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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de los antioxidantes, vitamina C y E,
sobre variables sanguineas y endocrinas fetales, en ovejas que gestaron a gran altura. Se
utilizaron 12 ovejas prefiadas, seis originarias de la altura (grupo HH+V) y seis originarias
del nivel del mar que fueron llevadas a la altura (grupo LH+V), las cuales fueron
suplementadas diariamente con vitamina C (500 mg /animal/ dia) y vitamina E (350 Ul/
animal/ dia), durante el encaste y toda la gestacion desarrollada a 3600 m.s.n.m. Las
ovejas y los fetos se operaron para la implantacion de catéteres crénicos arteriales y
venosos. Se tomaron muestras de sangre arterial y venosa tanto de madres y fetos cada tres
dias hasta la fecha de parto para la determinacion de las variables sanguineas: presion
parcial de oxigeno (PaO,), presién parcial de dioxido de carbono (PaCO,), pH,
concentracion de hemoglobina (Hb), saturacion de hemoglobina (Sat Hb), volumen
globular aglomerado (V.G.A.) y endocrinas: cortisol, insulina, ademas de glicemia. Como
resultado, las variables sanguineas se igualaron entre fetos de altura y subidos, mejorando
positivamente respecto de lo reportado para fetos sin administracion de antioxidantes,
incrementando la PaO,, Sat Hb, pH y disminuyendo la PaCO,. A su vez, se incrementaron
las concentraciones plasmaticas de insulina y glucosa fetal, sin exhibir mayores cambios
en el cortisol. En el caso de las madres, las variables sanguineas también se asemejaron
entre grupos de altura y subidos. La insulina y glicemia se incrementaron y el cortisol se
redujo respecto de ovejas sin administracion de vitaminas. Se concluye que, las mejoras
observadas en las variables sanguineas y endocrinas fetales pueden atribuirse al efecto que
tiene la suplementacion con antioxidantes sobre el organismo al combatir el estrés
oxidativo, lo que contribuy6 a una mejora en la respuesta adaptativa a la gestacion a gran

altura, expresandose en un aumento del peso al nacimiento en ambos grupos.



SUMMARY

The objective of this study was to determine the effect of antioxidants, vitamin C and E, on
blood and endocrine fetal variables in pregnant ewes at high altitude. Twelve pregnant ewes
were used, six high altitude native ewes (HH+V group) and six low-altitude native ewes
moved to high altitude (LH+V group), wich were daily supplement with vitamin C
(500mg/animal/day) and vitamin E (350Ul/animal/day), during mating and all gestation at
3600 m.a.s.l. The ewes and the fetuses were implanted with arterial and venous chronic
polivynil catheters. The animals were sampled every three days until delivery, for
determination of blood variables: Partial pressure of oxygen (PaO;), Partial pressure of
carbon dioxide (PaCO,), pH, hemoglobin concentration (Hb), hemoglobin saturation with
oxygen (Sat Hb), hematocrit (V.G.A.), and endocrine variables: cortisol, insulin and
glicemia. Our results showed that in general, blood variables to become similar between
HH+V and LH+V fetuses, increasing PaO,, Sat Hb, pH and decreasing PaCO,, when
compared with that reported for fetuses in absence of antioxidant administration. In
addition, increased fetal plasma concentration of insulin and glucose, without bigger
changes on cortisol, were also observed. In the case of mothers, the blood variables were
also improved. Plasma cortisol concentration decreased in comparison with that reported for
ewes in absence of administration of vitamins. In conclusion, the improvement in fetal blood
and endocrine variables, can be attributed to the effect of antioxidants supplementantion to
avoid the oxidative stress, contributing to improve the adaptative response at high altitude

during gestation.
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INTRODUCCION

El ambiente en el cual se lleva a cabo la gestacion es en si un ambiente hipoxico, por ello
el feto ha desarrollado mecanismos fisioldgicos, como una hemoglobina con mayor
afinidad por el oxigeno, facilidad en la excrecion de CO,, entre otros, que le permiten un

adecuado desarrollo y crecimiento en el vientre materno.

El hecho de enfrentar una gestacién en un ambiente de hipoxia hipobérica, es decir, bajo
una disminuida presion atmosférica y fraccion inspirada de oxigeno, lo que tiene como
consecuencia una menor presion parcial de oxigeno arterial materna y fetal, pone a prueba
la capacidad adaptativa para el adecuado desarrollo de la gestacion. Asi, la disminucién en
la disponibilidad de oxigeno fetal se considera como un estrés y tiene consecuencias sobre
el metabolismo energético como concentracién y disponibilidad de glucosa, sobre el
sistema endocrino en cuanto a los niveles de hormonas claves para el desarrollo fetal como
cortisol e insulina, sintesis de nuevos tejidos y crecimiento, lo que se evidencia en los
bajos pesos al nacimiento y talla pequefia que es caracteristico de los recién nacidos de

gran altura y que eventualmente puedan tener consecuencias en la salud a largo plazo.

Los mecanismos por los cuales la disminucion de oxigeno disponible genera estos efectos
son variados y no del todo conocidos. Sin embargo, el aumento de las especies reactivas
del oxigeno, que generan un estrés oxidativo, pueden estar perturbando la homeostasis
metabolica y ser los causantes de una serie de alteraciones tanto a nivel materno, como en
el normal desarrollo fetal y vida postnatal. Considerando lo anterior, existen una serie de
estudios que apuntan a la defensa antioxidante como un mecanismo capaz de contrarrestar

tales efectos.

El objetivo de este trabajo fue establecer el efecto del uso de antioxidantes (vitamina C y
E) en la dieta de ovejas adaptadas y no adaptadas a la altura durante la gestacion, sobre

variables sanguineas y endocrinas fetales.



REVISION BIBLIOGRAFICA

La hipoxia hipobérica, definida como una disminucion de la presion de oxigeno en el aire
ambiental, producto de la menor presion atmosférica que se produce al ir ascendiendo en
altura, ha sido un tema de gran interés a investigar por el mundo cientifico, en términos de
conocer los efectos que genera y como el hombre logra adaptarse a tales condiciones

extremas.

Se ha observado que los habitantes andinos presentan mayores concentraciones de Hb,
mayor volumen pulmonar, lenta respuesta ventilatoria a la hipoxia, entre otras
caracteristicas, que le confieren la capacidad de adaptarse exitosamente a la hipoxia de
altura. A su vez, existen diferencias en los grados de adaptacion a la gran altura entre las
poblaciones residentes en ella (Andinos, Tibetanos, Etiopes), situacion atribuida al tiempo
de adaptacion a esta condicion y con ello cambios genéticos, en donde las poblaciones de
mas antigliedad viviendo a gran altura son las mas adaptadas (Beall, 2003). Similar
situacion ocurre en los animales, donde los camélidos sudamericanos se destacan por ser los
mas adaptados a las condiciones de gran altura con miles de afios de adaptacion y, por lo
tanto, les confiere un mayor éxito en su desarrollo. Por otra parte, los ovinos, una especie
introducida en la region alto andina por los espafioles hace ya méas de 500 afios, presenta
indices productivos y reproductivos bajos, a saber: baja fertilidad, bajo peso al nacimiento y
proporcién de recién nacidos, entre otros (De Carolis,1987).

La exposicion al ambiente de altura genera distintos grados de hipoxemia, de acuerdo a la
altura sobre el nivel del mar, lo que deteriora el intercambio gaseoso materno-fetal. Con el
deterioro del intercambio gaseoso, el feto es capaz de montar respuestas adaptativas que
tienen impacto variable sobre el metabolismo y transporte de oxigeno, dependiendo de la
severidad y duracion de la hipoxia. Asi, en hipoxemia crénica hay una disminucién en el
consumo de oxigeno y de los movimientos fetales. También ocurre una redistribucion del
flujo sanguineo a drganos vitales (corazdn, adrenales y cerebro), pero no es tan pronunciado

como en la hipoxemia aguda (Richardson y Bocking, 1998).



La hipoxia cronica, a su vez, altera la respuesta materna a la prefiez, expresandose en una
disminucion de la expansion del volumen sanguineo y del incremento del gasto cardiaco
comparado con el nivel del mar. El crecimiento y remodelacion de la arteria uterina y otros
vasos uteroplacentarios es incompleta a gran altura, lo que resulta en una menor
redistribucion del flujo iliaco comdn hacia la arteria uterina y un flujo arterial uterino méas

bajo cerca del término de la gestacién (Moore, 2003).

Variables sanguineas e hipoxia

A pesar de que, en condiciones de normoxia, la PaO, fetal es baja, el transporte de oxigeno a
los tejidos fetales resulta ser adecuado. Esto es debido, en parte, a la incrementada
capacidad de transporte de oxigeno de la sangre fetal, a las mas altas concentraciones de
hemoglobina, la cual incrementa durante toda la gestacion, y a la mas alta afinidad por el
oxigeno, lo cual permite la saturacién de la sangre fetal a bajas presiones parciales de
oxigeno. Sumado a lo anterior, ocurre una sobreperfusion de érganos fetales en comparacion
con sus requerimientos de oxigeno. Estas caracteristicas la permiten al feto tener una
concentracion de oxigeno so6lo levemente menor que la sangre materna (Richardson vy
Bocking, 1998).

Un estudio compard variables sanguineas en mujeres gestantes a gran altura versus a nivel
del mar. Se observo que las madres de altura tuvieron valores mas bajos de PaO,, PaCO, y
saturacion de oxigeno que las del nivel del mar y un mayor pH, hemoglobina y contenido
arterial de oxigeno. Ademas, en las gestaciones de altura, existi6 una buena adaptacion
materna durante el primer trimestre con un aumento en la ventilacién, resultando en un
incremento de la PaO, y Sat Hb. La Hb se mantuvo estable y el CaO; sin cambios. Sin
embargo, en el tercer trimestre, la Sat Hb y CaO, declinaron producto de las mayores
demandas fetales en este periodo. Esto ltimo, considerado como una descompensacion
materna a la prefiez, no se observd en mujeres que han vivido por mas tiempo en la altura
(McAuliffe et al., 2001). A su vez, los fetos gestados a gran altura son mas hipoxémicos que
los del nivel del mar, lo que se expresa en un hematocrito y niveles de hemoglobina mas

altos. Con el aumento de estas dos variables, mejora el transporte de oxigeno, pero se
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incrementa la viscosidad sanguinea, lo que puede perjudicar la perfusién tisular a nivel
capilar (Krampl, 2002).

