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RESUMEN

El presente estudio evalué los efectos de la hipoxia hipobéarica y de la
suplementacion con vitaminas antioxidantes sobre la expresiéon de HIF-1a y VEGF,
en foliculos ovulatorios y cuerpo liteo durante el ciclo reproductivo ho concepcional
en ovejas. Para ello se utilizaron 36 ovejas, divididas equitativamente en 6 grupos:
grupo originario de altura y mantenidas en altura (HH); grupo originario de altura,
mantenidas en altura, con suplementacion antioxidante (HHV); grupo originario de
nivel del mar y llevados a la altura (LH); grupo originario de nivel del mar, llevados a
la altura, con suplementacion antioxidante (LHV); grupo originario de nivel del mary
mantenidas a nivel del mar (LL); grupo originario de nivel del mar, mantenidas a
nivel del mar, con suplementacion antioxidante (LLV). Cada oveja del grupo
suplementado con vitaminas antioxidantes recibié una dosis diaria de vitamina C
(500 mg) y vitamina E (350 Ul). Se extrajeron ovarios con foliculo preovulatorio y
ovarios con cuerpo luteo al primer dia y quinto dia luego de detectarse el tercer celo
postsincronizacion respectivamente. Se realizd la técnica de inmunohistoquimica
para detectar la expresion de los factores HIF-1a y VEGF en cortes de tejido
ovarico. Los resultados indicaron que la expresion de HIF-1a en foliculos
preovulatorios fue mayor en las ovejas del nivel del mar llevadas a la altura
(P<0,001), sin observarse efecto de la suplementacion con vitaminas antioxidantes.
En cuerpo luteo, HIF-1a fue mayor en las ovejas mantenidas en altura (P<0,001) y
menor en las ovejas suplementadas con vitaminas antioxidantes (P<0,001). La
expresion de VEGF en los foliculos preovulatorios fue mayor en las ovejas
originarias de altura y originarias del nivel del mar expuestas a la altura (P<0,05). En
estos grupos la suplementacién con vitaminas antioxidantes disminuyé la expresion
de la proteina (P<0,05). La expresion de VEGF en cuerpo liteo mostré la misma
tendencia que en los foliculos. Se puede concluir que la hipoxia de altura induce una
sobreexpresion de HIF-1a y VEGF tanto en el foliculo preovulatorio como en el
cuerpo lateo. Esto puede ser parte de un mecanismo adaptativo para incrementar la

vascularizacion de estos tejidos y con ello el aporte de oxigeno. Ademas, las



vitaminas antioxidantes reducen el efecto de la altura sobre la expresion de ambas
proteinas, lo que confirma la presencia de estrés oxidativo asociado a la hipoxia
hipobérica.



ABSTRACT

The present study evaluated the effects of hypobaric hipoxia and supplementation
with antioxidant vitamin on the expression of HIF-1a and VEGF, in pre-ovulatory
follicles and corpus luteum during the non-conceptional reproductive cycle in ewes.
For this, 36 ewes were used, divided equally into 6 groups: ewes native to high
altitude kept at high altitude (HH); ewes native to high altitude kept at high altitude,
supplemented with antioxidant vitamins (HHV); ewes native to low altitude recently
arrived and kept at high altitude (LH); ewes native to low altitude recently arrived and
kept at high altitude, supplemented with antioxidant vitamins (LHV); ewes native to
low altitude kept at low altitude (LL) and ewes native to low altitude kept at low
altitude, supplemented with antioxidant vitamins (LLV). In supplemented groups,
each animal received a daily oral dose of vitamin C (500 mg) and vitamin E (350 IU)
during the entire experimental period. Ovaries with preovulatory follicles and corpus
luteum were surgically extracted at the first and fifth day after the third heat post
synchronization, respectively. Immunohistochemistry was performed to detect the
expression of HIF-1a and VEGF factors in ovarian tissue sections. The expression of
HIF-1a in preovulatory follicles was higher in ewes native to the sea level recently
arrived to altitude (P<0.001), however no effect of antioxidant vitamins
supplementation was observed. In the corpus luteum, HIF-1a was higher in ewes
kept at altitude (P<0.001) and lower in ewes supplemented with antioxidant vitamins
(P<0.001). The expression of VEGF in the preovulatory follicles was higher in ewes
native to high altitude and in the ewes native to low attitude recently exposed to
altitude (P<0.05). In these same groups, the supplementation with antioxidants
vitamins decreased VEGF expression (P<0.05). In the corpus luteum, the expression
of VEGF showed the same trend that in the follicles. In conclusion, high altitude
hipoxia induces an overexpression of HIF-1a and VEGF in the pre-ovulatory follicle
and in the corpus luteum. This may be part of an adaptive mechanism to increase

the vascularization of these tissues and thereby the oxygen supply. Moreover, the

Vi



antioxidants vitamins reduce the effect of altitude on the expression of both peptides,
confirming the presence of oxidative stress associated to hypobaric hypoxia.

Vii



INTRODUCCION

Descripcién de la temética general

Una de las funciones bioldégicas mas sensibles a los cambios del ambiente es la
reproduccion. Sin embargo, la capacidad de adaptacion en humanos y algunos
animales ha permitido la ocupaciéon de ambientes con caracteristicas complejas
para la vida, como la altura. Aun asi, la hipoxia hipobéarica es un factor ambiental
inevitable para las poblaciones de humanos y animales que habitan zonas de gran
altura, la que repercute de manera importante en la reproduccion, reduciendo la
fertilidad.

