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RESUMEN

La hipoxia hipobéarica de altura tiene efectos significativos en varias caracteristicas del
proceso de reproduccion ovino, donde el estrés oxidativo cumple un rol fundamental. En
este estudio se evalud el efecto de la hipoxia y/o el estrés oxidativo sobre la densidad de
células luteales y la expresion de apoptosis en cuerpos lateos (CLs) de ovejas que ciclaron
en altura y a nivel del mar, analizando ademas el efecto de la suplementacion con vitaminas
antioxidantes C y E. Se obtuvieron CLs de ovejas nativas de baja altura que ciclaron a nivel
del mar y en altura y CLs de ovejas nativas de altura que ciclaron en altura. Las ovejas se
organizaron en grupos con y sin suplementacion con vitaminas antioxidantes C (500 mg) y
E (350 UlI), la cual se realiz6 en el lugar en que ciclaron las ovejas. Se evalud la expresion
de apoptosis a través de la técnica inmunohistoquimica TUNEL (TdT-mediated dUTP-
biotin nick end-labeling). Los datos obtenidos se analizaron por medio de andlisis de
varianza (ANDEVA). La incidencia de apoptosis (células positivas para TUNEL) en los
CLs fue mayor en ovejas expuestas a la altura. La suplementacion con vitaminas no mostré
efectos a nivel del mar, mientas que en ovejas expuestas a la altura presenté un efecto
diferente, incrementando la frecuencia de apoptosis en las nativas del nivel mar que
ciclaron en altura y disminuyendo ésta en las nativas de la altura. Segun estudios anteriores
la respuesta diferente en estos grupos podria deberse a la menor expresion de factores
citoprotectores, como a la disminuida disponibilidad plasmética de la hormona luteotrdpica
(LH), sumado a la escasa vascularizacion luteal, en el caso de las nativas del nivel del mar
expuestas a la altura; y al aumento tanto en la disponibilidad plasmatica de la LH como en
la vascularizacion del tejido luteal, en el caso de las nativas de altura. En conclusién, la
suplementacion con vitaminas antioxidantes C y E contrarresta la apoptosis en CLs
desarrollados en condiciones de estrés oxidativo inducido por hipoxia hipobérica de altura,
solo en los animales ambientados a esta condicién, mientras que en CLs de ovejas

recientemente expuestas a la altura no genero los efectos esperados.



ABSTRACT

High altitude hypobaric hypoxia has significant effects on several traits of sheep breeding
process where oxidative stress plays a fundamental role. In this study the effect of hypoxia
and/or oxidative stress on luteal cells density and apoptosis expression in corpora lutea
(CL) of sheep cycling at high and low altitude was evaluated. The effect of
supplementation with antioxidant vitamins C and E was also tested. CLs from low altitude
natives ewes, whose cycle were at sea level and at high altitude and CLs from high altitude
native ewes, whose cycle were at high altitude were obtained. Ewes were organized into
groups with and without supplementation with antioxidant vitamins C (500 mg) and E (350
IU) that was performed in the place in which the sheep were cycling. The expression of
apoptosis was assessed through TUNEL (TdT-mediated dUTP-biotin nick end-labeling)
technique. The data obtained were analyzed through analysis of variance (ANOVA). The
incidence of apoptosis (TUNEL-positive luteal cells) in CLs was higher in sheep exposed
to high altitude. Vitamin supplementation showed no effect at sea level, while in sheep
exposed to high altitude it showed a different effect, increasing the frequency of apoptosis
in sea level natives ewes and decreasing it in the high altitude natives ewes. According to
previous studies, the different response in these groups could be caused by lower
expression of cytoprotective factors as well as to the reduced availability of luteotropic
plasma hormone (LH), in addition to poor luteal vascularization, in the case of sea level
natives; and in the case of natives to high altitude, to increased availability in both plasma
LH and luteal tissue vascularization. In conclusion, supplementation with antioxidant
vitamins C and E, counteracts apoptosis in CLs developed in conditions of oxidative stress
induced by high altitude hypobaric hypoxia, only in animals acclimated to this condition,
while in CLs from ewes that were recently exposed to cycling at high altitude, it did not

generate the expected effects.



INTRODUCCION

Aunque existen registros de miles de afios que demuestran la existencia de vida humana a
gran altura (>3000 m.s.n.m.), aun hoy, la baja concentracion de oxigeno propia de este
ambiente sigue generando efectos adversos sobre la salud reproductiva. Diversos estudios
han demostrado alteraciones como baja fertilidad, partos prematuros o complicados con
patologias como pre-eclampsia, diabetes gestacional e incluso aborto, recién nacidos con
peso bajo al nacimiento y mayor mortalidad neonatal. Todas estas alteraciones se hacen aun
mas evidentes cuando se trata de poblaciones recién expuestas a este ambiente, lo que
sugiere cierto nivel de adaptacion de los habitantes nativos de gran altura, dado

principalmente por el mayor tiempo de residencia.

Alrededor de 140 millones de personas viven en forma permanente a gran altura,
distribuidas entre América, Africa y Asia. Por esta razon, es importante realizar estudios
que permitan determinar aspectos que mejoren los procesos reproductivos tanto humanos
como animales. En este sentido, los resultados obtenidos a partir de ensayos realizados con
el modelo ovino son de gran valor, permitiendo por un lado, mejorar la productividad de
esta especie que resulta ser un recurso econémico importante para los habitantes rurales en
zonas de gran altura y por otro lado, aportar informacion relevante que puede ser
extrapolada a la poblacion humana que, por razones éticas, no podria ser obtenida

directamente a partir de estudios en personas.

