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RESUMEN

El presente estudio se fundamenta en la hipdtesis que la prevencion del estrés
oxidativo en gestaciones ovinas que cursan en un ambiente de altura, también

previene la sobreexpresion de HIF-1a que induce la angiogénesis placentaria.

Cuarenta ovejas criollas de segundo parto fueron separadas en cuatro grupos:
originarias de baja altura que gestaron en su ambiente (BB), originarias de baja
altura que gestaron en la altura (BA), originarias de la altura que gestaron a
nivel del mar (AB), originarias de la altura que gestaron en su ambiente (AA). La
mitad de cada grupo fue suplementado diariamente via oral con 500 mg de
vitamina C y 350 Ul de vitamina E. A los 100 dias de gestacion se midieron
gases sanguineos y se extrajeron placentomas a fin de determinar la expresion

y localizacion inmunohistoquimica del factor inducido por hipoxia (HIF-1a).

Los resultados indicaron la presencia de inmunoreactividad a HIF-1a en los
grupos de animales tratados y no tratados con terapia antioxidante, con menor
intensidad de expresion en el grupo tratado, sin modificar la localizacién de
éste. Los controles negativos de la técnica no mostraron inmunoreactividad al
factor. Los gases sanguineos evidenciaron la presencia de un estado
hipoxémico en los grupos de gestacion en altura. Cada variable analizada en
forma individual (origen, altura de gestacion y administracion de vitaminas),
mostré diferencias significativas entre los grupos tratados y no tratados, siendo
la administracion de antioxidantes la variable que mostrd las diferencias mas
significativas (ps 0,007). Los animales que presentaron la menor expresion del
factor fueron los pertenecientes a los grupos con tratamiento antioxidante BAV y
ABV, mientras que los grupos que presentaron la mayor expresion fueron
animales sin tratamiento antioxidante BA y AB. En el grupo de corta exposicion

a la altura (BA) se observd el mayor efecto de la terapia antioxidante (BAV) en



relacion a la expresion de HIF-1a, mientras que el grupo originario de baja
altura no mostro diferencias significativas entre los grupos tratados (BBV) y los
ho tratados (BB).

En conclusién, la administracion de vitaminas antioxidantes disminuye la
expresion de HIF-1a, ayudando a contrarrestar los efectos del dano oxidativo
producido por la exposicion a hipoxia hipobarica de altura en gestaciones

ovinas.

Palabras claves: hipoxia, placenta, HIF-1a, antioxidante, ovinos.



SUMMARY

The present study evaluated the hypothesis that oxidative stress in ovine
pregnancy at high altitudes can be prevented and also the overexpression of

HIF-1¢ as inductor of placentary angiogenesis.

Fourty creole ewes were divided in four groups according to the altitude in which
gestation occured. low-native ewes maintained at low altitude (BB), low-native
ewes maintained at high altitude (BA), high-native ewes maintained at low
altitude (AB), high-native ewes maintained at high altitude (AA). Half of each
group received daily oral supplements of vitamin C (500 mg) and E (350 Ul). At
100 days of gestation blood gases were measured and plancentomes were
recovered for immunohistochemical evaluation of hipoxia inducible factor HIF-

1a.

Our results show positive immunoreactivity in all groups, with a lesser
expression in the treated group and without changing the factor location.
Controls were negative to the immunoreaction. Blood gases showed the
presence of a hypoxemic state in the high altitude groups. The origin of the
animals as well as the altitude in which gestation was carried out and the vitamin
administration showed statistical differences in all groups, but the antioxidant
therapy registered the most meaningful differences (p< 0,001). The BAV and
ABV groups exhibit the lesser expression of HIF-1a, whereas the respectively
hon treated groups (BA-AB) showed the mayor expression. In the new-coming
altitude group (BA) we observed the mayor antioxidant therapy effect (BAV),
whereas the low native group did not show any difference between the treated
(BBV) and no treated animals (BB).
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In conclusion, antioxidant supplementation diminishes the HIF-1a expression
helping to counteract the effects produced by oxidative damage in high altitude

hypobatric hypoxia sheep pregnancy.

Key words: hipoxia, placenta, HIF-1a, antioxidant, ovine.
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INTRODUCCION

La hipoxia de altura es un fendmeno atmosférico que afecta a las
poblaciones humanas y animales que se establecen sobre los 2.500 m.s.n.m.
La especie ovina es la unica especie doméstica de interés pecuario introducida
en la altura que ha logrado adaptarse y sobrevivir, constituyéndose en un aporte
importante de la economia rural del altiplano (de Carolis, 1987). A pesar de ello,
se han descrito diversos efectos de la hipoxia de altura sobre la funcidn
reproductiva, tanto en animales nativos de la altura como en los expuestos a
ella sélo durante la gestacién, como son, la baja fertilidad (Parraguez et al,,
2006a), la restriccidon del crecimiento intrauterino (IUGR) (Parraguez et al.,
2005) y menores pesos al hacimiento y crecimiento postnatal (Parraguez et al.,
2004). En humanos se ha observado un aumento de la morbilidad neonatal
presentando patologias derivadas de complicaciones al parto como asfixia,
aspiracion de meconio, circulacion fetal persistente, hipoglicemia, hipotermia e
hipocalcemia (Kramer et al., 1990) y la posibilidad de adquirir enfermedades
durante la vida postnatal, principalmente metabdlicas y cardiopulmonares
(Murphy ef al., 2006; Barker y Lackland, 2003; Gale ef al., 2002; Barker, 2001;
Cock et al., 2001; Law ef al., 2000, Barker ef al., 1993a, 1993b).

Las gestaciones ovinas de hembras adaptadas a ambientes de altura
presentan modificaciones estructurales a nivel de la placenta, asociadas al
mejoramiento en su capacidad de transferencia de oxigeno y nutrientes al feto,
dentro de los que destacan, un incremento en el peso de la placenta junto con
la disminucién en el numero de placentomas, aumento en la superficie de
contacto materno-fetal y el incremento del lecho capilar placentario (Krebs et al.,
1997; Penninga y Longo, 1998; Parraguez ef al., 2006b). Estos cambios siguen
la misma tendencia en hembras originarias de nivel del mar llevadas a gestar en
altura, pero su magnitud es menor, ya que no logran compensar los efectos de
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la hipoxia sobre el crecimiento fetal (Parraguez ef al, 2006 a,b). Estas
observaciones se han visto modificadas positivamente al administrar dosis
profilacticas de antioxidantes para compensar el efecto del estrés oxidativo que

ocurre producto de la hipoxia hipobarica de altura (Parraguez ef al., 2006 a,b).

El crecimiento de la placenta depende del desarrollo vascular inducido
por vasculogénesis y angiogenesis (Zygmunt et al., 2003; Reynolds et al,
2005b). Estos procesos estan regulados por diversas moléculas como
hormonas y factores de crecimiento, dentro de los cuales destacan el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), ya que se ha demostrado que la
elevacion de su nivel se correlacionan positivamente con el volumen y peso
placentario, tanto en humanos como en ovinos (Wheeler et al., 1999; Reynolds
y Redmer, 2001; Torry ef al., 2004). El VEGF promueve la vasculogénesis y la
angiogénesis mediante la interaccidon con sus receptores VEGF-R1 y —-R2
(Ferrara, 2000), mientras las Angiopoietinas (ANG 1 y ANG 2) promueven soélo
la angiogénesis (Carmeliet, 2000). En un ambiente hipodxico, la expresion local
de VEGF es controlada por el Factor Inducible por Hipoxia tipo 1a (HIF-1a)
(Wang et al., 1995), que es el principal péptido involucrado en la adaptacion a
este tipo de condiciones (Semenza, 1999).

En consideracion a que la vascularizacion y el tamario de la placenta se
incrementan en gestaciones de ovejas bajo condiciones de hipoxia de altura
(Krebs et al., 1997; Penninga y Longo, 1998; Parraguez ef al., 2006b) y que la
magnitud de estos cambios se acentlan mas en hembras nativas de la altura
comparadas con aquellas nativas del nivel del mar llevadas a gestar a la altura
(Parraguez ef al., 2006 a,b), es que el presente estudio examinara la expresion
de HIF-1a en placentas de ovejas expuestas durante periodos cortos y largos a
la hipoxia hipobarica de altura, comparadas con aguellas cuyas gestaciones

ocurren a nivel del mar. Adicionalmente, se establecera el posible rol que tiene
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la administracion de dosis profilacticas de antioxidantes en la expresion de
estos factores en ovejas expuestas a gestacion de altura con diferentes tiempos
de adaptacién, dado el comprobado efecto de esta terapia en el incremento del

peso al nacimiento en gestaciones desarrolladas en la altura.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

GENERALIDADES

El éxito en el establecimiento, mantencién y término de la prefiez con un
recién nacido vivo y sano es la finalidad de la funcion reproductiva. Este
proceso es uno de los mas sensibles a los cambios medioambientales en los
animales y humanos. Dentro del espectro de elementos que influyen, los
factores climaticos directos (principalmente temperatura y fotoperiodo) o
indirectos (disponibilidad de alimento) son los que tienen el mayor impacto
(Jainudeen y Hafez, 2002).

Estudios efectuados en poblaciones humanas, han establecido que una
mujer que se encuentra en su etapa reproductiva tiene sélo un 30% de
probabilidades de concebir durante un ciclo menstrual y sélo el 50 a 60 % de
esas concepciones son posibles de sobrevivir a las 20 semanas de gestacion
(Wilcox et al., 1988). De las pérdidas estimadas, el 75% se puede atribuir a
fallas en la implantacion (Wilcox et al, 1988). En un estudio realizado en
Estados Unidos durante el afic 2004, el 12,5% de los nacidos vivos fueron
prematuros con un 8,1% de ellos bajo los 2500 ¢

{(www.marchofdimes.com/peristats), |0 que representa un aumento en la incidencia

de bajos pesos al nacimiento del 11% desde el afio 1994 en ese pais y de un

15% en el mundo {(www.unicef.org/publications).

En este contexto, la definicion de bajo peso al nacimiento se refiere a
individuos nacidos vivos con pesos inferiores a 2.500 g, pero también es posible
definirlo como infantes con pesos <= 2 desviaciones estandar que el promedio
de los normales (Barry y Anthony, 2008). Mediante técnhicas de monitoreo
prenatal se ha podido estimar que aproximadamente el 30% de los individuos

con bajo peso al nacimiento fue producto de restriccion del crecimiento
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intrauterino (IUGR), es decir, infantes que fallaron en alcanzar su potencial
genético de crecimiento in ufero (Fang, 2005). Bajo peso al nacimiento, IUGR y
hacidos prematuros estan generalmente interrelacionados y la sumatoria de
estas condiciones resulta en un incremento de la mortalidad y morbilidad infantil
(Bernstein et al, 2000; Resnik, 2002). Mas aun, estudios epidemioldgicos
proveen evidencia sustancial de que las condiciones adversas ocurridas
durante la prefiez predisponen tempranamente en la vida adulta de estos
individuos a enfermedad coronaria, diabetes, hipertension e infarto (Barker,
1998).