Ovejas originarias del nivel del mar que gestaron en altura (subidas), al igual que sus fetos,
presentaron tendencia a la acidemia, aunque so6lo fue significativamente diferente en los
fetos en el lapso de 6-20 dias pre parto. Ademas, tanto madres como fetos presentaron
mayores valores absolutos de PaCO,, sélo significativo para las primeras en el lapso 66-80
dias pre parto, junto con menores valores absolutos de PaO,. Las ovejas subidas tambiéen
presentaron mayores valores de VGA y Hb que las nativas de altura y en términos absolutos,
madres y fetos de altura tuvieron mayor Sat Hb que el grupo subidas. ElI O, arterial y la
extraccion de oxigeno fue mayor en los fetos de altura y en ovejas subidas, dado en estas
Gltimas por los mayores valores de VGA y Hb. Esto demuestra que la hipoxia crénica
provoca cambios en las variables sanguineas maternas y fetales como respuesta
compensatoria a la baja del oxigeno ambiental. Estos cambios son mucho méas marcados en
las ovejas madres que en fetos y, principalmente, en ovejas no adaptadas a la altura
(Fernandois, 2004).

Se ha comprobado que la hipoxia hipobéarica reduce la tasa de crecimiento intrauterino en
ovejas, lo que se traduce en un bajo peso al nacimiento de los corderos, siendo 26 a 29%
mas livianos que los corderos gestados a nivel del mar (Parraguez et al., 2005). Se ha
establecido, ademas, una menor ganancia de peso diaria desde el parto a los 120 dias de
edad, en comparacion a los criados a nivel del mar, demostrando el claro efecto detrimental
que tiene la hipoxia sobre el crecimiento, cuyos efectos estarian relacionados con el grado

de aclimatacién de los individuos a la altura (Parraguez et al., 2004).

Investigaciones en otras especies animales entregan informacion similar. En ratones
mantenidos bajo hipoxia en el dltimo tercio de la prefiez, se demostré que ésta induce
restriccion de crecimiento, ya que los pesos al nacimiento, longitud del cuerpo y didmetro
fronto occipital fueron mas bajos que los controles. Ademas, la expresion de RNAm para
algunas proteinas surfactantes se mostraron significativamente reducidas en los fetos
hipoxicos comparados con los normales, lo cual puede aumentar el riesgo de alteraciones

pulmonares en fetos con restriccidn de crecimiento intrauterino (Gortner et al., 2005).
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La disminucién del peso al nacimiento con la altura es generalmente atribuida a la hipoxia
hipoxémica, ya que éste depende de la disponibilidad de oxigeno y glucosa. Se encontrd que
fetos de ovejas bien oxigenados (PaO, >18 torr) tienen mayores glicemias que fetos bajo
hipoxemia crénica (PaO,<18 torr) y que los fetos hipoxémicos tienen un mayor consumo de
oxigeno por kg de peso corporal (Charlton y Creasy, 1977). Esto coincide con lo propuesto
por Moore (2003), quien indica que la disminucion del flujo sanguineo uteroplacentario
producto de una incompleta adaptacion, aparenta hacer la mayor contribucion a la reduccion
de peso al nacimiento a gran altura. Bajo condiciones de normoxia existe una fuerte
correlacion entre la glicemia materna y fetal, siendo la glicemia fetal cercana a un tercio de la
materna. Sin embargo, los fetos hipoxémicos tienden a tener glicemias méas bajas y no alteran
su captacion de glucosa en respuesta a cambios en las concentraciones de glucosa materna
(Charlton y Creasy, 1977).

Variables endocrinas e hipoxia

La insulina es producida por el pancreas fetal desde etapas tempranas del desarrollo. Las
concentraciones in Gtero incrementan a principios y mediana gestacién y permanecen estables
hasta el término de ésta. Se relaciona positivamente con la glicemia fetal y el peso corporal al
nacimiento. La insulina mejora la acrecion de tejidos via efecto anabdlico sobre el
metabolismo fetal y por estimulacion de la produccién de IGF-I (factor de crecimiento tipo
insulina), siendo entonces, una hormona promotora del crecimiento (Fowden y Forhead,
2004).

La insulina es descrita como una hormona clave en la regulacion del crecimiento fetal tardio,
ya que se ha demostrado que al destruir la células B del pancreas y, por lo tanto, suprimir la
secrecion de insulina en la gestacion tardia, se produce una disminucion en el peso corporal
fetal y peso de érganos como higado, corazén y rifion, ademas de una baja en el depdsito de
proteinas en la carcasa (Philipps et al., 1991). Asimismo, una deficiencia provoca restriccion

de crecimiento intrauterino de tipo simétrico (Fowden y Forhead, 2004).
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Se ha descrito que los fetos ovinos montan una fuerte respuesta de insulina a la hiperglicemia,
con un minimo cambio en la razén insulina/glucosa, indicando una estrecha relacién entre la

secrecion de insulina y glucosa plasmatica (Jackson et al., 2000).

Se ha observado que mujeres gestantes a gran altura poseen menores concentraciones
plasmaéticas de glucosa e insulina y una alta sensibilidad a la insulina, con similar funcion de
las células B, comparado con las gestantes a nivel del mar. La insulina permanece baja y no
incrementa durante la gestacion, explicado por una alta sensibilidad a la insulina mas que por
una funcion deteriorada de células P, y también debido a un incremento de la extraccion
hepatica o placentaria de insulina. Asi, las bajas glicemias, sumadas a una elevada
sensibilidad periférica a la insulina, podrian ayudar a explicar los bajos pesos al nacimiento en

gestaciones de mujeres en la altura (Krampl et al., 2001).

Asimismo, fetos bajo un estrés hipdxico agudo (horas), ponen en marcha mecanismos o -
adrenérgicos los que producen una marcada, pero incompleta inhibicion de la secrecion de
insulina relacionada a las concentraciones periféricas de glucosa. Cuando la actividad
inhibitoria a-adrenérgica es bloqueada, se manifiesta un potente efecto estimulador [3-
adrenérgico para la sintesis de insulina. Sin embargo, un estrés hipdxico o hipoxia
moderadamente severa puede tener un efecto residual en suprimir la estimulacion B-
adrenérgica para la secrecion de insulina. A diferencia de lo observado en los fetos, en el
animal adulto la accion a-adrenérgica inhibe la secrecion de insulina independiente de la
glicemia y ademas, la epinefrina y norepinefrina inhiben completamente la respuesta

secretoria de insulina a todos los estimulos fisioldgicos (Jackson et al., 2000).

En el caso de fetos con restriccién de crecimiento intrauterino por insuficiencia placentaria,
que podria considerarse un estrés cronico, situacion similar a una gestacion a gran altura, se
ha observado un déficit en la secrecion de insulina, y en los casos severos, reduccion del

tejido endocrino pancreético y disfuncion de las células  (Hay, 2006).
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La hipoxia por si sola puede alterar el metabolismo de nutrientes en gestaciones de altura.
Esto respaldado por el hecho de que la hipoxia puede alterar la densidad y funcionalidad de
los transportadores de nutrientes a nivel de la placenta, ya que la expresion del transportador
de glucosa placentario, GLUT1, y el sistema proteico transportador de aminoacidos, estan

reducidos en la altura (Zamudio, 2003).

Durante la mayor parte de la gestacion, la concentracion fetal de glucocorticoides permanece
baja y deriva de la madre a través de una gradiente de concentracion materno-fetal, que varia
segun la especie. En la oveja, esta gradiente es pequefia y es mantenida por la enzima
placentaria 11HSD2, que convierte cortisol y cortisona en metabolitos inactivos. EI 90% del
cortisol en la circulacién fetal es de origen materno, antes de que la adrenal fetal comience su

produccion cerca del parto (Fowden y Forhead, 2004).

En la mayoria de los mamiferos, el cortisol fetal se eleva cerca del final de la gestacion, dado
el incremento en la produccion de la glandula adrenal fetal y a una disminucién en la tasa de
conversion de cortisol a cortisona. El cortisol es un regulador fisioldgico del crecimiento fetal
durante la gestacién tardia, ya que mantiene las concentraciones circulantes de glucosa en
Gtero en el periodo inmediatamente previo al nacimiento por la activacion de la glucogénesis
y juega un rol principal en la maduracion de tejidos fetales que lo preparan para la vida
extrauterina (Fisher, 1998).

La hipoxia crénica parece alterar la funcionalidad del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal, ya que
la administracion exdgena de hormona adrenocorticotréfica (ACTH) a fetos ovinos hipdxicos
en el dia 136 de gestacion, no incrementa notoriamente los niveles de cortisol comparados con
los fetos normdxicos (Harvey et al., 1993). En fetos ovinos bajo hipoxia crénica en la
gestacion tardia, se ha reportado una disminucién en la biosintesis de RNAm adrenal para
17a-hidroxilasa (enzima requerida para la cadena de sintesis de cortisol) y el receptor de
ACTH, lo que muestra una reduccion en la capacidad de sintesis de cortisol y en la respuesta a
ACTH. Esto seria una respuesta adaptativa para evitar una excesiva produccion de este
esteroide que puede traer como consecuencia restriccion de crecimiento e incluso un parto

prematuro (Myers et al., 2005).
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Concentraciones de cortisol materno incrementadas durante la prefiez son necesarios para el
normal incremento del flujo sanguineo uterino. Sin embargo, variaciones en los niveles de
cortisol materno, deterioran el adecuado desarrollo del feto, donde elevados niveles alteran el
crecimiento fetal, a través de cambios hormonales fetales o por cambios en la estructura
placental o en la funcion de factores de crecimiento. Asimismo, reducciones de esta hormona
podrian disminuir el crecimiento fetal por reduccion de la perfusion placentaria (Jensen et al.,
2004).

Por otra parte, ovejas y fetos originarios de altura (3600 m.s.n.m.) demostraron no tener
diferencias estadisticamente significativas en las concentraciones plasmaticas de cortisol,
insulina y en glicemia, comparado con sus pares del nivel del mar que gestaron en la altura, en
mediciones realizadas durante la Gltima mitad de la gestacion (Parraguez’, datos no

publicados).

Hipoxia, especies reactivas del oxigeno (ROS) y estrés oxidativo

ROS son moléculas que contienen uno o mas electrones desapareados, los cuales entregan o
quitan electrones a otras moléculas para generar compuestos mas estables. Son producidos en
células de variados tejidos en condiciones normales, ya que un 1 a 3% del oxigeno consumido
por el organismo se desvia a la formacién de ROS (Fang et al.,2002). Sin embargo, una
excesiva produccion puede dafar lipidos, carbohidratos, proteinas y el ADN, desencadenando

el llamado estrés oxidativo (Gitto et al., 2002).

El estrés oxidativo, es definido como un desbalance entre los agentes pro-oxidantes y la
defensa antioxidante, que potencialmente puede provocar un dafio celular (Gitto et al., 2002).
En humanos expuestos a ambientes de alta montaiia, la produccion de ROS se ve
incrementada, debido a la hipoxia tisular generada producto de la hipoxia hipobérica que
reduce el contenido de oxigeno arterial. Esto se refleja en el aumento de indicadores de estrés
oxidativo presentes en la respiracion, sangre, orina y tejidos. Contribuyen a la formacion de

ROS vy estrés oxidativo de altura el ejercicio fisico intenso, la radiacion ultravioleta, auto

“ Parraguez, V.H., Facultad de Cs. Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile.
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oxidacion de catecolaminas, transformacion de hipoxantina por xantina oxidasa y una dieta

baja en antioxidantes (Askew, 2002).