El conocimiento de la reproduccién ovina en un ambiente hipéxico en altura toma
importancia debido a que esta especie fue introducida a estas zonas en América por
colonos europeos alrededor de 500 afos atras. Sin embargo, a pesar del tiempo de
esta especie bajo condiciones de altura, la eficiencia reproductiva ovina sigue
siendo baja. Esta especie tiene gran importancia a nivel social y econémico para los
ganaderos que habitan en la altura, ya que hay cerca de 25 millones de personas
habitando en altitudes por encima de los 2500 m en paises en desarrollo y en vias
de desarrollo que se benefician de la crianza ovina (Huddleston et al., 2003). En los
territorios de altura en Chile, especialmente en la Region de Arica-Parinacota (XV
Regidn), habitan alrededor de 10.000 campesinos aymaras en zonas rurales (Censo
2002) que se dedican a la ganaderia camélida y ovina, por lo que el potencial

reproductivo de los animales de interés econémico es de vital importancia.

Vision inicial de la problematica que intenta abordar

La baja fertilidad en zonas de altura se puede atribuir a los efectos de la hipoxia y/o
del estrés oxidativo inducido por hipoxia. Esto podria incrementar la expresion del

Factor Inducido por Hipoxia 1a (HIF-1a) y del Factor de Crecimiento Vascular



Endotelial (VEGF), para mejorar el aporte de oxigeno en los tejidos involucrados en
la funcion reproductiva. Informacion preliminar indica que la administracion de
vitaminas antioxidantes como la vitamina C y E mejorarian la fecundidad en ovejas
mantenidas en altura (Parraguez et al., 2006a). Por lo tanto, parece interesante
establecer los efectos de la terapia antioxidante sobre HIF-1a y VEGF, debido al rol
de estas moléculas en la respuesta a la hipoxia y el estrés oxidativo en ovejas

criadas en altura.



REVISION BIBLIOGRAFICA

El principal estrés ambiental que se produce en altura se debe a la hipoxia
hipobarica, que produce hipoxia fisioloégica (menor cantidad de oxigeno que la
normal presente en el organismo). La severidad de la hipoxia hipobarica va
aumentando con la altura debido a la caida en la presién parcial de oxigeno

atmosférico (Beall, 2007).

En América se han encontrado evidencias de vida humana sobre los 4000 m de
altura con antigiiedad de 10.000 afios en Peru. Probablemente este periodo haya
sido suficiente para lograr una adaptacién por medio de la seleccién natural al nivel
de hipoxia existente en la zona (Gonzalez, 2007). Se describe que sobre los 4000 m
de altura, el aire contiene solamente alrededor del 60% del oxigeno del nivel del
mar. Consecuentemente, menor cantidad de oxigeno por inspiracion de aire resulta
en menos difusion de oxigeno hacia el torrente sanguineo y a las células (Beall,
2007).

Estudios iniciales sobre el efecto de la altura en reproduccién se realizaron en
ovejas, cabras, gatos y conejos. Estos demostraron que la exposicion aguda a
grandes alturas resulta en una infertilidad transitoria (Gonzalez, 2007). En ovejas,
existe escasa informacion acerca de la reproduccion en rebafios en altura y su
fertilidad en tal condicion ha sido pobremente estudiada. La reproduccion de la
especie ovina se caracteriza por ser poliéstrica estacional con una mayor actividad
en el periodo otofio-invernal, estimulada por el acortamiento del periodo diario de
luz solar. El ciclo sexual dura en promedio 17 dias, con un proestro de dos a tres
dias, un estro de aproximadamente 36 horas, un metaestro de dos a tres dias y un
diestro de 12-13 dias. La ovulacion se produce al final del celo, aproximadamente a

las 24 horas de comenzado éste (Palacios y Blanco, 2000).

Los estudios realizados en ovejas mantenidas en altura han concluido que la hipoxia

hipobarica tiene efectos significativos sobre las caracteristicas del proceso



reproductivo ovino. Se ha descrito en ovejas prefiadas sometidas a un ambiente
hipoxico, que el crecimiento intrauterino y peso del cordero al nacer disminuye,
independiente del tiempo de permanencia de la oveja en altura (Parraguez et al.,
2005). También se ha demostrado que la hipoxia provocada por la altura impacta
sobre la placenta ovina, tanto en las caracteristicas macroscopicas como
microscopicas. Se describi6 que hembras que han pasado un largo periodo en
zonas de altura han disminuido el nimero de placentomas e incrementado el
diametro de este, lo que aumenta la superficie de contacto cotiledén-caruncula y del
area del cotiledén ocupada por lumen vascular. Estas modificaciones observadas
podrian mejorar el intercambio materno-fetal, evitando de esta forma, al menos
parcialmente, los efectos de la baja tension de oxigeno en las zonas de altura
(Parraguez et al., 2006b).

Hipoxia, estrés oxidativo y funcién reproductiva

La exposicién a la altura reduce la presion de oxigeno a nivel tisular y altera el
equilibrio redox (Dosek et al.,, 2007). A nivel celular, la hipoxia produce un
incremento en la produccion mitocondrial de especies reactivas del oxigeno (ERO),
lo que puede llevar a un estado de estrés oxidativo (Pialoux et al., 2008). Los tres
principales tipos de ERO son el radical superoxido, el peroxido de hidrégeno y el
radical hidroxilo (Agarwal et al., 2005). Las ERO son continuamente generados en
las diferentes vias metabdlicas, son capaces de interactuar con diferentes
biomoléculas y provocar dafio celular. No obstante, los organismos poseen un
poderoso sistema antioxidante que protege de los efectos nocivos de los radicales
libres (Chihuailaf et al., 2002).

En estricto rigor, un radical libre se define como cualquier especie quimica de
existencia independiente que posee uno 0 mas electrones desapareados girando en
sus orbitales atdbmicos externos. Esta caracteristica le confiere la propiedad de ser
una especie quimica altamente reactiva y de corta vida. Desde el punto de vista

quimico, un radical libre puede originarse por distintos mecanismos, pero el mas



frecuente en los organismos vivos es mediante la adicion de un electrén a una

molécula estable (Chihuailaf et al., 2002).

