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RESUMEN

El NO participa en una amplia gama de procesos bioldgicos, entre ellos se presume la
adaptacioén a la hipoxia medioambiental. Por tal motivo se determinaron los niveles de
nitritos en plasma en un total de 270 ratas albinas machos, divididas en dos ensayos:
la mitad sometidos a hipoxia a la altura de 3,320 m.s.n.m confrontados a un grupo
control a nivel del mar. La determinacion del o6xido nitrico (NO) fue indirecta mediante
la cuantificacion de los nitritos (NO,) y nitratos (NOs) por la reaccion de Griess,
(1879).

Todos los animales fueron muestreados en grupos de 15 los dias 1, 2, 5, 7, 14, 21, 28,
35 y 42 respectivamente.

La mayor concentracién de Oxido nitrico en el grupo hipdxia medioambiental se
encontrd en el dia 2 de muestreo (o = 0.05). Los niveles plasmaticos de éxido nitrico
en el grupo hipdxia medioambiental presentaron diferencias significativas con el
grupo control (p — valor = 0.001) encontrandose incrementados con respecto al grupo
control (o = 0.05).

Estos resultados proponen que la hipoxia medioambiental produce un aumento de la
sintesis de ON, como consecuencia de procesos adaptativos a la altura, corroborando

los resultados de otros trabajos e investigaciones.

Palabras clave: 6xido nitrico, hipoxia medioambiental, enfermedad de altura.



SUMMARY

NO participate in an ample rate of biological processes, among them presumes the
adaptation to the environmental hypoxia. By such reason the plasma levels of nitrates
were determined in a total of 270 rats male, divided in two tests: half put under
hypoxia to the height of 3.320 mts. confronted to a group control at level of the sea).
The determination of nitric oxide (NO) was indirect by means of the cuantification
nitrates (NO,) and nitrites (NOs), by the reaction of Griess, (1879).

All the animals were tested in groups of 15, on the days 1, 2, 5, 7, 14, 21, 28, 35y 42
respectively. The greater concentration of NO in the group submissive environmental
hypoxia was in day 2 of sampling (a= 0.05). The NO levels in the hypoxia
environmental group presented significant differences with the group control (p -
value = 0,001) being increased with respect to the group control (a= 0.05).

These results propose that environmental hypoxia produces an increase of the
synthesis of nitric oxide, consequence of adaptive processes to the height,

corroborating the results of other works and investigations.

Key words: nitric oxide, environmental hypoxia, high attitude illness.



I. INTRODUCCION

La exposicién de un organismo a las grandes altitudes involucra respuestas
a la baja presion de oxigeno y al frio predominante en estas areas lo que
produce interacciones celulares complejas conllevando a vasoconstriccion
pulmonar, policitemia y remodelacién vascular pulmonar. Las células
sometidas a hipoxia van a producir y liberar sustancias como el 6xido nitrico
(NO) y la endotelina (ET), los cuales intervienen significativamente en el
desarrollo de la enfermedad, que es conocida como mal de altura (Will et

al, 1962; Kuida et al., 1962; Cueva, 1974).

Dentro de los factores intrinsecos involucrados esta el NO que es un potente
vasodilatador y que podria estar jugando un rol importante en la adaptacion
de los seres vivos a la hipoxia (Malyshev et al 1999; Manukhina et al.

1999).

El NO es un gas biolégicamente activo producido por casi todos los tejidos
del organismo, el cual se constituye a partir del aminoacido esencial L-
arginina, en una reaccidon catalizada por la enzima Oxido nitrico sintasa
(NOS). Es una molécula multifuncional producida por distintos tipos
celulares en casi todos los sistemas organicos y es esencial en diversos
procesos bioldgicos, su determinacion se hace de forma indirecta a través

de uno de sus metabolitos estables: el nitrito.



El presente estudio, tiene por objetivo determinar los niveles de nitritos y
nitratos en ratas adultas expuestas durante 42 dias a la altura de 3,230

m.s.n.m. (Huancayo)a diferentes tiempos de hipoxia medioambiental.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Respuesta del Organismo a la Altura

La exposicion de especies domésticas a condiciones medioambientales de
altura produce la enfermedad conocida como mal de altura, mal de pecho,
“brisket disease” o sindrome ascitico en el caso de las aves, cuya
presentacion esta influenciada por diversos factores y ocurre en zonas
montafiosas con altitudes mayores a los 1500 metros (Will et al, 1962;

Kuida et al., 1962; Cueva, 1968).