El conocimiento del crecimiento y desarrollo del feto humano ha sido
importante en los ultimos 50 afios (Pardi y Cetin, 2006). Sin embargo, persisten
numerosas interrogantes en relacion con la prefiez humana, especialmente en
aguellas que presentan las complicaciones antes mencionadas. Debido a
razones tanto éticas como practicas, diversos aspectos no pueden ser
adecuadamente investigados, por lo que el uso de modelos animales es
esencial en este aspecto (Pardi y Cetin, 2006). Todos los modelos animales
utilizados, desde roedores hasta rumiantes domésticos, han aportado, pero
algunas particularidades limitan su uso en las observaciones de la fisiologia
placentaria materna y fetal (Barry y Anthony, 2008). Aun cuando ningun modelo
animal es exacto en reproducir este fendmeno, el modelo ovino ha sido durante
los ultimos 40 afos de investigacion el que mejor se adecua, debido a la
facilidad para realizar procedimientos que han permitido obtener resultados
repetibles y  extrapolables a humanos cuando la tecnologia ha estado
disponible (Barry y Anthony, 2008).

Un ejemplo claro de esta interrelacion es lo que ocurre en ambientes de

altura, donde un problema ineludible en cualquier asentamiento humano ©

animal es la exposicion a la hipoxia que acarrea implicancias en la funcion
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reproductiva (Krampl, 2002). Existe una clara evidencia que el tiempo de
residencia por varias generaciones en ambientes de altura impone una
seleccidn natural a la sobrevivencia de recién nacidos en esta condicion (Moore
et al., 2004). La poblacién humana que habita en las diferentes zonas de altura
del planeta presenta una serie de trastornos asociados a esta condicién, como
son, cambios en la concentracion espermatica y disminucion de la
concentracion plasmatica de testosterona en hombres (Okumura et al., 2003),
mientras que en mujeres se describen cambios en el patron esteroidogénico del
ciclo sexual (Escudero et al., 1996), aumento de los partos de pretérmino con
evidencia morfologica de hipoxia placentaria (Reshetnikova ef al., 1996; Ali et
al., 1996) y disminucion de la fecundidad (Abelson, 1976).

EL MODELO OVINO

Los ovinos son una especie productiva introducida en las tierras altas de
Latinoamérica hace aproximadamente 500 afos y desde el punto de vista
reproductivo, se ha caracterizado por su baja eficiencia comparada con aquellas

poblaciones ovinas establecidas a nivel del mar (de Carolis, 1987).

Desde una perspectiva biologica, el modelo ovino es esencial en el
estudio de los fendmenos y variables fisiologicas asociadas a la gestacion en
humanos, como es el desarrollo placentario, que comienza tempranamente en
la etapa embrionaria y continua durante toda la gestacion mientras el
incremento en el flujo sanguineo va satisfaciendo las necesidades para el
crecimiento del feto (Brosens ef al., 1967). Anatdmicamente, de acuerdo a la
clasificacién de Grosser (1909), la placenta ovina es muy diferente a la placenta
humana. Sin embargo, se describen importantes semejanzas en la funcién y
estructuras funcionales entre ambas, como son la presencia de carunculas y
cotiledones, dispuestos a través de determinados lugares de la placenta ovina,

mientras que en la placenta humana se disponen en toda la superficie de la
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gran estructura discoide caracteristica de esta especie (Steven, 1975). Las
semejanzas observadas en la estructura de desarrollo vascular de la placenta
ovina junto con la madurez del feto al nacimiento y la habilidad de obtener
repetidas muestras de sangre materna y fetal durante un solo periodo de
prefiez, hacen de la oveja un modelo muy util en el estudio del desarrollo
vascular placentario y del intercambio de nutrientes (Meschia et al, 1965;
Battaglia et af., 1968).

DESARROLLO DE LA PLACENTA

La placenta de los mamiferos es el 6rgano a través del cual todos los
nutrientes, gases respiratorios y desechos son intercambiados entre los
medioambientes materno y fetal. Asi, el intercambio metabdlico que el feto
requiere para su crecimiento y desarrollo es posible y depende principalmente
del flujo sanguineo entre los lechos placentarios materno y fetal (Reynolds et
al., 2005 a,b). Sin embargo, en gestaciones de altura, tanto la placentacion
como el desarrollo placentario estan fuertemente influenciados por Ila
disminucion de la presion parcial de oxigeno (Genbacev et al., 1997), ya que la
difusién del oxigeno al feto depende del flujo sanguineo uterino y umbilical, de
la capacidad de transporte de oxigeno y afinidad de la hemoglobina materno y
fetal, de la superficie y permeabilidad placentaria y de la cantidad de oxigeno
consumido por la placenta (Carter, 1989; Zamudio, 2003; Soma et al., 2005).

El establecimiento de |a red circulatoria placentaria y fetal es uno de los
primeros eventos que ocurren durante el desarrollo embrio-fetal y debe ser
capaz de responder a la creciente demanda del feto, especialmente durante la
segunda mitad de la gestacién (Ramsey, 1982). Los dramaticos cambios del
lecho vascular placentario que resultan en un gran incremento tanto en la
circulacion sanguinea umbilical como uterina, estan expuestos a que diversos

factores que estan directa o indirectamente relacionados tengan un gran
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impacto en el desarrollo y crecimiento del feto, y por ende, en su supervivencia
y crecimiento futuro (Alexander, 1974; Meschia, 1983; Reynolds y Redmer,
1995).

Barry y Anthony (2008) consideran que la placenta no es simplemente un
transportador de hormonhas y nutrientes, sino mas bien un drgano
metabolicamente activo que utiliza nutrientes, como glucosa, aminoacidos y
oxigeno, acorde al crecimiento del feto, pero cuya demanda es incremental a
medida que avanza la gestacion. La capacidad de transferencia placentaria
depende de un adecuado crecimiento y desarrollo y su finalidad es promover el
crecimiento fetal hasta lograr su maximo potencial (Bell ef al., 1999; Wallace et
al., 1999). Diversos estudios indican que el punto critico en este proceso es el
incremento del flujo sanguineo Utero-placentario que en la oveja alcanza hasta
3 veces su volumen (0,4 a 1,2 L/min) en el Ultimo tercio de gestacién (Konje et
al., 2003). Para esto se requiere también un incremento del lecho vascular de la
placenta, que depende principalmente de los mecanismos de angiogénesis y
neovascularizacion, los cuales permiten la instauracion de una circulacion fetal
y placentaria funcionalmente efectiva desde el inicio de la gestaciéon (Reynolds y
Redmer, 1995; Magness, 1998; Charnock-Jones ef al, 2004; Kaufmann ef al.,
2004; Reynolds ef al., 2005 a,b).

La formacidon de nuevos vasos sanguineos ocurre mediante
vasculogénesis y angiogénesis; ambos procesos estan fuertemente regulados
por promotores e inhibidores (Carmeliet et al., 1996; Klagsbrun y D’'Amore,
1991; Reynolds y Redmer, 1995) que son cruciales en la formacion de la
placenta y la mantencion de la prefiez. La vasculogénesis se define como una
diferenciacion de novo de células endoteliales derivadas de precursores
mesodérmicos llamados angioblastos © hemangioblastos, los que

representarian un tejido compuesto por células endoteliales embrionarias no
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estructuradas, que una vez organizadas forman estructuras tubulares
semejantes a una red de capilares (Risau y Flamme, 1995). Una vez que se ha
constituido esta red vascular embriénica primaria, se comienzan a formar los
nuevos capilares mediante angiogénesis a partir de la generacion y ramificacion
de los brotes originados desde los capilares preexistentes o adyacentes (Risau,
1997; Kaufmann et al., 2004).

La angiogénesis es un proceso determinante en el crecimiento y
desarrollo de todo tejido normal (Hudlicka, 1984; Ferrara, 1996). Sin embargo,
en individuos maduros, se limita a procesos de reparacion tisular y érganos que
llevan a cabo ciclos, como ocurre en el sistema reproductivo de la hembra
donde el ovario y el endometrio son los tejidos blanco (Reynolds et al.,, 1992). El
rapido crecimiento y regresion de los tejidos reproductivos de la hembra se
acompanan de cambios igualmente rapidos en sus lechos vasculares (Clark,
1900; Andersen, 1926, Bassett, 1943; Burr y Davies, 1951; Zheng et al., 1993;
Reynolds y Redmer, 1995, Redmer y Reynolds, 1996), donde las células
endoteliales muestran indices mitdticos extremadamente elevados (Denekamp,
1984; Jablonka-Shariff et al., 1993, 1994; Zheng et al., 1994; Nicosia ef al.,
1995; Christenson y Stouffer, 1996). De este modo y comparado con otros
tejidos en un mismo individuo, el ovario, la placenta y el utero, son receptores
de uno de los mayores indices de flujo sanguineo, siendo esta extrema
vascularizacion el reflejo de las altas demandas metabdlicas que deben sortear
(Bruce y Moor, 1976; Ellinwood et al., 1978; Reynolds, 1986; Swann y Bruce,
1987; Keyes y Wiltbank, 1988; Reynolds ef al., 1992, 1994; Reynolds y Redmer,
1995; Redmer y Reynolds, 1996). Adicionalmente, la angiogénesis también ha
sido descrita bajo condiciones patolégicas, muchas de las cuales se encuentran
relacionadas con fenomenos isquémicos e inflamatorios como sucede en

cancer, artritis reumatoidea y retinopatias, entre otras (Carmeliet y Jain, 2000).
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FACTORES ANGIOGENICOS Y DESARROLLO PLACENTARIO

Una diversidad de factores angiogénicos han sido descritos en los
procesos de vasculogénesis y angiogénesis. Estos incluyen al factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), los factores de crecimiento de
fibroblastos (FGFs) y las familias de angiopoyetinas (ANG) y eNOS junto a sus
respectivos receptores (Klagsbrun y D’Amore, 1991; Ferrara, 1996; Breier ef al.,
1997; Hanahan, 1997; Neufeld ef al., 1999), entre otros.

