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RESUMEN: Los efectos de un ambiente hipdxico sobre la gestacién son conocidos. Sin embargo, existe poca
informacidn sobre como el ambiente normoxico afectaria la gestacion de individuos adaptados a la vida en altura.
Este estudio se basa en la consideracién que individuos adaptados a un ambiente hipdxico han desarrollado
mecanismos que les permite transportar y utilizar el oxigeno mas eficientemente en esas condiciones, por lo que
frente a un aumento de la presidén parcial de oxigeno ambiental éstos pueden desarrollar estrés oxidativo, tal
como se observa en hiperoxia. El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto del ambiente normdxico y de la
administracion de vitaminas C y E sobre las caracteristicas placentarias, en ovejas originarias de la altura que
cursan su gestacion a nivel del mar. Se utilizaron 10 ovejas provenientes de la altura (HL) y 10 del nivel del mar
(LL), las que desarrollaron su gestacion a 500 msnm. La mitad de cada grupo fue suplementado diariamente con
500 mg de vitamina Cy 350 Ul de vitamina E. Entre los 96 y 100 dias de gestacidn se evaluaron las caracteristicas
placentarias y la presencia de los factores angiogénicos VEGF y leptina, mediante la técnica de Western Blot. El
peso de la placenta fue mayor en el grupo LL en comparacién con HL. Las caracteristicas nimero de placentomas
y superficie de placentomas no mostraron diferencias significativas, mientras que la suplementacién con
antioxidantes no evidencid cambios significativos para las caracteristicas antes mencionadas. La expresién de
VEGF no reflejé cambios significativos entre los grupos, sin embargo en la porcién fetal del placentoma, la
expresion de VEGF en los animales LL, tiende a ser mayor. La terapia antioxidante parecid disminuir la expresion
de VEGF, aunque esta diferencia no fue significativa. La expresion de leptina disminuydé en los grupos
suplementados con vitaminas, siendo esta diferencia significativa en la porcion fetal del placentoma. EI HL
muestra la mayor superficie vascular por placentoma, la que disminuyd al suplementar con vitaminas. De los
resultados obtenidos se desprende que la exposicién a la normoxia en ovejas gestantes adaptadas a la vida en
altura, no produciria cambios placentarios compatibles con un estado de estrés oxidativo. Sin embargo, quedan
muchas preguntas sin responder que requeriran estudios posteriores.
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ABSTRACT: The effects of a hypoxic environment on pregnancy are known. However, there is scarce information
on the effects of the normoxic environment on the pregnancy in individuals adapted to high altitude. This study is
based on the consideration that individuals adapted to a hypoxic environment have developed mechanisms
allowing them to carry and use oxygen more efficiently under these conditions, therefore, when exposed to an
increase in environment oxygen partial pressure, these individuals may develop oxidative stress as observed in
the hyperoxia. The aim of this work was to study the effect of normoxic environment and administration of
vitamins C and E on placental characteristics in sheep adapted to high altitude, gestating at sea level. Ten ewes
from high altitude (HL) and 10 from sea level (LL) were used, which developed their pregnancy at 500 m altitude.
Half of each group was supplemented daily with 500 mg of vitamin C and 350 IU of vitamin E. Between 96 and
100 days of gestation, placental characteristics and the presence of angiogenic factors VEGF and leptin, by
Western Blot, were evaluated. Placental weight was higher in the LL groups than in HL. Number of placentomes
and placentome surface showed no significant difference. Antioxidant supplementation showed no significant
changes in the placental characteristics. The expression of VEGF showed no significant changes between groups,
however, in the fetal portion of the placentome, the expression of VEGF in animals LL, tends to be higher.
Antioxidant therapy appeared to decrease the expression of VEGF, although this difference was not significant.
The expression of leptin was lower in the groups supplemented with vitamins, but only in the fetal portion of the
placentome this difference was significant. The HL group showed the largest placentome vascular surface, which
decreased when supplemented with vitamins. These results suggest that exposure to normoxia in ewes adapted
to life in high altitude, would not produce placental changes consistent with a state of oxidative stress. However,
there are still many unanswered questions that require further studies.

Key Words: placenta, ovine, VEGF, leptin, antioxidant.



INTRODUCCION

La placenta es una aposicion funcional
de tejido materno y tejido fetal (Sammin et al.,
2009) y es el 6rgano a través del cual gases
respiratorios, nutrientes y desechos son
intercambiados entre el sistema fetal y
materno durante la gestacién (Reynolds et al.,
2005).

Por definicidn, la placenta se desarrolla
en todos los mamiferos euterios (placentarios),
sin embargo la forma de placentacién definitiva
difiere entre las distintas especies, de acuerdo a
criterios anatémicos que consideran
basicamente los tejidos maternos y fetales
involucrados (Sammin et al., 2009).

Macroscépicamente, la placenta ovina
estd compuesta por 60 a 100 unidades
conocidas como placentomas, los que se
encuentran separados de manera
relativamente uniforme sobre la superficie de
las membranas fetales. Cada uno de estos
placentomas esta conformado de una porcién
materna, denominada caruncula, y una porcion
fetal, llamada cotiledén. Estas dos porciones se
interdigitan entre si, por lo que se encuentran
estrechamente relacionadas (Reynolds et al.,
2005). En ovejas el componente fetal de los
placentomas estd formado de la fusién del
corion avascular y el alantoides vascular, los
gue aumentan su area de superficie por el
desarrollo de vellosidades, las cuales se
agrupan en los mencionados cotiledones
(Sammin et al., 2009). Las carunculas maternas
estan presentes en la superficie del endometrio
desde poco después del nacimiento y su
numero y localizacién permanece constante a
través de la vida de la hembra. Las carunculas
crecen durante el embarazo y regresan a su
tamafio no gestacional durante cada periodo
post parto. Llas carunculas son puntos
especializados de contacto entre las

membranas fetales y el endometrio, por lo que
su ubicaciéon determina la ubicacion final de los
placentomas (Reynolds et al., 2005).