Se sugiere que el estrés oxidativo inducido por hipoxia hipobarica de altura es uno de los
responsables de la baja fertilidad en este ambiente. Hipdtesis que se ve reforzada por
ensayos en los que la suplementacion con antioxidantes (vitaminas C y E) genera un efecto
positivo, aumentando la fertilidad de ovejas nativas de altura y previniendo su disminucion
en ovejas recientemente expuestas a ciclar en este ambiente. Esta baja fertilidad podria ser
el resultado de la alteracion en el desarrollo y funcion del cuerpo luteo (CL) que, en estas

ovejas, se caracteriza por presentar un menor tamafio que a nivel del mar.

En este estudio se evalud el efecto de la hipoxia y/o el estrés oxidativo inducido por
hipoxia, sobre la densidad de células luteales y la magnitud de la expresion de apoptosis en
cuerpos luteos (CLs) de ovejas que ciclaron en altura y a nivel del mar, analizando ademas

el efecto de la suplementacion con vitaminas antioxidantes C y E.



REVISION BIBLIOGRAFICA

La vida a gran altura se caracteriza por un entorno con predominio de baja presion
barométrica, frio, aridez y alta radiacion cdsmica y solar (Gonzales, 2007). La presion
atmosférica es menor que a nivel del mar, dando lugar a un ambiente con una presion
parcial de oxigeno (pO,) disminuida (3000 m.s.n.m., presion barométrica ~ 795 hPa, pO,
78% en relacion al nivel del mar). Esto a su vez genera una reduccion en la pO, a nivel
arterial y por ende la cantidad de oxigeno disponible para los tejidos decae (Frisancho,
2013).

La exposicion a la menor presion de oxigeno conduce a un escenario complejo de cambios
tanto metabolicos como fisioldgicos. Uno de ellos es el estrés oxidativo (OS) derivado del
exceso de produccion de las especies reactivas del oxigeno (ROS) que superan la capacidad
antioxidante natural del organismo y cuya consecuencia es la generacion de dafio celular
(Mgller et al., 2001).

Se ha reportado que las ROS pueden causar dafio tanto en el acido desoxirribonucleico
(ADN) como en las proteinas, ademéas de peroxidacion lipidica alterando la estructura y
funcién de las membranas (Rizzo et al.,, 2012). En el caso del sistema reproductor
femenino, existe evidencia de que las ROS pueden generar problemas de infertilidad y
diversos trastornos reproductivos. EI OS tiene un papel importante en enfermedades como
abortos, pre-eclampsia, diabetes gestacional y partos prematuros. Por otro lado, se ha
demostrado que la formacion de ciertos niveles de ROS es normal y cumplirian un
importante rol fisiologico en la regulacién de distintas funciones celulares tales como
maduracion de ovocitos, foliculogénesis, esteroidogénesis ovarica y lutedlisis (Agarwal et
al., 2005).

Los efectos de la altura en la reproduccién han sido estudiados tanto en humanos como en
animales, concluyéndose que la exposicién aguda a la altura resulta en infertilidad
transitoria y reversible (Gonzales, 2007). En este sentido, la especie ovina adquiere
importancia ya que fue introducida en el altiplano hace aproximadamente 500 afos,
volviéndose una especie productiva relevante para los ganaderos en altura y en donde las

mejoras en salud y produccién del ganado ovino pueden significar un beneficio econémico.



Ademas, las ovejas proporcionan un modelo ampliamente reconocido para los estudios
biomédicos con importantes implicaciones para la salud reproductiva humana (Parraguez et
al., 2013).

Se ha demostrado que la hipoxia hipobarica de altura tiene efectos significativos en varias
caracteristicas del proceso de reproduccién ovino, donde la formacion de ROS vy el estrés
oxidativo cumplen un rol fundamental (Parraguez et al., 2011). En el mencionado estudio
los autores reportan resultados que indican que el estrés oxidativo derivado de la hipoxia
hipobarica de altura tiene un impacto negativo tanto en las caracteristicas de la placenta
como en el recién nacido de ovejas nativas de altura y de tierras bajas que cursaron su
gestacion en altura. Asi, la placenta de estas ovejas se caracterizd por presentar un mayor
peso, una disminucion del numero total de cotiledones e incrementos en el didmetro de los
mismos, ademas de una superficie de contacto cotiledon-carincula aumentada y una mayor
area de superficie del cotiledon ocupada por vasculatura. Mientras que los corderos
registraron bajo peso al nacimiento. Sin embargo, todas estas caracteristicas tendieron a
normalizarse producto de la administracién de vitaminas antioxidantes C y E que act(an

reduciendo el estrés oxidativo y compensando los efectos del ambiente hipdxico.

Se ha sefialado que la altura afecta negativamente la fertilidad de ovejas nativas de tierras
bajas que han sido expuestas por un corto periodo a este ambiente hipdxico hipobaérico,
situacion que pudo prevenirse parcialmente a través de la administracion de vitaminas
antioxidantes C y E, sugiriendo la participaciéon del estrés oxidativo en esta condicion
(Parraguez et al., 2006).

El CL se forma después de la ovulacién y su funcién principal es la producciéon de
progesterona, la cual es necesaria para el establecimiento y mantenimiento de la gestacion.
Por el contrario, si no se produce prefiez, la disminucion de la produccion de progesterona
es importante para el desarrollo de los foliculos del siguiente ciclo reproductivo (Sugino,
2006). Diferentes factores pueden perjudicar la fertilidad alterando la funcionalidad del eje
hipotalamo-hipofisis-ovario: la actividad ciclica ovulatoria, la calidad de los foliculos
preovulatorios, ovocitos, embriones y su viabilidad posterior. Todos estos factores
requieren la presencia de un CL completamente funcional. En ovejas sometidas a altura se
demostro que la hipoxia hipobarica propia de este ambiente genera alteraciones tanto en el
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desarrollo como en la funcion del CL, resultando ser mas pequefios en tamafio que aquellos
CLs obtenidos de ovejas que ciclaron a nivel del mar, mientras que se registré un aumento
de la concentracion de progesterona plasmaética, comprometiendo el desarrollo y la
maduracion de los foliculos preovulatorios del siguiente ciclo, lo que podria afectar la

fertilidad de las hembras (Parraguez et al., 2013).