El VEGF es un estimulador especifico de permeabilidad vascular, asi
como también, de la produccion y migracion de proteasas celulares
endoteliales, todos componentes criticos del proceso angiogenico (Folkman y
Klagsbrun, 1987; Klagsbrun y D’Amore, 1991; Reynolds ef al., 1992; Ferrara y
Davis-Smyth, 1997), lo que queda demostrado en ratones knock-out para
ambos alelos de VEGF que resultan en un pobre desarrollo vascular y letalidad
embrionaria, debido a las anommalidades observadas en el feto y la placenta
(Carmeliet et al, 1996; Ferrara ef al., 1996). Estos autores concluyen no sélo
gue esta dependencia es absoluta, tanto para la angiogenesis placentaria como
fetal, sino también que es requerido un umbral minimo de expresion de este
factor para que ocurra un desarrollo vascular normal.

Los factores de crecimiento fibroblastico (FGFs) han demostrado ser
potentes factores angiogénicos en estudios in vivo e in vifro, estimulando la
proliferacion de celulas endoteliales arteriales uterinas y fetales (Folkman y
Klagsbrun, 1987; Klagsbrun y D’Amore, 1991; Zheng ef al., 1999; Cale et al.,
1997). Los FGFs son unicos dentro de los principales factores de crecimiento
angiogénicos ya que son pleiotropicos y su influencia no sélo es en la
angiogénesis ya que también juegan un rol en otras funciones del desarrollo
(Gospodarowicz, 1991). Por ejemplo, el FGF tipo 2 (FGF-2) es el mayor factor

angiogénico del ovario, sin embargo, también estimula el crecimiento celular
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folicular y luteal y la produccion de progesterona luteal (Reynolds et al., 2000,
Grazul-Bilska et al., 1995). Los FGFs promueven la sobrevivencia celular en
una variedad de tejidos (Reynolds et al., 2000; Tilly et al., 1992; Yasuda ef al.,
1995) y estimulan la diferenciacion de las capas germinales embrionarias,
especialmente el mesoderma (Slack et al,, 1987; Klein and Melton, 1994).
Diversos autores han demostrado que FGF-2 es producido en los tejidos
placentarios maternos y fetales durante toda la gestacion describiéndose
patrones especificos de expresion durante la etapa temprana y tardia de la
gestacion (Zheng et al., 1998, 1995; Rider y Piva, 1998; Maddock et al., 1999,
Reynolds et al., 1999), lo que ha llevado a proponer que los FGFs son factores
amplificadores de la respuesta angiogénica del endometrio frente a la presencia
de tejidos embrionarios, asi como también, en la diferenciacién de tejidos
vasculares y no vasculares derivados del mesoderma (Reynolds ef al, 2000;
Rider y Piva, 1998; Deng et al., 1994; Yamaguchi et al., 1994).

Las angiopoyetinas ANG-1 y ANG-2 por su parte, regulan el desarrollo y
crecimiento vascular en sentidos opuestos, pero con un receptor comun, Tie 2,
presente principalmente en células endoteliales (Maisonpierre et al.,, 1997).
ANG-1 es un factor Tie 2 agonista que actua remodelando, estabilizando y
madurando los nuevos vasos que se estan desarrollando, es quimiotactico para
las células endoteliales y potencia la accion del VEGF ya que estimula la
interaccion entre las células endoteliales y los pericitos (Suri et al.,, 1998; Gale y
Yancopoulus, 1999). Fisiologicamente, la ANG-1 promueve la angiogénesis
induciendo la maduracion y estabilizacion del vaso sanguineo y en combinacion
con VEGF incrementan el diametro luminal (Carmeliet, 2000). La ANG-2
promueve la desestabilizacion del vaso sanguineo, mecanismo necesario para
la formacion de nuevos brotes y posterior ramificacion que ocurre durante el
proceso angiogénico (Maisonpierre ef al, 1997). En la placenta humana, la

expresion de ANG-2 es mayor durante el primer trimestre de la gestacion y
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decrece a medida que ésta progresa (Goldman-Wohl et al., 2000; Geva ef al.,
2002).

Estudios in vitro e in vivo han demostrado que la hipoxia es un potente
estimulador de angiogénesis ya que induce la expresion de factores de
neovascularizacion en diversos tejidos, incluida la placenta (Shweiki ef af.,
1992; Banai et al,, 1994; Shima ef al., 1995), mediante la accion del factor de
transcripcién inducido por hipoxia HIF-1a, una proteina reguladora que gatilla
una respuesta coordinada de angiogenesis (Forsythe ef al, 1996; Semenza,
1999). Desde el inicio del desarrollo placentario se observa un acelerado
crecimiento, invasion y diferenciacion de trofoblastos junto con un expansivo
crecimiento de vasos sanguineos maternos y fetales estimulado por un
ambiente uterino hipoxico 3 — 5% O,, versus lo normal fisioldgico (normoxia) de
aproximadamente un 8% (Cross et al, 2002; Rinkenberger y Werb, 2000;
McGrath et al, 2003) lo que permite una adecuada expansion del lecho
vascular, que en etapas tempranas de la gestacion presenta una disponibilidad
limitada (Carmeliet et al., 1996; Ferrara et al., 1996).

FACTOR INDUCIDO POR HIPOXIA - HIF

El sensor molecular mas importante para detectar y responder a los
cambios en la tensidn de Oo es una proteina heterodimérica llamada HIF
(Factor inducido por hipoxia) (Adelman ef al, 2000; Maltepe ef al, 1997,
Maltepe ef al.,, 2005).

HIF es un miembro de la familia de proteinas “basic helix-loop-helix PAS”
y esta compuesta de 2 subunidades, una alfa (HIF-a) y una beta (HIF-1pB),
también llamada ARNT (“arylhydrocarbon receptor nuclear translocator”)
(Semenza, 2000). Se han identificado 3 isoformas de HIF a: HIF-1a, HIF-2q,
HIF-3a (Kaelin y Raicliffe, 2008). HIF-1a y HIF-2a son estructural vy
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funcionalmente similares, pero HIF-3a no posee la estructura para
transactivacion en el COOH- terminal y podria estar involucrado en una funcién
alternativa como un regulador negativo de la expresion de genes inducidos por
hipoxia (Makino ef al., 2002).

Mediante activacion transcripcional, HIF regula diversos procesos
celulares en respuesta a hipoxia tales como angiogénesis, migracion/invasion,
eritropoyesis, metabolismo celular, proliferacién/sobrevivencia celular, siendo un
eje fundamental para la placentacion (Adelman ef a/, 2000; Corvello y Simon,
2004; Marx, 2004).

En la placenta, al igual que en otros tejidos, la actividad transcripcional
de HIF esta regulada por la abundancia de las subunidades alfa (HIF-1a y HIF-
2a) y por la disponibilidad de oxigeno. Bajo condiciones de normoxia, las
subunidades alfa son hidroxiladas mediante enzimas prolilhidroxilasas (PDHs),
lo que permite que sean reconocidas por el factor von-Hippel-Lindau (pVHL)
para su posterior degradacion proteosomal (Schofield y Ratcliffe, 2004; Yu et
al., 2001; Jaakkola et al, 2001; Min et al, 2002; lvan et al, 2001). En
consecuencia, bajo normoxia los niveles celulares de HIF son muy bajos,
debido a la degradacion mediada por pVHL. Sin embargo, bajo condiciones de
hipoxia, HIF-1a y HIF-2a no se hidroxilan, por o que no son reconocidas por
pPVHL y por ende no son degradadas, lo que permite que se estabilicen
(Maxwell et al., 1999). HIF-1a entonces, es traslocada al nacleo para formar un
heterodimero con HIF-1B, lo que estimula la transcripcion de una serie de
genes relacionados con la adaptacion a estrés hipoxico-isquémico (Adelman et
al., 2000; Maltepe ef al., 2005; Bruick, 2003; Cowden et al., 2005a,b).

Las PDHs pertenecen a una superfamilia de enzimas llamadas “sensores

de oxigeno” y son fundamentales en la degradacion de HIF-a ya que no
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permiten que se estabilice. Su actividad biolégica esta altamente regulada por la
tension de oxigeno (Kaelin y Ratcliffe, 2008) y la disponibilidad de hierro (Fe 2%)
(Salnikow ef al., 2004). Se han identificado 3 isoformas (PDH1, PDH2, PDH3),
cada una con su propia distribucion tisular y subcelular (Kaelin y Ratcliffe, 2008;
Metzen ef al, 2003). De todas, PDH2 es la mas sensible como sensor de
oxigeno, ya que disminuye considerablemente en hipoxia (Berchner-
Pfannschmidt ef al., 2008). Aunque la hipoxia es una condicion que reduce en
su conjunto la actividad de las PDHs, se han descrito ciclos de regulacion
positiva de HIF-a que inducen la expresion de PDH2 y PDHS. Esto asegura una
rapida remocion de HIF-a después de wuna reoxigenacion (Berchner-
Pfannschmidt et al., 2008; Fong y Takeda, 2008).

La actividad de las PDHs es inhibida bajo condiciones de hipoxia
(Berchner-Pfannschmidt et al., 2008), presencia de Oxido nitrico (Tug et al.,
2009) y especies reactivas de oxigeno (ROS) ya que estabilizan la actividad de
HIF-1a quelando y oxidando la unién a Fe 2" y gatillando la sefial de activacion
de ROS en la mitocondria promoviendo estrés oxidativo (Chandel et al., 2000;
Pan et al., 2007; Schroedl et al, 2002). Adicionalmente, Wang et al. (2008)
demostraron que bajo condiciones normales, la mitocondria lleva a cabo
incrementos espontaneos de radical superdxido denominados “flashes de
superdxido”. Estos flashes se han observado en todos los tipos celulares
estudiados hasta ahora y son gatillados por acoples sorpresivos de la cadena
transportadora de electrones y la membrana interna. Al reoxigenar luego del
estado de hipoxia, se producen incrementos descontrolados del radical

superoxido, [0 que contribuye a exacerbar el estrés oxidativo.

ESTRES OXIDATIVO Y GESTACION

El estrés oxidativo es un desbalance que ocurre entre la generacion de

especies prooxidantes (reactivas del oxigeno y del nitrégeno, ROS y RNS
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respectivamente) y la capacidad de los antioxidantes de prevenir el dafo
oxidativo enddgeno (Hubel et al., 1989). Dentro de los efectos mas importantes
e inmediatos del estrés oxidativo se describen la peroxidacion lipidica, que
compromete la produccion de ATP mitocondrial y estimula eventos pro-
apoptéticos en la célula, la carbonilacidén o nitrosilacion de proteinas, que
alteran la conformacion y funcién de las proteinas, y la acumulacién de dano a
nivel del DNA (Fattman ef al., 2003).