La produccién excesiva de ERO y radicales libres in vivo tiene una variedad de
efectos dafiinos, los cuales incluyen peroxidacion lipidica de las membranas,
oxidacion de las proteinas y degradacion del DNA (Pialoux et al., 2008). Las ERO,
pueden afectar a mdultiples procesos fisiologicos desde la maduracion de los
ovocitos, la fecundacion el desarrollo del embrion y la gestacion (Cérdova et al.,
2010). En mujeres, la condicion de estrés oxidativo es capaz de repercutir en la
fertilidad y gestaciéon, generando complicaciones como aborto, preeclampsia,
ruptura de membranas y partos prematuros (Gutierrez, 2005). Ademas, se ha
descrito que las células de la granulosa y luteales responden al radical peréxido de
hidrégeno con la supresion de la accién gonadotrdpica e inhibicion de la secrecién
de progesterona. La produccién de progesterona y estradiol es reducida cuando se
afiade perdxido de hidrogeno a un cultivo de células luteales estimuladas con

gonadotropina coriénica humana (Agarwal et al., 2005).

Angiogénesis Ovérica

La regulacién de los niveles de oxigeno en la célula ha sido implicada como un
crucial aspecto de la fisiologia ovarica (Kai, 2009). La funcidén ovérica es
dependiente del establecimiento y continuo remodelamiento de un complejo sistema
vascular. Esto permite que tanto el foliculo y cuerpo liteo reciban el suministro
requerido de nutrientes, oxigeno y soporte hormonal, asi como facilitar la liberacién
de esteroides. Por otra parte, la inhibicibn de la angiogénesis resulta en la
atenuacion del crecimiento folicular, alteracién de la ovulacién y efectos negativos

en el desarrollo y funcion del cuerpo lateo (Robinson et al., 2009).

La angiogénesis se define como la formacién de nuevos vasos sanguineos desde
otros preexistentes y envuelve una serie compleja de procesos celulares y cambios

moleculares. El ovario se somete a cambios ciclicos y por ello requiere angiogénesis



continua. Los vasos permanecen en reposo hasta que un estimulo angiogénico
como la hipoxia regula factores proangiogénicos como el VEGF (Robinson et al.,
2009). El VEGF es considerado como el mayor regulador en la produccion de
nuevos vasos sanguineos en el ovario de los mamiferos, siendo un potente factor
mitogénico de las células endoteliales. También juega un papel en la mantencion
estructural e incrementa la permeabilidad de capilares (Al-zi'abi et al., 2003;
Tamanini y De Ambrogi, 2004; Rosales-Torres et al., 2010). Su expresion es
diferencial de acuerdo al tamafio y estado funcional del foliculo y se ha identificado
en células de la granulosa y teca de foliculos en diferentes estadios de desarrollo,
especialmente durante la dominancia, mientras que en foliculos atrésicos su
expresion disminuye (Julio, 2006). La produccion del VEGF incrementa la
luteinizacion de las células de la granulosa del foliculo ovulatorio. La inhibicién del

VEGEF tiene un profundo efecto inhibitorio en la funcién luteal (Fraser y Wulff, 2003).

El VEGF en la oveja es un proteina de 164 aminoacidos (Rivas et al., 2006). En los
foliculos preovulatorios del ovino, la expresion del VEGF es solamente detectable en
la teca interna. También es detectable en areas derivadas de la teca en el cuerpo
liteo (Tamanini y De Ambrogi, 2004; Rosales-Torres et al., 2010). El control de la
expresion del gen del VEGF ocurre antes y después de su transcripcion. Los
cambios en la tensidbn de oxigeno son el mecanismo esencial en la regulacién
transcripcional del VEGF, a través de la induccion del HIF-1 (Alvarez-Arroyo et al.,
2003).

HIF-1 es un heterodimero compuesto de dos subunidades, HIF-1a y HIF-1B. La
subunidad HIF-1B8 es constitutivamente expresada (Caramelo et al., 2006). La
actividad del complejo HIF es principalmente mediada por la estabilidad de la
proteina de la subunidad a. En condiciones de normoxia, la subunidad a es
constitutivamente expresada, pero rapidamente degradada. Ante el cambio a un
ambiente bajo en oxigeno, la subunidad a se estabiliza y se trasloca al nucleo. A
concentraciones normales de oxigeno la subunidad a del complejo HIF es
hidroxilada en dos residuos de prolina altamente conservados. La proteina HIF-1a

hidroxilada se une a la proteina VHL (von Hippel-Lindau), esta es necesaria para



unir la ubiquitina y asi, el complejo ubiquitina-HIF1a es reconocido por el
proteosoma y degradado. Con este mecanismo se impide la acumulacién
citoplasmética de la proteina HIF-1a y su traslocacion al nucleo; por lo tanto, impide
la activacion de genes que contienen la secuencia de respuesta a hipoxia (Wagner,
2011; Aquino y Gonzalez, 2010). En normoxia HIF-1a no se detecta y su tiempo de
vida media es de 5 minutos, pero en hipoxia su vida media aumenta

considerablemente hasta 30 minutos (Marin-Hernandez, 2009; Li et al., 2009).

El incremento en la expresion de VEGF en condiciones de hipoxia ocurre a través
de mecanismos moleculares de aumento de transcripcién y/o estabilizacion de su
MRNA. La regulacién transcripcional del VEGF en condiciones de hipoxia esta
mediada por la unién de HIF-1 a secuencias especificas localizadas en el promotor
del VEGF (Caramelo et al., 2006).