Segln el método de clasificacion de
Grosser, el cual se basa en la observacion del
numero de capas interpuestas entre Ia
circulacion materna y fetal en las diferentes
especies (Sammin et al., 2009), la placenta
ovina se clasifica como epiteliocorial, lo que
significa que el corion fetal esta en contacto
directo con el epitelio uterino materno
(Reynolds et al.,, 2005). En este tipo de
placentacién, todas las capas (endotelio, tejido
conectivo y epitelio) estan intactas en ambos
lados de la placenta (Sammin et al., 2009). La
placenta ovina también se puede clasificar
como un subgrupo de la epiteliocorial, lamada
sindesmocorial o sinepitelial, lo que indica que
el epitelio uterino estd fusionado con células
coridnicas binucleadas que forman un sincicio
feto-maternal (Reynolds et al., 2005). En
mamiferos con placentacién epiteliocorial, el
corioalantoides es minimamente invasivo,
permaneciendo el epitelio uterino intacto
durante la gestacién. En este sentido, la
placenta ovina es un modelo ideal para estudiar
el desarrollo placentario, ya que las porciones
materna y fetal permanecen asociadas
cercanamente, pero completamente intactas
durante la gestacidn, por lo que se puede
evaluar cada tejido en forma separada
(Reynolds et al., 2005).

El desarrollo del sistema vascular juega
un rol clave para asegurar un adecuado
intercambio transplacentario (Reynolds et al.,
2005). Se ha sugerido que el gran incremento
en el intercambio transplacentario, que soporta
la tasa de crecimiento exponencial del feto
durante la ultima mitad de la gestacion,
depende principalmente del crecimiento del
lecho vascular placentario y el resultante
aumento en el flujo sanguineo uterino vy



umbilical (Borowicz et al., 2007). Es por esto
qgue un adecuado flujo sanguineo hacia la
placenta es critico para un crecimiento fetal
normal y no es sorprendente que condiciones
que afecten el crecimiento del feto, como el
genotipo materno y fetal, aumento en el
numero de fetos, exceso o privacién de
nutrientes  en la madre o  estrés
medioambiental, tengan efectos similares
sobre el crecimiento de la placenta y estén
asociados con disminucion en las tasas de
absorcion de oxigeno y nutrientes por parte del
feto, como también con diminucién de la
angiogénesis y el flujo sanguineo (Reynolds et
al., 2010).

Numerosos estudios (Charnock-Jones et
al., 2004; Kaufmann et al., 2004; Mayhew et al.,
2004; Reynolds et al., 2007 a, b; Borowicz et al.,
2007) indican que la angiogénesis es el principal
componente en el aumento del flujo sanguineo,
siendo clave para el incremento en el
intercambio transplacentario a través de la
gestacion (Reynolds et al.,, 2010). Este
crecimiento de la vasculatura no ocurre de la
misma forma en el cotiledén y en la cardncula.
La microvasculatura del compartimiento
materno de la placenta estd compuesto casi
exclusivamente por capilares muy grandes, lo
gue conduce a una baja velocidad de flujo
sanguineo, disefiado principalmente como un
sistema de entrega de nutrientes y oxigeno (y, a
la inversa, como un sistema removedor de
desechos). En cambio, la arquitectura
microvascular de la placenta fetal, esta
altamente ramificada y compuesta
principalmente de abundantes capilares
pequeiios, disefados como un sistema de
transporte a alta velocidad. (Reynolds et al.,
2005). De esta forma, la arquitectura
microvascular de los ovinos es ideal tanto para
la entrega de nutrientes por el lado materno,
como para la absorcién y transporte de

nutrientes por el lado fetal (Reynolds et al.,
2010).

La angiogénesis es la formacién de
nuevos lechos vasculares a partir de vasos
preexistentes y es un proceso critico para el
crecimiento y desarrollo de todos los tejidos,
incluyendo la placenta (Borowicz et al., 2007).
Este proceso es regulado por un cambio en el
equilibrio local entre los factores angiogénicos y
sus inhibidores. Los factores reguladores de la
angiogénesis incluyen: citoquinas, hormonas y
factores de crecimiento; hipoxia e hipoglicemia;
estrés; componentes de la matriz extra celular
(laminina, fibronectina); etc. Los factores
proangiogénicos mas relevantes son el Factor
de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF),
Leptina, Factor de Crecimiento Fibroblastico
(FGF) y angiopoyetinas (Zygmunt et al., 2003).

El VEGF, llamado también VEGF-A, es
uno de los mayores factores de crecimiento
angiogénico de la placenta, y ha sido implicado
en la angiogénesis fetal (Reynonlds et al.,
2005). Es un mitégeno altamente especifico
para las células endoteliales, del cual han sido
descritas 5 isoformas. Ademads, existen otros
miembros adicionales en la familia VEGF: VEGF-
B, VEGF-C, VEGF-D y el Factor de Crecimiento
Placentario (PIGF). El VEGF presenta 2
receptores especificos: VEGFR-1 y VEGFR-2. Los
receptores son expresados en las células
endoteliales y en forma soluble en el suero
materno durante la gestacion (sélo VEGF-1). El
VEGFR-2 actla como regulador positivo sobre
las acciones mitogénicas, antiapoptodticas y de
mejoramiento de la permeabilidad, mientras
gue el VEGFR-1 funciona como regulador
negativo de las acciones del VEGF sobre el
endotelio vascular por secuestro del ligando.
Las acciones del VEGF incluyen no sdlo
activacion mitogénica de células endoteliales,
sino que también la induccién de proteasas
séricas y colagenasas, aumento de la
guimiotaxis y vasodilatacion. La expresién



génica de VEGF es regulada por la tension de
oxigeno, diversos factores de crecimiento,
citoquinas y hormonas placentarias (Zygmunt
et al., 2003).

Diversos estudios (Cheung et al., 1995;
Cheung y Brace, 1999; Bogic et al., 2000) han
demostrado que la placenta ovina produce
VEGF a través de la gestacion y que la expresion
de este factor de crecimiento varia segun se
trate de tejido placental materno (caruincula) o
fetal (cotiledén), ademds del tiempo de
gestacion. Por ejemplo, Reynolds y Redmer
(2001), demostraron que la expresién del
mRNA de VEGF, en la prefiez temprana, es
mayor en el tejido placentario fetal comparado
con el tejido placentario materno, mientras que
en la prefiez tardia, el mMRNA permanece alto en
los placentomas y en las membranas
intercotidelonarias fetales. También
demostraron que durante la prefiez temprana,
la proteina VEGF se localiza en la
microvasculatura cotiledonar en desarrollo, sin
embargo en preiiez tardia, la proteina VEGF se
encuentra principalmente en los microvasos de
la cardncula materna, con sélo una parte de las
arteriolas cotiledonarias fetales exhibiéndola.
En un estudio mds reciente, Reynolds et al.
(2005), demostraron que no sélo VEGF y su
MRNA muestran diferentes patrones de
expresion en el tejido caruncular vy
cotiledonario, sino que también sus receptores.
Para la carudncula, la expresiéon de VEGF
aumenta ligeramente, mientras que la
expresion de sus receptores, especialmente
VEGF-1, se incrementa dramaticamente
durante la gestacion. En contraste, en el
cotiledén, el aumento de VEGF y VEGF-1 es
ligero, y la expresién de VEGF-2 no cambia
durante la gestacion.