El estrés oxidativo es una situacion presente durante el embarazo y que se incrementa debido
a las mayores demandas metabolicas y requerimientos de oxigeno tisular que ocurren durante
la gestacion, lo que aumenta la tasa de produccion de ROS con el consecuente estrés oxidativo
(Gitto et al., 2002). Se ha propuesto al estrés oxidativo como uno de los factores causantes de
la disminucion del peso al nacimiento (Kim et al., 2005), ya que los niveles de biomarcadores
de estrés oxidativo como 8-hydroxydeoxyguanosina (8-OH-DG) y malondialdehido (MDA)
fueron elevados en la orina de mujeres embarazadas, lo que fue asociado con la reduccion de

peso al nacimiento en partos a término.

Es reconocido que la condicion de estrés oxidativo es capaz de producir diversas alteraciones
repercutiendo desde la fertilidad, y en la gestacion desde etapas tan tempranas como la
fecundacion, estado embrionario y durante el curso del embarazo, generando complicaciones
como preclampsia, aborto, ruptura prematura de membranas, partos prematuros, entre otros.
De ahi la importancia de manejar su presentacion, lo que ha motivado la busqueda de
tratamientos que permitan prevenir sus efectos nocivos, y desde esta perspectiva, se ha puesto
atencion a la accion de la defensa antioxidante del organismo y a la suplementacién con

agentes antioxidantes (Gutierrez, 2005).

Antioxidantes y suplementacion

La defensa antioxidante del organismo se puede dividir en antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos. En los primeros se encuentran las enzimas glutation peroxidasa, glutation
reductasa, catalasa y superdxido dismutasa. Entre los no enzimaticos destacan glutation,
selenio, zinc, arginina, citrulina, taurina, creatina, polifenoles, vitaminas A, C y E (Fang et al.,
2002). Los antioxidantes pueden en parte, controlar los efectos deletéreos de los ROS vy el
consecuente estrés oxidativo, ya que pueden eliminar los agentes pro-oxidantes y remover los

radicales libres.
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La vitamina E abarca a un grupo de ocho isémeros moleculares que estan caracterizados por
poseer un anillo de cromo y una cadena. El término vitamina E es utilizado como una
descripcion genérica de todos los derivados de los tocol y tocotrienoles que exhiben
cualitativamente la actividad bioldgica de un a-tocoferol. Los tocoferoles describen cuatro
formas a, B, y y 6 que difieren solo en el niamero y orden de los grupos melil alrededor del
anillo de benceno en la estructura de cromo. Los llamados tocotrienoles, son moléculas que

poseen tres dobles enlaces en su cadena (Wang y Quinn, 1999).

La vitamina E estd presente en las membranas celulares y es transportada en el organismo
como componente de las proteinas plasmaticas, siendo las lipoproteinas de baja densidad las
que transportan la mayor parte de esta vitamina, formando parte de la monocapa lipidica de
esta estructura. La vitamina E es el removedor de radicales lipoperdxidos en membranas
bioldgicas mas abundante y eficiente. Previene del dafio celular provocado por los radicales
libres a los tejidos y especificamente a los lipidos insaturados (Sies et al., 1992). La
lipoperoxidacion generada puede alterar la fluidez de membranas, lo que ocasiona que los
glébulos rojos pierdan flexibilidad y por lo tanto, la entrega de oxigeno a los tejidos se
perjudica. Sin embargo, la vitamina E al formar parte de la membrana, podria contrarrestar
este efecto. Ademas de proteger contra la lipoperoxidacion de membranas bioldgicas, la
vitamina E ayudaria a reparar aminoéacidos oxidados de las proteinas integrales de membrana.
(Simon-Schnass, 1996).

La oxidacion de lipidos por radicales libres genera una cadena de propagacion, debido a la
extraccion de un atomo de hidrogeno desde el lipido por el radical peréxido, generando un
radical lipoperoxido el cual puede seguir oxidando otros lipidos. El rol principal del o-
tocoferol es remover estos radicales lipoperoxidos antes de que estos puedan atacar otros
sustratos lipidicos. Lo anterior se logra porque la vitamina E puede ceder electrones a los
lipoperdxidos y de esta forma estabiliza y frena la reaccion en cadena. Posteriormente, el
radical tocoferoxilo debe ser regenerado a tocoferol (Wang y Quinn, 1999), situacion mediada
por la vitaminas C, que puede reducir directa o indirectamente estos radicales y, entonces,
ayudar a restituir la actividad de la vitamina E (Sies et al., 1992) lo que mejora la eficiencia de

su rol como antioxidante lipidico.
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La vitamina C o acido ascorbico, es el antioxidante mas importante en fluidos extracelulares,
presente en compartimientos acuosos como citosol, plasma y otros fluidos corporales (Sies et
al., 1992). Es capaz de atrapar la mayoria de los radicales presentes y actuar como mecanismo
defensivo de primera linea contra los ROS. Luego de su colaboracion con la vitamina E, la
vitamina C se transforma en un radical el cual no es una especie reactiva, porque su electron
no pareado es energéticamente estable. Posteriormente, el radical es reconvertido a vitamina C

por glutation, reestableciéndose el equilibrio.

La vitamina C participa de las reacciones de hidroxilacion de las vias de sintesis del cortisol y
se ha visto que incrementa la sintesis in vitro de este esteroide en células adrenocorticales
estimuladas con ACTH. También es necesaria en la formacion de hueso, ya que participa
como cofactor en los pasos de hidroxilacion de la sintesis del coldgeno (Goralczyk et al.,
1992).

La suplementacion con antioxidantes lipo e hidrosolubles en montafistas durante el ascenso a
gran altura demostro tener efectos benéficos, ya que disminuyd la incidencia y severidad de la
presentacion del mal agudo de montafia (AMS) y mejor0 la saturacion de oxigeno arterial en
reposo comparado con el grupo placebo, demostrando el rol de los radicales libres en la
fisiopatologia del AMS (Bailey y Davies, 2001).

Resultados similares se obtuvieron al suplementar con vitamina E a montaiiistas, donde en
individuos controles los niveles de pentano exhalado (medida de lipoperoxidacién) fueron
casi 100% mas altos que en los suplementados, sugiriendo que los controles entran en riesgo
metabolico de dafio celular y que puede ser evitado por la suplementacion con antioxidantes.
Ademas, es conocido que una prolongada permanencia en altura disminuye el desempefio
fisico, lo que se refleja en la disminucion del umbral anaerdbico. Sin embargo, en los
individuos suplementados se elevo el umbral anaerdbico, siendo beneficioso para el

desempefio y proteccion celular (Simon-Schnass, 1996).
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Un estudio realizado en mujeres con riesgo de parto prematuro, demostré que la
suplementacién oral con vitaminas antioxidantes (3-caroteno, vitamina C y E) entre la 30 y 36
semana de gestacion, logroé reducir significativamente los niveles de MDA y, por lo tanto, de
estres oxidativo, a la vez de mejorar el estatus antioxidante de las madres, y posiblemente de

los recién nacidos al momento del parto (Bolisetty et al., 2002).

Existe evidencia que muestra una correlacion positiva entre las concentraciones séricas
maternas de vitamina C y E en mujeres durante el segundo trimestre de embarazo, con el peso
y tamafio de los recién nacidos. Esto sugiere que una suplementacion con vitamina C y E
podria ser benéfica para el crecimiento y desarrollo fetal (Lee et al., 2004). Lo anterior es
relevante si se toma en cuenta que las vitaminas lipo e hidrosolubles cruzan la barrera
placentaria, y que éstas ltimas lo hacen con mayor facilidad (Hafez, 1998). Adicionalmente,
Capper et al. (2005), observaron que la suplementacion con vitamina E (500 mg/kg) a ovejas
entre seis semanas pre parto hasta las cuatro semanas post parto, genera corderos mas pesados
al nacimiento, con un consecuente aumento de las concentraciones de vitamina E en tejidos
como cerebro y musculo semimembranoso, sugiriendo un adecuado y efectivo traspaso de

vitamina E a través de la placenta hacia el feto.

17



HIPOTESIS

e Si las variables endocrinas y sanguineas de fetos de ovejas adaptadas y no adaptadas a
la altura son alteradas por la exposicion a la hipoxia hipobérica crénica, entonces el uso
de antioxidantes podria aminorar los efectos negativos de ésta y mejorar la respuesta

adaptativa a gran altura.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

o Establecer el efecto del uso de antioxidantes (vitamina C y E) en la dieta durante la
gestacion de ovejas adaptadas y no adaptadas a la hipoxia hipobérica sobre variables

sanguineas y endocrinas fetales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar variables sanguineas como PaO,, PaCO,, pH, V.G.A., Hb y Sat Hb durante
el dltimo mes de gestacion en ovejas adaptadas y no adaptadas a la altura que

consumieron antioxidantes durante la gestacion, y en sus respectivos fetos.

e Conocer las concentraciones plasmaticas de insulina y cortisol, y la glicemia durante el
altimo mes de gestacién en fetos de ovejas adaptadas y no adaptadas a la altura que

consumieron antioxidantes durante la gestacion.
e Comparar los resultados con las variables sanguineas y endocrinas obtenidas de

animales sin administracion de antioxidantes, mantenidos bajo el mismo manejo y

condiciones ambientales.
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MATERIALES Y METODO

Este estudio se realizd en el Centro Internacional de Estudios Andinos (INCAS) de la
Universidad de Chile ubicado en Putre, | region de Tarapaca, a 3600 m.s.n.m.

Se utilizaron 12 ovejas criollas prefiadas, con edad gestacional conocida. Seis de éstas
correspondieron a ovejas originarias de Putre (Grupo altura 6 HH+V) y las otras seis al
Valle de Lluta (nivel del mar) las que fueron llevadas a la altura para su posterior encaste
y gestacién (Grupo subidos 6 LH+V).

Mantencion de los animales

Durante el periodo de encaste (30 dias) y la gestacion, las hembras permanecieron en
corrales separados de acuerdo a su origen. Ambos grupos recibieron diariamente 2 kg de
heno alfalfa por animal, cantidad de alimento calculado para ovejas en el ultimo tercio de
la gestacion (NRC, 1985) y agua ad libitum. Las ovejas fueron suplementadas con
vitamina C (500 mg/animal/dia) y vitamina E (350 Ul/animal/dia) que se administré junto

al forraje.