Las células luteales, poseen multiples sitios de produccion de ROS y unos pocos para su
degradacion. Las mayores fuentes intracelulares de ROS incluyen las cadenas
transportadoras de electrones en la mitocondria, reticulo endoplasmico, membranas
nucleares y membranas plasmaticas. Otras fuentes enzimaticas corresponden a la NADPH
oxidasa, xantina oxidasa, ciclooxigenasa, monooxigenasa y citocromo P450 (Rizzo et al.,
2012). Normalmente la eficiencia de la cadena transportadora de electrones parece ser
Optima en un rango fisiolégico de concentracion de oxigeno, asi la energia en forma de
adenosin trifosfato (ATP) es generada sin un exceso de produccion de ROS en niveles que
puedan incrementar la oxidacion de macromoléculas celulares y la subsecuente disfuncion
o muerte celular. Por el contrario, cuando los niveles de oxigeno aumentan o disminuyen de
forma aguda, se genera un desbalance entre el oxigeno y el flujo de electrones, lo que se

traduce en un aumento de la produccién de ROS (Semenza, 2011).

Las mayores fuentes de ROS en el CL provienen de las propias células luteales a partir de
la via enzimética de la citocromo P450 mitocondrial y de macréfagos que aumentan en
namero durante la regresion luteal. Existe evidencia que indica que las ROS pueden afectar
la produccién de progesterona a través de la inhibicion de la enzima citocromo P450

mitocondrial y del transporte intracelular de colesterol hacia la mitocondria (Sugino, 2006).

Durante la hipoxia la mitocondria pareciera ser el punto central de control de la apoptosis.
Por un lado, las ROS generadas en la cadena transportadora de electrones mitocondrial, en
condicion de hipoxia, serian las responsables de estabilizar a la subunidad HIF-1a del
Factor Inducible por Hipoxia 1 (HIF-1), un regulador clave en la respuesta a la hipoxia
capaz de inducir la apoptosis, prevenir la muerte celular, o incluso estimular la
proliferacion celular (Chandel et al., 2000; Greijer y Van Der Wall, 2004; Semenza, 2011).
Por otro lado, las ROS derivadas de la mitocondria estan implicadas en la iniciacion de la

fase de apoptosis contribuyendo a la sefializacion de la muerte celular. La acumulacion de
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ROS precede la despolarizacion de la membrana mitocondrial, la liberacion del citocromo
¢, la activacion de caspasas ejecutoras y la condensacion nuclear, todos eventos tipicos de
la apoptosis. Asi, la mitocondria esta envuelta en la decision acerca de si la célula debe
sobrevivir o0 no, puesto que puede liberar diversos factores pro-apoptoticos al citoplasma,
ademas de las ROS, que actian como mediadores de la apoptosis en diferentes niveles
(Fleury et al., 2002).

La apoptosis corresponde a un mecanismo para la remocion selectiva de células
envejecidas, dafiadas o no deseadas. Es un componente esencial de muchos procesos
fisioldgicos normales tales como la embriogénesis, el desarrollo normal de tejidos y la
respuesta inmune (Khosravi-Far y Esposti, 2004). Durante la apoptosis, la célula se somete
a un proceso activo de muerte celular, puesto en movimiento por un programa genético
(Kannan y Jain, 2000). Las alteraciones incluyen cambios en la membrana celular y
formacion de ampollas, exposicion de fosfatidilserina en la superficie externa de la célula,
encogimiento celular con reordenamiento del citoesqueleto, condensacién nuclear y
fragmentacion del ADN. Estos cambios morfoldgicos culminan en la formacién de cuerpos
apoptoticos que normalmente son eliminados por fagocitosis (Khosravi-Far y Esposti,
2004). La membrana plasmatica de las células apoptdticas tempranas y los cuerpos
apoptéticos mantienen su integridad, previniendo fugas de material celular evitando una

respuesta inflamatoria y dafio del tejido local (Kannan y Jain, 2000).

Hay dos vias principales que estdn implicadas en la iniciacién de la apoptosis, la via

“extrinseca” de los receptores de muerte y la via “intrinseca” o via mitocondrial (Kannan y

Jain, 2000).

La via extrinseca se activa tras la union de citoquinas (FasL, TNF y TRAIL) a los
receptores de muerte (miembros de la familia de receptores del factor de necrosis tumoral
alfa (TNFa)) ubicados en la superficie celular. Posterior a ésto, en el dominio intracelular
del receptor, se agrega una proteina de dominio de muerte asociada a fas (FADD) cuyo
dominio interactta con la procaspasa-8 formando un complejo de sefializacion inductor de
muerte (DISC). De esta forma se activa la caspasa 8 que a su vez contintia con la activacion

de las caspasas ejecutoras 3, 6 y 7, lo que lleva a la muerte de las células a través de la



degradacion del nucleo y otras estructuras (Kannan y Jain, 2000; Khosravi-Far y Esposti,
2004).

Por otro lado, las mitocondrias serian los organelos intracelulares centrales que participan
en la mediacion de la mayoria de las vias de la apoptosis. La via intrinseca o mitocondrial
se inicia posterior a una sefial de estrés capaz de alterar la membrana externa (ME) de la
mitocondria, permitiendo la fuga de proteinas mitocondriales almacenadas entre la ME y la
membrana interna (MI) mitocondrial (Khosravi-Far y Esposti, 2004). Posteriormente, el
proceso continda con la formacion del poro de transicion de permeabilidad (PTP) en la Ml
y cambios en el potencial de membrana mitocondrial, desencadenando el desacoplamiento
de la cadena respiratoria resultante en una sobreproduccion de ROS, cese de produccion de
ATP, fuga de calcio desde la matriz mitocondrial y agotamiento de glutation y otros
agentes reductores (Kannan y Jain, 2000). Probablemente el evento mas importante en la
via intrinseca de la apoptosis es la pérdida de la integridad de la ME y la consiguiente
liberacion de proteinas mitocondriales entre las que se encuentra el citocromo c,
responsable de activar al factor activador de proteasas apoptoticas-1 (Apaf-1) para formar
el apoptosoma, cuya funcion es activar a la procaspasa-9 que a su vez activard a las
caspasas ejecutoras 3, 6 y 7, responsables de la muerte celular (Khosravi-Far y Esposti,
2004).