Otro factor que parece tener un rol
importante en el crecimiento placentario y fetal
es la hormona leptina. Esta hormona tipo

citoquina es capaz de ejercer multiples
funciones. La funcién mejor caracterizada es la
regulacion de la ingesta de alimentos y el gasto
energético. En este sentido, la leptina es
producida y secretada por el tejido adiposo
blanco (Flier, 1995). Durante los ultimos afios,
se han identificado efectos pleiotrépicos de la
leptina, los que consisten en la modulacién de
varios procesos, tales como termogénesis,
homeostasis, angiogénesis, hematopoyesis,
osteogénesis, condrogénesis, funciones inmune
y neuroendocrinas, asi como de control de la
presion arterial (Maymo et al., 2008). Otras
pruebas también han implicado a la leptina en
funciones reproductivas, como la regulacién de
la funcién del ovario, la maduracion de oocitos,
el desarrollo del embridon y la implantacidn
(Sagawa et al., 2002). Sin embargo, la completa
regulacién de la produccién de leptina aun es
poco conocida (Maymo et al., 2009).

Las principales evidencias que sugieren
que la leptina podria cumplir un rol durante la
prefiez son que las concentraciones de leptina
plasmatica durante la gestacion son dos veces
mayores que en estado de no gravidez, que es
producida por la unidad feto-placentaria y que
su produccidn es irregular en varias patologias
de la prefez, en asociacion con alteraciones del
crecimiento fetal (Hauguel-de Mouzon et al.,
2005). Estudios en ovinos han demostrado que
las concentraciones de leptina fetal estan
inversamente correlacionadas con el tamafo
fetal y placentario, y, al igual que en el caso
humano, las concentraciones plasmaticas de
leptina materna no estan correlacionadas con
el peso del feto al nacimiento (Buchbinder et
al., 2001).

Los roles propuestos para la leptina en
la gestacién humana incluyen la regulacién del
crecimiento y desarrollo fetal, angiogénesis en
el feto vy placenta, y hematopoyesis
embrionaria (Buchbinder et al., 2001). A pesar



de esto, un estudio reciente indica que no
existe relaciéon entre las concentraciones de
leptina materna y el peso fetal o la masa de
grasa fetal (Lepercq et al., 2003), en cambio las
concentraciones de leptina umbilicales exhiben
una fuerte correlacién positiva con la masa de
grasa de los neonatos, pero no esta
correlacionada con el peso al nacimiento
(Okereke et al., 2002). El rol regulador del
crecimiento de la placenta que se le ha
atribuido a la leptina concuerda con los efectos
que ésta provoca. Por ejemplo, la leptina
induce la produccién de Gonadotrofina
Coriénica Humana (hCG) en las células del
trofoblasto, aumenta la mitosis, estimula la
absorcién de aminodcidos y aumenta la sintesis
de proteinas de la matriz extracelular y
metaloproteinasas (Hauguel-de Mouzon et al.,
2005).

El origen del alza en las concentraciones
de leptina durante la gestacién no se conoce
con certeza, pero existe fuerte evidencia que
sugiere que es la placenta, y no el tejido
adiposo materno, la que hace una contribucién
sustancial al aumento de las concentraciones
de leptina materna. Varias evidencias apoyan lo
anterior. En primer lugar, el aumento de leptina
precede al aumento fisioldgico en el indice de
masa corporal materno (IMC) al final del
segundo trimestre. En segundo lugar, las
concentraciones de leptina  disminuyen
rapidamente después del parto, en la madre y
en el recién nacido. Un 95% de la leptina
sintetizada en la placenta es liberada al
compartimiento materno y soélo un 5% es
liberada en la circulacion fetal. Este porcentaje
puede parecer pequefio si lo comparamos con
el lado materno, sin embargo es mucho mas
alto que otras hormonas de origen placentario,
como por ejemplo el lactégeno placentario y la
gonadotrofina coriénica (Hauguel-de Mouzon
et al., 2005).

Numerosos investigadores han
demostrado que un ambiente de hipoxia
cronica causa una gama de alteraciones en la
placenta y en el neonato. Humanos nacidos en
la altura son mas pequefios que aquéllos que
nacen a nivel del mar, independientemente del
estatus econdmico materno, grupo étnico u
otros factores de riesgo (Giussani et al., 2001;
Mortola et al., 2000; Jensen and Moore, 1997).
Para el caso de ovinos, se ha demostrado que
en un ambiente hipdxico el crecimiento
intrauterino y peso al nacimiento del cordero
disminuyen independiente del tiempo de
residencia de la oveja a alta altitud y aumenta
el peso de la placenta (Parraguez et al., 2005).
Ademads, el ambiente hipdxico natural impacta
la placenta ovina, observandose incremento del
didmetro de los cotiledones, de la superficie de
contacto cotileddn-caruncula y el drea de los
cotiledones que es ocupada por lumen
vascular. Sin embargo, disminuye el numero
total de cotiledones. Ademas, ovinos nativos de
baja altitud, que gestan en la altura, aumentan
la superficie de contacto cotiledén-carincula y
el area de cotileddn ocupada por lumen
vascular (Parraguez et al., 2006).

La expresidon de VEGF, es estimulado por
la hipoxia a través de un proceso
transcripcional mediado por el factor hipoxia-
inducible-1 (HIF-1) (Regnault et al., 2002).
Parraguez et al. (2010), demostraron a través
de ensayo inmunohistoquimico, que Ila
expresion de  VEGF placentario  fue
significativamente mayor en ovejas que
llevaron a cabo su gestacion en altura en
comparacion con aquellas que desarrollaron su
prefiez a nivel del mar.

La hipoxia también juega un rol
importante en el aumento de la expresiéon de
VEGF-1 y VEGF-2, aunque no en la misma
magnitud que con VEGF. Estas alteraciones en
la transcripcion y estabilidad de mRNA podrian



promover una desorganizada angiogénesis vy
una desfavorable orientacion de los vasos,
perturbando potencialmente el transporte de
oxigeno y nutrientes al feto (Regnault et al.,
2002).

