatogénesis de la rata. Para el
analisis de los datos fue necesario llevar a porcentajes las longitudes de los

estadios (frecuencias absolutas).

Las longitudes relativas se calculo llevando a 1 las longitudes absolutas
del grupo control (nivel del mar).

Acerca de las mediciones del recuento de espermatozoides en el
epididimo, estas se realizaron 10 veces para cada muestra y de esta manera

obtener el minimo error y un menor coeficiente de variacion.

Los datos obtenidos fueron ingresados a una base en el programa
estadistico SPSS (version 9.0). Para el andlisis de los datos se utilizd el
Analisis de Varianza Univariado para observar y determinar cuales son los
estadios significativos, se utilizo el test t de Student para comparar diferencias
de medias y el coeficiente de correlacion de Pearson para correlacionar la
frecuencia de los estadios VIII con la concentracion de espermatozoides en el
epididimo, se consideraron resultados significativos valores de Sig ( p )
menores de 0.05 (p<0.05).



VI- RESULTADOS

Pesos de Testiculos, Epididimos y Vesiculas seminales

Luego de 42 dias de exposicion a la altura observamos que los pesos de

los 6rganos reproductivos tanto de nivel del mar como los de altura son

similares, a excepcion de la vesicula seminal que mantuvo su peso disminuido.

TABLA 1: Pesos de testiculos, epididimos y vesiculas seminales luego de

42 dias de exposicion a la altura.

Nivel del Mar Altura p
(n=6) (n=6)
Vesicula Seminal 1.05+0.12 0.52+0.06 p<0.05
Testiculo Derecho 1.59+0.01 1.31+0.14 NS
Testiculo Izquierdo 1.80+0.15 1.45+0.12 NS
Epididimo Derecho 0.43+0.12 0.53+0.12 NS
Epididimo Izquierdo 0.48+0.01 0.52+0.05 NS

Valor expresado en gramos (g). Datos son medias+DS.
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Pesos de Testiculos, Epididimos y Vesicula seminal

Se observa que los pesos de los distintos 6rganos disminuyen durante la

exposicion a la altura. Se puede observar claramente la alteracion luego de 14

dias de exposicién.

TABLA 2: Pesos de los distintos 6rganos reproductivos, durante los
distintos periodos de exposicién a la altura.
7 DIAS 14 DIAS 21 DIAS 42 DIAS
(n=6) (n=6) (n=6) (n= 6)
NM Altura NM Altura NM Altura NM Altura

Testiculo | 1.82+0.06 | 1.74+0.02 [1.94+0.12| 1.39+0.15* | 2.27+0.05 | 1.48+0.19" |1.59+0.01( 1.31+0.14
Derecho
Testiculo | 1.82+0.06 | 1.75:0.03 [1.94+0.11 | 1.29+0.17* | 2.29+0.04 | 1.44+0.21% [1.80£0.15| 1.45£0.12
lzquierdo
Epididimo | 0.62+0.05 | 0.68+0.05 [0.76+0.01| 0.52+0.23* | 0.89+0.11 [ 0.58+0.14* |0.43+0.12{ 0.5340.12
Derecho
Epididimo | 0.63+0.03 | 0.66+0.03 [0.67+0.04| 0.45+0.09* | 0.89£0.04 | 0.56+0.06" [0.48+0.01| 0.52+0.05
lzquierdo

Vesicula 1.43+0.04 | 0.7540.05" | 1.563+0.13| 0.77+0.28* | 1.70+0.12 | 1.07+0.11* | 1.05+0.12| 0.52+0.06"
Seminal

Valor expresado en gramos (g). Datos son mediaszDS. *p<0.05 respecto al grupo

control a nivel del mar.
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FIG 1:

organos reproductivos luego de 7 dias
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FIG 3: Pesos de los drganos reproductivos luego de 21
dias de exposicion a la altura.
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FIG 4: Pesos de los 6rganos reproductivos luego de 42
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Longitudes absolutas de los estadios del ciclo espermatogénico

De acuerdo a las longitudess absolutas encontradas en los

distintos periodos de exposicion establecidos, se observo lo siguiente:

A los 7 dias de exposicion a mas de 4340 msnm disminuye

marcadamente el estadio [X-XI (Tabla 3).