Como fue mencionado anteriormente, durante un estado de hipoxia, las
células aumentan la produccion mitocondrial de ROS lo que contribuye a
incrementar el estrés oxidativo. La fuente primaria de generacion de radicales
libres en las células durante la hipoxia corresponde a la disminucién del
potencial redox de la cadena transportadora de electrones, principalmente a
nivel del citocromo lll, que causa el aumento de las ROS (Guzy y Schumacker,
2006). Ademas, se incrementa la liberacion de radicales del O, mediante la
activacion de xantina oxidasa (Sohn ef al., 2003), NADPH oxidasa (Jones ef al.,
2000) y de fosfolipasa Ag (Neidlinger et al., 2005) que junto a las ROS causan

los efectos antes descritos.

Estudios realizados en humanos y animales a mas de 3.000 m.s.n.m.
sostienen que la sangre que ingresa en el espacio de la vellosidad placentaria
tiene una presion de oxigeno (pO») aproximadamente un 20% menor que la
observada a nivel del mar, por lo que la perfusion sanguinea uterina y la
disponibilidad de oxigeno se reducen en alrededor de un 33% (Zamudio, 2003).
Esta exposicion a la hipoxia hipobarica de altura incrementa los efectos
causados por el estrés oxidativo (Pialoux et al., 2006; Magalhaes et al., 2005;
Jefferson et al., 2004; Dosek et al.,, 2007). Al respecto, se han demostrado
incrementos importantes de biomarcadores de estrés oxidativo en estados de

preeclampsia, una complicacion comun de observar en prefieces patologicas
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(Khalil y Granger, 2002; Myatt y Cui, 2004) y cuya incidencia es
aproximadamente cinco veces mas en gestaciones de altura (Palmer et al,
1999; Keyes et al., 2003). Recientemente, Parraguez et al. (2011), observaron
estrés oxidativo en ovejas que desarrollaron su prefiez en altura mediante el
incremento plasmatico de biomarcadores de dano oxidativo proteico y lipidico,
especialmente en ovejas no adaptadas a la altura comparadas con aquellas
hativas de la altura. Un efecto similar fue observado en humanos por Sinha et
al. (2009).

Pialoux et al. (2009) corroboraron la hipotesis que las ROS regulan la
expresion de HIF-1a, encontrando correlaciones significativas entre marcadores
de oxidacion de DNA y expresion génica de HIF-1a. Sin embargo, el
mecanismo no esta bien definido. Se han postulado dos modelos: el primero
propone que las ROS inhiben las PDHs lo que permite la estabilizacion de HIF-
1a ya que no se hidroxila (Semenza, 2006); el segundo modelo asume que bajo
hipoxia, la NADPH oxidasa derivada de ROS disminuye la acumulacion de HIF-
1a y su efecto transcripcional posterior (Ehleben ef al., 1998). Lo propuesto por
Semenza (2006) indicaria que bajo hipoxia moderada, la produccion de ROS en
la mitocondria es necesaria para inhibir completamente la hidroxilaciéon de HIF-
1a y posteriormente estabilizar la proteina, lo que sugiere que las ROS serian

coestimuladoras de la transcripcion de HIF-1a bajo esas condiciones.

Las ROS también pueden aumentar cuando existen bajas
concentraciones de antioxidantes, tales como vitaminas A, C, E y cofactores
metabdlicos como glutation y tioredoxina, o bien, cuando existe una disminucion

de enzimas antioxidantes (Sen, 2001; Vanderlelie et al., 2005).

Las enzimas antioxidantes previenen el dafo causado por los radicales

libres y su regulacion depende principalmente del estatus oxidativo de la célula.
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El factor transcripcional que regula la expresion de genes antioxidantes vy
citoprotectores bajo hipoxia/estrés oxidativo, es el "nuclear factor-erythroid 2
p45-related factor 2" (Nrf2) (Kobayashi y Yamamoto, 2005; Nguyen et al., 2003).
Este factor activa la transcripcion de enzimas como hemoxigenasa 1, glutation
peroxidasa 2, NAD(P)H-quinona oxidoreductasa 1 y glutation S-transferasa
(Kobayashi y Yamamoto, 2005; Nguyen et al, 2003). Sin embargo, esta

respuesta no siempre logra restablecer el balance redox.

Diversos estudios han demostrado que la administraciéon de antioxidantes
disminuyen significativamente los efectos causados por el estrés oxidativo
(Landvik et al., 2002; Chappel et af., 2002; Subudhi et al., 2006; Katavetin ef al.,
2006; Zhao ef al. 2007; Yoh et al., 2008; Rosenberguer ef al., 2008; Parraguez
et al., 2011), ayudan a prevenir la enfermedad aguda de montana (Bailey y
Davies, 2001), y hay evidencia que serian altamente beneficiosos en la
prevencion de pre-eclampsia (Chappell et al., 1999, 2002; Rodrigo et al., 2005;
Rumiris et al., 2006).

Schmidt et al. (2002) utilizaron en humanos expuestos a altura y bajas
temperaturas una combinacion de antioxidantes compuestos por vitamina E, B
caroteno, acido ascorbico y selenio entre otros, que resultaron en una reduccion
del estrés oxidativo causado por la altura. llvazhagan ef al. (2001) comprobaron
este mismo fendmeno mediante la administracion oral de un suplemento de
vitamina E en ratas expuestas a altura donde disminuyé considerablemente la
peroxidacioén lipidica que se observa en estos casos. Parraguez et al. (2011)
demostraron que la suplementacion con vitaminas C y E durante la etapa de
gestacion previene los efectos del estrés oxidativo en ovinos expuestos a

hipoxia de altura.
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En consecuencia, considerando que la hipoxia gatilla la expresion de
factores de neovascularizacion en la placenta ovina (Parraguez et al., 2010) y
que de la expresidn de estos factores depende tanto el tamafo como la
vascularizacion de la placenta, ademas de que la magnitud de los cambios
observados en la placenta son mayores en gestaciones en altura, se examiné la
expresion del factor HIF-1q, en ovejas gestantes nativas de altura comparadas
con nativas de baja altura, cuyas gestaciones se desarrollan en ambiente
hipobarico e hipdxico de altura y se establecid el efecto de la terapia

antioxidante durante este periodo.
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OBJETIVO GENERAL

Establecer el efecto de la hipoxia hipobarica de altura y de la administracion de
vitaminas antioxidantes sobre la placenta de ovejas adaptadas y no adaptadas

a la altura, en la expresion de HIF-1a.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar la expresion y localizacion placentaria de HIF-1a en ovejas
adaptadas y no adaptadas a la altura durante gestaciones que cursan en

ambiente hipdxico de altura.

2. Establecer el efecto de la administracion de vitaminas C y E sobre la
expresion y localizacion placentaria de HIF-1a en ovejas adaptadas y no
adaptadas a la altura durante gestaciones que cursan en ambiente

hipéxico de altura.

HIPOTESIS

La prevencion del estrés oxidativo en gestaciones ovinas que cursan en el
ambiente hipdxico de altura, también previene la sobreexpresién de HIF-1q,

factor mediador de angiogénesis placentaria.
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MATERIALES Y METODOS

1. LUGAR Y ANIMALES:

Este protocolo fue disefado acorde a la guia para el cuidado y uso de Animales
Experimentales del Consejo Canadiense para el Cuidado Animal y las Normas
de Eutanasia de la Asociacion Americana de Medicina Veterinaria (2007), y fue
aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias de la Universidad de Chile y por la Comision Asesora de Bioética del
Fondo Nacional de Desarrollo Cientifico y Tecnolégico, FONDECYT.

Se utilizaron 40 ovejas criollas de segundo parto, 20 de las cuales eran
originarias del Valle de Lluta a menos de 700 m.s.n.m. (18923'08"S,
70°08'53"W), ubicado en la XV Regidn de Arica y Parinacota, cuyos ancestros
llevan varias generaciones viviendo a esas alturas. Las restantes
correspondieron a animales nacidos sobre los 3.500 m.s.n.m. en el altiplanoc de

la XV regidén, con ancestros de varias generaciones viviendo a gran altura.

Las ovejas de cada grupo fueron encastadas con carneros de fertilidad probada
y el diagnostico de gestacion fue realizado mediante ecografia a los 16-20 dias
desde el encaste. Una vez confirmada la prefiez, 10 ovejas nativas de nivel del
mar (BA) fueron trasladadas a las instalaciones del Centro Internacional de
Estudios Andinos (INCAS) de la Universidad de Chile en la localidad de Putre
(18911°48"S, 69°33'11"W), donde cursaron la totalidad de su prefiez junto a 10
ovejas nativas de altura (AA), hasta el dia de la obtencién de muestras. Luego
del encaste y diagndstico de gestacion, un grupo de 10 ovejas nativas de la
altura (AB) fue trasladado al Valle del Lluta para cursar su gestacion junto a 10

ovejas del grupo nativo de baja altura (BB).
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Todos los animales fueron alimentados diariamente con 2 kg/dia/animal de
heno de alfalfa (MS~90%, E~11 MJ/Kg, Prot~14%) dividido en dos raciones
durante el dia y agua a libre disposicion, satisfaciendo asi los requerimientos
establecidos por el NRC (National Research Council, 1985) para la edad y
condicion fisiologica. Adicionalmente, 5 ovejas de cada grupo fueron
suplementadas con 500 mg de vitamina C y 350 Ul de vitamina E,
administradas diariamente junto con el alimento, a partir de los 30 dias antes
del encaste y hasta el momento de la toma de muestras.