Largos periodos de hipoxia también
ejercen  profundos efectos sobre Ia
concentracion de leptina circulante, la
expresion de leptina en los adipositos y la
expresion de los receptores de leptina en el
feto ovino a término. Ducsay et al. (2006)
observaron un aumento de 3 veces en las
concentraciones de leptina en el plasma fetal,
en respuesta a largos periodos de hipoxia, junto
con un significativo incremento de mRNA de
leptina  en el tejido adiposo blanco
(periadrenal). En forma similar, los niveles de
MRNA en la placenta también fueron elevados.
Es conocido que en el adulto, la leptina es
codificada por un gen hipoxia-inducible, y
segin los antecedentes anteriormente
mencionados, se puede inferir que la leptina
también es codificada por un gen hipoxia-
inducible en el adipocito del feto ovino (Ducsay
et al., 2006).

La exposicion natural o artificial a un
ambiente de hipoxia hipobarica constituye una
injuria fisiolégica importante, la que incrementa
la produccién de especies reactivas de oxigeno
(ROS), generando una condicion de estrés
oxidativo. Aunque la gestacion puede ser
definida como un estado de estrés oxidativo,
gestaciones patoldgicas presentan un gran
incremento de biomarcadores de estrés
oxidativo, los cuales aumentan 5 veces en alta
altitud comparada con baja altitud (Myatt and
Cui 2004; Keyes et al. 2003). El estatus
oxidativo puede influenciar el desarrollo
placentario por modificacidn de la expresion de
factores proangiogénicos (Agarwal et al., 2005).

Bajo  condiciones normales, los
antioxidantes enddgenos convierten las ROS en
agua, para prevenir el estrés oxidativo. Existen
dos tipos de antioxidantes, los enzimaticos y los
no enzimaticos. Dentro de los antioxidantes no
enzimaticos, los mas conocidos son la vitamina
E y vitamina C (Agarwal et al., 2005).

La vitamina E es el antioxidante lipofilico
mas efectivo en la naturaleza, protegiendo los
acidos grasos insaturados en las membranas
celulares del ataque de los radicales libres. La
vitamina E es considerada la primera linea de
defensa contra la peroxidacién lipidica (Landvik
et al., 2002).

La vitamina C es un antioxidante
hidrofilico encontrado principalmente en
plantas. Intracelularmente, la vitamina C podria
actuar como un antioxidante para regular la
expresion de genes, regular la translacion de
mRNA o prevenir el dafio oxidativo de las
proteinas intracelulares. Extracelularmente
también podria tener un rol protectivo contra
el dafio oxidativo y mediadores de la oxidacién.
Otro mecanismo indirecto potencialmente
protectivo, es la recuperacién de la vitamina E,
ya que actla regenerando la vitamina E oxidada
hacia su forma reducida, mejorando el
potencial de ésta para prevenir la peroxidacién
lipidica. La vitamina C puede ser el antioxidante
primario en el plasma en retener radicales
perdxidos acuosos y productos de peroxidacién
lipidica (Padayatty et al., 2002).

Se ha demostrado en ovinos que la
suplementacién de antioxidantes (vitaminas Cy
E) tiene un efecto significativo para prevenir el
estrés  oxidativo 'y sus  consecuencias
indeseables sobre el crecimiento fetal vy
caracteristicas de la placenta en gestaciones en
un ambiente hipodxico, aboliendo las diferencias
entre animales con un largo o corto tiempo de
residencia a alta altitud. Uno de los efectos mas



sorprendentes de la suplementacion de
vitaminas antioxidantes en ovinos gestantes,
fue el significativo incremento del peso al
nacimiento, independiente del tiempo de
exposicion a alta altitud. Ademads, la
administracion de antioxidantes disminuye
significativamente las concentraciones de
biomarcadores de estrés oxidativo en el
plasma. Estos biomarcadores presentaron
concentraciones mas altas en grupos de ovinos
sin suplemento de vitaminas. Adicionalmente,
el grupo de animales con un periodo de
exposicién corto a elevada altitud, presentaron
niveles mayores de biomarcadores en términos
absolutos, por lo que el estrés oxidativo fue
mas acentuado en este grupo (Parraguez et al.,
2010).

En la literatura no existe informacion
acerca del efecto que provocaria en las
variables reproductivas en animales o humanos
que han vivido varias generaciones en un
ambiente hipdxico, el traslado al ambiente
normaoxico. Sin embargo, se ha demostrado que
la reoxigenacién en humanos después de
retornar de una altitud de 3.500 en donde
permanecieron 3 dias, resulta en dano
oxidativo en la membrana de los eritrocitos
(Gonzalez et al., 2005). Ademas, si se considera
que los individuos adaptados al medio
ambiente hipdxico de altura han desarrollado
mecanismos que les permiten hacer eficiente el
transporte y la utilizacién del oxigeno bajo esas
condiciones, es factible pensar que frente a un
aumento en la presidon parcial de oxigeno
ambiental, éstos puedan desarrollar estrés
oxidativo, tal como se ha demostrado en la
hiperoxia (Dean et al., 2003). En este sentido,
se podria hipotetizar que la exposicion de
ovejas prefiadas adaptadas a la hipoxia
hipobarica durante varias generaciones, podria
interpretarse como una hiperoxia relativa, por
lo que esto podria inducir cambios placentarios
compatibles con estrés oxidativo.

El objetivo general de éste trabajo fue
estudiar el efecto del ambiente normdxico y de
la administracion de vitamina C y E sobre
algunas caracteristicas placentarias, en ovejas
originarias de la altura (4.000 m.s.n.m.) que
cursan su gestacion a nivel del mar. Como
objetivos especificos se planted establecer, en
ovejas prefiadas originarias de la altura, el
efecto de la normoxia y de la administracién de
vitamina Cy E en las siguientes caracteristicas:

1. Peso de la placenta.

Numero y tamafo de los placentomas.

3. Superficie placentaria ocupada por
lechos vasculares.

4. Expresion placentaria de VEGF y leptina.

N

MATERIAL Y METODOS

Lugar:

El estudio se realizdé en la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad de Chile.
Los animales se mantuvieron en las
instalaciones de la granja educativa “Mundo
Granja” y los procedimientos experimentales se
realizaron en las  dependencias  del
Departamento de Ciencias Bioldgicas Animales.

Animales:

El desarrollo de este estudio fue
aprobado por el Comité de Bioética de la
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de
la Universidad de Chile y por la Comisién
Asesora de Bioética del Fondo Nacional de
Desarrollo Cientifico y Tecnoldgico, FONDECYT.