TABLA 3: Longitudes Absolutas de
espermatogénico encontradas después de 7 dias de exposicion a la

los estadios del

altura.
Estadios Nivel del Mar Altura
(n=6) (n=6)
| 21.6916.96 19.5+1.26
1-111 7.04+3.57 29.34+1.46*
v-v 4.73+2 .49 11.05+0.78*
Vi 2.74+1.28 8.5+0.63*
Vil 5.5612.68 5.75+0.34
VIl 2.156+0.88 1.1640.33*
IX-XI 31.46+1.42 6.77+0.44*
Xl 9.75+6.12 4.84+0.34
XIT-XIV 14.88+7.51 13.1+0.61

Datos son medias+DS. *p<0.05 respecto al grupo control a nivel del mar.

TABLA 4:

Longitudes Absolutas de

los estadios del

espermatogénico observadas luego de 14 dias de exposicion a la altura.

Estadios Nivel del Mar Altura

(n=6) (n=6)
| 23.2043.94 16.07+1.95"
1-11 8.81+1.3 21.02+1.48*
V-V 6.01+2.73 11.15+1.13*

Vi 3.6641.4 8.91£20"

v | 12.68+2.9 11.38+1.19
VIl 2.07+0.31 1.28+0.09*
IX-XI 26.68+2.39 12.81+2.68"
XII 7.7642.8 5.6411.63"
X=XV 8.63.£3.99 11.81+1.85

ciclo

ciclo

Datos son medias+DS. *p<0.05 respecto al grupo control a nivel del mar.

A los 14 dias de exposicion a la altura se observa que el estadio IX-XI

sigue disminuido pero con una leve recuperacion, también el estadio Xl sigue

Su recuperacion.
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TABLA 5: Longitudes Absolutas de estadios de la
espermatogénesis observadas después de 21 dias de exposicion a la
altura.

[ Estadios Nivel del Mar Altura =1

(n=6) (n=6)
I 24.06+2 64 12,27+1.41*
-1 10.53+0.96 12.13+0.91* 4
V-V B.29+1.64 10953070
Vi 4.40+0.96 9.19+1.59*
VI 18.90+1.64 17.01+1.13
VI 0.51+0.11 3.14+0.98*
= IX-XI 22.85+1.44 18.78+2.04
Xl 6.17+0.64 6.26+1.18
XI-XIV 3.29+0.55 10.24+1.55*

Datos son medias+DS. *p<0.05 respecto al grupo control a nivel del mar.

A los 21 dias de exposicién a mas de 4000 msnm, se observa la

recuperacion casi total del inicio de la espermatogenesis evidenciada en el

estadio 1X-XI.

TABLA 6: Longitudes Absolutas de los estadios del ciclo
espermatogénico observadas luego de 42 dias de exposician a la altura.

[

-

Estadios Nivel del Mar Altura
(n=6) (n=6)

I 18.14+4.75 16.65+0.57

=11 11.99+2.73 17.88+0.49"
v 11.33+1.63 829:0.53°
v 8.61+0 83 5.46+0.48"

Vil 16.90+2.42 1553+0.44° |

Vil 2.11+0.19 1.0320.25"

IX-Xl 20.19+2.37 25.56+0.73"

X1 3.17+0.46 "3.8620.33°
XI1I-XIV | 757249 [ 5.75+0.48" |

Datos son medias+DS. *p<0.06 respecto al grupo control a nivel del mar.



Longitudes Relativas de los estadios del epitelio seminifero

Se calcularon las frecuencias relativas de acuerdo a las frecuencias
absolutas obtenidas en los distintos periodos de exposicion.

TABLA 7: Longitudes Relativas obtenidas entre el grupo

expuesto a la altura durante 7 dias y el grupo control a nivel del mar.

Estadios control (Lima) 4340 msnm
I 1 0.90
M-I 1 4.17
VAY, 1 2.33
VI 1 3.10
Vil 1 1.03
Vil 1 0.54
IX-XI 1 0.22
Xl 1 0.50
XII-XIV 1 0.88

FIG 5: Frecuencias Relativas obtenida entre el grupo expuesto

y el control después de 7 dias.
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Se observa que el estadio donde se produce la espermiacion (Vi) esta
disminuido asi como el estadio IX-XI donde se inicia la espermatogénesis, a los

7 dias de exposicion a la altura. (Tabla 7, Figura 5).

TABLA 8: Longitudes Relativas de los estadios del ciclo

espermatogénico obtenidas luego de 14 dias de exposicion a la altura.