De esta forma se conformaron 8 grupos en total (n=5 cada uno) segun el detalle

gue se muestra en la siguiente tabla:

TABLA N®1. Resumen grupos experimentales

BB | Ovejas nativas del nivel del mar (B) que gestan al nivel del mar (B) sin
suplemento vitaminico

BBV | Ovejas nativas del nivel del mar (B) que gestan al nivel del mar (B) con
suplemento vitaminico (V)

BA | Ovejas nativas del nivel del mar (B) que gestan en altura (A) sin
suplemento vitaminico

BAV | Ovejas nativas del nivel del mar (B) que gestan en altura (A} con
suplemento vitaminico (V)

AB | Ovejas nativas de altura (A) que gestan a nivel del mar (B) sin suplemento
vitaminico

ABV | Ovejas nativas de altura (A) que gestan a nivel del mar (B) con suplemento
vitaminico (V)

AA | Ovejas nativas de altura (A) que gestan en altura (A) sin suplemento
vitaminico

AAV | Ovejas nativas de altura (A) que gestan en altura {A) con suplemento
vitaminico (V)

2. PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE MUESTRAS:

A los 100 dias de gestacion se realizé el proceso de obtencion de muestras en

las dependencias del INCAS. Para esto, los animales fueron anestesiados

32



profundamente con tiopental sodico en dosis de 20 mg/kg EV. Inmediatamente
luego de la induccidén anestésica, se tomd una muestra de sangre de la arteria
carotida izquierda (1 mL) para la medicion de PO, (Presion parcial de oxigeno),
P.CO» (Presion parcial de didxido de carbono), Ht (hematocrito), Hb
(hemoglobina), SatHb (saturacion de Hb por O,) y pH, utilizando un analizador
de gases de IL Synthesis 25TM (™Instrumentation Laboratory, Lexington, MA,
U.S.A)). Posteriormente, se realizo una laparotomia media infraumbilical para el
abordaje del utero. Luego del sacrificio del feto y de la madre con sobredosis
del anestésico, se procedié a realizar la instalacién de catéteres en la arteria
uterina y vasos umbilicales. A través de los catéteres se procedio a la perfusion
de la placenta de la oveja in situ, primeramente con 4 L de tampon fosfato 0,2 M
pH 7,4, proceso que permite que la estructura placentaria pierda el contenido
sanguineo y las muestras se obtengan limpias. A continuacion se perfundieron
4 L de Paraformaldehido al 4% en tampén fosfato, para lograr la fijacion de las
muestras. Una vez finalizado este proceso, se procedié a la extraccion de la
totalidad de los placentomas ya limpios y fijados. Tres placentomas del tipo A
(morfologia cdncava con tejido matemo circundando el tejido fetal) (Vatnik et af.,
1991; Penninga y Longo, 1998), fueron separados, divididos en mitades vy
postfijados en la misma solucién fijadora durante 12 horas a T° ambiente para

su posterior utilizacion en inmunohistoquimica.

3. INMUNOHISTOQUIMICA PARA LA EXPRESION DE HIF-1A:

El procesamiento de las muestras fue realizado de acuerdo a Yee ef al. (2003) y
estandarizada para HIF-1a:

Cada muestra obtenida se incluyé en parafina, para obtener cortes
transversales de 5 ym. Estos fueron montados en portaobjetos previamente
silanizados para su posterior procesamiento, mediante inmunchistoquimica. De
cada placentoma se obtuvieron 3 cortes transversales intercalados de la zona

media. Los cortes fueron desparafinados y rehidratados mediante tres pasos de
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10 minutos por Xilol al 100% y tres pasos de 5 minutos por Etanol al 100%-
90%-70% para finalizar con agua destilada. Se realizé una recuperacion de
antigenos mediante pretratamiento de los cortes con tampén Citrato 10 mM pH
6,0 por 10 minutos a 95°C. La peroxidasa enddgena fue blogueada con
peroxido de hidrégeno al 3% por 10 minutos, para luego proceder al bloqueo de
los sitios inespecificos con una solucidén de seroalbumina bovina (BSA) al 2%
por 15 minutos. Para la inmunolocalizacion de HIF-1a se utilizé un anticuerpo
primario monoclonal purificado de ratén ("™MAbcam Inc., USA, HIF-1a antibody
[H1alpha67](ab1) en dilucién de 1:100 en TBS (Buffer Tritén x100 fosfato pH 7.7
www.abcam.com/technical), conteniendo 1% de BSA. Los cortes fueron
incubados durante toda la noche a 37°C en camara humeda, con el anticuerpo
primario. Los controles fueron mantenidos durante este mismo lapso en la
solucién de TBS en ausencia del anticuerpo primario. A continuacion se realizé
una incubacién con el anticuerpo secundario, en una dilucidén de 1:200 en TBS
BSA 1% por 90 minutos a 37°C. El anticuerpo secundario utilizado para HIF-1a
fue biotinilado de conejo anti-lgG de raton ("™MAbcam Inc., USA, Mouse IgG
secondary antibody - H&L (ab6728)). Las muestras fueron incubadas con
estreptavidina por 60 minutos, para luego proceder al revelado con el
cromogeno DAB ("™MDAB Impact, USA). A los 5 minutos la reaccion fue detenida
mediante la adicion de Buffer TBS y lavado con agua destilada. Finalmente, los
cortes ya procesados fueron deshidratados y montados para su posterior

analisis por microscopia de luz.

4. OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE IMAGENES PARA LA
EXPRESION DE HIF-1A:

De cada corte se obtuvieron imagenes al azar, las que fueron fotografiadas
mediante un sistema de captura y analisis de imagenes acoplado a un
microscopio optico con aumento de 400 x (Leica Application Suite©® version
1.8.0, Leica Microsystems, Switzerland). Se fotografiaron 10 campos por corte,
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conteniendo tejido placentario materno y fetal. Cada imagen obtenida fue
estandarizada previamente de acuerdo a luminosidad, contraste y tiempo de
exposicion. De cada campo se obtuvieron 6 areas al azar para realizar una
semicuantificacion de la expresién del factor mediante el estudio de la densidad
optica (D.O.) de la inmunotincion utilizando el programa “lmage J” (NIH,

programa a libre disposicion, hitp://www.imagej.nih.gov/ij/ ). Los resultados de

D.O. fueron expresados como porcentaje del grupo control de expresion del
factor que correspondié al grupo BB sin vitamina.

5. ANALISIS ESTADISTICO:

Los resultados fueron analizados mediante un ANDEVA (Analisis de Varianza)
factorial para establecer los efectos del origen, la altura donde se desarrollo la
gestacion y de la terapia antioxidante, asi como sus interacciones. Cuando
hubo efectos significativos se realizdé la prueba de Duncan para establecer
cuales grupos son los que explican esas diferencias. Se consideraron
diferencias estadisticamente significativas cuando p= 0,05 Los resultados
fueron expresados como X£D.E. Se utilizé el programa estadistico InfoStat® (Di
Rienzo et al., 2008).
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RESULTADOS

Efecto de la hipoxia hipobarica y de la administracién de antioxidantes

sobre los gases sanguineos arteriales y variables hematolégicas.

La TABLA N°2 muestra los resultados obtenidos de las mediciones de gases
sahguineos. Las mediciones de gases arteriales mostraron un estado
hipoxémico en todos los grupos de animales con gestacion en altura. Los
hiveles de P,Osfueron mas elevados en ambos grupos de altura tratados con

vitaminas (p<0,05).

Tabla N22. Gases sanguineos y variables hematoldgicas medidos en arteria carotidea
en ovejas que cursan su gestacion (edad gestacional ~ 100 dias) en la altura y o nivel
del mar, con y sin administracion de vitaminas C y E. letras distintas indican
diferencias significativas entre grupos.

Grupo P.0,(mmHg) P.CO,(mmHg) Ht (%) Hb (mg dL?) Sun(%) pH
AA 53,041,2° 23,810,9° 32,240,7"™ 12,5+0,5" 82,612,8" 7,510
AAv 60,411,3" 25,810,9° 33,30,7" 12,9+1,1° 85,913,9" 7,458
BA 49,541,4° 25,0+1,0° 35,0£0,7° 14,3:0,4° 77,5£3,4° 7,497
BAv 58,8£1,4" 25,41,0° 33,2:0,8*"  13,411,4®®  85,513,2" 7,474
AB 97,6+1,3" 40,8+1,2° 30,6+1,0° 11,130,5°  98,2+1,9 7,459
ABv 97,9+1,8° 40,11,2° 31,141,4 10,9+1,2°  98,5+2,3 7,468
BB 95,9+1,6 39,2£1,1° 28,30,8" 10,5:0,6°  96,8£2,0° 7,482
BBv 98,3+1,6° 40,3+1,2° 30,5+0,9" 10,9+0,7°  98,24£2,2° 7,495

Los niveles de P,CO- fueron mas bajos en las ovejas que gestan en altura

comparadas con las que gestan a nivel del mar (p<0,05). La P;CO> ho mostré
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una diferencia significativa entre los grupos de animales que gestan en la altura,
por lo que la administracién de vitaminas no tiene efecto en sus niveles
plasmaticos. Las concentraciones de Hemoglobina (Hb) y el Hematocrito (Ht)
fueron superiores en las gestaciones en altura (p<0,05). El Ht tiende a aumentar
con la suplementacion vitaminica, pero no es estadisticamente significativo.
Respecto de la Hb, se observa una interaccion entre el origen de los animales y
la administracion de vitaminas (p<0,05), mientras que el Ht se ve afectado
ademas por la altura en la que se desarrolld la gestacion (p<0,05). Los valores
de saturacion de la hemoglobina por oxigeno (Syp) fueron menores en los
grupos de altura, siendo el grupo BA el que presento los mas bajos (p<0,05). El
pH fue la dnica variable que no evidencio diferencias significativas entre los

grupos.

Efecto de la hipoxia hipobarica y de la administracién de antioxidantes

sobre la presencia y localizacion placentaria de HIF-1a.

Los resultados de la reaccién inmunohistoquimica mostraron presencia de HIF-
1a en los placentomas de todos los grupos analizados. Los controles fueron

negativos a la inmunoreactividad a HIF-1a (imagen A).

En la figura 1 se observa una distribuciéon homogénea de inmunoreactividad a
HIF-1a en los grupos de animales tratados (imagen C) y no tratados (imagen B)
con terapia antioxidante, visualizada en color café debido al cromdgeno DAB.
La ubicacion se observo tanto en las células del estroma como en los endotelios

vasculares de todos los grupos positivos a la reaccion.
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Figura 1

Imdgenes representativas de
inmunoreactividad a HIFI-o
en placenta de ovejas de 100
dias de gestacion, cuya
prefiez se desarrollo a nivel
del mar y a 3.600 m.s.n.m.
con Vv sin terapia
antioxidante. Aumento 400x.
(A) control negativo, (B)
gestacion en altura sin
vitamina, {C) gestacion en
altura con vitamina. “t”
trofoblasto; ™  capilar

sanguineo.
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En el grupo de animales no tratados con vitamina (imagen B), las zonas
ocupadas por células epiteliales maternas y células citotrofoblasticas presentan
la mayor intensidad de inmunoreaccion a HIF-1a. El tejido adyacente al
trofoblasto muestra una intensidad menor, pero mas intensa en las zonas
maternas que fetales. El grupo de animales tratados con terapia antioxidante
(imagen C) se observa positivo a HIF-1a, pero con menor intensidad, aln
cuando la distribucion del factor es similar a la descrita en el grupo de ovejas no
tratadas (imagen B), es decir, en el area ocupada por las células epiteliales
maternas y en muy menor intensidad las ceélulas citotrofoblasticas. El tejido
adyacente al trofoblasto se observa escasamente positivo a la presencia del

factor, pero siempre mas intenso en las zonas maternas que fetales.