La respuesta de los seres vivos a estas condiciones involucra interacciones
intercelulares complejas las cuales estan mediadas por la liberacion de
factores de crecimiento, citoquinas, prostaglandinas, leucotrienos,

tromboxanos y mensajeros bioldgicos (Kourembanas et a/., 1997).

Durante el proceso de adaptacién a la altura se genera la activacion de
genes que inducen, la produccion de sustancias vasoactivas por las células
endoteliales determinando la vasodilatacion o la vasoconstriccion
respectivamente de arterias y arteriolas pulmonares. La activacién o la
inhibicion de cascadas bioquimicas tisulares especialmente endoteliales
podrian estar determinando la adaptacion a esta condicién (Ayén y Cueva,

1998).



La adaptacion a la hipoxia de altura, produce un aumento de la frecuencia
cardiaca submaxima y del gasto cardiaco submaximo. El volumen sistdlico
permanece igual o se reduce. De igual manera ocurre con la frecuencia
cardiaca maxima o con el gasto cardiaco maximo. A largo plazo, la
frecuencia cardiaca submaxima permanece elevada, el gasto cardiaco
submaximo cae por debajo de los valores a nivel del mar, y disminuyen el
volumen sistdlico, la frecuencia cardiaca maxima y el gasto cardiaco maximo

(Alexander, 1967; Faulkner 1967; Kalusen 1969).

La hipertensidon arterial pulmonar que presenta estd caracterizada por
vasoconstriccion arteriolar pulmonar, incremento de la viscosidad de la
sangre debido a la policitemia y a la remodelacion vascular. Algunos
estudios, especialmente en ratas muestran que alteraciones en la
producciéon vy la activacién de factores como el 6xido nitrico (NO) vy la
endotelina (ET)-1, que responden a su ves a diversos estimulos
relacionados con la patogénesis de la hipertension arterial pulmonar,
contribuyen significativamente al desarrollo de la enfermedad (Breslow et

al, 1993; Brady et a/,, 2002).

En condiciones de hipoxia hipobarica se producen modificaciones
hematoldgicas importantes como aumento de la secrecidn de eritropoyetina,
del hematocrito y hemoglobina. Asimismo se produce un aumento de la
viscosidad sanguinea, y un desplazamiento de la curva de disociacién de la

oxihemoglobina hacia la derecha.



La coagulacion estd también alterada, con aumento del fibrindgeno,
disminucion de la actividad fibrinolitica, y secuestro de plaquetas en el tejido

pulmonar (Abbredcht 1972; Reynafarje 1964).

La hipoxia activa la produccion del factor inductor de hipoxia-1 (HIF-1), y de
la induccién del gen que produce Egr-1 (respuesta de crecimiento
temprano), quienes tienen la capacidad de modular la expresién de genes
que participan en la remodelacion de la matriz extracelular y del propio
musculo liso y en el desencadenamiento de la hipertension arterial pulmonar
en respuesta a la hipoxia pulmonar (Yu et a/, 1998; Semenza, 2000; Yan et

al., 2000).

En condiciones hipobdricas agudas (3 dias) se observan cambios fisico
quimicos en el parénquima pulmonar y en las estructuras que constituyen el
sistema surfactante. Predominantemente hay delaminacién del neumocito
tipo 2, cambios edematosos, danos a nivel de la lamina basal y acumulacion
de macréfagos alveolares. En condiciones cronicas (30 dias) va a
predominar la reparacion proliferativa; los cambios del sistema surfactante
estan acompafados por acumulacion de granulocitos y monocitos en el

lecho vascular (Sulkowska et a/, 1997).

La hipoxia hipobarica estda asociada con numerosos cambios de tipo
humoral, nutricional y respiratorio tal como el incremento de las necesidades

de oxigeno a nivel de musculos respiratorios, el cual resulta en significativas



adaptaciones bioquimicas e histoldgicas de los musculos asociados a la

respiracion, en particular del diafragma.