Ya que la mitocondria es el mayor organelo consumidor de oxigeno, se puede
esperar que juegue una funcién central en el proceso sensible al oxigeno mediante
la variacién de la produccion de las ERO durante la hipoxia (Basini et al., 2004). Las
ERO también parecen jugar un rol en el proceso de sefializacién que controla a HIF-
1a. Sin embargo, aunque las ERO han sido reconocidos como un sensor del
oxigeno en la estabilizacion de HIF-1a bajo condiciones de hipoxia en experimentos
in vitro, la cinética de la produccién de ERO y su importancia hacia la proteina HIF-

1a no han sido completamente dilucidadas (Pialoux et al., 2008).
. Angiogénesis Folicular

Mientras se desarrolla el foliculo bajo condiciones normales, la difusién del oxigeno
hacia el ovocito es dificultada por las células de la granulosa y la zona pelicida a
medida que estas proliferan. Por ello el consumo de oxigeno demandado por el
ovocito es obstaculizado en la ovulacion, debido al aumento del grosor de las capas
celulares que lo rodean. El VEGF es controlado por regulacion endocrina, paracrina
y autocrina, por factores de crecimiento, citoquinas y una variedad de influencias

ambientales como la hipoxia (Kai, 2009).



La estructura del foliculo consiste en un ovocito rodeado por una zona pellcida y
una capa de células granulosas. Luego en el foliculo en desarrollo, las células se
desarrollan en dos capas; la capa de la teca, que tiene su propio suministro vascular
y, la capa granulosa, que es avascular (Tamanini y De Ambrogi, 2004). Los foliculos
primordiales que no crecen y los foliculos preantrales de crecimiento lento no
presentan suministro vascular por si mismos, pero se apoyan en los vasos del
estroma circundante (Tamanini y De Ambrogi, 2004). Sin embargo, durante el
desarrollo del antro en el foliculo, la teca adquiere dos redes capilares localizadas
en la teca interna y externa, respectivamente (Tamanini y De Ambrogi, 2004).
Durante el desarrollo folicular, una gradiente de oxigeno que disminuye hacia el
ovocito puede limitar la capacidad de la fosforilacién oxidativa de los ovocitos, como
también la proliferacion de células de la granulosa (Kai, 2009). La adquisicion de un
adecuado suministro vascular es posiblemente un paso limitante en la selecciéon y

maduracion del foliculo destinado a ovular (Tamanini y De Ambrogi, 2004).
. Angiogénesis Luteal

Estudios en rumiantes han mostrado que el cuerpo luteo es uno de los tejidos mas
altamente vascularizados en el organismo (Al-zi’abi et al., 2003). Una caracteristica
importante durante el desarrollo del cuerpo liteo es su gran demanda metabdlica

debido a la elevada tasa de crecimiento (Rosales y Guzman, 2008).

En ovejas, el foliculo ovulado que pesa alrededor de 40 mg tiene que desarrollarse
hasta un cuerpo liteo maduro de entre 600 y 700 mg en 3 6 4 dias. Esta elevada
tasa metabdlica implica un gran desarrollo de vasos sanguineos para satisfacer las
necesidades de oxigeno y nutrientes de esta glandula. Para ello el VEGF y sus
receptores, juegan un papel fundamental en la formacion de vasos sanguineos
durante el desarrollo del cuerpo liteo que le permite cubrir estas demandas

(Rosales y Guzman, 2008).

El estudio de Nishimura y Okuda (2010) indic6 que el cuerpo liteo temprano se

desarrolla bajo condiciones de hipoxia y sugieren que HIF1, activado bajo estas



condiciones, contribuye al establecimiento del cuerpo Ilateo induciendo la
angiogénesis via VEGF en bovinos.

Estudios cuantitativos en el cuerpo lateo ovino han revelado que en la etapa luteal
temprana, las células endoteliales constituyen aproximadamente el 85% de las
células en proliferacion y representa mas del 50% de las células presentes en el
cuerpo lateo maduro (Al-zi'abi et al., 2003).

Después de la ovulacion, la membrana basal entre las capas de la granulosa y la
teca, se somete a una disolucién y los capilares tecales se expanden por brotes en
la granulosa avascular para formar una densa red de capilares sinusoidales que

rodean las células de la granulosa luteinizadas (Tamanini y De Ambrogi, 2004).

Estudios realizados en bovinos demuestran que la hipoxia no afecta la produccion
de progesterona en células luteales de etapas tempranas en la formacion del cuerpo
lateo, mientras que si disminuyd en células luteales de etapas medias (Nishimura y
Okuda, 2010). Estos hallazgos indican que la respuesta de las células a la hipoxia
cambia desde etapas tempranas a medias y se sugiere que células de etapas
tempranas son mas resistentes a la disminucion de progesterona inducida por la

hipoxia que las células luteales de etapas medias (Nishimura y Okuda, 2010).

La regresion luteal incluye la degeneracion de los vasos y células esteroidogénicas.
Sin embargo, las células endoteliales de los microvasos son las primeras en
experimentar apoptosis en el inicio de la regresion del cuerpo liteo. La regresion
estructural del cuerpo liteo comienza con la pérdida de las uniones estrechas de las
células endoteliales y la ruptura de la barrera permeable de la pared vascular. Como
resultado, las células endoteliales capilares se desprenden de la membrana basal y
ocluyen los vasos sanguineos pequefios. Los capilares desaparecen, mientras las
arteriolas con pared engrosada aparecen, aparentemente como resultado de un
incremento de las células musculares lisas. Se puede detectar la regresion del
cuerpo lateo ovino desde los dias 12-15 de la fase luteal, ya que en esos dias se ha

observado una reduccion de su contenido de ADN (Tamanini y De Ambrogi, 2004).