Expresion inmunohistoquimica de HIF-1a.

Origen

Al considerar individualmente cada uno de las fuentes de variacion estudiadas,
se observd (Figura 2) que el lugar de origen de las ovejas (altura/nivel del mar)
tuvo un efecto significativo (p= 0,001) para la expresion inmunoreactiva de HIF-

1a. En este caso, las ovejas nativas de la altura presentaron un 28% mas de

inmunocreactividad a HIF-1a en comparacién con las nativas del nivel del mar.
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% sobre el control

B A

Figura 2: Comparacion de la expresion inmunohistoquimica de HIF-1a en
placentas de ovejas de 100 dias de gestacion segun origen. Letras distintas
indican diferencias significativas entre las columnas.

B: ovejas nativas de nivel del mar; A: ovejas nativas de altura.

Altura de Gestacién

La altura de gestacion (altura/nivel del mar) fue un factor cuyo efecto también
fue significativo (p< 0,001) para la expresion inmunoreactiva de HIF-1a. Es asi
como, las ovejas que gestaron en la altura presentaron un 9,7% mas de
inmunoreactividad a HIF-1a en comparacion con aquellas que gestaron a nivel

del mar (Figura 3).
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Figura 3: Comparacion de la expresion inmunohistoquimica de HIF-1a en
placentas de ovejas de 100 dias de gestacion segun altura de gestacion. Letras

distintas indican diferencias significativas entre las columnas.
B: ovejas con gestacion a nivel del mar; A: ovejas con gestacion en altura.

Administracion de Vitaminas

La terapia antioxidante también destaco por su efecto altamente significativo (p<
0,001) en la expresion inmunoreactiva de HIF-1a. Aquellos grupos donde se
administro vitaminas antioxidantes se observa una disminucién significativa en
la expresion de HIF-1a comparados con aquellos grupos que no recibieron la
terapia antioxidante (Figura 4). Asi, las ovejas que recibieron vitaminas
presentaron un 38% menos de inmunoreactividad a HIF-1a en comparacion con

aquellas ovejas a las cuales les fue administrada la terapia.
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Figura 4: Comparacion de la expresion inmunohistoquimica de HIF-1a en
placentas de ovejas de 100 dias de gestacion sequn administracion de vitamina.
Letras distintas indican diferencias significativas entre las columnas.

St vitamina: con terapia antioxidante; NO vitamina: sin terapia antioxidante.

Origen y Altura de Gestacion

Al analizar en conjunto los factores origen (altura/nivel del mar) y altura de
gestacion (altura/nivel del mar), se observo que se presentd una interaccion
significativa (p< 0,001) para la expresion inmunoreactiva de HIF-1a (Figura 5).
En este caso las ovejas cuyo origen es el bajo y que gestan en la altura (BA)
presentaron un 23,3% mas de inmunoreactividad a HIF-1a en comparaciéon con
aquellas ovejas originarias del bajo que gestaron en el bajo (BB). Las ovejas
cuyo origen es la altura y que gestan en la altura (AA) presentaron un 5,5% mas
de inmunoreactividad a HIF-1a en comparacién con aquellas ovejas originarias

de altura que gestaron a nivel del mar (AB).
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% sobre el control

Figura 5: Comparacion de la expresion inmunohistoquimica de HIF-1a en
placentas de ovejas de 100 dias de gestacion segun origen y altura de gestacion.
Lefras distintas indican diferencias significativas entre las columnas.

BB: ovefas nativas de nivel del mar que gestan a nivel del mar; BA: ovejas
nativas de nivel del mar que gestan en altura; AB: ovejas nativas de altura que

gestan a nivel del mar; AA: ovejas nativas de altura que gestan en altura.

Origen y Administracion de Vitaminas

Al observar en conjunto los factores origen y administracion de la terapia
antioxidante el resultado no mostré una interaccion significativa (p= 0,667) para
la expresidon inmunoreactiva de HIF-1a ya que para ambos origenes la
administracion de vitaminas causd una disminucién de la expresion de HIF-1a.
En este caso, las ovejas cuyo origen es a nivel del mar y que reciben terapia
antioxidante (B+vit) presentaron un 39,4% menos de inmunoreactividad a HIF-
1a en comparacion con aquellas que no reciben la terapia (B). Las ovejas cuyo
origen es la altura y que reciben terapia antioxidante (A+vit) presentaron un
31,7% menos de inmunoreactividad a HIF-1a en comparacion con aquellas
ovejas originarias de la altura que no reciben la terapia antioxidante (Figura 6).
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Figura 6: Comparacion de la expresion inmunohistoquimica de HIF-1a en
placentas de ovejas de 100 dias de gestacion segun origen y administracion de
vitamina. Letras distintas indican diferencias significativas entre las columnas.

B: ovejas nativas del bajo sin vitamina; B+Vil: ovejas nativas del bajo con
vitamina; A: ovejas nativas de altura sin vitamina; A+Vit: ovejas nativas de altura
con vitamina.

Altura de Gestacién y Administracion de Vitaminas

Si se analiza en conjunto la altura de gestacion y la administracion de vitamina,
observamos que hay un efecto significativo (p=0,007) para la expresion
inmunoreactiva de HIF-1a en todos los grupos (Figura 7). En este caso, las
ovejas que gestan en el bajo con vitamina (B+vit) presentaron un 41,6% menos
de inmunoreactividad a HIF-1a en comparacion con aquellas ovejas que gestan
en el bajo sin vitamina (B). Las ovejas que gestan en la altura con vitamina
(A+vit) presentaron un 26,3% menos de inmunoreactividad a HIF-1a en

comparacion con aquellas ovejas que gestan en la altura sin vitamina (A).
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Figura 7: Comparacion de la expresion inmunohistoquimica de HIF-1a en
placentas de ovejas de 100 dias de gestacion segun altura gestacion y
administracion de vitamina. Letras distintas indican diferencias significativas
entre las columnas.

B: ovejas nativas que gestan en el bajo sin vitamina; B+Vit: ovejas que gestan en
el bajo con vitamina; A: ovejas que gestan en altura sin vitamina; A+Vit: ovejas
que gestan en altura con vitamina.

En términos de variables individuales, la administracion de vitaminas
representa el cambio mas significativo en la expresion de HIF-1a mientras que
el origen de los animales se observo en segundo lugar. La altura de gestacion
fue la variable de menor cambio, pero su efecto es estadisticamente
significativo.

Al considerar el origen de las ovejas y el lugar donde se desarrolla la gestacion
se observa un cambio mayor en la expresion de HIF-1a cuando el origen de la
oveja es a nivel del mar y la gestacion es llevada a cabo en la altura (BA).
Cuando el origen del animal es de altura y su gestacion se desarrolla a nivel del

mar la expresion del factor es menor (AB).
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Origen, Altura de Gestacion y Administracion de Vitaminas

El analisis conjunto de resultados que considera el origen de los animales, la
altura en la que gestan y la administracion de terapia antioxidante presentd
diferencias estadisticamente significativas (p<0,007) entre todos los grupos no
tratados con terapia antioxidante y aquellos con tratamiento, a excepcion de los
grupos BB-BBV y BAV-ABV respectivamente (Figura 8). El grupo de ovejas
nativas de altura no suplementadas con vitaminas (AB) que gestan en el bajo
fue el que presentd la mayor inmunoreactividad a HIF-1a, mientras que la

menor expresion se observo en los grupos BAV y ABV.
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Figura 8: Comparacion conjunia de la expresion inmunohistoquimica de HIF-1a en
placentas de ovejas de 100 dias de gestacion de grupos seglin origen, altura de
gestacion y terapia antioxidante. Letras distintas indican diferencias significativas entre
las columnas.

BB: ovejas nativas de nivel del mar que gestan a nivel del mar sin vitamina; BBV: ovejas
nativas de nivel del mar que gestan a nivel del mar con vitamina; BA: ovejas nativas de
nivel del mar que gestan en altura sin vitamina; BAV: ovejas nativas de nivel del mar que
gestan en altura con vitamina; AB: ovejas nalivas de altura que gestan en a nivel del mar

sin vitamina; ABV: ovejas nativas de altura que gestan a nivel del mar con vitamina; AA:
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ovejas nativas de altura que gestan en altura sin vitamina; AAV: ovejas nativas de altura

que gestan en altura con vitamina.

Los grupos de animales que presentaron la menor expresion del factor fueron
los pertenecientes a los grupos con fratamiento antioxidante BAV y ABV,
mientras que los grupos que presentaron la mayor expresion fueron animales
sin tratamiento antioxidante AB y BA. En ambas situaciones se destaca la
condicion de origen y altura de gestacion cuya diferencia radica en el aporte de

terapia antioxidante.

Al considerar los efectos conjuntos observamos que la altura en que se
desarrolla la gestacion y la administracion de vitaminas tienen los cambios mas
significativos en la expresiéon de HIF-1a dado principalmente por el efecto de la

terapia antioxidante.
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DISCUSION

En el presente estudio se determind la expresion y localizacion
inmunohistoquimica de HIF-1a en placentomas de ovejas de 100 dias de
gestacion nativas de altura y de nivel del mar, cuyas gestaciones cursaron en
ambientes normodxicos (nivel del mar) e hipdxicos de altura (3.500 m.s.n.m), y el
efecto que la suplementacién vitaminica antioxidante tiene bajo estas
condiciones. Este es el primer estudio de la expresion de HIF-1a en placentas
de ovejas que gestan bajo condiciones de hipoxia hipobarica de altura. Estudios
previos, han descrito la expresion de HIF-1a en placentas ovinas, pero bajo
condiciones de normoxia y en etapas tempranas del desarrollo gestacional
(Grazul-Bliska et al., 2010).