Se utilizaron ovejas criollas nativas del
nivel del mar (LL) y ovejas criollas nativas de
altura (HL), estas ultimas fueron traidas desde
Caquena, localidad ubicada a 4.200 m.s.n.m. en
la provincia de Parinacota, Regién de Arica. Los



animales fueron trasladados a la Facultad de
Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile en Santiago, a una altitud
de aproximadamente 500 m.s.n.m., donde
fueron apareadas, para comenzar su gestacion
en este lugar. Los animales fueron reunidos en
4 grupos de 5 miembros cada uno: LL, ovejas
nativas del nivel del mar sin suplemento de
vitaminas; LLV, ovejas originarias del nivel del
mar suplementadas con vitaminas; HL, ovejas
nativas de altura sin suplemento de vitaminas y
HLV, ovejas originaria de altura suplementadas
con vitaminas. Todas las ovejas fueron
alimentadas con 2 kg de heno de alfalfa por dia,
suministrado en dos raciones. Los grupos LLV y
HLV recibieron junto con la primera racién de
alfalfa, 500 mg de vitamina C (Quimagro S. A.,
Chile) y 350 Ul de vitamina E (Quimagro S. A.,
Chile) todos los dias durante toda la gestacion,
de acuerdo a lo descrito por Parraguez et al.
(2010). Todos los grupos contaron con
disponibilidad de agua a libre consumo. El
numero de animales establecido por grupo,
considerd ovejas con una sola cria en el vientre.

Protocolo de obtencidon de muestras:

Los animales se estudiaron entre los 96
y 100 dias de gestacion. Las ovejas fueron
anestesiadas con Ketamina (Ketostop®,
Dragpharma S. A., Chile, 20 mg/kg im) para
realizar una laparotomia media infraumbilical,
luego se escindid el Utero y se extrajo al feto,
para proceder inmediatamente a la toma de
muestras de sangre de arteria y vena umbilical.
A continuacién, se sacrificé el feto por medio
de una sobredosis barbiturica (Tiopental sddico,
Laboratorio Chile, Chile) y se instalaron
catéteres de 3 mm de didmetro externo (Tygon,
Akron, OH, USA) en las arterias umbilicales y
arteria uterina. Luego se procedid a una
histerectomia, seguida de la eutanasia de la
hembra por sobredosis barbiturica (Tiopental
sodico, Laboratorio Chile, Chile). La placenta se

perfundid con cuatro litros de buffer fosfato
(PBS 0,4 M, pH 7,4), con el propdsito de
eliminar la sangre y obtener tejido placentario
limpio. Una vez infundidos los cuatro litros de
buffer, se escindieron cuatro placentomas, los
que fueron disecados para la obtencion del lado
materno y fetal. Estas muestras fueron
congeladas a -802 C hasta la determinacién de
la expresion de VEGF y leptina. A continuacidn
se infundieron cuatro litros de
paraformaldehido al 4% en buffer fosfato, para
la fijacién de la placenta. Posteriormente los
placentomas fueron contados, pesados, vy
medidos. La superficie de los placentomas fue
estimada calculando su didametro promedio y
utilizando la formula para el calculo de la
superficie de la circunferencia: S = mnr’
(Parraguez et al., 2006).

Medicién de la superficie placentaria ocupada
por los lechos vasculares:

Cuatro de los placentomas fijados se
incluyeron en parafina, desde donde se
obtuvieron cortes transversales de 6 um. Estos
fueron tenidos con hematoxilina — eosina y
posteriormente observados al microscopio
Optico con camara integrada (DM1000, Leica,
Wetzlar, Alemania) a una magnificacion de
400X. Se obtuvieron fotografias de cuatro
campos o6pticos. En las fotos se evalud el area
ocupada por los lechos vasculares utilizando el
programa IMAGEJ (versién 1.43 para Windows,
NIH, free program).

Expresion de VEGF vy leptina en tejido
placentario:

Se detectdé y compard la expresidon de
ambos péptidos mediante el método “Western
blot”. Para ello se homogeneizé 1g de tejido
(materno y fetal) en 4 mL de solucién tampdn
(Tris — HCI 50 mM pH 7,4) en presencia de



inhibidores de proteasas (leupeptin, pepstatin,
PMSF y EDTA), en un sistema tipo ultraturrax
13.000 r.p.m., 3 veces por 15 segundos (T10
basic, Anthos Labtec Instruments, Salzburg,
Austria). Posteriormente, cada homogenizado
se centrifugd a 1.000 x g por 20 minutos y se
recuper6 el sobrenadante, obteniendo
alicuotas que fueron almacenadas a -802C hasta
su procesamiento.

Una alicuota de cada muestra, se utilizd
para determinar la concentracién de proteinas
a través del método de Lowry (1951), utilizando
como estdndar seroalbumina de bovino.
Posteriormente, se realizé una electroforesis de
acuerdo al método de Laemmli (1970), usando
gel de poliacrilamida-SDS al 15% (SDS-PAGE) en
condiciones desnaturalizantes y reductoras. La
camara de electroforesis utilizada fue Ila
Mini Protean Ill (BioRad, USA).

Las proteinas fueron transferidas a una
membrana de Polivinilidenofluoruro (Inmuno-
blot PVDF, 0,2 um, BioRad Laboratories,
Richmond, California) a través de electro-
transferencia, considerando 40 mg de proteina
por cada muestra. La membrana fue
bloqueadas por 30 minutos en una solucidon
hecha con 6% de leche en polvo descremada en
un buffer TBS-T (20 mM Tris-HCI, 137 Mm NaCl
y 0,05% de Tween 20, pH 7,6). Posteriormente
la membrana son lavadas con buffer TBS-T, 3
veces por 10 minutos cada vez, para luego ser
incubada toda lo noche a 4°C con anticuerpo
primario policlonal preparado en conejo para
VEGF (anti VEGF A-120; sc-152, Santa Cruz
Biotecnology, CA, USA; dilucion 1:1000 en
solucién de 6% de leche descremada en polvo
en buffer TBS-T) y Leptina, (anti-ob A-20; sc-
842, Santa Cruz Biotecnology, CA, USA; dilucién
1:150 en solucién de 6% de leche descremada
en polvo en buffer TBS-T). Luego de lavarse la
membrana con buffer TBS-T, 3 veces por 10
minutos cada vez, ésta es incubada por una

hora con anticuerpo secundario anti-lgG de
conejo conjugado con peroxidasa de rabanito
(goat anti-rabbit IgG-HRP; sc-2030, Santa Cruz
Biotecnology, CA, USA; dilucién 1:10000 en
solucién de 6% de leche descremada en polvo
en buffer TBS-T).