Vitaminas Antioxidantes

Los gametos estan equipados con sistemas antioxidantes naturales para
contrarrestar los efectos toxicos de las ERO, por lo que la funcibn de un
antioxidantes es actuar como un donador de electrones, capaz de evitar una
reaccion de oOxido-reduccién en cadena. Los antioxidantes son moléculas que
previenen la formacién descontrolada de radicales libres o inhiben sus reacciones
(Cordova et al., 2010). Bajo condiciones normales, los antioxidantes enddgenos
convierten las ERO en agua, para prevenir el estrés oxidativo. Existen dos tipos de
antioxidantes, los enziméticos y los no enzimaticos. Entre los antioxidantes no
enzimaticos, los mas conocidos son la vitamina C y E (Agarwal et al., 2005). La
suplementacion de vitaminas C y E durante la gestacidn ovina en altura previene el
estrés oxidativo inducido por la hipoxia, e incrementa el peso de corderos recién
nacidos (Parraguez et al.,, 2011). Ademas, el consumo de una dieta rica en
vitaminas C y E en mujeres con endometriosis mostré una disminuciéon en los
marcadores de estrés oxidativo en sangre periférica después de cuatro meses de
intervencion (Mier et al., 2008). Un estudio realizado en 97 hombres sanos no
fumadores de entre 20 y 80 afios que ingirieron una dieta alta en vitaminas
antioxidantes C y E evidenci6 un mejoramiento en la calidad del semen, en
comparacion con los hombres que ingirieron una baja o moderada cantidad de
antioxidantes, lo que demuestra una correlaciéon entre el incremento de la ingesta
diaria de antioxidantes y el mejoramiento de parametros seminales (Silver et al.,
2005).

La vitamina C es un antioxidante hidrofilico encontrado principalmente en plantas.
Se encuentra bajo la forma de ascorbato, distribuido intra y extracelularmente.
Intracelularmente, la vitamina C podria actuar como un antioxidante para regular la
expresion de genes, regular la traduccién de mRNA o prevenir el dafio oxidativo de
las proteinas intracelulares (Chihuailaf et al.,, 2002). Extracelularmente también
podria tener un rol protectivo contra el dafio oxidativo y mediadores de la oxidacion.
Reacciona en forma directa con los radicales libres superéxido, hidroxilo y varios

hidroperoxidos lipidicos. También actia sobre el radical libre tocoferoxilo (forma
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oxidada) regenerando la vitamina E hacia su forma reducida (Padayatty et al.,
2002). La absorcién de la vitamina C se lleva a cabo en el yeyuno, mediante un
proceso saturable segun la dosis, lo que traduce que a mayor ingestion, la absorcién
proporcional disminuye (Cérdova et al., 2010).

La vitamina E es el antioxidante lipofilico més efectivo en la naturaleza, protegiendo
los acidos grasos insaturados en las membranas celulares del ataque de los
radicales libres (Chihuailaf et al.,, 2002). La vitamina E se compone de ocho
isdbmeros estructurales de tocoferol. La captura de radicales libres superoxido,
hidroxilo y peroxilos lipidicos la desarrolla en membranas celulares y subcelulares
como la mitocondria y reticulo endoplasmico liso. Para estabilizar un radical libre, el
tocoferol se convierte en el radical libre tocoferoxilo. Sin embargo, el tocoferoxilo
retorna a su estado original a través de reacciones mediadas por la coenzima Q y
en menor grado por las vitaminas C y A (Landvik et al., 2002). La absorcion de la
vitamina E dietaria, ocurre via los quilomicrones en el yeyuno y posteriormente pasa
a la via del sistema linfatico. Los tocoferoles son transportados como parte del
complejo de las lipoproteinas. Su absorcién requiere de sales biliares y jugos
pancreaticos cuya secrecion es estimulada por la grasa dietaria (Cérdova et al.,
2010).

El objetivo de este trabajo es determinar el efecto de la suplementacién de vitaminas
antioxidantes en la expresiéon inmunohistoquimica del HIF-1a y del VEGF en

foliculos ovaricos y cuerpo lateo de ovejas sometidas a un ambiente hipoxico.

11



MATERIALES Y METODOS

Lugar

El estudio se realiz6 en el Centro Internacional de Estudios Andinos (INCAS) de la
Universidad de Chile en la localidad de Putre, Regién de Arica y Parinacota, ubicado
a 3600 msnm y en la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la

Universidad de Chile, en Santiago, a 540 msnm.
Animales

Los animales considerados en este estudio corresponden a ovejas criollas nacidas a
una altura sobre 3500 m, originadas a partir de los rebafios de ovejas que viven a
gran altitud por varias generaciones y ovejas criollas nacidas en altitudes menores a
los 600 m, cuyos padres pertenecen a rebafios nativos de baja altitud. A partir de
este tipo de ovejas, se formaron seis grupos, de seis animales cada uno: ovejas
nativas de altura mantenidas en altura (HH), ovejas nativas de altura mantenidas en
altura con tratamiento antioxidante (HHV), ovejas nativas de baja altitud llevadas a
la altura (LH), ovejas nativas de baja altitud llevadas a la altura con tratamiento
antioxidante (LHV), ovejas nativas de baja altitud mantenidas a baja altura (LL) y
ovejas nativas de baja altitud mantenidas en baja altura con tratamiento antioxidante
(LLV).

Los animales se alimentaron con 2 kg de heno de alfalfa por dia, suministrado en
dos raciones (mafiana y tarde). Los grupos HHV, LHV y LLV recibieron junto con
una pequefia fracciébn de la primera racion de alfalfa, 500 mg de vitamina C
(Quimagro S.A., Chile) y 350 Ul de vitamina E (Quimagro S.A., Chile), desde una
semana antes de la sincronizacién de celos y hasta el final del estudio. Todos los
grupos contaron con disponibilidad de agua ad libitum. En cada localidad, las ovejas
se mantuvieron en dos corrales, uno para las suplementadas y otro para las no

suplementadas con vitaminas.
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Manejo de los animales

La actividad reproductiva se sincroniz6 en las hembras con dos dosis separada por
siete dias, de un andlogo sintético de prostaglandina F2a (Cloprostenol 125 ug, IM).
Se utilizaron dos machos criollos vasectomizados en cada lugar, que se alternaron
diariamente entre las ovejas sin tratamiento antioxidante y las ovejas con

tratamiento antioxidante.