Normalmente, en la etapa de regresion luteal, la apoptosis inducida por ROS tendria un rol
protagonico en el desarrollo de la lutedlisis funcional y estructural, puesto que la
prostaglandina F2 alfa (PGF,,) genera una disminucion en el flujo sanguineo del CL con la
consecuente sobreproduccion de ROS, que junto con disminuir la expresion de proteinas
antioxidantes, conduce finalmente a la inhibicion de la sintesis de progesterona y a la
activacion de la apoptosis (Sugino, 2006; Al-Gubory et al., 2012). Se suman a este proceso,
los macréfagos que aumentan en namero en el CL en regresion, produciendo gran cantidad

de ROS y citoquinas como el TNFa, contribuyendo a la lutedlisis funcional y estructural
(Sugino, 2006).

Por otro lado, la apoptosis también puede ser inducida por hipoxia, a través de la

estabilizacion de la subunidad HIF-1a, responsable de incrementar la expresion de distintas

proteinas proapoptoticas como Bax y BNIP3 (Greijer y Van Der Wall, 2004). Nishimura et
6



al. (2008), demostraron la presencia de apoptosis en células luteales bovinas expuestas a la
hipoxia, concluyendo que la baja concentracion de oxigeno induce la muerte de las células
luteales a través de incrementar la expresion de la proteina BNIP3 (que promueve la
liberacion de factores proapoptéticos, como el citocromo c, desde la mitocondria hacia el
citosol) y de disminuir la produccion de progesterona, cuya alta concentracion tendria un
rol supresor de la apoptosis a través de la inhibicion de la caspasa 3, perdiéndose este efecto

y resultando en la muerte de las células luteales.

Asi, en la determinacidn de la vida util del CL, el equilibrio entre la capacidad antioxidante
y la produccion de ROS se vuelve un factor crucial para su integridad y funcién. En este
sentido y en condiciones de estrés oxidativo inducido por hipoxia hipobarica de altura, la
suplementacion con vitaminas antioxidantes C y E podria ejercer un rol benéfico en la
viabilidad del CL.



HIPOTESIS

La suplementacion de vitaminas antioxidantes C y E, en condiciones de estrés oxidativo
inducido por hipoxia hipobérica de altura, contrarresta la expresion de apoptosis en cuerpos

luteos de ovejas sometidas a esta condicion.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la administracion diaria de la combinacion de vitaminas C y E,
sobre la expresion de la apoptosis en cuerpos lGteos de ovejas nativas de altura y ovejas
expuestas por un corto periodo a condiciones de estrés oxidativo inducido por hipoxia

hipobarica de altura.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.  Caracterizar la expresion de apoptosis en cuerpos lteos de ovejas que ciclan en altura
y a nivel del mar.

2.  Caracterizar la expresion de apoptosis en cuerpos lGteos de ovejas recientemente
expuestas a ciclar en altura.

3. Comparar la expresion de apoptosis en cuerpos liteos, entre ovejas nativas de altura y
ovejas recientemente expuestas a la altura.

4.  Comparar la expresion de apoptosis en cuerpos luteos, entre ovejas tratadas y no

tratadas con vitaminas antioxidantes C y E.



MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo del presente trabajo, se utilizaron muestras de ovarios con CLs de cinco
dias de desarrollo, obtenidos en un experimento previo, realizado bajo las condiciones y

protocolo descritos a continuacion.

Lugar: El estudio se realizo en el Centro Internacional de Estudios Andinos (INCAS) de la
Universidad de Chile, ubicado a 3600 m.s.n.m. en Putre (presion barométrica ~ 667 hPa,
pO, 65% en relacion al nivel del mar), region de Arica y Parinacota y en la Facultad de
Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile en Santiago, a 540 m.s.n.m.

(presion barométrica ~ 990 hPa, pO, 97% en relacion al nivel del mar).

Animales: Se emplearon 10 ovejas criollas nacidas en alturas sobre 3500 m.s.n.m.,
descendientes de ovejas introducidas en el altiplano andino desde hace mas de 500 afios y
20 ovejas criollas nacidas bajo los 600 m.s.n.m., descendientes de ovejas nativas de baja
altitud. La mitad de las ovejas nacidas a baja altura fueron trasladadas a las instalaciones
del INCAS vy la otra mitad se mantuvo a baja altura. Posteriormente, para determinar los
efectos del tratamiento antioxidante, las ovejas de cada grupo se distribuyeron al azar en

dos subgrupos iguales que se alojaron en corrales diferentes.

Se formaron seis grupos de cinco ovejas 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 expuestas a la altura (LH), ovejas nativas de baja
altitud expuestas a la altura con tratamiento antioxidante (LHV), ovejas nativas de baja
altitud mantenidas a baja altura (LL) y ovejas nativas de baja altitud mantenidas a baja

altura con tratamiento antioxidante (LLV).

Las ovejas pertenecientes a los grupos control HH, LH y LL, se alimentaron con 2 kg de
heno de alfalfa, suministrados en dos raciones diarias y contaron con agua ad libitum. Por
otro lado, el tratamiento antioxidante de las ovejas HHV, LHV y LLV comenzé cinco dias
posteriores al establecimiento de los grupos y se prolongd hasta el final del estudio, siendo
alimentadas con una racion individual de 0,3 kg de alfalfa suplementada con 500 mg de

vitamina C y 350 Ul de vitamina E temprano en la mafiana todos los dias, para asegurar el



consumo oral de las vitaminas. Posteriormente, las ovejas consumian el alimento restante

hasta completar 2 kg de heno de alfalfa por animal al dia, al igual que los grupos control.