Cirugia fetal

A los 120 dias de gestacion, aproximadamente, se realiz6 la cirugia con el fin de instalar
catéteres (Tygon® 0.D.=1.78 ; 1.D.=1.50) arteriales y venosos a los fetos (Foto 1). Esta se
realizd bajo anestesia general materna con Ketamina (20 mg/kg en bolo inicial y 0,02
mg/kg/hora para mantencién), con una medicacién previa de Atropina (0,04mg/kg). El
abordaje quirurgico fue por medio de una incision abdominal mediana infra-umbilical,
donde luego de una histerotomia se expuso la cabeza y cuello del feto para la instalacion
de los catéteres en la arteria carétida y otro en la vena yugular del mismo lado (Foto 1, 2 y
3). Ademas se dejo un catéter en la cavidad amniotica para la administracion de

antibioticos (Oxitetraciclina 200 mg, 1ml/10kg) al liquido amnidtico.
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Exteriorizacion de cabeza del feto para instalacion de catéteres.

FOTO 2

Exteriorizacion de vasos fetales.

FOTO 3

Instalacion y fijacion de catéteres fetales arterial y venoso.
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Una vez que fueron fijados los catéteres al cuello del feto, se suturd el Utero y los catéteres
se exteriorizaron a través del flanco izquierdo materno, donde se almacenaron en un

bolsillo de lona suturado a la piel de la madre (Foto 4).

Adicionalmente, las ovejas también fueron implantadas con catéteres (Tygon®
0.D.=2.29; 1.D.=2.0) en la arteria y vena femoral para la determinacion de gases (PaO; y
PaCO,), VGA, Hb, Sat Hb, pH y hormonas. Los catéteres se exteriorizaron pasando a
través del tejido subcutaneo del flanco izquierdo, almacenandose en el bolsillo de lona,

junto a los de los fetos.

FOTO 4

Ovejas con bolsillos de lona almacenando los catéteres maternos y fetales.

Con el fin de evitar la coagulacion de sangre dentro de los catéteres, éstos se mantuvieron
con una solucién de heparina (1000 Ul/ml) posterior a cada muestreo.

Como medicacidn post operatoria, a las ovejas se les administrd una dosis de Penicilina G

Benzatina 1.200.000 U, Penicilina G sddica 1.000.000 Ul/5ml y Metamizol sodico 40

mg/kg, todas via intramuscular.
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Toma de muestras y medicion de variables

Luego de un periodo de recuperacion de aproximadamente 6 dias, se comenzaron los
muestreos maternos y fetales de 3 ml de sangre venosa para determinacion de hormonas, 1
ml para variables sanguineas arteriales y 1 ml para variables sanguineas venosas, cada tres
dias hasta la fecha de parto (Foto 5). Simultdneamente, se efectué la medicion de
glicemia fetal y materna a través de un sensor de glicemia portatil modelo GlucoMen PC
Meter (A. Menarini Diagnostics Ltd., UK), mediante la metodologia electroguimica
basada en la reaccion de la glucosa-oxidasa que cataliza la oxidacion de la gluconolactona,
lo que genera una corriente eléctrica que se transfiere desde la sangre a los electrodos. Con
esto, la magnitud de la corriente resultante es proporcional a la concentracién de glucosa

presente en la muestra.

FOTO5

Carro metalico donde fueron muestreadas las ovejas.

Los gases sanguineos se midieron a través de un analizador de gases sanguineos y co-
oximetro (Instrumentation Laboratory modelo IL Sintesis 25 Lexington, Ma., U.S.A)
calibrado a la presion barométrica local (480 mmHg) y temperatura corporal de la oveja
(38,5°C), (Foto 6).

22



FOTO 6

Analizador de gases sanguineos y co-oximetro.

Las muestras de sangre extraidas para la determinacién hormonal se centrifugaron a 1.200
g X 3 min para obtener el plasma, el que fue almacenado a —20°C. Posteriormente, los
plasmas fueron trasladados al Laboratorio de Fisiologia Animal de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile en Santiago, para la medicion de
cortisol e insulina fetal . Adicionalmente, se midieron en las madres las concentraciones
plasmaéticas de cortisol e insulina, y la glicemia. De esta forma se pudo tener una vision
global y complementar la situacion que ocurrié con estas variables en los fetos bajo

estudio.

La medicion de las concentraciones plasmaticas de cortisol se efectud utilizando el kit
Coat-a-Count® Cortisol y para la medicion de las concentraciones plasmaticas de insulina
se utilizo6 el kit Coat-a-Count® Insulina, ambos de DPC (Diagnostic Products
Corporation, Los Angeles, USA), mediante la técnica de radioinmunoanalisis (RIA). Se
utilizaron alicuotas de 25 uL de plasma para cortisol y 200 uL de plasma para insulina. La
técnica esta basada en una reaccién antigeno-anticuerpo que genera complejos Ag-Ac, que
se cuantifica cuando alcanza el equilibrio. La hormona (Ag) presente en la muestra

compite con la hormona correspondiente marcada radiactivamente con 1'%

por los sitios
de unidn al anticuerpo, que se encuentra adherido a los tubos. Luego de la decantacion del
sobrenadante, los tubos fueron leidos en un Contador Gamma modelo Nuclear Enterprises
NE 1612 turbo, que entrega un numero de cuentas que, mediante una curva de calibracion,

permitié obtener las concentraciones de cortisol o insulina presentes en las muestras.
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Ademas, se tomaron muestras de sangre de la vena yugular a los recién nacidos y a las
madres el dia del parto, las cuales se centrifugaron a 1.200 g x 3 min y se congelaron en
un termo con nitrégeno liquido a —196 °C, para posteriormente medir las concentraciones
plasmaticas de vitamina C y E en las madres y recién nacidos, mediante las técnicas de
cromatografia liquida de alta precision (HPLC) y deteccidn electroquimica para deteccion
de vitamina C, y HPLC y fluorescencia para vitamina E, siguiendo las técnicas de Pachla
y Kissinger (1979) y Zhao et al. (2004).

Analisis de los resultados

Los resultados obtenidos para cada variable, tanto maternos como fetales, fueron sometidos
a un andlisis de varianza (ANDEVA) no paramétrico Kruskal-Wallis, y la prueba de
comparaciones multiples de Dunn's. Se utiliz6 este andlisis debido al bajo tamafio de
muestras, distribucion no normal de los datos y/o por varianzas no homogéneas. Ademas,
para las variables endocrinas se obtuvieron regresiones (no lineal para cortisol y lineal para

insulina y glicemia) en funcion del tiempo de gestacion.
Adicionalmente, para cada variable estudiada, se calcularon promedios en base a rangos de
dias previos al parto: 21-35, 6-20 y 1-5, obteniendo asi mayor informacién de la dindmica en

el tiempo de cada variable en cuestion.

Los resultados fueron expresados como promedio mas desviacién estandar y las diferencias

se consideraron significativas cuando p< 0,05.
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RESULTADOS

La duracion de la gestacion fue de igual magnitud entre los grupos, donde el grupo altura
promedié 150 + 3,6 dias y los subidos 150 + 1,8 dias. Los pesos de los corderos al
nacimiento fueron en promedio 4,08 + 0,82 kg y 4,07 + 0,31 kg para el grupo de altura y

subidos, respectivamente (p>0,05).

Las concentraciones plasmaticas de vitamina C obtenidas en las madres fueron de 4,2 +
0,9y 4,3+0,6 ug/mL para ovejas de la altura y subidas, respectivamente(p>0,05). Para el
caso de la vitamina E, las concentraciones plasmaticas fueron de 1,8 + 0,2 para las ovejas
de altura y 1,5 £ 0,3 pg/mL para las subidas (p>0,05). En los recién nacidos las
concentraciones plasmaéticas de vitamina E fueron de 4,90 + 0,04 y 4,47 + 0,12 ug/mL
para los mismos grupos (p>0,05). Las concentraciones de vitamina C no se midieron en

los corderos, debido a problemas en la conservacion de las muestras.
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| VARIABLES SANGUINEAS NO ENDOCRINAS

La tabla 1 muestra los valores para las variables sanguineas fetales, donde ambos grupos
presentaron valores similares, con excepcién de la PaO, que fue mayor en el grupo

originario de la altura y la PaCO, que fue mayor en el grupo de animales subidos.

TABLA1

Variables sanguineas fetales promedio para el altimo mes de gestacion en ovejas

suplementadas con vitaminas C y E, mantenidas a 3600 m.s.n.m.

VARIABLE GRUPO

Fetos Altura

Fetos Subidos

PaO, (MmHg) 18,73 + 1,59° 17,00 + 1,28°
PaCO, (mmHg) 36,54 + 1,91 38,77 + 1,98
pH 7,431+0,01 7,420 + 0,013
V.G.A. (%) 33,23+ 4,48 33,66 + 2,6
Hb (mg/dL) 11,34 + 1,65 11,40 + 1,07
Sat Hb (%) 64,56 + 7,69 58,23 + 5,90

-Letras distintas indican diferencias estadisticas significativas entre los grupos (p<0,05).

Las variables sanguineas fetales detalladas por rango de dias antes del parto (Tabla 2), no
demostraron diferencias significativas entre si a medida que avanzé la gestacion, a pesar de
que en promedio, la PaCO, fue levemente mas alta en los fetos subidos. En el grupo de fetos
subidos, hubo complicaciones con el funcionamiento de los catéteres en los ultimos 5 dias

de la gestacion, por lo que no se muestran datos para el rango 1-5 dias pre parto.
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TABLA 2

Variables sanguineas fetales durante el Ultimo mes de gestacion en ovejas

suplementadas con vitaminas C y E, mantenidas a 3600 m.s.n.m.

VARIABLE GRUPO RANGO DE DIAS PREVIOS AL PARTO
21-35 6-20 1-5

PaO, (mmHg) Altura 18,77+1,48  18,85+1,34 18,25 + 2,87
Subidos 17,00+1,12  17,22+148 ----------m--

PaCO; (mmHg) Altura 3750+1,27  3562+2,04 36,48 + 2,12
Subidos 38,70+2,03  38,84+205  -------------

pH Altura 7,429+0,015  7,433+0,01 7,430 + 0,03
Subidos 7,422+0,015  7,419+0,01 = ----------ee-

V.G.A. (%) Altura 31,62+3,36  32,85+4,10 39,75 + 3,69
Subidos 33,80+3,10  33,44+230 -mm-eemmeeee-

Hb (gr/dL) Altura 10,48 +1,11 11,16 +1,38 13,22 + 1,67
Subidos 11,33 +1,32 11,47+0,83 ----m-meee--

Sat Hb (%) Altura 66,15+7,53 66,84 +5,14 56,60 + 8,78
Subidos 59,72+533  56,74+6,38 -------------

En general, los valores de estas variables se mantuvieron dentro de rangos mas bien

estrechos y estables durante el transcurso de la gestacion en los fetos de ambos grupos,

presentando s6lo una tendencia a mayores valores en la Sat Hb en los fetos de altura.
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En las ovejas, los valores de las variables sanguineas para el grupo de altura y subidas
fueron muy semejantes entre si, lo que se expresa en la ausencia de diferencias

estadisticamente significativas. Los resultados se resumen en la tabla 3.

