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RESUMEN

El sindrome ascitico es una de las principales causas de mortalidad en aves de
produccion de carne, siendo la hipoxia el factor desencadenante a la que se suma Ia
respuesta del organismo mediante la liberacion de diversas sustancias que conducen al
cuadro patologico, tales como endotelina 1 (ET-1), 6xido nitrico (ON), prostaglandinas y
diversas citoquinas inflamatorias. Aun no se conoce el rol del 6xido nitrico en la
hipertrofia arteriolar pulmonar e hipertrofia cardiaca derecha que se observa en el sindrome
ascitico. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue determinar los valores de nitritos
y nitratos, metabolitos estables del ON y su correlaciéon con el grado de hipertrofia
arteriolar pulmonar mediante la relacion capa muscular/didmetro arteriolar (CM/DA) y con
la hipertrofia cardiaca derecha mediante la relacion ventriculo derecho/ventriculo total
(VD/VT) y relacion ventriculo derecho/peso corporal (VD/PC) en aves sometidas a
hipoxia ambiental. De un mismo lote de aves machos de la linea Cobb vantres, nacidos a
nivel del mar, se estudiaron 135 animales; 15 fueron sacrificados a 1 dia de edad, en sus
muestras se estudiaron diversas variables cuyos resultados fueron la base comparativa para
los que se obtuvieron en los demés animales. Los 120 animales restantes fueron divididos
en los grupos: nivel del mar (NM) 60 animales y altura (A) 60 animales. A los 10, 20, 30 y
40 dias de edad se tomaron 15 aves (al azar) de cada grupo. Las variables determinadas
fueron peso corporal (PC), hematocrito (Ht), nitritos y nitratos, CM/DA, VD/VT y VD/PC.
Los resultados obtenidos muestran que el PC fue mayor a NM que en A (p<0.05), mientras
que el Ht fue mayor en A que a NM (p<0.05), los niveles de nitritos y nitratos a NM fueron
similares en todas las edades, mientras que en la A se observo una disminuciéon a los 20
dias (p<0.05), un aumento a los 30 (p<0.05) y a los 40 dias una disminucion a valores
similares que a NM. Tanto a NM como en la A se observo un proceso de muscularizacion
que llegd a su maximo desarrollo al dia 40, sin ser diferentes entre dichos grupos. Las
relaciones VD/VT y VD/PC mostraron una hipertrofia ventricular derecha en las aves
sometidas a hipoxia cuya mayor magnitud ocurri6 al dia 30, siendo constante hasta el dia
40, coincidiendo con la edad de mayor presentacion de cuadros asciticos. Al evaluar la
correlacion entre el tiempo de exposicion a la hipoxia y los niveles de nitritos y nitratos
como variables independientes con las variables dependientes CM/DA, VD/VT y VD/PC
se encontrd una fuerte correlacion. Por tal motivo se concluye que las variaciones en la
produccion del ON afecta de forma directa la proliferacion de la musculatura lisa de las
arteriolas pulmonares y produce como mecanismo compensatorio una hipertrofia cardiaca
derecha.

Palabras clave: Oxido nitrico, sindrome ascitico, hipertrofia cardiaca, hipertrofia arteriolar
pulmonar, pollos.



SUMMARY

Ascitic syndrome is one of the main causes of mortality in broilers, being the
hypoxia the leading factor to which is added the answer of the organism by liberation of
diverse sustances that conduce to the pathologic pattern, such us endotheline 1 (ET-1),
nitric oxide (NO), prostaglandins and inflammatory chemokines. The rol of NO in the
pulmonary arteriolar hypertrophy and right cardiac hypertrophy observed in ascitic
syndrome is still unknown. Hence, the aim of this study was to obtain the values of nitrites
and nitrates, stable metabolites of NO, and its correlation with the degree of pulmonary
arteriole hypertrophy through the muscular wall/arteriolar diameter (CM/DA) ratio, the
right ventricular hypertrophy through the right ventricle/total ventricle (RV/TV) ratio and
right ventricle/body weight (RV/BW) ratio in chickens rised at environmental hypoxia. A
total of 135 male, Cobb vantres chickens and born at sea level were studied; 15 of them
were sacrificed at 1 day age and diverse variables were determinate in their samples
whose results were used as comparative base line for those of the other animals. The
reminder 120 chickens were distributed in the groups: Sea Level (SL) 60 birds and altitude
(A) 60 birds. At 10, 20, 30 and 40 days old, 15 chicken were taken randomly to measure
body weight (BW), hematocrite (Ht), nitrites and nitrates, MW/AD, RV/VT and RV/BW.
The results showed that BW was greater at SL than at A (p< 0.05), whereas the Ht was
greater at A than at SL (p< 0.05). The levels of nitrites and nitrates at SL were similar at
all ages, whereas at A decreased at 20 days (p<0.05), increased at 30 days (p< 0.05) and
decreased to similar values observed at SL toward the 40 days. Both, at SL and at A a
process of muscularization was found, whose maximum development was at 40 days old,
without difference between these groups. RV/TV and RV/BW ratios showed right cardiac
hypertrophy in chickens raised under hypoxia which became serious toward the 30 days
being constant until 40 days old, agreeing with the age of greater presentation of ascites.
The evaluation of the correlation between time of exposition to hypoxia and levels of
nitrites and nitrates as independent variables with MW/AD, RV/TV and RV/BW ratios as
dependent variables detected the correlation was strong. We conclude that variations in
production of nitric oxide affect in a direct way the proliferation of smooth muscle of
pulmonary arterioles conducing to a compensatory right cardiac hypertrophy.

Key words: Nitric oxide, ascitic syndrome, cardiac hypertrophy, pulmonary arteriolar
hypertrophy, chickens.
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I. INTRODUCCION

La exposicion de los organismos a la hipoxia de altura produce activacion de
diferentes procesos moleculares que incluye la produccion de sustancias vasoactivas tales
como el o0xido nitrico por parte del endotelio vascular, citoquinas inflamatorias como
interlequina 1, factor de necrosis tumoral y otros factores inducidos por hipoxia. El ¢xido
nitrico es un potente vasodilatador, cuyos niveles altos son asociados a una citotoxicidad
celular no especifica mediada por procesos inflamatorios relacionados con la produccion
del peroxinitrito, el cual fue identificado como uno de los oxidantes liberados por
macrofagos como parte del mecanismo de proteccion. La generacion de especies oxidantes
es un proceso inevitable que ocurre como consecuencia de la adaptacion de organismos a

la vida aerodbica.

Algunos estudios muestran que la liberacion del 6xido nitrico se produce, en parte,
por aumento del flujo sanguineo pulmonar e incremento de la oxigenacion y la ventilacion.
Estos hallazgos llevaron a postular la hipotesis de que una disminucion en la capacidad de
liberar 6xido nitrico endégeno puede contribuir al desarrollo de la hipertrofia de la capa
muscular lisa de las arteriolas pulmonares lo que conlleva a la presentacion de hipertension
arterial pulmonar e hipertrofia cardiaca derecha causando una respectiva insuficiencia
cardiaca y acumulacion de liquido en cavidades y tejidos; este cuadro es conocido mal de
altura o sindrome ascitico en aves y puede causar la muerte del animal, ocasionando
grandes pérdidas econdmicas. No obstante el conocimiento obtenido en los ultimos 20
afios sobre este sindrome, sigue siendo un problema para la avicultura no sélo de América
Latina sino a nivel mundial, cuyas pérdidas econdmicas anuales se calculan alrededor de
un billon de dolares. Lo expuesto ha inducido a estudiar los factores que podrian
influenciasr en la presentacion del sindrome ascitico, particularmente el rol del 6xido
nitrico en la hipertrofia arteriolar pulmonar y ventricular cardiaca derecha en aves a nivel

del mar y expuestos a la hipoxia de la altura.
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II. REVISION BIBLIOGRAFICA

La avicultura en el Pert es una de las industrias mas desarrolladas, alcanzando el
57% del PBI pecuario y es la principal fuente de proteina para el poblador peruano,
alcanzando cerca del 70% de la proteina total consumida en forma de carne y huevo. En el
Pert la principal linea de produccion de pollos parrilleros es Cobb vantres y abarca
alrededor del 80% del total de la poblacion de pollos en el Perti, debido a que demuestra
ser la linea con mayor adaptacion y rendimiento en el medio (MINAG, 2005), sin embargo
la seleccion genética a la que se somete continuamente para obtener mayores rendimientos,
la hace susceptible de presentar enfermedades cardiovasculares y metabolicas que
asociadas a problemas sanitarios la hacen mas susceptible de presentar enfermedades
infecciosas; todo esto plantea la necesidad de evaluar constantemente las caracteristicas
fisiologicas de la linea, con el objetivo de determinar si las mejoras genéticas influyen

negativamente sobre los parametros fisioldgicos.

El efecto de la seleccion genética en pollos de carne para lograr un elevado peso
muscular en un marco dseo cada vez mas pequeno que aloja los 6rganos internos, sumado
al consumo de raciones altamente energéticas y proteicas para satisfacer la demanda de
estas aves, genera un incremento en la mortalidad debido a enfermedades cardiovasculares
y problemas musculoesqueléticos. En pollos de carne la presentacion del sindrome de
hipertension arterial pulmonar causante del sindrome ascitico y muerte subita es frecuente

(Julian y Diaz, 1999), siendo considerado el sindrome ascitico como uno de los principales
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problemas que enfrenta la avicultura moderna (Maxwell y Robertson, 2001). En el Peru, un
estudio realizado en dos lineas de pollos parrilleros, demostré que el sindrome ascitico es

el principal problema de mortalidad que enfrenta la avicultura (Francia, 2006).

En el Peru, las aves se distribuyen principalmente en la costa (alrededor del 70%),
criadas bajo un sistema de produccién intensivo y el resto se distribuye entre la selva y la
sierra (MINAG, 2005), aunque esta tltima presenta el problema de hipoxia ambiental, que
hace que las aves no se adapten y conforme aumenta la altura, dismunuye la presion parcial

de oxigeno ocasionando mayor presentacion del sindrome ascitico.

La hipoxia ambiental y el frio predominante en las grandes alturas afectan a la
mayoria de especies animales, siendo el bovino y el ave las mas susceptibles (Pena et al.,
1992; Rodriguez, 1994). Estos factores ambientales sumados a los factores intrinsecos del
ave desencadenan el cuadro de hipertension arterial pulmonar y sindrome ascitico, la cual
se caracteriza por un incremento de la resistencia al flujo sanguineo en la circulacion
arteriolar pulmonar, que conduce a una hipertension arterial pulmonar (Alexander et al.,
1960; Will et al., 1962; Reeves et al., 1963; Chauca y Bligh, 1976; Ayon y Cueva, 1998),
dificultad del retorno venoso, hipertrofia del ventriculo derecho (VD) y en la mayoria de
los casos insuficiencia cardiaca derecha que culmina con la muerte del ave (Lee et al.,

1994; Maxwell y Robertson, 2000).

Inicialmente el sindrome ascitico se presentaba en crianzas por encima de los 2000
m.s.n.m. (Lopez-Coello et al., 1982), sin embargo ahora se sabe que el sindrome ascitico al
igual que otras alteraciones metabolicas del pollo de engorde, son el resultado de la
presion de seleccion que ejercen los genetistas para obtener mas carne en menos tiempo,
originando un desequilibrio entre las necesidades de oxigeno para el crecimiento de los
tejidos y la deficiencia del sistema respiratorio y cardiovascular para cubrir las demandas
del organismo (Lopez-Coello, 1997; Roush y Wideman, 2000) y se encuentra en pollos
criados a nivel del mar debido a una hipoxia metabdlica a la cual se suma un mal manejo
de la ventilacion e incremento de los niveles de amoniaco en el galpon (Wideman, 2000;

Francia, 2006).
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2.1  PATOGENIA DEL SINDROME ASCITICO Y DE LA HIPERTENSION
ARTERIAL PULMONAR EN AVES.

El sindrome ascitico es conocido a través del mundo por diferentes nombres y fue
reportado por primera vez en aves de produccion de carne criadas en explotaciones sobre
los 1300 m.s.n.m. (Lee et al., 1994), pero éste se puede presentar en zonas de menor altitud
bajo condiciones que generen deficiencia de oxigeno en el interior de los galpones debido a
pobre ventilacion que genere variaciones y/o deficiencia de oxigeno por presencia excesiva
de gases como el dioxido de carbono y amoniaco, por otro lado tenemos el efecto nocivo

de las micotoxinas (Hernandez, 1986; Walker, 1993).

La hipertension arterial pulmonar (HAP) es resultado del estrechamiento del lumen
de las arterias pulmonares debido a vasoconstriccion, hipertrofia e hiperplasia de células
musculares lisas de la arteria pulmonar (Archer y Michelakis, 2002; Bradbury et al., 2002).
Las células musculares lisas vasculares y las células endoteliales juegan roles importantes
en el desarrollo de la HAP (Veyssier-Belot y Cacoub, 1999). Cuando la hipoxia es
prolongada, la HAP no es solamente resultado del incremento del tono del musculo liso y
de la policitemia, sino principalmente de la remodelacion estructural de las arterias

pulmonares distales (Roberts et al., 1995; Weissmann et al., 2001; Yang et al., 2002).

El sindrome ascitico puede presentarse en aves de carne de cualquier edad; sin
embargo su incidencia aumenta en forma abrupta a partir de la tercera semana de vida y
continua hasta el final del crecimiento y es mayor en machos (70%) que en hembras
(Hernandez, 1986); la relacion con la edad se debe a que la curva de crecimiento del pollo
de engorde es ascendente hasta la semana 6 (42 dias), siendo mayor entre la tercera y
quinta semana (Mack y Donald, 1998), observandose que cuanto mayor es la velocidad de

crecimiento mayor es la presentacion de HAP (Arce et al., 1988).

La obtencion de nuevas lineas de pollos de crecimiento rapido que implica un
mayor metabolismo, incrementa la demanda de oxigeno por el organismo, la cual no es
cubierta debido a que los sistemas cardiovascular y pulmonar son incapaces de realizar el

intercambio de oxigeno y didxido de carbono requerido (Moreno de Sandino y Herndndez,
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1996); este fendmeno nos lleva a concluir que el sindrome ascitico es consecuencia de un
desbalance entre el acelerado crecimiento del tejido muscular esquelético que no puede ser
sostenido por la lenta velocidad de maduracion de los sistemas cardiovascular y

respiratorio (Arce, 1991; Berger, 1992).

En las aves, el pequefio tamafio del corazon, el alto peso de la masa corporal, la
presion que ejerce el contenido abdominal sobre los sacos aéreos y el pequefio tamafio
pulmonar en relacion al peso corporal estan involucrados en el incremento de la incidencia
del sindrome ascitico (Julian, 1993). La estructura del corazon del ave presenta una pared
delgada en el ventriculo derecho y una valvula atrio ventricular derecha de tipo laminar
muscular lo cual permite inducir falla cardiaca rapidamente; mientras que, los pulmones de
las aves estan firmes y fijados en la cavidad torécica, los cuales no se expanden con el
ingreso del aire al pulmoén. Por otro lado, los capilares sanguineos y parabronquios
pulmonares forman una estructura rigida que permite minima expansion de los capilares
sanguineos cuando se requiere mayor aporte de sangre. El aire es movido a través de
movimientos abdominales y pulmonares con movimientos dentro y fuera de los sacos
aéreos; por lo tanto se considera a la anatomia y fisiologia del sistema respiratorio como
factores importantes en la susceptibilidad de pollos de carne a la HAP. También se sabe,
que las aves sometidas a condiciones de hipoxia desarrollan una policitemia marcada
(Cordova et al., 1981) lo cual incrementa la viscosidad de la sangre y por consiguiente la
resistencia al flujo, ocasionando una mayor carga de trabajo al corazén. Todo esto conlleva
a un mayor gasto cardiaco lo cual estd relacionado con un incremento de la frecuencia

cardiaca sin aumentar el volumen sistélico (Ploog, 1982).

En suma el sindrome ascitico es resultado de la incapacidad del pollo de engorde
para abastecer la alta demanda de oxigeno, necesaria para el mantenimiento de la elevada
tasa de crecimiento (Odom y Chilian, 1993) siendo el desencadenamiento de tipo
multifactorial teniéndose aspectos genéticos, nutricionales, toxicos, sanitarios y

ambientales (Scheele et al., 1992).
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2.2 RESPUESTA CELULAR A LA HIPOXIA

La baja presion de oxigeno (hipoxia ambiental) y la hipoxia metabolica que causa
una hipoxia sistémica produce en todas las especies una respuesta que puede ser aguda o
cronica, dependiendo del tiempo de exposicion, lo cual cursa con cuadros de hipertension
arterial pulmonar (HAP), muscularizacion de arteriolas pulmonares, policitemia,
hipertrofia ventricular derecha, hidropericardio y ascitis siendo muchos los mecanismos

involucrados en cada uno de estos eventos.

El mecanismo primario de la vasoconstriccion pulmonar por hipoxia (VPH) esta
circunscrito dentro del sistema vascular pulmonar, donde las principales estructuras
anatodmicas de respuesta son las arteriolas pulmonares distales o de resistencia (Sylvester,
2001). Esta vasoconstriccion es consecuencia de la liberacion de sustancias vasoactivas por
el endotelio vascular tales como las prostaglandinas, tromboxanos, endotelina 1 (ET-1) y
otros, jugando roles importantes las células musculares lisas vasculares y las células
endoteliales (Veyssier-Belot y Cacoub, 1999). Cuando la hipoxia es prolongada, la HAP
no es solamente resultado del incremento del tono del musculo liso y de la policitemia,
sino también de la remodelacion estructural de las arteriolas pulmonares distales (Brij y

Peacock, 1998; Weissmann et al., 2001; Yang et al., 2002).

Por otro lado la hipoxia incrementa la actividad simpatica jugando un rol critico en la
regulacion de la frecuencia cardiaca, volumen sistolico y frecuencia respiratoria (Mazzeo
et al., 1998). El incremento de la frecuencia cardiaca puede ser el primer paso necesario
para la aclimatacion y la consiguiente adaptacion a la altura (Noel-Jorand y Burnet, 1994).
La reducida tolerancia a la altura estd asociada con una baja ventilacion y una respuesta
vascular incrementada (Hohenhaus et al., 1995). La estimulacion de la ventilacion a través
de activacion de quimiorreceptores arteriales periféricos no es suficiente para reducir los

niveles de eritropoyetina y la policitemia (Favier et al., 1997).
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La vasoconstriccion producida por hipoxia se ha demostrado en todas las especies
hasta ahora examinadas. En humanos hay incremento en la resistencia vascular pulmonar
de aproximadamente 50% cuando la presion de oxigeno (PO,) alveolar cae por debajo de
50 mmHg (Harris y Heath, 1986). La vasoconstriccion hipoxica ocurre en pulmones
aislados y perfundidos, en anillos de pequefias arterias pulmonares, en aislados de células
musculares vasculares lisas y en trasplantes de pulmones humanos siendo la evidencia mas
convincente que las conexiones del sistema neural no son necesarias para la respuesta
(Dumas et al., 1999), aunque la magnitud de la vasoconstriccion hipdxica pulmonar es
modulada por mediadores circulantes y del sistema nervioso auténomo (Archer y

Michelakis, 2002).

En células musculares lisas de vasos pulmonares expuestas a hipoxia aguda se altera
la actividad de los canales de potasio (K"), cerrando uno o mas tipos de canales de potasio
que usualmente estan abiertos bajo condiciones de normoxia (Dumas et al., 1999); esta
inhibicion de canales de potasio puede provocar despolarizacion de la membrana y activar
los canales de calcio dependientes de voltaje aumentando la concentraciéon de calcio
citoplasmatico ([Ca'].) lo que ocasiona contraccién de las células musculares lisas
pulmonares provocando vasoconstriccion y se manifiesta como hipertension pulmonar
(Post et al., 1995; Ward y Aaronson, 1999). La inhibicion de los canales de K por hipoxia
se da principalmente en la familia de los canales de K™ dependientes de voltaje (Kv)
(Archer et al., 2000) demostrandose que hay modulacion de la actividad de los canales de
Kv expuestos de las células musculares lisas de arterias pulmonares de ratas expuestas a
hipoxia cronica (Reeve et al., 1997), identificandose un canal especifico el cual es de
regulacion baja. Dentro de estos canales tenemos los subtipos K, 1.5 y K, 1.2 (Wang et
al., 1997), mientras que Archer y col. (1998) demostraron la expresion de las subunidades

Kv1.5yKv2.1.

El mecanismo por el cual la hipoxia altera la activacion de los canales de K' es
frecuentemente atribuida a la modulacion redox (Weir y Archer, 1995). Se ha propuesto
que la hipoxia y los inhibidores de la cadena de transporte electronico mitocondrial actuan
en sitios proximos a produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS); primero con un

rapido cambio en el estado redox del pulmén hacia una reduccién ocasionando un
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aumento de los ROS seguido por una inhibicién del flujo de K* independiente de ATP en
las células musculares lisas vasculares, ocasionando vasoconstriccion (Waypa et al., 2001;
Archer y Michelakis, 2002). Se demostréd que los reductores ocasionan despolarizacion,
inhibicion de los canales de Kv y constriccion en el tejido vascular pulmonar; mientras que
los oxidantes tienen el efecto contrario (Reeve et al., 1995). Otros autores afirman que la
hipoxia ocasiona en la mitocondria disminucion en la produccion de los ROS (Dumas et

al., 1999).

En células musculares lisas de vasos sistémicos, cerebrales, mesentéricos y renales el
flujo de K no esta inhibido en respuesta a la hipoxia, sugiriendo que los canales de K"
sensibles a ATP (KATP) estdn abiertos, produciéndose una hiperpolarizacion de la
membrana la cual inhibe la entrada de calcio, ocasionando una relajacion de las células
musculares lisas vasculares, lo cual se manifiesta como una vasodilatacion sistémica (Patel
et al., 1997; Archer et al., 1998; Brij y Peacock, 1998) similar a lo que ocurre en arteriolas
pulmonares proximales o conductuales (Bennie et al., 1991). Ademas, en arterias
pulmonares proximales se observo inhibicion de los canales de Calcio tipo L, mientras que
el flujo mejora en canales de Calcio de las arterias pulmonares distales (Franco-Obregon y

Lopez-Barneo, 1996a, 1996b; Archer et al., 2000).

El mecanismo de contraccién del musculo liso se da por incremento de la actividad
de la enzima Fosfolipasa C via proteinas G, la cual también se activa por accion de
catecolaminas, angiotensina Il y endotelina 1, las cuales catalizan al fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato (PIP,) el cual es un lipido de la membrana celular para la formacion de dos
segundos mensajeros, el inositol 1,4,5- trifosfato (IP3) y el diacilglicerol. El IP; se une a su
receptor especifico en el reticulo sarcoplasmico que causa liberacion de Calcio, como
también ingreso del espacio extracelular a través de canales de Calcio en la membrana

celular (dependientes de voltaje/ dependientes de receptor) (Bendall et al., 2002).

La vasoconstriccion hipoxica pulmonar es mantenida por este incremento del Ca™"
intracelular en células musculares lisas de arteriolas musculares (Sylvester et al; 2001;
Ward et al., 2004). Se ha demostrado también que hay entrada de calcio a través de canales

abiertos por la propia reserva de calcio (Ng et al., 2005; Wang et al., 2005; Weigand et al.,
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2005) los cuales son activados y abiertos por la disminucion en las reservas de calcio del
reticulo sarcoplasmico (Parekh y Penner, 1997; Parekh y Putney 2005). El diacilglicerol
junto con el Calcio activan a la protein kinasa C (PkC), y el incremento del calcio
intracelular ([Ca2+]c) forma complejos con la calmodulina. Este incremento del [Ca®'].
unido a calmodulina lleva a activacion de la cinasa de la cadena ligera de la miosina
(MLCKk) y se une a la actina ocasionando los puentes cruzados ciclicos e iniciando la

contraccion muscular (Kamm y Stull; 1985, Wang et al., 2001; Wang et al., 2003).