El revelado se realizd a través de
sistema de quimioluminiscencia (Super Signal
West Dura Extended Duration Substrate, n°® cat
34075, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA),
gue generd bandas fluorescentes donde existiod
reaccion positiva. Estas bandas fueron
expuestas a una pelicula fotosensible (CL-
Xposure Film 5x7 pulgadas, Thermo Scientific
Inc., Rockford, IL, USA), la cual fue escaneada
para luego ser sometida a densitometria con un
programa computacional (Un- Scan-lt Gel
version 4.1 para Windows, 1996, Silk Scientific,
Inc., Utha, USA) que cuantificé los pixeles
correspondientes a cada banda detectada. Los
pixeles  obtenidos fueron  normalizados
utilizando la banda correspondiente a B-actina
como patrén interno, quedando los datos
expresados en unidades relativas (ur).

Todos los reactivos utilizados en el
desarrollo de éste estudio corresponden a
Sigma-Aldrich, con  excepcién de los
especialmente mencionados.

Analisis de los datos:

Los datos fueron expresados como
promedio = desviacion estandar. Estos se
analizaron mediante ANOVA, utilizando el
software Statistica version 7 (Stat Soft, INC,,
2004, OK, USA).



RESULTADOS
Caracteristicas Placentarias

Las caracteristicas placentarias
analizadas fueron el peso de la placenta, el
numero de placentomas y la superficie de los
placentomas.

Para la caracteristica peso de la placenta
(fig. 1), los resultados reflejan que existe una
diferencia significativa entre los grupos
originarios del nivel del mar comparados con
los grupos de originarios de altura, siendo
menor en estos ultimos.

La suplementacién con antioxidantes no
mostré diferencias significativas entre los
grupos. A pesar de esto, existe una tendencia a
un mayor peso placentario en el grupo LLV
cuando se compara con su control (LL). Para los
grupos originarios de altura, al ser
suplementados con vitaminas el peso de la
placenta tiende a disminuir.

Fig. 3
Superficie de placentomas en ovejas de 90-100
dias de gestacion, en prefieces desarrolladas
anivel del mar.
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LL: Grupo de animales originario de nivel del mar;

Superficie placentomas (mm 2)
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LLV: Grupo de animales originario de nivel del mar, suplementado con vitaminas;

HL: Grupo de animales originarios de altura;
HLV: Grupo de animales originarios de altura, suplementados con vitaminas.
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En el caso de las caracteristicas nimero
de placentomas y superficie de placentomas,
los resultados obtenidos no revelaron
diferencias significativas entre los grupos
estudiados (Fig. 2y 3).

Fig. 1
Peso placentario en ovejas de 90-100 dias de
gestacion, en prefieces desarrolladas
a nivel del mar.
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Letras distintas indican diferencia significativa entre los grupos; p<0,05.

LL: Grupo de animales originario de nivel del mar;

LLV: Grupo de animales originario de nivel del mar, suplementado con vitaminas;
HL: Grupo originariode altura;

HLV: Grupo originario de altura, suplementado con vitaminas.

Fig. 2
N° de Placentomas en ovejas de 90-100 dias
de gestacién, en prefieces desarrolladas
anivel del mar.
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LL: Grupo de animales originario de nivel del mar;

LLV: Grupo de animales originario de nivel del mar, suplementado con vitaminas;
HL: Grupo de animales originarios de altura;

HLV: Grupo de animales originarios de altura, suplementados con vitaminas.



Expresion del Factor de Crecimiento Endotelial
(VEGF)

Los resultados obtenidos mediante
Western Blot reflejaron la presencia de la
proteina en el tejido placentario de todos los
grupos estudiados. En la porcién materna del
placentoma (Fig. 4), la expresion de VEGF tuvo
un comportamiento similar en los grupos
estudiados, siendo distintos sélo los grupos LL y
HLV. La terapia antioxidante mostré una
disminucion de la expresidon de VEGF en los dos
grupos suplementados (LLV, HLV), en
comparacion con sus pares sin tratamiento (LL,
HL), sin embargo esta diferencia fue modesta y
no significativa.

Fig. 6
Expresion de Leptina en placenta materna en
ovejas de 90-100 dias de gestacion, en prefieces
desarrolladas a nivel del mar.
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LL: Grupo de animales originario de nivel del mar;

LLV: Grupo de animales originario de nivel del mar, suplementado con vitaminas;

HL: Grupo originariode altura;
HLV: Grupo originario de altura, suplementado con vitaminas.

En la porcién fetal de la placenta (Fig. 5),
a pesar que no se observé diferencias
significativas, el grupo LL mostré una tendencia
a mayor expresion de la proteina en
comparacion con el grupo HL. Ambos grupos
suplementados con vitaminas (LLV, HLV)
evidenciaron una tendencia a disminuir la
expresion de VEGF en comparacion con sus
grupos controles (LL, HL).
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Fig. 4
Expresion de VEGF en placenta materna en
ovejas de 90-100 dias de gestacién, en prefieces
desarrolladas a nivel del mar.
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Letras distintas indican diferencia significativa entre los grupos; p<0,05.

LL: Grupo de animales originario de nivel del mar;

LLV: Grupo de animales originario de nivel del mar, suplementado con vitaminas;
HL: Grupo originariode altura;

HLV: Grupo originario de altura, suplementado con vitaminas.

Expresion de Leptina

Los resultados obtenidos para la
expresion de placenta materna y fetal se
presentan en las figuras 6 y 7 respectivamente.
Estos muestran que la proteina Leptina se
expreso en todos los grupos analizados.

Fig.5
Expresion de VEGF en placenta fetal en
ovejas de 90-100 dias de gestacidn, en prefieces
desarrolladas a nivel del mar.
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LL: Grupo de animales originario de nivel del mar;

LLV: Grupo de animales originario de nivel del mar, suplementado con vitaminas;
HL: Grupo originariode altura;

HLV: Grupo originario de altura, suplementado con vitaminas.

En la caruncula no se evidencio
diferencia significativa entre los grupos, sin
embargo se observa una tendencia que indica



que los grupos sometidos a tratamiento
antioxidante, mostraron menor expresion de
Leptina en comparacién con sus grupos
controles.
Fig. 9
Superficie Vascular Fetal/Placentoma en

ovejas de 90-100 dias de gestacion, en prefieces
desarrolladas a nivel del mar.
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Letras distintas indican diferencia significativa entre los grupos; p<0,05.
LL: Grupo de animales originario de nivel del mar;
LLV: Grupo de animales originario de nivel del mar, suplementado con vitaminas;
HL: Grupo originariode altura;
HLV: Grupo originario de altura, suplementado con vitaminas.
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En la porcion fetal del placentoma, el
grupo de animales originarios de altura
sometidos a suplementacion con vitaminas
(HLV), mostré una menor expresion de la
proteina, al ser comparados con su grupo
control (HL), siendo esta diferencia significativa.