Después de la segunda administracion de Cloprostenol, los machos fueron pintados
en el area del pecho con una mezcla de tierra de color y aceite vegetal e
introducidos a cada grupo de ovejas respectivamente. Esto permitié detectar a las
hembras que presentan celo por la aparicién de la marca de color en su grupa. Los
machos se alternaron diariamente entre corrales. Ademas, se realizd un
seguimiento de la actividad ovarica mediante ecografias transrectales cada dos dias

en cada oveja con un transductor de 7MHz.

El dia 1 del tercer celo, se realiz6 una ovariectomia del ovario con el foliculo
dominante en 3 animales de cada grupo, usando la técnica de laparoscopia bajo
ketamina (20 mg/kg) como anestésico. Después de cinco dias desde el tercer celo,
los otros 3 animales de cada grupo fueron anestesiados para realizar la

ovariectomia del ovario que presenté el cuerpo liteo mediante laparoscopia

Manejo de muestras

Los ovarios que contenian tanto los foliculos dominantes como cuerpo liteo se
fijaron en una solucién de paraformaldehido 4% en amortiguador fosfato, pH 7.4,
para después ser incluidos en parafina, mediante técnica estandar para
procedimientos histolégicos. Luego se obtuvieron cortes de tejido de 6 pm de
grosor. Alternadamente, se utilizaron cortes para tincion con hematoxilina-eosina (H-

E) y para inmunohistoquimica para deteccion de HIF-1a y VEGF.
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Para la deteccion inmunohistoquimica de HIF-1a, se uso el anticuerpo policlonal de
conejo anti-HIF-1a (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California, USA),
siguiendo la técnica descrita por Daponte et al. (2008), como segundo anticuerpo se
uso el anticuerpo IgG-B desarrollado en cabra anticonejo (sc-2040, Santa Cruz,
California, USA). Para la deteccion inmunohistoquimica de VEGF se utilizé el
anticuerpo policlonal anti-VEGF (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA.,
USA), como segundo anticuerpo se usoé el anticuerpo IgG-B desarrollado en cabra
anticonejo (sc-2040, Santa Cruz, California, USA) siguiendo los procedimientos
descritos en placenta ovina por Parraguez et al. (2010). El control de la reaccion
inmunohistoquimica para ambas proteinas se realizé incubando la muestra sin el
primer anticuerpo. Se obtuvieron tres cortes por cada ovario, de los que se
analizaron cinco campos épticos por corte. La tincién para cada proteina especifica
fue evaluada mediante un microscopio de luz con magnificaciones de 100-400x. Las
imagenes digitales fueron capturadas y almacenadas en un computador, para luego
analizar la densidad de la tincion mediante el software ImageJ (NIH, USA, free
software), usando la metodologia descrita por Girish y Vijayalakshmi (2004).

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados por medio de analisis de varianza, siguiendo
el modelo factorial incompleto, donde los factores de variacién fueron el origen de la
oveja (altura o nivel del mar), lugar donde se desarroll6 su actividad reproductiva
(altura o nivel del mar) y suplementacion con vitaminas (sin o con). Cuando el
ANOVA resulté significativo se realiz6 el test post-hoc de Duncan para establecer
cudles son los grupos diferentes. Los resultados se consideraron significativos
cuando p <0,05. El andlisis se realizé por medio del software SPSS15.0 (IBM

Corporation).

14



RESULTADOS

Expresion del HIF-1a

Los resultados obtenidos mediante la técnica de inmunohistoquimica para HIF-1a
en foliculos (Fig. 1) reflejaron efectos significativos entre los origenes de cada grupo
y la altura donde ciclaron (P<0,001 en ambos casos). Se mostraron diferencias
significativas en la interaccién entre la altura donde ciclaron las ovejas y la

suplementacion con vitaminas antioxidantes (P=0,016).

Fig. 1

Expresion de HIF-1a en foliculos ovulatorios de ovejas mediante la técnica de

inmunohistoquimica
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Letras distintas indican diferencia significativa entre los grupos; p<0,05.

LL: Grupo de animales originario de nivel de mar, ciclo a nivel del mar;

LLV: Grupo de animales originario de nivel de mar, ciclo a nivel del mar, suplementado con vitaminas;
LH: Grupo de animales originario de nivel de mar, ciclo de altura;

LHV: Grupo de animales originario de nivel del mar, ciclo de altura, suplementado con vitaminas;

HH: Grupo de animales originario de altura, ciclo de altura;

HHV: Grupo de animales originario de altura, ciclo de altura, suplementado con vitaminas.
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La inmunohistoquimica de HIF-1a en cuerpos luteos (Fig. 2) evidencié efectos
significativos en la altura donde ciclan (P<0,001) y en la suplementacion de
vitaminas antioxidantes (P<0,001). También se revel0 interaccion entre la altura

donde ciclan las hembras y la suplementacion antioxidante (P=0,014).

Fig. 2

Expresion de HIF-1a en cuerpos luteos de ovejas mediante la técnica de

inmunohistoquimica
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Letras distintas indican diferencia significativa entre los grupos; p<0,05.