Estadios | Control (Lima) | 4340 msnm
(n=6) (n=6)
| 1 1.25
11-11l 1 1.87
IV-V 1 1.20
Vi 1 1.60
Vil 1 0.62
Vill 1 0.56
IX-XI 1 0.34
X 1 1.26
XII-XIV 1 1.55

FIG 6: Longitudes Relativas obtenida entre el grupo expuesto

y el control después de 14 dias.
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Se observa que los estadios VIII y IX-XI estan disminuidos, pero con
una leve mejoria con respecto al periodo de 7 dias. Asi mismo se observa que

el estadio X!l se nivela con el control. (Tabla 8, Figura 6).

TABLA 9: Longitud Relativa de los estadios del ciclo

espermatogénico obtenida luego de 21 dias de exposicién a la altura.

Estadios control (Lima) 4340 msnm
(n=6) (n=6)
I 1 0.51
1-11 1 1.15
V-V 1 1.52
Vi 1 2.09
VI 1 0.90 K
Viil 1 6.16
1X-XI 1 0.82
XII 1 1.01
XHI-XIV 1 3.1
FIG 7: Grafico que muestra la longitudes relativas obtenidas

entre el grupo expuesto y el control después de 21 dias.
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Se observa gue a los 21 dias de exposicion a la altura, la nivelacion de
los estadios 1X-XI y Xil de la altura con respecto al control, estos son estadios
que dan el inicio a la espermatogénesis. Los estadios Vil y VIII muestran

también mejoria después de este periodo, (Tabla 9, Figura 7).

TABLA 10: Longitud Relativa de los estadios del ciclo

espermatogénico obtenida luego de 42 dias de exposicion a la altura.

Estadios |control (Lima){ 4340 msnm
_(n=6) (n=6)
| 4] 068
-1 1 1.26
V-V 1 0.83
Vi | 1 0.62
Vil 1 0.77
Vil 1 1.59
IX-XI 1 1.88
Xii 1 102 |
XI-XIV '[ 1 1.36 |
FIG 8: Grafico que muestra la frecuencia relativa obtenida

entre el grupo expuesto y el control después de 42 dias.
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Se observa el aumento de los estadios VIII y IX-XI, mientras que el resto
de estadios contintan con la regularidad del ciclo espermatogénico, despueés
de un periodo de expaosicion a la altura de 42 dias, esto con respecto al control

a nivel del mar. (Tabla 10, Figura 8).

Recuento de espermatozoides en el epididimo

TABLA 11: Se muestra la concentracion de espermatozoides en el
epididimo durante los diferentes periodos de exposicién a la altura,
comparado con el control a nivel del mar.

PERIODO Nivel del mar Altura
7 DIAS 898.75+27.57 379.71£56.02*
14 DIAS 701.85+31.08 432.06+54.43*

21 DIAS 617.05+32.54 361.19+60.41*
42 DIAS 749.01+62.11 448.97+38.58"*

Valores expresados en numero de espermatozoides x 10”/epididimo. Los datos

son medias+DS. *p<0.05 respecto al grupo control a nivel del mar.
Se observa que la concentracion de espermatozoides en el epididimo

disminuye significativamente durante los distintos periodos de exposicion a la

altura.
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FIG 9:

Estadio de la espermiacion (VIII), Altura vs Nivel del
mar luego de 7, 14, 21 y 42 dias de exposicion aguda.

El estadio VIII disminuye significativamente después de 7 y 14

dias de exposicién a la altura.
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VII- DISCUSION

Se ha demostrado por una variedad de investigaciones que la exposicion
aguda a la altura produce dafio sobre el sistema reproductivo masculino de
distintas especies de mamiferos, incluyendo al hombre.

En 1959, Guerra-Garcia, observd que cobayos de nivel del mar
trasladados a 4500 m.s.n.m, presentaban alteraciones en los tabulos
seminiferos, después de 14 dias de estadia en la altura (exposicion aguda).

Saxena (1995) demuestra en monos Rhesus, una disminucion reversible
en el volumen seminal, conteo de espermatozoides y motilidad espermatica,
luego de un periodo de 21 dias de exposiciéon simulada a mas de 4000 msnm.

En 1968, Donayre en un estudio realizado en humanos determino que la
exposicion aguda a la altura a 4340 msnm ocasionaba alteraciones en el
numero de espermatozoides disminuyendo su numero. Demostrando el dafno
en el sistema reproductor masculino producido por la altura.