Superficie Vascular

Los resultados obtenidos para la
superficie vascular total por placentoma se
muestran en la figura 8.

Los resultados reflejan que el grupo HL
originario de altura, muestra la mayor
superficie vascular por placentoma en
comparacion con el grupo control LL.
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Fig. 7
Expresion de Leptina en placenta fetal en
ovejas de 90-100 dias de gestacion, en prefieces
desarrolladas a nivel del mar.
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Letras distintas indican diferencia significativa entre los grupos; p<0,05.
LL: Grupo de animales originario de nivel del mar;
LLV: Grupo de animales originario de nivel del mar, suplementado con vitaminas;
HL: Grupo originariode altura;
HLV: Grupo originario de altura, suplementado con vitaminas.

La suplementacién con vitaminas no
evidencié diferencias significativas entre los
grupos LL y LLV, sin embargo si se muestra una
marcada disminucion en el grupo
suplementado HLV, en comparacién con su
grupo control (HL).

Fig. 8
Superficie Vascular Total/Placentoma en
ovejas de 90-100 dias de gestacidn, en prefieces
desarrolladas a nivel del mar.
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Letras distintas indican diferencia significativa entre los grupos; p<0,05.

LL: Grupo de animales originario de nivel del mar;

LLV: Grupo de animales originario de nivel del mar, suplementado con vitaminas;
HL: Grupo originariode altura;

HLV: Grupo originario de altura, suplementado con vitaminas.



Fig. 10
Superficie Vascular Materna/Placentoma en
ovejas de 90-100 dias de gestacion, en prefieces
desarrolladas a nivel del mar.
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Letras distintas indican diferencia significativa entre los grupos; p<0,05.
LL: Grupo de animales originario de nivel del mar;

LLV: Grupo de animales originario de nivel del mar, suplementado con vitaminas;

HL: Grupo originariode altura;
HLV: Grupo originario de altura, suplementado con vitaminas.

Para el caso de las mediciones realizadas
en las porciones fetal y materna en forma
separada, los resultados obtenidos muestran
que la superficie vascular se comporta de
manera similar al placentoma completo,
reflejando que el grupo HL presenta la mayor
superficie vascular (Fig. 9 y 10)

DISCUSION

En la presente investigacion, se lograron
evidenciar los posibles efectos de la exposicidon
a la normoxia en animales adaptados al
ambiente hipobarico e hipdxico, sobre Ia
placenta ovina. Ademas, se pudo identificar los
potenciales efectos que tendria sobre las
caracteristicas placentarias la suplementacién
de antioxidantes. En nuestro conocimiento, no
existen investigaciones previas que estudien los
tépicos anteriormente mencionados.

La caracteristica placentaria peso de la
placenta fue mayor en los grupos originarios de
zonas bajas, comparados con aquellos
provenientes de la altura. La suplementacion
con antioxidantes no fue significativa para
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ninguno de los grupos. En trabajos previos, en
donde se estudiaron las caracteristicas de la
placenta de término en gestaciones
desarrolladas en altura, se observd que el
mayor peso de la placenta la presenté el grupo
de ovejas nativas de la altura, teniendo un
aumento menos marcado las ovejas nativas del
nivel del mar, debido a su menor tiempo de
adaptacion al medioambiente  hipdxico.
(Parraguez et al., 2006). Un resultado similar se
obtuvo con placentas de 100 dias de gestacién
en prefieces en altura (Alegria, 2010). En ambos
estudios la suplementacién con vitaminas
revirtio éste efecto.

En el presente estudio, las placentas
nativas del nivel del mar pesaron
aproximadamente un 85% mds en comparacion
a las de altura, a diferencia de los estudios
anteriores (Parraguez et al.,, 2006; Alegria,
2010). Nuestros resultados, sumados a la
informacién previa, podrian sugerir que las
adaptaciones placentarias ocurridas para
compensar los efectos de la hipoxia son
revertidas cuando los animales son expuestos a
la normoxia, inhibiéndose significativamente el
crecimiento placentario.

Investigaciones previas (Parraguez et al.,
2005, 2006, 2010; Alegria, 2010) mostraron que
los animales originarios de zonas altas
presentaban un menor niumero de placentomas
comparados con animales originarios de zonas
bajas. Ademads, los grupos tratados con
vitaminas aumentaron el ndumero de
placentomas, disminuyendo el efecto de la
hipoxia sobre ovejas gestantes en altura. Los
resultados de la presente investigacion,
reflejaron que los placentomas se presentaban
en menor numero a lo observado por Parraguez
y Alegria, sin evidenciar diferencias entre los
grupos suplementados con vitaminas y sus
controles, presentdandose mas bien de forma
homogénea, demostrandose que la terapia



antioxidante no tendria ningun efecto sobre
ésta caracteristica, contrario a los datos
informados en las investigaciones anteriores.
Estos resultados parecen sugerir que el
ambiente normdxico normaliza el niumero de
placentomas, revirtiendo los efectos provocado
por la exposicion a la hipoxia hipobarica.

Los resultados obtenidos para la
caracteristica superficie de placentomas, no
mostraron  diferencias  significativas.  Sin
embargo, Parraguez et al. (2006) demostraron
gue, en prefeces ovinas de término, Ila
superficie de los placentomas fue mayor en los
grupos que llevaron cabo su prefiez en un
ambiente de hipoxia hipobarica (altiplano) en
comparacion con los grupos que gestaron a
nivel del mar. Ademas, la suplementacién con
vitaminas disminuyé considerablemente Ia
superficie de los placentomas (Parraguez et al.,
2010). Resultado similar se obtuvo a los 100
dias de gestacion (Alegria, 2010), aunque en
este caso las diferencias no fueron
estadisticamente significativas. Al igual con lo
gue ocurre para las caracteristicas peso
placentario y numero de placentomas, los
resultados obtenidos de ésta investigacién
sugieren que en el medioambiente normodxico
parecen revertirse las adaptaciones
compensatorias que se desarrollan cuando los
animales desarrollan su gestacién expuestos a
un ambiente hipdxico.

El VEGF es uno de los mayores factores
angiogénicos de la placenta, aumentando sus
niveles en el plasma a medida que la gestacion
avanza, coincidentemente con el aumento del
desarrollo vascular (Reynolds 2005; Zygmunt et
al., 2003). Mujeres que han cursado su
gestacion en un ambiente de hipoxia
hipobarica, presentan mayores niveles de VEGF
en el plasma en comparaciéon a sus controles
gue gestaron en normoxia (Reynolds et al.,
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2005), presentando un incremento cronico de
la angiogénesis.