El estado hipoxémico observado en las gestaciones que se llevaron a cabo en
la altura durante el presente estudio, se confirma mediante los resultados
obtenidos en los gases sanguineos, que concuerdan con los observados
previamente (Parraguez et al., 2010, 2011). El efecto directo de este estado se
vio reflejado en la disminucion de la P,O» y Sy de los grupos que gestaron en
la altura, en especial del grupo de corta exposicion (BA). Sin embargo, los
incrementos significativos observados en ambos parametros cuando se
administr6 terapia de vitaminas antioxidantes, sugieren que esta
suplementacién otorgaria un efecto protector a la funcién pulmonar durante el
estado hipdxico. El dano pulmonar y las alteraciones en el intercambio gaseoso
producidos por el estrés oxidativo han sido demostrados previamente (Tuder et
al., 2007; Park ef al, 2009), asi como también, que la administracion de
antioxidantes disminuye importantemente la concentracion sanguinea de
marcadores de estrés oxidativo incrementando el estado antioxidante del
organismo (Uzun et al., 2006). De este modo los cambios observados en las

concentraciones de gases sanguineos y saturacidon de hemoglobina en
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aquellos animales a los cuales les fue administrada terapia, sugieren que hubo
una mejor oxigenacion de los tejidos placentarios compensando el efecto de la

hipoxia hipobarica de altura.

La placenta ovina es altamente susceptible a factores estresantes de naturaleza
ambiental, tales como la hipoxia de altura (Parraguez et al., 2006a), nutricion
deficiente (Vonnahme et af, 2003) y altas temperaturas (Galan et al., 1999),
entre otros. Estudios previos han demostrado que la respuesta compensatoria
al estrés hipdxico se caracteriza por el aumento en el peso de la placenta y
diametro de los cofiledones, el aumento de la superficie placentaria y area
vascular, y la disminucion del numero de cotiledones por placenta (Parraguez et
al., 2005). Los cambios placentarios asociados a la hipoxia hipobarica de altura
se producen en virtud de la sobreexpresion de factores proangiogénicos como
VEGF, Leptina y eNOS (Parraguez ef al., 2010), condicion que es mediada por
el factor inducible por hipoxia HIF-1a. Los resultados de inmunolocalizacion
obtenidos en nuestro estudio muestran la presencia de HIF-1a en todos los
grupos de ovejas analizados con y sin terapia antioxidante, incluidos los grupos
mantenidos en normoxia. El sitio de mayor expresion correspondié a la zona
ocupada por células epiteliales maternas y células citotrofoblasticas de las
vellosidades fetales, lugar en que se produce la interdigitacion de la placenta
fetal y materna. Esta localizacidon es consistente con lo descrito en referencia a
la edad gestacional, ya que la expresion de factores proangiogénicos se hace
mas evidente en etapas avanzadas de la prefiez (Bogic et al., 2000; Cheung y
Brace, 1998; Matsumoto et al., 2002), asi como también la mayor produccion y
secrecion de hormonas y factores de crecimiento fetales (Zheng et al., 2000).
Sin embargo, en aquellos grupos de animales que gestaron bajo condicion de
altura, pero les fue administrada la terapia de antioxidantes, disminuyé
considerablemente la expresion de HIF-1a, especialmente en el grupo de corta

exposicion (BAV), lo que es consistente con lo sugerido por Parraguez et al.

49



(2011) en relacion al efecto que las vitaminas antioxidantes tendrian en la
angiogénesis placentaria y sus mecanismos de regulacion. Cabe destacar que
la localizacion observada en el tejido placentario para HIF-1a no tuvo
modificaciones al comparar los grupos suplementados con los que reciben la
terapia, por lo que es posible sugerir que la hipoxia no modificaria la

localizacion de HIF-1a sino la magnitud de la expresién del factor.

Durante el primer tercio de gestacion, la placenta inicia su desarrollo en un
ambiente con menor tension de oxigeno, situacién que fisiolégicamente es
normal y necesaria. Sin embargo, cuando esto ocurre en etapas mas
avanzadas de la gestacion es patologico y trae diversas consecuencias (Pringle
et al, 2010). El rol que HIF-1a tiene como sensor de hipoxia durante el
desarrollo y establecimiento de la prefiez, se caracteriza por la estimulacion de
angiogénesis y vasculogénesis, procesos que son mediados por varias
hormonas y factores de crecimiento, tanto en humanos como animales (Bogic et
al., 2000; Cheung et al., 1995; Cheung y Brace, 1998; Reynolds ef af., 2005b;
Zamudio 2003; Zygmunt ef al., 2003). La estimulacion transcripcional mediada
por HIF-1a (Lee et al, 2004), se caracteriza porque la subunidad a no se
hidroxila bajo condiciones de baja presidon de oxigeno lo que permite su
migracion al nucleo y posterior transcripcion de genes encargados de regular el
desarrollo vascular de la placenta (Fryer y Simon, 2006; Moore ef al., 2004).
Nuestros resultados confirman la presencia de HIF-1a en los placentomas de
todos los grupos de ovejas gestantes incorporados en este estudio,
independiente de su origen, lugar de gestacion y administracion de vitaminas
antioxidantes. Sin embargo, también observamos una sobreexpresion del
factor en aquellos grupos cuyas gestaciones se desarrollaron en la altura,
especialmente cuando las hembras son originarias del bajo y gestan en la altura
(BA) y una disminucion de la expresion del factor cuando se administro
antioxidantes (BAV).
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Una posible explicacion es que en el transcurso de la gestacion, el metabolismo
materno y fetal se encuentra muy incrementado, mas que en cualquier otro
estado fisiolégico, debido a la intensa actividad mitocondrial, cuya consecuencia
directa es el incremento en los niveles de elementos oxidantes, como el anién
superdxido, perdxido de hidrégeno, peroxidos lipidicos y radicales libres,
especialmente en las etapas finales (Aurouseau et al., 2004). Este estado de
estrés oxidativo durante la gestacion es contrarrestado por diferentes
mecanismos conducentes a aminorar sus efectos nocivos e incrementar los
beneficiosos, en virtud de un adecuado desarrollo placentario y fetal, dado
principalmente por un apropiado flujo sanguineo umbilical (Pringle ef al., 2010).
Uno de los factores importantes en la mantencién de este flujo es el Oxido
Nitrico (ON) producido en las células endoteliales vasculares y que tiene una
alta afinidad por las ROS, especialmente el anidn superdxido (O»") (Droge,
2002), lo que implica que bajo una elevada concentracion de ROS, disminuye
rapidamente la bicdisponibilidad de ON. Paralelamente, existen otras moléculas
que también son afines a estos radicales libres, como son la enzima superéxido
dismutasa (SOD) (Fridovich, 1978), con afinidad semejante al ON, y
antioxidantes como vitamina C y melatonina, que en dosis elevadas pueden
competir efectivamente por el O.." manteniendo asi una buena biodisponibilidad
de ON (Gotho y Niki, 1992). Los mecanismos mediante los cuales estos
metabolitos cumplen esta funcion son diversos. Entre estos podemos destacar
su accion directa en la disminucién de las ROS y prevencion de la inactivacion
de enzimas antioxidantes como SOD (Jackson et al, 1998), incremento de las
concentraciones de ON (Ignarro ef al., 1993) y estabilizacion de la enzima
oxido nitrico sintasa (NOS) y ofros cofactores (Geetha y Shyamala, 1989).
Durante el estado hipéxico, HIF-1a estimula |la sintesis de isoformas de NOS,

incrementandose la produccion de ON (llisley et al., 2010).
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Las ROS son también consideradas sensores de oxigeno ya que promueven la
estabilizacion de HIF-1a (Brunelle et af,, 2005), tanto en normoxia como en
hipoxia, pero en esta Ultima, se observa concomitante a un incremento de
estrés oxidativo, una falta de capacidad antioxidante total, lo que sugiere que
este balance se ve inclinado hacia una mayor produccion de ROS (Pialoux et
al., 2009). De acuerdo a lo propuesto por Semenza (2006), bajo condiciones de
hipoxia moderada, la produccién de ROS en necesaria para inhibir la
hidroxilacion de HIF-1a y asi estabilizar la proteina generando la transcripcion
de genes asociados angiogénesis y vasculogénesis, pero bajo condiciones de
hipoxia severa, se observa un desbalance hacia un estado de estrés oxidativo
mayor, lo que genera una sobreexpresion de este factor. Zhao ef al. (2007)
describieron en células hipdxicas de arteria pulmonar de rata una disminucion
del HIF-1a RNAm luego de administrar antioxidantes. Estos datos, junto con los
obtenidos por Pialoux ef al. (2009), sugieren que las ROS también regularian la
expresion y transcripcion de HIF-1a. A la luz de nuestros resultados, es
concordante con lo observado en el grupo nativo de altura (AA) ya que, aun
cuando hay una sobreexpresion del factor, ésta seria producto de uno de los
mecanismos sugeridos de reprogramacion metabolica en relacion con la
disminucion del consumo de oxigeno mitocondrial a través del incremento de la
biodisponibilidad de ON y el mejor desarrollo de lecho vascular en desmedro del
crecimiento fetal (llisley et al., 2010). El grupo nativo de altura que gesta en su
ambiente (AA), mostré resultados opuestos al ser comparado con el grupo que
recibe vitamina (AAV) donde la terapia incrementd la expresion
inmunchistoquimica de HIF-1a. Este resultado no es concordante con lo
sugerido por Parraguez et al. (2011) en relacidon con la administracion de
vitaminas antioxidantes, ya que ha demostrado ser beneficiosa en contrarrestar
los efectos de la hipoxia en relacién con las caracteristicas y funcion de la
placenta. En este caso es posible que la terapia haya activado o inhibido

factores reguladores que actuan en la adaptacion al estado hipoxico crénico. En

52



la actualidad, la evidencia apunta a diferentes respuestas que ocurren en la
placenta frente a una prolongada exposicion a hipoxia comparado con
situaciones de exposicion aguda, pero las investigaciones al respecto ho
permiten concluir claramente los mecanismos involucrados (Pringle et al,
2010). Estudios realizados en placentas humanas en altura sefialan que sus
perfiles metabdlicos muestran claros efectos de adaptacion a hipoxia crénica,
basados en el analisis de marcadores metabdlicos de estrés oxidativo (Tissot
van Patot ef al., 2010, 2004; Hochachka ef al., 2002). La presencia de elevadas
concentraciones de taurina e inositol sugieren que presentan una mayor
capacidad antioxidante, desarrollan mejores reservas energéticas y capacidad
de actividad mitocondrial, lo que permite una mejor modelacion en las
respuestas frente a bajas concentraciones de oxigeno. Debido a la complejidad
de estos procesos, es posible que la administracion de vitaminas en los
resultados observados en el grupo expuesto a hipoxia cronica haya causado
efectos mas bien adversos que tienen su fundamentacion en mecanismos aun
no bien definidos asociados a lo que algunos autores denominan
“reprogramacion metabdlica de la placenta” frente a hipoxia crénica (llisley et
al., 2010). Este modelo postula que bajo condiciones de hipoxia cronica la
placenta se va adecuando en funcién de una disminucién del crecimiento fetal,
promoviendo incrementos en el transporte y disponibilidad de oxigeno vy
disminuyendo la transferencia de glucosa, lo que permite la sobrevivencia del
feto en desmedro de su crecimiento y desarrollo. Este proceso involucraria
cambios adaptativos celulares que no necesariamente estarian gatillados por el
estado hipoxico y de HIF-1a ya que consideran a otros metabolitos como
hormonas, citoquinas y factores de crecimiento, que se encuentran aumentados
en la circulacion materna durante la gestacion (Pringle ef al., 2010). De este
modo, es posible que existan otros elementos a considerar en el efecto de la
administracion de terapia antioxidante sobre la expresion de HIF-1a en hembras