2.2 Oxido Nitrico

El NO es un gas simple formado por un atomo de oxigeno y uno de
nitrégeno. Tiene un peso molecular de 30,006 mol, una densidad relativa de
1,036 a 21 °C, un volumen especifico de 0,81 m3/Kg., una temperatura de
ebullicién de — 151,8 °C con una pureza minima de 98,5%. y es considerada
como una sustancia venenosa de clase A. Es una sustancia
termodinamicamente inestable a temperatura ambiente, en estado gaseoso
no tiene tendencia a formar dimeros mientras que en estado liquido forma
dimeros y es de color azul. Es una sustancia altamente tdxica (Ignarro,

1989; Adams, 1994; Rubin, 1996).

El NO tiene un electron desapareado en su Orbita externa, esto es la base
para su actividad bioldgica actia como un radical libre en la interaccion
electroquimica entre el NO y los metales. Sin embargo, su reactividad como
radical libre, es muy débil (Ignarro et al, 1989). Esta pobre reactividad
combinada con su liposolubilidad le permiten ser marcadamente difusible
(Vaunghn et al, 1998). En vivo, esta difusion puede ser en gran parte

regulada por su reaccion con la hemoglobina (Liu et a/., 1998).



Las especies que reaccionan con el NO son realmente limitadas,
basicamente son el oxigeno, metales de transicion y otros radicales como el

radical superoxido (0,").

Las investigaciones preliminares en la que se demostré que el endotelio
vascular produce una sustancia con efectos vasodilatadores, la cual en
principio se denomind factor relajante derivado del endotelio (EDRF)
(Furchgott y Zawadzki, 1980), asi como su identificacion como NO (Ignarro

et al., 1987) marcaron el inicio de la era farmacoldgica de esta sustancia.

El NO se forma a partir de L-arginina por la actividad enzimatica de la éxido
nitrico sintasa (NOS) que pertenece a la familia de las 6xido reductasas, las
cuales son homdlogas de la reductasa citocromo P4so con la obtencién de L-
citrulina como coproducto (Fig. 1). En dicha reaccién una molécula de L-
arginina es transportada al interior de la célula endotelial por un
transportador especifico, generandose una molécula de L-citrulina y una
molécula de NO; todo esto es catalizado por la enzima NOS (Schmidt et al.,
1988; Stamler et al, 1992; Adams, 1994; Murray et a/., 1996; Rubin, 1996;

Pozo et al., 1998).

La produccion de NO por las células requiere la presencia de una o mas
isoformas reconocidas hasta ahora. Se han identificado tres isoformas de

NOS que producen NO a través de la via comun de la L arginina: isoforma



neuronal o tipo I (nNOS), inducible o tipo II (iNOS) y endotelial o tipo III

(eNOS) (Moncada et a/, 1997; Schmidt et a/, 1998) (Fig. 2).

Las isoformas endotelial (eNOS) y neural (nNOS) son calcio dependientes
(cNOS), estan presentes en diferentes tejidos como células endoteliales,
neuronas, neuroglias y otros en donde producen concentraciones fisioldgicas
de ON al actuar como sefalizadores moleculares (Dimiski, 1994; Moncada et

al, 1997; Pozo et al., 1998; Qu et al, 1999).

La isoforma inducible (iNOS) o tipo II es calcio independiente, esta presente
en diferentes tipos celulares como macréfagos, hepatocitos, neutrdfilos,
musculo liso y en el endotelio en respuesta a diferentes estimulos
inmunoldgicos tales como interferdn gamma (IFN-y), factor de necrosis
tumoral alfa (TNF- «) y al lipopolisacarido bacteriano (LPS), los cuales
generan gran cantidad de NO que puede ser toxico en células tumorales o
infectadas por virus. El conocimiento de esta amplia distribucion de las NOS
ayudan a explicar algunos de los efectos en el organismo asociados con la

liberacion del NO.

El NO una vez formado puede difundirse hacia las células subyacentes,
donde activa a la enzima guanidilciclasa (Gc) la cual provoca vasodilatacion,
inhibicién plaquetaria y aumento intracelular de GMPc, que es el mediador
de los efectos fisioldgicos (Lamas et al, 1992; Dimiski, 1994; Moncada et

al, 1997; Carcillo, 1999; Qu et al., 1999).



El NO endotelial es un vasodilatador enddégeno potente que juega un rol
importante en la regulacion de la resistencia vascular pulmonar y sistémica
(Fig. 2). Ademas de su papel central como vasodilatador, inhibe la
adherencia de las células sanguineas circulantes (plaquetas y leucocitos) y
suprime la proliferacion de las células musculares lisas vasculares; por
consiguiente, la reduccion de la actividad del NO endotelial estaria asociada
a la vasoconstriccién, trombosis, inflamacion y crecimiento vascular anormal

en enfermedades cardiovasculares (Cooke y Dzau, 1997).