Manejo de los animales: Una semana después del establecimiento de los grupos se inicio
la sincronizacién reproductiva de las ovejas. Se administraron dos dosis, separadas por
nueve dias, de un analogo sintético de la PGF2a (125 pg i.m. de cloprostenol). La deteccion
del celo se realizo diariamente, en ambas localidades, utilizando machos vasectomizados
con sus pechos pintados con una mezcla de aceite vegetal y tierra de color, los cuales
fueron introducidos en los corrales de ovejas inmediatamente después de la segunda
administracion de cloprostenol. A partir del segundo celo, se realizaron ecografias diarias
para evaluar el tamafio de los foliculos preovulatorios y el crecimiento del CL de cada
oveja. Paralelamente, se hizo muestreo de sangre arterial y venosa para evaluar el estado de
oxigenacion y estrés oxidativo respectivamente, analisis que se desarrolld en un estudio
previo en el que se comprobé el estado de hipoxemia y estrés oxidativo de las ovejas
(presion arterial de oxigeno disminuida, baja saturacion de la hemoglobina con oxigeno,
aumentos en el hematocrito y en la concentracion de hemoglobina y niveles elevados de

biomarcadores de dafio oxidativo, malondialdehido y grupos carbonilo).

Cinco dias posteriores al tercer celo luego de la sincronizacion (51 a 54 dias de tratamiento
antioxidante), las ovejas se anestesiaron con ketamina (20 mg/kg) y fueron sometidas a una
remocion laparoscopica del ovario que contenia el CL del dltimo ciclo.

Manejo de muestras: Los ovarios extraidos se fijaron en paraformaldehido al 4% en
buffer fosfato salino (PBS, 0,01 M, pH 7,4) e incluidos en parafina, para la obtencion de
cortes histoldgicos de 6 um de grosor, que se utilizaron para evaluacién del proceso
apoptético mediante la técnica TUNEL (TdT-mediated dUTP-biotin nick end-labeling). Un
sello distintivo de la apoptosis es la ruptura internucleosomal del ADN en pequefios
fragmentos de 180 a 200 pares de bases. Este fendmeno puede ser visualizado a través de la
técnica TUNEL que proporciona informacion sobre el destino de una célula individual en
una poblacion celular dada, en secciones histoldgicas, sin la alteracion de la morfologia de
los tejidos (Loo, 2011). Se utilizo el kit comercial In Situ Cell Death Detection Kit, POD
(Roche Diagnostic Ltd., Mannheim, Alemania) siguiendo el protocolo descrito por Santos

et al. (2014). Las muestras fueron desparafinadas y rehidratadas en una serie gradual de
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alcoholes terminando en agua destilada. La recuperacion de antigenos se realizo
sumergiendo los cortes en buffer citrato (0,1 M, pH 6,0) y exponiéndolos a la temperatura
del horno microondas a 300 W por 6 min. Luego se procedio al bloqueo de la peroxidasa
enddgena, mediante la aplicacion de perdxido de hidrogeno al 3% en metanol durante 10
min a temperatura ambiente. Luego de un lavado en buffer Tris-HCL (0,1 M, pH 7,5) por
10 min se realiz6 la primera incubacion con “TUNEL reaction mixture” (mezcla de la
enzima terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) con un nucle6tido marcado con
fluoresceina) a 37 °C durante 1 hora seguido de una segunda incubacién con el “Converter-
POD” (anticuerpo anti-fluoresceina conjugado con peroxidasa) a 37 °C durante 30 min. La
fragmentacion del ADN fue revelada por incubacion con DAB (3,3’-Diaminobencidina
tetrahidrocloruro, Sigma-Aldrich Inc.) durante 1 min. Todos los lavados se realizaron con
PBS. Finalmente, se hizo una contratincion ligera con hematoxilina-eosina (H-E). Las
muestras fueron deshidratadas en etanol y aclaradas en xileno. El control negativo fue
procesado idénticamente, aunque en la primera incubacién la enzima TdT fue omitida. El
control positivo se realiz6 incubando la muestra con DNasa | (DNase I, RNase-free,
Thermo Scientific Inc.). Se procesaron tres cortes por cada ovario, de los cuales se
analizaron cuatro campos Opticos por corte, seleccionados al azar, en microscopia de luz
con un aumento de 400x. En el analisis se considerd el nimero total de células y el nimero
de células positivas para TUNEL (apoptoéticas) en cada campo. Se contd un promedio de
1489 células por cada CL. Para hacer comparables los resultados, todos los valores se

expresan considerando una superficie de 100 um? de tejido luteal.
Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron por medio de analisis de varianza (ANDEVA), 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), mientras que el factor dependiente
correspondio a la incidencia de células positivas a TUNEL (células apoptdticas) en las
muestras de CLs. Cuando el ANDEVA resulto significativo, se realizé la prueba post-hoc
de Duncan con el propdsito de establecer cuales eran los grupos diferentes. Se considero

significacion estadistica cuando P < 0,05.
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RESULTADOS

En la figura 1 se presentan imagenes representativas del tejido luteal en fase temprana de
desarrollo (5 dias) de ovejas que ciclaron en altura. Se aprecia mayor proporcion de células
luteales apoptdticas (ntcleos marrones) en el grupo de ovejas LHV en relacién al grupo LH
(P<0,05), mientras que en el grupo HHV el nimero de células positivas para la tincion
TUNEL fue menor en relacion al grupo HH (P<0,05). Los resultados del recuento de

células luteales totales y de células luteales apoptéticas se presentan més adelante.
Figura 1

Iméagenes representativas del tejido luteal y la identificacidn in situ de los nucleos

apoptoticos en CLs d
L B T v

e ovejas ciclando a 3600 m de altura.
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o

Técnica TUNEL en CLs de 5 dias. Magnificacion 400x. LH: ovejas nativas de baja altitud, expuestas a la
altura; LHV: ovejas nativas de baja altitud, expuestas a la altura con tratamiento antioxidante; HH: ovejas
nativas de altura, mantenidas en altura; HHV: ovejas nativas de altura, mantenidas en altura con tratamiento
antioxidante; CNeg: control negativo procesado en ausencia de la enzima TdT; CPos: control positivo
procesado con DNasa I. Las flechas indican nicleos apoptéticos (marrones) con fragmentacién del ADN.