LL: Grupo de animales originario de nivel de mar, ciclo a nivel del mar;

LLV: Grupo de animales originario de nivel de mar, ciclo a nivel del mar, suplementado con vitaminas;
LH: Grupo de animales originario de nivel de mar, ciclo de altura;

LHV: Grupo de animales originario de nivel del mar, ciclo de altura, suplementado con vitaminas;

HH: Grupo de animales originario de altura, ciclo de altura;

HHV: Grupo de animales originario de altura, ciclo de altura, suplementado con vitaminas.
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Expresion de VEGF

Los resultados obtenidos mediante la técnica de inmunohistoquimica para VEGF en
foliculos (Fig. 3) evidencié efectos significativos en la altura donde ciclaron las
hembras, la suplementacion de vitaminas antioxidantes y el origen de los animales
(P=0,003, 0,016 y 0,049, respectivamente). También hubo interaccion entre altura
donde ciclan y la suplementacién de antioxidantes (P=0,005).

Fig. 3

Expresion de VEGF en foliculos ovulatorios de ovejas mediante la técnica de

inmunohistoquimica
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Letras distintas indican diferencia significativa entre los grupos; p<0,05.

LL: Grupo de animales originario de nivel de mar, ciclo a nivel del mar;

LLV: Grupo de animales originario de nivel de mar, ciclo a nivel del mar, suplementado con vitaminas;
LH: Grupo de animales originario de nivel de mar, ciclo de altura;

LHV: Grupo de animales originario de nivel del mar, ciclo de altura, suplementado con vitaminas;

HH: Grupo de animales originario de altura, ciclo de altura;

HHV: Grupo de animales originario de altura, ciclo de altura, suplementado con vitaminas.
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En el caso de la expresion del VEGF en los cuerpos lateos ovinos (Fig. 4) solo fue
significativo el efecto de la altura donde ciclan (P<0,001). También hubo interaccion
entre el lugar donde ciclan y la suplementacién de vitaminas (P<0,001).

Fig. 4

Expresion de VEGF en cuerpos luteos ovinos mediante la técnica de

inmunohistoquimica
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Letras distintas indican diferencia significativa entre los grupos; p<0,05.

LL: Grupo de animales originario de nivel de mar, ciclo a nivel del mar;

LLV: Grupo de animales originario de nivel de mar, ciclo a nivel del mar, suplementado con vitaminas;
LH: Grupo de animales originario de nivel de mar, ciclo de altura;

LHV: Grupo de animales originario de nivel del mar, ciclo de altura, suplementado con vitaminas;

HH: Grupo de animales originario de altura, ciclo de altura;

HHV: Grupo de animales originario de altura, ciclo de altura, suplementado con vitaminas.
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DISCUSION

El presente estudio demostr6 en general un efecto de los antioxidantes sobre la
prevencién de los efectos del estrés oxidativo inducido por hipoxia en la expresion

de las proteinas HIF-1a en y VEGF en el ovario ovino.

La expresion de HIF-1a en foliculos y cuerpos lateos de ovejas sometidas a un
ambiente de hipoxia hipobarica fue mayor que en el caso de ovejas mantenidas en
un ambiente de normoxia. No se encontraron trabajos similares en la literatura. Sin
embargo, en varios estudios en otros tejidos se describié el efecto de la hipoxia
sobre la expresion de HIF-1a. En ratas, se observd un incremento de la expresiéon
de esta proteina en los cuerpos carotideos bajo hipoxia crénica en comparacion con
ratas en normoxia (Di Giulio et al, 2005). Este mismo resultado se observé en otro
estudio realizado en ratones donde se concluy6é que la expresién de HIF-1a en el

cerebro, rifién e higado aumenta en hipoxia (Stroka et al., 2001).

Nuestro estudio también evidenci6 diferencias significativas en la expresion de HIF-
1a en los dos grupos sometidos a un ambiente hipdxico (LH y HH), donde LH
mostrd una expresion mayor que el grupo HH. Esto indica que las ovejas originarias
del nivel del mar responden mas negativamente al estimulo hipéxico, a diferencia de

las ovejas que ya se encontraban adaptadas por generaciones a este ambiente.

La expresion de VEGF en condiciones de hipoxia fue mayor que en un ambiente de
normoxia. No se encontraron trabajos en células ovaricas sanas. Sin embargo,
estudios hechos en células cancerigenas de ovario demostraron que la hipoxia
incrementa la expresion de VEGF a través de la regulacion de HIF-1a (Horiuchi et
al., 2002). Este mismo resultado se observé en tejido placentario ovino, donde se
mostré que la expresion de VEGF es significativamente mayor en hipoxia que en
normoxia (Parraguez et al.,, 2010). Estudios realizados en pulmones de ratas
sometidos a hipoxia aguda y cronica también demostraron que la expresion de

VEGF se incrementa en comparacion con los individuos bajo un ambiente de

19



normoxia (Tuder et al., 1995). Sin embargo, experimentos realizados en humanos
demostraron que bajo condiciones de hipoxia, la concentracion de VEGF plasmatica
en humanos sanos es menor que en individuos bajo condiciones de normoxia
(Oltmanns et al., 2005). La misma tendencia se observo en el tejido placentario de
mujeres que vivian en condiciones de hipoxia hipobérica, donde se pudo observar
gque la peroxidacién lipidica, como indicativo de estrés oxidativo, fue
significativamente mayor en las mujeres de ambientes hipoxicos que en mujeres de
ambientes normdxicos (Zamudio et al., 2007). Otro estudio realizado en los vasos
sanguineos que perfunden el muasculo gastrocnemio de ratas concluyé que la
exposicion prolongada a la hipoxia disminuye la expresion de VEGF en los vasos
sanguineos de este musculo (Olfert et al., 2001). Por lo tanto, cdmo es que la

hipoxia afecta la expresién de VEGF sigue siendo un tema controversial.