En un estudio donde se demuestra por métodos cualitativos el dafio
sobre el sistema reproductor masculino en ratas producido por la exposicion
aguda a la altura es el realizado por Gonzales y colaboradores en 1990, donde
determinan la alteracion histologica en los testiculos de ratas que fueron
expuestas por 4 dias a una altura de 4340 msnm, aqui encontraron
espermatocitos primarios y espermatides picnoticas, necrosis de numerosas
células y espematocitos primarios.

En el presente trabajo realizado se ha demostrado cuantitativamente el
dano producido por la exposicion aguda sobre le espermatogénesis en ratas
macho en edad reproductiva, siguiendo el ciclo completo espermatogénico, el
mismo que en la rata es de tipo longitudinal y tarda 42 dias. A su vez se ha
moniteoreado el ciclo espermatogénico en distintos periodos, como es de 7, 14,
21, hasta llegar a 42 dias que es el tiempo en que dura el ciclo completo.



Se ha demostrado también que se ve afectado el recuento de
espermatozoides en el epididimo debido a la exposicién aguda a la altura y que
esto es producto del dafio sobre el ciclo espermatogénico, demostrado también
en este estudio de investigacion.

El método de las frecuencias relativas descrita por Gonzales y Del Valle
(1995) y Almenara y col (2001) para comparar como varia el ciclo
espermatogenico de un animal tratado con respecto a su control es muy
ventajoso ya que nos permite identificar cual de los 14 estadios del ciclo
espermatogenico es el que mas se diferencia de los controles y a la vez
comprobar el efecto de cualquier sustancia o droga inoculada en el individuo.

Se ha determinado en este estudio que el efecto de la exposicién aguda
a la altura es mas notorio después de 7 y 14 dias de exposicion y que este
efecto se revierte a medida que transcurre el tiempo de exposicién, se puede
asemejar este fendmeno con los cambios producidos tanto en el sistema
cardiorespiratorio como en el sistema renal y que son muy notorios durante los
primeros dias de permanencia en la altura, y que desaparecen paulatinamente
mientras el individuo prolongue su estancia en la altura.

Los cambios que acontecen en el sistema reproductor masculino son
causados por cambios hormonales como el aumento de la testosterona,
Gonzales (1993) ha demostrado que los niveles de testosterona sérica se
incrementan a los 4 dias de una exposicion aguda a la altura. Lo que causaria
una mayor biodisponibilidad y una menor excrecion urinaria de la misma
(Guerra-Garcia, 1971). Nuestros resultados a los 7, 14, 21 y 42 dias no
Muestran evidencia de esa mayor secrecion de testosterona. En efecto los
estadios VIII que son andrégenos dependientes mas bien disminuyen en la
altura a los 7 y 14 dias de exposicion, igualmente las vesiculas seminales, otro
organo androgeno dependiente no incrementa su pesao.



Se determind en este trabajo que el peso de los 6rganos reproductivos
se ven afectados, a partir de los 14 dias de exposicion. El peso de todos los
organos disminuyen con respecto al control, lo gue nos hace suponer un dano
a nivel de los tejidos que conforman la pared de los érganocs, pero que el efecto
se revierte luego de 42 dias de exposicion a la altura a excepcion de las
vesiculas seminales. Estas glandulas parecen ser mas sensibles a la
exposicion a la altura, sin embargo otros autores han encontrado un aumento
del peso de estas glandulas debido a un mayor efecto androgénico.
Proponemos que deberian determinarse los niveles de testosterona y observar
como varian de acuerdo al peso de esta glandula.

Se determind en este trabajo que tanto el inicio de la espermatogénesis
(estadio 1X-XI) como el de la espermiacion (estadio VIII) disminuyen en la
altura, después de 7 y 14 dias de exposicion aguda a la altura. Esto es
razonable ya que si un ciclo lo interferimos al inicio de este, es dificil que
pueda llegar sin alteraciones al final del mismo.

Estos resultados de 7 y 14 dias de exposicion a la altura concuerdan con
los resultados encontrados en la concentracion de espermatozoides en el
epididimo, donde existi6 una disminucion significativa del recuento de
espermatozoides. Sin embargo, después del periodo establecido para este
estudio, la concentracion espermatica sigue disminuida, indicando que tanto la
recuperacion del estadio VIII como el transito del espermatozoide desde el
tibulo seminifero hacia el epididimo, son procesos lentos y progresivos.