La contraccion se mantiene por un mecanismo de sensibilizacion que inhibe la
actividad de la enzima fosfatasa que act@ia en la cadena ligera de la miosina (MLC
fosfatasa) por accion de la enzima Rho kinasa. Esta sensibilizacion involucra a la
Fosfolipasa C que mediante la accion del factor intercambiador de nucledtido guanina
(Rho GEF) y la guanosina trifosfato (GTP) se une a la proteina RhoA incrementando la
actividad de la Rho kinasa cuya funcion es la inhibicion de la enzima MLC fosfatasa
(Kamm y Stull 2001, Somlyo y Somlyo 2003; Sylvester, 2004). La relajacion del musculo
liso se da por disminucion de la [Ca®"]. debido a la salida del Calcio del citoplasma por la
membrana del reticulo sarcopldsmico (bomba Calcio Magnesio ATPasa) y por la
membrana celular (intercambiador Na'/Ca'™"), ademas por el cierre de canales de Calcio
dependientes de voltaje y receptores; esta disminucion de [Ca*']. incrementa la actividad

de MLC fosfatasa (Brij y Peacock, 1998; Sylvester, 2001; Webb, 2003).

El mecanismo por el cual la hipoxia altera la activacion de los canales de calcio es
frecuentemente atribuida a modulacion redox (Weir y Archer, 1995). Se ha propuesto que
la hipoxia y los inhibidores de la cadena de transporte electronico mitocondrial actiian en
sitios proximos a la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS); primero con un
rapido cambio en el estado redox del pulmén hacia una reduccion, ocasionando una
disminucion de los ROS y seguido por inhibicion del flujo de K', independiente del ATP
en células musculares lisas vasculares ocasionando vasoconstriccion (Dumas et al., 1999).
Ademas los reductores ocasionan despolarizacion, inhibicion de canales Kv y constriccion
en el tejido vascular pulmonar, mientras que los oxidantes tienen efecto contrario (Reeve et

al., 1995).
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Otros autores afirman que la hipoxia ocasiona en la mitocondria aumento de la
produccion de ROS (Waypa et al., 2001), los cuales pueden ser generados por los sistemas
NAD(P)H oxidasa, xantino oxidasa, 6xido nitrico sintetasa o la cadena de transporte
electronico mitocondrial (Sham, 2002; Warnholtz et al., 2002). Ademas del superdxido, la
mitocondria también produce 6xido nitrico (ON) y anhidrido carbonico (CO,); por lo tanto,
la estimulacion de la produccion del superoxido en condiciones hipoxicas puede llevar a la
formacion de especies reactivas de Nitrégeno (RNS) tales como el peroxinitrito (ONOO") y
la nitrosoperoxocarboxilato (ONOOCO;"), que son productos de la reaccion del ON con el
superoxido y del ON con el CO; respectivamente, lo cual puede llevar a una mayor
disfuncion mitocondrial y endotelial a través de oxidacion secundaria y nitracion

(Ballinger et al., 2000).

Bajo condiciones hipdxicas, el superoxido se forma a partir de la ubisemiquinona del
complejo IIT (Chandel et al., 2000), que es un complejo que produce continuamente
superoxido bajo condiciones normoxicas. La ubisemiquinona es un radical libre que se ha
demostrado, transfiere un electrébn al oxigeno molecular produciendo superdxido

(Warnholtz et al., 2002).

Se sugiere que la mitocondria podria ser el sensor de la vasoconstriccion hipoxica
pulmonar (VPH) a través de la disminucion del estado energético. Se demostré que la
inhibicion del transporte de electrones causa vasoconstriccion pulmonar durante la
normoxia; sin embargo, el estado energético no disminuye durante la VPH en pulmones
aislados o en la contraccion hipdxica sostenida en cultivos de arterias pulmonares; por lo
tanto, es mas probable que los cambios en el estado energético influyan en la modulacion

de la VPH que en la activacion de la respuesta (Sylvester, 2001).

En el endotelio actian localmente sustancias vasoconstrictoras como son las
prostaglandinas (PGs), tromboxanos y la endotelina 1 (ET-1). Muchas de las PGs son
producidas en el endotelio y metabolizadas in situ. El metabolismo del 4cido araquidonico
en el pulmon se da principalmente por las enzimas ciclooxigenasas (COX) vy
lipooxigenasas las cuales son generadoras de una gran variedad de eicosanoides, dentro de
los cuales tenemos a las prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos que regulan el tono

vascular (Dennis, 2000; Serhan y Oliw, 2001); siendo la COX la enzima que cataliza los
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pasos comprometidos en el metabolismo del acido araquidénico hasta la formacion de las
prostaglandinas, tales como la prostaglandina D2 (PGD?2), prostaglandina E2 (PGE2),
prostaglandina 12 o prostaciclina (PGI2), la prostaglandina F2a (PGF2a) y los
tromboxanos, estos dos ultimos con efectos vasoconstrictores (Adams, 1988; Meade et al.,
1996; Smith et al., 1996). La liberacion del acido araquidonico a partir de los fosfolipidos
de la membrana es mediada por la enzima fosfolipasa A, (PLA;), siendo la PLA; citosélica

la mas relacionada a la VPH (Fujishima et al., 1999; Ichinose et al., 2002).

El efecto vasodilatador de las PGs se debe al aumento de la adenosina monofosfato
ciclico (AMPc) en el citosol, mientras que el efecto vasoconstrictor se debe a la
disminucion del AMPc (Haroun et al., 2004). La hipoxia de corta duracion no induce a la
COX-2 en células musculares lisas de arterias pulmonares (Bradbury et al., 2002);
mientras que otros autores afirman que la hipoxia aguda induce la expresion genética de la
COX-2 en pulmones de ratas. La induccion de la COX-2 por hipoxia es modulada por el
oxido nitrico, AMPc y por los productos de la COX en especial la prostaciclina (PGI2)
producida en el pulmoén durante la hipoxia la cual induce la expresion de la COX-2 en el

pulmon a través de un mecanismo de retroalimentacion positiva (Chida y Voelkel, 1996).

En la capa media de las arterias pulmonares se observé la induccion hipoxica de la
COX-2, la cual indujo un incremento de 4 a 5 veces en la liberacion de PGE2, PGD2 y
PGF2a por células del musculo liso de la arteria pulmonar (Bradbury et al., 2002; Yang et
al., 2002).

El factor de necrosis tumoral a (TNFa), interleucina 1 (IL-1), IL-8 (Maloney et al.,
1998), IL-1B, bradikinina (BK) y el factor de crecimiento transformante 3; (TGF ;) son
citocinas que inducen expresion de la COX-2 (Bradbury et al., 2002); ademas interfieren
con la generacion del AMPc ocasionado por la PGI2 sugiriendo una regulacion baja de la
adenilciclasa (Haroun et al., 2004). La hipoxia en general lleva a liberacion de citocinas
inflamatorias desde las células endoteliales tales como IL-1, IL-6, IL-8 y TNFa y se sabe
que la IL-6 esta asociada al incremento de la permeabilidad de la célula endotelial

(Warnholtz et al., 2002; Pearlstein et al., 2002).
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La ET-1 es un péptido vasoconstrictor que incrementa la presion arterial, éste se
forma a partir del procesamiento de la preproendotelina-1 a Big-ET-1 por una enzima
convertasa de furina. La Big-ET-1 (38 aminoacidos) es transformada a ET-1 por la enzima
convertidora de endotelina (ECE) que estd asociado a la membrana, en las células
endoteliales la ECE-1 esta ubicada en sus membranas celulares (Pernow et al., 1996;
Sugden y Bogoyevitch, 1996). El efecto vascular de la ET-1 es mediada por 2 subtipos de
receptores: la ET, y la ETg (Mizuguchi et al., 1997). El receptor ET4 esta localizado en
células musculares lisas vasculares y produce vasoconstriccion, mientras que el receptor
ETg, esta localizado en la célula endotelial vascular, cuya activacion resulta en
vasodilatacion por liberacion de mediadores derivados del endotelio tales como el ON y la
prostaciclina (Verhaar et al., 1998). El receptor ETg también esta presente en células

musculares lisas vasculares y media la vasoconstriccion (Haynes et al., 1995).

En la hipoxia se ha encontrado un incremento de los niveles plasmaticos de la ET-1 y
del ARNm de la preproendotelina-1 (Earley et al., 2002). La ET-1 es un potente mediador
que contribuye al desarrollo de la hipertension pulmonar crénica (Eddahibi et al., 1995)
ademas de sus propiedades mitogénicas (Hassoun et al., 1992); sin embargo, es improbable
que la ET-1 sea responsable de la VPH aguda, ya que el tiempo de la respuesta a la hipoxia
es rapida y facilmente reversible, mientras que la sintesis de ET-1 que no es preformada es

relativamente lenta (Barnes, 1994; Celermajer, 1997).

Los miocitos de las arterias pulmonares requieren de la liberacion basal de ET-1 para
una activacion previa, que puede incluir un incremento en la sensibilidad de los filamentos
al Calcio y la parcial despolarizacion del potencial de membrana en reposo. Aunque el
grado y los mediadores de la activacion pueden variar con las especies. La constante
inhibicién de la VPH por antagonistas de los receptores de la ET-1 en animales intactos

sugiere que la ET-1 juega un importante rol fisiologico (Sylvester et al., 2001).

Debido a la exposicion a hipoxia y altura, los mamiferos manifiestan un aumento en
la produccion de eritropoyetina (EPO) por las células intersticiales peritubulares renales,
que tiene por funcién activar la masa de globulos rojos y la concentracion de hemoglobina

(Ebert y Bunn, 1999; Ge et al., 2002).
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La policitemia es un mecanismo compensatorio para mantener el reparto de oxigeno
durante la permanencia en altura, pero cuando es excesiva se asocia con la enfermedad del
mal de altura. Después de la exposicion a la hipoxia, hay un aumento en el hematocrito, sin
embargo hay considerables variaciones individuales, probablemente relacionados a la
presion de oxigeno en el parénquima renal, al igual que otros factores con la regulacion
transcripcional de la EPO por la hipoxia en el tejido renal (Ou et al., 1998; Ge et al., 2002).
Luego de la liberacion de la EPO, la policitemia deberia aumentar la oxigenacion del tejido
renal y reducir la sintesis de ésta; sin embargo los cambios en los niveles de la EPO, la
oxigenacion del tejido renal y el hematocrito no estan bien correlacionados con el tiempo

(Ou et al., 1998; Fisher, 2003).

Con valores elevados de hematocrito se incrementa la viscosidad sanguinea, hasta tal
punto que el flujo de sangre a los tejidos se compromete (Ebert y Bunn, 1999). Un severo
incremento del nimero de globulos rojos, se asocia frecuentemente con la hipertension
arterial, resultando en complicaciones cardiovasculares severas. Sin embargo, algunos
individuos tales como los que residen en las alturas, compensan bien el incremento de su

hematocrito (Vogel et al., 2003).

Estudios en macrofagos alveolares humanos, demuestran que el ON disminuye la
produccion de citocinas inflamatorias, incluyendo a la IL-1B, TNFo y la proteina
inflamatoria de macrofago 1. El mecanismo por el cual regula esta produccion de citocinas
es a través de la disminucion del factor nuclear kB (NF-kB), que es un factor de
transcripcion sensible a potencial redox que controla su expresion. Un mecanismo por el
cual bloquea la producciéon del NF-kB es a través de la proteina inhibidora Ik-f

(Raychaudhuri et al., 1999).

En todos los organismos aerdbicos, el oxigeno es esencial para la vida y el factor
clave para la adaptacion a la reducida disponibilidad de oxigeno es la transcripcion del
factor inducido por hipoxia 1 (HIF-1), compuesto de 2 subunidades, la subunidad redox-

sensible HIF-1a y la subunidad expresada constitutivamente HIF-1B (Sandau et al., 2001).

La subunidad HIF-1a es degradado por la via proteosomal durante la normoxia, pero

es estabilizada bajo condiciones hipoxicas (Wenger, 2000; Sandau et al., 2001; Agani et
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al., 2002). La proteina Von Hippel Landau (pVHL) media la rapida ubiquitinacion y la
rapida degradacion del HIF-a (incluyendo HIF-1a y el HIF-2a). La hidroxilacion
postranscripcional de un residuo de prolina en el dominio de la degradacion dependiente de
oxigeno del HIF-a se requiere para la interaccion entre el HIF y pVHL (Yuan et al., 2003).
Se han identificado a las enzimas prolil y aspargil hidroxilasas como las que durante la
normoxia median la rapida degradacion de las proteinas HIFa (Ivan et al., 2001; Jaakkola

etal., 2001; Lando et al., 2003).

La regulacion del HIFa es compleja e involucra multiples mecanismos de control a
nivel de degradacion proteica y por lo tanto la estabilizacion proteica, traslocacién nuclear
y activacion transcripcional (Bilton y Booker, 2003). Cuando estos mecanismos son
estimulados por hipoxia se combinan sinérgicamente para inducir activacion maxima del
HIF y la regulaciéon de la transcripciéon de al menos 40 genes incluyendo enzimas
glicoliticas, transportadores de glucosa y factores de crecimiento endotelial (Semenza,

2001a).

La activacion del HIF-1 es inducido no solamente por hipoxia sino también por
citocinas inflamatorias tales como la IL-1B y el TNF-a. En consecuencia, el HIF-1 puede
jugar un rol importante no solamente en la homeostasis del oxigeno y la energia sino
también en la respuesta inmune (Hellwig-Biirgel et al., 1999). Otros factores mediados por
receptores que estimulan cominmente al HIF-a incluyen a la angiotensina II , la trombina
(Gorlach et al., 2001) y la sefializacion de intermediadores tales como el ON (Sandau et

al., 2000; Sheta et al., 2001).

Las vias de la MAPk (mitoégeno activador de proteina kinasa) y AKT (protein kinasa
B o serina/treonina kinasa) pueden cooperar para induccir la actividad del HIFa (Minet et
al., 2000; Zundel et al., 2000). Hay cierta evidencia para sugerir que la cooperacion de
estas vias de kinasas con la hipoxia puede ocurrir a través de la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) en medios hipdxicos como un paso intermedio (Huang et al.,
1996, Semenza, 2001b); este mecanismo puede ser el medio por el cual, algunos factores
estimuladores como la trombina, angiotensina y la IL-1 influencian al HIF-1a cuando son
bloqueados por inhibidores de ROS y antioxidantes (Richard et al., 2000; Gorlach et al.,
2001; Haddad, 2002). En esta via las ROS, pueden entonces reclutar las vias MAPk o AkT
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para activar via HIFa la activacion independiente de ligandos para varios receptores de
factores de crecimiento tales como el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF)
(Huang et al., 1996). En hipoxia la transcripcion de la ET-1 esta regulada por el HIF-1 (Hu
et al., 1998; Yamashita et al., 2001).

La transcripcion del gen de la EPO es regulada por el HIF-1 (Tarumoto et al., 2000;
Wenger, 2002). Hay una secuencia dentro del gen de la EPO que le confiere sensibilidad a
la hipoxia, esta area contiene una secuencia de 8 pares de bases (5'- TACGTGCT - 37) que

permite unirse al HIF-1 (Brij y Peacock, 1998).

Por otro lado, el rifién tiene una gran capacidad reguladora de HIF, pero la expresion
del HIF-1a y HIF-2a es selectiva con respecto al tipo de célula y zona de rifidn; sin
embargo, la expresion del HIF-2a en las células peritubulares renales, sugiere un rol para

la regulacion de la EPO (Rosenberger et al., 2002).

Las células endoteliales hipdxicas incrementan la induccion del gen de IL-8, el cual
esta ligado con sitios de activacion del NF-Kappa [, sugiriendo que la hipoxia constituye
un estimulo para la quimiotaxis leucocitaria y leucostasis tisular a partir de macréfagos
alveolares (Karakurum et al., 1994). Los ROS generados en todo este proceso actian
como elementos sefialadores, regulando la secrecion de citoquinas proinflamatorias que
permiten la alteracion de la permeabilidad endotelial (Ali et al., 1999). Todas estas
sustancias van a actuar incrementando la permeabilidad de la membrana de la célula
muscular lisa al sodio induciendo su despolarizacion que produce una vasoconstriccion que
culmina con una hipertension arterial pulmonar. E1 ON tiene como funcién regular este
tono vascular, ejerciendo su accidon en las células musculares lisas donde provoca un
aumento del Guanosin Monofosfato Ciclico (GMPc) con la consiguiente vasodilatacion. El
ON al difundirse por la sangre puede ingresar al eritrocito y unirse a la oxihemoglobina y
reaccionar con el fierro formando metahemoglobina e iones nitratos; ademas puede unirse
al grupo hem de la desoxihemoglobina formando S-nitrosil hemoglobina y si se une a la
cisteina de la posicion 93 de la cadena [ forma s-nitroso hemoglobina; estas ultimas
uniones no disminuyen la capacidad de transporte de oxigeno, siendo estas uniones de

tiempo limitado (Schechter y Gldwin, 2003).
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2.3. REMODELACION VASCULAR

En el humano y diversas especies animales expuestas a la hipoxia cronica se ha
observado que la vasoconstriccion de las arteriolas pulmonares depende del incremento de
la capa de musculo liso de éstas (Monge y Ledn-Velarde, 1991; Hurtado, 1995), lo cual
muestra un proceso de proliferacion de células musculares lisas en la intima,
produciéndose muscularizacion (Pena et al., 1992; Enkvetchakul et al., 1995; Giesbrecht,
1995). Ademas, en pollos de produccion de carne (Montalvo et al., 1979) y en ratas (King
et al., 1995) se ha encontrado que las células maduras de musculo liso de las arteriolas

pulmonares contienen abundantes organelas y miofilamentos.

Las células musculares lisas vasculares y las células endoteliales juegan roles
importantes en el desarrollo de la HAP (Veyssier-Belot y Cacoub, 1999). En situaciones
con cambios vasculares aparece el fendmeno de remodelamiento vascular, que comprende
los diferentes modos de cambios estructurales en la pared de los vasos que resulta en un
aumento de la relacion pared/luz. Estos cambios pueden no estar relacionados con un
crecimiento neto sino con un proceso de reacomodamiento del material de la pared,
especialmente de las células musculares lisas vasculares (CMLV) de la capa media. El
remodelamiento vascular puede ser de distintos tipos, segun los cambios cuantitativos del
material de la pared, eutrofico, hipertréfico o hipotréfico y segun disminuya (interno) o
aumente (externo) el diametro de la luz (Mulvany et al., 1996). En la HAP, hay un cambio
en la estructura de las arterias de resistencia que involucra la combinacion de dos procesos,

el remodelamiento eutr6fico y el remodelamiento hipertréfico (Intengan y Schiffrin, 2000).

En el remodelamiento vascular eutrofico la pared vascular se reestructura de modo
tal que las CMLYV se alinean mas cerca a la luz del vaso y disminuyen el diametro de la
misma, aunque no haya cambios en el volumen de la capa media. El mantenimiento del
volumen de la capa media puede estar involucrando una combinacidon de procesos de
proliferacién hacia adentro, con reduccion de la luz y un proceso de apoptosis en la
periferia del vaso con disminucion del didmetro externo. En cambio, en el remodelamiento

vascular hipertréfico, hay proliferacion o crecimiento de la media vascular, lo cual conduce
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a una disminucion de la luz y puede involucrar un aumento del tamafio de las células

(hipertrofia) (Intengan y Schiffrin, 1999).

Durante el desarrollo de la hipertension, hay una rapida activacion celular que
involucra cambios en la morfologia celular y en su fenotipo llevando a una hipertrofia
celular, aumento y deposicion de proteinas de la matriz extracelular, particularmente de
colageno y elastina. Estos eventos llevan a un engrosamiento de la pared del vaso (Chien,
et al. 1991; Hunter et al., 1999) estando todas las células involucradas; de tal suerte que el
estrés hemodinamico no so6lo afecta la pared ventricular sino también la vascular. La
hemodinamica intravascular es importante en los fenomenos de remodelacion vascular,
existiendo un incremento en la replicacion de células del endotelio, del musculo liso y de
su matriz extracelular. Los incrementos en la sintesis de coldgeno y elastina ocurren

durante el desarrollo de la hipertension (Chien, 1999).

En hipoxia, el endotelio vascular actiia localmente produciendo mayor cantidad de
sustancias vasoconstrictoras que vasodilatadoras como son las prostaglandinas (PGs),
tromboxanos y ET-1, que ademas tienen actividades proliferativas (Dennis, 2000; Serhan y

Oliw, 2001).

Son multiples las sustancias de origen sistémico y/o local que en hipoxia pueden
participar directamente en el proceso de vasoconstriccion e hipertrofia de la pared vascular.
Los elementos mas criticamente involucrados en dicho proceso son las endotelinas (ET-1y
ET-3), las catecolaminas, la angiotensina II (Ang II), la histamina, metabolitos del acido
araquidonico y el factor transformador del crecimiento-8, (TGF B;), los cuales son
estimuladores del crecimiento celular; en contraposicion a estos tenemos los factores con
efectos antiproliferativos como son las kininas, prostaciclinas y ON (Sylvester et al., 1980;

Voelkel y Tuder, 1997; Chrysant, 1998).

Para la produccion de ET se requiere de un incremento de calcio intracelular; este
incremento puede ser inducido por estimulos fisicos o por la hipoxia, a través de receptores

como los de trombina, AG II, vasopresina, arginina, TGF 81 e IL-1 (Luscher y Wenzel,
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1995). En hipoxia la transcripcion de la ET-1 esta regulada por el HIF-1 (Hu et al., 1998;
Yamashita et al., 2001), mientras que el 17 B estradiol inhibe la expresion genética de la
ET-1 en condiciones de hipoxia, debido a que interfiere con la actividad del HIF,
probablemente a través de la competencia por cantidades limitadas del CBP/p300
(coactivador de transcripcion que vincula un dominio fosforilado de AMP ciclico a la

proteina de unidn para facilitar el inicio de la transcripcion) (Earley y Resta, 2002).

La accion mitogénica de la ET-1 se da cuando actia a través de receptores
acoplados a la proteina G (GPCRs), principalmente de la subfamilia Gg/11 quien va a
activar a la fosfolipasa C (PLC) formando inositol tri-fosfato (IP-3) y diacilglicerol (DAG).
El DAG activa las formas delta y epsilon de la proteina kinasa C (PKC), de alli se explica
la estimulacién de la MAPK vy la precipitacion de la cascada ERK (kinasa regulada por

sefalizacion extracelular) por la GPCRs (Clerk y Sugden, 1999).

En hipoxia crénica se activa el sistema renina angiotensina renal, con la
consiguiente produccién de Ang II, como consecuencia de la disminucion del volumen
minuto debido al menor pasaje de flujo del lado derecho del corazén al lado izquierdo y/o

por estimulacion simpatica (Schlaich y Schmieder, 1998).

La Ang II produce hipertrofia del musculo liso vascular (MLV) mediada por
radicales libres las que activan cascadas de sefiales que tienen efectos mitogénicos. Las
vias que usan proteinas G involucran a la Gs (estimuladora de adenil ciclasa), la Gi
(inhibitorio de adenil ciclasa) y Gq (estimuladora de PLC); ésta ultima estimula a la
fosfolipasa C, activando a la PkC la cual actia a través de una kinasa de la proteina
serina/treonina, desencadenando a la llamada cascada de la proteina kinasa activador

mitogénico (MAPK) (Bendall et al., 2002).

Los receptores de Ang II acoplados a la proteina G (GPCR) son capaces de activar
a la MAPK y en ciertas condiciones llevan a una respuesta mitogénica. La superfamilia
MAPK incluye tres vias mayores, una via que es la kinasa extracelular regulada por sefial

(ERK) 1/2 y 2 vias de PKs activadas por estrés que son la c-Jun NH2- terminal kinasa
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(JNK) y p38 MAPK. Se sabe que existen 2 isoformas de la p38 (p38-a y p38- PB) las cuales
tienen funciones antagonicas, mientras la isoforma o induce hipertrofia, la  la inhibe
(Wang et al., 1998). La activacion de las MAPK por factores de crecimiento, citoquinas y
estrés celular median selectivamente una variedad de respuestas celulares que van desde el
crecimiento y diferenciacion celular hasta la apoptosis (Xia et al., 1995; Hunter et al.,

1999; Esposito et al., 2001).

Las catecolaminas (adrenalina y noradrenalina) producidas en hipoxia aumentan la
actividad cardiaca y generan vasoconstriccion al actuar sobre sus receptores o; ademas de
ejercer accion hipertrofica en su unioén a-adrenérgica sobre la capa muscular lisa vascular
(Xia et al., 1995). La activacion de las MAPKs por las catecolaminas inducira al gen de
respuesta de crecimiento temprano-1 (Egr-1) el cual inducird hipertrofia por estimulacion

exclusivamente a-adrenérgica (Bendall et al., 2002).