Los resultados de la expresion de VEGF en foliculos ovulatorios de ovejas
sometidas a hipoxia fueron contradictorios, ya que se esperaba segun los resultados
de HIF-1a (Horiuchi et al., 2002), que la expresion de VEGF de ovejas sometidas a
hipoxia hipobarica fuese mayor en el grupo LH como respuesta a la condicion aguda
de la hipoxia. Sin embargo, fue el grupo HH el que manifestd la mayor expresion de
VEGF de manera significativa. Ademas, al observarse que generaciones originarias
de zonas de altura logran una adaptacion al ambiente bajo condiciones de hipoxia
hipobarica (Gonzalez, 2007), se esperaba que LH mostrara una mayor expresion de
VEGF en foliculos que HH como respuesta de tipo aguda a la hipoxia hipobarica
(Moreno et al, 2003), lo que se observdé como tendencia en los resultados de la
expresion de VEGF en cuerpo lUteo. Este resultado de la expresion de VEGF en
cuerpo lateo también concuerda con un estudio realizado en tejido placentario ovino,
donde se observo, al igual que en este trabajo que la expresion de esta proteina en

el grupo LH fue mayor que en el grupo HH (Parraguez et al., 2010).

Los resultados de este estudio en relacion con la suplementacion con vitaminas
antioxidantes revelan que en general, estas disminuyen la expresion tanto de HIF-
la como de VEGF en los grupos mantenidos en la altura. Sin embargo, hubo

diferencias en la respuesta a esta suplementacion, que se traducen en que los
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foliculos presentan respuestas de menor magnitud, lo que lleva a que en algunos
casos la respuesta no logra significancia estadistica. Esto podria deberse a una
menor llegada de antioxidantes al territorio folicular en comparacién con el luteal, o
bien, a que los foliculos estan naturalmente mejor protegidos del estrés oxidativo

que los cuerpos lateos.

Estudios realizados para evaluar las vitaminas antioxidantes sobre los efectos del
estrés oxidativo han demostrado que estos efectos se reducen. Por ejemplo,
estudios realizados en ovejas para evaluar el efecto del tratamiento con vitaminas
antioxidantes sobre caracteristicas placentarias y de recién nacidos en hembras
gestantes en altura, demostraron el efecto preventivo de la suplementacion
vitaminica sobre el estrés oxidativo (Parraguez et al., 2011). Se ha visto también
que la suplementacion vitaminica en mujeres embarazadas puede prevenir la
ruptura prematura de membranas, la que se asocia con el estrés oxidativo. Se
observé gque en pacientes con concentraciones plasmaticas de vitamina C menores
de 10 umol/L, es mucho mayor la frecuencia de aparicién de la ruptura prematura de
membranas espontanea que cuando la concentracion de esta vitamina son mayores
de 30 pmol/L (Siega-Riz et al, 2003). Ademas, estudios in vitro sugieren que la
vitamina E juega un papel sinérgico con la vitamina C al incrementar su capacidad
antioxidante contra las ERO, por lo que se concluyé que la suplementacion con
ambas vitaminas podria ofrecer prevenciéon contra la ruptura prematura de

membranas inducida por ERO (Woods et al., 1999).

En un estudio realizado sobre el efecto de la vitamina C en el crecimiento tumoral,
se descubrié que el ascorbato tiene un efecto negativo sobre la expresion de HIF-
1a, lo que planted la cuestidon de que la vitamina C podria inhibir la adaptacion a la
hipoxia inducida por el tumor sélido (Li y Schellhorn, 2007). Esto podria explicar el
efecto significativo de la disminucién en la expresion de HIF-1a en cuerpos luteos de
ovejas sometidas a un ambiente hipéxico y suplementadas con vitaminas
antioxidantes. Este estudio demostr6 en general que la suplementacion con
vitaminas antioxidantes disminuye la expresion de VEGF en las ovejas sometidas a

hipoxia hipobérica. Estos resultados se han observado en estudios realizados en
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otros tejidos. Por ejemplo, se ha demostrado en cultivos celulares de fibroblastos en
presencia de VEGF y vitamina E, que esta vitamina actiia como un potente factor
antiangiogénico, disminuyendo la expresion del receptor de VEGF, lo que resulta en
la inhibicién de la angiogénesis (Miyazawa et al., 2004). Ademas, se ha demostrado
gque la vitamina E reduce la liberacion de la proteina angiogénica VEGF en células
tumorales humanas (Schindler y Mentlein, 2006). Un estudio realizado para evaluar
el efecto conjunto de la vitamina C y E en la expresion de VEGF en
hipercolesterolemia porcina, demostré que la expresion de VEGF se induce en la
hipercolesterolemia mediante el aumento del estrés oxidativo y HIF-1a es uno de los
mecanismos de sefializacion implicados (Rodriguez et al., 2005). En nuestro estudio
se observo una relacién similar entre ambos compuestos, sin embargo, esto no se
reflej6 en las ovejas nativas de la altura, o que hace suponer un mecanismo
adaptativo que las diferencia de los otros grupos. La prevencion del aumento en la
expresion de VEGF podria ayudar a explicar los efectos beneficiosos de las
vitaminas C y E en la hipercolesterolemia inducida en aterosclerosis experimental
(Rodriguez et al., 2005).
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CONCLUSION

La hipoxia de altura induce una sobreexpresion de HIF-1a y VEGF tanto en el
foliculo preovulatorio como en el cuerpo lateo. Esto puede ser parte de un
mecanismo adaptativo para incrementar la vascularizacion de estos tejidos y con
ello el aporte de oxigeno. Ademas, las vitaminas antioxidantes reducen el efecto de
la altura sobre la expresion de ambas proteinas, lo que sugiere la presencia de
estrés oxidativo asociado a la hipoxia hipobéarica. Aunque este ultimo efecto podria
tender a reducir la vascularizacion ovérica, ello podria ser compensado por una
mejora en la capacitancia del lecho vascular, lo que tenderia a mejorar la

funcionalidad de las estructuras ovaricas.
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