TABLA 3
Variables sanguineas maternas promedio para el ultimo mes de gestacion en ovejas

suplementadas con vitaminas C y E, mantenidas a 3600 m.s.n.m.

VARIABLE GRUPO
Ovejas Altura Ovejas Subidas

PaO, (mmHg) 56,66 + 4,99 57,53 + 3,30
PaCO, (mmHg) 25,54 + 2,58 25,85 + 2,68
pH 7,506 + 0,02 7,477 £ 0,10
V.G.A. (%) 33,37 +1,73 33,07 + 2,03
Hb (mg/dL) 12,36 + 0,58 12,34 + 1,09
Sat Hb (%) 84,79 £4,73 85,77 £ 2,61

En la tabla 4 se pueden apreciar las variables sanguineas maternas desglosadas por rangos
de dias previos al parto, observandose nuevamente la misma tendencia de similitud entre

los grupos de altura y subidos, sin diferencias significativas.
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TABLA 4

Variables sanguineas maternas durante el Ultimo mes de gestacion en ovejas

suplementadas con vitaminas C y E, mantenidas a 3600 m.s.n.m.

VARIABLE GRUPO RANGO DE DIAS PREVIOS AL PARTO
21-35 6a20 1a5b

PaO, (mmHg) Altura 5538+6,32  57,75+4,05 56,29 + 5,15

Subidos 57304259 58,08 4,11 56,40 + 1,52

PaCO, (mmHg) |  Altura 25,75 + 3,04 26,28 + 2,51 25,46 + 1,93

Subidos 25,19 + 1,42 26,62 + 3,38 24,90 + 1,75

pH Altura 751140018 7,505+ 0,025 7,501 + 0,034

Subidos | 7,509 +0,021 7,468 + 0,066 7,424 +0,207

V.G.A.(%) Altura 32,75+ 1,90 33,66 + 1,55 33,57 + 1,90

Subidos 33,25 + 1,28 32,84 + 2,67 34,40 + 1,14

Hb (gr/dI) Altura 12,08 + 0,62 12,39 + 0,49 12,62 + 0,63

Subidos 12,15 + 0,53 12,29+ 1,32 12,80 + 1,51

Sat Hb (%) Altura 83,81 + 6,57 86,25 + 2,11 83,46 + 5,50

Subidos 86,06 + 2,09 85,66 + 3,24 85,62 + 1,82
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En la tabla 5 se presentan los valores de contenido arterial de oxigeno (CaOy), contenido
venoso de oxigeno (CvO,) y diferencial arterio-venoso (CaO,-CvO,) en fetos de altura y

subidos, cuyas madres consumieron antioxidantes durante la gestacion.

TABLAS

Diferencial arterio-venoso fetal en el Gltimo mes de gestacion en ovejas
suplementadas con vitaminas C y E, mantenidas a 3600 m.s.n.m.

GRUPO CaO, CvO, Ca0,-Cv0O,
(ml/100mL) (ml/100mL)
Fetos HH+V 10,13 7,18 2,94
Fetos LH+V 9,27 7,59 1,68

En el caso de los fetos, el grupo de altura presentd un valor superior para el CaO, y ambos
grupos tuvieron semejantes CvO,, lo que se expresd en un mayor diferencial para el grupo
de altura, que se corresponde con una mayor extraccion de oxigeno como lo muestra la

tabla 6.

TABLAG6

Extraccién de oxigeno arterial fetal en el Gltimo mes de gestacion en ovejas

suplementadas con vitaminas C y E, mantenidas a 3600 m.s.n.m.

GRUPO EXTRACCION
O, (%)
Fetos HH+V 29,08
Fetos LH+V 18,12
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El CaO,, CvO, y Ca0,-CvO, para las ovejas se presentan en la tabla 7.

TABLA7

Diferencial arterio-venoso durante el tltimo mes de gestacion en ovejas

suplementadas con vitaminas C y E, mantenidas a 3600 m.s.n.m.

GRUPO CaO, CvO, Ca0,-Cv0O,
(ml/200mL) (ml/100mL)
Ovejas HH+V 14,58 10,98 3,61
Ovejas LH+V 14,72 9,95 4,77

Como se aprecia en la tabla 7, las ovejas de altura y subidas presentan similares valores de
Ca0, y que el CvO, es levemente superior en las ovejas de altura. Sin embargo, las ovejas
subidas presentaron un mayor diferencial arterio-venoso y una mayor extraccion de

oxigeno, como se puede observar en la tabla 8.

TABLAS8

Extraccién de oxigeno durante el ultimo mes de gestacion en ovejas suplementadas

con vitaminas C y E, mantenidas a 3600 m.s.n.m.

GRUPO EXTRACCION
O, (%)
Ovejas HH+V 24,75
Ovejas LH+V 32,43
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11 VARIABLES ENDOCRINAS

1) CORTISOL

Las concentraciones plasmaticas de cortisol fetal fueron en promedio 15,03+9,98 para los
fetos HH+V y de 14,98+12,85 nMol/L para los fetos LH+V hasta el dia 10 pre parto, sin
diferencia significativa. En los rangos 21-35 y 6-20 dias pre parto, los fetos HH+V
presentaron una tendencia a mayores concentraciones (10,34+4,47 y 39,33+38,63 nMol/L,
respectivamente) que los fetos LH+V (9,1545,46 y 26,69+14,65 nMol/L, respectivamente).
Adicionalmente, las concentraciones de cortisol presentaron un crecimiento exponencial

hacia el final del periodo en los fetos de ambos grupos.

El promedio materno para el cortisol plasmético durante el periodo de estudio fue de 33,57+
26,86 para las ovejas HH+V y de 43,81+34,93 nMol/L para las ovejas LH+V. Estas no
presentaron diferencias significativas entre grupos. Al analizar los datos por rangos de dias
previos al parto, ambos grupos exhibieron una tendencia similar, donde el cortisol se
mantuvo estable, con un aumento en los Gltimos 5 dias de la gestacion, siendo mas marcado
en las ovejas LH+V que en las HH+V (69,42450,68 y 38,17+28,34 nMol/L,

respectivamente).

En el grafico 1 se presentan los valores experimentados de cortisol plasmatico para fetos y
ovejas de ambos grupos y las funciones de regresion de esta variable en funcion de los dias
pre parto. Se observa que las ovejas LH+V presentan una tendencia a mayor concentracién
plasmaética de cortisol que las HH+V. En el caso de los fetos, no se presentan diferencias en

la tendencia de esta variable en funcion del tiempo.
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GRAFICO 1
Concentracion plasmética de cortisol materno y fetal en gestaciones de ovejas

suplementadas con vitamina C y E, mantenidas a 3600 m.s.n.m.
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2) INSULINA

Los fetos HH+V presentaron mayores concentraciones de insulina que los fetos LH+V (2,89
+2,36 y 1,7741,40 uUl/mL, respectivamente, p<0,05). Cuando se compararon los valores
considerando los rangos de dias pre parto, aunque no existieron diferencias dentro ni entre
grupos, los fetos HH+V presentaron una tendencia a valores mas altos hasta el parto
(3,10+2,67; 2,77+1,63 y 5,49+4,80 uUI/mL para los rangos 21-35, 6-20 y 1-5 dias pre parto,
respectivamente), que los fetos LH+V, quienes mantuvieron un valor estable en los rangos
21-35 y 6-20 dias pre parto (1,71+1,37 y 1,71+1,55 uUl/mL, respectivamente), lo que

también se refleja por la posicion de las curvas de regresion.

El promedio de la insulina materna fue de 7,36+5,19 para las ovejas HH+V y de 7,94+8,21
uUl/mL para las ovejas LH+V. Al considerar los valores de insulina en los rangos de dias
pre parto, no se observaron diferencias significativas entre los grupos HH+V (5,24+5,09;
7,53+4,80; 7,53+4,71 uUl/mL; para los rangos 21-35, 6-20 y 1-5, respectivamente) y LH+V
(9,4748,35; 9,75+11,64; 8,1+7,19 uUl/mL para los rangos 21-35, 6-20 y 1-5,
respectivamente). Esto lo confirman las funciones de regresion, en que la pendiente es muy

baja.

Como se observa en el grafico 2, las concentraciones de insulina fetal son menores que las
registradas por las madres. En el caso de los fetos, esta hormona presentd una gran
dispersion, pero dentro de un rango mas estrecho de 1 y 5 uUl/mL, comparado con la gran
dispersion que experimentaron las madres de 1 y 25 uUIl/mL, durante el transcurso de la

gestacion en ambos grupos.
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Insulina plasméatica (uUI/mL)

GRAFICO 2

Concentracion plasmética de insulina materna y fetal en gestaciones de ovejas

suplementadas con vitamina C y E, mantenidas a 3600 m.s.n.m.
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3) GLICEMIA

Las glicemias fetales demostraron tener diferencias entre los grupos, donde los fetos
HH+V y LH+V tuvieron un promedio de 28,42+6,29 y 34,41+7,16 mg/dL,
respectivamente (p<0,001). Al analizar los promedios por rangos de dias previos al parto,
se repitid la tendencia de que los fetos LH+V presentaron mayores glicemias (34,35+7,44
y 34,50+£7,09 para los rangos 21-35 y 6-20, respectivamente) que los fetos HH+V
(28,67+6,51; 28,01+6,08 y 34,60+2,07 para los rangos 21-35, 6-20 y 1-5 dias pre parto)

hasta el rango 6-20, lo que también muestran las respectivas funciones de regresion.

El promedio de glicemia materna para las ovejas HH+V fue de 58,99+18,00 y de
61,38+15,08 mg/dL para las ovejas LH+V. Aunque no se presentaron diferencias
estadisticas significativas dentro ni entre grupos, a medida que se avanzé hacia el parto, se
observd una pendiente negativa de la glicemia, tendencia que fue mas marcada en las
ovejas LH+V (grafico 3). Al tomar en cuenta los promedios por rango de dias previos al
parto, no se observaron diferencias significativas en la glicemia materna, (LH+V =
60,6+60; 55,40+7,80; 83,30+27,30; HH+V = 56,20+7,50; 55,20+17,30; 74,40+28,40
mg/dL) para los rangos 21-35, 6-20 y 1-5, respectivamente, lo que coincide con la baja

pendiente de la funcién de regresion.
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GRAFICO 3
Glicemia materna y fetal durante el Gltimo mes de gestacion en ovejas suplementadas

con vitamina C y E, mantenidas a 3600 m.s.n.m.
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DISCUSION

Es reconocido que la hipoxia genera cambios en las variables sanguineas de los individuos
expuestos a la altura, y estas modificaciones son el reflejo de ajustes metabdlicos y
fisiolégicos realizados para poder mantenerse en forma adecuada dentro de rangos
compatibles con la vida. A pesar de esto, la hipoxia induce un estado de estrés oxidativo,

que lleva a alteraciones en diversas variables fisioldgicas.