12



El nimero de células luteales totales (figura 2) varid por efectos de la altura donde ciclaron
las ovejas (P<0,05) y por la interaccion entre la misma con las vitaminas (P<0,05). Los
grupos de ovejas LL y HHV presentaron los menores recuentos de células luteales,
mientras que entre los grupos LLV, LHV y HH no se encontraron diferencias. Los grupos

LH y HHV presentaron valores intermedios.
Figura 2

Efectos de la altura y del tratamiento antioxidante sobre el nUmero total de células en

CLs de ovejas ciclando a 3600 m de altura y a nivel del mar.
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Recuento de células luteales totales de CLs de 5 dias de desarrollo. LL: ovejas nativas de baja altitud
mantenidas a baja altura, LLV: ovejas nativas de baja altitud mantenidas a baja altura con tratamiento
antioxidante, LH: ovejas nativas de baja altitud expuestas a la altura, LHV: ovejas nativas de baja altitud
expuestas a la altura con tratamiento antioxidante, HH: ovejas nativas de altura mantenidas en altura, HHV:
ovejas nativas de altura mantenidas en altura con tratamiento antioxidante. Letras distintas indican diferencias

significativas entre los grupos (P< 0,05, prueba de Duncan).

En la figura 3 se presenta el efecto de la exposicion a la altura y de la suplementacion con
antioxidantes sobre el nimero de células apoptoticas presentes en CLs de ovejas nativas de

la altura y del nivel del mar. Se evidenciaron efectos significativos de la altura de origen
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(P<0,001) vy la altura donde ciclaron las ovejas (P<0,001). No se observé un efecto directo
de las vitaminas sobre el nimero de células apoptéticas presentes en los CLs, pero si una
interaccion de éstas con el factor altura de origen (P<0,001), lo que explica que en el caso
de las ovejas nativas de baja altura la suplementacién con vitaminas incrementa la
expresion de células apoptoticas, mientras que en las nativas de la altura ocurre lo contrario.
De acuerdo a lo anterior, los grupos LL y HHV presentaron la menor incidencia de células
luteales apoptéticas. Por otro lado, el grupo LHV mostr6 la mayor cantidad de células en

apoptosis.
Figura 3

Efectos de la altura y del tratamiento antioxidante sobre el numero total de células
apoptoticas en CLs de ovejas ciclando a 3600 m de altura y a nivel del mar.
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Recuento de células luteales apoptéticas totales de CLs de 5 dias de desarrollo. LL: ovejas nativas de baja
altitud mantenidas a baja altura, LLV: ovejas nativas de baja altitud mantenidas a baja altura con tratamiento
antioxidante, LH: ovejas nativas de baja altitud expuestas a la altura, LHV: ovejas nativas de baja altitud
expuestas a la altura con tratamiento antioxidante, HH: ovejas nativas de altura mantenidas en altura, HHV:
ovejas nativas de altura mantenidas en altura con tratamiento antioxidante. Letras distintas indican diferencias
significativas entre los grupos (P< 0,05, prueba de Duncan).

14



La proporcion de células apoptdticas (figura 4) vario significativamente por efecto tanto de
la altura de origen como de la altura donde ciclaron las ovejas (P<0,001 para ambos
efectos). En este caso, tampoco se observé un efecto significativo directo de las vitaminas
sobre el nimero de células apoptoticas presentes en los CLs, pero si una interaccion de
estas con la altura de origen (P<0,001). Esto permite explicar el incremento en la
proporcion de células apoptoticas en las ovejas nativas del nivel mar suplementadas con
vitaminas y la disminucion de ellas en las ovejas nativas de la altura que recibieron
suplemento de vitaminas. La comparacion entre los diferentes grupos establecio que la
mayor proporcion de células apoptoéticas la presento el grupo LHV, seguido por los grupos

HH y LH, con los menores valores en los grupos LLV, HHV y LL.
Figura 4

Efectos de la altura y del tratamiento antioxidante sobre la proporcién de células

apoptoéticas en CLs de ovejas ciclando a 3600 m de altura y a nivel del mar.
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Proporcion de células de CLs de 5 dias de desarrollo positivas para TUNEL. LL: ovejas nativas de baja
altitud mantenidas a baja altura, LLV: ovejas nativas de baja altitud mantenidas a baja altura con tratamiento
antioxidante, LH: ovejas nativas de baja altitud expuestas a la altura, LHV: ovejas nativas de baja altitud
expuestas a la altura con tratamiento antioxidante, HH: ovejas nativas de altura mantenidas en altura, HHV:
ovejas nativas de altura mantenidas en altura con tratamiento antioxidante. Letras distintas indican diferencias
significativas entre los grupos (P< 0,05, prueba de Duncan).
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DISCUSION

En este estudio se hace evidente el efecto negativo de la altura sobre la estructura del CL,
puesto que tanto el grupo de ovejas nativas de altura (HH), como el grupo de ovejas recién
expuestas (LH), presentaron una mayor incidencia de células luteales apoptoticas
comparado con el grupo nativo de baja altura (LL). En un estudio previo, llevado a cabo
con las mismas ovejas, hubo alteraciones en los pardmetros sanguineos consistentes con un
estado de hipoxemia (presion arterial de oxigeno disminuida, baja saturacion de la
hemoglobina con oxigeno, aumentos en el hematocrito y en la concentracion de
hemoglobina) y estrés oxidativo (niveles elevados de biomarcadores de dafio oxidativo) en
los grupos ovinos LH y HH (Parraguez et al., 2013). La hipoxia y/o el estrés oxidativo de
altura parecieran afectar a ambos grupos de manera similar considerando que, tanto el
namero de células totales, como el nimero de células apoptoticas y la proporcion de células
apoptéticas en los CLs de estos grupos no poseen diferencias estadisticamente

significativas.