Estudios en células endoteliales de conejos, ovinos, humanos y ratas, han
demostrado que la hipoxia induce el aumento de [Ca™]. que acompafiado de otros
mecanismos como PkC (Weissmann et al., 1999) y tirosina kinasa (Uzun et al., 1998)
activan al grupo de los mitégenos activos de la proteina kinasa (MAPK), las que pueden
estar involucradas en la respuesta proliferativa y en la remodelacion que ocurre en las 3
capas de la pared vascular en respuesta a la hipoxia (Brij y Peacock., 1998; Conrad et al.,
2000). E1 DAG junto con el calcio activan a la proteina kinasa C (PkC). Este incremento de
la [Ca""] permite la union del Ca™" a la calmodulina llevando a la activacion de la kinasa
de la cadena ligera de miosina (CLMK), produciendo la fosforilacion de la cadena ligera
de la miosina (CLMP) (Kamm y Stull, 1985), que se une a la actina para producir los

ciclos de puentes cruzados e iniciar la contraccién muscular.

En hipoxia se incrementa la fosforilacion de la CLM de las células musculares de
arteriolas pulmonares (Murray et al., 1990; Madden et al., 1992) manteniendo la
contraccion por activacion de la CLMK y por un mecanismo de sensibilizacion que inhibe
la actividad de la enzima miosina fosfatasa que acttia desfosforilando a la MLCP, la

inhibicion se da por accion de la enzima Rho kinasa (Zhao et al., 1996). Esta
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sensibilizacion involucra a la fosfolipasa C que mediante la accion del factor
intercambiador de nucledtido guanina (Rho GEF), la guanosina trifosfato (GTP), se une a
la proteina Rho A incrementando la actividad de la Rho kinasa cuya funcion es la
inhibicion de la enzima miosina fosfatasa lo que permite el mantenimiento de la

contraccion (Kamm y Stull, 1985; Kamm y Stull, 2001).

La relajacion del musculo liso se da por la disminucion de la [Ca™ '], a través de la
salida de calcio hacia el reticulo sarcoplasmico por accion de la bomba calcio magnesio
ATPasa, asi como por la salida al extracelular a través de un intercambiador Na'/Ca™"; por
otro lado hay cierre de canales de Ca™" dependientes de voltaje y canales dependientes de
disminucién calcio en el reticulo sarcoplasmico. Esta disminucion de la [Ca™"]. incrementa

la actividad de la miosina fosfatasa (Brij y Peacock, 1998; Sylvester, 2001; Webb, 2003).

En la hipoxia prolongada, se produce remodelacion vascular con remodelacion de
las 3 capas de la pared del vaso, siendo esta una de las respuestas al incremento de la
presion arterial a través de receptores de estiramiento en la pared vascular. Los vasos
sanguineos son expuestos a varios mecanismos de estrés entre los que se incluye el
estiramiento, estrés de la pared y el estrés por tension (intercelular) (Yamazaki et al., 1996,
Voelkel y Tuder, 1997). El estrés por estiramiento estimula en las células del endotelio y
del musculo liso la liberacion de factores tales como el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), serotonina (Azuma,
1999), ET-1, Ang Il y TGF B los cuales produciran vasoconstriccion y un aumento de la

capa muscular lisa de las arteriolas (Ito et al., 1993).

La activacion de todos estos factores mitogénicos pueden producir una distorsion
del espacio extracelular vascular y en ciertas circunstancias limitar la perfusion y la
deformacion del citoesqueleto (Bishop y Lindahl, 1999; Kim et al., 2000). El estiramiento
también lleva a la hidrdlisis del difosfatidilinositol y a la formacion de PkC por DAG
activandose luego la fosfolipasa A y kinasas de tirosina. El mediador en el estiramiento

seria la Ang II el que luego se acopla a la proteina Gq (Bendall et al., 2002).
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El estrés mecanico actia sobre el mecanorreceptor de la CMLV y activa la
fosfolipasa C (PLC) y por medio de ella a la PKC, que por medio de kinasas de
serina/treonina actia sobre la Raf-1 kinasa, MAPK kinasa, MAPK y la S6 kinasa. En el
nucleo se forman c-fos y c-jun (c-foS y c-jun intervienen en la génesis de sarcomeros) de la
PA-1 (activador proteico) que por medio del ribosoma 40S van a activar a la kinasa S6 y

de alli la sintesis proteica (Esposito et al., 2001; Bendall et al., 2002).

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) juega un rol importante en la
angiogénesis (Ferrara y Davis-Smyth, 1997); sin embargo, las células endoteliales no
expresan VEGF bajo normoxia, sino en condiciones de hipoxia, donde los niveles de
ARNm del VEGF se incrementan draméticamente dentro de unas pocas horas de
exposicion (Liu et al., 1995). En pulmones de ratas, la expresion del VEGF-A y de los
receptores VEGFR-1 y VEGFR-2 se incrementan cuando €stos son sometidos a hipoxia

cronica (Christou et al., 1998).

También se conoce que la induccidén de la COX-2 puede contribuir a la inhibicion de
la remodelacion vascular pulmonar inducida por la hipoxia (Yang et al., 2002). La
produccion de prostaglandinas (PG) actian como un mecanismo de retroalimentacion
negativa, debido a que la PGE2 y PGI2 son potentes vasodilatadores e inhibidores de la
remodelacion vascular (Wen et al., 1998; Bishop-Bailey et al., 1999). Asi mismo el ON
también posee propiedades antimitogénicas sobre las células musculares lisas (Roberts et

al., 1995).

Especies como el bovino y el cerdo presentan una mayor vasoconstriccion en hipoxia
aguda y cuando son sometidos a hipoxia cronica presentan una mayor remodelacion
vascular pulmonar; sin embargo, hay excepciones para estos descubrimientos, el coati, otra
especie con poderosa respuesta presora a la hipoxia aguda, no desarrolla remodelacion

vascular pulmonar cuando es expuesto a la altura por 6 semanas (Hanson et al., 2000).

2.4. HIPERTROFIA CARDIACA

La hipertrofia cardiaca puede ser definida como el crecimiento exagerado del

miocito en respuesta a un estimulo. En el corazén las sobrecargas de presion y volumen
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ponen en marcha mecanismos de adaptacion, dentro de los cuales es fundamental la
hipertrofia; puede decirse entonces que ante una sobrecarga se produce una hipertrofia que

pretende ser adaptativa.

La carga es la variable primaria responsable de la regulacion de las propiedades del
miocardio siendo el miocito el que responde estructural y funcionalmente a todo el
espectro de cargas impuestas con cantidades diferentes de sintesis proteica, y las
variaciones en mas o en menos del nivel normal de cargas causan cambios rapidos aunque
reversibles de esas respuestas. La alteracion de la contractilidad es mas evidente cuando la
sobrecarga es de presion, y eso se deberia a la influencia de determinadas estructuras
intracelulares que aparecen o aumentan en respuesta a la carga, y de acuerdo a si es de
presion o estiramiento. Al respecto Cooper (2000) hipotetiza que el componente

microtubular del citoesqueleto responde con hipertrofia a la sobrecarga de presion.

Cuando la sobrecarga cardiaca es de volumen se produce dilatacion (mayor radio)
con mayor estiramiento del miocito y reclutamiento de otros en reserva. En la dilatacion, el
aumento del radio de la cavidad se equilibra con respecto a la tension de la pared por
incremento proporcional del espesor de la misma, y por la magnitud de la hipertrofia
miocitica de lo cual va a depender el desarrollo de una hipertrofia ventricular (HV)
adecuada o inadecuada. Pero si el espesor no aumenta el estrés de la pared si lo hace,
facilitindo una mayor dilatacion agregada; llegando a una dilataciéon que genera mas

dilatacion.

La forma excéntrica puede acompanarse de aumento del espesor de la pared,
cuando hay sobrecarga de volumen y de presion, como puede pasar en la insuficiencia
cardiaca (IC) en casos de cardiopatia hipertensiva (Opie, 1998). Aqui, intervienen
estimulos y reacciones intermedias con participacion de proto oncogenes y factores de
crecimiento, segundos mensajeros y efectores que van a provocar modificaciones en el
miocardio y en las proteinas contractiles llegando a cambios estructurales expresivos de
adaptacion o que al final son el punto de partida para cuadros de desadaptacion (Cody,

1995).
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La respuesta hipertrofica se debe a la presencia de factores de crecimiento y de
citoquinas actuando a través de distintas vias de sefialamiento. Por la accion de Ang 11, ET-
1, catecolaminas y otras neurohormonas se activa a la PKC y se libera Ca™ desde los
depdsitos intracelulares, activandose al mismo tiempo la fosfatasa calcineurina y el Factor
Nuclear de células T activadas (NFAT), con defosforilacion y translocacion de éste ultimo;
proceso que es esencial para la respuesta hipertrofica a los factores de crecimiento. El
NFAT-3 es un miembro de la familia de factores de transcripcion inicialmente descubiertos

en la células T inmunes (Shimoyama et al., 1999; Fiedler et al., 2002).

El ON es un regulador negativo de la respuesta hipertrofica, por intermedio del
GMPc, quien activa a la proteinkinasa tipo I (PKG I). Fiedler y col. (2002) han demostrado
que el ON y el GMPc inhiben la via calcineurin-NFAT y de esta forma la hipertrofia

cardiomiocitica.

2.5. OXIDO NITRICO Y SU PARTICIPACION EN EL SINDROME ASCITICO

2.5.1 Bioquimica del Oxido nitrico

El ON es una molécula de corta vida media que es sintetizado en varios tejidos
como el endotelio vascular donde es altamente difusible (Kobzik et al., 1993), musculo
liso, terminaciones nerviosas de la pared vascular cerebral y el tejido del sistema nervioso
central. E1 ON se forma por accion de la 6xido nitrico sintetasa (NOS) la cual convierte a
la L-arginina en L-citrulina y ON. Este proceso requiere cofactores que incluyen oxigeno
molecular, nicotinamida adenina dinucleotidofosfato (NADPH), flavin adenina
dinucledtido (FAD), flavin mononucledtido (FMN), grupo Hem de la hemoglobina
tetrahidrobiopterina (BH4) y calmodulina (Stuehr y Griffith, 1992; Marletta, 1993; Andrew
y Mayer, 1999; Babu et al., 1999; Cosentino y Liicher, 1999).

Una vez producido el ON, éste es libremente difundido y puede ingresar a la célula
del musculo liso de la arteria pulmonar para activar la guanilato ciclasa y producir
guanosina 3’5" monofosfato ciclico (GMP,). Al incrementar el GMP, en las células del

musculo liso de la arteria pulmonar se activa una kinasa sensible al GMP, la cual fosforila
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un canal de K™ dependiente de calcio produciendo hiperpolarizacion, ademas se incrementa
la [Ca®]. que conlleva a la vasodilatacion (Hintze et al., 1999; Hampl y Herget, 2000). El
ON por lo tanto es considerado un potente vasodilatador, también favorece el desarrollo de
procesos inflamatorios lo cual depende de estimulos tales como los vasodilatadores
endogenos (histamina, bradicinina, trombina, ATP, acetilcolina, sutancia P), hipoxia
aguda, onda pulsatil del flujo sanguineo y de la presion intravascular, Ang I y ET-1
(Carville et al, 1997). También participa en diversos mecanismos como activacion de
macrofagos y en procesos de neurotransmision (NHBLI, 1994). EI ON también es
secretado por plaquetas, numerosas neuronas cerebrales y macrofagos alveolares (Perez et

al, 1997).

Se han identificado 3 tipos de NOS divididos en dos subgrupos: la constitutiva
(constitutiva endotelial (eNOS) o tipo III y la constitutiva neuronal (nNOS) o tipo ) y la
inducible (iNOS) o tipo II. Las sintetasas constitutivas son dependientes del complejo
calcio-calmodulina, mientras que la sintetasa inducible se encuentra en macrofagos, es
independiente del calcio y produce grandes cantidades de ON por periodos prolongados

(Stuehr y Griffith, 1992; Kobzik et al., 1993).

El ON es considerado una molécula reguladora endogena que estd implicada en
procesos proinflamatorios e inflamatorios en el pulmon, siendo las citoquinas inflamatorias
como la interleucina 1p (IL-1B), TNFa y MIP-1a responsables de disminuir su produccion

via eNOS (Raychaudhuri et al., 1999).

En el tejido vascular existe una utilizacion continua de la L-arginina que se traduce
en produccion de ON, el cual tiene un rol fundamental en la regulacion del tono arterial
(Blackman et al., 2000) y de la presion arterial pulmonar, mientras que en venas su efecto
es menor. La produccion de ON por el epitelio de las vias aéreas es dependiente del nivel
de oxigeno inspirado (Ide et al., 1999). Por otro lado se ha demostrado que el ON inhibe la
agregacion plaquetaria, disminuyendo la adhesion de estas a las fibras de colageno y a
otras proteinas adhesivas, asimismo el ON producido por los macréfagos actuia como un
radical libre y es citotoxico para ciertos microorganismos y células tumorales (Perez et al.,

1997).
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2.5.2. Sintesis no enzimatica del 0xido nitrico

El hallazgo de que los valores de ON aumentan durante la isquemia experimental
incluso tras inhibir las NOS sugiere la presencia de otras vias de sintesis del NO. En un
medio &cido (isquemia) los nitritos forman acido nitroso (HNO2) que puede reaccionar con
nitritos o un donador de electrones para formar triéxido de dinitrogeno (N20O3) que, a su
vez puede producir ON. De hecho, la infusioén de nitritos aumenta el flujo sanguineo en la
arteria braquial antes y durante el ejercicio, incluso tras la inhicion de las NOS (Cosby et
al., 2003), lo que demuestra que los nitritos no solo representan el principal producto de la
oxidacion del ON, sino también un importante deposito de ON. La xantinooxidasa (XO)
del endotelio vascular también puede reducir los nitritos/nitratos a ON, particularmente en
presencia de isquemia. Por ultimo, los nitritos pueden reaccionar con la
desoxihemoglobina para constituir una forma nitrosilada y S-nitrosohemoglobina
generandose ON en esta reaccion y la reaccion del ON con thiols de la superficie celular
esta relacionado con efectos antimicrobianos y alteraciones en la funcion de la célula

muscular lisa (Marletta et al., 1990).

El efecto vasodilatador del ON es estimulado por diferentes factores entre los que
se encuentran la hipoxia, el flujo sanguineo, la tension de estiramiento, la histamina, la
noradrenalina, la bradiquinina, la trombina, 4cidos grasos insaturados y la PGI2 y es
inhibido a su vez por las endotelinas (Alfonso et al., 1997). También se han identificado
ademas inhibidores de la sintesis de ON entre los cuales se destacan la hemoglobina, el

azul de metileno y la N-monometil-L-arginina (L-NMMA) (Levesque et al., 1994).

Es bien conocido que la vida media biologica in vitro del ON no sobrepasa los 6
segundos y es destruido por los aniones superdxidos, pero los radicales libres escindidores
de la superoxido dismutasa prolongan su vida media . El ON aumenta la concentracion de
GMPc en las células musculares lisas a través de activacion de la enzima guanilato ciclasa
citoplasmatica e inhibe la entrada de calcio y la liberacion intracelular del mismo a las
células musculares lisas, por lo cual se produce una disminucién del calcio citosolico libre
(antagonista del calcio endogeno) (Yamasigawa y Kurihara, 1988), ademas, el aumento del
GMPc activa proteinas quinasas, las cuales a través de fosforilaciones de proteinas

producen por ambas vias relajaciéon muscular y vasodilatacion.
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El ON es liberado continuamente en condiciones basales, pero el endotelio
incrementa su liberaciébn en respuesta al estimulo de sustancias como acetilcolina,
bradikinina, difosfato de adenosina, histamina, angiotensina II, 5 hidroxitriptamina y
serotonina (Loscalzo, 1995; Harning y Drexler, 1997) pero es importante recordar que en
condiciones fisioldgicas el estimulo més importante para su liberacion lo constituye el
efecto de presion sobre las células endoteliales debido a un incremento en el flujo de

sangre (Harning y Drexler, 1997).

2.5.3. Vias de Sefializacién del Oxido Nitrico

Dos son las principales vias de sefializacion del ON; la primera via es la produccion
de guanosin-3', 5'-monofostato ciclico (GMPc) y la segunda es la S-nitrosilacion de grupos
tioles proteinicos, que estdn moduladas respectivamente, por la fosfodiesterasa 5 (PDES)
que se encuentra en las caveolas y la formaldehido deshidrogenada dependiente de

glutation.

El ON se une a la porcion hemo de la guanilil ciclasa soluble (GCs), a la que activa
y aumenta la produccion de GMPc que, a su vez, activa a la proteincinasa G (PKG) y
modula la actividad de diversas fosfodiesterasas (PDE) (Layland et al., 2002; Massion et
al., 2003). A bajas concentraciones de ON (rango nM), el GMPc inhibe la PDE3, con el
consiguiente aumento en los valores de AMPc, que activan la PKA y la corriente de
entrada de Ca™" a través de los canales L de la membrana (ICa" L) (Campbell et al., 1996)
proponiéndose luego que el aumento de AMPc podria también ser independiente de la via
GMPc e implicar la activacion directa de las proteinas G (Miyamoto et al., 1997); mientras
que a mayores concentracions de ON (rango umol/l), la PKG inhibe la ICa " L y fosforila
la troponina I disminuyendo la sensibilidad de los miofilamentos al Ca "y la formacion de
enlaces cruzados durante la diastole (Kaye et al., 1999); lo cual podria también inhibir los

RyR2.
La S-nitrosilacion estd asociada con la capacidad del NO para reaccionar con

grupos thiol del aminoacido cisteina presentes en diversas proteinas implicadas en el

acoplamiento excitacion-contraccion (Stamler et al., 2001). La S-nitrosilacion de los
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canales de Ca™" tipo L (Campbell et al., 1996) y RyR2 (Xu et al., 1999) modulan su
actividad dependiendo del estado redox celular. En cardiomiocitos aislados, el S-
nitrosoglutation aumenta la amplitud de la ICa" 'L (Campbell et al., 1996) y puede
incrementar (Xu et al., 1998) o inhibir la probabilidad de apertura del canal RyR2
(Zahradnikova et al., 1997) lo cual nos indica que el ON controla la actividad de los
canales de Ca " tipo-L y RyR2 a través de ambas vias de sefializacion, la PKG y la S-

nitrosilacion.

El eNOS estd compuesto por dos proteinas globulares modulares que son el
dominio reductasa y el dominio oxigenasa que estan conectadas por una cadena proteica
flexible. El dominio reductasa genera los electrones requeridos para la sintesis de ON
debido a la utilizacion de NADPH, quien cataliza la deshidrogenacion, los electrones son
transferidos a la cadena proteica flexible hacia el dominio oxigenasa. Esta transferencia es
activada por la union de la calmodulina a la cadena proteica flexible que es dependiente de
Calcio (Liischer y Barton, 1997). El dominio oxigenasa consiste de un centro catalitico
responsable de la produccion de ON ya que ahi se unen los grupos proteicos Heme, L-
arginina y el tetrahidrobiopterano (BH4). La localizacion de eNOS en las caveolas es
necesario para la sintesis eficiente de ON y requiere myr cotranslacional como también
palm postranslocacional del eNOS. La caveolina 1 es la principal proteina que cubre a la
caveola e interactiia con eNOS inhibiéndola. La interrupcion de esta interaccion inhibitoria
es necesaria para la activacion del eNOS (Drexler, 1998). La calmodulina es un activador
alostérico esencial del eNOS ya que su union a los sitios especificos del eNOS incrementa
la frecuencia de transferencia de electrones del dominio reductasa al centro catalitico del
eNOS . La activacion del eNOS esté regulada por la fosforilacion del residuo serina 1177
la que requiere el reclutamiento de la AKT kinasa y la proteina de shock térmico 90 (Hsp

90) la cual funciona como un puente entre el eNOS y el AKT.

La unidn del sustrato L-arginina al centro catalitico del eNOS puede ser inhibido
por el antagonista competitivo endéogeno ADMA (dimetil arginina asimétrica). El
tetrahidrobiopterina (BH4) es un cofactor requerido para la sintesis de ON, cuya
disminucion puede resultar en un desacoplamiento del eNOS y la produccion de O2-

(anion superdxido) en vez de la produccion de ON por la eNOS. Aun cuando el ON es
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producido apropiadamente, éste puede ser rapidamente inactivado por el O2°

particularmente bajo condiciones de estrés oxidativo (Behrendt y Ganz, 2002).

2.5.4. Oxido nitrico y funcién cardiaca

El ON puede ser producido practicamente en todas las células del corazon, actua
como un regulador paracrino, autocrino e intracrino de la funcion cardiaca de forma directa

sobre los cardiomiocitos y de forma indirecta como consecuencia de sus efectos vasculares

(Massion et al., 2003; Bolli, 2001).

En el miocardio, el NO regula procesos de acoplamiento excitacion-contraccion,
frecuencia cardiaca, tono vegetativo, respiracion mitocondrial (metabolismo energético),
procesos de hipertrofia, apoptosis y la fase tardia del precondicionamiento isquémico. Por
otro lado, el ON regula el tono vascular, la perfusion coronaria, la permeabilidad capilar y
la agregacion plaquetaria, ademds, desempefia un importante papel en el control de la
angiogénesis, inflamacion y la proliferacion celular vascular. La regulacion de todos estos
procesos es sumamente compleja y depende no sélo de las concentraciones de ON, sino
también del compartimiento celular donde se esté generando y de la via de sefalizacion
activada, la situacion fisiopatoldgica analizada, el estado redox celular y la presencia de

otros mediadores celulares tales como acetilcolina, noradrenlina, bradicinina, angiotensina,

etc. (Massion et al., 2003; Bolli, 2001).

El ON en los cardiomiocitos es generado por las tres isoformas de la 6xido nitrico
sintetasa (Massion et al., 2003; Schulz et al., 2005) siendo 1la inducible la que produce mas
ON y a mayor velocidad (Nishida y Ortiz de Montellano, 1999). Para que el ON pueda
ejercer sus multiples acciones cardiacas, las distintas NOS se expresan en determinados
microdominios celulares y sintetizan ON en la proximidad de su via de sefializacion celular
lo cual reduce el radio de difusién del ON en los cardiomiocitos, evita su inactivacion por
radicales libres y por la mioglobina aumentando su disponibilidad (Barouch et al., 2002;

Massion et al, 2003; Schulz et al, 2005).

La eNOS se expresa en el endotelio vascular y endocardio asi como en los

cardiomiocitos, los monocitos y las plaquetas (Hare, 2003; Schulz et al., 2005); en los
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cardiomiocitos se localiza en las caveolas del sarcolema y en particular en los tibulos T.
Estudios han demostrado que en el humano predomina en el epicardio del ventriculo
izquierdo (VI) y en la auricula; mientras que en el hurdn, su expresion es maxima en el
epicardio del VI, auricula derecha y en el nodo senoauricular; intermedia en la pared del
ventriculo derecho y muy reducida en el endocardio del VI (Brahmajothi y Campbell,
1999). En el perro, la eNOS se expresa 15 veces mas en los microvasos que en las grandes
arterias coronarias; en éstas, la maxima expresion se observa en la arteria circunfleja,
seguida de la arteria coronaria derecha, la descendente anterior izquierda y la aorta (Fulton

et al., 2000).