Los resultados obtenidos en la presente
investigacion, para el andlisis de la expresién de
VEGF en la placenta de ovejas que
desarrollaron su prefiez a nivel del mar,
reflejaron que la presencia de VEGF tuvo una
tendencia, aunque no significativa, a ser mayor
en los grupos originarios de zonas bajas
(estadisticamente significativo en la porcion
materna), mientras que fue menor en los
grupos provenientes del altiplano. Debido a que
el VEGF es un importante factor de crecimiento
angiogénico de la placenta y que el tamano de
la placenta depende fundamentalmente del
crecimiento vascular (Reynolds, et al. 2005), los
resultados obtenidos son consistentes con la
disminucion del peso placentario en los grupos
provenientes de la altura. Considerando que la
expresion de VEGF es estimulada por la hipoxia
(Regnault et al., 2002), su mayor presencia en
placentas de gestaciones en altura es coherente
(Parraguez et al., 2010; Alegria, 2010).

Estudios anteriores han demostrado que
la expresion de Leptina es mayor en
gestaciones desarrolladas en un
medioambiente hipdxico (Grosfeld et al., 2001,
Hauguel-de Mouzon et al., 2005; Ducsay et al.,
2006; Alegria, 2010) y ya se ha establecido que
su expresion es estimulada por baja tension de
oxigeno a través del factor HIF-1, al igual como
ocurre con VEGF (Grosfeld et al., 2001). Los
resultados de la presente investigacién
evidenciaron que la Leptina presentd niveles de
expresion similares entre los grupos en la
porcion materna. Por otro lado, en la porcién
fetal, fue el grupo HL el que expresé la mayor
cantidad de la hormona. De los antecedentes
anteriores se podria inferir que en ovejas
adaptadas a la vida en altura, la exposicién a un
medioambiente normédxico paliaria los efectos
producidos por la hipoxia sobre la expresion y



niveles de la hormona en la placenta ovina, de
forma similar a lo que ocurriria con el peso de
la placenta, numero de placentomas vy
superficie de los placentomas.

La terapia antioxidante  parecio
disminuir la expresion de ambas proteinas,
aunque esta diferencia solo fue
estadisticamente significativa para leptina fetal
en grupos nativos de altura. Estos resultados
concuerdan con estudios que han demostrado
gue la suplementacidon con vitaminas C y E
disminuye la expresion de VEGF y Leptina en
gestaciones desarrollas en altura (Alegria, 2010;
Parraguez, 2010), sin embargo el efecto de la
terapia antioxidante de éstos trabajos, fue mas
marcado en comparacién con los resultados
obtenidos en la presente investigacidon. Esta
diferencia puede ser explicada por el estrés
oxidativo que desarrollan los animales en un
medioambiente hipdxico. Los ROS son una de
las vias por las que el complejo HIF es activado,
el cual a su vez estimula la expresién de VEGF y
leptina (Klimova y Chandel, 2008), por lo que es
factible pensar que al existir una fuente
adicional de antioxidantes, estos puedan
contrarrestar de mejor manera los efectos
provocados por la sobreproduccién de ROS. En
el caso de nuestra investigacion, los efectos
sobre la expresion de VEGF y leptina que
tendria la suplementacién con vitaminas fueron
menos notorios, por lo que es posible pensar
gue los animales desarrollaron un estado de
estrés oxidativo menos marcado.

La superficie vascular fetal, materna vy
total se comportdé de forma similar,
observandose que los animales originarios de
zonas de alta altitud presentaron una mayor
superficie vascular por placentoma. Este
resultado coincide con estudios realizados en
ovejas que llevaron a cabo su gestacion en
altura, donde los animales originarios del
altiplano presentaron las mayores superficies

15

vasculares por placentoma (Parraguez et al.,
2006). Esta caracteristica tal vez no responda a
cambios en la concentracion de oxigeno
ambiental y si a cambios oxido-reductivos,
como lo sugieren los efectos de las vitaminas
antioxidantes en el grupo de ovejas originarias
del altiplano.

Los resultados obtenidos son tal vez
contradictorios, ya que como se menciond, uno
de los mayores factores angiogénicos de la
placenta es el VEGF (Reynolds, et al. 2005), por
lo que podria esperarse que animales con
mayor superficie vascular por placentoma,
también debieran ser los con mayores niveles
de VEGF. Sin embargo, los datos muestras que
los niveles de VEGF son menores en los grupos
de animales originarios de altura. En este
aspecto no conocemos una explicacion para
este resultado, pero no podemos descartar los
efectos de otros factores inductores de
angiogénesis no estimulados por la hipoxia. La
Leptina también es considerada como un pro-
angiogénico placentario (Buchbinder et al.,
2001), por lo que de manera similar al VEGF,
debiera esperarse su mayor expresion en los
grupos con mayor superficie vascular, lo que
s6lo ocurre en la porcion fetal, aunque este
resultado no fue estadisticamente significativo.
Otra explicacién posible seria inferir que la
sensibilidad a los factores angiogénicos es
mayor en animales nativos de zonas de alta
altitud, lo que explicaria su mayor desarrollo de
vasculatura en comparacion con los otros
grupos. Sin embargo, el alcance de esta
investigacidn no resuelve esta problematica.

Estados de estrés oxidativo durante la
gestacion causan una serie de alteraciones y
patologias como son preeclamsia y restriccion
del crecimiento fetal intrauterino entre otras
(Jauniaux et al., 2006; Agarwal et al., 2005).
Estos estados de gestaciones alteradas
provocan menores pesos al nacimiento,



mayores pesos de placenta y desarrollo
vascular placentario alterados (Parraguez et al.,
2010). Nuestra hipdtesis indica que animales
desarrollados en ambiente hipdxico ya estan
adaptados a la vida con baja presidn parcial de
oxigeno, por lo que la exposicion a normoxia
podria ser interpretada como una hiperoxia
relativa, pudiendo llevar también a un estado
de estrés oxidativo, como describe Dean et al.
(2003). Sin embargo, los resultados del
presente trabajo no apoyan nuestra hipdtesis.

En conclusién, la exposicion a la
normoxia durante la gestacién de ovejas
adaptadas al medioambiente hipdxico, no
produce cambios placentarios compatibles con
un estado de estrés oxidativo. Sin embargo
guedan muchas preguntas aun por responder,
gue requeriran investigaciones posteriores.
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