De manera natural, el NO reacciona con diversas moléculas formando
nitritos y nitratos, metabolitos estables y solubles los cuales se utilizan
como método indirecto para la valoracion bioquimica de la produccion de ON
en extractos de tejidos, orina, plasma o en suero (Bories et al, 1995;

Taskiran et al., 1997).

La sintesis y produccién del NO es regulada por glucocorticoides y agentes
antiinflamatorios no esteroideos (AINES), asi también esta regulado a través
de mecanismos de retroalimentacion negativa (Garthwaite, 1993; Mc Donald

y Murad, 1996).

2.3 Oxido Nitrico y su relacion en la Hipoxia

El NO participa en una amplia gama de procesos bioldgicos, dentro de los
cuales tenemos, diferentes mecanismos de activacion de factores de

transcripcién, translocacion de los mRNA, metabolismo del hierro,



mutagénesis, apoptosis, glicdlisis y el transporte de electrones
mitocondriales, acilacion de proteinas, sintesis de desoxinucledtidos, fusion
de mioblastos, adhesidon de las plaquetas y neutrdfilos, proliferacion de
promotores de células mieloides, produccidon de células T, queratinocitos y
células tumorales, liberacion de hormonas pituitarias, regulacion del tono
bronquial y el de los esfinteres, regulacion del peristaltismo esofagico,
contraccién del estdbmago e intestino, Utero y corazdn y la ereccion del pene.
Participan en la tolerancia y toxicidad a opioides, en la regulacion de la
memoria, del suefio y de la presidn sanguinea (Moncada et al, 1991;

Knowles et al, 1992, Lowenstein et al., 1994).

El efecto vasodilatador del NO es estimulado por diferentes factores entre
los que se encuentran: la hipoxia y el flujo sanguineo (Alfonso et al., 1997,

Levesque et al, 1994, Yamasigawa y Kurihara, 1988).

La exposicion a la hipoxia de moderada intensidad produce incremento
transitorio de Ca** intracelular activando la sintesis de eNOS (Hampl et al.,

1995).

Rabinovich et a/ describid que la inhibicidon crénica de NOS no conduce al
desarrollo de hipertensidon pulmonar, posiblemente debido a una disminucién
del volumen cardiaco. Estas discrepancias se han tratado en estudios

recientes usando ratones que son deficientes en isoformas de NOS.



En el pulmdn encontramos las tres isoformas de NOS siendo la principal la
eNOS que se encuentra en la vasculatura pulmonar (Archer et al, 1989);
por otro lado la iINOS se expresa en el epitelio de las vias aéreas y en el
musculo liso de las vias aérea y de los vasos sanguineos (Voelkel, 1986;
Dinh-Xuan, 1993), mientras que la nNOS se expresa en el tejido nervioso
bronquial fino del epitelio pulmonar (Voelkel, 1986; Palmer et al, 1987;

Archer et al., 1989; Moncada et a/, 1991).

Estudios realizados en ratones knockout para cada una de estas isoformas
sugieren que el NO derivado de eNOS es importante en la modulacion del
tono vascular pulmonar basal, asi como en la atenuacion del desarrollo de la
hipertension pulmonar (Furchgott et al, 1980; Fineman et al, 1992;

Hasunuma et a/., 1991).

Otros estudios realizados en las cadenas pesadas de miosina diafragmatica
de ratas sometidas a hipoxia cronica se ha encontrado una disminucién en la
expresion de la isoforma nNOS y un incremento en la expresion de la

isoforma iNOS (Mortola y Naso, 1995).

Investigaciones recientes han demostrado la influencia de cortos periodos
de hipoxia sobre la sintesis de NO y reportan cambios en la expresion del
NOS, dependientes de la isoforma de NOS y del tipo de célula involucrada

(Ishihara et al., 1995).



Los estudios sobre la influencia de los periodos de hipoxia (horas hacia las
3 semanas) en las isoformas constitutivas de NOS, revelaron resultados
contradictorios dependiendo de la especie animal, duracion de la hipoxia,
tipo celular y el 6rgano implicado. Por ejemplo la exposicion a hipdxia in
vitro por 12 a 48 horas produjo una disminucién en la expresién de eNOS en
la célula endotelial pulmonar; mientras que hubo un incremento perceptible
en la expresidon eNOS en células endoteliales adrticas (Liao et al, 1995;
Arnett et a/,, 1996).