De acuerdo a los resultados del presente estudio, los fetos HH+V tuvieron valores
levemente mayores de PaO, y una menor PaCO, que el grupo LH+V. En el caso de las
madres, éstas no presentaron diferencias entre los grupos, siendo los valores muy similares

entre si.

Al comparar nuestros resultados con grupos de animales similares y mantenidos en las
mismas condiciones, pero sin administracion de vitaminas (Fernandois, 2003), se observo
que los fetos con vitaminas demostraron tener una marcada respuesta, ya que aumentaron
su PaO; respecto de los grupos sin tratamiento con vitaminas en un 9,72 y 25,83%, para
los fetos HH+V y LH+V, respectivamente. Por otra parte, en las ovejas la PaO, fue
incrementada en un 4,88% en el grupo LH+V y reducida en 8,25% en el grupo HH+V
respecto de los grupos que no recibieron tratamiento con vitaminas, aboliéndose las
diferencias observadas previamente, entre las ovejas originarias de la altura y las subidas
(Fernandois, 2004). A pesar de los cambios experimentados, la PaO, queda en un nivel

practicamente igual para ambos grupos que consumieron vitaminas.

En el caso de la PaCO,, al realizar también una comparacién con los resultados de
Fernandois (2004), se observo que los valores del grupo de fetos LH+V se redujeron en un
14,23%, respecto del equivalente grupo sin tratamiento con antioxidantes, lo que es
concordante con la reduccion mostrada en las ovejas LH+V de un 8% respecto del mismo

grupo sin vitaminas, demostrando que los animales subidos que consumieron
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antioxidantes lograron reducir sus niveles PaCO; a los niveles de un animal adaptado a las
condiciones de altura y que los animales propios de esta condicion reducen levemente sus

niveles.

Cabe mencionar que la PaCO,, de madres y fetos de los grupos HH+V y LH+V, fue
menor que la registrada por Harvey et al. (1993) entre los dias 125 y 140 de gestacion, en
ovejas y fetos sometidos a hipoxia hipobarica entre los dias 30 a 120 de gestacion y que en
los grupos normdxicos. Esto podria explicarse, ya que la hipoxia genera un aumento de la
ventilacion, al menos en mujeres embarazadas, lo que provoca una mayor eliminacion de
PaCO,, lo cual se evidencia en el incremento del pH sanguineo (McAuliffe et al, 2001),

como también se observo en nuestro estudio.

Como se mencion6 anteriormente, la hipoxia hipobarica experimentada durante la
gestacion reduce el peso al nacimiento (Moore, 2003; Parraguez et al., 2005). Por el
contrario, mayores PaO, estan asociadas con mayor crecimiento intrauterino, lo que se
corresponde con lo observado en nuestro estudio, ya que los pesos registrados en ambos
grupos con mejoras en la PaO; fetal, sobrepasan los 4 kg en promedio, valor superior a los
registrados en los recién nacidos que no consumieron vitaminas (3,8+0,4 y 3,3740,27 kg,
altura y subidos, respectivamente), donde los PaO, fueron de 17,07+2,76 y 13,51+3,91

mmHg, respectivamente (Fernandois, 2004).

En los fetos, el grupo HH+V tuvo un pH levemente mas alto que LH+V, lo que coincide
con Yancey et al. (1992), donde recién nacidos de altura presentaron pH mayores que los
del nivel del mar en muestras de sangre umbilical, lo que se asocia a una mayor afinidad
de Hb por oxigeno. Ademas, se observo que los grupos con vitaminas tuvieron valores de
pH significativamente mayores que los sin vitaminas registrados por Fernandois (2004),
aumentando los niveles de pH sanguineo (0,51% y 2,19 % para fetos HH+V y LH+V,

respectivamente).
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En las ovejas, los pH fueron practicamente iguales entre los grupos HH+V y LH+V, y no
fueron significativamente diferentes de los respectivos grupos sin vitaminas. Es
reconocido que en gestaciones a gran altura se incrementa el pH sanguineo en relacion a
gestaciones desarrolladas a nivel del mar (McAuliffe et al., 2001). El incremento en el pH
materno en la prefiez presenta ventajas, ya que facilita la carga de oxigeno en el pulmén y
el estado alcaldtico facilita la excrecion fetal de acidos, bajo un adecuado gradiente de
concentracion. Esto es tan relevante como el paso de &cidos fijos a la madre lo que
disminuye la afinidad de hemoglobina materna por oxigeno e incrementa la toma de
oxigeno por la hemoglobina fetal y, por lo tanto, la toma de oxigeno fetal (McAuliffe et
al., 2001).

La concentracién plasmatica de hemoglobina en los fetos no present6 diferencias entre los
grupos tratados con vitaminas, siendo practicamente los mismos valores y levemente
menores que los fetos sin vitaminas (Fernandois, 2004). Las ovejas HH+V y LH+V
demostraron no tener diferencias en sus valores de concentracion de hemoglobina, lo que
de cierta forma muestra una mejora en la respuesta adaptativa de las ovejas subidas, ya
que en ovejas sin vitaminas los mayores niveles los tuvo el grupo subido a la altura
(Fernandois, 2003). A su vez, el grupo HH+V demostré tener mayor concentracion de
hemoglobina respecto de su grupo homdlogo sin vitaminas (4,92% mas), el méas adaptado
a la altura. Un aumento en la concentracion de Hb materna tiene que ver con una mejor
capacidad de transporte de oxigeno en la sangre (Yancey et al., 1992). Por su parte, el
grupo LH+V tuvo menores valores de hemoglobina comparado con su grupo equivalente
sin vitaminas (Fernandois, 2003). Sin embargo, la reduccion de la concentracion de Hb

experimentada por las ovejas LH+V, las posiciond al mismo nivel que las ovejas HH+V.

El V.G.A. en fetos no presento diferencias significativas entre grupos con administracion
de vitaminas ni con los grupos sin tratamiento reportados por Fernandois (2004), a pesar
de que, el VGA de los fetos HH+V y LH+V fue de 1,19 y 4,04% respectivamente mas alto

que los correspondientes grupos sin vitaminas antioxidantes.

40



En el caso de las ovejas, no se presentaron diferencias entre los grupos que consumieron
vitaminas. Al comparar los V.G.A. de nuestros grupos experimentales con los que no
recibieron vitaminas, se observo que las ovejas HH+V aumentaron en 2,44% su V.G.A.
respecto del grupo equivalente sin vitaminas. En contraste, las ovejas LH+V tuvieron un
V.G.A. de 3,048% maés bajo respecto de las que no recibieron vitaminas. Esto muestra que
el tratamiento con vitaminas tiende a igualar el V.G.A., situacion que no se observa entre
los grupos sin vitaminas, donde el grupo de ovejas subidas a la altura presentd un
hematocrito significativamente mayor que el grupo de ovejas nativas de la altura
(Fernandois, 2004).

Si bien la exposicién a la altura genera policitemia como un mecanismo fisiol6gico para
adaptarse a las condiciones de baja presion parcial de oxigeno y poder entregar una
cantidad adecuada de oxigeno a los tejidos, el aumento del V.G.A. se considera
beneficioso en la medida que no aumente exageradamente la viscosidad de la sangre,
debido a que esta condicion deteriora el transporte e intercambio gaseoso. En nuestro
estudio, el V.G.A. materno permanece estable en ambos grupos y no disminuye durante la
gestacion como se describe en una gestacion normal a nivel del mar (Kametas et al.,
2004), debido posiblemente a la menor expansion del volumen plasmatico que se produce

en las gestaciones de altura (Moore, 2003).

Considerando que el aumento en los niveles de hemoglobina y hematocrito se utilizan
como indicadores de hipoxia materna (Khalid et al., 1997), en este estudio podriamos
deducir que la escasa variacién de estos parametros en las ovejas LH+V, donde el VGA y
la Hb se reducen respecto de su correspondiente grupo sin vitaminas, podria indicar una
mejor respuesta materna a la hipoxia ambiental y, con ello, indicar que las vitaminas

antioxidantes mejoran el ambiente gestacional para el desarrollo y crecimiento fetal.
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La Sat Hb no registrd diferencias entre los grupos de fetos tratados con vitaminas. Sin
embargo, tuvieron mayores saturaciones de hemoglobina por oxigeno (6,92% y 14,95%,
de aumento en HH+V y LH+V, respectivamente) que los reportados para fetos sin
vitaminas (Fernandois, 2004). Esta mejora observada en la Sat Hb, coincide con los
hallazgos de Bailey y Davies (2001), donde esta variable mejor6 en individuos
suplementados con vitaminas antioxidantes, respecto del grupo placebo. Esto muestra
correspondencia con lo ocurrido con la PaO,, lo que asegura una adecuada entrega de
oxigeno a los tejidos fetales. En el caso de las madres, no presentaron diferencias de Sat
Hb entre si. Tampoco se observaron diferencias respecto de los grupos sin vitaminas
(Fernandois, 2004). Sélo se constatd un pequefio aumento en las ovejas LH+V (2,71%) y
una leve disminucion en las ovejas HH+V (1,88%) respecto de su grupo equivalente sin
vitaminas. La disminucién observada en las ovejas HH+V respecto de su grupo homologo
sin vitaminas, aunque leve, es consecuente con la disminucion observada en las niveles de
PaO,, y es contraria a los leves aumentos observados en Hb y V.G.A. Ademas, la PaCO,
permanece estable en sus niveles, por lo tanto, estos aumentos estarian destinados a hacer
mas eficiente la extraccidn de oxigeno a los tejidos. Un mayor V.G.A. y Hb permiten una
mayor capacidad de transporte a traves del lecho vascular y de esta forma satisfacer las
demandas de oxigeno tisular. Por otra parte, en las ovejas LH+V también ocurre un
situacién muy particular. La saturacion se incrementa respecto de las equivalentes sin
vitaminas, lo que es concordante con el aumento de la PaO, y ocurre una disminucion en
las variables PaCO,, V.G.A. y Hb. Esto evidencia una tendencia a disminuir los
mecanismos de extraccion de oxigeno a niveles similares de las ovejas HH+V, en la

medida que mejora el aporte de oxigeno.

Resumiendo este aspecto, se puede sefialar que las ovejas HH+V y LH+V igualaron sus
porcentajes de Sat Hb y los fetos de ambos grupos aumentaron sus Sat Hb, igualandose de
la misma forma que en las madres, invirtiendo la situacion descrita por Fernandois (2004),

en donde las mejores Sat Hb las presentaron sélo las madres y fetos de altura.
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Respecto al diferencial arterio-venoso, se observé que las ovejas que consumieron
antioxidantes durante la gestacion, no mostraron diferencias significativas segun el origen,
pero presentaron leves cambios, aunque no significativos, respecto de sus
correspondientes grupos sin vitaminas (Fernandois, 2004). Las ovejas HH+V tuvieron un
leve aumento (5,55%) en el diferencial a-v respecto del correspondiente grupo sin
vitaminas y, por ende, de la extraccion de oxigeno (0,63%). Por otra parte, disminuyo el
diferencial a-v (-22,6%) y la extraccion de oxigeno (-6,68%) en las ovejas LH+V en
comparacion a su homologo sin vitaminas (Fernandois, 2004). A pesar de la disminucion
experimentada por las ovejas LH+V, el diferencial a-v siguié siendo mayor en estas
ultimas, respecto de las ovejas HH+V.