La eNOS presenta una doble acilacion (miristoilacion en Gly 2 y palmitoilacion en
Cysl15 y Cys 26) que es necesaria para su anclaje en las caveolas, donde interactia con las
caveolinas-1 en cé¢lulas endoteliales y con las caveolinas-3 en cardiomiocitos, que la
inactivan (Feron et al., 1998). En las caveolas se colocaliza con diversos receptores (-
adrenérgicos, M2-muscarinicos, BK2-bradicinina), enzimas (proteincinasa C, Rho A, rac)
y canales (HCN4) (Schulz et al., 2005). Cuando un estimulo (p. ¢j., el aumento de la
frecuencia cardiaca) o un agonista incrementan la concentracion intracelular de calcio
([Ca""]i) se forma un complejo Ca ~ -calmodulina (Ca"-Ca""M) que desplaza a la eNOS
de la caveolina-3 y la eNOS recupera su actividad catalitica (Feron et al., 1998); sin
embargo, estos agonistas producen una rapida desensibilizacion (minutos) de la eNOS y el
aumento de las concentraciones del ON disminuye la [Ca""]i a través de la inhibicion de la
entrada capacitativa de Ca” (Dedkova y Blatter, 2002) ejerciendo un feedback negativo
sobre su propia sintesis. La eNOS también puede activarse independientemente de la
[Ca™ i, a través de la fosforilacién por la proteina serina/treonina cinasa Akt. En las
caveolas, la Hsp90 facilita la disociacion de la eNOS de la caveolina-3 y su uniéon al
complejo Ca'"-Ca™"M, y actiia como punto de union entre la eNOS y la Akt, lo que facilita
la fosforilacion y la activacion de la eNOS (Fulton et al., 1999). Por el contrario, algunas
proteinas (NOSIP-NOS3 interactin protein, NOSTRIN-NOS3 traffic inducer) interactuan
con la eNOS y la translocan a estructuras del citosol donde se inactiva. Por otro lado, las
estatinas facilitan la interaccion entre Hsp90 y eNOS y aumentan la actividad de la eNOS,
al disminuir los valores de caveolina-1 en las celulas endoteliales y en los cardiomiocitos

(Feron et al., 2001).
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Las concentraciones de caveolinas modulan los efectos cardiacos de la eNOS, esto
se comprueba con el hecho de que los ratones deficientes en caveolina-1 presentan una
menor vasoconstricciéon en respuesta a la estimulacion de los receptores o adrenérgicos
debido a la mayor liberacion de ON formado por la eNOS (Drab et al., 2001), asi como
una miocardiopatia dilatada con hipertension pulmonar (Zhao et al., 2002). También los
ratones deficientes de caveolina-3 presentan una miocardiopatia dilatada hipertréfica con
activacion de la via de las proteincinasas reguladas por estimulos extracelulares ERK1/2
(Woodman et al., 2002), acentuandose la miocardiopatia en los animales que carecen de
ambas caveolinas (Park et al., 2002). Las concentraciones de caveolina-3 disminuyen en
perros con miocardiopatia hipertréfica, lo que aumenta la actividad no s6lo de la eNOS,
sino también de la nNOS (Sunada et al., 2001); por el contrario, en la insuficiencia
cardiaca (IC) pueden aumentar las concentraciones de caveolina-3, lo que contribuye a

disminuir la actividad de la eNOS.

La principal regulacion postranscripcional de la eNOS tiene lugar a través de la
fosforilacion de la Ser 1177, que aumenta su actividad, siendo éste el punto de accion de
las proteincinasas B (Akt), A (PKA), C (PKC) y G (PKG) (Fulton et al., 1999; Schulz et
al., 2005). La fosforilizacion de Ser 617 y Ser 635 producidas por PKA y PKB también
activa la eNOS, mientras que la fosforilacion de Thre 495 producida por PKC y PKA Ia
inactiva (Michell et al., 2002). La estimulacion de las células endoteliales con histamina o
sustancia P implica la desfosforilacion de Thre 495; ello facilita la union en este &mbito de
la Ca ™" M, la posterior fosforilacion de la Ser 1177 y la activacion de la eNOS (Fleming et
al., 2001).

En el corazon también tenemos la expresion de la nNOS en la auricula, nodos
senoauricular y auriculoventricular, arterias epicardicas, terminales nerviosos simpaticos y
vagales y las neuronas intracardiacas (Paton et al., 2002; Sears et al., 2004); también se ha
identificado una variante de la nNOS en la mitocondria que es conocida como mtNOS o
NOSa (Elfering et al., 2002). En los cardiomiocitos, la nNOS se localiza en el reticulo
sarcoplasmico (RS), en la proximidad del receptor para rianodina (RyR2) y, por lo tanto,
de los canales de Ca " tipo-L, lo que sugiere que la nNOS podria regular los flujos de Ca™"
en ambas estructuras (Xu et al., 1999; Massion et al., 2003). La nNOS contiene un

dominio PDZ que le permite unirse a la caveolina-3 y a la ATP-asa Calcio-dependiente del
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sarcolema o formar un complejo con la sinaptosina I y una proteina adaptadora (CAPON)
en los terminales nerviosos cardiacos. La fosforilacion de la Ser 847 de la nNOS por una

proteicinasa dependiente de Ca™ -Ca’ M inhibe la sintesis de ON.

En el caso de iNOS, este se encuentra ausente en corazones humanos normales; sin
embargo, las citoquinas (IL-1B, IL-6, TNFa, IFNYy) y el lipopolisacarido (LPS) inducen su
expresion en el septo y el epicardio del ventriculo izquierdo, endotelio endocéardico y
vascular, células inflamatorias (macrofagos), fibroblastos y celulas musculares lisas
vasculares. En cardiomiocitos tratados con lipopolisacaridos o citoquinas, el aumento de
las concentraciones de ARNm de iNOS y la disminucién de la contractilidad cardiaca son
maximos al cabo de 6h y en ocasiones su induccidén no s6lo disminuye la contractilidad,
sino que puede inducir la necrosis y la apoptosis cardiaca. La actividad de la iNOS
aumenta con el adenosin monofosfato ciclico (AMPc) o la activacion de la PKC, lo que
sugiere que el aumento en los valores de catecolaminas o de Ang II podria inducir la

expresion de iNOS en el miocardio en casos de insuficiencia cardiaca (Kelly et al., 1996).

2.5.4.1. Efectos del Oxido Nitrico Sobre los Canales Iénicos Cardiacos

En los miocitos ventriculares de raton y cobayo el ON inhibe la corriente de entrada
de sodio (INa), al reducir la probabilidad de apertura del canal y/o el nimero de canales
funcionantes (Ahmmed et al., 2001); estos efectos pueden reproducirse con analogos
permeables del AMPc y GMPc lo que indica que actiian a través de la activacion
simultanea de la PKG y PKA. El ON puede aumentar o inhibir la entrada de calcio (ICa"™)
a través de canales tipo L, lo cual ha sido registrado en miocitos auriculares (Campbell et
al., 1996). El aumento de la ICa™" a través de estos canales es consecuencia de la
activacion inhibitoria de la PDE3 producida por el GMPc (Gauthier et al., 2000), y esta
inhibicion es debida a un efecto mediado a través de la S-nitrosilacion del canal o de la via

GMPc-PKG (Miyamoto et al., 1997).

Los efectos del ON sobre los canales RyR2 del reticulo sarcoplasmico también son
contradictorios, y se ha propuesto que aumentan (Xu et al., 1999) o reducen la
probabilidad de apertura (Zahradnikova et al., 1997). El ON aumenta las corrientes de K
sensibles a acetilcolina [IK(ACh)] (Abi-Gerges et al., 2002; Han et al., 2002) y ATP
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(IKATP). La activacion de los canales KATP del sarcolema o mitocondriales se produce a
través de la via GMPc-PKG y acorta la duracion del potencial de accion, conserva las

concentraciones de ATP y reduce la acumulacion intracelular de Ca™ (Han et al., 2002).

En miocitos ventriculares de cobayo, el nitroprusiato s6dico aumenta la amplitud
del componente lento de la corriente rectificadora tardia (IKs); este efecto implica la S-
nitrosilacion del canal Ks y se asocia con un acortamiento en la duracion del potencial de
accion (Bai et al., 2004). Se ha demostrado que el ON bloquea los canales hKv1,5 que
generan la corriente repolarizante auricular humana IKur, un efecto que implica la

activacion de la via GMPc-PKG y la S-nitrosilacion del canal (Nuiiez et al., 2005).

2.5.4.2. Efectos del Oxido Nitrico Sobre la Contractilidad Cardiaca

Contractilidad basal

En corazones animales y humanos, el ON produce un efecto bifasico que puede
reproducirse con donadores de ON (ON exdgeno) y por el ON liberado desde las células
endoteliales coronarias con bradicinina y sustancia P (Massion et al., 2003). Este efecto
implica un aumento de la ICa ™ a través de caneles tipo L secundario a la inhibicién de la
PDE3 producida por el GMPc, que activa la via AMPc-PKA y fosforila el canal (Campbell
et al., 1996), aunque también podria participar la nNOS a través de la activacion de los
canales RyR2 (Xu et al., 1999), y a la inhibicion de la la ICa ™ L producida por la nNOS
(Ashley et al., 2002). En miocitos ventriculares de rata el aumento de nNOS aumenta la
contraccion basal (Ren et al., 2004), mientras que los ratones que sobrexpresan 90 veces la
eNOS cardiaca presentan una reduccion de la contraccion basal (Brunner et al., 2001). Por
otro lado, los inhibidores selectivos de la nNOS o en ratones nNOS-/- aumentan la ICa™" L,
el contenido de Ca"™" , su liberacion a través de los canales RyR2 del RS y por ende la
contractilidad basal (Ashley et al., 2002; Ren et al., 2004). Sin embargo, en ratones
nNOS-/-, iNOS-/- 6 eNOS-/- la contractilidad basal no se modifica (incluso aumenta en el
caso de los iNOS-/-) (Khan et al., 2003). Ello es debido a que en estos modelos se
encuentran presentes varios factores de confusion: la produccion de ON por otras NOS no
modificadas, un aumento en las concentraciones de péptidos natriuréticos auriculares que

activan el GMPc y la hipertension que desarrollan los ratones eNOS-/-, que puede producir

44



adaptaciones estructurales tipicas del fenotipo hipertréfico (rarefaccion vascular, cambios

en los depésitos intracelulares de Ca™") (Massion y Balligand, 2003; Massion et al., 2003).

2.5.4.3. Efecto del Oxido Nitrico sobre la modulacion de la contraccion cardiaca

Relacion fuerza-frecuencia (RFF)

En estudios realizados en cardiomiocitos de ratas estimulados a frecuencias
crecientes encontraron que aumenta la [Ca™"]i y la produccién de ON lo que disminuye la
amplitud de las contracciones y disminuye la relacion fuerza-frecuencia; se sabe que estos
efectos estan mediados a través de la via eNOS-PKG, que fosforila la troponina I y
desensibiliza las proteinas contractiles al Ca™, ya que se reproducen con 8-bromo-GMPc
(un activador de la PKG) y se bloquean con inhibidores de la NOS (Kaye et al., 1999). La
nNOS es necesaria para mantener la RFF, esto se descubridé con ratones nNOS-/- quienes
presentan una RFF plana, mientras que los ratones eNOS-/- presentan una RFF similar a la
de los ratones eNOS+/+ (Ashley et al., 2002; Ren et al., 2004). La RFF plana en los
ratones nNOS-/- es acompafiada de una reduccion en la corriente de Ca’ y en los
depositos de Ca'" del reticulo sarcoplasmico a frecuencias rapidas. Ello podria deberse a
que los depositos de Ca’™ del reticulo sarcoplasmico no son capaces de rellenarse a
frecuencias rapidas porque disminuye la recaptacion de Ca™ y/o aumenta la liberaciéon de
Ca"™" desde el mismo. Sin embargo, el hallazgo de que en estos ratones disminuye el
cociente fosfolambano/ATP-asa calcio-dependiente del reticulo sarcoplasmico o
SERCA2a (la actividad de la SERCA2a aumenta y la del fosfolambano disminuye) hace
suponer que la reduccion de los depésitos de Ca ™" seria debida a un aumento de su salida a

través de los canales RyR2 a frecuencias rapidas (Khan et al., 2003).

Distension cardiaca

La distension mecanica de los cardiomiocitos fosforila a la Ser 1179 de la eNOS a
través de la Akt y aumenta la liberacion del ON y por ende la contractilidad cardiaca. Este
efecto inotropico del ON desaparece en ratones eNOS-/-, y es independiente del GMPc e
implica una mayor liberacién de Ca’" a través de los canales RyR2 del RS (Vila-Petroff et

al., 1999). Por lo tanto, el ON podria participar en el aumento de la contractilidad que se
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produce para compensar el aumento del volumen telesistolico y la disminucion del
volumen por latido producidos al aumentar la postcarga del ventriculo izquierdo (efecto

Anrep).

2.5.4.4. Estimulacion  —adrenérgica

La nNOS y la eNOS se activan al incrementar la [Ca’ i, algo que sucede al
aumentar la frecuencia cardiaca (Kaye et al., 1999) o tras la administracion de
catecolaminas. La eNOS inhibe la respuesta inotrépica maxima producida por las
catecolaminas en modelos animales y en el hombre (Massion et al., 2003; Paulus y
Brozwaer, 2004). La discrepancia entre la ausencia de potenciacion -adrenérgica
observada en algunos ratones eNOS-/- y la hallada en presencia de inhibidores no
especificos de la NOS sugiere que la nNOS también podria atenuar el inotropismo [-

adrenérgico.

Clasicamente se creia que la eNOS contrarrestaba el efecto inotrdpico positivo de
las catecolaminas por 3 mecanismos a) la inhibicion de la ICa™ 'L (Campbell et al., 1996),
ya sea a través de la una fosforilacion dependiente de la PKG (Mery et al., 1991) y/o b) por
aumentar la actividad de la fosfodiesterasa 3 (PDE 3) sensible al GMPc que hidroliza el
AMPc y disminuye sus concentraciones intracelulares (Han et al., 1995), y/o c) el bloqueo
de los canales RyR2 (Zahradnikova et al., 1997). También se ha propuesto que la nNOS
inhibe los RyR2 y la liberacion de Ca"™ desde el RS (Xu et al., 1998) aunque en ocasiones,
puede activar a los RyR2 (Barouch et al., 2002).

Actualmente se cree que es la activacion de los receptores B 3-adrenérgicos (R 3)
la causante de la activacion de la eNOS y de la producciéon de ON que inhibe el aumento
de contractilidad producida por la estimulacién simpatica, debido a que a) la estimulacion
de los RPB-3 reproduce efectos inotropicos negativos del ON en el corazén humano
(Gauthier et al., 2000), b) el ON no inhibe el aumento de la contractilidad producido por la
estimulacion B-adrenérgica en ratones que carecen de RB-3 (Varghese et al., 2000); ¢) el
BRL37344, agonista de los RB-3, produce un efecto inotrépico negativo que desaparece en

ratones eNOS-/- (no en los nNOS-/- ) (Barouch et al., 2002) y d) los ratones eNOS-/- o
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deficientes en Rp-3 muestran una potenciacion de las respuestas inotropicas y

cronotrdpicas positivas a las catecolaminas.

La estimulacion de la via RB-3-NO puede tener implicaciones en la insuficiencia
cardiaca; en esta situacion aumenta la expresion de los RB-3 (Moniotte et al., 2001) lo cual,
unido a la disminucion de los RB-1, actuaria como un mecanismo protector frente a una
excesiva estimulacion simpética, que incrementa la [Ca™ J; y el consumo miocardico de 02

(MVO2).

2.5.4.5. Efecto Sobre la Relajacion Cardiaca

La eNOS acelera la relajacion, aumenta la longitud de los cardiomiocitos en
diastole y desplaza la curva longitud pasiva-tension hacia la derecha; ademads, antagoniza
(no potencia) el efecto lusitropico producido por las catecolaminas, observandose que los
ratones eNOS-/- muestran una mayor relajacion en presencia de catecolaminas (Gyurko et
al., 2000; Layland et al., 2002; Massion et al., 2003). La mejoria de la relajacion ha sido
atribuida a la fosforilacion de la troponina I producida por la PKG, que inhibe la formacion
de enlaces cruzados durante la diastole (Layland et al., 2002). El aumento de la
distensibilidad ventricular podria también deberse al ON liberado desde el endotelio. De
hecho, la bradicinina y la sustancia P aumentan las concentraciones de GMPc en los
cardiomiocitos y aceleran la relajacion ventricular, efectos que se bloquean tras eliminar el

endotelio endocardico.

En cardiomiocitos aislados y en corazones aislados, las concentraciones de ON
fluctiian durante el ciclo cardiaco, alcanzando concentraciones maximas (rango pmol/l) al
final de la diastole, justo lo contrario de lo que sucede con la [Ca"]; (Pinsky et al., 1997).
La liberacion de ON disminuye cuando lo hace la precarga y aumenta marcadamente por la
noradrenalina, lo que sugiere que el ON podria desempefiar un papel importante en el
acoplamiento excitacion-contraccion. Asi, cuando aumenta la precarga, la mayor liberacion
de ON mejoraria la distensibilidad ventricular y normalizaria la precarga. El analisis de las
contracciones isométricas demuestra que el ON no modifica la velocidad de acortamiento

cardiaco, pero reduce el pico tensional y acelera la relajacion (Mohan et al., 1996). Este
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acortamiento de la contracciéon podria mejorar la perfusion coronaria, especialmente a

frecuencias rapidas, que acortan la diastole y el tiempo de perfusion coronaria.

Todos estos resultados sugieren que el ON aumenta la reserva diastdlica y participa
en el mecanismo de Frank-Starling en respuesta al aumento de precarga a través del

incremento de la distension ventricular.

2.5.4.6. Efecto Sobre la Frecuencia Cardiaca

El ON tiene un efecto variado sobre la frecuencia cardiada. En cardiomiocitos
aislados presenta una disminucion de la frecuencia cardiaca (Massion et al., 2003; Paulus y
Bronzwaer, 2004); sin embargo, el efecto directo del ON en las células del nodo
senoauricular es variable, ya que activa la corriente marcapaso If sensible al GMPc
(Musialek et al., 1997) y/o inhibe el aumento de la ICa" L producida por el isoproterenol
en células del nodo senoauricular. En el nodo auriculoventricular, la eNOS produce una
inhibicién dependiente del GMPc de la ICa" 'L mediada a través de la degradacion del
AMPc producido por la PDE2 tras la estimulacion 3 adrenérgica (Han et al., 1996).

La eNOS aumenta el tono vagal cardiaco y participa en el antagonismo producido
por la acetilcolina (ACh) sobre la taquicardia causada por la estimulacion [ adrenérgica
(Massion et al., 2003; Paulus y Bronzwaer, 2004). Cuando la ACh estimula los receptores
muscarinicos M2, éstos se translocan a las caveolas junto a la eNOS, que se activa y libera
ON; éste activa la via GMPC-PKG, que inhibe la ICa™L en las células del nodo
senoauricular y la frecuencia cardiaca (Gauthier et al., 2000). De hecho, el efecto
cronotrépico negativo de los agonistas muscarinicos y la inhibicion de la ICa™ L producida
por ACh en las células marcapaso desaparece en ratones eNOS-/-, pero puede restaurarse

tras la transfeccion del ADNc de la eNOS (Massion et al., 2003).

El ON producido por la nNOS facilita la bradicardia inducida por via vagal, tanto
por aumentar la liberacion en el &mbito presinaptico de ACh como por inhibir la liberacion
de noradrenalina (NA). La nNOS actia en la presinapsis (ganglios cardiacos y terminales
vagales, donde su expresion alcanza los valores mas altos y se colocaliza con la colina

acetiltransferasa) y facilita la bradicardia inducida por via vagal, tanto por aumentar la
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liberacion presinaptica de ACh como por inhibir la liberacion de NA (Sears et al., 2004).
El aumento de la liberacion presinaptica de Ach implica la activacion de la via GCs-
GMPc, que inhibe la PDE3 y activa la via AMPc-PKA; ésta a su vez, fosforila-activa los
canales presinapticos de Ca” tipo N y P que controlan la liberacion exocitotica de Ach. En
ratones nNOS-/- o tras el bloqueo de la nNOS disminuye la inhibicion vagal de la
frecuencia cardiaca y el aumento de la variabilidad de la frecuencia cardiaca, mientras que
en auriculas de cobayo la nNOS potencia la liberacion presindptica de ACh y la bradicardia
vagal (Choate et al., 2001). La nNOS también inhibe la liberacion presinaptica de NA; ello
es consecuencia de la activacion producida por el GMPc sobre la PDE2 en los terminales
simpéticos, que inhibe la via AMPc-PKA, la fosforilacion de los canales de Ca™ tipo Ny
la liberacion de NA. Por el contrario, la inhibicién de la nNOS aumenta la liberacion de
NA y la frecuencia cardiaca en respuesta a la estimulacion nerviosa simpatica (Paton et al.,
2002). Por lo tanto, la nNOS y la eNOS actian en el ambito presindptico y postsinaptico

respectivamente para modular el tono vagal cardiaco (Choate et al., 2001).

2.5.5. Participacion Del Oxido Nitrico En La Hipertension Arterial

Los ultimos afios hay evidencias indirectas acerca del defecto de la producciéon de
ON como causa de alteraciones en la funcion vascular que caracteriza a muchas
enfermedades vasculares incluyendo la hipertension experimental en animales y en
humanos (Calver et al., 1992; Forte et al., 1997) todo lo cual permite plantear que en
algunos casos de hipertension arterial, el problema radica en una insuficiente

vasodilatacion mas que en una excesiva vasoconstriccion.

Schilling y col. (1994) encontraron una disminuciéon en la cantidad de ON
endogeno del aire exhalado por pacientes hipertensos comparados con controles y
Cockroft y col. (1994) sugirieron que la produccion basal de ON es anormal en la
hipertension arterial esencial. En 1997, Forte y col. realizaron estudios para estimar
directamente la produccion de ON en pacientes con hipertension arterial esencial no tratada
a través de la medicion de la sintesis de nitrato inorgédnico, que es el producto final de la
oxidacion del ON en seres humanos; al finalizar, los datos obtenidos sugirieron que la
produccion corporal total de ON en pacientes hipertensos estd disminuida por debajo de la

basal, una posibilidad a analizar como causa de la disminucién en la sintesis fue la unién a
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ella de inhibidores enddgenos de la NOS tales como la metil arginina (Forte et al., 1997)
Una concentracion suficiente de estos analogos de la arginina pueden unirse a la NOS y la
L-arginina serd limitada. Independientemente de la naturaleza exacta del defecto en la via
de la L-arginina-ON, esta anormalidad puede ocupar un destacado lugar al abordar la

fisiopatologia de la hipertension arterial.

La reduccion en la sintesis de ON puede contribuir al incremento en la adhesion y
agregacion plaquetaria, en la quimiotaxis de monocitos y su adhesion endotelial, en las
respuestas vasoconstrictoras, asi como en la migraciéon y proliferacion de células del
musculo liso vascular. Estos efectos relacionan estrechamente la hipertension arterial con

la aparicion de hipertrofia vascular y enfermedad vascular oclusiva (Forte et al., 1997).

En 1998, Cardillo y col. concluyeron que los pacientes hipertensos tenian
insuficiente vasodilatacion dependiente del endotelio en respuesta a la acetilcolina, pero
preservaban la actividad del ON en respuesta a la estimulacion B-adrenérgica, lo cual
apoya la hipotesis de que en la hipertension arterial existe una anormalidad selectiva en la
sintesis de ON, probablemente relacionada con un defecto en la via del fosfatidilinositol.
Hay evidencias de que el ON endogeno determina la sensibilidad a los efectos presores del

i6n sodio (Loscalzo, 1995).

Es conocido que el ON ejerce importantes efectos en muchos determinantes
fisiologicos de la presion arterial incluyendo la regulacion central simpatica del flujo y la
regulacion renal del balance de sodio en respuesta a perturbaciones de la tension arterial o

del volumen de fluido extracelular (Calver et al., 1992).

2.5.6. Rol del Oxido Nitrico en la Insuficiencia Cardiaca

En la insuficiencia cardiaca hay un desequilibrio ON/redox, ya que aumentan las
vias enzimaticas que producen radicales libres (ejemplo NADPH oxidasas vasculares,
xantino oxidasa (XO) cardiaca, enzimas mitocondriales, hemoglobina oxidasa en los
eritrocitos) que oxidan las proteinas que participan en el acoplamiento excitacion-
contraccion e inactivan el ON y alteran la actividad y localizaciéon de las enzimas

productoras de ON (NOS y XO) (Hare y Stamler, 2005); ello conduce a un
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desacoplamiento mecanoenergético, caracterizado porque la reduccion de la contraccion no
se acompafia de una reduccion similar en el consumo de energia. Ademas, hay una
marcada activacion neurohumoral y un aumento de citocinas proinflamatorias que inducen
la expresion de la iNOS (Prabhu et al., 2000) y en ocasiones, aumentan la actividad de la
nNOS y eNOS (Schulz et al., 2005) y se modifica la localizacion de la iNOS (Damy et al.,
2003; Damy et al., 2004).