Las principales diferencias aparecen al comparar los grupos LL, LH y HH con sus
contrapartes suplementadas con vitaminas antioxidantes (LLV, LHV y HHV). Contrario a
lo que cabia esperar, los grupos LLV y LHV presentaron una mayor incidencia de células
apoptoticas, aunque entre los grupos LL y LLV no existe diferencia significativa en
términos de porcentaje de células apoptoticas. Por otro lado, solo el grupo HHV respondi6
de la manera esperada al tratamiento con vitaminas, disminuyendo significativamente el
namero de células luteales en apoptosis. Aunque la respuesta de las ovejas LHV parezca
contradictoria, podria tener explicacién en la menor expresion de distintos factores
implicados en el desarrollo del CL. En un estudio anterior realizado por Parraguez et al.
(2013), se demostré que los CLs de ovejas sometidas a estrés oxidativo inducido por
hipoxia hipobéarica de altura, suplementadas con vitaminas antioxidantes, presentaron
menor expresion de los factores de crecimiento VEGF y HIF-1o. La importancia de estos
factores en el desarrollo inicial y la mantencion (sobrevivencia) del CL ha sido descrita en
diversos estudios (Webb et al., 2002; Berisha y Schams, 2005). EI VEGF ha sido
considerado como un potente factor mitogénico y citoprotector para las células endoteliales,

protegiéndolas de la apoptosis.
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El CL es un tejido complejo, su crecimiento posterior a la ovulacion es rapido, comparable
al desarrollo de un tumor. Los cambios ciclicos en el crecimiento y regresion luteal ocurren
con rapidez y demandan cambios igualmente veloces en su vasculatura, por esto la
regulacion de la angiogénesis es un factor critico en la funcion luteal, garantizando el
adecuado suministro de gonadotropinas, factores de crecimiento, oxigeno y nutrientes
necesarios para el desarrollo del CL (Webb et al., 2002). Al respecto, en un estudio
realizado bajo las mismas condiciones que el nuestro, se observo que solo los grupos
nativos de altura (HH y HHV) presentaron una mayor vascularizacion del tejido luteal,
mientras que entre los grupos nativos de baja altura (LL, LLV, LH y LHV) no hubo
diferencias. En este sentido el grupo LH destaco, puesto que aunque presentd el mayor
incremento en la expresion del VEGF no cursé con la correspondiente vascularizacion del
tejido luteal, sugiriéndose una respuesta incompleta a la hipoxia limitada por la corta vida
atil del CL (Parraguez et al., 2013). Estos resultados contrastan con los obtenidos en otro
estudio en que ovejas prefiadas nativas de baja altitud, que cursaron su gestacién en altura
presentaron placentas cuya vascularizacion incrementd en concordancia con el aumento en
la expresion del VEGF (Parraguez et al., 2010). Asi, la diferencia en la respuesta a la
hipoxia entre el CL y la placenta, siendo ambos tejidos esteroidogénicos, estaria dada por la

mayor vida util de la placenta (Parraguez et al., 2013).

Existen varios reportes que indican que los efectos de VEGF no solo se restringirian a los
tejidos vasculares. En este sentido, Greenaway et al. (2004) demostraron que el VEGF y su
receptor (FIk-1/KDR) actuarian reduciendo la incidencia de apoptosis en cultivos de células
de la granulosa bovinas, disminuyendo la expresion de la caspasa-3 activada, demostrando
un nuevo rol citoprotector del VEGF en un tejido no-vascular. Por otro lado, Abramovich et
al. (2006) concluyeron que la inhibicion del VEGF genera un desbalance entre las proteinas
antiapoptéticas BCL2 y proapoptoticas BAX, desencadenando un aumento de la apoptosis
en células de la granulosa de foliculos ovéricos de rata. En otro estudio realizado en un
modelo de sindrome de hiperestimulacion ovarica en ratas, la disminucion del VEGF
gener0 incremento en el numero de foliculos atrésicos y disminucion del porcentaje de CLs

con aumento en la apoptosis de los mismos (Scotti et al., 2014).
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Por su parte, HIF-1 juega un papel clave en la regulacion de la homeostasis del oxigeno,
regulando la transcripcién de cientos de genes en respuesta a la hipoxia, incluyendo
aquéllos que codifican para VEGF. La hipoxemia induce un aumento de HIF-1 que lleva a
una mayor expresion de VEGF, lo que favorece la angiogénesis y consecuentemente el
aumento de la entrega de oxigeno a los tejidos (Zhang et al., 2008). Ademas, HIF-1
controla una serie de mecanismos orientados a disminuir el flujo de electrones en la cadena
transportadora de electrones mitocondrial, contrarrestando la menor eficiencia del
transporte en condiciones de hipoxia, ayudando a la mantencion de la energia y el balance
redox (Semenza, 2011). En el estudio desarrollado por Zhang et al. (2008), en cultivos de
fibroblastos de embriones de rata sometidos a hipoxia prolongada, se concluyé que HIF-1
induce la autofagia selectiva de las mitocondrias como mecanismo adaptativo necesario
para prevenir los excesos en la produccion de ROS y la consecuente muerte celular. Esto es
importante, puesto que Parraguez et al. (2013), demostr6 que los CLs, tanto de ovejas
nativas de altura como de ovejas recién expuestas a ciclar en altura, tratadas con
antioxidantes, presentaron una menor expresién de HIF-lo, lo que podria alterar la
respuesta adaptativa a la hipoxia. Asi, la disminucion en la expresion de los factores VEGF
y HIF-1a podrian generar cierta pérdida de los efectos citoprotectores de estos factores en
los CLs de ovejas sometidas a estrés oxidativo inducido por hipoxia hipobéarica de altura,
tratadas con vitaminas antioxidantes, situacion que podria explicar el mayor porcentaje de

células apoptoticas presentes principalmente en el grupo de ovejas LHV.