Del mismo modo, la expresion de eNOS pulmonar fetal in vitro, disminuye
significativamente después de 48 horas de exposicion a hipdxia; mientras
que la produccion de NO epitelial bronquial es independiente de los niveles

de presién de oxigeno (PO;) (North et al., 1996).

La hipoxia hipdbarica se asocia al aumento de la actividad ventilatoria del
musculo, debido a la disminucion de la ventilacion pulmonar, que da lugar a
demandas metabdlicas crecientes del musculo ventilatorio (Mortola y Naso,
1995). Los estudios anteriores indican que los periodos prolongados de
actividad del musculo esquelético conducen a un aumento significativo en la

expresion de nNOS (Reiser et al., 1997).

La hipoxia hipdbarica causa remodelacion vascular (mudsculo liso vy
replicacion celular endotelial y acumulacion extracelular de la matriz), que
es mediado por los mitdgenos vasculares de la célula y los factores del

crecimiento tales como factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),



endotelina 1 y factor de crecimiento plaquetario. Estos  mitdgenos
especialmente el VEGF estimulan la expresion de los eNOS en las células
endoteliales (Kroll y Waltenberger, 1998).

Estudios en ratas demostraron que la exposicién a una hipoxia hipdbarica de
12 a 24 horas produjo un aumento selectivo y significativo de la expresién
del gen para nNOS, lo cual se expresa en un incremento en la produccién de
nNOS en neuronas centrales y periféricas (Guo et al, 1997; Prabhakar et

al., 1998).

Esta demostrado que la disminucidn de la actividad del NO endotelial
contribuye a la patogénesis de trastornos cardiovasculares como la
arteriosclerosis, la estenosis valvular, injuria de perfusion e hipertension
pulmonar; y estos podrian ser revertidos mediante la administracion de L-

arginina que es un precursor del NO (Cooke y Dzau, 1997).



III. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de Ejecucion

El presente estudio se realizd en la Estacion Experimental del Instituto
Veterinario de Investigaciones Tropicales y de Altura (C.I. IVITA) en el
distrito de El Mantaro, provincia de Jauja, a una altura de 3 320 m.s.n.m. y
en las instalaciones del Laboratorio de Farmacologia y Toxicologia
Veterinaria, de la Facultad de Medicina Veterinaria - U.N.M.S.M, en la ciudad

de Lima (a nivel del mar).

3.2 Animales

Ratas albinas linea Holtzman machos adultos, con pesos comprendidos entre
(180 +/- 30 gramos) escogidos al azar. La mitad de ellos (grupo control)
permanecié a nivel del mar, mientras que los demas (grupo hipoxia) fueron

transportados a 3,320 m.s.n.m.

3.3 Materiales

Equipos para Medicion:

Espectrofotémetro UV-VIR lab Med.
Balanza analitica Metler.

Balanza mecanica Ohaus.

Reactivos
Reactivo de Griess A: Acido sulfanilico 1% en &cido fosfdrico al 5 %.
Reactivo de Griess B: N -1- Naftiletilendiamina al 0.1 % en agua destilada.

Hidrdéxido de sodio (NaOH) 1,0 M.



Sulfato de Zinc (ZnS0O4) 30 %.

Zinc en polvo.

Material de laboratorio

Centrifuga Adams.

Alcohol.

Bandejas.

Pipetasde 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml.
Algodén.

Destilador de agua.

Estufa Aescular

Embudos plasticos.

Agua destilada.

Jeringas descartables de 3 ml.
Pentobarbital %

Matraz 250 ml.

Beaker 250 ml.

Gradillas.

Piceta.

Papel de filtro.

Gotero.

Material de cirugia

1 pinza simple.

1 tijera mayo recta.



Hojas de bisturi N° 21.

Material Diverso

Jaulas.

Viruta.

Bebederos.

Alimento comercial para roedores.
Cuaderno de notas.

Cinta pegafan.



3.4 Método Experimental

3.4.1 Mantenimiento de los animales de experimentacion

Durante el desarrollo de la parte experimental

los animales fueron

mantenidos en jaulas de metal, se les suministro alimento comercial desde

el dia 1 hasta el dia de su sacrificio para la toma de muestra. La disposicion

de agua fue ad libitum.