Sin embargo, la hipdtesis de que el ON desempefia un importante papel en la
etiopatogenia de la insuficiencia cardiaca no concuerda con el hallazgo de que el ON ejerce
un efecto cardioprotector frente a la isquemia o que en el miocardio insuficiente hay una
menor expresion de NOS. De hecho, en modelos experimentales y en sujetos con
insuficiencia cardiaca, la actividad de eNOS puede aumentar, disminuir o no modificarse
(Hare, 2003; Massion et al., 2003; Hare y Stamler, 2005), y la iNOS aumenta
marcadamente en algunos estudios, pero no en todos (Hare, 2003; Massion et al., 2003;
Damy et al., 2004; Ziolo et al., 2004). Ello sugiere que los cambios en la expresion de
iNOS y eNOS pueden ser un fenémeno que acompana a la insuficiencia cardiaca, pero no

Su causa.

En el miocardio insuficiente, la disminucion del ON podria contribuir a la menor
vasodilatacion coronaria endotelio dependiente, a la reduccion de la relajacion ventricular

y al aumento del MVO2 (Heymes et al., 1999).

En la insuficiencia cardiaca se observa una reduccion de la respuesta inotrdpica a la
estimulacion B adrenérgica como consecuencia de alteraciones en la densidad receptora
(disminuyen los RB1 y B2 y aumentan los RB3 que median respuestas inotropicas
negativas) o en el acoplamiento del receptor con sus vias de sefializacion (aumenta la
expresion de la cinasa especifica del receptor B adrenérgico o ARK y de proteinas Gi, y
disminuyen las Gs). Los RB3 son mas resistentes a la desensibilizacion homologa que
representa el aumento del tono simpatico caracteristico de la insuficiencia cardiaca, por lo
que su estimulacion facilitaria la produccion continua de ON en presencia del incremento
del tono simpatico existente en la insuficiencia cardiaca (Moniotte et al., 2001). Por lo
tanto, el ON sintetizado a través de la via RB3-eNOS modularia la respuesta a las

catecolaminas y antagonizaria su toxicidad en el miocardio insuficiente. De hecho, la
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inhibicién de la NOS potencia el aumento contractil producido por los agonistas 3
adrenérgicos en modelos animales con insuficiencia cardiaca (Shinke et al., 2000). Sin
embargo, parece logico pensar que el ON es tan s6lo uno de los factores que regulan la
respuesta a los agonistas 3 adrenérgicos en casos de insuficiencia cardiaca (Ungureanu-

Longrois et al., 1995).

En determinadas circunstancias, el aumento de ON sintetizado tras la induccion de
la iNOS puede ser beneficioso en el miocardio insuficiente, ya que mejora la relajacion
ventricular (Damy et al., 2004), reduce el MVO2 (Chen et al., 2002) y la respuesta a la

estimulacion  adenérgica y aumenta la angiogénesis (Jones et al., 2004).

En la insuficiencia cardiada aumentan las vias enzimdticas que producen radicales
libres (NADPH oxidasas cardiacas se encuentran aumentadas, esto debido en parte al
aumento de angiotensina II, XO vascular y la hemoglobina oxidasa eritrocitaria) lo que
eleva a las enzimas productoras de ON (NOS y XO), produciendo vasoconstriccion y
desacoplamiento mecanoenergético. En modelos animales, la transicion hacia la
insuficiencia cardiaca implica un déficit en nNOS y eNOS y un déficit en la sintesis
cardiaca de ON lo cual produce un aumento en la actividad de la XO (Hare y Stamler,
2005). E1 ON también regula una NADH oxidasa que inhibe la liberacion de Ca" por el
reticulo sarcoplédsmico, por lo que el balance entre ON y estrés oxidativo también regula la
funcion cardiaca a través de sus efectos sobre la sefializacion intracelular del Ca™. La XO,
un importante fuente de radical superdxido, aumenta en el miocardio y los vasos en casos
de insuficiencia cardiaca (Landmesser et al., 2002) produciendo disfuncion endotelial,
depresion de la funcion cardiaca, desacoplamiento mecdnico-energético y apoptosis

(Cappola et al., 2001; Saavedra et al., 2002).

2.5.7. Efectos Del Oxido Nitrico Sobre La Funcién Mitocondrial

Las NOS mitocondriales (nNOS, eNOS y mtNOS) son las causantes del 50% del
ON citosodlico en el miocardio de la rata y su actividad aumenta durante la hipoxia
(Zaobornyj et al., 2005). El propio ON a través de la via GCs-GMPc regula la expresion de
la mtNOS y la biogénesis mitocondrial, efectos que se asocian con un aumento de la

fosforilacion oxidativa y del contenido celular de ATP (Nisoli et al., 2004). A
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concentraciones nM el ON nitrosila e inhibe la citocromo ¢ oxidasa (complejo IV) y como
consecuencia a la respiracion mitocondrial, a las enzimas implicadas en la glucolisis, el
MVO?2 y el metabolismo energético (Trochu et al., 2004). Ademas, regula los valores del
factor de transcripcion inducible por hipoxia y contribuye a la adaptacion celular a la

hipoxia.

El ON en altas concentraciones, en forma directa y a través de la formacion de
peroxinitrito inhibe los complejos I y II de la cadena respiratoria y las enzimas del ciclo de
Krebs, produciendo una lesion cardiaca directa. Todo esto sugiere que el ON regula la
contraccion, el proceso de consumo de energia y la produccion de energia por la

mitocondria.

2.5.8. Oxido nitrico y su participacion en cuadros de hipoxia

Se sabe que el ON juega un rol importante en el control de la proliferacion
muscular lisa asociada con la remodelacion vascular (Carville et al.,, 1997). La
transferencia de genes de 6xido nitrico sintetasa endotelial (eNOS) inhibe la proliferacion
de células musculares lisas via la regulacion de p27 y p21, resultando en una disminucion
de la progresion del ciclo celular (Sato et al., 2000). También el ON puede inhibir la
expresion del gen de ET-1, la cual es responsable de la proliferacion de las células
musculares lisas, aumento del factor de crecimiento derivado de plaquetas (Sinha et al.,
1999) y el factor de crecimiento endotelial vascular (Azuma, 1999). En hipoxia, el iNOS es
sobreregulado en pulmones, lo cual produce cambios en la expresion del ON, que esta
correlacionado con el proceso de remodelacion vascular (Li et al., 1999). Estos cambios
podrian estar llevando a un engrosamiento de la capa del musculo liso de la arteria
pulmonar y a una consecuente hipertrofia cardiaca. Hay diferencias en los resultados de
numerosos estudios bajo diversas especies animales y condiciones, lo que amerita ser
dilucidado si ante un desafio hipoxico agudo hay un aumento o disminuciéon de la

liberacion del ON (Dumas et al., 1994; Fike et al., 1998).
Actualmente la mayor cantidad de estudios esta focalizado en la regulacion del

NOS. Asi, la ausencia del eNOS ha sido asociada a una leve hipertension pulmonar en

ratones normoxicos, sugiriendo que el ON liberado podria participar en el bajo tono

53



vascular durante la circulacion pulmonar en condiciones de normoxia (Steudel et al.,
1997). En hipoxia cronica moderada la presion arterial pulmonar es muy elevada en
ratones deficientes de eNOS (Steudel et al., 1998), sin embargo ante hipoxia severa el
eNOS no es fisiologicamente efectivo (Fagan et al., 1998) existiendo incremento de la
expresion de iNOS. Durante la adaptacion a la hipoxia el nivel plasmatico de nitratos y
nitritos se incrementan progresivamente y se correlacionan con el incremento de ON

(Manukhina et al., 2000).
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION.

El presente estudio se llevo a cabo a nivel del mar en el Laboratorio de Fisiologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos y en la
Unidad del Centro de Diagndstico de Sanidad Animal del Servicio Nacional de Sanidad
Agraria (SENASA), en la ciudad de Lima (presion barométrica de 750 mmHg, presion
parcial de oxigeno de 157 mmHg); y en la Estaciéon Experimental del Instituto Veterinario
de Investigaciones Tropicales y de Altura (IVITA), distrito de EI Mantaro, provincia de
Jauja, a una altitud de 3 320 m (presion barométrica de 510 mmHg, presion parcial de

oxigeno de 107 mmHg).

3.2. ANIMALES.

Para el presente trabajo se criaron 200 aves de engorde machos, de la linea Cobb
vantres, procedentes de un solo lote de reproductoras, nacidas a nivel del mar, de las cuales
135 fueron destinadas a ser evaluadas, las 65 restantes fueron mantenidas como reserva

para garantizar que el numero de animales de estudio a las diversas edades no disminuya
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debido a la mortalidad que suele presentarse principalmente en el grupo de animales
criados en altura. Las aves fueron criadas seglin los estandares establecidos para la crianza
de aves de la linea, manteniendo condiciones similares a nivel del mar y en la altura. Las
aves del grupo Nivel del Mar (NM) fueron estudiados a esa altitud, mientras que las del

grupo de Altura (A) fueron trasladados a 3 320 m de altitud a los 2 dias de edad.

3.3. MATERIALES

Crianza de Animales

e Alimento inicio para pollos broilers

e Alimento crecimiento-engorde para pollos broilers
e Bebederos tipo hongo

e (Comederos tipo canal

e (Campanas de calefaccion

e Extractores de aire

e Biruta para cama

e Mallas

e Alambres

e Instalaciones eléctricas

e Jaulas para traslado de pollos

Reactivos
e Alcohol de 70°
e Alcohol de 80°
e Alcohol de 90°
e Alcohol de 95°

e Etanol

e Metanol
e Xilol

e Parafina

e Cloruro de Sodio 0.9%

e Solucidn de Zenker
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Acido acético

Tiosulfato de sodio
Permanganato de potasio
Acido oxalico

Lugol

Permount

Agua destilada

Alcohol yodado

Método de Griess Modificado

Reactivo de Griess A: Acido sulfanilico 1% en 4cido fosforico al 5%
Reactivo de Griess B: N-1 Naftiletilendiamina al 0.1% en agua destilada
Hidroxido de sodio (NaOH) 1,0 M

Sulfato de Zinc (Zn SO4) 30%

Zinc en polvo

Colorante Hematoxilina Fosfotangstica de Mallory

Hematoxilina

Acido fosfotingstico

Coloracién Hematoxilina - Eosina

Hematoxilina

Eosina

Equipos

Equipo de procesamiento de muestras
Dispensador de parafina

Balanzas analiticas

Balanzas mecanicas
Espectrofotometro

Centrifuga para tubos de ensayo
Centrifuga para microhematocrito
Estufa

Horno para secado de material

Microscopio binocular con luz incorporada
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Ocular para medicion de tejidos en micras

Cémara fotografica digital

Material de Laboratorio

Cassetes para muestras histopatologicas
Jeringas de 1 ml

Jeringas de 3 ml

Jeringas de 5 ml

Jeringas de 10 ml

Jeringas de 20 ml

Tubos de ensayo simple
Tubos de ensayo graduados
Tijeras de cirugia curvas
Tijeras de cirugia rectas
Pinzas diente de raton
Pinza simple

Estilete

Sonda acanalada

Mango de Bisturi

Hojas de bisturi

Pinzas hemostaticas

Hojas de afeitar

Laminas porta objetos
Laminas cubre objetos
Cubetas de coloracion
Copas de coloracion
Pipetas de 1 ml

Pipetas de 2 ml

Pipetas de 5 ml

Pipetas de 10 ml

Pipetas volumétricas de 1 ml

Pipetas volumétricas de 2 ml
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Micropipetas de 10 a 100 microlitros
Capilares para microhematocrito
Embudos

Beakers

Fiolas

Matraz

Picetas

Gradillas

Guantes quirtrgicos
Desinfectante

Fuentes de acero inoxidable
Frascos de boca ancha

Gasa

Algodon

Papel filtro 0.5 mm

Material de limpieza

Guantes para lavado
Esponjas para lavar
Pafios absorbentes
Franela

Jabon carbdlico
Detergente

Kreso

Escobillas para lavar tubos

Cuadernos de registro
Plumones indelebles
Lapiceros

Lapices de cera

Folderes

59



e Etiquetas adhesivas

e Bolsas plasticas de 5 cm x 10 cm
e Maskingtape de 1 pulgadas

e Maskingtape de 2 pulgadas

e Bolsas plasticas para basura

e Botas

e Mandiles

34. METODOS

3.4.1. Distribucion de los animales

Del total de 200 animales, cuyas caracteristicas fueron mencionadas, se tomaron al azar
15 aves de 1 dia de edad para la determinacion de diversas variables cuyos valores
sirvieron de base comparativa del resto de aves (185) que fueron divididas en los dos
siguientes grupos: Grupo nivel del mar (85) y Grupo Altura (100). De ambos grupos, a las
edades de 10, 20, 30 y 40 dias de edad, se tomaron al azar 15 aves; esto sumarizé un total
de 135 aves de estudio (Cuadro N° 1). Las variables determinadas en los grupos
experimentales fueron: Peso corporal (g), hematocrito (%), niveles plasméaticos de nitritos y
nitratos (umol), relacion capa media/diametro de arteriolas pulmonares (CM/DA), relacion
ventriculo derecho/ventriculo total (VD/VT) y relacion ventriculo derecho/peso corporal
(VD/P). Las aves tanto a nivel del mar como en altura fueron criados bajo las mismas
condiciones de temperatura, tipo de alimento, tipo de cama, ventilacion, siguiendo los

estandares de crianza para la linea.

Cuadro N° 1: Distribucion de las aves en grupos experimentales para la determinacion

de variables.

Edad
Grupo 1 dia 10dias 20 dias 30 dias 40 dias
Nivel del mar 15 15 15 15
Altura P 15 15 15 15
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3.4.2. Determinacion del peso corporal.
Para la obtencion del peso de las aves se us6 una balanza analitica; este peso fue
obtenido en forma directa (Figura N° 1) antes de la toma de muestras para la determinacién

de variables.

Figura N°2: Toma de muestra de sangre: aves de 1 dia de edad por puncion cardiaca (a)

y aves de 10 a 40 dias a través de la vena alar (b).
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3.4.3. Toma de muestras sanguineas.

A las aves de 1 dia de edad se les tomd la muestra de sangre por puncion cardiaca
(Figura N° 2a), obteniéndose 1.5 ml de sangre aproximadamente. A las aves de 10, 20, 30 y
40 dias, tanto a nivel del mar como en altura, se les tom6 aproximadamente 5.5 ml de
sangre por puncion alar (Figura N° 2b), el recojo de la muestra se hizo en un frasco
conteniendo heparina sdédica. Las muestras de sangre tomadas nos sirvieron para

determinar el hematocrito y los niveles de nitritos y nitratos.

3.4.4. Determinacion de hematocrito.

La determinacion de hematocrito se hizo por medio de la técnica de
microhematocrito, para lo cual después de homogenizar la sangre en los frascos, se
procedio al llenado de las 2/3 partes del capilar para microhematocrito, el cual después fue
sellado con calor por uno de los extremos y se procedid a centrifugar en una
microcentrifuga a 12000 revoluciones por minuto, durante 5 minutos. Después del
centrifugado, los capilares fueron leidos utilizando una regla de lectura directa para

microhematocrito.

3.4.5. Determinacion de los niveles de Nitritos y Nitratos

Método de Griess

Este método se fundamenta en una reaccion de diazotizacion. El reactivo de Griess
usa sulfanilamida y dicloruro de N-1 nafiletilenediamina (NED) bajo condiciones acidas
(acido fosforico). Esta técnica detecta nitritos y nitratos, que son los dos principales
productos estables del 6xido nitrico (Green et al., 1982; Gallardo, 1999; Miranda et al.,
2001).

Procedimiento
Los remantes de las muestras de sangre fueron colocados en tubos de ensayo, los
cuales fueron centrifugados a 3000 revoluciones por minuto, durante 10 minutos para la

obtencion del plasma. El plasma fue desproteinizado utilizando ZnSO4 en medio alcalino.
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Los nitritos y nitratos fueron cuantificados utilizando el método de Griess. Las
lecturas se hicieron en un espectrofotometro a una longitud de onda de 520-550 nm,

referidas a la absorbancia de soluciones de nitritos y nitratos de sodio.

3.4.6. Determinacion del Peso de las Porciones Cardiacas

Luego de tomadas las muestras de sangre, las aves fueron sacrificadas por
desarticulacion occipito atloidea, procediéndose luego a abrir la cavidad abdominal y a
levantar la porcion pectoral, dejando expuesto el corazon (Figura N 4). Luego se procedié a
extraer el corazon, separandolo del pericardio. Se removi6 la grasa pericardica con ayuda de
una tijera curva, asi como las auriculas y las valvulas. Seguidamente se procedio a pesar el
ventriculo total (VT) para luego dividir el corazén en ventriculo derecho (VD) y ventriculo
izquierdo (VI) quedando el septum en la porcion izquierda (Figura 5), luego se procedi6 al
pesaje de cada ventriculo utilizando una balanza digital de precision (Figura 6). Con los
valores obtenidos se establecio la relacion ventriculo derecho/ventriculo total (VD/VT), la
cual es directamente proporcional a la magnitud de la hipertrofia ventricular derecha (Burton
et al., 1969). Ademas se determiné la relacion ventriculo derecho/peso corporal (VD/PC)

para establecer el desarrollo del ventriculo derecho con relacion al desarrollo corporal.

Figura N° 3: Apertura de la cavidad toracoabdominal del ave.
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Figura N° 5: Pesaje de las diferentes porciones del corazon.
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3.4.7. Determinacion de la relacion capa muscular/diametro arteriolar (CM/DA) de

arteriolas pulmonares.

Toma de muestras

Después de colectados los corazones, se procedio a remover los pulmones de las aves;
de cada uno se procedi6 a tomar una muestra de aproximadamente 2 cm de alto x 2 cm de
ancho x 2 cm de espesor; todas la muestras fueron colocadas en frascos conteniendo formol
buferado al 10% a nivel del mar y al 15% en la altura, en una proporcion de 1 de tejido y 10

de formol; que se transportaron al laboratorio para su posterior procesamiento.

Las muestras se dejaron en formol buferado por el lapso de 72 horas, luego se
procedi6 a reducirlas dandoles un tamafio aproximado de 0.5 cm x 0.5 cm x 0.5 cm, se
colocaron en casetes para muestras histopatologicas y se lavaron con agua corriente por el

lapso de 4 horas.

Procesamiento de muestras

Las muestras lavadas fueron colocadas en el equipo de procesamiento de muestras en

el cual siguid el siguiente proceso:

Alcohol de 80° 1 hora
Alcohol de 90° 30 minutos
Alcohol de 95° 1 30 minutos

Alcohol de 95° 11 30 minutos
Alcohol de 100° I 30 minutos
Alcohol de 100° II 30 minutos
Alcohol de 100° III 30 minutos

Xilol T 1 hora
Xilol IT 30 minutos
Xilol I 30 minutos
Parafina I 1 hora
Parafina I1 30 minutos
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Después de terminado este proceso las muestras fueron retiradas del equipo para su
posterior inclusion. Las muestras fueron incluidas en parafina con ayuda de un dispensador
de parafina. Los tacos formados se dejaron reposar por 24 horas, luego de lo cual se
procedié a hacer los cortes con un espesor de 5 micras que fueron colocadasen laminas

portaobjetos, quedando listas para su coloracion.

Coloracion de laminas

Las laminas preparadas fueron coloreadas con Hematoxilina fosfotingstica de

Mallory.

Proceso de Coloracion de Hematoxilina Fosfotungstica de Mallory (HPTA):

La coloracion de HPTA tiene los siguientes pasos:

Desparafinado

e Xilol1 5 minutos
e Xilol2 5 minutos
e Alcohol 100° 1 5 minutos
e Alcohol 100°2 5 minutos
e Alcohol 95° 5 minutos
e Alcohol 90° 3 minutos
e Alcohol 80° 3 minutos
e Alcohol 70° 3 minutos
e Agua destilada 1 5 minutos
e Agua destilada 2 5 minutos
Coloracion

e Zenker 14 horas a 60° C
e Enfriar 1 hora

e Enjuague en agua corriente

e Lugol 15 minutos
e Tiosulfato de sodio 3 minutos
e Agua corriente 15 minutos

e Enjuague en agua destilada

66



e HPTA 2 horas a 60° C

e Enfriar 30 minutos

Deshidratado y Montaje
e Alcohol de 95° Enjuague
e Alcohol de 100° Enjuague

e Xilol1l 5 minutos
e Xilol2 5 minutos
e Xilol 3 5 minutos

e Montaje con permount

Lectura de Laminas

Las laminas coloreadas con HPTA fueron leidas usando un ocular micrométrico y
con un objetivo de 40x. Primeramente se procedid a revisar la lamina y seleccionar
arteriolas que presentaban sus partes, intima, subendotelio, capa media y adventicia
(Figura 7), seleccionandose 10 arteriolas por ave, con didmetros externos comprendidos
entre 35 a 220 micras. A cada arteriola se le midi6 el didmetro externo y el grosor de la
capa muscular (Figura N° 8) y con los valores obtenidos se estableci6 la relacion grosor

capa muscular/didmetro arteriolar (CM/DA).

Figura 6: Partes de arteriolas pulmonares.
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Fig N° 7: Medicion de arteriolas pulmonares.

3.5. METODOS ESTADISTICOS

Para el analisis estadistico se uso el software SPSS 15.00. Los resultados obtenidos
fueron colocados en tablas para comparar los valores de los dos grupos (nivel del mar y
altura), asi como los de los grupos de la misma edad y de los grupos de edades diferentes,

esto para ver el efecto del tiempo de exposicion a la hipoxia.

Se utilizé la prueba de t-Student para comparar los valores de animales de nivel del
mar con los de altura de la misma edad, con un poder de prueba de 80% y un nivel de
significancia de 95%. Para comparar aves de diferentes edades se utilizo la prueba de
Tuckey, lo cual nos permiti6 evaluar el efecto del tiempo de exposicion. Con los resultados
obtenidos se procedi6 a realizar la correlacion de Pearson, utilizando como variables
independientes la edad del ave, lo cual nos da el tiempo de exposicion a hipoxia, y los
niveles de nitritos y nitratos; las variables dependientes fueron CM/DA, VD/VT y VD/PC,
las cuales nos ayudaron a relacionar la influencia de las variables independientes sobre la

presentacion de hipertrofia arteriolar pulmonar e hipertrofia cardiaca respectivamente.
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IV. RESULTADOS

Los resultados encontrados en el presente trabajo de las variables de peso corporal,
hematocrito (%), niveles de nitritos y nitratos (uM), relacion capa media/diametro
arteriolar (CM/DA) de arteriolas pulmonares, relacion ventriculo derecho/ventriculo total
(VD/VT) y relacion ventriculo derecho/peso corporal (VD/PC) en pollos de engorde de la
linea Cobb vantres criados a nivel del mar y en altura (3320 m.s.n.m), se describen a

continuacion.

4.1. Peso Corporal

A nivel del mar el peso de las aves fue mayor (p<0.05) que sus pares de altura,
siendo la diferencia mucho mas notoria a los 30 y 40 dias en donde se obtuvo pesos de
1503 g (30 dias) y 2620 g (40 dias) a nivel del mar y de 934.33 g (30 dias) y 1716.73 g (40
dias) en la altura lo cual nos estaria indicando que por efecto de la hipoxia disminuye la

tasa de crecimiento en comparacion con aves normoxicas (Cuadro N° 2).
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Cuadro N’ 2: Peso en gramos (g) de aves Cobb vantres (n=15 aves por grupo)
criadas a nivel del mar y en altura (3 320 m.s.n.m.).

Grupo Nivel del Mar Altura
Edad Media DS Media DS
1 dia 56.22° 2.91 56.22° 2.91
10 dias 186.27° 20.73 111.67° 9.42
20 dias 689.73* 71.08 406.00° 32.30
30 dias 1503.33* 179.87 934.33° 114.22
40 dias 2620.00° 238.38 1716.73° 222.56

a,b: letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (p<0.05)



4.2. Hematocrito

Los valores de hematocrito de las aves a nivel del mar estuvieron comprendidos
entre 23.80% a 1 dia de edad, siendo este el valor mas bajo y 29.47% que se obtuvo a los
10 dias de edad fue el valor mas alto (p<0.05); mientras que los valores entre los 10 y 40

dias de edad fueron similares (p>0.05).

Los animales criados en altura presentaron un hematocrito en forma creciente,
siendo a 1 dia de edad el valor mas bajo (23.80%), hacia los 10 dias este aument6 de forma
significativa (p<0.05) 34.07%, a los 20 dia el hematocrito aumento6 a 41.53% (p<0.05), y
manteniendose constante (p>0.05) hacia los 30 dias (39.78%) y 40 dias de edad (42.73%).