Otros importantes factores de crecimiento involucrados en la regulacion del crecimiento
luteal son los IGF-1 e IGF-1l. En rumiantes, se ha reportado la expresion del mRNA de
IGF-1, IGF-II y del receptor IGFR-I durante la fase luteal temprana (Berisha y Schams,
2005). La interaccion entre los IGF y su receptor IGFR-I ha demostrado ejercer un efecto
antiapoptético en diferentes tipos celulares, incluyendo las células ovaricas (Webb et al.,
2002). Distintos estudios han relacionado la disminucion de la expresion de apoptosis en
cultivos de células de la granulosa bovinas y caprinas, cuando el IGF-1 ha sido incluido en
el medio de cultivo, evidenciando su efecto citoprotector (Yang y Rajamahendran, 2000;
Yu et al., 2003; Greenaway et al., 2004). En CLs ovinos de 5 dias de desarrollo se encontr6
que la exposicién a la altura, por largos y cortos periodos, disminuyd la expresion de los

mensajeros de IGF-1 e IGF-I1. La suplementacion con vitaminas C y E no tuvo efectos, por
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lo que los IGFs se presentaron similares en los CLs de ovejas tratadas y no tratadas
(Parraguez et al., 2013). En consecuencia, estos CLs se encuentran menos protegidos del
eventual inicio del proceso apoptotico.

Cabe destacar que el Unico grupo que siguié un patron de respuesta concordante con
nuestra hipotesis fue el grupo HHV, presentando en todas las variables analizadas un
comportamiento semejante a los grupos del nivel del mar (LL y LLV). Por otra parte, la
gran diferencia entre las respuestas de los grupos LHV y HHV, tanto en nimero de células
apoptoticas, como en porcentaje de las mismas, evidencia otro posible efecto adverso de la
exposicion a la altura sobre estos CLs. En rumiantes domesticos, una de las principales
hormonas luteotrépicas que influye en el desarrollo y funcién del CL es la LH (Berisha y
Schams, 2005). Esta hormona puede estimular la produccion de varios factores
antiapoptdticos como la progesterona y el cortisol, previniendo la apoptosis a través de la
disminucion de la caspasa-3 (Kawaguchi et al., 2013a) y estimulando la expresion
intraluteal de distintas enzimas antioxidantes (Cu, Zn-SOD, Mn-SOD vy catalasa)
protegiendo la funcion del CL (Kawaguchi et al., 2013b). Parraguez et al. (2014) llevaron a
cabo un estudio en el cual ovejas nativas de baja altura suplementadas o no (grupos LHV y
LH, respectivamente), sometidas por un corto periodo a hipoxia hipobarica de altura,
presentaron una menor secrecion hipofisiaria de LH, mientras que la situacion opuesta se
dio en las ovejas nativas de altura suplementadas o no (grupos HHV y HH,
respectivamente), las que cursaron con un incremento en la disponibilidad plasmatica de la
hormona, sugiriendo un posible mecanismo de adaptacion derivado de la exposicién por
varias generaciones a este ambiente, lo que podria explicar las diferencias encontradas en

nuestros resultados entre ovejas expuestas a la altura por largos y cortos periodos.

De lo anterior se desprende que son diversos los factores que podrian alterar la estructura y
viabilidad de los CLs de ovejas expuestas a la altura. En el caso particular del grupo LHV,
el efecto de la altura se expresaria mediante la disminucion en la expresion de distintos
factores citoprotectores como VEGF y HIF-1a, sumado a la menor disponibilidad
plasmatica de LH y la menor vascularizacion del tejido luteal, que favorecerian la mayor
incidencia de células apoptéticas en este grupo. En las ovejas HHV, en tanto, la baja

expresion de apoptosis luteal podria estar mas bien asociada a una mayor secrecién
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hipofisiaria de LH y mayor vascularizacién luteal, caracteristicas que podrian ayudarle a
compensar los otros efectos adversos provocados por la hipoxia y/o el estrés oxidativo
sobre la estructura del CL, evitando que sus células ingresen en apoptosis.

CONCLUSION

La exposicion de ovejas a la hipoxia hipobérica de altura altera la estructura y viabilidad
del CL, aumentando la incidencia de células apoptdticas. La suplementacion con vitaminas
antioxidantes generd efectos inesperados en el grupo de ovejas expuesto por un corto
periodo al ambiente de altura, lo que podria explicarse por la menor expresion de distintos
factores citoprotectores, disminuida disponibilidad plasméatica de LH y escasa respuesta
angiogénica presente en los CLs de estos animales. Sin embargo, el grupo de ovejas nativas
de altura respondi6 de la forma esperada a la suplementacion con antioxidantes, generando
CLs similares a los de las ovejas mantenidas a nivel del mar, lo que podria deberse a la
combinacién entre el tratamiento antioxidante y la expresion de distintas respuestas
adaptativas a la hipoxia, como son la mayor disponibilidad de la hormona luteotrépica y el
incremento en la vascularizacion del CL, que le permitirian contrarrestar los efectos
adversos de la hipoxia y/o el estrés oxidativo sobre la apoptosis de las células luteales. En
conclusién, la suplementacién con vitaminas antioxidantes C y E, contrarresta la apoptosis
en CLs desarrollados en condiciones de estrés oxidativo inducido por hipoxia hipobarica de
altura, sélo en los animales ambientados a esta condicion, mientras que en CLs de ovejas

recientemente expuestas a la altura no genero los efectos esperados.
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