A los 42 dias de exposicion se comprueba el efecto reversible del dafo
espermatogénico que produce la altura. Aqui el estadio VIl y IX-XI estan
aumentados notoriamente con respecto al del nivel del mar, pero no se
incrementa el numero de espermatozoides, por las causas arriba
mencionadas.
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A nivel del mar, se aprecia que el estadio VIII disminuye después de 42
dias, esto se deberia a dos razones; la primera es que el tubulo seminifero ha
liberado una magnitud considerable de espermatozoides al final del ciclo
espermatogénico, la segunda razén serfa un posible error técnico, lo que nos
daria a saber que al final de este periodo, los animales de la altura no se
recuperan del estadio de la espermiacion. Esta tltima aseveracion concuerda
con el calculo de la concentracion de espermatozoides, para lo cual se
recomienda realizar estudios mayores de 42 dias y evaluar el ciclo
espermatogénico, tanto a nivel del mar como en la altura.

En cuanto a los resultados encontrados por Garcia-Harles(1970) donde
determino la edad fértil de la rata albina, difieren de los valores encontrados en
este estudio, sin embargo los resultados de los recuentos en la  altura son
similares, se sugiere que estas diferencias se deban a la metodologia
empleada en este estudio. Es necesario entonces validar nuestro protocolo con
otras investigaciones y llegar a corregir los datos por una cifra mas exacta. Lo
que si corrobora es que la edad fértil de la rata determinada por Garcia-Hjarles
en la cual esta presenta un pico de concentracion de espermatozoides a las 12
semanas de edad es similar a la encontrada en este estudio, luego la
concentracion disminuye a medida que el animal envejece.

Si bien es cierto se ha demostrado cuantitativamente en este trabajo de
investigacion que la exposicion aguda a la altura afecta el sistema reproductivo
masculino en ratas, lo que le conllevaria al animal a la disminucion de su
fertilidad, revirtiéendose este efecto a partir de los 21 dias de exposicion, se
hace necesario realizar estudios de largo plazo en varones para determinar el
tiempo en que se prolonga el dano sobre el sistema reproductor, debido a que
nuestro pais presenta una gran actividad minera en la sierra central y que por
lo tanto muchos profesionales y empleados tienen que trasladarse hasta estos
lugares y permanecer ahi por tiempos prolongados. Como también los sujetos
que por razones de deporte, de aventura o turismo escalan las grandes
montanas de nuestro territorio y a los que se les deberia determinar Ia
magnitud del dano producido por la altura sobre el sistema reproductor.



De alguna manera el poblador andino no sufre estos efectos de la altura
sobre el sistema reproductor masculino, lo que indicaria la adaptacion genética
al ambiente estresante de la altura como también podrian tener alguna
sustancia natural protectora dentro de su dieta. De acuerdo a |o demostrado en
este estudio acerca del dafo espermatogénico que produce la altura debemos
investigar si alguin producto natural revierte estos cambios, como es el caso de
la maca cuyo efecto favorable sobre la espermatogénesis ha sido demostrada
no solo en ratas sino también en humanos (Gonzales y col. 2001; 2001 a).



VIIl- CONCLUSIONES

Los pesos de los organos reproductivos masculinos en la rata, se ven
afectados después de 14 dias de exposicion a la altura.

El inicio del ciclo espermatogénico, especificado en el estadio [X-XI, en
la rata macho en edad reproductiva disminuye considerablemente después de
un pericdo de 7 y 14 dias de exposicion a la altura.

La espermiacion, estipulada en el estadio VIII en la rata macho en edad
reproductiva disminuye significativamente respecto al control a nivel del mar,
luego de un tiempo de exposicion a la altura de 7 y 14 dias.

Luego de un periodo de 21 dias, el ciclo espermatogénico de la rata
macho en edad reproductiva se acomoda a los valores normales del nivel del
mar, niveldndose los estadios IX-XI, XII, VIl y VIII que son los estadios tanto
del inicio del ciclo como del final del mismo que van a dar lugar a la
espermatide elongada.

El recuento de espermatozoides en el epididimo de la rata se mantiene
diminuido a partir de los 7 dias de exposicion a la altura hasta el periodo final
del estudio (42 dias).
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