Al comparar los resultados de nivel del mar con altura se observd diferencia
significativa (p<0.05) a los 10, 20, 30 y 40 dias de edad, siendo marcada la diferencia al
dia 40 de edad (Cuadro N° 3), lo cual nos indica que estas aves presentaron cuadros de

policitemia.

Cuadro N° 3: Valores de hematocrito (%) de aves Cobb vantres (n=15 aves por
grupo) criadas a nivel del mar y en altura (3 320 m.s.n.m.).

Grupo Nivel del Mar Altura
Edad Media DS Media DS
1 dia 23.80* 2.11 23.80* 2.11
10 dias 29.47% 2.20 34.07" 4.62
20 dias 29.13% 2.23 41.53" 436
30 dias 28.67% 1.68 39.78" 4.43
40 dias 28.13% 2.72 42.73% 4.98

a,b: letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre las medias de
diferentes alturas (columnas).

1,2,3: nimeros diferentes indican diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre las medias
de las diferentes edades (filas).
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4.3. Nitritos y Nitratos

La determinacion de nitritos y nitratos, considerados como los principales
metabolitos del 6xido nitrico, y considerados para este estudio como una medida indirecta
de su produccion, fue realizada mediante la técnica de Griess modificado obteniéndose los
siguientes resultados. Al dia de edad no se pudo cuantificar por este método el valor de
nitritos y nitratos, por ello en el cuadro se considera 0.00, pero si estos valores fueron

obtenidos a los 10, 20, 30 y 40 dias de edad tanto a nivel del mar como en altura.

A nivel del mar los valores obtenidos fueron similares (p>0.05) a los 10, 20, 30 y
40 dias de edad, estando éstos comprendidos entre 0.7408 uM observado a los 10 dias y
0.8808 uM observado a los 30 dias. En altura los valores obtenidos fueron de 0.8033 a los
10 dias que es diferente (p<0.05) a su control de NM, para luego presentar hacia los 20
dias una disminucién marcada (p<0.05) llegando a un valor de 0.5052, el cual también es
menor (p<0.05) a su control de NM. A los 30 dias se observé un incremento significativo
llegando al pico mas alto, 1.2142, el cual es superior (p<0.05) a su control de NM, para
luego disminuir (p<0.05) hacia el dia 40, 0.74.83, el cual es similar al valor observado a los

10 dias en altura y su control de NM (Cuadro N° 4).

Cuadro N° 4: Valores de nitritos y nitratos (umol) en aves Cobb vantres (n=15
aves por grupo) criadas a nivel del mary en altura (3 320 m.s.n.m.).

Grupo Nivel del Mar Altura
Edad Media DS Media DS
1 dia 0.00"! 0.00 0.00*! 0.00
10 dias 0.7408* 0.1503 0.8033% 0.1834
20 dias 0.8000 0.2327 0.5052" 0.1839
30 dias 0.8808* 0.1981 1.2142% 0.2730
40 dias 0.7933* 0.0733 0.7483% 0.2412

a,b: letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre las medias de
diferentes alturas (columnas).

1,2,3: niimeros diferentes indican diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre las medias
de las diferentes edades (filas).
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4.4. Relacion capa muscular / diametro arteriolar (CM/DA)

La relacion capa muscular/diametro arteriolar (CM/DA) de las arteriolas
pulmonares es la forma de medir el grado de muscularizacion de las arteriolas pulmonares.
Los valores encontrados en aves sometidas a hipoxia fueron similares a los encontrados en
sus controles de nivel del mar. Los valores de la relacién encontrados a nivel del mar estan
comprendidos entre 0.1069 a los 10 dias y 0.1478 a los 40 dias de edad; mientras que en
altura estos valores estan entre 0.1069 a los 10 dias y 0.1465 a los 40 dias5.

Al comparar los resultados entre las diferentes edades de nivel del mar observamos
que los valores de 1 dia y de 10 dias son similares (p>0.05), sin embargo el valor de 10
dias es similar al de 20 dias pero este tltimo es diferente (p<0.05) al de 1 dia. Los valores

de 20 y 30 dias son similares (p>0.05) pero son diferentes (p<0.05) a los valores anteriores.

En altura los valores de la relacion CM/DA tuvo también una tendencia creciente,
siendo el valor mas bajo el observado a 1 dia de edad (0.1069), el cual es similar (p>0.05)
al de 10 dias (0.1162); mientras que el de 10 dias fue similar al de 20 dias (0.1277) que a
su vez es diferente (p<0.05) al de 1 dia. El valor de 20 dias es similar (p>0.05) al de 30
dias (0.1370), pero a su vez éste es diferente (p<0.05) a los anteriores. Igualmente el de 30
dias es similar (p>0.05) al de 40 dias (0.1465), pero este es diferente (p<0.05) a las

anteriores edades (Cuadro N° 5).
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Cuadro N° 5: Relacion capa muscular / diametro arteriolar (CM/DA) de
arteriolas pulmonares de aves Cobb vantres (n=15 aves por grupo) criadas a
nivel del mar y en altura (3 320 m.s.n.m.).

Grupo Nivel del Mar Altura
Edad Media DS Media DS
1 dia 0.1069%! 0.0255 0.1069%! 0.0255
10 dias 0.1142%12 0.0042 0.1162%12 0.0043
20 dias 0.1281% 0.0097 0.1277%3 0.0084
30 dias 0.1427% 0.0090 0.1370%* 0.0064
40 dias 0.1478% 0.0097 0.1465* 0.0119

a,b: letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre las medias de
diferentes alturas (columnas).

1,2,3: nimeros diferentes indican diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre las medias
de las diferentes edades (filas).



4.5. Relacion ventriculo derecho / ventriculo total (VD/VT)

La relacion ventriculo derecho/ventriculo total (VD/VT) en aves Cobb vantres de
nivel del mar fueron diferentes (p<0.05) a los de altura a los 10, 20, 30 y 40 dias siendo
mayor la relacion en altura que a nivel del mar. Estos valores nos estarian indicando que
los animales sometidos a hipoxia ambiental presentan un cuadro de hipertrofia ventricular

derecha.

En altura los valores estuvieron comprendidos entre 0.1173 (1 dia) y 0.3613 (40
dias), siendo similares (p>0.05) los valores de 10 y 20 dias entre si, y los valores de 30 y
40 dias entre si. A nivel del mar también se observd una tendencia al aumento de la
relacion, y los valores estuvieron comprendidos entre 0.1173 (1 dia) y 0.2409 (40 dias),
siendo similares (p>0.05) los valores de 10 dias con los de 20 y 30 dias, asi mismo el de 20

dias es similar al de 30 y 40 dias, pero el de 40 dias es diferente al de 10 dias.

Cuadro N° 6: Relacion ventriculo derecho/ventriculo total (VD/VT) de aves Cobb
vantres (n=15 aves por grupo) criadas a nivel del mar y en altura (3 320

m.s.n.m.).
Grupo Nivel del Mar Altura
Edad Media DS Media DS

1 dia 0.1173% 0.0426 0.1173 0.0426
10 dias 0.1922% 0.0272 0.2629" 0.0282
20 dias 0.2191%%3 0.0541 0.3050" 0.0718
30 dias 0.2022%%3 0.0235 0.3583% 0.0483
40 dias 0.2409% 0.0492 0.3613% 0.0457

a,b: letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre las medias de
diferentes alturas (columnas).

1,2,3: nimeros diferentes indican diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre las medias
de las diferentes edades (filas).
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4.6. Relacion ventriculo derecho / Peso corporal (VD/PC)

La relaciéon ventriculo derecho/peso corporal (VD/PC), ayuda a observar el
desarrollo del ventriculo derecho en comparacion al desarrollo del ave, y por ende nos
ayuda a dilucidar casos de hipertrofia ventricular. Los valores obtenidos en el presente

trabajo fueron los siguientes:

A nivel del mar hubo un aumento (p<0.05) en la relacion en aves de 10 dias en
comparacion con las aves de 1 dia y este valor fue similar (p>0.05) a las aves de 20 dias, lo
cual estaria relacionado a un incremento en el peso del ventriculo derecho en mayor
proporcion que la ganancia de peso a esas edades. Sin embargo la relacion disminuye
(p<0.05) hacia el dia 30 y se mantiene hacia el dia 40, lo cual estaria relacionado a un
aumento en el peso del animal en una mayor proporciéon que el aumento del peso del
corazon. En altura se obtuvo un aumento bien marcado (p<0.05) hacia el dia 10 de edad,
para luego disminuir sin ser significativo hacia el dia 20 de edad, lo cual estaria
relacionado a un aumento mayor en el peso del corazén que en la ganancia de peso. Sin
embargo, esta relacion se vuelve a incrementar (p<0.05) hacia el dia 30 de edad, para luego

volver a valores similares (p>0.05) a los de 10 y 20 dias de edad.

Al comparar los resultados de altura con sus pares de nivel del mar observamos que

los valores son mayores (p<0.05) en los de altura (Cuadro N° 7)
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Cuadro N° 7: Relacion ventriculo derecho/peso corporal de aves Cobb vantres
(n=15 aves por grupo) criadas a nivel del mar y en altura (3 320 m.s.n.m.).

Grupo Nivel del Mar Altura
Edad Media DS Media DS
1 dia 0.5007% 0.2187 0.5007°! 0.2187
10 dias 1.0569% 0.1732 1.6826%%3 0.2414
20 dias 1.0383% 0.2663 1.4595% 0.2548
30 dias 0.7309% 0.1252 1.7283% 0.2425
40 dias 0.8625%%3 0.2244 1.6209%>3 0.2436

a,b: letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (p<<0.05) entre las medias de

diferentes alturas (columnas).

1,2,3: nimeros diferentes indican diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre las medias
de las diferentes edades (filas).
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4.7. Correlacion del tiempo de exposicion y niveles de nitritos y nitratos sobre la

presentacion de hipertrofia arteriolar pulmonar e hipertrofia cardiaca.

Para evaluar la relacion existente entre la exposicion a la hipoxia, niveles de nitritos y
nitratos sobre la presentacion de hipertrofia arteriolar pulmonar e hipertrofia cardiaca se
utilizo la correlacion de Pearson utilizando como variables independientes la edad del ave,
el cual nos indica el tiempo de exposicion a la hipoxia por altura y los niveles de nitritos y
nitratos; siendo considerados ambas variables como factores importantes para la
presentacion de hipertrofia cardiaca y arteriolar pulmonar. Como variables dependientes se
usaron la relacion capa media/diametro arteriolar (CM/DA), ventriculo derecho/ventriculo

total (VD/VT) y ventriculo derecho/peso corporal (VD/PC).

Los indices de correlacion encontrados fueron: para la relacion CM/DA un rde 0.73
en altura (R%: 0.53) y de 0.76 (R*: 0.58) a nivel del mar; lo cual nos estaria indicando que
en altura el 53% y a nivel del mar el 58% del comportamiento de la variable dependiente
es efecto directo del tiempo de exposicion a la hipoxia asi como de las variaciones que ha

sufrido la produccion de ON por efecto de la hipoxia.

El grado de correlacion para VD/VT fue de 0.67 (R* 0.45) a nivel del mar y el r para
altura fue de 0.84 (R*: 0.71) asi como el grado de correlacion para VD/PC fue de 0.55 (R*:
0.30) a nivel del mar y 0.74 (R* 0.51) para altura (Cuadro N° 8), lo cual nos indica que
tanto la relacion VD/VT como la relacion VD/PC ha sido influida en un 71% y 51%
respectivamente por efecto directo de la exposicion a la hipoxia y de las variaciones de los
niveles de ON y como consecuencia las aves han presentado cuadros de hipertrofia

cardiaca en comparacion con sus pares de nivel del mar.
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Cuadro N° 8: Valores de correlacion entre variables dependientes (CM/DA, VD/VT y

VD/PC) y variables independientes (edad del ave y niveles de nitritos y nitratos).

Grupo Nivel del Mar Altura
Variable r R? r R?
Dependiente

CM/DA 0.76 0.58 0.73 0.53

VD/VT 0.67 0.45 0.84 0.71

VD/PC 0.55 0.30 0.74 0.51
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V. DISCUSION

Las lineas de pollos de produccion de carne son sometidas a mejoras conducentes a
lograr gran ganacia de peso en periodos cortos de tiempo; pero esta ganancia supera al
desarrollo de los sistemas cardiovascular y pulmonar, predisponiendo a las aves a presentar
diversos cuadros respiratorios y metabolicos de indole patolégico. Debido a este problema
el Ministerio de Agricultura recomienda hacer evaluaciones permanentes de los parametros
fisiolégicos en las aves productoras de carne debido a que estas sufren mejoras
constantemente. A nivel mundial la industria avicola pierde millones de ddlares por la
presentacion del sindrome ascitico y muerte subita, lo cual actualmente se presenta no solo
en crianzas que sobrepasan los 1000 m. de altitud, sino también se puede observar en
crianzas a nivel del mar, cuando por motivos de manejo se altera la ventilacion del galpon
lo cual sumado a la alta demanda de las aves genera una hipoxia metabolica. Francia en el
2006, reporta que la principal causa de mortalidad de aves en granjas en Lima es por
sindrome ascitico seguido de muerte subita, lo cual ocurre entre la quinta y sexta semana

de edad.

En el presente estudio se buscod correlacionar los niveles de nitritos y nitratos,
productos finales del metabolismo del 6xido nitrico y sus variaciones producto de la

exposicion a la hipoxia, con la presentacion de cuadros de hipertrofia arteriolar pulmonar e
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hipertrofia cardiaca; para lo cual se evaluaron diferentes variables como peso corporal,

niveles de nitritos y nitratos, hematocrito, relacion CMDA, VD/VT y VD/PC.

Los resultados obtenidos en este estudio nos muestran que el peso corporal a nivel
del mar fue mayor que en la altura, llegando a obtener pesos de alrededor de 2620 g a nivel
del mar al dia 40 y de 1716.73 g en altura. Los pesos a nivel del mar se encuentran dentro
del rango de pesos normales para la linea segiin la empresa productora de ésta (Cobb,
2008), y es similar a lo encontrado por otros autores; asi también lo encontrado en altura
donde se observa una menor ganancia de peso. Vidalon R. (2007) reporta en aves Cobb
vantres pesos de 202 g a nivel del mar y de 114.9 en altura a los 7 dias; y 3235.1y 1961 g
a los 42 dias a nivel del mar y altura respectivamente. Pefia (2001), en pollos de carne de la

linea Arbor Acress, encontrd pesos de 1680 g a nivel del mar y de 1263 g a 3320 m.s.n.m.

La hipoxia produce un aumento marcado del hematocrito llegando a cuadros de
policitemia, lo cual est4 reportado por diferentes autores; esto concuerda con lo encontrado
en este trabajo en aves criadas en altura donde los niveles de hematocrito tuvieron un
incremento (p<0.05) al dia 20 de edad (41.53%), manteniéndose elevado hasta el final de
la crianza, por lo tanto se considera que esto podria estar influyendo en el aumento de la
viscosidad sanguinea, lo cual estaria incrementando la presion arterial pulmonar por
resistencia, y estimulando la remodelacién de los vasos lo cual estaria colaborando en la
presentacion de hipertrofia cardiaca llegando al final a producir cuadros de ascitis en los
animales. Cueva y col. (2004) reportaron que aves Cobb vantres de 20 dias de edad
presentan un hematocrito de 41.53% en comparacion con sus pares a nivel del mar
(29.13%) y esto coincide con un incremento de la presion arterial pulmonar, 29.63 mmHg
en altura y 23.83 mmHg a nivel del mar, haciéndose mas notorio en aves de 40 dias de
edad, donde observaron un hematocrito de 42.12% y presion arterial pulmonar de 45.5
mmHg en altura frente a 20.17 mmHg de nivel del mar con hematocrito similar al de 20

dias.

Bernilla (2001) realizé un experimento en pollos de carne de la linea Arbor Acress
de 38 dias de edad expuestos a 3 dias de hipoxia (3320 m.s.n.m.) en los cuales encontré un
hematocrito de 39.86% y peso corporal de 2092 g, mientras que Pefia (2001), reportd un
hematocrito de 31.25% a nivel del mar y de 51.93% en altura, en pollos de 35 dias de edad.
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Este incremento marcado del hematocrito se debe al incremento de la liberacion de
eritropoyetina, la cual empieza a partir de las 4 horas de iniciado el cuadro de hipoxia,
siendo mas evidente en cuadros cronicos, por otro lado al inicio de los cuadros de hipoxia
el ON es uno de los factores que estimula la liberacion de eritropoyetina por parte del rifion
con el objetivo de compensar la deficiencia en la distribucion de oxigeno a los tejidos

(Yoshioka y Fisher, 1995).

Se sabe que la hipoxia induce el incremento de la liberacion de prostaglandinas (PGs)
por parte de las células musculares lisas de las arterias pulmonares tales como PGE2,
PGD2 y la PGF2a, siendo esta ultima un potente vasoconstrictor (Smith et al., 1996;
Bradbury et al., 2002; Yang et al., 2002). El efecto vasoconstrictor se logra por una
disminucién del AMPc que ocasiona un aumento de la concentracion de calcio intracelular
(Haroun et al., 2004). En investigaciones realizadas en diferentes especies animales se ha
demostrado que hay un aumento de la presion arterial pulmonar por efecto de la altura
(Will et al., 1975; Tucker et al., 1975; Ayon et al., 1979, Cueva et al., 2004) causado
inicialmente por la vasoconstriccion de las arteriolas pulmonares distales ocasionado por la
baja presion de oxigeno y el frio caracteristico de las zonas de altura (Chauca y Bligh,
1976, Ayon y Cueva, 1998; Sylvester, 2001), reportdndose que el frio en aves es un factor

importante en el desencademiento de cuadros de hipertension arterial pulmonar.

Se sabe que la vasoconstriccion arteriolar pulmonar hipoxica es un proceso rapido,
inicialmente se debe a la liberacién de sustancias vasoactivas como prostaglandinas,
tromboxanos, los mismos niveles per se de oxigeno, el estado redox, lo cual lleva a la
inhibicion del flujo de K" a través de receptores de membrana celular operados por voltaje
o ligando, ocasionando la despolarizacion, que aumenta la actividad de la Fosfolipasa C
para luego aumentar la concentracion de calcio intracelular, que unido a la calmodulina
activa a la MLC kinasa fosforilando a la miosina para que interactiie con la actina e inicie
la contraccion muscular. Para la contraccion del musculo liso es necesario un mecanismo
de sensibilizacion que consiste en la inhibicion de la enzima MLC fosfatasa por parte de la
enzima Rho kinasa (Peers, 1997; Dumas et al., 1999; Sylvester, 2001; Webb, 2003). Fagan
y col. (2004) demostraron que la vasoconstriccion hipoxica pulmonar aguda y cronica se

atenua por inhibicion de la Rho kinasa.
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Cuando la exposicion a la hipoxia ambiental es de mayor duracion, otras sustancias
vasoactivas toman mayor importancia como la endotelina-1 ya que su sintesis es
relativamente lenta y no se encuentra preformada (Barnes, 1994; Celermajer, 1997). La
ET-1 actlia a través de la unidon con sus receptores en la membrana celular del musculo liso
que activa los mecanismos para la contraccion muscular; ademas la ET-1 est4 involucrada
en los procesos mitogénicos via PkC, activan MAPk que intervienen en la muscularizacion
vascular y refuerzan la hipertension pulmonar (Hassoun et al., 1992; Brij y Peacock, 1998;
Weissmann et al., 1999; Yang et al., 2002). La hipoxia induce la liberacion de citoquinas
inflamatorias desde la célula endotelial tales como IL-1, IL-1p, IL-6, IL-8 y TNFa, estando
algunas de ellas como la IL-1B, TNFa, factores de crecimiento, ON y ROS en la activacion
del HIF-1 (Huang et al., 1996; Hellwig-Biirgel et al., 1999; Pearlstein et al., 2002;
Warnholtz et al., 2002) y a nivel del musculo liso arterial disminuye la sintesis de GMPc lo

que limitaria la respuesta vasodilatadora del ON (Hassoun et al., 2004).

En este trabajo, los valores de nitritos y nitratos encontrados, que se consideran
como metabolitos finales del ON, a nivel del mar mantuvieron un patron similar desde los
10 dias hasta los 40 dias (0.7408-08808 uM), mientras que en altura se encontrd que a los
10 dias los niveles eran similares a los de sus pares de nivel del mar, para luego tener una
disminucién marcada 0.5052uM (p<0.05) hacia el dia 20, lo cual estaria significando una
supresion en la produccion de ON, lo cual también estaria relacionado al inicio de las
modificaciones a nivel arteriolar pulmonar y ventricular. Al dia 30 de edad se observa un
incremento significativo (1.2142 uM), el cual esta por encima de lo encontrado en sus
pares a nivel del mar, lo que hace suponer que estaria relacionado a un incremento en la
produccion de ON mediante otras vias que podria ser mediante iNOS, y de esta manera
estaria produciendo metabolitos en mayor cantidad y de forma sostenida, pero este ON no
tendria un efecto dilatador sobre la musculatura lisa, lo cual concuerda con lo reportado
por Liy Col (1999) quienes reportan que en ausencia de eNOS, el ON producido por otras
vias no tiene efecto vasodilatador. También, estos resultados concuerdan con Fagan y col.
(1998) quienes reportan que por efecto de la hipoxia cronica hay una supresion en la
expresion de eNOS, mientras que (Jung et al., 2000) indican que en estas condiciones hay

sobreexpresion de iNOS.
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Vidalon (2007) reporta valores de nitritos y nitratos (uM) en pollos de la linea
Cobb vantres a nivel del mar de 0.42 a los 7 dias, 0.29 a los 21 dias, 0.39 a los 28 dias y
0.55 a los 42 dias; mientras que en altura (3320 m.s.n.m.) encontr6 0.75 (7 dias), 0.36 (21
dias), 0.11 (28 dias) y 0.40 (42 dias), lo cual muestra una supresion marcada en la
produccion de ON hacia los 20 y 30 dias de edad, siendo diferente a lo encontrado en este

trabajo en el dia 30 de edad.

En este estudio se demostré6 que tanto a nivel del mar como en altura hubo un
incremento en la muscularizacion lo cual se vid reflejado en la relacion CM/DA (Cuadro
N°5), en la cual se puede observar que a mas edad hay mayor muscularizacion, en altura
se puede explicar como la respuesta vascular a la hipoxia ambiental, mientras que a nivel
del mar podria explicarse como una respuesta del organismo para tratar de compensar la
alta demanda metabolica del ave sometida a crianza intensiva lo cual estaria avalado por
Cortés y col. (2006) quienes demostraron que en los ultimos afios la seleccion genética del
pollo de engorde ha incrementado su velocidad de crecimiento y depdsito de masa
muscular que trae como consecuencia un aumento en la carga metabolica debido a la
mayor demanda de oxigeno, esto los haria mas susceptibles a presentar hipertension
arterial pulmonar, debido a una mayor vasoconstriccion y desarrollo muscular liso

arteriolar pulmonar.

Arce (1991) y Berger (1992) encuentran que la hipertension pulmonar esta
relacionada a la wvasoconstriccion, producto de la muscularizacién de las arteriolas
pulmonares y que coincide con los resultados de Hernandez (1986) quien también
menciona que entre la tercera y quinta semana de edad (21-35 dias) hay mayor
presentacion de hipertension arterial pulmonar en pollos broilers, etapa en la que se tiene
un mayor crecimiento segun Mack y Donald (1998) quienes presentan una curva de
crecimiento del pollo de engorde que es ascendente hasta la semana 7 (49 dias), siendo

acelerado entre la tercera y quinta semana (21-35 dias).

La relacion CM/DA en altura encontrada en este trabajo esta entre 0.1069 y 0.1465,
que es mayor lo encontrado por Moreno de Sandino y Hernandez (2006) en aves Arbor
Acres sometidas a hipoxia, quienes obtuvieron valores entre 0.0972 y 0.1193. Montalvo y

col. (1979) demostraron que los pollos de carne sometidos a hipoxia ambiental presentan
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mayor desarrollo de musculo liso de las arteriolas pulmonares en pollos criados a la misma
altitud que los del presente trabajo, pero los valores obtenidos por estos autores estan entre
0.114 y 0.113 para machos y hembras respectivamente, los cuales son menores a los
encontrados en el presente estudio, esto nos indicanria que que con las mejoras genéticas
realizadas a los pollos de produccion de carne la susceptibilidad y predisposicion a
desarrollar cuadros de muscularizacion son mayores debido a su alta tasa metabdlica, lo
cual se agrava al ser sometidos a hipoxia cronica; esto esta avalado por Arce y col. (1988)
quienes demostraron en cuatro estirpes diferentes de aves de engorde, que los pollos con

menor velocidad de crecimiento presentaron menor hipertension arterial pulmonar.