3.4.2 Seleccion y tratamiento de Animales

Se utilizaron 270 animales machos adultos, de los cuales 135 (grupo

hipoxia) fueron sometidos entre 1 a 42 dias de estrés hipoxico

medioambiental (Fig. 2) a una altitud de 3 320 m.s.n.m. Los 135 animales

restantes (grupo control) fueron mantenidos a nivel del mar (Fig. 1).

La distribucién de animales se puede sumarizar en la siguiente tabla:

TABLA 1. DISTRIBUCION DE RATAS PARA LA DETERMINACION DE NO;
SEGUN DIAS DE EXPOSICION A HIPOXIA MEDIOAMBIENTAL.

Bloque Dias y semanas Grupo Control Grupo Hipoxia

No de Muestreo (nivel del mar) (3320 m.s.n.m.)
I 1 15 15
II 2 15 15
I1I 5 15 15
I\ 1 semana 15 15
Vv 2 semana 15 15
VI 3 semana 15 15
VII 4 semana 15 15
VIII 5 semana 15 15
IX 6 semana 15 15
TOTAL 135 135




3.4.3 Determinacion de los niveles de Nitritos y Nitratos.

3.4.3.1 Método de Griess

Este método se fundamenta en una reaccion de diazotizacién. El reactivo de
Griess usa sulfanilamida y dicloruro de N-1-nafiletilenediamina (NED) bajo
condiciones acidas (acido fosforico). Esta técnica detecta nitritos y nitratos
los cuales son los dos principales productos estables del NO (Gallardo,

1999).

3.4.3.2 Procedimiento.

Se obtuvieron las muestras de sangre de 15 ratas del grupo control y 15
ratas del grupo hipoxia por decapitacion (Fig. 4 y 5), los cuales fueron
colocados en tubos de ensayo heparinizados. Las muestras se centrifugaron
a 3000 r.p.m. durante 10 minutos, para la obtencién de plasma, el cual fue
desproteinizado utilizando ZnSO, en medio alcalino. EI NO fue cuantificado
utilizando el método de Griess.

Las lecturas se hicieron en un Espectrofotdmetro digital UV-VIR lab Med. a
una longitud de onda de 520-550 nm, referidas a la absorvancia de

soluciones de nitritos y nitratos de sodio.

3.5 Método Estadistico
Para la evaluacién estadistica se utilizd un disefio de bloques aleatorios

completos. Se determind la diferencia de los niveles de NO por efecto del



tiempo de exposicion para la cual se utilizd la prueba de Andlisis de
Varianza.
El test de Dunnet se usd para determinar en cual de los dos grupos se

encuentra los niveles mas altos de NO.

La prueba de comparacién mdltiple de medias o test de Tukey fue usada
para determinar la relacion tiempo de exposicidn y mayor concentracion de

NO.



RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores plasmaticos de Oxido Nitrico (NO) en los lotes control (nivel del
mar) encontrados en ratas, estan comprendidos entre 2.851 + 1.517 um y
4.435 £1.671 um (Tabla N° 2). Mientras que los valores en ratas expuestas

a hipoxia de altura estan entre 2.6883 + 0.832 um y 10.651 + 4.475 um.

Los valores obtenidos a nivel del mar son similares entre ellos (p > 0.05) lo
cual indica que a nivel del mar no existieron factores que influenciaron en su

variacion.

Comparando los grupos controles con sus respectivos pares de grupo
hipoxia, observamos que en el dia 2 de exposicién a la hipoxia hubo un
incremento significativo de NO hasta de 10.651 £ 4.475 um. Los valores
descendieron hacia el quinto dia, 4.980 + 0.60 um permaneciendo aun
diferentes (p > 0.05) a su par control; conforme pasaron los dias, los
valores se estabilizaron y se mantuvieron constantes hasta el dia 42.

Estos datos sugieren que la exposicion a la hipoxia estimula la sintesis de
NO o un aumento en la utilizacion de NO almacenado; puesto que la hipoxia
ambiental desarrolla hipoxia tisular, condicibn que produce una
vasoconstriccion arteriolar pulmonar, lo que estimula una mayor liberacién
de NO con finalidad compensatoria, tratando de restablecer el equilibrio
general de oxigenacion y perfusion pulmonar (Moncada et al, 1991; O 'Brij

y Peacock, 1998).