Por otro lado, aunque no significativa, la diferencia a-v en los fetos fue 42% mayor en el
grupo HH+V comparado con el LH+V. Al comparar los fetos con sus respectivos grupos
sin vitaminas (Fernandois, 2004), los fetos con vitaminas presentaron un incremento en el
diferencial a-v y en la extraccion de oxigeno. Este aumento fue de mayor relevancia en los
fetos LH+V (166%) (p<0,05), lo que sumado a la reduccion del diferencial a-v y
extraccion de oxigeno observado en las madres, podria explicar el aumento del diferencial
a-v y extraccion de oxigeno registrado en los fetos, dando como resultado una mayor
cantidad de oxigeno disponible para el feto. EI hecho de que los fetos HH+V
incrementaran su diferencial a-v y extraccion, a pesar del leve incremento de estos
patrones observados en sus madres, podria deberse a que la Sat Hb en estos fetos fue
incrementada, lo que se tradujo en mayores CaO,, y por lo tanto, en un aumento de la

extraccion y diferencial a-v.

La situacion de las ovejas HH+V, respecto de lo reportado por Fernandois (2004), para
ovejas originarias de la altura, pero sin vitaminas, donde se registrd sélo un leve aumento
en el diferencial a-v y en la extraccion de oxigeno, se podria atribuir a que son animales ya
adaptados a la altura, y por lo tanto, el uso de antioxidantes mejoro sélo marginalmente
estas variables. En cambio, la reduccion de estas mismas variables en las ovejas LH+V,

podria deberse a que producto de los antioxidantes, las variables sanguineas se estabilizan
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y tienden a parecerse al grupo HH+V (PaO,, PaCO,, pH, VGA, Hb, Sat Hb) y por lo tanto,
el diferencial a-v y la extraccion caen. A pesar de esto, el diferencial a-v y la extraccion
siguen siendo mayores en las ovejas LH+V, en relacion a las ovejas HH+V, posiblemente
porque si bien los antioxidantes le confieren una mejor respuesta adaptativa, esta no es
equivalente a la adaptacion de las ovejas de altura desarrollada a través de generaciones,
donde, si bien los valores no son tan elevados, pueden igualmente satisfacer sus demandas
metabolicas. Similar situacion ocurre con los fetos, ya que la administracion de
antioxidantes logro acercar las variables sanguineas de los fetos LH+V con los HH+V
(PaO,, PCO,, pH, VGA, Hb y Sat Hb).

Con respecto a las variables endocrinas, las concentraciones plasmaéticas de cortisol fetal,
no presentaron diferencias entre los grupos tratados con vitaminas. Tampoco se
observaron diferencias al compararlos con los valores registrados para fetos sin
administracion de vitaminas (Fernandois, 2004). Sin embargo, los valores recopilados en
nuestro estudio fueron menores a los valores de cortisol registrados para fetos ovinos
gestados a nivel del mar desde los 124 a 140 dias de gestacién, en un estudio previo
realizado por Parraguez et al. (1989). Lo anterior concuerda con lo expuesto en trabajos
previos (Harvey et al., 1993; Myers et al., 2005), donde existiria una limitacion en la
sintesis de cortisol a nivel fetal en la ultima etapa de la gestacion en fetos bajo hipoxia
cronica, lo cual seria un mecanismo de proteccion para evitar una potencial restriccion de
crecimiento intrauterino. Sin embargo, en una gestacién normal, dias u horas previos al
parto se produce un alza marcada en el cortisol fetal que preparan al feto para la vida
extrauterina (Fisher, 1998). En nuestro estudio, a pesar de que no fue significativo, se
observé un leve aumento en el cortisol fetal del grupo HH+V durante los rangos 6 a 20 y
21 a 35 dias pre parto respecto a lo reportado para el grupo correspondiente sin vitaminas
(Fernandois, 2004) y un aumento final de cortisol (1 a 5 dias pre parto), que en promedio
fue mayor en los fetos HH+V respecto de los de altura no tratados, lo que podria ser
indicativo de una mejora en la sintesis de la adrenal fetal para esta hormona. El alza tardia
de cortisol es de vital importancia para el desarrollo postnatal, debido a que aumenta la
sintesis de surfactante y la reabsorcién de liquido pulmonar, disminuye la sensibilidad del

ducto arterioso a las prostaglandinas, lo que facilita su cierre, estimula la maduracién de
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enzimas hepaticas, entre otros (Fisher, 1998), todos procesos fundamentales para iniciar la

vida extrauterina.

En el caso de las concentraciones plasmaéticas de cortisol materno, podemos decir que en
los grupos de ovejas que consumieron antioxidantes, no se observaron diferencias, aunque
el grupo LH+V tuvo una tendencia a mayores aumentos al final de la gestacion. Cuando se
compararon los grupos con vitaminas con sus correspondientes grupos sin vitaminas
(Parraguez’, datos no publicados) se observé una dréstica reduccién de los valores en
ambos grupos a niveles similares (63,75% menos, significativo sélo para el grupo HH+V).
Es importante considerar que se ha reportado que las concentraciones de cortisol materno
son mas elevadas en gestaciones desarrolladas en la altura, ya que se encontré un aumento
del 50% en ovejas prefiadas en respuesta a hipoxemia de largo plazo a gran altura (Harvey
et al., 1993). Por lo tanto, esta reduccion de cortisol respecto de los grupos de ovejas no
tratadas, pero con niveles igualmente altos, como se observd en los grupos HH+V y
LH+V, representaria un reajuste a las condiciones de hipoxia de altura, posiblemente
favorecido por el efecto antioxidante presente que no hizo necesario un incremento
marcado en la concentracion de cortisol materno, como se describe durante una gestacién

en la altura.

Jensen et al. (2005) investigaron los efectos de las concentraciones de cortisol materno
sobre la gestacion, para lo cual trabajaron con grupos de ovejas prefiadas, a uno de los
cuales se le infundid cortisol para lograr niveles de cortisol alto (27,6 nMol/L) y otro
grupo que fue adrenalectomizado e infundido con cortisol para lograr bajos niveles
circulantes de esta hormona (19,31 nMol/L), desde el dia 120 a 130 de gestacién. Como
resultado se observd que, las ovejas pertenecientes al grupo de cortisol alto
experimentaron una disminucion del crecimiento fetal. En nuestro estudio, los niveles de
cortisol materno registrados superan a los valores registrados por Jensen et al. (2005), para
el grupo de cortisol alto. Sin embargo, el efecto de restriccion de crecimiento no se

produjo, ya que los pesos al nacimiento fueron mayores en los grupos HH+V y LH+V

“ Parraguez, V.H., Facultad de Cs. Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile.
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respecto de animales mantenidos a la misma altura (Parraguez et al., 2006). Ademas, la
PaO, fetal, que es un reflejo del flujo sanguineo uterino, mejord, lo que podria indicar que,
a pesar de que existen niveles levemente altos de cortisol materno, no hay un efecto
detrimental de esta hormona sobre la estructura placentaria y el crecimiento fetal. La
reduccion materna del cortisol, a un valor similar para ambos, seria una consecuencia del
mejorado estatus antioxidante experimentado por los grupos que consumieron vitaminas,

que resultd ser positivo para llevar a cabo un crecimiento fetal satisfactorio.

La concentracion plasmatica de insulina entre los grupos de fetos con vitaminas fue mayor
en el grupo HH+V (63,27%), respecto del LH+V hasta el dia 10 previo al parto. Ademas,
el grupo HH+V fue significativamente mayor (85,25%) que el grupo analogo sin
vitaminas hasta el dfa del parto (Parraguez’, datos no publicados). Lo observado en los
fetos HH+V concuerda con las madres, al aumentar las concentraciones de insulina
plasmatica. Lo anterior, podria tener explicacion en el hecho de que, al mejorar la
oxigenacion, se produce un aumento en la secrecion de insulina como se ha observado en
fetos ovinos en respuesta a hiperglicemia en condiciones de hiperoxia (Jackson et al.,
2000). Asimismo, los valores de insulina observados para los fetos con vitaminas son
mayores a los registrados en fetos controles normdéxicos (Jackson et al., 2000). Esto
explicaria los menores valores encontrados en fetos subidos respecto de los fetos nativos
de altura, ya que tuvieron un menor tiempo de adaptacion a esta condicion, produciendo

una concentracion de insulina intermedia entre ambas situaciones.

Respecto de la glicemia, el grupo de fetos LH+V tuvo mayores valores, pero menores
concentraciones de insulina durante los rangos de dias previos al parto que el grupo
HH+V. Dado que los pesos al nacimiento fueron similares entre estos grupos, podria
indicarse que igualmente son eficientes en la utilizacion de glucosa, y que podria existir un
alta sensibilidad a la insulina por parte de los tejidos, situacion observada por Krampl

(2001) en mujeres que presentan bajas concentraciones de insulina plasmatica.

“ Parraguez, V.H., Facultad de Cs. Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile.
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Las ovejas no mostraron diferencias significativas respecto de la concentracién plasmatica
de insulina entre los grupos con vitaminas, sin embargo, fueron mayores respecto de lo
descrito en ovejas mantenidas a la misma altura, pero sin vitaminas (Parraguez”, datos no
publicados). EI grupo HH+V presentd un incremento significativo del 40,72% respecto del
correspondiente grupo sin vitaminas y un leve aumento en el grupo de ovejas LH+V,

manteniendo la relacién de igualdad observada entre los grupos sin vitaminas.

La inhibicion a-adrenérgica de la sintesis de insulina descrita por Jackson et al. (2000),
como respuesta aguda a la hipoxia, difiere de una gestacion desarrollada en su totalidad
bajo hipoxia cronica como en el presente estudio. Sin embargo, pone de manifiesto los
efectos o-adrenérgicos que se desencadenan bajo una reduccion de la disponibilidad de
oxigeno, lo que podria en parte, ayudar a explicar las reducciones de esta hormona en
gestaciones de altura. Segun lo observado en este estudio, y considerando lo anterior, al
mejorar la disponibilidad de oxigeno fetal, la accion a-adrenérgica posiblemente sea
disminuida y, por lo tanto, este leve efecto supresor de la sintesis desaparezca,
posibilitando los aumentos de insulina registrados en las madres y fetos de altura tratados
con vitaminas antioxidantes. Ademas, los incrementos registrados en la insulina materna
en este estudio, podrian ser una consecuencia del incremento de la glicemia, debido a la
mejora en las variables sanguineas atribuidas al uso de antioxidantes, presentandose
aumentos proporcionales, pero contrarios a lo observado por Krampl (2001), donde bajas
glicemias presentan bajas concentraciones de insulina en mujeres que gestan a gran altura.
A su vez, la insulina es un promotor del crecimiento fetal (Fowden y Forhead, 2004) y su
aumento favorece el desarrollo, lo que se pudo haber expresado en los aumentos de peso al

nacimiento registrados en ambos grupos.