Estudios realizados por Hurtado (1995) y Monge y Leén-Velarde (1991) quienes
sometieron cronicamente a animales a bajas presiones de oxigeno (hipoxia de altura)
observaron vasoconstriccion de las arteriolas pulmonares que dependia del incremento de
la capa de musculo liso de dichas arteriolas. Pefia y col. (1992), Enkvetchakul y col. (1995)
y Giesbrecht (1995) explican que la muscularizacion de las arteriolas es un proceso de
proliferacion hipertréfica e hiperplasica de las células musculares lisas; ademas, Clerk y
Sugden (1999), Dennis (2000), Serhan y Oliw (2001) asi como Bendall y col. (2002)
mediante estudios bioquimicos han podido demostrar que al haber hipoxia tisular crénica,
el aumento del grosor de la capa muscular lisa de las arteriolas pulmonares estaria
supeditado a la produccion de sustancias vasoconstrictoras y/o mitogénicas como
endotelina-1, angiotensina II, catecolaminas, prostaglandinas e interleucinas lo cual
sumado al estrés de roce sobre la pared vascular a través de Map kinasas estarian

induciendo la proliferacion del musculo liso de arteriolas y células cardiacas.

Bendall y col. (2002) y Esposito y col. (2001) evidencian la importancia de las Map
Kinasas en la activacion nuclear para la formacion de c-fos y c-jun (c-fos y c-jun
intervienen en la génesis de sarcomeros) a partir de la PA-1 (Proteina Activadora), y por
medio del ribosoma 40S van a activar a la kinasa S6 y de alli la sintesis de proteinas que se
depositaran en el musculo liso arteriolar produciendo un aumento del grosor de la capa

muscular.

La hipertension arterial pulmonar e hipertrofia de la capa muscular lisa de las

arteriolas pulmonares estd relacionado a la hipertrofia cardiaca derecha, lo cual
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observamos en forma significativa en las aves sometidas a hipoxia ambiental (0.3613 a los
40 dias), lo cual es similar a lo reportado por Pefia (2001), quien encontrd una relacion de
VD/VT de 0.433 en pollos Arbor acres a 3320 m.s.n.m. La relacién VD/PC reportada es
de 0.617 a nivel del mar y de 1.774 en altura. Por otro lado, estos valores encontrados son
similares a lo encontrado por Sillau y col. (1980), quienes reportaron una relacion de 0.35
en aves machos. Por su parte Staub (1963) demuestra que hay una relacion directa entre la
muscularizacion de la arteriola pulmonar y el aumento del tamafo del ventriculo derecho
en la presentacion de la hipertension arterial pulmonar; ademés Gonzales y col. (1998) al
comparar 7 lineas diferentes de pollos encontraron que el ventriculo derecho de la linea
Cobb Vantress tiene un peso superior al de la linea Ross, sin embargo la linea Ross era mas

pesada que la linea Cobb Vantress.

En nuestro estudio al hacer el andlisis de correlacion encontramos que tanto el
tiempo de exposicion a la hipoxia (edad del animal) como las variaciones en los niveles de
nitritos y nitratos tienen influencia sobre las relaciones CM/DA, VD/VT y VD/PC tanto a
nivel del mar como en altura, lo cual nos estaria sugiriendo que la disminucién en la
produccion de 6xido nitrico o la produccion de éste por estimulacion de la iNOS y la no
activacion de eNOS serian factores importantes en los cuadros de hipertrofia arteriolar
pulmonar e hipertrofia cardiaca, lo cual en aves seria critico debido a que estas estan

sometidas diariamente a cuadros de hipoxia metabdlica.
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1.

VI. CONCLUSIONES

La hipoxia ambiental (3320 m.s.n.m.) produce una disminucién (p<0.05) en los
niveles de nitritos y nitratos al dia 20 de edad y un aumento marcado (p<0.05) hacia

el dia 30 de edad en pollos.
Existe una correlacion directa entre los niveles de nitritos y nitratos y el tiempo de
exposicion a la altura con el desarrollo de hipertrofia cardiaca y muscularizacion de

las arteriolas pulmonares en aves de produccién de carne.

Las aves de nivel del mar presentaron una muscularizacion de las arteriolas

pulmonares similar a la encontrada en aves sometidas a hipoxia ambiental.
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Cuadro N° 1: Relacion ventriculo izquierdo / ventriculo total

VIII. ANEXOS

Edad
Grupo 1 dia 10 dias 20 dias 30 dias 40 dias
Nivel del mar 0.8827 £ 0.042 0.8078 + 0.027 0.7809 + 0.054 0.7978 £0.023 | 0.7591 £ 0.049
Altura 0.8827 £ 0.042 0.7371 £ 0.028 0.6950 £ 0.071 0.6417£0.048 | 0.6387 +£0.045
Cuadro N° 2: Relacion ventriculo izquierdo / peso corporal
Edad
Grupo 1 dia 10 dias 20 dias 30 dias 40 dias
Nivel del mar 0.0036526 0.0044436 0.0036948 0.0028771 0.0026958
Altura 0.0036526 0.0047029 0.0034522 0.0031187 0.0028766
Cuadro N° 3: Relacion ventriculo total / peso corporal
Edad
Grupo 1 dia 10 dias 20 dias 30 dias 40 dias
Nivel del mar 0.0041533 0.0055005 0.0047331 0.003608 0.0035583
Altura 0.0041533 0.0063855 0.0049116 0.004847 0.0044974
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Cuadro N° 4: Valores de peso, hematocrito (Ht), niveles de nitritos y nitratos (NN), peso de ventriculo derecho (VD), peso de ventriculo
izquierdo (VI), peso ventriculo total (VT), relacion ventriculo derecho/ventriculo total (VD/VT), relacion ventriculo izquierdo/ventriculo total
(VI/VT), relacion ventriculo derecho/peso corporal (VD/PC), relacion ventriculo izquierdo/peso corporal (VI/PC), relacion ventriculo total/peso
corporal (VT/PC) en pollos Cobb vantres de 1 dia de edad.

Ave Peso Ht NN VD VI VT VD/VT VI/VT VD/PC VI/PC VT/PC
1 57.5 26 0.0000 0.0563 0.2111 0.2674 0.21055 0.78945  0.00097913 0.0036713 0.00465043
2 56.6 24 0.0000 0.0272 0.1920 0.2192 0.12409 0.87591  0.00048057 0.00339223 0.00387279
3 58.3 20 0.0000 0.0351 0.1855 0.2206 0.15911 0.84089  0.00060206 0.00318182 0.00378388
4 56.6 25 0.0000 0.0302 0.1968 0.2270 0.13304 0.86696  0.00053357 0.00347703 0.0040106
5 55.1 24 0.0000 0.0260 0.1949 0.2209 0.11770 0.88230  0.00047187 0.00353721 0.00400907
6 52.6 26 0.0000 0.0281 0.1843 0.2124 0.13230 0.86770  0.00053422 0.0035038 0.00403802
7 60.6 24 0.0000 0.0132 0.2077 0.2209 0.05976 0.94024  0.00021782 0.00342739 0.00364521
8 58.1 20 0.0000 0.0300 0.2219 0.2519 0.11909 0.88091  0.00051635 0.00381928 0.00433563
9 61.1 25 0.0000 0.0218 0.2350 0.2568 0.08489 091511  0.00035679 0.00384615 0.00420295
10 55.6 24 0.0000 0.0275 0.2117 0.2392 0.11497 0.88503 0.0004946 0.00380755 0.00430216
11 53.5 26 0.0000 0.0056 0.1507 0.1563 0.03583 0.96417  0.00010467 0.00281682 0.0029215
12 57.3 24 0.0000 0.0310 0.2529 0.2839 0.10919 0.89081  0.00054101 0.00441361 0.00495462
13 49.9 20 0.0000 0.0233 0.2048 0.2281 0.10215 0.89785  0.00046693 0.00410421 0.00457114
14 55.8 25 0.0000 0.0488 0.2451 0.2939 0.16604 0.83396  0.00087455 0.00439247 0.00526703
15 54.7 24 0.0000 0.0184 0.1859 0.2043 0.09006 0.90994  0.00033638 0.00339854 0.00373492

116



Cuadro N° 5: Valores de peso, hematocrito (Ht), niveles de nitritos y nitratos (NN), peso de ventriculo derecho (VD), peso de ventriculo
izquierdo (VI), peso ventriculo total (VT), relacion ventriculo derecho/ventriculo total (VD/VT), relacion ventriculo izquierdo/ventriculo total
(VI/VT), relacion ventriculo derecho/peso corporal (VD/PC), relacion ventriculo izquierdo/peso corporal (VI/PC), relacion ventriculo total/peso
corporal (VT/PC) en pollos Cobb vantres de 10 dias de edad criados a nivel del mar.

Ave Peso Ht NN VD VI VT VD/VT VI/VT VD/PC VI/PC VT/PC
1 161 32 0.60 0.1912 0.7719 0.9631 0.19853 0.80147  0.00118758 0.00479441 0.00598199
2 210 30 0.90 0.1713 0.8145 0.9858 0.17377 0.82623  0.00081571 0.00387857 0.00469429
3 173 34 0.65 0.1703 0.6031 0.7734 0.22020 0.77980  0.00098439 0.00348613 0.00447052
4 182 30 0.975 0.2307 0.7658 0.9965 0.23151 0.76849  0.00126758 0.00420769 0.00547527
5 198 28 0.7875 0.1803 0.8628 1.0431 0.17285 0.82715  0.00091061 0.00435758 0.00526818
6 187 31 0.70 0.1808 0.8604 1.0412 0.17365 0.82635  0.00096684 0.00460107 0.00556791
7 195 30 0.725 0.2085 0.8862 1.0947 0.19046 0.80954  0.00106923 0.00454462 0.00561385
8 205 30 0.862 0.2913 0.9026 1.1939 0.24399 0.75601  0.00142098 0.00440293 0.0058239
9 167 29 0.85 0.1643 0.8713 1.0356 0.15865 0.84135  0.00098383 0.00521737 0.0062012
10 206 27 0.862 0.2341 0.9906 1.2247 0.19115 0.80885  0.00113641 0.00480874 0.00594515
11 166 25 0.437 0.1449 0.7408 0.8857 0.16360 0.83640  0.00087289 0.00446265 0.00533554
12 217 29 0.787 0.252 0.9561 1.2081 0.20859 0.79141  0.00116129 0.00440599 0.00556728
13 143 27 0.487 0.1162 0.6526 0.7688 0.15114 0.84886  0.00081259 0.00456364 0.00537622
14 192 29 0.787 0.2072 0.8576 1.0648 0.19459 0.80541  0.00107917 0.00446667 0.00554583
15 192 31 0.70 0.2275 0.8555 1.0830 0.21006 0.78994 0.0011849 0.00445573 0.00564063
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Cuadro N° 6: Valores de peso, hematocrito (Ht), niveles de nitritos y nitratos (NN), peso de ventriculo derecho (VD), peso de ventriculo
izquierdo (VI), peso ventriculo total (VT), relacion ventriculo derecho/ventriculo total (VD/VT), relacion ventriculo izquierdo/ventriculo total
(VI/VT), relacion ventriculo derecho/peso corporal (VD/PC), relacion ventriculo izquierdo/peso corporal (VI/PC), relacion ventriculo total/peso
corporal (VT/PC) en pollos Cobb vantres de 20 dias de edad criados a nivel del mar.

Ave Peso Ht ON VD VI VT VD/VT VI/VT VD/PC VI/PC VT/PC
1 582 28 1.275 0.6232 2.3924 3.0156 0.20666 0.79334  0.00107079 0.00411065 0.00518144
2 655 27 1.037 0.7266 2.6178 3.3444 0.21726 0.78274  0.00110931 0.00399664 0.00510595
3 659 27 0.687 0.7993 2.4496 3.2489 0.24602 0.75398 0.0012129 0.00371715 0.00493005
4 739 33 0.80 0.8733 3.0587 3.932 0.22210 0.77790  0.00118173 0.00413897 0.0053207
5 846 30 0.787 0.7489 3.3211 4.070 0.18400 0.81600  0.00088522 0.00392565 0.00481087
6 670 30 0.625 0.4998 2.1748 2.6746 0.18687 0.81313  0.00074597 0.00324597 0.00399194
7 723 29 0.437 0.6173 2.5125 3.1298 0.19723 0.80277 0.0008538  0.0034751 0.00432891
8 655 27 0.575 0.7071 2.3701 3.0772 0.22979 0.77021  0.00107954 0.00361847 0.00469802
9 751 33 0.80 0.6532 2.9038 3.557 0.18364 0.81636  0.00086977 0.00386658 0.00473635
10 689 28 0.725 0.7479 2.8262 3.5741 0.20926 0.79074  0.00108549 0.00410189 0.00518737
11 774 29 0.487 0.6668 2.7124 3.3792 0.19732 0.80268 0.0008615 0.00350439 0.00436589
12 665 27 0.95 0.5233 2.1278 2.6511 0.19739 0.80261  0.00078692 0.0031997 0.00398662
13 570 33 0.725 1.048 1.5456 2.5936 0.40407 0.59593 0.0018386 0.00271158 0.00455018
14 712 28 1.037 0.6339 2.6412 3.2751 0.19355 0.80645  0.00089031 0.00370955 0.00459986
15 656 28 1.05 0.7230 2.6896 3.4126 0.21186 0.78814  0.00110213 0.0041 0.00520213
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Cuadro N° 7: Valores de peso, hematocrito (Ht), niveles de nitritos y nitratos (NN), peso de ventriculo derecho (VD), peso de ventriculo
izquierdo (VI), peso ventriculo total (VT), relacion ventriculo derecho/ventriculo total (VD/VT), relacion ventriculo izquierdo/ventriculo total
(VI/VT), relacion ventriculo derecho/peso corporal (VD/PC), relacion ventriculo izquierdo/peso corporal (VI/PC), relacion ventriculo total/peso
corporal (VT/PC) en pollos Cobb vantres de 30 dias de edad criados a nivel del mar.

Ave Peso Ht ON VD VI VT VD/VT VI/VT VD/PC VI/PC VT/PC
1 1530 27 0.575 1.1349 4.1176 5.2525 0.21607 0.78393  0.00074176 0.00269124 0.00343301
2 1460 28 0.85 0.9699 4.6498 5.6197 0.17259 0.82741  0.00066432 0.00318479 0.00384911
3 1480 26 0.85 0.9589 4.2466 5.2055 0.18421 0.81579  0.00064791 0.00286932 0.00351723
4 1420 29 0.95 1.120 3.9152 5.0352 0.22243 0.77757  0.00078873 0.00275718 0.00354592
5 1500 28 0.95 0.9553 3.9785 4.9338 0.19362 0.80638  0.00063687 0.00265233 0.0032892
6 1410 30 0.587 1.0228 3.8364 4.8592 0.21049 0.78951  0.00072539 0.00272085 0.00344624
7 940 33 0.962 0.7002 2.7926 3.4928 0.20047 0.79953  0.00074489 0.00297085 0.00371574
8 1520 28 0.925 0.8129 4.062 4.8749 0.16675 0.83325 0.0005348 0.00267237 0.00320717
9 1640 29 1.15 1.2992 4.6241 5.9233 0.21934 0.78066 0.0007922  0.00281957 0.00361177
10 1550 28 0.65 1.048 4.3499 5.3979 0.19415 0.80585  0.00067613 0.00280639 0.00348252
11 1610 28 1.15 1.0799 4.6865 5.7664 0.18727 0.81273  0.00067075 0.00291087 0.00358161
12 1530 30 0.575 1.1423 4.2338 5.3761 0.21248 0.78752 0.0007466 0.00276719 0.00351379
13 1700 30 1.05 1.8917 5.6863 7.578 0.24963 0.75037  0.00111276 0.00334488 0.00445765
14 1710 27 1.037 1.2334 5.8936 7.127 0.17306 0.82694  0.00072129 0.00344655 0.00416784
15 1550 29 0.95 1.1762 3.9406 5.1168 0.22987 0.77013  0.00075884 0.00254232 0.00330116
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Cuadro N° 8: Valores de peso, hematocrito (Ht), niveles de nitritos y nitratos (NN), peso de ventriculo derecho (VD), peso de ventriculo
izquierdo (VI), peso ventriculo total (VT), relacion ventriculo derecho/ventriculo total (VD/VT), relacion ventriculo izquierdo/ventriculo total
(VI/VT), relacion ventriculo derecho/peso corporal (VD/PC), relacion ventriculo izquierdo/peso corporal (VI/PC), relacion ventriculo total/peso
corporal (VT/PC) en pollos Cobb vantres de 40 dias de edad criados a nivel del mar.

Ave Peso Ht ON VD V1 VT VD/VT VI/VT VD/PC VI/PC VT/PC

1 2010 27 0.70 1.7204 6.5577 8.2781 0.20783 0.79217  0.00085592 0.00326254 0.00411846
2 2908 25 0.825 1.8632 7.2663 9.1295 0.20409 0.79591  0.00064072 0.00249873 0.00313944
3 2419 29 0.80 2.18 5.7017 7.8817 0.27659 0.72341 0.0009012  0.00235705 0.00325825
4 2639 30 0.662 2.4656 7.366 9.8316 0.25078 0.74922  0.00093429 0.00279121 0.0037255

5 2788 27 0.80 2.3369 7.9939 10.3308 0.22621 0.77379 0.0008382  0.00286725 0.00370545
6 2694 28 0.775 2.3523 7.4208 9.7731 0.24069 0.75931  0.00087316 0.00275457 0.00362773
7 2807 25 0.85 2.3536 8.0921 10.4457 0.22532 0.77468  0.00083848 0.00288283 0.0037213

8 2995 30 0.90 2.8277 8.22 11.0477 0.25595 0.74405  0.00094414 0.00274457 0.00368871
9 2347 24 0.825 1.9593 6.4025 8.3618 0.23432 0.76568  0.00083481 0.00272795 0.00356276
10 2627 35 0.75 3.9851 6.9305 10.9156 0.36508 0.63492  0.00151698 0.00263818 0.00415516
11 2567 27 0.875 1.909 6.584 8.493 0.22477 0.77523  0.00074367 0.00256486 0.00330853
12 2614 30 0.80 2.5799 6.9026 9.4825 0.27207 0.72793  0.00098695 0.00264063 0.00362758
13 2567 30 0.662 1.6432 7.0451 8.6883 0.18913 0.81087  0.00064012 0.00274449 0.00338461
14 2719 28 0.80 2.4187 5.977 8.3957 0.28809 0.71191  0.00088955 0.00219823 0.00308779
15 2599 27 0.875 1.296 7.1833 8.4793 0.15284 0.84716  0.00049865 0.00276387 0.00326252
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Cuadro N° 9: Valores de peso, hematocrito (Ht), niveles de nitritos y nitratos (NN), peso de ventriculo derecho (VD), peso de ventriculo
izquierdo (VI), peso ventriculo total (VT), relacion ventriculo derecho/ventriculo total (VD/VT), relacion ventriculo izquierdo/ventriculo total
(VI/VT), relacion ventriculo derecho/peso corporal (VD/PC), relacion ventriculo izquierdo/peso corporal (VI/PC), relacion ventriculo total/peso
corporal (VT/PC) en pollos Cobb vantres de 10 dias de edad criados en altura (3320 m.s.n.m.).

Ave N° Peso Ht ON VD VI VT VD/VT  VI/VT VD/PC VI/PC VT/PC
1 104 28 0.9625 0.1587 0.4702 0.6289  0.25235  0.74765 0.00152596 0.00452115 0.00604712
2 104 29 0.575 0.1451 0.4658 0.6109  0.23752  0.76248 0.00139519 0.00447885 0.00587404
3 127 33 0.925 0.2366 0.5836 0.8202  0.28847  0.71153 0.00186299 0.00459528 0.00645827
4 115 37 0.60 0.2313 0.5104 0.7417 031185 0.68815 0.0020113 0.00443826 0.00644957
5 115 27 0.662 0.2026 0.5513 0.7539  0.26874  0.73126 0.00176174 0.00479391 0.00655565
6 95 40 0.975 0.2001 0.4444 0.6445 031047  0.68953 0.00210632 0.00467789 0.00678421
7 105 31 0.825 0.1642 0.5198 0.684 0.24006  0.75994 0.00156381 0.00495048 0.00651429
8 108 33 0.60 0.196 0.5043 0.7003 0.27988  0.72012 0.00181481 0.00466944 0.00648426
9 130 41 0.625 0.2175 0.5501 0.7676 ~ 0.28335  0.71665 0.00167308 0.00423154 0.00590462
10 106 32 0.775 0.152 0.4588 0.6108  0.24885 0.75115 0.00143396 0.0043283 0.00576226
11 103 39 0.95 0.1341 0.491 0.6251 0.21453  0.78547 0.00130194 0.00476699 0.00606893
12 116 32 1.075 0.2241 0.6337 0.8578  0.26125  0.73875 0.0019319 0.00546293 0.00739483
13 117 41 1.05 0.1743 0.581 0.7553 0.23077  0.76923 0.00148974 0.00496581 0.00645556
14 112 33 0.575 0.1717 0.5218 0.6935  0.24758  0.75242 0.00153304 0.00465893 0.00619196
15 118 35 0.875 0.2163 0.5904 0.8067  0.26813  0.73187 0.00183305 0.00500339 0.00683644
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Cuadro N° 10: Valores de peso, hematocrito (Ht), niveles de nitritos y nitratos (NN), peso de ventriculo derecho (VD), peso de ventriculo
izquierdo (VI), peso ventriculo total (VT), relacion ventriculo derecho/ventriculo total (VD/VT), relacion ventriculo izquierdo/ventriculo total
(VI/VT), relacion ventriculo derecho/peso corporal (VD/PC), relacion ventriculo izquierdo/peso corporal (VI/PC), relacion ventriculo total/peso

corporal (VT/PC) en pollos Cobb vantres de 20 dias de edad criados en altura (3320 m.s.n.m.).

Ave N° Peso Ht ON VD VI VT VD/VT  VI/VT VD/PC VI/PC VT/PC
1 420 40.00 0.325 0.6448 1.3178 1.9626  0.32854  0.67146 0.00153524 0.00313762 0.00467286
2 473 43.08 0.825 0.6027 0.5117 1.1144  0.54083  0.45917 0.00127421 0.00108182 0.00235603
3 391 46.00 0.35 0.8568 1.4869 2.3437  0.36558 0.63442  0.0021913 0.00380281 0.00599412
4 415 43.10 0.80 0.552 1.2963 1.8483 0.29865  0.70135 0.00133012 0.00312361 0.00445373
5 355 47.46 0.40 0.5206 1.3083 1.8289  0.28465 0.71535 0.00146648 0.00368535 0.00515183
6 413 33.90 0.375 0.5624 1.5346 2.097 0.26819  0.73181 0.00136174 0.00371574 0.00507748
7 455 36.23 0.825 0.6264 1.6241 2.2505 0.27834  0.72166 0.0013767 0.00356945 0.00494615
8 445 39.58 0.587 0.6822 1.8837 2.5659  0.26587 0.73413 0.00153303 0.00423303 0.00576607
9 400 49.02 0.65 0.5114 1.3323 1.8437  0.27738  0.72262  0.0012785 0.00333075 0.00460925
10 387 43.18 0.45 0.5616 1.4327 1.9943 0.28160  0.71840 0.00145116 0.00370207 0.00515323
11 412 44.44 0.40 0.557 1.4927 2.0497  0.27175 0.72825 0.00135194 0.00362306 0.004975
12 381 43.24 0.45 0.4839 1.3698 1.8537  0.26105 0.73895 0.00127008 0.00359528 0.00486535
13 380 36.54 0.44 0.4251 1.2616 1.6867  0.25203  0.74797 0.00111868 0.00332  0.00443868
14 374 39.22 0.35 0.6093 1.5952 2.2045 0.27639  0.72361 0.00162914 0.00426524 0.00589439
15 389 37.93 0.35 0.6706 1.3991 2.0697  0.32401 0.67599 0.00172391 0.00359666 0.00532057
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Cuadro N° 11: Valores de peso, hematocrito (Ht), niveles de nitritos y nitratos (NN), peso de ventriculo derecho (VD), peso de ventriculo
izquierdo (VI), peso ventriculo total (VT), relacion ventriculo derecho/ventriculo total (VD/VT), relacion ventriculo izquierdo/ventriculo total
(VI/VT), relacion ventriculo derecho/peso corporal (VD/PC), relacion ventriculo izquierdo/peso corporal (VI/PC), relacion ventriculo total/peso

corporal (VT/PC) en pollos Cobb vantres de 30 dias de edad criados en altura (3320 m.s.n.m.).