Ademas la exposicion a la hipoxia de moderada intensidad produce
incremento del Ca*™* intracelular activando la sintesis de eNOS (Hampl et

al., 1995).

Angulo et al. (2004) han encontrado que en pollos de carne BBs expuestos
a la altura de 3320 m.s.m.n. (Huancayo) la mortalidad era significativa
(20%) vy los que quedaron vivos presentaron una sobreproduccién de ON en
comparacion con los que fueron criados a nivel del mar; lo cual podria estar

relacionado con el proceso de adaptacion a la altura.

El mayor valor promedio, observado a corto tiempo (2 dias) permite afirmar
que los valores de Oxido nitrico en ratas se elevan hacia el segundo dia de
exposicion a la hipoxia (Esquema N° 1 y Tabla N° 2). Guo et a/. (1997) y
Prabhakar et al/. (1998) demostraron que la exposicion a una hipoxia
hipobarica de 12 a 24 horas produjo un aumento selectivo y significativo de
la expresidn del gen para nNOS, lo cual se expresa en un incremento en la
produccion de nNOS en neuronas centrales y periféricas, explicando lo
manifestado. Jernigan et al., han reportado que la hipoxia aguda incrementa
los niveles de ROS y disminuye la vasodilatacion pulmonar dependiente del

NO en pulmones de ratas.

Furchgott et al. (1980), Fineman et al. (1992) y Hasunuma et a/. (1991)

sugieren que la modulacién del tono vascular pulmonar basal, asi como la



atenuacién del desarrollo de la hipertension pulmonar esta influenciado por

el NO derivado de eNOS.

Los valores plasmaticos de NO elevados significativamente al dia siguiente
de su permanencia en Huancayo (Esquema 1) se correlacionan con lo
encontrado por Manukhina et a/. (1999) en ratas adultas, en estos animales
los niveles de nitritos y nitratos se incrementaron por consiguiente los
niveles de NO, lo cual estaria indicando un proceso adaptativo a la hipoxia,
cuyos efectos benéficos pueden ser utilizados potencialmente en los

procesos de aclimatacion.

También se observd que los valores descendieron conforme la exposicion a
la hipoxia se prolonga (Esquema N° 1 y Tabla N° 2). Gonzalez y Wood
(2001) encontraron que la aclimatizacién involucra la sobreregulacion de la
sintasa del NO inducible (iNOS)) y han sugerido que la hipoxia produce una
alteracion en el balance ROS/NO lo cual es eventualmente restaurado

durante el proceso de aclimatizacion.



Tabla N° 2. VALORES DE NO EN RATAS SOMETIDAS A HIPOXIA MEDIOAMBIENTAL COMPARADOS CON GRUPO CONTROL

Dias y Semanas n Control (Nivel del mar) Hipoxia o Altura
de Muestreo X Valor mMolar + Ds X Valor mMolar + Ds

1dia 15 3.774 + 1.860 3.575 + 1.126

2 dia 15 3.599 + 0.702 * 10.651 + 4475 *

5 dia 15 3.616 + 1.462* 4980 + 0.60 *

7 dias 15 4,435 +1.671" 550 + 3.736 "

2 semana 15 3.646 +1.394 4002 + 2.722
3 semana 15 3.317 + 1.35 4,026 + 1.506
4 semana 15 3.694 + 1.446 3.649 + 0.813
5 semana 15 3.371 + 1.376 3.138 + 0.822
6 semana 15 2.851 + 1,517 2.683 + 0.832

™) Valores estadisticamente diferentes p < 0.05
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V. CONCLUSIONES

1. Los niveles de NO en ratas al dia 2 de exposicién a la hipoxia fueron

significativamente mayores (p<0.05) que a nivel del mar.

2. A mayor tiempo de exposicion a la hipoxia los niveles de NO se

normalizaron.

3. La sobreproduccién de NO al segundo dia representaria una respuesta

adaptativa a la hipoxia medioambiental.
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Foto 1. Ratas control a nivel del mar.

Foto 2. Ratas sometidas a hipoxia medioambiental.



Foto 3. Toma de muestra. Huancayo

Foto 4. Toma de muestra. Huancayo.
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Figura 1. Sintesis del 6xido nitrico, a partir de la L-Arginina
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Figura 2. Difusidn del ON desde el endotelio al musculo liso adyacente, sangre y un al grupo

Heme o su metabolizacion en nitritos y nitratos.