Lo anterior pasa a ser relevante si consideramos que glucosa e insulina estan
estrechamente ligadas (Jackson et al., 2000), ya que la secrecion y accién de la insulina
son afectadas por la concentraciones de glucosa presentes y de la cantidad y actividad de
los transportadores de glucosa tisular (Hay, 2006). Asimismo, la insulina se correlaciona
positivamente con variables sanguineas umbilicales como pH, PaO, y Sat Hb, y
negativamente con la PaCO, (Verhaeghe et al., 2005). Lo anterior coincide con lo
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registrado en nuestro estudio, ya que estas variables se incrementaron en ambos grupos de
fetos con vitaminas, salvo la PaCO,, que fue reducida, lo que junto con los aumentos de

insulina en fetos de altura, ayudan a respaldar esta aseveracion.

Los aumentos observados en la insulina, concuerdan con el hecho de que al aumentar el
aporte de nutrientes al feto, se incrementan los niveles de hormonas anabdlicas (insulina,
tiroxina, IGF-1) y reducen los niveles de hormonas catabdlicas en la circulacion fetal
(cortisol, catecolaminas) (Fowden y Forhead, 2004). Al mejorar en conjunto la glicemia y
la oxigenacion fetal como resultado de la administracion de antioxidantes, eventualmente,
se lograria una adecuada organogénesis y funcionalidad pancreética, que permiten un
adecuado crecimiento como se observo en los fetos HH+V.

Los resultados de este estudio demostraron que las glicemias maternas y fetales de los
grupos con vitamina alcanzaron mayores valores que los grupos sin vitaminas (Parraguez”,
datos no publicados), con un 15,91% y 9,88% de aumento en las ovejas HH+V y LH+V, y
un 25,19% y 28,39% de aumento en los fetos HH+V y LH+V, respectivamente. Ademas,
hasta el dia del parto, las glicemias fetales del grupo HH+V fueron mayores que las del
grupo correspondiente sin vitaminas. Con estos aumentos, se cambia la relacién observada
en la glicemia fetal de los grupos no tratados, los cuales no presentaron diferencias y en
nuestro estudio los fetos LH+V presentaron mayor glicemia. Estos resultados junto con los
aumentos en la PaO, confirman lo observado por Charlton y Creasy (1977), donde los
fetos mejor oxigenados presentan mayores glicemias y ademas sus glicemias son
proporcionales a las encontradas en sus madres. En el caso de los fetos LH+V que
tuvieron mayor glicemia, podria explicarse porque la mejora en la PaO; respecto de sus
homélogos sin vitaminas (25% mas), fue mayor que en los fetos HH+V respecto de sus
correspondientes sin vitaminas y posiblemente este cambio en los niveles de oxigeno,

explicarian una glicemia mas alta en los fetos subidos tratados con vitamina.
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Paraddjicamente, las glicemias registradas en los grupos de fetos con vitaminas fueron
mayores a los registros de fetos controles bajo normoxia observados por Jackson et al.
(2000). Esto podria ser explicado por un posible aumento de flujo sanguineo hacia el feto,
ya que la glicemia materna en las ovejas tratadas con vitaminas resultaron ser similares a
sus pares del nivel del mar. Por lo tanto, la diferencia no estaria explicada por un aumento

en la glicemia materna.

La mayor glicemia materna registrada en los grupos que consumieron vitaminas respecto
de los no tratados, podria ser consecuencia de que al existir una mayor disponibilidad de
agentes antioxidantes (vitamina C y E), el glutation oxidado seria reconvertido a glutation
reducido con mayor facilidad, lo que se traduciria en una menor demanda de utilizacion de
glucosa por parte del ciclo de las pentosas para mantener un nivel adecuado de NADPH
disponible para contrarrestar la disminucion de glutation reducido y mantener un estado
redox normal en las células (Fang et al.,2002). De esta forma, existiria una mayor cantidad
de glucosa disponible para ser utilizada en otros procesos metabdlicos. Esto podria ser
importante, debido a que la gestacion tiene mayores requerimientos y mas adn si ésta se

desarrolla en la altura.

El feto necesita para su desarrollo y crecimiento una adecuada suplementacion de oxigeno

y nutrientes, lo que es mediado por la placenta. Si existe hipoxia placentaria, producto de
la hipoxia materna generada por la exposicion a gran altura, esta entrega va a ser
deteriorada y repercute en el feto, que se expresa en un menor peso al nacimiento, ya que
existe una correlacién negativa entre peso al nacimiento e hipoxia placentaria (Khalid et
al.,1997). El hecho de que en este estudio los pesos al hacimiento aumentaran, puede ser
indicativo de que parte de la hipoxia placentaria y su consecuente estrés oxidativo fue
abolido por los antioxidantes y con ello, haya mejorado la capacidad de transporte de
glucosa, debido al posible blogueo del efecto inhibitorio de la expresion de
transportadores de glucosa en la placenta inducido por la hipoxia, como sefiala Zamudio
(2003). Asi, un constante aporte de glucosa previene la necesidad de gluconeogenesis fetal
y de una mayor actividad de las enzimas gluconeogénicas en el higado fetal (Fisher,
1998).
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Si se considera que una mayor glicemia materna se tradujo en una mayor glicemia fetal,
con el correspondiente aumento en la insulina y, las mejoras en los niveles sanguineos
fetales de PaO, y Sat Hb observados en los grupos con antioxidantes, se podria sospechar
de una concomitante mejora en la perfusion y flujo sanguineo placentario. Lo anterior
puede ser respaldado por los efectos atribuidos a las hormonas maternas, estradiol y
progesterona, sobre la circulacion placentaria, al promover el crecimiento y dilatacion de
los vasos sanguineos asegurando la mejor irrigacion placentaria. Con respecto a esto, la
administracion de vitamina C y E a ovejas prefiadas en la altura, aumentaron las
concentraciones de esteroides ovéricos (Parraguez y Atlagich, 2006). Esto se ve apoyado
por el aumento de la perfusién placentaria en mujeres con preclampsia que fueron
suplementadas con vitamina C y E durante el embarazo (Chappell et al., 2002).
Adicionalmente, esta demostrado que infusiones prolongadas (dias) de estradiol en la
arteria pulmonar de fetos ovinos, incrementan el flujo sanguineo pulmonar en la gestacion

tardia, demostrando sus propiedades vasoactivas (Parker et al., 2000).

En relacion con lo anterior, mujeres del Tibet, que poseen una milenaria adaptacion a la
altura, presentan un mayor flujo sanguineo a la arteria uterina, pero tienen un CaO, mas
baja comparado con mujeres a similar altitud, pero de menor tiempo de adaptacion. Sin
embargo, los pesos al nacimiento son mayores en las mujeres tibetanas (Moore, 2003).
Esto ultimo corresponde a adaptaciones que se han desarrollado durante sucesivas
generaciones con el fin de proteger contra la restriccion de crecimiento intrauterino,

producto de la exposicion a la gran altura (Moore, 2003).

Respecto a lo observado por Lee et al. (2004), quienes describieron una asociacién
positiva entre los niveles de vitamina C y E en el embarazo con el peso y tamafio de los
recién nacidos, podria atribuirse a la disminucion del estrés oxidativo mediado por las
vitaminas antioxidantes, ya que, la suplementacion con vitamina C y E a ovejas originarias
de la altura y ovejas del nivel del mar que gestaron a 3600 m.s.n.m., redujo
significativamente los niveles de marcadores sanguineos de estrés oxidativo (Parraguez,
datos no publicados), lo que se tradujo en mejoras en las variables sanguineas fetales y en
mejores pesos al nacimiento. Lo anterior concuerda con la disminucion de los niveles de

TBARS (sustancias reactivas del acido tiobarbitdrico) y carbonilos, en ratas gestantes con
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diabetes inducida, a las cuales se les administro vitaminas C y E, y con ello, la reduccién
de la presentacion de malformaciones fetales y reabsorciones embrionarias asociadas a la
prefiez diabética, dejando de manifiesto la participacion de los radicales libres en la
génesis de esta alteracion, y por lo tanto, demostrando los efectos positivos de estas

vitaminas como tratamiento preventivo (Cederberg et al., 2001).

Por lo tanto, las mejoras observadas en las variables sanguineas fetales, principalmente
glucosa y PaO,, sirven para entender que el mayor peso al nacimiento de los corderos
observados en este estudio se podria atribuir a una mayor disponibilidad de oxigeno y
glucosa y a una menor produccién de ROS para llevar a cabo un adecuado desarrollo y

crecimiento fetal intrauterino.

Asimismo, los pesos al nacimiento de los corderos registrados en nuestro estudio, tanto del
grupo HH+V y LH+V, superaron a los registrados por Parraguez et al. (2005), en corderos
bajo similares condiciones, pero que no consumieron antioxidantes, e incluso llegan a ser
equivalentes al peso de corderos nacidos a nivel del mar. Desde este punto de vista, no se
manifestd el efecto de restriccion de crecimiento y menor peso al nacimiento documentado

en gestaciones desarrolladas a gran altura (Moore, 2003; Parraguez et al, 2005).

51



CONCLUSIONES

La administracion de vitamina C y E abolio las diferencias descritas previamente para
las variables sanguineas no endocrinas entre ovejas adaptadas y no adaptadas a la
altura. En el caso de los fetos, aun cuando los valores son parecidos, se mantuvo una

menor PaO, y mayor PaCO; en los fetos gestados por madres no adaptadas a la altura.

La administracion de vitaminas C y E gener0 diferencias en las variables endocrinas
segun el lugar de origen, donde los fetos gestados por madres subidas a la altura
presentaron una mayor glicemia y menor concentracion de insulina plasmética que los
fetos gestados por ovejas nativas de la altura, con similar glicemia materna. Sin

embargo, no tuvo mayor efecto en los valores de cortisol plasmatico fetal.

Comparado con animales sometidos a las mismas condiciones y origenes, pero no
tratados con vitaminas, la administracion de vitaminas C y E mejor0 las variables
sanguineas y endocrinas fetales en grupos de altura y subidos, incrementando la PaOs,
Sat Hb, pH y glicemia y sélo en los fetos de altura aumento la insulina plasmatica, sin
modificaciones en el cortisol. Las mejoras en las variables observadas contribuyeron al
aumento de peso al nacimiento registrado en los corderos que consumieron vitaminas

durante su gestacion.
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