Ave N° Peso Ht ON VD V1 VT VD/VT VI/VT VD/PC VI/PC VT/PC
1 1060 37.00 1.325 1.6 3.3827 4.9827 0.32111  0.67889 0.00150943 0.00319123 0.00470066
2 867 37.5 1.4125 1.1989 2.9159 4.1148 0.29136  0.70864 0.00138281 0.00336321 0.00474602
3 1007 39.36 0.85 1.8405 3.6255 5.466 0.33672  0.66328 0.00182771 0.0036003  0.005428
4 984 43.48 0.962 1.7915 2.738 4.5295 0.39552  0.60448 0.00182063 0.00278252 0.00460315
5 906 39.00 0.825 1.8305 2.4887 4.3192 0.42381  0.57619 0.00202042 0.00274691 0.00476733
6 1112 40.95 0.90 1.491 2.8688 4.3598 0.34199  0.65801 0.00134083 0.00257986 0.00392068
7 707 39.00 1.05 1.3708 2.1165 3.4873 0.39308  0.60692  0.0019389 0.00299364 0.00493253
8 957 38.95 1.075 2.0964 2.8447 4.9411 0.42428  0.57572  0.0021906 0.00297252 0.00516311
9 919 53.7 1.237 1.716 3.1514 4.8674 0.35255  0.64745 0.00186725 0.00342916 0.00529641
10 1065 37.00 1.325 1.5841 3.0911 4.6752 0.33883  0.66117 0.00148742 0.00290244 0.00438986
11 767 34.26 1.825 1.3037 1.917 3.2207 0.40479  0.59521 0.00169974 0.00249935 0.00419909
12 805 37.5 1.412 1.5326 2.0967 3.6293 0.42229  0.57771 0.00190385 0.0026046 0.00450845
13 941 37.5 1.40 1.6385 4.1409 5.7794 0.28351  0.71649 0.00174123 0.00440053 0.00614176
14 1017 41.27 1.20 1.6474 3.4407 5.0881 0.32378  0.67622 0.00161986 0.00338319 0.00500305
15 901 40.27 1.412 1.4181 3.0007 4.4188 0.32092  0.67908 0.00157392 0.00333041 0.00490433
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Cuadro N° 12: Valores de peso, hematocrito (Ht), niveles de nitritos y nitratos (NN), peso de ventriculo derecho (VD), peso de ventriculo
izquierdo (VI), peso ventriculo total (VT), relacion ventriculo derecho/ventriculo total (VD/VT), relacion ventriculo izquierdo/ventriculo total
(VI/VT), relacion ventriculo derecho/peso corporal (VD/PC), relacion ventriculo izquierdo/peso corporal (VI/PC), relacion ventriculo total/peso

corporal (VT/PC) en pollos Cobb vantres de 40 dias de edad criados en altura (3320 m.s.n.m.).

Ave N° Peso Ht ON VD VI VT VD/VT  VI/VT VD/PC VI/PC VT/PC
1 1757 47.30 0.95 3.4956 5.6694 9.165 0.38141  0.61859 0.00198953 0.00322675 0.00521628
2 1823 48.10 0.6875 3.2965 5.4363 8.7328  0.37748  0.62252 0.00180828 0.00298206 0.00479035
3 1952 43.33 0.825 3.2414 6.9262 10.1676  0.31880  0.68120 0.00166055 0.00354826 0.00520881
4 1777 45.45 0.825 3.0141 4.0431 7.0572  0.42710  0.57290 0.00169617 0.00227524 0.00397141
5 1872 36.14 0.525 2.3226 5.1572 7.4798 031052  0.68948 0.00124071 0.00275491 0.00399562
6 1757 41.43 0.70 2.7415 5.0706 7.8121 0.35093  0.64907 0.00156033 0.00288594 0.00444627
7 1874 46.07 0.4125 3.1717 5.1192 8.2909  0.38255 0.61745 0.00169248 0.0027317 0.00442417
8 1952 34.67 0.5875 2.6833 5.1706 7.8539  0.34165 0.65835 0.00137464 0.00264887 0.00402351
9 1777 41.67 0.825 2.5019 5.728 8.2299  0.30400  0.69600 0.00140793 0.00322341 0.00463134
10 1787 37.35 0.575 3.3258 5.0943 8.4201 0.39498  0.60502 0.00186111 0.00285076 0.00471186
11 1574 42.68 0.525 3.2835 4.6874 7.9709  0.41194 0.58806 0.00208609 0.00297802 0.0050641
12 1101 38.20 1.4375 1.4837 3.8229 5.3066  0.27960 0.72040 0.00134759 0.00347221 0.0048198
13 1453 44.68 0.775 2.3265 3.6715 5.998 0.38788  0.61212 0.00160117 0.00252684 0.00412801
14 1767 40.66 0.825 2.5047 5.0952 7.5999 032957 0.67043 0.00141749 0.00288353 0.00430102
15 1528 53.19 0.75 2.3978 3.3003 5.6981 0.42081  0.57919 0.00156924 0.00215988 0.00372912

124



Cuadro N° 13: Relacion grosor de la capa musculo liso/didmetro arteriolar en pollos Cobb vantres de 1 dias de edad criados a nivel del mar.

Arteriola
N° 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ave N°
1 0.085714  0.10000  0.057471  0.115385 0.133333 0.14000  0.121622  0.104651  0.130435  0.086957
2 0.10000  0.095238 0.111111  0O.111111  0O.111111 0.12500  0.142857  0.090909  0.125000  0.088889
3 0.12069  0.130435 0.111111 0.10000  0.118421 0.115385 0.083333 0.15000  0.081633  0.116667
4 0.105263  0.147059  0.086957  0.096154 0.116667  0.094595 0.096154  0.105263  0.147059  0.086957
5 0.068966  0.10000  0.090909  0.092593  0.084746  0.12000  0.132075  0.130435 0.10000  0.105882
6 0.083333  0.114286  0.125000  0.104167  0.117647  0.09375 0.090909  0.095238  0.085714  0.117647
7 0.230769  0.214286  0.08000  0.064103  0.075000 0.074074 0.078125 0.102564 0.111111  0.085714
8 0.138889  0.105263  0.142857  0.080000 0.103448  0.08000  0.066667  0.043478  0.138889  0.105263
9 0.072581  0.085106  0.08750 0.12000  0.105263 0.10000 0.12963 0.092105  0.088235  0.064286
10 0.078125 0.083333  0.085366  0.08000  0.095238  0.125000 0.117647 0.083333  0.076923  0.081081
11 0.146341  0.166667  0.277778  0.294118  0.111111  0.214286  0.148148  0.134615 0.146341  0.166667
12 0.108108  0.058824 0.091837 0.085714 0.069231 0.083333  0.081395 0.074074  0.083333  0.081395
13 0.07500  0.083333 0.04878  0.075758  0.080645 0.10000  0.086538  0.064103  0.075000  0.04878
14 0.057143  0.076923  0.083333 0.3000 0.25000  0.107143 0.10000  0.176471  0.178571  0.054545
15 0.071429  0.085714 0.047619  0.078947  0.10000  0.064516  0.142857 0.068966  0.111111  0.111111
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Cuadro N° 14: Relacion grosor de la capa musculo liso/didmetro arteriolar en pollos Cobb vantres de 10 dias de edad criados a nivel del mar.

Arteriola
N° 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ave N°
1 0.07500  0.111111  0.111111  0.090909  0.115385 0.142857 0.120000  0.117647 0.107143  0.100000
2 0.130435 0.12766  0.121951  0.133333 0.09434  0.108108 0.153846  0.089744  0.147541  0.117647
3 0.095238  0.100000  0.105263  0.142857 0.128205 0.111111  0.096774 0.083333  0.148148  0.128205
4 0.08000  0.105263  0.096774 0.115385 0.128205 0.121212  0.106383 0.10000  0.146341 0.121212
5 0.090909  0.125000  0.133333 0.10000  0.107143 0.15000  0.100000  0.086957  0.142857 0.166667
6 0.10000  0.142857 0.125000 0.111111 0.10000  0.088889  0.129032  0.136364 0.112676  0.100000
7 0.10000  0.092308  0.097561 0.10000  0.114286  0.138889 0.111111  0.142857 0.115385  0.090909
8 0.10000  0.105263  0.107143  0.128205  0.103448 0.153846  0.111111  0.090909  0.125000  0.130435
9 0.115385 0.128205  0.111111 0.09434  0.125000  0.120000  0.108108 0.111111  0.142857 0.114286
10 0.105263  0.100000  0.10000  0.121212  0.103448  0.108696  0.111111 0.09434  0.111111  0.125000
11 0.111111  0.103448  0.09434  0.125000 0.107143  0.116279 0.117647 0.114286 0.111111  0.120000
12 0.068966  0.116279  0.115385 0.109091 0.111111  0.111111  0.135135  0.130435  0.140000  0.083333
13 0.111111  0.100000  0.095238  0.142857 0.111111  0.102564  0.095238 0.121212  0.107143  0.119048
14 0.136364  0.125000  0.09375 0.10000  0.129032  0.115385 0.120000  0.128205 0.109589  0.103448
15 0.111111  0.085106  0.092593  0.103448  0.125000  0.133333  0.142857 0.111111  0.138889  0.148148
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Cuadro N° 15: Relacion grosor de la capa musculo liso/didmetro arteriolar en pollos Cobb vantres de 20 dias de edad criados a nivel del mar.

Arteriola
N° 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ave N°
1 0.166667  0.151515  0.142857  0.153846  0.137931  0.150943  0.130435  0.142857 0.130435 0.114286
2 0.1000 0.09375 0.130435 0.097561  0.111111 0.125 0.125 0.102041  0.109589  0.111111
3 0.121212  0.130435  0.142857  0.137931 0.1250 0.129032  0.107143  0.133333  0.116667  0.139535
4 0.121212 0.1250 0.142857 0.136364 0.108108  0.108108  0.12963 0.1500 0.200 0.133333
5 0.111111  0.117647  0.111111  0.107143 0.1500 0.153846  0.142857  0.142857  0.148148  0.142857
6 0.130435 0.137255 0.137931  0.138889  0.142857  0.145833 0.1250 0.1600 0.111111 0.125
7 0.1500 0.111111 0.1250 0.115385 0.1200 0.128205  0.138889  0.094118  0.16129  0.109589
8 0.096774 0.111111  0.117647  0.132075 0.1250 0.129032  0.114286  0.115385  0.139535 0.16129
9 0.133333  0.135135 0.137931  0.115385  0.142857 0.105263  0.121212 0.125 0.114754  0.142857
10 0.136364 0.113636  0.145161  0.189189  0.137931 0.136364  0.142857 0.146341 0.117647  0.130435
11 0.1500 0.119048  0.107143 0.125 0.103448  0.117647  0.121212 0.100 0.1250 0.1500
12 0.09375 0.100 0.064516  0.083333  0.111111  0.133333  0.142857 0.090909  0.09434  0.153846
13 0.117647  0.162791 0.125 0.130435 0.121212  0.147059  0.129032  0.133333  0.153846 0.125
14 0.113636  0.115385  0.117647  0.142857 0.162162  0.134615 0.111111  0.166667  0.106061  0.111111
15 0.1600 0.1250 0.128205 0.086957 0.111111  0.138889  0.121951  0.131579  0.142857  0.136364
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Cuadro N° 16: Relacion grosor de la capa musculo liso/didmetro arteriolar en pollos Cobb vantres de 30 dias de edad criados a nivel del mar.

Arteriola
N° 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ave N°

1 0.162791 0.1600 0.1500 0.166667  0.166667 0.200 0.1500 0.142857  0.133333  0.137931
2 0.136364  0.121622  0.153846  0.138889  0.166667  0.136364 0.162791  0.127273  0.148148  0.142857
3 0.111111  0.142857 0.136364  0.136364  0.139535 0.173913  0.166667  0.151515 0.147059 0.172414
4 0.085714 0.2500 0.111111  0.142857 0.1250 0.142857 0.1600 0.157895  0.162791  0.132075
5 0.100 0.132075  0.128205  0.12963 0.121212  0.184211 0.1500 0.1600 0.153846  0.135135
6 0.171429 0.1600 0.157895 0.153846  0.152174  0.128205  0.142857  0.153846 0.1500 0.166667
7 0.142857  0.105263 0.1600 0.121212  0.119048  0.096774  0.136364 0.200 0.1250 0.111111
8 0.117647  0.15625 0.148936  0.121212  0.136364  0.105263 0.1375 0.138889  0.166667 0.1500

9 0.086957 0.085714  0.133333  0.142857 0.1250 0.129032  0.155556  0.136364  0.121212  0.148148
10 0.15000  0.133333  0.083333  0.146341 0.153846  0.088235 0.1600 0.1250 0.130435  0.137931
11 0.1500 0.15625 0.1250 0.102564  0.157895 0.162791  0.148148  0.166667  0.129032  0.142857
12 0.157895 0.1375 0.1750 0.174603  0.148148 0.130435 0.129032  0.153846  0.166667  0.142857
13 0.138889  0.166667 0.1250 0.173913  0.157895 0.108696  0.148148  0.131579  0.153846  0.160714
14 0.1750 0.162791  0.171429  0.132075 0.208333  0.105263 0.12 0.130435  0.142857  0.142857
15 0.1250 0.146667 0.1250 0.093023  0.127273  0.134328  0.157143  0.133333 0.16129  0.136364
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Cuadro N° 17: Relacion grosor de la capa musculo liso/didmetro arteriolar en pollos Cobb vantres de 40 dias de edad criados a nivel del mar.

Arteriola
N° 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ave N°

1 0.133333 0.125 0.166667  0.133333  0.142857 0.146341  0.135135 0.136364 0.173913  0.135135
2 0.151515  0.152542  0.129032 0.16 0.12500  0.166667 0.181818 0.111111  0.162162  0.131579
3 0.200 0.192308 0.133333  0.113636 0.1600 0.117647  0.153846  0.147059  0.142857  0.166667
4 0.166667 0.1500 0.1500 0.129032 0.1250 0.173913 0.1250 0.129032  0.134615 0.111111
5 0.138298  0.142857 0.181818  0.16129 0.1500 0.131579  0.181818  0.189189  0.157895  0.166667
6 0.092593  0.101266  0.115385  0.136364  0.139535  0.108434  0.133333  0.104167 0.1125 0.166667
7 0.100 0.102564 0.171429 0.186047  0.166667  0.166667  0.142857  0.166667  0.127273  0.178571
8 0.118421  0.145833  0.142857 0.176471 0.102041  0.142857 0.181818  0.138889  0.206897  0.148649
9 0.172414 0.200 0.166667 0.173913  0.121622  0.137931  0.142857  0.166667  0.166667  0.15625
10 0.170213  0.138462  0.137255 0.1500 0.163265 0.151515 0.181818  0.130435  0.142857 0.1500

11 0.153846  0.176471  0.142857 0.148148 0.181818  0.147059  0.122222  0.130435 0.142857  0.166667
12 0.173913 0.1500 0.141304  0.179487  0.116279  0.129032  0.153846  0.104167  0.157895  0.153846
13 0.200 0.192308 0.1500 0.1500 0.15625  0.166667  0.142857  0.155556  0.151515 0.096774
14 0.1600 0.111111  0.153846  0.119565 0.1500 0.184615 0.151515 0.111111  0.142857  0.173913
15 0.148148 0.1600 0.133333  0.147541  0.121212  0.178571  0.105263  0.136364 0.173913  0.111111

129



Cuadro N° 18: Relacion grosor de la capa musculo liso/didmetro arteriolar en pollos Cobb vantres de 10 dias de edad criados en altura (3320

ms.n.m.).
Arteriola
N° 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ave N°
1 0.100 0.135135  0.066667  0.115385 0.100 0.128205 0.121951  0.111111 0.100 0.111111
2 0.142857 0.111111  0.115385  0.133333  0.107143  0.142857 0.100 0.117647 0.08 0.148936
3 0.107143  0.102041 0.160 0.133333  0.074074  0.103448 0.100 0.129032  0.155556  0.114286
4 0.142857 0.111111  0.087719  0.142857  0.09375  0.083333  0.133333  0.153846  0.098765 0.173913
5 0.1250 0.136364 0.108696  0.142857 0.1200 0.133333  0.137931  0.096154 0.100 0.136364
6 0.116279  0.103448  0.118644 0.125 0.086957 0.111111  0.081081  0.142857  0.148148  0.121212
7 0.102564  0.142857 0.1600 0.133333 0.100 0.090909  0.085106  0.166667  0.111111 0.125
8 0.133333  0.139535  0.108108 0.1 0.088235 0.111111  0.129032  0.133333  0.093023  0.115385
9 0.133333 0.125 0.0800 0.117647  0.133333  0.085714 0.108108 0.115385 0.131579 0.111111
10 0.1200 0.121212  0.115385 0.096774 0.116279 0.111111  0.111111  0.092105  0.115385  0.129032
11 0.066667  0.121951  0.111111 0.125 0.107143  0.166667  0.097561  0.103448  0.129032  0.083333
12 0.116667 0.115385 0.111111  0.111111 0.125 0.105263  0.117647  0.107692  0.108108  0.136364
13 0.105263  0.153846  0.115385 0.103448  0.088889 0.1 0.166667  0.074074  0.133333 0.100
14 0.1250 0.130435 0.1000 0.125 0.111111  0.117647  0.076923  0.085714 0.1000 0.153846
15 0.111111  0.117647  0.107143  0.114286  0.105263  0.123077  0.162791  0.142857  0.075472 0.1250
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Cuadro N° 19: Relacion grosor de la capa musculo liso/didmetro arteriolar en pollos Cobb vantres de 20 dias de edad criados en altura (3320
ms.n.m.).

Arteriola
N° 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ave N°

1 0.142857  0.12069  0.133333  0.142857 0.137931 0.121212  0.142857 0.096774  0.140351  0.142857
2 0.139535 0.125 0.136364 0.111111  0.111111  0.128205  0.105263  0.148148 0.1200 0.129032
3 0.142857  0.138889 0.1500 0.117647  0.16129 0.100 0.111111 0.1600 0.133333 0.08
4 0.111111  0.133333  0.111111 0.4000 0.114286  0.108696  0.135135 0.1125 0.136364  0.142857
5 0.092593  0.142857  0.08046  0.132075  0.133333 0.1500 0.121212  0.142857  0.103448 0.100
6 0.107143 0.1500 0.127273  0.115385 0.12 0.142857 0.129032  0.114286 0.125 0.1500
7 0.114286  0.138889 0.1200 0.148936  0.114286  0.155172  0.111111 0.14 0.129032 0.1000
8 0.1200 0.108108  0.142857  0.142857 0.1200 0.1200 0.1250 0.125 0.111111  0.142857
9 0.117647  0.137931  0.115385 0.1000 0.111111  0.107143  0.152174 0.100 0.1000 0.171429
10 0.100 0.142857 0.100 0.148936  0.102564 0.111111  0.136364 0.1000 0.135135  0.121951
11 0.133333 0.175 0.153846  0.148148 0.125 0.133333  0.130435 0.166667  0.108108  0.133333
12 0.095238  0.119048 0.1200 0.096774  0.142857  0.113924 0.1400 0.138889  0.130435 0.1200
13 0.125 0.115385 0.111111  0.129032  0.103448  0.145161  0.085714 0.136364 0.157895  0.104167
14 0.142857  0.138889  0.156863  0.129032  0.136364 0.1000 0.133333  0.121212  0.129032  0.107143
15

0.10101  0.135135 0.111111  0.121212  0.103448 0.1250 0.129032  0.133333  0.119048  0.142857
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Cuadro N° 20: Relacion grosor de la capa musculo liso/didmetro arteriolar en pollos Cobb vantres de 30 dias de edad criados en altura (3320

ms.n.m.).
Arteriola
N° 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ave N°
1 0.12069 0.15 0.121212  0.153846  0.114286  0.137255 0.135135 0.173913  0.166667  0.142857
2 0.125 0.125 0.153846  0.121212  0.128571 0.125 0.152941  0.138889  0.136364  0.133333
3 0.133333 0.125 0.148148 0.1200 0.1200 0.125 0.133333  0.153846 0.12 0.136364
4 0.157895  0.142857 0.1200 0.121212  0.130435  0.142857 0.166667  0.153846  0.136364  0.155556
5 0.136364 0.153846  0.146341  0.148148 0.125 0.153846  0.115385 0.157895  0.142857  0.12500
6 0.126582  0.153846  0.138889  0.146341  0.157895  0.136364 0.1200 0.117647 0.1500 0.1500
7 0.136364  0.166667  0.129032  0.172414  0.142857  0.138889  0.085106 0.100 0.103448  0.155556
8 0.152542  0.133333 0.1400 0.1500 0.1800 0.157895  0.136364  0.107143  0.133333  0.129032
9 0.116279  0.142857  0.15625  0.115385 0.1200 0.133333 0.12987  0.153846 0.1200 0.166667
10 0.159091  0.157895 0.173913  0.133333  0.148148  0.135593  0.139535 0.166667  0.142857  0.142857
11 0.166667 0.1600 0.146341  0.151515 0.121212  0.137255 0.133333  0.113636  0.16129  0.148148
12 0.133333 0.0800 0.111111  0.166667  0.116279  0.129032  0.119048  0.142857  0.150943  0.133333
13 0.136364  0.133333  0.137931  0.142857 0.138889  0.113636  0.109589  0.148936 0.1400 0.102564
14 0.15625  0.114286  0.121951  0.148148 0.129032  0.142857 0.1250 0.12500  0.138889  0.130435
15 0.108696  0.117647  0.103448  0.105263  0.148148 0.111111 0.175 0.15625 0.125 0.142857
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Cuadro N° 21: Relacion grosor de la capa musculo liso/didmetro arteriolar en pollos Cobb vantres de 40 dias de edad criados en altura (3320
ms.n.m.).

Arteriola
N° 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ave N°

1 0.166667  0.166667  0.159091  0.166667  0.151515  0.123288 0.125 0.142857  0.16129 0.125
2 0.166667 0.1500 0.192308 0.170732 0.1500 0.185185 0.136364 0.176471  0.190476  0.150943
3 0.138889  0.136364  0.117647  0.123288  0.204545 0.121212  0.142857 0.145833  0.117647  0.136364
4 0.105263  0.150943  0.155556  0.136364 0.157895  0.115385 0.162791  0.171429  0.172414  0.138889
5 0.105263  0.116279  0.114286  0.157895 0.15 0.153846 0.125 0.129032  0.136364  0.192308
6 0.086957  0.107143 0.125 0.128205  0.208333 0.125 0.096154  0.145833  0.107143  0.159091
7 0.148148 0.1875 0.133333  0.172414  0.121212  0.108696  0.107143  0.126984  0.133333  0.173913
8 0.142857 0.130435  0.15625 0.194444  0.157895 0.1200 0.1200 0.166667 0.1200 0.104167
9 0.1200 0.157895  0.166667  0.130435  0.136364  0.147059  0.157895 0.1250 0.125 0.166667
10 0.139535 0.133333  0.181818  0.148148  0.129032  0.130435 0.177778  0.136364  0.166667 0.1250
11 0.139535 0.133333  0.181818  0.148148  0.129032  0.130435 0.177778  0.136364  0.166667 0.1250
12 0.15 0.129032  0.136364 0.1400 0.136364 0.125 0.135135 0.125 0.130435  0.166667
13 0.142857 0.1600 0.1200 0.184211  0.148148 0.139535 0.136364  0.148148  0.142857 0.151515
14 0.100 0.166667 0.2000 0.166667  0.142857  0.173913 0.16129  0.366667  0.162791  0.136364
15

0.130435  0.133333  0.150943  0.173913 0.1200 0.151515  0.140351  0.173913 0.2000 0.107143
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