adaptadas por varias generaciones a ambientes de altura.
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Estudios previos guiados por Parraguez ef al. (2010) reportaron cambios en la
placenta de ovejas con gestaciones en altura asociados a la sobreexpresion de
factores angiogénicos como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
y la enzima &xido nitrico sintasa (eNOS). Sin embargo, la administracion de
antioxidantes en placentas hipdxicas de altura permitidé la reduccién de la
expresion local de estos factores, con consecuencias altamente beneficiosas
desde el punto de vista de la masa y vasculatura placentaria, ya que se
incrementa el transporte de oxigeno reduciendo el estrés oxidativo (Parraguez
et al., 2011). En nuestro estudio encontramos que la expresion de HIF-1a
disminuye significativamente cuando se administra terapia antioxidante a ovejas
que gestan bajo condiciones de hipoxia hipobarica (AV) comparado con los
grupos no ftratados (A). Es asi como las ovejas que reciben el tratamiento
antioxidante expresan HIF-1a en un 38% menos en comparacion con las que
no lo reciben. Esta disminucion en la sobrexpresion de HIF-1a es positiva
debido a que estaria reflejando un mas eficiente control del estrés oxidativo al

administrar vitaminas antioxidantes en gestaciones llevadas a cabo en la altura.

La exposicién a hipoxia de altura esta asociada a la presentacion de estrés
oxidativo incrementandose la generacion de ROS y el consecuente dafio
oxidativo celular (Hubel et al., 1989; Fattman et al., 2003). La altura es uno de
los factores que debilita los sistemas antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos del organismo, por lo que una dieta que contemple dosis mayores
de vitaminas antioxidantes es beneficiosa para reducir este dafo oxidativo
inducido por la altura (llavazhagan et al., 2001; Magalhaes et al., 2005; Dosek
et al., 2007). Es ampliamente aceptado que los rumiantes tienen la capacidad
de sintetizar sus propias fuentes de acido ascorbico para satisfacer sus
requerimientos, pero bajo ciertas circunstancias de estrés y aclimatacion es

necesario incorporar suplementacion vitaminica y asi reducir los efectos de una
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deficiencia (Black y Hidiroglou, 1996). Aun cuando ha existido controversia en
relacion con la administracion oral de vitamina C y sus niveles plasmaticos
(Knight ef al., 1941), evidencia mas reciente demuestra lo contrario (Hidiroglou
et al, 1997; Hidiroglou, 1999; Parraguez ef al, 2011) indicando que la
administracién oral de esta vitamina en ovejas durante la gestacion, aumenta
significativamente sus concentraciones plasmaticas. En gestaciones ovinas se
ha demostrado que la administracion de una terapia antioxidante tiene un efecto
significativo en la prevencion del estrés oxidativo, o que se ve reflejado en
cambios positivos asociados a incrementos en los pesos al nacimientos, pero
no en un aumento de la superficie placentaria que permitiria una mejor
transferencia de nutrientes de la madre al feto (Parraguez ef al., 2011). Esta
aparente inconsistencia entre crecimiento fetal y administracién de vitaminas
antioxidantes estaria explicada porque no necesariamente para que crezca un
animal necesita un mayor lecho vascular, sino mas bien un flujo sanguineo mas

eficiente, derivado de una mejor funcion vascular.

Consideramos interesante lo que sucede con la variable origen en la expresion
de HIF-1a, ya que cuando se asocia a altura de gestacion se observa un efecto
significativo (p<0,007), pero no cuando se asocia a administracion de vitamina
(p=0,667). Esto podria tener su explicacion en el hecho de que existe
importante evidencia de los cambios adaptativos que ocurren en las
poblaciones humanas y animales expuestas a hipoxia hipobarica de altura por
varias generaciones en comparacion con aquellas que han sido expuestas soélo
por un corto periodo de tiempo (Moore et al., 2001; Hartinger et al., 2006, Tissot
van Patot et al, 2009; Parraguez ef al, 2011). Recientemente ha sido
demostrado que existen significativas diferencias en la magnitud de los efectos
de la altura de origen sobre las caracteristicas de la prefiez y los recién nacidos
de hembras ovinas que han habitado las tierras altas por varias generaciones,

comparadas con hembras nativas de tierras bajas que son llevadas a gestar a
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la altura y hembras nativas del bajo que gestan en su ambiente de origen
(Parraguez ef al., 2005; Parraguez ef al., 2006a). Asi mismo, otros autores han
estudiado estas y otras caracteristicas en mujeres embarazadas con residencia
permanente en la altura y las han comparado con mujeres embarazadas que
s6lo han desarrollado su gestacion en un ambiente de altura (Yip, 1987; Jensen
y Moore, 1997; Mortola et al., 2000; Giussani et al., 2001; Keyes ef al., 2003).
Los resultados han sido muy semejantes a los observados en hembras ovinas:
los hijos de madres residentes en tierras altas resultan con bajos pesos al
hacimiento, pero el efecto hipdxico es mayor en los hijos de aquellas madres
con corta exposicién a la altura. Aun cuando el tiempo de residencia en la altura
gue llevan las poblaciones humanas (~25.000-50.000 afos) es muy superior y
no comparable con los rebafos ovinos residentes en el Altiplano andino (~500
anos), las diferencias observadas entre los grupos de animales residentes (AA)
y los que son llevados a gestar en la altura (BA) serian afribuibles a un
incipiente fendmeno de adaptacion fisiologica y representaria la diferencia entre
larga y corta exposicion al ambiente de altura (Moore, 2003, 2001; Moore ef al.,
2004, 2001; Monge y Ledn-Velarde, 1991).

Basados en lo anteriormente analizado, el comportamiento de la variable origen
sugiere que, aun cuando se administre terapia antioxidante, su efecto no es
suficiente para generar una diferencia significativa en la expresion
inmuncreactiva de HIF-1a, en contraste con lo que ocurre con la altura de
gestacion, donde la mayor expresion se produce en aquellas ovejas nativas de
las tierras bajas que son llevadas a gestar a la altura sin terapia (BA), es decir,
con un corto periodo de aclimatacion a la hipoxia hipobarica de altura. Estos
resultados confirman que si bien es cierto, la administracion de vitaminas es
fundamental en el mejoramiento de los parametros esperados al nacimiento, la

adaptacion de los rebafos durante varias generaciones en la altura, es una
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fuerte condicién ambiental que se traduce en cambios adaptativos fisiologicos

significativos para la gestacion ovina.

Al considerar el efecto conjunto de todas las variables analizadas se observa
gque en general el tratamiento con antioxidante permite disminuir
significativamente la expresion de HIF-1a. El Unico grupo que no muestra
diferencias significativas corresponde a aquellas ovejas originarias de nivel del
mar que gestan en su ambiente (BB) comparado con el mismo grupo con
administracién de terapia antioxidante (BBV). Estos resultados son consistentes
con lo observado por Parraguez ef al. (2011) donde a pesar de la
administracion de vitaminas C y E a ovejas gestantes a nivel del mar, ésta no
tuvo un efecto significativo en los cambios estructurales y morfolégicos en
placentas bajo estado de normoxia. De este modo, es posible sugerir que bajo
condiciones ambientales con tension de oxigeno normal no habria
sobreexpresion de HIF-1a y la suplementacién con antioxidantes no marcaria
una diferencia en términos de hacer mas eficiente la funcién placentaria. Sin
embargo, estudios realizados por Takor ef al. (2010) concluyen que la
administracion de antioxidantes como melatonina y vitamina C en ovejas
gestantes con baja sintesis de ON, incrementan significativamente el flujo
sanguineo umbilical mediante la vasodilatacion estimulada por la sintesis y
disponibilidad de ON, por lo que seria clinicamente positivo utilizar este
tratamiento en animales con gestaciones patologicas, aun cuando éstas se

desarrollen en un ambiente con tension normal de oxigeno.

Un resultado interesante, fue el observado en el grupo de altura que fue llevado
a gestar al bajo (AB) donde la expresion de HIF-1a fue superior, incluso
respecto del grupo nativo (AA) o del grupo de corta exposicion a la altura (BA).
Aparentemente, la respuesta estaria en el hecho de que animales adaptados a

hipoxia y trasladados a un ambiente normoéxico se podria considerar como un
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estado de hiperoxia o reoxigenacion, cuya consecuencia se observa en un
incremento de ROS que contribuyen al estrés oxidativo (Miyata et al, 2011).
Esta paradoja, en la cual el estrés oxidativo es gatillado no sdélo por una
disminucion, sino también por un incremento en la tensién de oxigeno, la
podemos corroborar basados en las investigaciones de Kulkarni ef al. (2007) en
las que demuestran los beneficios clinicos del uso de diferentes agentes
terapéuticos en la captacion y prevencion de la generacion de ROS a diferentes
niveles de oxigeno. En concordancia con esto, el resultado obtenido en el grupo
con tratamiento antioxidante (ABV) donde disminuye significativamente la
expresion de HIF-1a, nos permite sugerir que en individuos nativos y adaptados
al ambiente hipoxico de altura que son llevados a gestar en normoxia, la
administracion de antioxidantes es también beneficiosa ya que permite

disminuir el estrés oxidativo.
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en este estudio, podriamos concluir que:

1. La expresion placentaria de HIF-1a en ovejas gestantes en ambientes de
altura de larga y corta exposicion, estda incrementada debido al ambiente

hipdxico.

2. La administracion oral de vitaminas antioxidantes disminuye la expresion de
HIF-1a debido a que ayuda a contrarrestar los efectos del dafo oxidativo
producido por la exposicion a hipoxia hipobarica.

3. Las diferencias observadas en la expresion de HIF-1a entre los distintos
grupos de animales analizados nos ayuda a comprender el rol de HIF-1a en el
desarrollo de la placenta y los efectos que de la administracién de una terapia

antioxidante tiene en la gestacion ovina.
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